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Резюме
Цель работы -  сравнительный морфологический анализ пневмофиброза у работников, подвергшихся профессиональ
ному облучению. Изучены морфологические особенности пневмофиброза на аутопсийном материале 125 работников 
ядерного предприятия ПО «Маяк», с учетом суммарной поглощенной дозы внутреннего альфа-облучения и продолжи
тельности облучения. Показано, что прослеживается четкая связь между внутренним альфа-облучением от инкорпо
рированного плутония и особым типом пневмофиброза.Данный тип пневмофиброза отличается от пневмофиброза, 
возникающего в исходе хронической обструктивной болезни легких и застойной сердечной недостаточности. 
Ключевые слова: плутониевый пневмофиброз, структура коллагена

Summary
The purpose of this work was to perform -  the comparative morphological analysis of apneumofibrosisinworkerswith 
occupational exposure. We investigated morphologicalcharacteristics ofpneumofibrosisbased on autopsy material taken 
from 125 Mayakworkerstakingtotal absorbed dose frominternal alpha-radiation and duration of irradiationinto account. There 
is a clear link between internal alpha-radiationfrom incorporated plutonium and specific type of pneumofibrosis. This type of 
pneumofibrosis differs from pneumofibrosisin terms of chronic obstructive pulmonary disease and congestive heart failure. 
Key words: plutonium pneumofibrosis, pattern of collagen

Введение
Согласно данным многочисленных исследований 

отечественных и за-рубежных авторов, ионизирующее 
излучениеоказывает повреждающее действие на морфо
функциональное состояние многих органов и систем. 
Необходимость изучения влияния ионизирующего из
лучения на организм человека вызвана существенным 
увеличением контингентов, подвергающихся профес
сиональному, техногенному и медицинскому облучению. 
Органы дыхания одна из систем, через которую радио
активные аэрозоли поступают в организм человека[1-2 ].

Остаются пока спорными и недостаточно изученны
ми вопросы, ка-сающиеся заболеваемости и смертности 
от болезней органов дыхания в ко-гортах лиц, подверг
шихся внутреннему альфа-облучению от инкорпориро
ванного плутония, а также характеристика морфологи
ческих и патогене-тических особенностей хронической 
обструктивной болезни легких, бронхоэктатической 
болезни, фиброзирующего альвеолита, радиационного

фиброза легких, предраковых и дисрегенераторных про
цессов в бронхиальном и альвеолярном эпителии и рака 
легкого [3].

Попадая в бронхи и легкие, «горячие частицы» 
(плутоний) вызывают локальноепоражение тканей за 
счет внутреннего облучения. Такое облучение действует 
долго, нооно скрыто, его трудно измерить [4]. Спонтан
ный распад плутония сопровождается выбросомальфа- 
частицы, ее пробег в мягких тканях равен примерно 25 
мкм [5]. При попадании влегкое пылинка плутония со 
временем обрастает коркой плотной ткани. Плутоние- 
выйпневмосклероз внешне сходен с другими профессио
нальными пневмокониозами: асбестозом, бериллиозом и 
др., но механизмего развития другой.

Детальное исследование аутопсийных тканей умер
ших работниковПО «Маяк», подвергавшихся внутрен
нему облучению, показало, что «горячие частицы» от 
инкорпорированного плутония неравномерно распреде
ляются в ткани легкого [6 ]. Плутоний мало растворим в



биологическойсреде, и концентрируется в органах основ
ного депонирования (легкие, печень, скелет). Это прояв
ляется встабилизации впервые установленных диагнозов 
(плутониевый фиброз во времени почти непрогрессиру- 
ет). Заболевание становится заметным спустя значитель
ный скрытый период- до 1 0  летпосле начала контакта с 
радиоактивными аэрозолями плутония. По мнению неко
торых авторов, фиброзные оболочки предохраняют от об
лучения болеечувствительные клетки, снижая тем самым 
риск канцерогенеза от внутреннего облучения [4].

Частота плутониевого пневмофиброза среди работ
ников, подвергшихся внутреннему альфа-облучению, 
значительно выше (17,5%), чем среди лиц, не подвер- 
гавшихсявнутреннему облучению (7,2%), р<0,01. По 
данным NewmanL.S. [7]плутоний может вызвать фиброз 
легких у человека при внутреннем альфа-облучении в по
глощенной дозена легкиеболее 10 Зв. В экспериментах на 
животных получены данные, подтверждающие генетиче
ский дефект в развитии плутониевого пневмофиброза, 
сохраняющийсяу потомства экспериментальных живот
ны х^].

Показано, чторискразвития рака легких зависит от 
накопленной дозывнутреннего альфа-облучения, незави
симо от изотопа плутония, а риск развития фиброза лег
ких зависит как от накопленной дозы облучения, так и от 
изотопа[9,10].

В экспериментах на животных моделях и у челове
ка отмечается разница в изменениях системы клеточно
го обновления при интерстициальномлегочном фиброзе 
в периферийных областях легкихи легочных опухолях. 
TUNEL-анализ показал повышение уровня апоптоза в 
слизистой оболочке трахеобронхиального дерева, опухо
левых клетках в альвеолах и лимфатических узлах жи
вотных, но не в случае человека. В то же время, как у 
экспериментальных животных, так и у человека выявле
ны статистически значимые изменения в экспрессии Fas- 
лиганда (FASLG), белка В-клеточнойлимфомы 2 (BCL2), 
и каспазы 3 (САЗРЗ).Результаты исследования показали, 
что FASLG, BCL2, CASP3 и апоптоз играют значимую- 
роль в воспалительных, фиброзных и канцерогенных эф

фектах при пролонгированном облучении от инкорпори- 
рованногоплутония[1 1].

Цель исследования -  определение состава стромы 
и паренхимы ткани легкого и оценка роли стромально- 
паренхиматозных взаимоотношений в развитии пневмо
фиброза у работников, подвергшихся профессионально
му облучению.

Материал и методы
Нами изучены морфологические особенности пнев

мофиброза на аутопсийном материале 125 работников 
ядерного предприятияПО «Маяк», с учетом суммарной 
поглощенной дозы внутреннего альфа-облучения и про
должительности облучения. Материал исследования со
ставили 3 группы биологических образцовткани легкого 
(парафиновые блоки). 1-ую группусоставили биологиче
ские образцы 56 работников с диагнозом плутониевого 
пневмофиброза (239РиПФ), во 2-ую группу вошли 34 
случаяс пневмофиброзом другого генеза (в исходе хро
нических воспалительных заболеваний легких) (ПФДГ); 
в 3-ю группу -  35 случаев без легочной патологии (БЛП).

С целью проведения обзорной микроскопии материа
ла образцы ткани легкого окрашивали гематоксилином и 
эозином. Для определения соединительнотканного карка
са легочной стромы и очагов пневмофиброзапарафиновые 
срезы окрашивали по методу ванГизона (выявление общего 
объема фиброза); по Гомори(на ретикулиновый каркас ле
гочной стромы), по Вейгерту(на эластические волокна).

Во всех случаях было осуществлено углубленное 
морфологическое изучение аутопсийного материала с 
применением метода иммуногистохимии (ИГХ). Для 
иммунного окрашивания использовали пероксидазный 
метод с полимерной системой детекции (Histofine® 
SimpleStainMAXPOMULTI, Япония). Срезы инкуби
ровали с моноклональными антителами к коллагену I 
типа, коллагену IV типа, коллагену V типа, цитокерагги- 
нам, каспазе 3, антигену ядер пролиферирующих кле
ток Ki-67, рецепторам онкопротеина bcl-2, лейкемие
ингибирующему фактору LIF во влажной камере 60 мин 
при температуре 37°С. (таблица 1).

Таблица 1. Панель антител, использованная в ИГХ-исследовании

Антитела Клон Рабочее разведение Фирма-изготовитель

Collagen I type polyclone 1 : 1 0 0 Abbiotec.USA

Collagen IV type polyclone 1 : 1 0 0 Abbiotec,USA

Collagen V type polyclone 1 : 1 0 0 Abbiotec,USA

Cytokeratin AE1/AE3 1 : 2 0 0 Diagnostic BioSystems, 
USA

Caspase 3 3SCP01 1:75 GeneTex.USA
Ki-67 MIB-1 1 : 1 0 0 DakoCytomation, Den

mark
bcl-2 100/D5 1 : 1 0 0 Cell Marque, USA

LIF polyclone 1 : 1 0 0 GeneTex,USA



Для количественной оценки результатов ИГХ- 
реакции получали мик-рофотографии образцов ткани 
с помощью системы фиксации микроскопических изо
бражений, состоящей из микроскопа «CarlZeissAxioskop 
40», цифровой камеры «JenoptikProgResCT3», персо
нального компьютера на базе Intel® Core™ i7. программ
ного обеспечения «ProgResCapturePro 2.5». Из фотосъем
ки исключали поля зрения, содержащие дефекты ткани, 
дефекты окрашивания и артефакты.

Фотосъемку проводили при увеличении 200 (оку
ляр 10, объектив 20) и 400 (окуляр 10, объектив 40) с 
полным закрытием апертурной диафрагмы, при под
нятом конденсоре, время экспозиции 4,11 мс, размер 
изображения 1024x768 пикселей, графический формат 
изображения.1РЕО. Дальнейшее количественное иссле
дование проводили с помощью программы компьютер
ного анализа изображений «Морфология 5.1» (Видео- 
Тест, Россия). При этом рассчитывали относительную 
плотность изучаемых структур по отношению к общей 
площади исследуемого кадра при длине волны 450 нм по 
методике М.Ю. Смирновой и соавт. [12].

Статистическую обработку полученных данных 
производили с использованием пакета прикладных про
грамм «StatisticaforWindows 6.0» с расчетом медианы и 
верхнего и нижнего квартилей. Равенство выборочных 
средних проверяли по непараметрическим критериям 
Вальда-Вольфовица и U-критерию Манна-Уитни. Тесно
ту связи между изучаемыми признаками оценивали с по
мощью непараметрического коэффициента корреляции 
Спирмена. Статистически значимыми принимали крите
рии при уровне р<0,05.

Результаты и обсуждение
При исследовании образцов 1 группы очаги пнев

мофиброза (ПФ) определялись преимущественно в пери
ферических отделах легочной паренхимы. Как правило, 
ПФ был представлен довольно крупными очагами скле
роза, местами сливающимися в обширные поля. Между 
фиброзными очагами определялись прослойки сохранен
ной легочной альвеолярной ткани(рис.1 , слева - этот 
и другие рисунки к статье см. на специальной цветной 
вставке журнала - прим.ред.). Во всех случаях в пре
паратах образцов определялся полиморфноклеточный 
воспалительный инфильтрат разной степени выраженно
сти. Состав инфильтрата был представлен лимфоцитами, 
плазматическими клетками, полиморфноядерными ней
трофилами, макрофагами.

В образцах 2 группы очаги ПФ преимуществен
но определялись перибронхиалыю и периваскулярно. 
Очаги сохранившейся легочной паренхимы в основ
ном занимали большую площадь, чем в 1 группе, при 
этом легочная гистоархитектоника подвергаласьмень- 
шей трансформации(рис.1, справа). Также, во всех 
случаях в препаратах определялся полиморфнокле
точный воспалительный инфильтрат разной степени 
выраженности. Состав инфильтрата был представлен 
лимфоцитами, плазматическими клетками, полиморф- 
ноядерныминейтрофилами, макрофагами, т.е. не отли

чался от 1 группы.
При этом коллаген 1 и 5 типа определялся исклю

чительно в стенках легочных сосудов, в то время как кол
лаген 4 типа составлял наибольшую долю в очагах ПФ 
(рис.2 ).

В образцах 3 группы ПФ был выражен незначитель
но или отсутство-вал. В отличие от 1 и 2 группы в легоч
ном каркасе превалировали ретику-лярные, а не коллаге
новые волокна. Клеточный инфильтрат в легочной ткани 
определялся в единичных случаях и был представлен в 
основном интрамукозальными лимфоцитами и альвео
лярными макрофагами. Коллаген 1 и 5 типа определялся 
исключительно в стенках легочных сосудов.

Наиболее выраженный ПФ отмечен в 1 группе на
блюдений. По сравнению со 2 группой фиброз был силь
нее на 11 %, а с 3 группой -  на 40%.

Ретикулиновый каркас легочной ткани был наибо
лее сохранен в образцах 3 группы. При ПФ любого генеза 
количество ретикулярных волокон снижалось незначи
тельно (рис.З).

В содержании эластических волокон отмечено вы
раженное их огрубение и повышение содержания при 
плутониевоми поствоспалительном ПФ (рис.4).

Содержание коллагена 1 типа в группах изменялось 
незначительно. Аналогичная картина наблюдалась при 
исследовании коллагена 4 типа. При этом коллаген 5 
типа наиболее значительно и достоверно повышался при 
плутониевом ПФ. Состав соединительнотканного карка
са легочной стромы и ПФ в исследуемых группах пред
ставлен в таблице2 .

При сравнении общего фиброза в изучаемыхгруп- 
пах наблюдений наибольшая выраженность фиброза 
определялась при 239РиПФ. Общее содержание фиброз
ной ткани в легких превышало аналогичное в образцах 
без легочной патологии на 46%, а в образцах с поство- 
спалительным легочным фиброзом -  на 11%. При анали
зе состава соединительной ткани во всех исследованных 
группах, за исключением третьей, отмечено снижение 
плотности ретикулярной стромы. В то же время, в груп
пах 239РиПФ и ПФДГ отмечено повышение содержания 
эластических волокон. Однако строение эластических 
волокон в образцах этих групп было резко нарушено. 
Эластические волокна отличались нарушенной архитек
тоникой, были деформированы, резко утолщены, неодно
родной толщины. При этом каких-либо особенностей в 
строении и содержании ретикулиновых и эластических 
волокон между группами 239РиПФ и ПФДГ не обнаруже
но. Таким образом, при пневмофиброзе, обусловленном 
внутренним альфа-облучением от инкорпорированного- 
плутония, изменения легочного соединительно-тканного 
каркаса не отличались от та-ковых при пневмофиброзе, 
развивающемся при хронических воспалительных забо
леваниях легких [13].

При ИГХ-нсследовании состава коллагеновых воло
кон в очагах легочного фиброза в исследованных группах 
были обнаружены существенные различия. Как известно, 
коллагеновые волокна в легочной ткани представлены 
различными типами коллагена. Наиболее часто представ



Таблица 2. Состав соединительнотканного каркаса легочной стромы и очагов пневмофиброза 
(в объемных процентах от общего объема образца, об%)
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1 группа
Число наблюде

ний п 56 56 56 56 56 56 56

Медиана Me 12,07 7,904 7,591 3318 7309 2,058 2,6
Ниж.квар-тиль QL 8,29 5,086 5,514 2,19 4,691 0,927 1,78
Верх.квар-тиль QU 16,682 10,821 10,326 6,456 9,788 3,025 4,319

2 группа
Число наблюде

ний п 34 34 34 34 34 34 34

Медиана Me 10,837 7,525 7305 3,68 8,175 1,708 1,448
Ниж.квар-тиль QL 8,798 2,266 5,387 2,661 5,377 1,106 1,043
Верх.квар-тиль QU 12,999 9,992 8,194 4,89 11,24 2,529 2,618

3 группа
Число наблюде

ний п 35 35 35 35 35 35 35

Меднана Me 8,626 9,061 5,991 5,608 7,184 1,856 1,775
Ниж.квар-тиль QL 6,259 5,585 4,326 2,689 4,804 1,294 0,888
Верх.квар-тиль QU 11,422 12,196 7,99 7,681 10,34 3,926 3,522

лены фибриллярные коллагены 1, 3 и 5 типов, обеспечи
вающие прочность и растяжение ткани. Также в легких 
представлен сетевидный коллаген 4 типа, формирующий 
опорную сеть базальных мембран [14]. В проведенном 
исследовании обнаружено резкое превалирование со
держания в очагах пневмофиброза коллагена 4 типа в 
образцах 1 группы с 239РиПФ. Коллагены 1 и 5 типов 
обнаруживались преимущественно в стенках предсуще- 
ствоваших сосудов и бронхов.

При исследовании пролиферативной активности 
клеток легочной па-ренхимы было выявлено превыше
нии экспрессии белка Ki-67e образцах 1 группы по срав
нению с образцами без пневмофиброза (3 группа) на 3 3 %. 
При этом, уровень пролиферативной активности в очагах 
ПФДГ (2 группа) снижался по сравнению с 3 группой на 
17%, что согласуется с литературными данными [15].

В развитии пневмофиброза наряду с изменениями 
клеточной пролиферации важнейшая роль отводится 
системе апоптоза. В нашем исследовании было изучено 
содержание каспазы 3(рис.5) и белка Ьс1-2(рис.6)в очагах 
239РиПФ и ПФДГ. Активация каспаз является ключевым 
моментом в промежуточных и терминальных стадиях 
апоптоза[16]. Механизм действия каспаз реализуется че
рез инактивацию белков, которые защищают клетку от 
апоптоза, в частности белка bcl-2 . Уменьшение количе
ства этого белка индуцирет развитие апоптоза[13].

При плутониевом ПФ отмечено снижение экспрес
сии онкопротеина bcl-2 , в отличие от 2  группы наблюде
ний, в которой отмечена выраженная сверхэкспрессия 
данного маркера.Наиболее высокий индекс пролифера
ции был отмечен в образцах с плутониевым ПФ (рис.7). 
Уровень экспрессии LIF в 1 и 2 группах был ожидаемо 
ниже, чем в 3 группе.

Результаты экспрессии биомолекулярных марке
ров клеточной пролиферации, апоптоза и лейкемие
ингибирующего фактора в легочной ткани образцов ис
следуемых ipynn представлены в таблице 3.

Был проведен корреляционный анализ взаимосвязи меж
ду изучаемыми параметрами, а также дозами и продолжитель
ностью внутреннего альфа- и внешнего гамма-излучения.

При 239РиПФвыявлены положительные корреляци
онные взаимосвязи умеренной степени между суммар
ной поглощеннойдозой внутреннего альфа-излучения 
в легких на год диагностики ПФ и огрубением тонко
го ретикулярного легочного каркаса (г=0,31; р=0,023), 
а также отрицательные корреляционные взаимосвязи 
умеренной степени с содержанием коллагена 5  типа(г= 
-0,33; р=0,037). При ПФДГвзаимосвязи между альфа- 
облучением и разрушением ретикулярных волокон не 
обнаружено(г= -0 ,2 1 ; р=0,18), а корреляционная связь 
с коллагеном 5 типа, принимает противоположный 
знак(г=0,52; р=0,00079).



Таблица 3. Экспрессия биомолекулярных маркеров клеточной пролифера-ции, апоптоза и LIF в легочной 
ткани образцов (в объемных процентах от общего объема образца, об%)

Показатель Обозначение срр32 bcl-2 LIF Ki-67

1 группа

Число наблюдений п 56 56 56 56

Медиана Me 0,9435 0,7645 1,0365 3,9215

Ниж. квартиль QL 0,431 0,322 0,3635 1,19

Верх, квартиль QU 1,8675 1,434 1,9745 4,456

2  группа

Число наблюдений п 34 34 34 34

Медиана Me 1,014 1Д46 0,973 2,441

Ниж.квартиль QL 0,541 0,468 0,434 0,937

Верх.квартиль QU 1,509 2,136 1,599 3,256

3 группа

Число наблюдений п 35 35 35 35

Медиана Me 0,995 0,903 1,901 2,94

Ниж.квартиль QL 0,495 0,443 0.776 1,094

Верх, квартиль QU 1,577 1,839 3,062 3,516

При 239РиПФвыявлены положительные корреля
ционные взаимосвязи слабой степени между продол
жительностью внутреннего альфа-облучения до года 
диагностики ПФ и пролиферативной активностью кле
ток эпители-альных щелей в легочных рубцах(г=0,25; 
р=0 ,0 0 1 ), а также отрицательные корреляционные взаи
мосвязи умеренной степени с содержанием эластиче
ских стромальных волокон(г= -0,41; р=0,003), что свиде
тельствует о разобщении стромально-паренхиматозных 
соотношений.Таким образом, результаты анализа показа
ли, что экспрессия белка Ki-67 именно при 239РиПФне 
стабильная величина, а прогрессирующая субстанция, 
что может свидетельствовать о т.н. «иммортализации» 
клеток [16], являющейся начальным этапом онкогенеза.

В первой и второй группах наблюдений статисти
чески значимых корреляционных взаимосвязей между 
дозойоблучения, продолжительностью внутреннего 
альфа-облучения и экспрессией маркеров клеточной 
пролиферации и апоптоза в очагах пневмофиброза не 
установлено. В группе наблюдений 239РиПФвыявлена 
отрицательная корреляционная зависимость умеренной 
степени выраженности между экспрессией LIF и суммар
ной дозой альфа-облучения (г= -0,39; р=0,00035). В ipyn- 
пе ПФДГ данная взаимосвязь не определялась (г=0,025; 
р=0,0057). На экспрессию LIF во второй группе иссле

дований оказывалумеренное отрицательное влияние 
возраст на год диагностики хронических заболеваний 
легких (г= -0,36; р=0,00046)и продолжи-тельность альфа- 
облучения (г= -0,34; р=0,0012).

Заключение
В развитии плутониевого пневмофиброза, в отли

чие от поствоспали-тельногопневмофиброза, преимуще
ственную роль играет гиперпродукция коллагена 4 типа 
(т.н. «паренхиматозного коллагена», коллагена базаль
ных мембран), а не коллагенов 1 и 5 типов, входящих в 
структуру крупных стромальных элементов. При этом 
структурные изменения соединительной ткани стати
стически значимо взаимосвязаны с суммарной дозой и 
продолжительностью внутреннегоальфа-облученияот 
инкорпорированного плутония. В то же время, в других 
исследованиях показано, чтов очагах пневмофиброза, не 
связанных с альфа-облучением, превалирует коллаген 3 и 
5 типов[18,19].

Прослеживается четкая связь между 
внутреннимальфа-облучениемот инкорпорированного 
плутонияи особым типом пневмофиброза, отличающе
гося от пневмофиброза, возникающего в исходе хрониче
ской обструктивной болезни легких и застойной сердеч
ной недостаточности.



Содержание белков-регуляторов системы апоптоза 
в очагах плутониевого пневмофиброза значительно отли
чается от очагов поствоспалительного фиброза, что со
гласуется с литературными данными [ 1 1 ].

Выявленазависимость нарушений процессов кле
точного обновления и пролиферации от внутреннего 
альфа-облученияв очагах легочного пневмофиброза, что, 
вероятно, играет роль в развитии и прогрес-сировании 
плутониевого пневмофиброза.и
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Спирин А.В., Гринберг Л.М.. Игнатова К.Ю.
Феномен мегакариоцитоза легких в практике морфолога: ф акты  и концепции
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Рисунок 2. М егакариоциты  в просвете м икроциркуляторного русла лёгких. О кр. гематоксилином и эозином.
а), б) зрелые мегакариоциты с сохранённой цитоплазмой, а) *400, б) *200. 

в) «голоядерные» мегакариоциты без цитоплазмы. *400. 
г) большое количество «голоядерных» мегакариоцитов в одном поле зре-ния. *  100.
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Сычугов Г.В., Казачков Е.Л., Азизова Т.В., Теплякова О.В., Ревина B.C. 
Иммуноморфологические особенности пневмофиброза у работников плутониевого производства

Рис. 1. Выраженный очаг фиброза при 239РиПФ (слева), периваскулярный очаг фиброза при ПФДГ (справа).
Окраска по ванГизону, х200.



Рис. 2. Экспрессия коллагена IV типа в строме соединительно-тканного рубца при 239РиПФ (слева) и ПФДГ 
(справа).И ммуногистохимический метод с AT collagen IV, полимерная тест-система, х200.

Рис. 3. Сниж ение плотности и очаговое огрубение ретикулиновых волокон при 239РиПФ (слева) и ПФДГ
(справа). О краска по Гомори, х400.



Рис 5. Экспрессия каспазы  3 в эпителиальны х клетках в «эпителиальны х щ елях» в толщ е соединительно
тканного рубца при 239РиПФ (слева) и ПФДГ (справа).И ммуногистохимический метод с АТ срр32, полимер

ная тест-система, х400.
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Рис. 6. Экспрессия онкобелка bcl-2 в эпителиальны х клетках в «эпителиальны х щ елях» в толщ е 
соединительно-тканного рубца при 239РиПФ  (слева) и ПФДГ (справа). И м муногистохимический метод с АТ

против bcl-2, полимерная тест-система, х400.

Рис. 6. Экспрессия онкобелка bcl-2 в эпителиальны х клетках в «эпителиальны х щ елях» в толщ е 
соединительно-тканного рубца при 239РиПФ  (слева) и ПФДГ (справа). И ммуногистохимический метод с АТ

против bcl-2, полимерная тест-система, х400.


