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АННОТАЦИЯ
Введение. Воспалительные заболевания кишечника — болезнь Крона и язвенный колит — хронические заболевания пищева-
рительного тракта, поражающие молодое трудоспособное население. Альтернативой применения базисной терапии (5‑амино-
салициловая кислота) при воспалительных заболеваниях кишечника является применение озона, который обладает противо-
воспалительными, иммуномодулирующими, антибактериальными свойствами, в  терапевтических концентрациях он лишен 
побочных эффектов. Цель исследования: провести клинико-морфологический анализ эффективности применения озона при 
экспериментальном колите. Методы. Исследование выполнено на 73  самцах крыс массой 200–250  г линии Wistar. Методом 
простой рандомизации животных делили на четыре группы. Исследования проводили на вторые, четвертые и шестые сутки. 
Оксазолон-индуцированный колит моделировали в два этапа с помощью 3% спиртового раствора оксазолона. Озонокислород-
ную смесь получали на установке «УОТА‑60–01» («Медозон», Россия). Ректальные суппозитории с 5‑аминосалициловой кис-
лотой готовили на основе ректальных суппозиториев «Салофальк». Клинический статус оценивали ежедневно в соответствии 
со шкалой индекса активности болезни (disease activity index, DAI). Морфологическую оценку фрагментов тканей очага повре-
ждения толстой кишки проводили на микроскопе PrimoStar (CarlZeiss, Германия). Повреждение тканей толстой кишки оцени-
вали с помощью индекса повреждения тканей (tissue damage  index, TDI). Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием SPSS Statistics 19 (IBM, США). Результаты. Клинико-морфологическая картина поражения толстой кишки 
при оксазолон-индуцированном колите на вторые, четвертые и шестые сутки соответствует изменениям при воспалительных 
заболеваниях кишечника у человека. Ежедневные внутрибрюшинные инсуффляции озона в дозе 0,05 мг/кг при оксазолон-ин-
дуцированном колите приводят к частичному восстановлению индекса DAI, снижению в очаге повреждения количества ней-
трофилов, эозинофилов, гистиоцитов, фибробластов, уменьшению диаметра язвенного дефекта и индекса TDI. Эффекты при 
оксазолон-индуцированном колите внутрибрюшинных инсуффляций озона по  сравнению с  эффектами применения каждые 
12 ч ректальных суппозиториев с 50 мг 5‑аминосалициловой кислоты менее выражены в отношении индекса DAI на четвер-
тые сутки; в отношении количества эозинофилов, плазмоцитов, гистиоцитов — на вторые, четвертые и шестые; в отношении 
лимфоцитов  — на  шестые сутки. Заключение. Клинико-морфологическая картина поражения толстой кишки при озон-ин-
дуцированном колите соответствует изменениям при воспалительных заболеваниях кишечника у человека. Положительный 
эффект озона при озон-индуцированном колите обусловлен его противовоспалительными свойствами за счет активации Nrf2, 
антиоксидантными свойствами за счет ингибирования Keap1.
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CLINICAL AND MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF EFFICACY  
OF INTRAPERITONEAL OZONE APPLICATION IN EXPERIMENTAL 
COLITIS: PRECLINICAL RANDOMIZED EXPERIMENTAL STUDY
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ABSTRACT
Background. Inflammatory bowel diseases — Crohn’s disease and ulcerative colitis — are chronic gastrointestinal diseases affecting young 
people of working age. An alternative to basic therapy (5-aminosalicylic acid) for inflammatory bowel disease is the use of ozone, which 
has anti-inflammatory, immunomodulatory, antibacterial properties and no side effects in therapeutic concentrations. Objective. To per-
form clinical and morphological analysis of efficacy of intraperitoneal ozone application in experimental colitis. Methods. The study was 
conducted on 73 male Wistar rats weighing 200-250 g. The animals were divided into four groups by simple randomization. Check studies 
were performed on the second, fourth and sixth days. Oxazolone-induced colitis was simulated in two stages using a 3%-alcohol oxazolone 
solution. Ozone-acid mixture was obtained on “UOTA-60-01” unit (“Medozone”, Russia). Rectal suppositories with 5-aminosalicylic acid 
were prepared on the basis of rectal suppositories “Salofalk”. Clinical status was assessed daily according to the disease activity index (DAI) 
scale. Morphological evaluation of colon lesion tissue fragments was carried out using a PrimoStar microscope (CarlZeiss, Germany). Co-
lon tissue damage was assessed using tissue damage index (TDI). Statistical analysis was conducted with SPSS Statistics 19 (IBM, USA). 
Results. Clinical and morphological picture of the large intestine lesion in oxazolone-induced colitis on days 2, 4 and 6 is consistent with 
the changes typical of inflammatory bowel disease in humans. Daily intraperitoneal insufflation of ozone at a dose of 0.05 mg/kg in oxaz-
olone-induced colitis leads to partial restoration of DAI, reduction in neutrophils, eosinophils, histiocytes, and fibroblasts in the lesion, as 
well as to a decrease in ulcerous defect diameter and TDI. The effects of intraperitoneal insufflations of ozone in oxazolone-induced colitis 
as compared to rectal suppositories with 50 mg of 5-aminosalicylic acid every 12 hours were less marked for the DAI index on day 4; for the 
number of eosinophils, plasma cells, histiocytes — on day 2, 4 and 6; for lymphocytes — on day 6. Conclusion. Clinical and morphological 
picture of the large intestine lesion in ozone-induced colitis correlates with the changes typical of inflammatory bowel disease in humans. 
The positive effect of ozone in ozone-induced colitis was driven by its anti-inflammatory properties through the activation of Nrf2 and by its 
antioxidant properties through the inhibition of Keap1. 
Keywords: experimental colitis, ozone, disease activity index, morphology, 5-aminosalicylic acid
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ВВЕДЕНИЕ
Воспалительные заболевания кишечника (ВЗК)  — бо-

лезнь Крона (БК) и язвенный колит (ЯК) — хронические 
заболевания пищеварительного тракта, поражающие мо-
лодое трудоспособное население [1]. За последние 40 лет 
произошло увеличение заболеваемости ВЗК в  6  раз [2]. 
ВЗК возникает при воздействии неблагоприятных фак-
торов внешней среды (антибактериальная терапия, нера-
циональное питание, курение и др.) на генетически пред-
расположенный организм [3–5]. В  результате сложного 
взаимодействия факторов окружающей среды и генетиче-
ских факторов возникает дизрегуляция иммунного ответа 
в  мукозоассоциированной лимфоидной ткани слизистой 
оболочки на измененную микробиоту кишечника и ауто-
антигены кишечной стенки при нарушении защитных ме-
ханизмов интестинального барьера [6, 7]. ЯК и БК харак-
теризуются воспалением в  стенке кишечника различной 
глубины: трансмуральным при БК и на уровне слизистой 
оболочки при ЯК [8]. В настоящее время терапия базис-
ными препаратами (5‑аминосалициловая кислота, глюко-
кортикостероиды, иммуносупрессоры) примерно в  30% 
случаев сопровождается непереносимостью, что является 
предпосылкой для поиска новых подходов в терапии ВЗК 
[9, 10]. Альтернативой является применение озона, кото-
рый обладает противовоспалительными, иммуномодули-
рующими, антибактериальными свойствами, в терапевти-
ческих концентрациях он лишен побочных эффектов [11].

Цель исследования  — провести клинико-морфологи-
ческий анализ эффективности применения озона при экс-
периментальном колите.
МЕТОДЫ
Экспериментальные животные

Исследование выполнено на  половозрелых самцах 
крыс массой 240–250 г линии Wistar, полученных из фе-
дерального государственного бюджетного учреждения 
«Питомник лабораторных животных “Рапполово”» На-
ционального исследовательского центра «Курчатовский 
институт» (НИЦ «Курчатовский институ» — ПЛЖ «Рап-
полово»).
Размещение и содержание

Животные находились под наблюдением в  экспери-
ментально-биологической клинике федерального госу-
дарственного бюджетного образовательного учреждения 
высшего образования «Южно-Уральский государствен-
ный медицинский университет» Министерства здраво-
охранения Российской Федерации (ФГБОУ ВО ЮУГМУ 
Минздрава России) при соблюдении правил надлежа-
щей лабораторной практики (приказ МЗ РФ №  199  н 
от  01.04.2016  г.), Директивы 2010/63/EU Европейского 
парламента и Совета ЕС по охране животных, использу-
емых в  научных целях, со  свободным доступом к  пище 
и воде, на стандартном пищевом рационе.

Дизайн исследования
Проведено рандомизированное исследование. Моделью 

исследования послужили животные с оксазолон-индуци-
рованным колитом (ОИК). Исследование длилось 14 дней, 
на 7‑е сутки проводилось лечение озоном и 5‑АСК в со-
ответствующих группах, клинические и морфологические 
исследования проводились на 2‑е, 4‑е и 6‑е сутки от разви-
тия ОИК. Блок-схема дизайна исследования представлена 
на рисунке 1.
Объем выборки

Методом простой рандомизации 73  животных делили 
на группы: I‑я (n = 10) — интактный контроль, II-я (n = 
21)  — животные с  оксазолон-индуцированным колитом 
(ОИК), III-я (n = 21) — животные с ОИК на фоне внутри-
брюшинной инсуффляции О3, IV-я (n = 21) — животные 
с ОИК, получающие ректальные суппозитории с 5‑амино-
салициловой кислотой (5‑АСК).
Критерии соответствия
Критерии включения

В исследование включены самцы крыс без видимых 
признаков заболеваний массой 240–250 г.
Критерии невключения

В эксперимент не включались особи, вес которых отли-
чался более чем на 10 г, и особи женского пола.
Рандомизация

В рамках эксперимента крысам присваивался уникаль-
ный номер и с помощью генератора случайных чисел «Ран-
домайзер», расположенного по ссылке https://randomus.ru, 
их разделили на 4 группы.
Обеспечение анонимности данных

Данными во время распределения животных на группы, 
проведения эксперимента, оценки результатов и  анализа 
данных владели ассистенты кафедры Кайгородцева Н. В., 
Бойко М. С.
Итоговые показатели (исходы исследования)

Итоговые показатели позволили выявить эффектив-
ность ректального применения озона в отличие от стан-
дартной терапии в отношении клинико-морфологической 
картины.
Экспериментальные процедуры

ОИК моделировали в  два этапа с  помощью 3%-
го спиртового раствора оксазолона (4‑этоксимети-
лен‑2‑фенил‑2‑оксазолин‑5‑он). Первый этап заключал-
ся в накожной сенсибилизации нанесением 675 мкл/кг 
на  межлопаточную область, второй  — в  ректальном 
введении 675 мкл/кг в толстую кишку на глубину 7 см 
[12, 13].

Клинический статус оценивали ежедневно в  соответ-
ствии со  шкалой индекса активности болезни (disease 
activity index, DAI), адаптированной для оценки исследу-
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емой патологии у  крыс1 [14]. Каждый параметр (потеря 
веса, консистенция стула и ректальное кровотечение) оце-
нивали для каждой крысы по 5‑балльной шкале от 0 до 4, 
баллы для каждого показателя суммировали, минималь-
ное значение индекса равно 0, максимальное значение ин-
декса равно 12. Наличие скрытой крови в каловых массах 
определяли с помощью бензидиновой реакции2 [15].

ОКС вводили внутрибрюшинно 1 раз в сутки в течение 
6 суток в дозе 0,05 мг/кг. Ректальные суппозитории массой 
0,3 г, содержащие 50 мг 5‑АСК, готовили на основе рек-
тальных суппозиториев «Салофальк» (МНН: Месалазин, 
Doctor Falk Pharma GmbH, Германия) и применяли каждые 
12 ч в течение 6 суток в соответствии с данными о перио-
де полувыведения 5‑АСК из тканей кишки. Исследования 
проводили на 2‑е, 4‑е и 6‑е сутки.

Для морфометрических исследований материал за-
бирали в  соответствующие сроки исследования, мар-
кировали и  фиксировали в  10% нейтральном растворе 
формалина, обезвоживали, обезжиривали и  заливали 
в  парафин. С  парафиновых блоков готовились гистоло-
гические срезы толщиной 5–7 мкм, которые окрашивали 
гематоксилином и эозином. Микроскопические исследо-
вания проводили на  микроскопе DMRXA фирмы Leika 
(Германия) с  помощью компьютерной программы ана-
лиза изображений «ДиаМорф Cito-W» (Москва, Россия), 

совмещенной с  микроскопом, при увеличении микро-
скопа ×50, ×100, ×200 и ×400 в 10 случайно отобранных 
полях зрения в пересчете на 1 мм 2. Оценивали глубину 
повреждения кишечника, реакцию сосудистого русла, 
наличие и состав клеточного инфильтрата, сроки появле-
ния в ране грануляционной ткани. Кроме описательных 
использовали следующие морфометрические признаки: 
количество эозинофилов на  мм 2; количество нейтрофи-
лов на мм 2; количество гистиоцитов на мм 2; количество 
лимфоцитов на мм 2; количество плазматических клеток 
на  мм 2; количество фибробластов на  мм 2; диаметр яз-
венного дефекта, мкм, площадь распределения сосудов, 
мкм 2. Морфометрические исследования проводили с по-
мощью компьютерной программы анализа изображений 
ImageScope M (Россия). Повреждение тканей толстой 
кишки оценивали с помощью индекса повреждения тка-
ней (tissue damage index, TDI) по шкале от 0 до 6, вклю-
чая площадь повреждения, утолщение стенки кишки, со-
судистый компонент, потерю клеточной специфичности 
(потерю бокаловидных клеток, интенсивность лейкоци-
тарной инфильтрации).
Уход за животными и мониторинг

Ежедневная смена подстилки (березовые опилки), корм
ление комбикормом, смена питьевой воды. Вывод живот-
ных из  эксперимента производился согласно рекомен-

Отбор на приемлемость и распределение

Отобрано 73 экспериментальных животных

Распределение, n = 63

Моделирование ОИК

Оценка клинической картины. Иссечение очага повреждения толстой кишки

Интактные,
n = 10

ОИК,
n = 21

ОИК+озон,
n = 21

ОИК+5-АСК,
n = 21

Проведение лабораторных и инструментальных исследований
на 2, 4, 6-е сутки после воспроизведения ОИК 

Статистическая обработка полученных данных и представление выводов

Рис. 1. Блок-схема дизайна исследования.
Примечание: блок-схема согласно рекомендациям ARRIVE  заполнена авторами; ОИК  — оксазолон-индуцированный колит; 
5‑АСК — 5‑аминосалициловая кислота.
Fig. 1. Schematic diagram of the research design.
Note: the flow-chart according to the recommendations of ARRIVE; ОИК — oxazolone-induced colitis; 5‑AСК — 5‑aminosalicylic acid.

1  Best W. R., Becktel J. M., Singleton J. W., Kern F. Jr. Development of a Crohn’s disease activity  index. National Cooperative Crohn’s Disease Study. 
Gastroenterology. 1976; 70 (3): 439–444
2 Hughes A. A simplified benzidine test with an evaluation of some faecal occult blood tests. Br. Med. J. 1952; 2 (4791): 970–975. DOI: 10.1136/bmj.2.4791.970
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дациям под действием анестезии «Золетил 100» (МНН: 
тилетамина гидрохлорид) (Virbac Sante Animale; Фpaнция) 
в дозе 20 мг/кг.
Статистические методы
Принципы расчета размера выборки

Предварительный расчет выборки не производился.
Методы статистического анализа данных

Статистическую обработку результатов проводили с ис-
пользованием программы IBM SPSS Statistics 19. Характе-
ристика выборок представлена в формате «Me (Q1; Q3)», 
где Мe — медиана, Q1 и Q3 — значение нижнего и верх-
него квартиля соответственно. Значимость различий меж-
ду группами оценивали при помощи критериев Краске-
ла — Уоллиса, Манна — Уитни.
РЕЗУЛЬТАТЫ

При ОИК у животных со 2‑х по 6‑е сутки наблюдения 
отмечались увеличение частоты дефекаций, жидкая кон-
систенция кала с примесью крови (табл. 1).

На 4‑е и 6‑е сутки наблюдения снижалась масса тела (7–
10% от начального веса), обусловленная преимуществен-
но диареей, у  крыс снизилась двигательная активность. 
Клиническая картина нашла отражение в  значимом уве-
личении индекса DAI на 2‑е, 4‑е и 6‑е сутки наблюдения. 
В  динамике ОИК значение DAI на  6‑е сутки выше (р  < 
0,01) значений на 2‑е и 4‑е сутки, что отражает максималь-
ное развертывание воспалительных изменений в толстой 
кишке.

Клиническая картина при ОИК является отражением 
морфологических изменений в  толстой кишке: на  2‑е 
сутки в очаге повреждения зафиксированы язвенные де-
фекты, дно которых располагается в слизистой оболочке, 
собственная пластинка слизистой оболочки разрыхлена, 
ее непрерывность в проекции язвенных дефектов нару-
шена, утолщена за счет клеточной инфильтрации, кото-
рая состояла преимущественно из  лимфоцитов и  ней-
трофилов с примесью эозинофилов, подслизистый слой 
разрыхлен, резко утолщен за  счет выраженного отека, 
увеличена плотность сосудистой сети (рис 1  А). Эпи-
телий желез с  лимфогранулоцитарной инфильтрацией, 
лейкодиапедезом и  формированием крипт-абсцессов 
(рис.  1  А). На  4‑е сутки в  толстой кишке в  подслизи-

стом слое зафиксированы очаги некроза с  выраженны-
ми кровоизлияниями, наложениями фибрина, паретично 
расширенными сосудами с  утолщенной стенкой. Отме-
чалась тотальная полиморфноклеточная инфильтрация 
тканей с  большим количеством эозинофилов и  нейтро-
филов, белковая дистрофия крипт (рис. 1 Б). На 6‑е сут-
ки в  толстой кишке ниша язвенных дефектов покрыта 
бесструктурным некротизированным детритом, ткани 
отечны, полнокровны, отмечаются единичные участки 
фибробластогенеза (рис. 1 В).

Оценка морфометрических показателей в  очаге по-
вреждения толстой кишки при ОИК на 2‑е сутки выяви-
ла увеличение количества нейтрофилов, эозинофилов, 
плазмоцитов и фибробластов, на 4‑е сутки — количества 
лимфоцитов, нейтрофилов, эозинофилов, гистиоцитов, 
плазмоцитов и фибробластов, на 6‑е сутки — количества 
нейтрофилов, эозинофилов, гистиоцитов, плазмоцитов 
(табл. 2).

Площадь распределения сосудов и  диаметр язвенного 
дефекта увеличиваются на 2‑е, 4‑е и 6‑е сутки. Морфоме-
трические показатели отразились в  увеличении индекса 
TDI на 2‑е, 4‑е и 6‑е сутки.

В динамике ОИК в  очаге повреждения толстой киш-
ки количество лимфоцитов на 6‑е сутки выше (р < 0,01), 
чем на 4‑е сутки; количество нейтрофилов и эозинофилов 
на 6‑е и 4‑е сутки выше (р < 0,01), чем на 2‑е сутки; коли-
чество гистиоцитов, плазмоцитов и фибробластов на 4‑е 
сутки выше (р < 0,01), чем на 2‑е сутки, на 6‑е сутки выше 
(р < 0,01), чем на 4‑е и 2‑е сутки; площадь распределения 
сосудов на 4‑е сутки ниже (р < 0,01), чем на 2‑е и 6‑е сутки, 
на 6‑е сутки ниже (р < 0,01), чем на 2‑е сутки; диаметр яз-
венного дефекта без динамических изменений на 2‑е, 4‑е 
и 6‑е сутки; индекс TDI на 4‑е и 6‑е сутки выше (р < 0,01), 
чем на 2‑е сутки наблюдения (табл. 2).

Таким образом, при ОИК на 2‑е, 4‑е и 6‑е сутки увеличива-
ется индекс активности болезни DAI, в очаге повреждения 
толстой кишки фиксируются морфологические признаки 
поражения толстой кишки по показателю TDI с максималь-
ными проявлениями на 6‑е сутки эксперимента.

В условиях внутрибрюшинного применения ОКС 
при ОИК на 4‑е и 6‑е сутки зафиксировано снижение ин-
декса DAI: консистенция стула становилась более офор-

Таблица 1. Клиническая картина при ОИК, Ме (Q1; Q3)
Table 1. Clinical picture in oxazolone-induced colitis, Me (Q1; Q3)

Показатели

Группа 1
Интакт-

ные
(n = 10)

Группа 2 ОИК Группа 3 ОИК + озон Группа 4 ОИК + 5‑АСК

2 сутки
(n = 7)

4 сутки
(n = 7)

6 сутки
(n = 7)

2 сутки
(n = 7)

4 сутки
(n = 7)

6 сутки
(n = 7)

2 сутки
(n = 7)

4 сутки
(n = 7)

6 сутки
(n = 7)

Индекс DAI, 
баллы 0

7,00
(5,00; 
7,00)

*

8,00
(6,00; 
10,00)

*

11,00
(11,00; 
11,00)

*

5,00
(4,00; 
5,00)

*

5,00
(4,00; 
5,00)
* #

4,00
(2,00; 
4,00)
* #

5,00
(4,00; 
5,00)

*

4,00
(3,00; 
5,00)
* # $

3,00
(3,00; 
4,00)
* #

Примечание: таблица составлена авторами; * — статистически значимые (p < 0,01) различия с группой интактных живот-
ных; # — с группой 2; $ — с группой 3. ОИК — оксазолон-индуцированный колит. 5‑АСК — 5‑аминосалициловая кислота; DAI — 
disease activity index.
Note: compiled by the authors; * — statistically significant (p<0.01) differences with the group of intact animals; # — with group 2; $ — with 
group 3. ОИК — oxazolone-induced colitis. 5‑АСК — 5‑aminosalicylic acid; DAI — disease activity index.
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Рис. 1. Морфологические изменения в стенке толстой кишки при оксазолон-индуцированном колите, окраска ге-
матоксилин-эозином, ув. ×200: А) Вторые сутки — поверхностный эпителий разрушен, поверхность покрыта фи-
брином с выраженной гранулоцитарно-лимфоцитарной инфильтрацией (обозначены стрелками). Б) Четвертые сут-
ки — очаг некроза слизистой оболочки (обозначены стрелками), поверхностный эпителий разрушен, желез мало, 
бокаловидные клетки отсутствуют. В) Шестые стуки — венозное и капиллярное полнокровие подслизистого слоя, 
плотная диффузная воспалительная клеточная инфильтрация, на фоне которой видны небольшие тяжи пролифери-
рующих фибробластов (обозначены стрелками).
Примечание: фотографии сделаны авторами.
Fig. 1. Morphological changes in colon wall in oxazolone-induced colitis, stained with hematoxylin-eosin, ×200: A) Day 2 — 
superficial epithelium destroyed, surface covered with fibrin with pronounced granulocytic-lymphocytic infiltration (arrows). 
Б) Day 4 — focus of mucosal necrosis (arrows), superficial epithelium destroyed, few glands, goblet cells absent. В) Day 6 — 
venous and capillary congestion of submucosa, dense diffuse inflammatory cellular infiltration, against which small cords of 
proliferating fibroblasts are visible (arrows).
Note: photos taken by the authors.

мленной, масса тела не снижалась, кровь в кале определя-
лась только с помощью бензидиновой пробы. В динамике 
ОИК индекс DAI на 6‑е сутки ниже (р < 0,01), чем на 4‑е 
и 2‑е сутки.

При оценке морфологической картины ОИК при вну-
трибрюшинной инсуффляции ОКС на 2‑е сутки наблю-
далось изменение микроархитектоники поврежденных 
тканей: разрыхление стромы, частичное разрушение 
желез, полнокровие сосудов с утолщением стенки, диф-
фузная лимфоцитарная инфильтрация (рис.  2  А). 4‑е 
сутки характеризовались диффузной гранулоцитарно-
лимфоцитарной инфильтрацией стромы, тесным рас-
положением железистых крипт, снижением количества 
бокаловидных клеток, на дне язвенного дефекта отме-
чалось разрастание грануляционной ткани с фибрином 
на  верхушке дефекта (рис.  2  Б). На  6‑е сутки опреде-
лялись признаки эпителизации язвенного дефекта с на-
личием полей фибриллогенеза, пролиферации фибро-
бластов в  грануляционной ткани подслизистого слоя 
(рис. 2 В).

Оценка морфометрических показателей очага по-
вреждения толстой кишки при ОИК в  условиях вну-
трибрюшинного применения ОКС на 2‑е сутки выяви-
ла увеличение количества нейтрофилов, гистиоцитов 
и уменьшение диаметра язвенного дефекта; на 4‑е сут-
ки снижение количества нейтрофилов, увеличение ко-
личества гистиоцитов, плазмоцитов и  фибробластов, 
увеличение площади распределения сосудов, уменьше-
ние диаметра язвенного дефекта; на 6‑е сутки снижение 

количества нейтрофилов, эозинофилов, увеличение ко-
личества гистиоцитов и фибробластов, уменьшение ди-
аметра язвенного дефекта (табл. 2). Морфометрические 
показатели отражаются в индексе TDI, который умень-
шается на 4‑е и 6‑е сутки.

В динамике ОИК в условиях внутрибрюшинного при-
менения ОКС количество лимфоцитов на 4‑е и 6‑е сутки 
ниже (р < 0,01), чем на 2‑е сутки; количество нейтрофи-
лов на 4‑е сутки ниже (р < 0,01), чем на 2‑е сутки, на 6‑е 
сутки ниже (р < 0,01), чем на 4‑е и 2‑е сутки; количест-
во эозинофилов на 4‑е сутки выше (р < 0,01), чем на 2‑е 
сутки, на  6‑е сутки выше (р < 0,01), чем на  2‑е сутки, 
но ниже (р < 0,01), чем на 4‑е сутки; количество гистио-
цитов и фибробластов на 4‑е сутки выше (р < 0,01), чем 
на 2‑е сутки, на 6‑е сутки выше (р < 0,01), чем на 2‑е и 4‑е 
сутки; количество плазмоцитов на  4‑е сутки выше (р < 
0,01), чем на 2‑е сутки, на 6‑е сутки выше (р < 0,01), чем 
на 2‑е сутки, но ниже (р < 0,01), чем на 4‑е сутки; пло-
щадь распределения сосудов на 6‑е сутки ниже (р < 0,01), 
чем на 4‑е и 2‑е сутки; диаметр язвенного дефекта и ин-
декс TDI на 4‑е и 6‑е сутки ниже (р < 0,01), чем на 2‑е 
сутки наблюдения (табл. 2).

Итак, при экспериментальном ОИК в  условиях вну-
трибрюшинного применения озона уменьшаются кли-
нические признаки по  показателю DAI с  максимальной 
выраженностью на 4‑е и 6‑е сутки; снижаются морфоло-
гические признаки повреждения толстой кишки по пока-
зателю TDI с максимальной выраженностью на 2‑е и 6‑е 
сутки наблюдения.
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М.В. Осиков, Н.В. Кайгородцева, М.С. Бойко, Л.В. Астахова 
Клинико-морфологический анализ эффективности внутрибрюшинного применения озона при экспериментальном...

  
Рис. 2. Морфологические изменения в стенке толстой кишки при оксазолон-индуцированном колите в условиях вну-
трибрюшинного введения озонокислородной смеси, окраска гематоксилин-эозином, ув. ×200: А) 2‑е сутки — густая 
нейтрофильно-лимфоцитарная инфильтрация (обозначено стрелками) и очаговые диапедезные кровоизлияния (обо-
значено пунктирными стрелками) в подслизистом слое на границе с некротизированной слизистой оболочкой. Б) 4‑е 
сутки — в подслизистом слое на фоне венозного полнокровия (обозначено стрелкой) видна плотная нейтрофильно-
лимфоцитарная инфильтрация (обозначено пунктирной стрелкой). В) 6‑е стуки — нейтрофильно-лимфоцитарный ин-
фильтрат (обозначено стрелкой) в подслизистом слое и небольшие тяжи пролиферирующих фибробластов (обозначено 
пунктирной стрелкой).
Примечание: фотографии сделаны авторами.
Fig. 2. Morphological changes  in colon wall  in oxazolone-induced colitis under conditions of  intraperitoneal  injection of 
ozone-oxygen mixture, stained with hematoxylin-eosin, ×200: A) Day 2 — dense neutrophilic-lymphocytic infiltration (ar-
rows) and focal diapedetic hemorrhages (dotted arrows) in submucosa at the border of necrotized mucosa. Б) Day 4 — dense 
neutrophilic-lymphocytic infiltration (dotted arrow) in submucosa on the background of venous congestion (arrow). В) Day 
6 — neutrophilic-lymphocytic infiltrate (arrow) in submucosa and small cords of proliferating fibroblasts (dotted arrow)
Note: photos taken by the authors.

На фоне применения 5‑АСК при ОИК зафиксированы 
его известные свойства. На 4‑е и 6‑е сутки снижается по-
казатель DAI: масса тела не снижается, животные стано-
вятся более активными, диарея сменяется оформленным 
калом, а  кровь в  кале определяется только в  бензидино-
вой пробе. Морфометрическая оценка очага повреждения 
толстой кишки при ОИК в условиях применения 5‑АСК 
выявила на 2‑е сутки снижение количества эозинофилов, 
увеличение количества плазмоцитов и  фибробластов, 
уменьшение диаметра язвенного дефекта; на  4‑е сутки 
уменьшение количества нейтрофилов, эозинофилов, уве-
личение количества фибробластов, площади распреде-
ления сосудов, уменьшение диаметра язвенного дефекта 
и индекса TDI; на 6‑е сутки снижение содержания лимфо-
цитов, нейтрофилов, эозинофилов, плазмоцитов, диаметра 
язвенного дефекта и индекса TDI, увеличение содержания 
гистиоцитов и фибробластов (табл. 2). Максимальная вы-
раженность эффектов 5‑АСК достигнута к 6‑м суткам экс-
перимента (рис. 3 А–В).

Представляет интерес сравнительный анализ эффек-
тов внутрибрюшинного применения озона и  5‑АСК 
при ОИК. При ОИК в условиях внутрибрюшинного при-
менения озона в  отличие от  ректального применения 
5‑АСК зафиксирован более высокий индекс активности 
болезни DAI на 4‑е сутки наблюдения; на 2‑е сутки в оча-
ге повреждения толстой кишки зафиксировано больше 
эозинофилов и  гистиоцитов, меньше плазмоцитов и  фи-
бробластов; на 4‑е сутки — больше эозинофилов, гистио
цитов и  плазмоцитов, меньше фибробластов и  диаметр 
язвенного дефекта; на 6‑е сутки — больше лимфоцитов, 

эозинофилов, гистиоцитов, и  плазмоцитов, меньше фи-
бробластов. Площадь распределения сосудов и  индекс 
TDI не имели значимых различий.

Таким образом, при ОИК внутрибрюшинная инсуффля-
ции озона по сравнению с применением ректальных суп-
позиториев с 5‑АСК оказывает менее выраженный эффект 
на  снижение клинических проявлений и  морфологиче-
ских признаков повреждения толстой кишки.

ОБСУЖДЕНИЕ
Интерпретация / научная значимость

Клинико-морфологическая картина поражения толстой 
кишки при ОИК соответствует изменениям при ВЗК у че-
ловека и позволяет применять оксазолоновую модель ко-
лита для изучения патогенеза и апробации эффективности 
применения новых терапевтических подходов при ВЗК 
[16, 17].

Положительный эффект озона при ОИК может быть 
обусловлен мультимодальными свойствами его молеку-
лы. Озон обладает противовоспалительным эффектом, 
который достигается путем активации транскрипцион-
ного фактора Nrf2, что приводит к ингибированию экс-
прессии NF-kB и уменьшению экспрессии воспалитель-
ных цитокинов, связанных с  активностью NF-kB [18], 
вследствие чего снижается экспрессия GPC6 и сигналь-
ного пути WNT5A, а также синтез провоспалительных 
цитокинов IL‑1, IL‑6, IL‑8, TNF-α и IFN-γ, что приводит 
к  развитию обширной воспалительной реакции с  по-
следующим вовлечением нейтрофилов, лимфоцитов 
и  макрофагов [19]. Антиоксидантные свойства озона 
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Рис. 3. Морфологические изменения в стенке толстой кишки при ОИК в условиях применения 5‑АСК, окраска ге-
матоксилин-эозином, ув. ×200: А) 2‑е сутки — рыхлое диапедезное кровоизлияние (обозначено стрелками), резкий 
отек и разволокнение межуточной ткани с нейтрофильно-лимфоцитарной инфильтрацией (обозначено пунктирными 
стрелками). Б) 4‑е сутки — в подслизистом слое на фоне венозного полнокровия и диапедезных кровоизлияний (обо-
значено стрелкой) — выраженный отек межуточной ткани и плотная воспалительная инфильтрация (обозначено пун-
ктирными стрелками). В) 6‑е стуки — венозное и капиллярное полнокровие подслизистого слоя, плотная диффузная 
воспалительная клеточная инфильтрация, на фоне которой видны небольшие тяжи пролиферирующих фибробластов 
(обозначено стрелками).
Примечание: фотографии сделаны авторами.
Fig. 3. Morphological changes in colon wall in oxazolone-induced colitis under conditions of injection of 5‑aminosalicylic 
acid, stained with hematoxylin-eosin, ×200: A) Day 2 — ‘loose’ diapedetic hemorrhage (arrows), acute edema and dissoci-
ation of interstitial tissue with neutrophilic-lymphocytic infiltration (dotted arrows). Б) Day 4 — pronounced edema of in-
terstitial tissue and dense inflammatory infiltration (dotted arrows) in submucosa on the background of venous plethora and 
diapedetic hemorrhages (arrow). В) Day 6 — venous and capillary congestion of submucosa, dense diffuse inflammatory 
cellular infiltration, against which small cords of proliferating fibroblasts are visible (arrows).
Note: photos taken by the authors.

связаны с  его способностью активировать транскрип-
ционный ядерный фактор Nrf2, в  норме связанный 
с  его специфическим ингибитором Keap1. Несмотря 
на  то что рассматриваемый механизм нуждается в по-
яснении, известно, что производные озона диссоци-
ируют комплекс Nrf2‑Keap1  за  счет окисления двух 
групп -SH, входящих в  состав Keap1, с  последующим 
высвобождением Nrf2, который накапливается в  ядре 
и вступает в реакцию с фактором транскрипции MAF, 
образуя гетеродимер, который связывается с областями 
ДНК, содержащими элементы антиоксидантного отве-
та (ARE). Это связывание вызывает активацию транс-
крипции более чем 200  генов антиоксидантов, таких 
как супероксиддисмутаза, каталаза, глутатионперок-
сидаза, глутатионредуктаза, глутатион-S‑трансфераза, 
НАДФН-хиноноксидоредуктаза 1, гемеоксигеназа и си-
стема тиоредоксин (Trx)/тиоредоксинредуктаза (TrxR), 
действие которых препятствует образованию проокси-
дантных ферментов, таких как НАДФН-оксидаза, NOS, 
ксантиноксидаза, липоксигеназа, ЦОГ и миелоперокси-
даза (МПО) [20, 21].

Ограничения исследования
Ограничений не было.

Обобщаемость/экстраполяция
В этом отношении интересно использование озонотера-

пии, эффективность применения которой подтверждена 
в ряде клинических исследований при различных воспа-
лительных заболеваниях [22–25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При оксазолон-индуцированном колите на 2‑е, 4‑е и 6‑е 

сутки эксперимента у  животных наблюдаются клиниче-
ские и  морфологические признаки, прогрессирующие 
от 2‑х к 6‑м суткам наблюдения: увеличение DAI, повы-
шение количества нейтрофилов, лимфоцитов, гистиоци-
тов, плазмоцитов и  фибробластов, индекса повреждения 
тканей TDI, что позволяет использовать данную модель 
для изучения ВЗК. Внутрибрюшинные инсуффляции 
озона в  дозе 0,05  мг/кг ежедневно при оксазолон-инду-
цированном колите приводят к  снижению и  частичному 
восстановлению индекса DAI, в  очаге повреждения тол-
стой кишки к  снижению количества нейтрофилов, эози-
нофилов, гистиоцитов, фибробластов, уменьшению диа-
метра язвенного дефекта и индекса TDI с максимальной 
выраженностью эффекта на 4‑е и 6‑е сутки наблюдения. 
Эффекты при оксазолон-индуцированном колите внутри-
брюшинных инсуффляций озона по сравнению с  эффек-
тами применения каждые 12 ч ректальных суппозиториев 
с 50 мг 5‑АСК менее выражены в отношении индекса DAI 
на 4‑е сутки; в отношении количества эозинофилов, плаз-
моцитов, гистиоцитов — на 2‑е, 4‑е и 6‑е сутки; в отноше-
нии лимфоцитов — на 6‑е сутки.
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