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РЕЗЮМЕ

Цель исследования: изучить особенности экспрессии эпителиального маркера Е-кадгерина в эпите-
лиальном слое и строме слизистой оболочки тонкого кишечника при употреблении пищевой добавки 
Е407а.
Материалы и методы. Экспрессию Е-кадгерина изучали иммуногистохимическим методом у 8 крыс 
популяции WAG, получавших ежедневно в течение 2 недель пищевую добавку Е407а перорально в 
количестве 140 мг на кг веса, и 8 контрольных животных.

Заключение. Пероральное употребление пищевой добавки Е407а приводит к изменению особенно-
стей экспрессии эпителиального маркера Е-кадгерина, что может вносить вклад в нарушение эпите-
лиального барьера кишечника.
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ABSTRACT

Objective: to assess the features of the expression of the epithelial marker E-cadherin in the epithelial layer 
and stroma of the small intestinal mucous membrane after the administration of the food additive E407a.
Materials and methods. E-cadherin expression was studied by the immunohistochemical method in 8 
WAG rats receiving daily the food additive E407a orally for a period of 2 weeks in the amount of 140 mg per 
kg of body weight, and 8 control animals.
Results. It has been found that the administration of E407a leads to reduced E-cadherin expression in 
intestinal epithelial cells (0.037 ± 0.004 U versus 0.129 ± 0.021 U in the control group, p < 0.0001) related to 
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an increase in the number of E-cadherin-positive cells in the stroma of the organ (5.03 ± 0.30 cells compared 
to 2.55 ± 0.20 cells in the control group, p<0.0001) per unit of area (250 × 250 micron).
Conclusion. Ingestion of the food additive E407a leads to a change in the expression patterns of the epithelial 
marker E-cadherin, which may contribute to the disruption of the intestinal epithelial barrier.

Key words: chronic in ammatory bowel diseases, Crohn’s disease, ulcerative colitis, epithelial-mesenchymal 
transition.
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Введение
В последние годы биомолекулы морских 

водорослей, в частности углеводы, актив-
но применяются в пищевой и фармацев-
тической промышленности [1]. Наиболее 
распространенными и широко изученны-
ми коммерчески доступными вещества-
ми подобного рода являются каррагинаны, 
которые служат компонентами клеточных 
стенок красных морских водорослей. Кар-
рагинаны — линейные, полианионные, суль-
фатированные галактаны, состоящие из 
повторяющихся дисахаридных фрагментов 
с чередующимися β-D-галактопиранозны-
ми и α-галактопиранозными или 3,6-анги-
дро-α-галактопиранозными циклами, соеди-
ненными гликозидными связями [2]. Таким 
образом, в структурном плане они напомина-
ют гликозаминогликаны внеклеточного ма-
трикса. Каррагинаны, полученные в первую 
очередь из водорослей Eucheuma, использу-
ются в качестве пищевых добавок в продук-
тах питания благодаря их гелеобразующим и 
гидроколлоидным свойствам [3]. В странах - 
членах Европейского союза каррагинаны за-
регистрированы в качестве пищевых доба-
вок Е407 (очищенный каррагинан) и Е407а 
(полуочищенный каррагинан). В связи с мно-
гочисленными сообщениями о небезопасно-
сти пищевых каррагинанов Европейское 
агентство по безопасности продуктов пита-
ния (EFSA) запросило технические и токси-
кологические данные по каррагинану (E407), 
который используется в пищевых продуктах 
для всех групп населения, включая младен-

цев в возрасте до 16 недель (EFSA-Q-number: 
EFSA-Q-2018-00771). В частности, показана 
роль каррагинанов в развитии хронических 
воспалительных заболеваний кишечника 
(ХВЗК), а именно болезни Крона (БК) и не-
специфического язвенного колита (НЯК) [4, 
5]. ХВЗК — мультифакториальная патология, 
которая развивается на фоне генетической 
предрасположенности при воздействии не-
благоприятных факторов внешней среды (в 
том числе и характера питания) и характе-
резуется неадекватным ответом иммуной 
системы на микрофлору желудочно-кишеч-
ного тракта с развитием хронического вос-
паления. Этиопатогенез ХВЗК сложен и мно-
гогранен. Однако в контексте данной статьи 
необходимо отметить, что развитие заболе-
вания сопровождается повышением прони-
цаемости эпителиального барьера кишечни-
ка, что усугубляет течение воспалительного 
процесса. Следует обратить внимание на тот 
факт, что эпителиальный белок Е-кадгерин 
имеет первостепенное значение для под-
держания целостности эпителия слизистой 
оболочки кишечника, и следовательно, вы-
полняет барьерную функцию, предотвращая 
попадание представителей микрофлоры ки-
шечника в более глубокие субэпителиальные 
слои [6]. E-кадгерин представляет собой бе-
лок с молекулярной массой около 120 кДа 
и является одной из ключевых молекул кле-
точной адгезии, опосредующих межклеточ-
ные взаимодействия эпителиальных клеток 
[7]. Таким образом, нарушения экспрессии 
Е-кадгерина в кишечнике, которые наблю-



96

даются при воспалительных процессах, мо-
гут приводить к повреждению эпителиаль-
ного барьера с вовлечением микрофлоры 
кишечника, что может усугубить течение 
воспаления. В частности, БК и НЯК сопрово-
ждаются изменениями паттерна экспрессии 
Е-кадгерина в тканях кишечника, а именно 
снижением содержания данной молекулы 
адгезии в клетках эпителиального слоя сли-
зистой оболочки кишечника [6, 8]. Таким 
образом, можно предположить, что вклад 
каррагинана в этиологию ХВЗК может быть 
опосредован и влиянием данной пищевой 
добавки на экспрессию протекторного белка 
Е-кадгерина.

Цель исследования 
Провести качественную и количествен-

ную оценку экспрессии эпителиального мар-
кера Е-кадгерина в эпителиальном слое и 
собственной пластинке слизистой оболочки 
тонкого кишечника на фоне перорального 
употребления пищевой добавки Е407а (полу-
очищенный каррагинан).

Материалы и методы 
Для проведения эксперимента были ото-

браны 16 половозрелых крыс популяции 
WAG весом 160–190 г, которые были слу-
чайным образом разделены на две равные 
группы по 8 животных в каждой. Полуочи-
щенный каррагинан в дозировке 140 мг на 
кг веса вводился животным опытной группы 
перорально в течение 2 недель в виде раство-
ра в питеьвой воде. Крысы из контрольной 
группы получали эквивалентное количество 
питьевой воды, которая не содержала ука-
занную пищевую добавку. Акклиматизация 
крыс проходила в виварии и началась за 
2 недели до начала эксперимента. При этом 
животные содержались по 4 особи в клетке 
при температуре 24 ± 2 °C и относительной 
влажности воздуха 50–60 %. 

Исследование одобрено на заседании 
Комиссии по биоэтике Харьковского наци-
онального медицинского университета. Ра-
бота выполнялась в соответствии с «Евро-
пейской конвенцией о защите позвоночных 
животных, используемых в эксперименталь-
ных и иных научных целях» (ETS 123).

Иммуногистохимическое исследования 
проводили с использованием ткани тонкого 
кишечника животных опытной и контроль-
ной групп. После извлечения и перфузии 
физиологическим раствором фрагменты 
тонкого кишечника фиксировались в 10 % 
нейтральном формалине и заливались в па-

рафин. Полученные срезы толщиной 4–5 мкм
окрашивались с использованием антител 
к Е-кадгерину в соответсвии со стандарт-
ным протоколом [9]. Систему детекции 
«UltraVision Quanto HRP DAB» (Thermo Fisher 
Scienti c, США) использовали с целью визу-
ализации. Коричневое окрашивание счита-
лось положительным.

Уровень экспрессии Е-кадгерина коли-
чественно оценивали морфометрическим 
методом и выражали в условных единицах 
оптической плотности (УЕОП). Числовые зна-
чения яркости фона делили на яркость ви-
зуализированных скоплений Е-кадгерина в 
эпителиальных клетках. Затем брался деся-
тичный логарифм от полученного соотноше-
ния. В каждом микропрепарате проводился 
подсчет в пяти различных полях зрения. 

Количество Е-кадгерин-положительных 
клеток в строме оценивалось на единицу 
площади (250 × 250 мкм). В каждом препа-
рате анализ количества клеток, экспрессиру-
ющих Е-кадгерин, в собственной пластинке 
тонкого кишечника проводился в пяти полях 
зрения (×400). Для оценки разницы между 
абсолютными и относительными значения-
ми количества Е-кадгерин-содержащих кле-
ток в группах сравнивались показатели об-
щего количества экспрессирующих клеток, а 
также соотношение между Е-кадгерин-поло-
жительными и Е-кадгерин-отрицательными 
клетками [10]. Более того, общий процент 
Е-кадгерин-положительных клеток оцени-
вался по шкале от 0 до 5 баллов в зависи-
мости от количества клеток на участок пло-
щадью 1 mm2. Балл от 0 до 5 присваивался 
при наличии, соответственно, 0–2, 3–5, 6–8, 
9–11, 12–14, 15 и более окрашенных клеток. 
В каждом микропрепарате оценивали 5 по-
лей зрения [11].

При разработке дизайна эксперимента 
рассчитывалась мощность выборки для обе-
спечения возможности корректно сравни-
вать результаты в двух группах животных. 
Расчет осуществлялся с помощью программы 
«G*Power 3». Планируемая мощность исследо-
вания равнялась 0,8, а ошибка I рода — 5 %. 

лены в виде сред-
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него значения и значения среднеквадрати-
ческого отклонения. Разница считалась ста-
тистически значимой при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
Обнаружено, что в эпителиальном слое 

слизистой оболочки тонкого кишечника 
контрольных образцов Е-кадгерин экспрес-
сируется равномерно по цитоплазме. В то 
же время в опытной группе даже визуаль-
но можно отметить существенное снижение 
экспрессии Е-кадгерина в цитоплазме эпите-
лиоцитов. Имеются очаги практически с от-
сутствием экспрессии Е-кадгерина. Количе-
ственный анализ экспрессии Е-кадгерина в 
эпителиоцитах тонкого кишечника показал, 
что употребление пищевой добавки Е407а 

приводит к снижению уровня экспрессии 
данного маркера у животных опытной груп-
пы по сравнению с контролем (рискнок 1). 
В неизмененном эпителиальном слое слизи-
стой оболочки тонкого кишечника животных 
контрольной группы показатель оптической 
плотности составил 0,129 ± 0,021 УЕОП и 
0,037 ± 0,004 УЕОП — у животных, которые 
употребляли полуочищенный каррагинан в 
течение 2 недель (рисунок 2). Разница была 
статистически значимой (р < 0,0001). Подоб-
ные изменения значений оптической плот-
ности указывают на снижение экспрессии 
Е-кадгерина в эпителиоцитах тонкого ки-
шечника при пероральном приеме пищевой 
добавки Е407а. 

Рисунок 1. Иммуногистохимическое исследование. Маркер Е-кадгерин (× 400).
Пищевая добавка Е407а. Снижение интенсивности экспрессии маркера в клетках эпителиального слоя
и эндотелия сосудов при увеличении клеток, экспрессирующих Е-кадгерин, в строме тонкого кишечника

Рисунок 2. Сравнительный анализ интенсивности экспрессии Е-кадгерина в эпителиоцитах (УЕОП). 
Пероральное употребление полуочищенного каррагинана. Снижение экспрессии эпителиального маркера

Е-кадгерина по сравнению с контролем
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При анализе экспрессии Е-кадгерина в 

соб

Обнаруженные особенности локализации 

экспрессии Е-кадгерина в эпителиальном 

слое могут быть обусловлены как их цилин-

дрической формой с очень малым диаме-

тром основания (эпителиоциты очень узкие), 

так и большой подвижностью эпителия в ки-

шечнике, ведь молодые эпителиоциты со дна 

желез мигрируют по поверхности базальной 

мембраны на вершину ворсинки, при этом 

созревая и функционируя, используя свой 

внутриклеточный потенциал, то есть посто-

янно мигрирующие клетки не могут быть 

«жестко» соединены.

Рисунок 3. Сравнительный анализ экспрессии 
Е-кадгерина в клетках собственной пластинки 
слизистой оболочки. Пищевая добавка Е407а. 

Увеличение количества клеток, экспрессирующих 
Е-кадгерин, в строме органа в сравнении с контролем
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Полученные результаты подтверждают, 
что в первую очередь Е-кадгерин экспрес-
сируется в эпителиальном слое кишечника. 
Однако количественный анализ его экспрес-
сии выявил снижение экспрессии Е-кадге-
рина в эпителии на фоне увеличения коли-
чества E-кадгерин-положительных клеток в 
собственной пластинке слизистой оболочки 
тонкого кишечника в ответ на употребление 
пищевой добавки Е407а. Следует отметить, 
что отсутствие отличий значений соотно-
шения Е-кадгерин-положительных клеток к 
Е-кадгерин-отрицательным клеткам в стро-
ме между опытной и контрольной группами 
при увеличении абсолютного числа клеток, 
экспрессирующих кадгерин, на фоне приема 
животными каррагинана указывает на ин-
фильтрацию стромы другими клетками, ко-
торые не содержат Е-кадгерина. В частности, 
это могут быть лейкоциты. Данный вывод 
подтвержается экспериментальными дан-
ными о наличии лимфацитарно-макрофа-
гальной инфильтрации в тонком кишечнике 
при употреблении каррагинана [13]. Кроме 
того, мы полагаем, что изменения в экспрес-
сии Е-кадгерина, которые мы обнаружили в 
данном исследовании, могут быть обусловле-
ны активацией процессов эпителиально-ме-
зенхимального перехода (ЭМП), которая 
характерна для воспалительных процесов 
желудочно-кишечного тракта. ЭМП пред-
ставляет собой процесс, характеризующийся 
потерей эпителиальными клетками эпители-
альных маркеров (в частности, E-кадгерина) 
на фоне приобретения мезенхимального фе-
нотипа (экспрессия виментина, фасцина и 
других мезенхимальных маркеров) [14]. При 
этом клетки становятся мобильными, мигри-
руют в более глубокие слои (например, в соб-
ственную пластинку) и вносят вклад в синтез 

компонентов межклеточного матрикса, что в 
дальнейшем способствует развитию фибро-
за. В одной из работ показано, что Е407а 
приводит к гиперэкспрессии мезенхималь-
ного маркера фасцина в тонком кишечника 
у животных [15], что в сочетании со сниже-
нием экспрессии Е-кадгерина в эпителиаль-
ном слое указывает на активацию процессов 
ЭМП. Следует отметить, что E-кадгерин яв-
ляется каноническим эпителиальным марке-
ром, который не экспрессируется в клетках 
мезенхимального происхождения [8]. Сле-
довательно, экспрессия E-кадгерина не на-
блюдается в фибробластоподобных клетках, 
которые являются продуктами ЭМП. Тем не 
менее, когда клетки теряют свой эпителиаль-
ный фенотип и приобретают новый мезенхи-
мальный фенотип во время ЭМП, они могут 
находиться в промежуточном состоянии и 
одновременно экспрессировать как эпители-
альные, так и мезенхимальные маркеры [12]. 
Можно предположить, что увеличение коли-
чества клеток, экспрессирующих E-кадге-
рин, обнаруженное в собственной пластинке 
тонкого кишечника на фоне употребления 
каррагинана, можно частично объяснить 
этим феноменом.

Заключение 
Таким образом, пероральное употребле-

ние пищевой добавки Е407а приводит к пе-
рераспределению E-кадгерина в слизистой 
оболочке тонкого кишечника с уменьшением 
экспрессии в эпителиальных клетках и уве-
личением экспрессии в строме. Подобные из-
менения могут вносить вклад в нарушения 
эпителиального барьера кишечника. 
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