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ВПЛИВ ДОЗОВАНОЇ НОРМОБАРИЧНОЇ ГІПОКСІЇ НА МОРФО-
ФУНКЦІОНАЛЬНІ ЗМІНИ ГЕПАТОЦИТІВ НОРМОТЕНЗИВНИХ 
І ГІПЕРТЕНЗИВНИХ ЩУРІВ

Проведено дослідження і порівняння морфо-функціонального стану гепатоци-
тів нормо- (лінія Wistar) і спонтанно-гіпертензивних (лінія SHR) щурів після 
впливу дозованої нормобаричної гіпоксії. Виявлено, що і морфологічні зміни 
гепатоцитів, і біохімічні показники активності мітохондрій клітин свідчать про 
підвищення фізіологічної регенерації і активності паренхіми печінки щурів, які 
дихали гіпоксичною газовою сумішшю. Дані зміни більшою мірою проявлялися 
у гіпертензивних щурів, ніж у тварин лінії Wistar.
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В печінці відбувається забезпечення основних метаболічних процесів в ор-
ганізмі, а саме: обмін білків, жирів, вуглеводів, обмін гормонів та інших біо-
логічно активних речовин, вітамінів і мікроелементів. Печінка є центральним 
органом детоксикації, що забезпечує фагоцитоз мікроорганізмів, знешкоджен-
ня токсичних речовин ендогенного і екзогенного походження, а також їх виве-
дення з організму [16]. У зв'язку з великим функціональним навантаженням, 
яке лягає на печінку, цей орган досить вразливий. За даними Європейської 
асоціації з вивчення печінки, близько 30 мільйонів європейців страждають в 
даний час від хронічних захворювань цього органу. У зв'язку з цим зростає 
актуальність розробки нових ефективних методів профілактики і лікування за-
хворювань печінки. Одним з таких методів може бути використання дозованої 
нормобаричної гіпоксії (ДНГ).

В даний час переривчаста нормобарична гіпоксія все більш широко вико-
ристовується в клінічній практиці для лікування і профілактики ряду захво-
рювань серцево-судинної, дихальної, ендокринної, травної, імунної та інших 
систем організму [1, 14, 18, 19]. Літературні дані про вплив гіпоксичних га-
зових сумішей на стан печінки неоднозначні. Це пов'язано з використанням в 
експериментах тварин різних видів і віку, відмінностями в режимах подачі гі-
поксичних сумішей, впливу гіпоксії в умовах гіпо- або нормобарії, сезонністю 
і тривалістю проведення дослідів та ін. [1, 17]. Більшість досліджень, присвя-
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чених впливу ДНГ на стан паренхіми печінки, проведено на нормотензивних 
тваринах [6, 9, 13]. Тоді, як роботи, в яких би досліджувався вплив ДНГ на стан 
печінки у тварин і людей з артеріальною гіпертензією поодинокі [21]. Мож-
на вважати, що вплив ДНГ на людей, або тварин з підвищеним артеріальним 
тиском може мати як прямий, так і опосередкований вплив на стан паренхіми 
печінки. З іншого боку, тривала артеріальна гіпертензія також може привести 
до порушення морфо-функціонального стану печінки та змінити тим самим 
характер адаптивних перебудов, характерних для впливу гіпоксії. Це зумовлює 
необхідність проведення досліджень на тваринах з підвищеним артеріальним 
тиском.

Мета роботи – дослідити і порівняти морфо-функціональний стан гепато-
цитів нормо- і гіпертензивних щурів після впливу ДНГ.

Матеріали та методи дослідження
Дослідження проведено в осінній період на 24 нормотензивних (лінія 

Wistar) і 24 спонтанно-гіпертензивних (лінія SHR) щурах-самцях. Вік щурів 
на кінець експерименту становив 4 місяці, маса 270±10 г. Щури перебували в 
уніфікованих умовах на стандартному раціоні харчування. Артеріальний тиск 
у щурів визначали в умовах віварію неінвазивним методом на хвостовій арте-
рії. Всі вимірювання проводили за допомогою сфігмоманометру (S-2 "SHE" 
Німеччина). В експеримент брали щурів лінії SHR з систолічним тиском не 
нижче 145 мм рт. ст.

Тварини були розділені на 4 групи: І і ІІІ – контрольні щури лінії Wistar і 
SHR відповідно, II і IV – дослідні щури лінії Wistar і SHR. Для проведення 
щоденних сеансів ДНГ щурів поміщали в герметичну камеру, в яку подавали 
гіпоксичну газову суміш (12 % кисню в азоті) в переривчастому режимі (15 
хвилин деоксигенація / 15 хвилин реоксигенація протягом 2-х годин) за допо-
могою мембранного газорозподільного елемента. Решту часу доби (22 годи-
ни) щури дихали атмосферним повітрям. Тривалість експерименту складала 
28 діб. Щурів виводили з експерименту шляхом дислокації шийних хребців, 
відповідно до вимог міжнародних принципів Європейської конвенції. Для мор-
фологічних і морфометричних досліджень, методом сліпої рандомізації, від-
бирали зразки тканини печінки, з яких виготовляли гістологічні препарати за 
стандартною методикою: фіксували в рідині Буена, зневоднювали в спиртах 
зростаючої концентрації, заливали в парафін. Зрізи фарбували гематоксиліном 
Бемера і еозином, а для виявлення елементів сполучної тканини – методом Ван 
Гізона [3]. Використовуючи цифрову камеру мікропрепарати фотографували 
на мікроскопі «Nicon» (Японія). На цифрових зображеннях препаратів здій-
снювали морфометрію за допомогою комп'ютерної програми «Image J».

На гістологічних зрізах печінки вимірювали середній діаметр, площу по-
перечного перерізу гепатоцитів, їх ядер і цитоплазми; визначали ядерно-ци-
топлазматичне співвідношення; підраховували кількість одно- і двоядерних 
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клітин і кількість ядерець на 100 ядер гепатоцитів; вимірювали відстань між 
суміжними ядрами гепатоцитів. Підрахунок кількості гепатоцитів проводили в 
10 полях зору мікроскопа, а вимірювання площі здійснювали для кожної кліти-
ни з підрахунком середнього значення відносно 100 клітин.

У суспензії мітохондрій гепатоцитів визначали активність ферменту сукци-
натдегідрогенази методом Кривченкова і концентрацію білку методом Лоурі 
[2].

Отримані дані опрацьовували методами варіаційної статистики за допомо-
гою програмного забезпечення Statistica 6.0 for Windows і програми Microsoft 
Exel 2010. Достовірність відмінностей між контрольною і дослідною групами, 
після попередньої перевірки на нормальність розподілу, оцінювали за t-крите-
рієм Стьюдента. Відмінності вважали достовірними при значенні р < 0,05.

Результати досліджень та їх обговорення
Після впливу ДНГ паренхіма печінки щурів, незалежно від лінії, зберігала 

фізіологічну структуру. Гепатоцити – середнього розміру, мали добре вираже-
ну клітинну мембрану. Ядра – округлої форми, з центральним розташуванням 
в клітині. Ядерна мембрана була збережена і мала чіткі контури. Структурні 
межі часточок нечітко виражені, що відповідає даному виду тварин. Міждоль-
кова сполучна тканина слабо виражена. Ядерця – округлої форми, середнього 
розміру (≈1 мкм) (рис.).

Рис. Мікрофотографія печінки контрольних (а – лінія Wistar, в – лінія SHR) і дослідних 
(б – лінія Wistar, г – лінія SHR) щурів. Забарвлення за методом Ван-Гізона. Збільшення 800
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У структурі паренхіми печінки контрольних щурів різних ліній не вияви-
ли суттєвих відмінностей в отриманих морфометричних показниках. Виняток 
становила лише кількість двоядерних гепатоцитів, яка була достовірно мен-
шою на 36 % у щурів лінії SHR, в порівнянні з тваринами лінії Wistar (табл. 1).

Таблиця 1 
Морфометричні показники гепатоцитів (n = 12, M ± m)

Показники
Лінія Wistar Лінія SHR

Контроль Гіпоксична 
суміш Контроль Гіпоксична 

суміш
Діаметр гепатоцита, 
мкм 17,9 ± 0,2 17,2 ± 0,3 16,8 ± 0,3 16,0 ± 0,4

Площа гепатоцита, 
мкм2 290 ± 5 267 ± 7 270 ± 6 235 ± 6*

Площа ядра, мкм2
40 ± 1 40 ± 1 43 ± 1 42 ± 1

Площа цитоплазми, 
мкм2 250 ± 5 227 ± 8 227 ± 9 193 ± 5*

Ядерно-
цитоплазматичне 
співвідношення

0,160 ± 0,004 0,180 ± 0,005* 0,190 ± 0,006 0,220 ± 0,002*

Кількість ядерець в 
ядрі, шт 1,59 ± 0,04 1,81 ± 0,06* 1,75 ± 0,06 2,11 ± 0,11*

Ядерцево-ядерне 
співвідношення 0,040 ± 0,001 0,045 ± 0,002* 0,041 ± 0,001 0,050 ± 0,001*

Загальна кількість 
гепатоцитів, шт. 123,9 ± 2,6 122,5 ± 3,6 130,8 ± 2,2 145,2 ± 2,4*

Кількість одноядерних 
гепатоцитів, шт. 118,6 ± 1,8 117,8 ± 3,5 127,4 ± 3,8 139,1 ± 2,4

Кількість двоядерних 
гепатоцитів, шт. 5,3 ± 0,5 4,7 ± 0,4 3,4 ± 0,4 6,1 ± 0,4*

Співвідношення 
двоядерні / одноядерні 
гепатоцити

0,045 ± 0,001 0,040 ± 0,001 0,027 ± 0,001 0,044 ± 0,001*

Відстань між ядрами 
суміжних гепатоцитів, 
мкм

8,1 ± 0,2 7,7 ± 0,3 8,4 ± 0,3 7,1 ± 0,2*

Примітка: тут і в табл. 2 * р < 0,05 – достовірність відмінностей у порівнянні з контролем

Виявлено, що структурні зміни в паренхімі печінки спонтанно-гіпертензив-
них щурів, які дихали гіпоксичною газовою сумішшю, проявлялися більше, 
ніж у тварин лінії Wistar. У щурів обох ліній, що зазнавали впливу ДНГ, відмі-
чали зменшення розмірів гепатоцитів. У дослідних щурів лінії Wistar виявили 
тільки тенденцію до зниження площі поперечного перерізу гепатоцитів і їх ци-
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топлазми на 8 і 9 % відповідно, в порівнянні з контролем. Тоді, як у щурів лінії 
SHR площа клітин і їх цитоплазми достовірно були меншими, від контрольних 
значень, на 13 % і 14 % відповідно. При цьому, площа ядра гепатоцитів, неза-
лежно від лінії тварин, не змінювалася. Як наслідок цього спостерігалося до-
стовірне збільшення ядерно-цитоплазматичного співвідношення на 13 % (лінія 
Wistar) і 16 % (лінія SHR) в порівнянні з контролем (табл. 1). Збільшення цього 
показника свідчить про зростання функціонального навантаження на ядра ге-
патоцитів, що може вказувати на підготовку клітини до мітозу і пов'язану з ним 
інтенсифікацію синтезу нуклеїнових кислот, білків та ін. [5].

Після впливу ДНГ в ядрах гепатоцитів дослідних щурів обох ліній кількість 
ядерець була достовірно більшою на 14 % (лінія Wistar) і 21 % (лінія SHR), ніж 
у контрольних. Це призвело до зростання ядерцево-ядерного співвідношення 
на 13 і 25 % (р < 0,05) відповідно (табл. 1). Гіперплазія ядерець є однією з оз-
нак активації фізіологічної регенерації гепатоцитів на внутрішньоклітинному 
рівні [8]. Оскільки до основних функцій ядерець відносять синтез рРНК, з якої 
утворюються субодиниці рибосом, вважають, що зростання кількості ядерець 
вказує на підвищення білоксинтетичної активності гепатоцитів [11].

У печінці дослідних тварин лінії Wistar кількість як одноядерних, так і дво-
ядерних гепатоцитів не змінювалась. Тоді, як у тварин лінії SHR, що зазнава-
ли впливу ДНГ, виявлено збільшення загальної кількості (на 11 %, р < 0,05), 
кількості одноядерних (на 9 %) і двоядерних (на 79 %, р < 0,05) гепатоцитів 
порівняно з контрольними значеннями (табл. 1). У дорослих тварин і людини 
двоядерні гепатоцити зустрічаються постійно, але їх відсоток по відношенню 
до загальної кількості клітин може варіювати. Більшість дослідників схильна 
вважати, що утворення двоядерних гепатоцитів з одноядерних в процесі реге-
нерації є резервом поліплоїдизації, яка є еквівалентом клітинному розмножен-
ню [7, 12].

Після впливу ДНГ у печінці щурів лінії SHR виявили достовірне зниження 
відстані між ядрами суміжних гепатоцитів на 15 % (табл. 1). Скоріш за все, це 
пов'язано зі зниженням розмірів гепатоцитів дослідних щурів. Але, зменшення 
цього показника також може свідчити про щільне розміщення клітин між со-
бою і про зниження кількості міжклітинної сполучної тканини, що є характер-
ною ознакою регенерації паренхіми печінки.

Активність сукцинатдегідрогенази в суспензії мітохондрій гепатоцитів до-
слідних щурів лінії Wistar і SHR зросла, відповідно, на 9 % і 45 % (р < 0,05). Це 
може свідчити про підвищення енергетичного потенціалу мітохондрій клітин 
[4]. Концентрація білку в суспензії мітохондрій гепатоцитів збільшилася тільки 
у спонтанно-гіпертензивних щурів на 49 % (р < 0,05), що вказує на підвищення 
білоксинтетичної активності мітохондрій клітин (табл. 2).
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Таблиця 2 
Активність сукцинатдегідрогенази і концентрація білку в суспензії мітохондрій 

гепатоцитів (n = 12, M ± m)

Показники Лінія Wistar Лінія SHR
Контроль Гіпоксична 

суміш
Контроль Гіпоксична 

суміш
Активність 
сукцинатдегідрогенази, нмоль / 
хв / мг
Концетрація білку, мг / г

10,5 ± 0,5

2,84 ± 0,18

11,4 ± 0,9

2,78 ± 0,11

8,8 ± 0,8

2,49 ± 0,07

12,8 ± 1,2*

3,72 ± 0,18*

Іншими дослідниками також виявлено позитивний вплив ДНГ на функці-
ональну активність печінки. Показано, що після впливу гіпоксії (в режимі 5 
хв деоксигенація / 5 хв реоксигенація протягом 2 годин, тривалістю 10 днів), з 
10 % вмістом кисню в азоті, активізувалися пластичні процеси в печінці щурів: 
зросла кількість мітохондрій, пероксисом, мембран ендоплазматичного рети-
кулуму, лізосомних і ліпофусцинових утворень. Виявлено також гіпертрофію 
ядер гепатоцитів, гіперплазію агранулярного ендоплазматичного ретикулуму, 
повнокрів'я синусоїдів [6]. Michael  S.  M. і співавт. спостерігали посилення 
експресії гіпоксія-індуцибельних транскрипційних факторів HIF-1α і HIF-2α 
в печінці після впливу гіпоксичної газової суміші [15]. Показано, що за ко-
роткострокового періодичного впливу гіпоксії відбувається зростання системи 
захисту клітинних мембран гепатоцитів, що свідчить про підвищення актив-
ності антиоксидантної системи [10]. Після впливу дозованої гіпоксії виявлено: 
поліпшення кровонаповнення печінки, активацію мікросомального окислення 
в гепатоцитах, стабілізацію клітинних мембран, нормалізацію активності амі-
нотрансфераз [13]. Показано, що індуковані гіпоксичною газовою сумішшю 
транскрипційні фактори (HIF) регулюють ліпідний обмін в гепатоцитах, зни-
жуючи прогресування жирової хвороби печінки [20].

Таким чином, на підставі результатів наших досліджень можна припустити, 
що 28-добовий вплив ДНГ активує процеси фізіологічної регенерації і функці-
ональної активності паренхіми печінки як нормотензивних, так і спонтанно-гі-
пертензивних щурів. Про це свідчить збільшення кількості двоядерних клітин 
і ядерець в ядрах гепатоцитів, зростання ядерно-цитоплазматичного і ядерце-
во-ядерного співвідношення, а також підвищення активності сукцинатдегідро-
генази і концентрації білка в суспензії мітохондрій гепатоцитів. Ці дані можуть 
мати не тільки теоретичне значення, а й представляти певний практичний ін-
терес при використанні гіпоксичних газових сумішей в санаторно-курортних 
або оздоровчих установах для підвищення функції паренхіми печінки у хворих 
з наявністю артеріальної гіпертензії.
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Висновки
1.	 Після впливу дозованої нормобаричної гіпоксії зміни морфо-функціо-

нального стану гепатоцитів більшою мірою проявлялися у гіпертензивних щу-
рів (лінія SHR), ніж у нормотензивних тварин (лінія Wistar).

2.	 Морфологічні зміни гепатоцитів і зміни біохімічних показників актив-
ності їх мітохондрій у щурів, які дихали гіпоксичною газовою сумішшю, свід-
чать про підвищення фізіологічної регенерації і активності паренхіми печінки 
щурів. 
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EFFECT OF DOSED NORMOBARIC HYPOXIA ON MORPHO-
FUNCTIONAL CHANGES IN HEPATOCYTES 
OF NORMOTENSIVE AND HYPERTENSIVE RATS 

Abstract
Problem. Study of the effect of dosed hypoxia on the hepatocytes activity and mor-
phometric parameters of rats of different lines.
The aim of the work was to investigate and compare the morphological and functional 
changes in hepatocytes of normotensive and spontaneously hypertensive rats after 
exposure to dosed normobaric hypoxia.
Materials and methods. The study was conducted in the autumn on 48 male rats of 
the Wistar and SHR line. Experimental animals were given daily hypoxic gas mix-
ture (12 % oxygen in nitrogen) in intermittent mode: 15 minutes deoxygenation / 
15 minutes reoxygenation for 2 hours. The duration of the experiment was 28 days. 
Histological preparations were made from liver tissue using a standard technique. 
Morphometry was performed using the computer program "Image J". The activity of 
succinate dehydrogenase and protein concentration in a hepatocytes mitochondrial 
suspension was determined.
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Results. It was revealed that morphological changes in the liver parenchyma and bio-
chemical parameters of hepatocyte mitochondria activity in spontaneously hyperten-
sive rats, breathing in a hypoxic gas mixture, were manifested to a greater extent than 
in animals of the Wistar line. Experimental animals showed an increase in the number 
of binuclear cells (SHR line) and nucleolus in the nucleus hepatocyte, an increase in 
nuclear-cytoplasmic and nucleolus-nuclear ratio, as well as an increase in succinate 
dehydrogenase activity and protein concentration (SHR line) in a suspension of he-
patocyte mitochondria. These data may indicate an increase in the functional activity 
of hepatocytes and activation of physiological cell regeneration at the intracellular 
level.
Conclusions. The effects of dosed normobaric hypoxia have morphofunctional signs 
of increased physiological regeneration and activity of the liver parenchyma in spon-
taneously hypertensive rats to a greater extent than in animals of the Wistar line.

Key words: liver; intermittent hypoxia; arterial hypertension.
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