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Аннотация. В работе c помощью общегистологических, люминесцентно-гистохимических и им-
муногистохимических методов исследованы надпочечники 42 крыс-самок. Животные были разделены на 
2 группы: контрольные животные (n=13), которым вводили изотонический раствор хлорида натрия и 
опытные крысы, которым опухоль молочной железы индуцировали введением канцерогена N-метил-N-
нитрозомочевины. Выведение животных из эксперимента проводилось через 1, 2 и 3 месяца после окон-
чания инъекций. Выполняли забор надпочечников только у тех животных, у которых после введения 
канцерогена были обнаружены изменения в молочной железе. У крыс-самок через 1 и 2 месяца после 
окончания введения канцерогена наблюдались предраковые изменения в молочной железе. Через 3 меся-
ца после инъекций обнаружен неинфильтрирующий внутрипротоковый рак, который был подтвержден 
гистологическими методами исследования. Установлено, что на фоне роста злокачественной опухоли 
молочной железы происходят морфофункциональные изменения в надпочечниках. Обнаруживаются 
увеличение количества люминесцирующих гранулярных клеток, волнообразные изменения уровня био-
генных аминов, изменение ширины коркового вещества, количества дендритных и пролиферирующих 
клеток, дегранулированных форм тучных клеток. При этом выявлено, что степень данных изменений 
возрастала параллельно с ростом злокачественности опухоли молочной железы.  

Ключевые слова: надпочечники, рак молочной железы, биогенные амины, люминесцирующие 
клетки, тучные клетки 

 
MORPHOFUNCTIONAL CHANGES OF ADRENAL GLANDS IN THE RAT ON  

THE BACKGROUND OF BREAST CANCER DEVELOPMENT 
 

O.YU. KOSTROVA, I.S. STOMENSKAJA, L.M. MERKULOVA, G.YU. STRUCHKO, A.A. KOTELKINA 
 

Chuvash State I.N. Uljyanov University, Moscow Av., 15, Cheboksary, 428015, Russia,  
e-mail: evkbiz@yandex.ru 

 
Abstract. The adrenal glands of 42 female rats were studied using general histological, luminescent-

histochemical and immunohistochemical methods. The animals were divided into 2 groups: control animals 
(n=13), who were administered isotonic sodium chloride solution and experimental rats, which induced breast 
tumor with the introduction of carcinogen N-methyl-N-nitrosourea. Removal of animals from experiment was 
carried out in 1, 2 and 3 months after the end of injections. Adrenal glands were collected only in those animals 
that had changes in the mammary gland after the introduction of the carcinogen. In female rats, 1 and 2 months 
after the end of carcinogen administration, precancerous changes in the mammary gland were observed. 3 
months after the injection, non-infiltrating intraductal cancer was detected, which was confirmed by histological 
methods. It was found that morphological and functional changes in the adrenal glands occur against the back-
ground of growth of malignant breast tumor. An increase in the number of luminescent granular cells, wavy 
changes in the level of biogenic amines, changes in the width of the cortical substance, the number of dendritic 
and proliferating cells, degranulated forms of mast cells are found. It was revealed that the degree of these 
changes increased in parallel with the growth of breast tumor malignancy. 
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Введение. Молочная железа является важным органом репродуктивной системы женщины [2]. В 

последнее время все больше женщин страдают патологией этой железы, при этом некоторые заболевания 
приводят к малигнизации. Ежегодно в мире выявляется более миллиона случаев заболевания раком мо-
лочной железы. В последнее время наблюдается рост злокачественных новообразований молочной желе-
зы у женщин молодого возраста [9]. 

На сегодняшний день известно, что рак молочной железы – это полиэтиологическое заболевание 
[1]. По мнению некоторых авторов [1] факторы риска данной патологии делятся на 5 групп: половые и 
возрастные; генетические [3]; репродуктивные; гормональные и обменные; влияние окружающей среды 
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и наличие вредных привычек. Чаще всего к развитию опухоли молочной железы приводит не один фак-
тор, а целый комплекс.  

В последнее время ученые стали уделять большое внимание изучению гормонального профиля 
больных раком [4, 5]. Гормоны координируют в организме сложные процессы, связанные с развитием, 
дифференцировкой и физиологическими ответами клеток тканей-мишеней, активируя или подавляя экс-
прессию гормон-зависимых генов [4]. Многочисленные исследования показывают высокий уровень эн-
догенных эстрогенов, прогестерона, кортизола и андрогенов у женщин уже на ранних стадиях рака мо-
лочной железы [10, 11, 12]. Отмечена также дисрегуляция секреции кортизола надпочечниками на фоне 
лечения рака молочной железы [13]. Поэтому изучение структур надпочечников на фоне развивающего-
ся рака может способствовать более глубокому пониманию причин дисрегуляции секреции кортизола и 
работы оси гипоталамус-гипофиз-надпочечники в целом у онкобольных.  

Цель работы – выявить изменения в структурах надпочечников у крыс-самок  на фоне развития 
опухоли молочной железы. 

Материал и методы исследования. Эксперименты выполнены на 42 белых нелинейных крысах-
самках. Все процедуры по уходу осуществлялись согласно правилам и нормам обращения с лаборатор-
ными животными.  Контрольной группе животных (n=13) вводили изотонический раствор хлорида на-
трия. Остальным крысам-самкам (n=29) опухоль молочной железы индуцировали подкожным введением 
в основание левой верхней молочной железы канцерогена - N-метил-N-нитрозомочевины (МНМ) из рас-
чета 2,5 мг на крысу 1 раз в неделю в течение 5 недель. Выведение животных из эксперимента проводи-
лось через 1, 2 и 3 месяца после окончания введения инъекций. 

Для морфологического исследования выполняли забор надпочечников. Для исследования брали 
надпочечники только у тех крыс, у которых обнаружено развитие опухоли молочной железы.  

У всех крыс с введением канцерогена выявлены различные трансформации молочной железы в за-
висимости от срока исследования. Через 1 и 2 месяца после окончания введения инъекций наблюдались 
предраковые изменения в органе. На сроке 3 месяца обнаружен неинфильтрирующий внутрипротоковый 
рак, который подтвержден гистологическими методами исследования. 

Методы исследования: 
1. Люминесцентно-гистохимический метод Фалька-Хилларпа в модификации Крохиной – для из-

бирательного выявления серотонина и катехоламинов в надпочечниках. 
2. Люминесцентно-гистохимический метод Кросса-Эвена-Роста – для идентификации гиста-

минсодержащих структур надпочечников. 
3. Метод цитоспектрофлуориметрии – для количественной оценки уровней серотонина (СТ), 

катехоламинов (КА) и гистамина (ГСТ) в структурах надпочечников.  
4. Окраска гематоксилином и эозином с последующей морфометрией коркового и мозгового ве-

щества надпочечников. 
5. Окраска полихромным толуидиновым синим по Унна – для качественной и количественной ха-

рактеристики тучных клеток надпочечников. 
6. Иммуногистохимический метод с использованием коммерческих моноклональных (МКАТ) и 

поликлональных (ПКАТ) антител производства NovoCastra (Великобритания) и фирмы Santa Cruse 
(CША): 

– МКАТ к маркеру клеточной пролиферации PCNA; 
– ПКАТ к белку нейроэктодермы  S-100 для идентификации дендритных клеток. 
Материал для исследования при проведении иммуногистохимии фиксировали 10% нейтральным 

забуференным формалином в течение 24 ч, выполняли стандартную спиртово-ксилоловую проводку. 
Подготовленные образцы тканей заливали в парафин, готовили срезы толщиной 4 мкм, которые наноси-
ли на высокоадгезивные стекла  и высушивали при температуре 370 С в течение 18 ч. Демаскировка и 
иммуногистохимическая окраска проводилась ручным способом с использованием системы визуализа-
ции NovoLink polymer. Контролем иммуногистохимической реакции служила неимунизированная сыво-
ротка.  

7. Компьютерная морфометрия. Количественные измерения интенсивности мембран и цито-
плазматических иммуногистохимических реакций выполнены с применением лицензионной программы 
«Микро-Анализ» (Россия). Интенсивность мембранной иммуногистохимической реакции оценена мето-
дом автоматического выделения и подсчета площади интересующего цветового спектра (DAB) по отно-
шению к площади снимка с переводом числовых значений в проценты. Для каждого среза выполнены 
измерения в 10 полях зрения. Результат ядерной реакции оценивали путем подсчета позитивно окрашен-
ных ядер на 100 клеток в 10 полях зрения при увеличении х400, выражая результаты в процентах. 

8. Статистическая обработка. Статистическую значимость полученных данных определяли по 
t- критерию Стьюдента. Данные представляли в виде средней арифметической величины (M) и ее сред-
ней ошибки (m).  
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Результаты и их обсуждение. При обработке надпочечников люминесцентно-гистохимическими 
методами у животных всех групп хорошо различаются корковое и мозговое вещество, люминесцирую-
щее желтовато-зеленым свечением (рис. 1). Снаружи от коркового вещества хорошо визуализируется 
капсула, имеющая желтоватое свечение. В корковом веществе отчетливо выявляются три зоны: клубоч-
ковая, пучковая и сетчатая. 

В надпочечниках животных всех групп свечение биогенных аминов выявляется в капсуле, корко-
вом и мозговом веществе, а также в люминесцирующих гранулярных клетках (ЛГК) и их микроокружении.  

 

 
Рис. 1. Надпочечник. Интактная крыса. 1 – мозговое вещество; 2 – корковое вещество.  

Метод Фалька-Хилларпа. Микромед 3 Люм. Ув.× 10 

 
Рис. 2. Надпочечник. 3 месяца после окончания введения канцерогена. Увеличение количества ЛГК на 

границе мозгового и коркового вещества. 1 – мозговое вещество; 2 – корковое вещество.  
Метод Кросса-Эвена-Роста. Микромед 3 Люм. Ув.× 10 
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ЛГК у интактных крыс располагаются чаще всего на границе коркового и мозгового вещества в 
небольшом количестве (2,89±0,22), имеют оранжевое свечение и округлую форму. Иногда попадаются 
клетки в участках мозгового вещества в небольшом количестве. 

После введения канцерогена количество ЛГК достоверно увеличивается, особенно через 3 месяца 
после окончания курса инъекций (рис. 2). При этом встречаются клетки со слабой люминесценцией и с 
размытыми границами, но с плотными гранулами. 

Уровень биогенных аминов в ЛГК у крыс с введением канцерогена также изменяется, причем из-
менения зачастую носят волнообразный характер (рис. 3). 

 

 
 

Рис. 3. Интенсивность люминесценции гистамина (у.е.) в люминесцирующих клетках надпочечников у 
интактных крыс и после введения канцерогена 

 
Наибольшие изменения содержания биогенных аминов в остальных изучаемых структурах надпо-

чечников также наблюдаются у животных с раком молочной железы. В некоторых препаратах у крыс с 
введением канцерогена видны сильно расширенные сосуды в мозговом веществе, что, по данным лите-
ратуры, косвенно указывает на увеличение функциональной активности органа. Отмечается и сильная 
вакуолизация клубочковой зоны коркового вещества надпочечников. 

Проведенная морфометрия выявила, что при введении канцерогена на сроке исследования 1 месяц 
достоверно увеличилась ширина сетчатой и пучковой зон надпочечников по сравнению с интактными 
животными в 1,4 раза и в 2 раза соответственно. На сроке 2 месяца ширина сетчатой и клубочковой зон 
по сравнению с интактными крысами соответствующего возраста, наоборот, достоверно уменьшилась. 
При этом площадь мозгового вещества достоверно не изменилась ни на одном из сроков исследования. 

При окраске надпочечников полихромным толуидиновым синим тучные клетки выявляются в 
капсуле надпочечников и прилегающей к ней жировой клетчатке. В препаратах интактных крыс встре-
чаются единичные тучные клетки: количество на срез составляет 4,9±1,84. Чаще всего – это слабо дегра-
нулированные клетки (72%).  

Изменение количества и степени дегрануляции тучных клеток у крыс с введением канцерогена 
напрямую зависит от стадии развития онкопроцесса. По мере развития новообразования (на сроке 3 ме-
сяца) количество тучных клеток достоверно увеличивается с преобладанием тотально дегранулирован-
ных и деструктивных форм клеток. 

При обработке срезов иммуногистохимическими методами выявлены достоверные изменения 
только в корковом веществе надпочечников. S-100+ клетки у интактных животных в основном распола-
гаются в несколько рядов вокруг мозгового вещества, больше в сетчатой зоне. У опытной же группы эти 
клетки хаотично разбросаны по всему корковому веществу надпочечников. Через 1 и 2 месяца после 
окончания курса инъекций количество дендритных клеток по сравнению с интактными животными соот-
ветствующего возраста незначительно уменьшается. На сроке 3 месяца количество S-100+ клеток , наобо-
рот, достоверно увеличивается в 2,6 раза. 

Экспрессия маркера пролиферирующих клеток у животных на фоне канцерогенеза по сравнению с 
интактными животными достоверно увеличивается на всех сроках (рис. 4, 5). При этом наибольшие из-
менения снова наблюдаются на последнем сроке исследования - 78,2%±4,5 против 23,95%±2,8. 
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Рис. 4. Экспрессия пролиферирующих клеток в корковом веществе надпочечников у интактной крысы. 
Иммуногистохимическая реакция к ядерному антигену пролиферирующих клеток. Микромед 3 Люм. 

Ув.×40 
 

 
 

Рис. 5. Увеличение экспрессии пролиферирующих клеток в корковом веществе надпочечников у крыс 
через 1 месяц после окончания введения канцерогена. Иммуногистохимическая реакция к ядерному  

антигену пролиферирующих клеток. Микромед 3 Люм. Ув.×40 
 
Таким образом, наше исследование показало, что на фоне роста злокачественной опухоли молоч-

ной железы происходят морфофункциональные изменения в надпочечниках. Нами наблюдались сле-
дующие трансформации в органе: увеличение количества люминесцирующих гранулярных клеток, вол-
нообразные изменения уровня биогенных аминов, изменение ширины коркового вещества, увеличение 
количества пролиферирующих клеток, дегранулированных и деструктивных форм тучных клеток. При 
этом выявлено, что степень данных изменений возрастала параллельно с развитием злокачественности 
опухоли молочной железы. 

Есть данные, что тучные клетки тесно взаимосвязаны с опухолевым ростом и участвуют в этом 
процессе различными путями [6]. Увеличение количества распадающихся тучных клеток, особенно через 
3 месяца после окончания введения канцерогена, свидетельствует о понижении их функции, а значит о 
дисфункции надпочечника в целом [14]. 

Возможно, что одной из причин морфофункционального изменения надпочечников может явиться 
дисфункция в системе надпочечники-гипофиз-тимус. Тимус участвует в формировании противоракового 
иммунного ответа, так как в этом органе происходит дифференцировка основных популяций Т-
лимфоцитов под влиянием клеток микроокружения [7]. Тимус участвует в регуляции гормонального 
равновесия, действуя параллельно с гипофизарно-надпочечниковым комплексом.  

Введение крысам-самкам канцерогена МНМ приводит к морфофункциональным изменениям и в 
тимусе, что описывалось нами в предыдущих работах [8]. Посредниками взаимодействия тимуса и над-
почечников в этом случае могут являться клетки АПУД-серии, которые способны при их стимуляции 
секретировать различные факторы. 
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