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Цель. Изучить экспрессию коллагенов IV и VI типа в поджелудочной железе при хроническом пан-
креатите (XП).

Материал и методы. С использованием морфологического, иммуногистохимического, морфометри-
ческого и статистического методов исследованы образцы ткани поджелудочной железы 28 пациентов с XП, 
окрашенные с использованием лиофилизированных моноклональных антител Collagen Type IV и Collagen 
Type VI (Novocastra). Контрольную группу составили 7 образцов поджелудочной железы без патологии 
умерших в результате несчастных случаев.

Результаты. Коллаген IV-позитивная реакция определялась как различной интенсивности корич-
невое окрашивание базальной мембраны в стенке сосудов, протоков и в ацинарных отделах экзокринной 
части всех образцов поджелудочной железы. При ХП экспрессия составила 750,2±2,86, что соответство-
вало 1093297,22±3340,36 мкм2 суммарной площади экспрессии. В контрольной группе уровень экспрес-
сии был достоверно выше – 924,11±8,5, однако суммарная площадь экспрессии была значимо меньше –  
751045,11±10096,45 мкм2.

Экспрессия коллагена VI в ткани поджелудочной железы без патологии определялась преимуще-
ственно в клетках соединительной ткани и практически отсутствовала в ацинарных клетках. При ХП 
экспрессия коллагена VI отмечалась преимущественно в базальной части цитоплазмы клеток ацинусов 
и протокового эпителия и в клетках соединительной ткани. Экспрессия маркера в контрольной группе 
составила 615,15 ±19,34, в опытной – 85524,08± 3433,07 мкм2. Среднее значение площади позитивно про-
экспрессировавших клеток в опытной группе составило 241506,09 мкм2, что в 2,8 раза превышало таковой 
показатель в контрольной группе.

Заключение. Хронический панкреатит характеризуется изменением интенсивности, характера рас-
пределения и площади экспрессии коллагенов IV и VI типа в поджелудочной железе. Надо полагать, 
что выявленные нами изменения экспрессии коллагенов IV и VI типов взаимно обусловлены и являлись 
следствием нарушения коллагенообразования при хроническом воспалении, что, в свою очередь, опреде-
лялось активацией мезенхимальных клеток при воспалении, их пролиферацией, изменением активности 
эпителиоцитов. 

Ключевые слова: поджелудочная железа, хронический панкреатит, коллаген IV,  коллаген VI, иммуноги-
стохимическое исследование, пролиферация, активность эпителиоцитов

Objective. To study collagen IV and VI expression in pancreas at chronic pancreatitis (CP).  
Methods. Using morphological, immunohistochemical, morphometric and statistical methods the pancreatic 

tissue specimens of 28 patients with CP, stained with lyophilised monoclonal antibodies Collagen Type IV and 
Collagen Type VI (Novocastra) have been investigated. Control group included 7 pancreatic head specimens without 
any pathology of pancreas takon from people died due to by accidents.

Results. Collagen IV-positive reaction was determined as different intensity brown staining of basement 
membrane in the wall of vessels, ducts and in acini of all pancreatic specimens. At CP the expression level was 
750,2±2,86, that corresponded to 1093297,22±3340,36 mkm2  total expression area. In control group the expression 
was significantly higher – 924,11±8,5, but total expression area was significantly lower – 751045,11±10096,45 
mkm2.

In pancreas without pathologic changes expression of collagen VI was mainly determined in the connective 
tissue cells and was almost absent in the acinar cells. At CP collagen VI positive expression was mainly determined 
in the basal part of acinar cell and duct epithelium cytoplasm as well as in the connective tissue cells. In control 
group expression was 615,15 ±19,34 mkm2, at CP – 85524,08± 3433,07 mkm2. The expression total area at CP was 
241506 мкм2, that was 2,8 fold more high comparing with control group.

Conclusion. The chronic pancreatitis is characterized by changes of the Collagen Type IV and Collagen 
Type VI expression degree, character of distribution and expression area in the pancreas. It is supposed the revealed 
changes of Collagen Type IV and Collagen Type VI expression to result from collagen synthesis disturbances at 
chronic inflammation, that can explained by activation of mesenchimal cells, their proliferation and changes of 
epitheliocytes activity.

Keywords: pancreas, chronic pancreatitis, collagen IV, collagen VI, immunohistochemical investigation, 
proliferation, epitheliocytes activity
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Введение

Согласно современным представлени-
ям, под термином «хронический панкреатит» 
обозначают группу хронических заболеваний 
поджелудочной железы различной этиологии, 
преимущественно воспалительной природы с 
фазопрогрессирующими очаговыми, сегмен-
тарными или диффузными дегенеративными 
или деструктивными изменениями ее экзо-
кринной ткани, атрофией железистых элемен-
тов (панкреоцитов) и замещением их соедини-
тельной (фиброзной) тканью, изменениями в 
протоковой системе поджелудочной железы с 
образованием кист, кальцификатов и конкре-
ментов, с различной степенью нарушений эк-
зокринной и эндокринной функций [1].

Прогрессирующая атрофия железистой 
ткани, распространение фиброза и замещение 
соединительной тканью клеток паренхимы 
поджелудочной железы являются основными 
гистологическими признаками хронического 
панкреатита (ХП) [2]. Данные изменения яв-
ляются необратимыми и имеют тенденцию к 
прогрессированию [3].

В основе развития фиброза лежит избыточ-
ное накопление коллагена и других компонен-
тов экстрацеллюлярного матрикса (ЭЦМ), про-
дуцируемых активированными панкреатиче-
скими звездчатыми клетками (ПЗК). M. Apte et 
al. [4, 5] показали, что в ответ на повреждение 
или воспаление поджелудочной железы (ПЖ) 
звездчатые клетки претерпевают морфологиче-
ские и функциональные изменения: превраща-
ются в миофибробласт-подобные клетки, ко-
торые экспрессируют α-SMA (α-smooth muscle 
actin) – активированные ПЗК. При этом клет-
ки теряют гранулы витамина А, активно проли-
ферируют, мигрируют и продуцируют компо-
ненты ЭЦМ. Кроме того, активированные ПЗК 
экспрессируют провоспалительные цитокины, 
хемокины и молекулы клеточной адгезии, спо-
собствующие усилению воспаления.

В настоящее время известно 19 типов кол-
лагена, которые отличаются друг от друга по 
первичной структуре пептидных цепей, функ-
циям и локализации в организме. 19 типов 
коллагена подразделяют на несколько классов 
в зависимости от того, какие структуры они 
могут образовывать: фибриллообразующие, 
ассоциированные с фибриллами коллагена, 
сетевидные, микрофибриллы, заякоренные 
фибриллы и др.

Коллаген IV типа является одним из бел-
ков ЭЦМ, который представлен шестью раз-
личными α-цепями (α1(IV) – α6(IV)), в раз-
ных комбинациях формирующих тройные 
спиральные молекулы (протомеры). Про-
томеры прерываются во многих местах, что 
позволяет им иметь множественные изгибы 
и гибкую структуру. За счет взаимодействия 
С-концевых глобулярных доменов друг с дру-
гом происходит образование димеров. Далее 
происходит образование полигональной яче-
истой сети за счет того, что спиральные до-
мены разных молекул взаимодействуют друг 
с другом бок о бок. N-концевые домены, вы-
ступающие из плоскости белковой сети, уча-
ствуют в образовании многослойной сети за 
счет формирования ковалентных поперечных 
связей (дисульфидных и других). Образовав-
шаяся в результате многослойная сеть моле-
кул, стабилизированная поперечными кова-
лентными связями, служит основой базаль-
ной мембраны [6, 7]. В ряде исследований 
показано, что белок стимулирует пролифе-
рацию и миграцию клеток рака поджелудоч-
ной железы, а высокий уровень экспрессии 
маркера ассоциируется с плохим прогнозом 
новообразования [8, 9].

К коллагенам, образующим микрофибрил-
лы, относят коллаген VI типа. Являясь корот-
коцепочечным белком, он образует микрофи-
бриллы, располагающиеся между фибриллами 
интерстициальных коллагенов. Молекулы это-
го коллагена содержат многочисленные по-
следовательности арг-гли-асп (RGD), которые 
обеспечивают клеточную адгезию путем при-
соединения к мембранным адгезивным белкам 
- интегринам α1β1 и α2β1. Кроме того, колла-
ген VI типа способен связываться с фибрилла-
ми интерстициальных коллагенов, протеогли-
канами и гликозаминогликанами, обеспечивая 
тем самым прочную связь между клетками и 
внеклеточным матриксом [10].

Имеются многочисленные работы по ис-
следованию изменения содержания колла-
генов I и III типов в ткани поджелудочной 
железы при хроническом панкреатите. При 
этом в доступной литературе сведения о роли 
нарушений образования коллагенов IV и VI в 
прогрессирующем фиброзе немногочисленны 
и противоречивы.

Цель работы. Изучить экспрессию колла-
генов IV и VI типа в поджелудочной железе 
при хроническом панкреатите.
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Материал и методы

Материалом для морфологического иссле-
дования служили участки 28 образцов ткани 
поджелудочной железы пациентов с хрониче-
ским панкреатитом, которым была выполне-
на дуоденумсохраняющая резекция в ОНПЦ 
«Хирургия заболеваний печени и поджелу-
дочной железы» на базе Витебской областной 
клинической больницы, и участки 7 образцов 
поджелудочной железы без патологии, полу-
ченные в отделе общих экспертиз Управления 
по Витебской области Государственной служ-
бы медицинских судебных экспертиз от умер-
ших в результате несчастных случаев.

Материал фиксировали в 10%-ом забуфе-
ренном формалине. После стандартной гисто-
логической проводки изготавливали серийные 
срезы толщиной 5-7мкм. Окраска биоптатов 
осуществлялась гематоксилин-эозином и им-
муногистохимически с использованием мо-
ноклональных антител к коллагенам IV и VI 
(Leica, UK). Изменения в ткани поджелудоч-
ной железы оценивали при увеличении ×100, 
×200. Для морфологической и морфометриче-
ской оценки экспрессии коллагенов IV и VI 
типов использовалась компьютерная система 
анализа изображений (микроскоп Leica DM 
2000 с цифровой камерой и лицензионной про-
граммой Leica Aplication Suite, Version 3.6.0). 
Полученные фотографии обрабатывались с 
использованием компьютерной программы 
Image J1.45s, в рамках которой количественно 
оценивали интенсивность иммуногистохими-
ческого окрашивания препаратов.

При статистической обработке получен-
ных морфометрических данных определяли 
среднее значение (хср), стандартное отклоне-
ние (σ). Для проверки достоверных различий 
между группами использовали параметриче-

ские методы оценки (для оценки характера 
распределения полученных данных использо-
вали критерий Шапиро-Уилка (W)). Для срав-
нения двух независимых групп между собой 
по количественным признакам использовали 
двухвыборочный Т-тест с неравными диспер-
сиями. Критическое значение уровня значи-
мости при проверке статистических гипотез 
принималось равным 5% (р<0,05). 

Результаты

Микроскопически иммуногистохимиче-
ская коллаген IV-позитивная реакция опре-
делялась как окрашивание базальной мембра-
ны в различной интенсивности (от светло- до 
темно-коричневого) коричневый цвет в стен-
ке сосудов, протоков и в ацинарных отделах 
экзокринной части ткани всех образцов под-
желудочной железы (рис. 1). При этом мор-
фометрическая оценка окрашенных серийных 
срезов показала неодинаковый уровень его 
экспрессии в образцах поджелудочной железы 
опытной и контрольной групп. 

В образцах поджелудочной железы при 
хроническом панкреатите отмечалась довольно 
высокая степень экспрессии коллагена IV. При 
этом уровень экспрессии составил 750,2±2,86, 
что соответствовало 1093297,22±3340,36 мкм2 

суммарной площади экспрессии. В контроль-
ной группе уровень экспрессии был досто-
верно выше – 924,11±8,5, однако суммарная 
площадь экспрессии была значимо меньшей –  
751045,11±10096,45 мкм2 (таблица).

Экспрессия коллагена VI наблюдалась в 
виде мелкогранулярного или гомогенного ци-
топлазматического, преимущественно в ба-
зальной части окрашивания клеток ацинусов 
и протокового эпителия как при хроническом 
панкреатите, так и в образцах без патологии 

Рис. 1. Экспрессия Collagen IV в образцах поджелудочной железы при хроническом панкреатите (А) 
и нормальной поджелудочной железы (Б). Окраска lyophilized collagen type IV. Ув. ×200.

А Б

© И.В.  Самсонова с соавт.  Экспрессия коллагенов IV и VI при хроническом панкреатите
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(рис. 2). Кроме того, позитивная реакция от-
мечалась и в клетках соединительной ткани 
образцов исследуемой и контрольной групп. 
При этом в ткани поджелудочной железы без 
патологии коллаген VI встречался преимуще-
ственно в клетках соединительной ткани и 
практически отсутствовал в ацинарных клет-
ках. В то же время в опытной группе коли-
чество положительно проэкспрессировавших 
клеток и площадь их распределения в ацинусах 
поджелудочной железы визуально были выше.

Проведенная морфометрическая оценка 
выраженности экспрессии определила стати-
стически значимое увеличение как количества 
позитивных клеток, так и суммарной площади 
экспрессии маркера в образцах поджелудочной 
железы при хроническом панкреатите. В кон-
трольной группе экспрессия маркера составила 
615,15 ±19,34, в опытной – 85524,08± 3433,07 
мкм². Площадь позитивно проэкспрессировав-
ших клеток колебалась от 363 до 1563280 мкм² 
в опытной группе и от 1088 до 489625 мкм² – в 
контрольной. Среднее значение составило со-
ответственно 241506,09 и 85524,08 мкм².

Обсуждение

Известно, что коллаген IV типа является 
одним из белков ЭЦМ, который формирует 
супрамолекулярную сеть базальной мембраны, 
оказывающую влияние на адгезию, миграцию 

и дифференциацию эпителиальных клеток 
[11]. В свою очередь, состояние и дифферен-
цировка эпителиоцитов ацинусов и протоко-
вого эпителия, зависящие от уровня коллагена 
IV типа, определяют их способность секрети-
ровать и уровень секреции коллагена VI типа.

Коллаген VI встречается во многих тканях 
около базальной мембраны, где он служит в 
качестве крепежного соединения. Помимо 
фибробластов он может синтезироваться и 
другими клетками. O. Nishi et al. [12] показали 
способность клеток роговицы глаза секретиро-
вать различные виды коллагена, в том числе и 
коллаген VI типа.

J.F. Groulx et al. [10] , изучавшие распре-
деление и роль коллагена VI в базальной мем-
бране эпителиоцитов в кишечнике, показали, 
что коллаген VI является компонентом базаль-
ной мембраны эпителия и представляет собой 
главный тип коллагена эпителиального проис-
хождения в этом органе. Также он влияет на 
поведение эпителиальных клеток за счет регу-
ляции эпителиально-клеточных-фибронектин 
взаимодействий.

M. Ruhl et al. [13] показали, что раствори-
мый коллаген VI типа увеличивает de novo син-
тез ДНК в фибробластах до 100 раз по сравне-
нию с растворимым коллагеном I. Также они 
продемонстрировали, что коллаген VI ингиби-
рует апоптоз клеток. Коллаген VI-зависисимое 
ингибирование апоптоза может иметь место в 

Рис. 2. Экспрессия Collagen VI в образцах поджелудочной железы при хроническом панкреатите (А) 
и нормальной поджелудочной железы (Б). Окраска lyophilized collagen type VI. Ув. ×200.

Таблица 
Показатели экспрессии коллагена VI и VI типов в поджелудочной железе 

при хроническом панкреатите и без патологии (M±σ)
Исследуемая группа Коллаген IV Коллаген VI

количество площадь,  мкм2 количество площадь,  мкм2

Хронический панкреатит 750,2±2,86 1093297,22±3340,36 1409,92±7,21 241506,09±21000,92
контроль 924,11±8,5 751045,11±10096,45 615,15 ±19,34 85524,08± 3433,07
р (T-test) р=0,0005 р<0,000001 р<0,000001 р=0,000002
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процессе эмбриогенеза, заживления ран и при 
фиброзе. Авторы пришли к выводу, что повы-
шенное содержание коллагена VI  в ткани и в 
крови обеспечивает  активацию мезенхималь-
ных клеток и  их пролиферацию.

Полученные нами данные по изменению 
характера и интенсивности экспрессии колла-
гена VI при хроническом панкреатите корре-
лируют с данными исследований J.F. Groulx 
et al. [10, 14], указывающими на способность 
эпителиальных клеток секретировать коллаген 
VI типа. Он показал, что в процессе синтеза 
внутри клетки две молекулы этого коллагена 
соединяются антипараллельно с образованием 
димера, а из димеров образуются тетрамеры, 
которые секретируются из клетки. Вне клет-
ки тетрамеры связываются «конец в конец» с 
формированием микрофибрилл.

Наблюдаемая нами на участках с выра-
женным фиброзом экспрессия коллагена VI в 
клетках соединительной ткани и незначитель-
ное его содержание в межклеточном матриксе 
связано, надо полагать, с тем, что во внекле-
точном матриксе коллаген VI типа служит для 
сшивки крупных фибрилл коллагена II, III 
типов и др. P.С. Sabatelli et al. [15] в своих ис-
следованиях показали, что коллаген VI влияет 
на трехмерную организацию фибронектина во 
внеклеточном матриксе культивируемых фи-
бробластов.

Долгое время основной функцией макро-
фагов в соединительной ткани считалось раз-
рушение поврежденных компонентов клеток и 
межклеточного вещества. Однако макрофаги 
способны индуцировать клетки к пролифе-
рации и синтезу компонентов внеклеточного 
матрикса, что способствует восстановлению 
тканей. Кроме этого доказано, что макрофаги 
способны самостоятельно секретировать ком-
поненты внеклеточного матрикса, такие, как 
фибронектин и коллаген VI типа. M. Schnoor 
et al. [16] показали, что моноциты и макро-
фаги могут синтезировать практически все из-
вестные коллагены и коллагены, связанные с 
мРНК. Кроме того, способность макрофагов 
секретировать коллаген типа VI зависит от 
способа их активации, стадии дифференци-
ровки и плотности клеток. 

Таким образом, выполненное нами ис-
следование показало присутствие коллагенов 
IV и VI типа в поджелудочной железе как в 
контрольной группе, так и в опытных образ-
цах, отличавшееся по интенсивности, харак-
теру распределения и площади экспрессии. 
Надо полагать, что выявленные нами измене-
ния экспрессии коллагенов IV типа и VI типа 
были взаимно обусловлены и являлись след-

ствием нарушения коллагенообразования при 
хроническом воспалении. Это, в свою очередь, 
определялось активацией мезенхимальных 
клеток при воспалении, их пролиферацией, 
изменением активности эпителиоцитов.

Выводы

1. Хронический панкреатит сопровожда-
ется достоверным повышением экспрессии 
коллагена IV типа с уменьшением количества 
коллаген IV-позитивных клеток.

2. У пациентов с хроническим панкреа-
титом наблюдается достоверно значимое уве-
личение экспрессии коллагена VI и площади 
распределения положительно проэкспресси-
ровавших клеток в ацинусах поджелудочной 
железы.

3. Изменение характера и интенсивности 
экспрессии коллагенов IV и VI типов отража-
ют активную структурно-функциональную пе-
рестройку паренхимы поджелудочной железы 
с развитием выраженного фиброза.
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