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Резюме

Эпидемиологически установлено, что в Обь-Иртышском бассейне, гиперэндемичном по распространению гель-
минта Opisthorchis felineus, значительно возрастает частота первичных холангиокарцином по сравнению с дру-
гими регионами, где население не инвазировано. В связи с этим хронический описторхоз рассматривают как 
факультативный предрак печени. Изучение механизмов холангиоканцерогенеза позволит разработать патогене-
тические подходы к его профилактике. Целью работы является изучение значения микробиоты гепатобилиар-
ного тракта больных хроническим описторхозом в изменении биохимического состава желчи и исследование ее 
биологического воздействия на мембрану соматических клеток. Материал и методы. Объекты исследования: 
бактерии; инбредные мыши, инвазированные описторхами; образцы желчи, культуры фибробластов эмбриона 
человека и спленоцитов инбредных мышей in vitro; плазма крови; стандартные первичные и вторичные желчные 
кислоты. Изучали: виды бактерий, колонизирующих желчные протоки; количественный и качественный состав 
желчных кислот, а также уровень диеновых конъюгатов и малонового диальдегида в образцах протоковой жел-
чи; биологическое действия желчи на процессы перекисного окисления липидов (ПОЛ) клеточных мембран in 
vitro; влияние желчи и продуктов ПОЛ на проницаемость цитомембран; активность антиоксидантных систем 
организма. Результаты и их обсуждение. Установлено, что желчь больных хроническим описторхозом в боль-
шинстве случаев (77,0 %) инфицирована различными видами бактерий. В 30,0 % случаев определенные виды 
кишечных бактерий (Proteus vulgaris, P. mirabilis, Citrobacter freundii, Bacteroides аlcaligues faecalis, Clostridium, 
Streptococcus faecalis, Escherichia coli) изменяют биохимический состав протоковой желчи – обнаруживаются 
деконъюгированные первичные и вторичные желчные кислоты, а также высокий уровень общего количества 
желчных кислот. Желчь указанного биохимического состава на фоне истощения антиоксидантной системы ор-
ганизма индуцирует активацию процессов ПОЛ цитомембран и значительно повышает их проницаемость для 
токсичных компонентов желчи. Указанные процессы являются промоторными в холангиоканцерогенезе. 
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Abstract

It has been epidemiologically established that the rate of primary cholangiocarcinomas increases greatly in the Ob-
Irtysh basin which is hyperendemic for helminth Opisthorchis felineus in comparison with other regions where the 
population is not infested. In this connection chronic opisthorchiasis is considered as facultative liver precancer. 
The study of cholangiocarcinogenesis mechanisms will allow developing pathogenetic approaches to prevention of 
this tumor. Aim of the study was to investigate the significance of microbiota of the hepatobiliary tract of chronic 
opisthorchiasis patients in changing of biochemical composition of bile and investigation of its biological influence on 
somatic cells membrane. Material and methods. Objects of research: bacteria; inbred mice infected by opisthorchis; 
samples of bile, cultures of human embryo fibroblasts and splenocytes of inbred mice in vitro; blood plasma; standard 
primary and secondary bile acids. We studied: species of bacteria colonizing bile ducts; quantitative and qualitative 
composition of bile acids, and level of diene conjugates and malondialdehyde in duct bile samples; biological activity of 
bile on processes of lipid peroxidation of cell membranes in vitro; influence of bile and lipid peroxidation products on 
cytomembrane permeability; activity of antioxidant systems of the body. Results and discussion. It was found out, that 
bile of patients with chronic opisthorchiasis in majority of cases (77.0 %) was infected by different species of bacteria. 
In 30.0 % of cases certain types of intestinal bacteria (Proteus vulgaris, P. mirabilis, Citrobacter freundii, Bacteroides 
alcaligues faecalis, Clostridium, Streptococcus faecalis, Escherichia coli) change biochemical composition of duct 
bile - deconjugated primary and secondary bile acids and also high level of total bile acids are detected. Bile of the 
above biochemical composition, against the background of depletion of antioxidant system, induces activation of cell 
membrane lipid peroxidation processes and significantly increases their permeability to toxic components of bile. These 
processes are promotor in cholangiocarcinogenesis.

Key words: opisthorchiasis, cholangiocytes, microflora, bile acids, lipid peroxidation, membrane permeability, 
cholangiocarcinogenesis.
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Введение
На основании эпидемиологических исследо-

ваний показано, что в местах наибольшего рас-
пространения описторхоза заболеваемость пер-
вичным раком печени значительно выше [1]. На 
территориях, совпадающих с высоким уровнем 
пораженности населения гельминтом Opisthor-
chis felineus, паразитирующим во внутрипеченоч-
ных желчных протоках, в большинстве случаев 
выявляется одна из разновидностей первичного 
рака печени – холангиокарцинома. К числу таких 
регионов относится Обь-Иртышский бассейн, 
который является самым крупным в мире [2, 
3]. Описторхоз широко распространен во мно-
гих других регионах России: Томская, Новоси-
бирская, Курганская, Брянская, Архангельская, 
Московская, Владимирская, Пермская, Сверд-
ловская, Челябинская область и др., а также в 
странах ближнего и дальнего зарубежья. Кроме 
того, выявлено увеличение заболеваемости раком 
печени параллельно возрастанию частоты опис-

торхозной инвазии у населения, в связи с чем 
хронический описторхоз (ХО) рассматривается 
как факультативный предрак печени [1]. 

В последнее десятилетие многие авторы уве-
рены в том, что ХО опосредует развитие злока-
чественного процесса в гепатобилиарной системе 
[4–13], однако конкретные факторы инициации и 
промоции последнего не указываются. Установ-
лено, что непосредственное отношение к пато-
генезу злокачественных опухолей имеет нару-
шение структурно-функционального состояния 
мембран соматических клеток, опосредующего 
дестабилизацию их барьерных функций [14–16]. 
Одним из основных механизмов нарушения ба-
рьерной функции цитомембран является пере-
кисное окисление липидов (ПОЛ) [16, 17]. Важ-
ную роль в развитии патологических процессов 
играет недостаточность факторов антиоксидант-
ной защиты организма, т.е. дисбаланс в системе 
«ПОЛ – антиоксиданты» [16]. В качестве марке-
ров активации процессов ПОЛ цитомембран ис-
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пользуются диеновые конъюгаты (ДК) и малоно-
вый диальдегид (МДА). 

Показано значительное усиление процессов 
ПОЛ в печени животных при моделировании 
описторхозной инвазии на хомяках, что приводит 
к деструкции и пролиферации гепатоцитов [18]; 
у больных описторхозом отмечаются активация 
процессов ПОЛ клеточных мембран эритроци-
тов и снижение содержания антиоксидантов в 
сыворотке крови [19]. Необходимо отметить, что 
гепатоциты и эритроциты не соприкасаются со 
средой обитания трематоды O. felineus. Следо-
вательно, по данным работам о роли продуктов 
ПОЛ биологических мембран в патогенезе имен-
но холангиоцеллюлярного рака печени можно су-
дить относительно. Хотя многие исследователи 
придерживаются мнения о системном характере 
мембранных нарушений.

В связи с тем что изучить процессы ПОЛ 
мембран непосредственно холангиоцитов не 
представляется возможным, целесообразным 
является исследование уровня продуктов ПОЛ 
мембран в образцах протоковой желчи больных 
ХО в зависимости от ее биохимического состава 
или в супернатантах культур соматических кле-
ток после воздействия желчи больных ХО. Это 
обуcловливает актуальность исследования. 

По содержанию основных ингредиентов жел-
чи можно судить о физиологическом состоянии 
желчевыводящих путей и о патологических про-
цессах гепатобилиарной системы. Определение 
биохимического состава желчи может служить 
ценным диагностическим тестом при различных 
заболеваниях печени. Кроме того, изучению вли-
яния экзогенной микрофлоры гепатобилиарной 
системы на биохимический состав желчи при ХО 
не было уделено должного внимания. В связи с 
этим исследование биохимических показателей 
желчи организмов, длительно инвазированных 
трематодой O. felineus, представляет значимый 
практический интерес для выяснения роли соста-
ва желчи в трансформации холангиоцитов.

Целью настоящего исследования является 
определение значения микрофлоры, сопутству-
ющей описторхозной инвазии, в изменении био-
химического состава протоковой желчи и ис-
следование ее биологического воздействия на 
мембрану соматических клеток. 

Материал и методы

Бактериологические исследования по опре-
делению микробиоты в желчи больных ХО и 
групп сравнения выполнены на базе микробио-
логической лаборатории Роспотребнадзора Тю-
менской области с использованием стандартных 
методов. Качественный состав желчных кислот 

(ЖК) в желчи определяли с помощью метода 
тонкослойной хроматографии (на пластинах «Si-
lufol-154», Чехия). Общее количество желчных 
кислот исследовали методом спектрофотометрии 
(λ = 347 нм). Концентрацию ДК и МДА опреде-
ляли спектрофотометрически соответственно в 
хлороформном экстракте (λ = 232 нм) и по содер-
жанию продуктов, реагирующих с тиобарбитуро-
вой кислотой (λ = 532 нм).

Изучение биологического действия желчи 
на процессы ПОЛ клеточных мембран выполня-
ли на культуре фибробластов. К 2 мл клеточной 
суспензии (7,5 × 105/мл) добавляли по 0,2 мл ис-
следуемой желчи в разведении 1/10000, контро-
лем служила проба с 0,2 мл физиологического 
раствора. Через 48–72 ч в супернатантах экспе-
риментальных культур определяли содержание 
МДА. Биологическое действие стандартных ЖК 
(холевой и дезоксихолевой (ДХ)) на процессы 
ПОЛ мембран соматических клеток исследовали 
на первичной культуре спленоцитов нелинейных 
мышей. ЖК растворяли в 5%-м растворе ДМСО 
(на 0,9%-м растворе NaCl) в дозе 50, 100, 200 мг в 
0,1 мл на 1 мл клеток (2 × 106). Контролем служи-
ли пробы с добавлением 0,9%-го раствора NaCl и 
5%-го раствора ДМСО (на 0,9%-м растворе NaCl). 
Уровень церулоплазмина определяли спектрофо-
тометрически по окислению пара-фенилендиа-
мина (λ = 530 нм).

Активность монооксигеназной системы пече-
ни исследовали по длительности барбитуратового 
сна на инбредных мышах CBA/Lac и DBA/2 (Y) 
с хронической инвазией (4–8 мес.) трематодой 
O. felineus. Животных инвазировали с использо-
ванием глазной пипетки метацеркариями, выде-
ленными из рыбы стандартным способом, по 40 
шт. в 0,9%-м растворе NaCl. Инвазию животных 
констатировали по наличию взрослых гельмин-
тов в гепатобилиарном тракте.

Проницаемость клеточных мембран изучали 
на культуре фибробластов эмбриона человека и 
спленоцитов инбредных мышей in vitro по нако-
плению Н3-тимидина в цитоплазме клеток с по-
следующей радиометрией в жидком сцинтилля-
торе (имп./мин.).

Результаты и их обсуждение

Исследования, выполненные in vivo и in vi-
tro, показали, что билиарные штаммы кишеч-
ных бактерий Proteus vulgaris, P. mirabilis, Cit-
robacter freundii, Bacteroides аlcaligues faecalis, 
Clostridium, Streptococcus faecalis, Escherichia 
coli участвуют в метаболизме ЖК в гепатобили-
арной системе – деконьюгации первичных (тау-
рохолевой, гликохолевой, гликодезоксихолевой, 
гликохенодезоксихолевой кислот) и образовании 
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вторичных (литохолевой, ДХ) в 30,0 % случаев. 
Этот процесс в норме осуществляется в кишеч-
нике. Также установлено значительное достовер-
ное возрастание уровня общего количества ЖК 
(на 67,2 %; р < 0,001) по сравнению с контролем. 
Наличие бактерий в желчи больных с различной 
патологией печени отмечает и ряд других иссле-
дователей [20, 21]. M.J. Hill в экспериментах in 
vitro показал, что многие штаммы Bacteroides 
spp., Streptococcus, Baccalis, Clostridium spp. и др. 
обладают свойствами удалять 7α-оксигруппу у 
некоторых солей первичных желчных солей (хо-
левой и ХДХ), образуя вторичные [22]. Таким об-
разом, инфицирование гепатобилиарной системы 
при ХО кишечной микрофлорой обусловливает 
метаболизм ЖК до мутагенных и канцерогенных 
веществ – деконъюгированных первичных и вто-
ричных желчных кислот.

Кроме того, нами выявлены и другие значи-
мые закономерности. При наличии в образцах 
желчи вторичных ЖК (литохолевой, ДХ) общее 
количество ЖК на 137,2 % (р < 0,01) превышает 
их уровень в образцах желчи, где вторичные ЖК 
не обнаружены. Необходимо также отметить, что 
желчестаз, индуцированный длительной жизне-
деятельностью описторхов в протоках, обуслов-
ливает высокую концентрацию ЖК в протоковой 
желчи, в том числе вторичных, и длительность их 
контакта с холангиоцитами, обеспечивая меха-
низм действия «доза – эффект». 

В первую очередь биологическое действие 
желчи на соматическую клетку начинается с ее 
мембраны. Функционально-структурное состоя-
ния мембран соматических клеток характеризу-
ют процессы перекисного окисления входящих в 
их состав липидов. В образцах протоковой желчи 
больных ХО было выявлено увеличение содер-
жания МДА (на 102,6 %, р < 0,001), вероятно, за 
счет высокой скорости метаболизма первичных 
продуктов ПОЛ клеточных мембран (ДК) во вто-
ричные (МДА); соответственно этому уровень 
ДК существенно снижен (на 52,6 %, р < 0,01). 
Также нами установлено, что при высокой кон-
центрации общего количества ЖК в образцах 
желчи содержание ДК и МДА превышает в 2 раза 
их уровень в желчи с низкой концентрацией ЖК. 

Необходимо отметить, что метаболические 
показатели процессов ПОЛ цитомембран в се-
крете желчи отражают в первую очередь физико-
химическое состояние мембран клеток, высти-
лающих желчные протоки. Приведенные выше 
результаты свидетельствуют об активации сво-
боднорадикального окисления мембранных ли-
пидов в клетках протокового эпителия. Чем выше 
концентрация общего количества ЖК в образцах 
желчи, тем интенсивнее протекают процессы 

ПОЛ клеточных мембран. Липидная перокси-
дация детерминирует нарушение структуры и 
функции холангиоцеллюлярной ткани. В экспе-
риментах in vitro нами показано, что пулирован-
ная желчь больных ХО стимулирует процессы 
ПОЛ в мембранах фибробластов: в супернатанте 
экспериментальных культур (48 ч) концентрация 
МДА повышается на 96,7 %.

В дополнение к вышеизложенному нами ис-
следовано биологическое действие стандартных 
ЖК на процессы ПОЛ мембран в первичной 
культуре спленоцитов нелинейных мышей. По-
лученные данные показывают, что стандартная 
холевая кислота усиливает процессы ПОЛ мем-
бран соматических клеток (в супернатанте куль-
тур определено увеличение содержания МДА и 
ДК в среднем на 200,0 %), при этом эффект прямо 
зависит от дозы. Аналогичные результаты полу-
чены и при исследовании стандартной ДХ кисло-
ты: в супернатанте экспериментальных культур 
(48–72 ч) она увеличивает концентрацию ДК (на 
30,0–150,0 %) и МДА (на 145,0–370,0 %), эффект 
зависел от дозы.

Таким образом, в экспериментах in vitro на 
культурах соматических клеток выявлена зави-
симость уровня продуктов ПОЛ мембран от дозы 
стандартных желчных кислот как первичной (хо-
левой) так и вторичной ЖК (ДХ), что подтвержда-
ет корреляцию, установленную в образцах желчи 
больных ХО в отношении концентрации общего 
количества ЖК и уровня продуктов ПОЛ клеточ-
ных мембран. Из этого следует, что высокая кон-
центрация ЖК в желчи в большей степени акти-
вирует процессы ПОЛ клеточных мембран, чем 
низкая. Накопление в секрете желчи продуктов 
ПОЛ запускает цепную реакцию постоянной ак-
тивации процессов ПОЛ мембран холангиоцитов, 
опосредующих дестабилизацию их структурно-
функциональной организации. Повышение уров-
ня токсических продуктов ПОЛ приводит также 
к повреждению структуры и функции мембран 
митохондрий и дезорганизации их ферментных 
комплексов.

Активация процессов ПОЛ мембран клеток у 
больных ХО приводит антиоксидантную систему 
организма в состояние напряжения. Содержание 
в плазме крови медьсодержащего белка церуло-
плазмина, выполняющего ключевые антиокси-
дантные функции [23], значительно увеличено 
(на 114 %, р < 0,0001), что можно рассматривать 
как компенсаторную реакцию. Но даже высокий 
уровень церулоплазмина в плазме крови не нор-
мализует окислительные процессы в печени, что 
свидетельствует об истощении компенсаторных 
возможностей разных звеньев антиоксидантных 
систем организма.
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Это подтверждается и другими данными 
[22] – ингибированием системы монооксигеназ 
печени при ХО, состояние которой зависит от 
длительности инвазии и генотипа хозяина (экс-
периментальные данные, полученные на инбред-
ных мышах линий CBA/Lac, DBA/2, Y). Хотя 
ферменты, обладающие антиоксидантным дей-
ствием, наиболее активны в органах с высоким 
содержанием митохондрий, цитохрома Р450 и пе-
роксисом – в печени, надпочечниках, почках [24]. 

Накопление в протоковой желчи продуктов 
ПОЛ мембран соматических клеток в результате 
усиленной липидной пероксидации обусловли-
вает мембранную патологию клеток протокового 
эпителия и сказывается на непрерывных процес-
сах обмена веществ между клеткой и межклеточ-
ной средой для поддержания химического и ион-
ного гомеостаза. В данном случае существенное 
значение имеет состояние проницаемости цито-
мембран. С этим связаны все процессы жизнедея-
тельности клетки: метаболизм, генерация, секре-
ция, рецепция и др. Нарушение проницаемости 
клеточных мембран приводит к патологическим 
изменениям мембранного транспорта, а также 
клеток тканей. Это играет решающую роль в воз-
никновении и развитии канцерогенного процесса 
[25].

На культуре фибробластов эмбриона чело-
века и спленоцитов инбредных мышей in vitro 
установлено (по накоплению Н3-тимидина в ци-
топлазме), что желчь больных ХО повышает про-
ницаемость клеточных мембран в среднем на 
65,0 %. Степень проницаемости мембран зависит 
от дозы желчи. Увеличение проницаемости мем-
бран обусловливает активный транспорт в клетки 
токсичных ингредиентов протоковой желчи, ко-
торые на клетки могут оказывать неблагоприят-
ное воздействие – инактивировать репаративный 
синтез ДНК, индуцировать дефекты ДНК с разви-
тием мутационных событий и др. Роль нарушения 
структуры и функций клеточных мембран, опос-
редованных активацией ПОЛ цитомембран, в раз-
витии мутаций и злокачественной трансформации 
клеток отмечают многие авторы [9, 10, 15, 16].

Таким образом, полученные результаты иссле-
дования дают основание полагать, что изменение 
биохимического состава протоковой желчи боль-
ных ХО в неблагоприятную сторону (деконъюга-
ция первичных ЖК, образование вторичных ЖК, 
ассоциированых с высокой концентрацией обще-
го количества ЖК) под воздействием кишечной 
микрофлоры (сопутствующей инвазии тремато-
ды O. felineus), истощение антиоксидантной си-
стемы организма опосредуют значительную ак-
тивацию процессов ПОЛ мембран холангиоцитов 
с существенным повышением их проницаемости 

для токсичных ингредиентов желчи. Эти процес-
сы можно рассматривать как промоторный фак-
тор в механизме холангиоканцерогенеза.
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