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Вступ. Запальні захворювання кишківника формуються під впливом комплексу ендогенних і екзо-
генних чинників, унаслідок чого розвивається неконтрольована запальна реакція слизової оболонки. 
Одним із ключових напрямів дослідження патогенезу таких захворювань є вивчення змін рівня про-
запальних цитокінів і ферментів. Визначення концентрації фактора некрозу пухлини α, активності 
металопротеїназ та вмісту ліпополісахариду є інформативними маркерами розвитку запалення і 
деструктивних процесів у кишковій стінці. Мета дослідження – оцінити вміст ліпополісахариду, 
фактора некрозу пухлини α та активність металопротеїнази-9 як маркерів і потенційних актива-
торів прозапальних шляхів у щурів із експериментальним колітом, індукованим 2,4-
динітробензолсульфоновою кислотою (ДНБС). Матеріали та методи. Дослідження проведено на 
18 статевозрілих самцях щурів лінії WAG (190–240 г, 4 міс.), яких утримували у стандартних умо-
вах віварію. Тварин поділено на три групи по шість: у першій (контрольній) ректально вводили 0,9 
% фізіологічний розчин, у другій – 50% етанол, у третій – розчин 2,4-динітробензолсульфонової ки-
слоти (10 мг у 250 мкл 50% етанолу) протягом 14 днів. Визначення вмісту ліпополісахариду, фак-
тора некрозу пухлини α і активності металопротеїнази-9 у сироватці крові проводили з викорис-
танням комерційних наборів ELISA (Abbexa, США; Labor Diagnostika Nord, Німеччина; Fine Test, Ко-
рея) на аналізаторі Stat Fax 1904 згідно з інструкціями виробників. Результати. У тварин із ДНБС-
індукованим колітом виявлено достовірне підвищення рівнів ліпополісахариду та фактора некрозу 
пухлини α порівняно з обома контрольними групами. У другій контрольній групі (етанол) також за-
фіксовано зростання цих показників, що свідчить про його додаткову прозапальну дію. Активність 
металопротеїнази-9  зростала як у тварин із етаноловим впливом, так і при введенні 2,4-
динітробензолсульфонової кислоти, проте між цими групами статистично значущої різниці не ви-
явлено. Висновки. Підвищення рівня ліпополісахариду, фактора некрозу пухлини α та активності 
металопротеїнази-9 у сироватці крові підтверджує активацію запальних механізмів при ДНБС-
індукованому коліті. Отримані результати вказують, що 50 % етанол сам по собі може виступати 
чинником ушкодження слизової та посилення запального процесу в кишківнику. 
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Вступ 

До запальних захворювань кишківника (ЗЗК) 
відносять хронічні, рецидивуючі та прогресуючі 
ураження його слизової оболонки [1, 2]. Найроз-
повсюдженими патологічними станами є хворо-
ба Крона, виразковий коліт, невизначений коліт і 
некласифікований коліт. Представлені види па-
тологічних станів відрізняються за клінічними та 
гістологічними характеристиками [3]. На сьогодні 
майже 10 мільйонів людей в усьому світі страж-
дають на запальні захворювання кишківника, 
однією з розповсюджених форм яких є виразко-
вий коліт [4]. Дана патологія супроводжується 
діареєю, втратою ваги, ректальною кровотечою, 
що погіршують якість життя людини [5]. У 2005 
році була затверджена Монреальська класифі-
кація виразкового коліту (ВК), яка є діючою на 
теперішній час [6]. Так, згідно класифікації за 
ступенем ураження, виділяють три підтипи: Е1 – 
виразковий проктит, при якому уражується лише 

пряма кишка; Е2 - лівобічний ВК, патологічний 
процес охоплює частину товстої кишки, розта-
шованої віддалено від селезінкового вигину; Е3 
– панколіт, при якому ураження розповсюджу-
ється проксимальніше селезінкового вигину. 
Враховуючи важкість ураження кишківника, ви-
діляють чотири підтипи: С0- клінічна ремісія; С1- 
легка форма ВК; С2 – помірний ВК; С3 – тяжка 
форма ВК [ 2, 6]. 

На ступень та важкість даного патологічного 
стану впливають як екзогенні (алкоголь, соціальні 
умови, паління, дієта), так й ендогенні (генетичні 
особливості, порушення кровопостачання товстої 
кишки, системні захворювання, вроджені аномалії 
розвитку кишківника, хронічні стреси та дисфунк-
ція нервової системи) фактори. Згідно науковим 
дослідженням багатьох авторів, ЗЗК є складним 
та багатофакторним захворюванням, що призво-
дить до неконтрольованої активації кишкової іму-
нної системи проти нефізіологічної мікробіоти та 
інших мішеней [3, 7 ]. 
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Мікробіота кишківника підтримує сталий го-
меостаз та відіграє ключову роль в фізіологічних 
аспектах життєдіяльності людини, а також за-
безпечує синтез вітамінів та їхніх активних 
форм, вивільнення енергії з поживних речовин, 
нормалізацію процесу всмоктування нутрієнтів, 
тощо [8, 9], приймає участь в підтримці цілісності 
кишкової оболонки та регуляції метаболічних та 
імунних відповідей [10]. Окрім дисбактеріозу ки-
шківника, нездорове харчування або вживання 
алкоголю можуть підвищувати рівень прозапа-
льних чинників і пов'язаних із ними молекул у 
плазмі крові, спричиняючи запалення [11]. Одні-
єю з головних причин патологічної імунної відпо-
віді при ЗЗК розглядаються зміни в метаболізмі 
коротколанцюгових жирних кислот, зміни в обмі-
ні амінокислоти триптофану та порушення в об-
міні жовчних кислот внаслідок активації різних 
регуляторних шляхів через фактори NF-kB, 
SIRT1, CARD3, STAT3 [12]. Згідно наукової літе-
ратури, вимірювання вмісту прозапального фак-
тору некрозу пухлини альфа та активності мета-
лопротеїназ є доступними та інформативними 
маркерами розвитку запальних реакцій як ре-
зультату зміни імунної відповіді на патологічні 
процеси в кишківнику. Таким чином, ЗЗК є ре-
зультатом комплексної дії як екзогенних, так й 
ендогенних чинників, в основі механізму патоге-
незу яких лежить неконтрольована запальна ре-
акція тканин кишківника. 

Мета роботи  
Визначення вмісту ліпополісахариду, фактору 

некрозу пухлини α (ФНПα) та активності метало-
протеїнази-9 як маркерів/активаторів прозапа-
льних шляхів у щурів з експериментальним колі-
том, викликаним введенням 2,4-
динітробензолсульфоновою кислотою.  

Матеріали та методи дослідження 
 Дослідження було проведено на 18 статево-

зрілих самцях-щурах популяції WAG, вагою 190–
240 гр, віком 4 місяця. Тварини утримувалися у 
стандартних умовах віварію Харківського націо-
нального медичного університету.  

Згідно завдання дослідження, експеримента-
льних тварин рандомно було поділено на три 
групи, по шість тварин у кожній. У першу (конт-
рольну) групу увійшли тварини, яким ректально 
за допомогою зонда вводили 0,9% фізіологічний 
розчин, другу контрольну групу склали тварини, 
яким ректально вводили 50% розчин етанолу; 
тваринам третьої експериментальної групи рек-
тально вводили 2,4-динітробензолсульфонову 
кислоту (ДНБС) (10 мг ДНБС, розчинених у 250 
мкл 50 % етилового спирту) впродовж 14 днів 

[13, 14]. На 15-ту добу тварин виводили з експе-
рименту під  тіопенталовим наркозом. 

Для визначення вмісту ліпополісахариду 
(ЛПС), ФНПα та активності металопротеінази-9 
(ММП-9) у сироватці крові експериментальних 
тварин використовували набори реагентів виро-
бництва ELISA Kit (Abbexa, CША), «Labor 
Dsagnostika Nord GmbH&Co.KG.» (Німеччина) та 
«Fine Test» (Корея), відповідно, з подальшим 
вимірюванням на імуноферментному аналізаторі 
Stat Fax 1904 згідно інструкцій, що додавалися 
до наборів.  

Статистичну обробку даних проводили за до-
помогою програми GraphPad Prism 5 Software 
(США). Порівняння між двома незалежними гру-
пами змінних проводили за допомогою непара-
метричного U-критерію Манна-Уїтні.  

Дослідження проводилося відповідно до Ди-
рективи ЄС 2010/63/ЄС про захист тварин, що 
використовуються в наукових цілях, та Конвенції 
Ради Європи про захист хребетних тварин, які 
використовуються для експериментальних та 
інших наукових цілей (ETS123) та було схвалено 
Комісією з питань етики та біоетики Харківського 
національного медичного університету (прото-
кол № 5 від 17 вересня 2019 р).  

Результати дослідження 
У експериментальному дослідженні на моде-

лі ВК, індукованого ДНБС, морфометричними 
методами було виявлено скорочення довжини 
товстої кишки у тварин як другої контрольної, так 
і експериментальної груп (рис. 1). Також треба 
зазначити, що впродовж експерименту в вище-
зазначених групах виявлялася ректальна крово-
теча. 

На третю добу від початку експерименту у 
тварин другої контрольної групи та у тварин, що 
увійшли до групи з ДНБС-індукованим колітом, 
спостерігалося зниження ваги по відношенню до 
першої контрольної групи, які впродовж експе-
рименту, навпаки, набирали вагу (рис. 2). 

Згідно отриманим результатам експеримен-
тального дослідження, рівень ЛПС у сироватці 
крові щурів був достовірно підвищений як в дру-
гій контрольній групі з введенням 50% розчину 
етанолу, так й в експериментальній групі з вве-
денням ДНБС по відношенню до першої контро-
льної групи з введенням 0,9% фізіологічного 
розчину на 56,41 та 67,24 %, відповідно 
(Р˂0,01). У порівнянні вмісту ЛПС у другій конт-
рольній групі до вмісту цього показника в групі 
щурів з індукованим ВК, спостерігається вірогід-
не підвищення рівня ЛПС у тварин з ДНБС-
індукованим колітом на 27,84% (Р˂0,05) (рис. 3). 
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Рис. 1. Довжина товстого кишківника (в см) щурів контро-
льних груп та щурів з хронічним ВК, викликаним введенням 

ДНБС 
Примітка: ** - р˂0,01 у порівнянні з показниками першої 

контрольної групи. 

Рисунок 2. Вага щурів (гр) в контрольних групах та в експе-
риментальній моделі з веденням ДНБС 

Примітки: ** - р˂0,01 у порівнянні з показниками першої кон-
трольної групою; # - p ˂0,05 у порівнянні з показни-
ками другої контрольної групи. 
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Рис. 3. Вміст ліпополісахариду (нг/мл) у сироватці крові щу-
рів в контрольних групах та в експериментальній моделі з 

веденням ДНБС 
 Примітки: ** - р˂0,01 у порівнянні з показниками першої кон-

трольної групою; # - p ˂0,05 у порівнянні з показ-
никами другої контрольної групи. 

Рисунок 4. Рівень фактору некрозу пухлини альфа (ФНПα) 
(пкг/мл) у сироватці крові щурів в контрольних групах та в 

експериментальній моделі з веденням ДНБС. 
 Примітки: ** - р˂0,01 у порівнянні з показниками першої кон-

трольної групи; ## - p ˂0,01 у порівнянні з показни-
ками другої контрольної групи. 
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Рис. 5. Активність металопротеінази-9 (ММП-9) у сироватці крові щурів в контрольних групах  

та в експериментальній моделі з веденням ДНБС. 
Примітка: ** - р˂0,01 у порівнянні з показниками першої контрольної групи. 

 



Актуальні проблеми сучасної медицини 

 
 192 

В експерименті з індукованим ВК було визна-
чено рівень ФНПα в усіх досліджених групах. 
Так, виявлено підвищений рівень ФНПα у щурів 
другої контрольної та експериментальної груп 
порівняно з контрольною групою з введення 
0,9% фізіологічного розчину на 48,54 та 72,84%, 
відповідно (Р˂0,01). У групі тварин з ДНБС-
індукованим ВК виявлено достовірне підвищен-
ня рівнів ФНПα порівняно з групою тварин з вве-
денням 50 % розчину етанолу в 47,23% (Р˂0,01) 
(рис. 4). 

У ході експерименту на щурах з модельова-
ним неспецифічним ВК, спричиненим введенням 
ДНБС, визначалася активність ММП-9 у сирова-
тці крові для оцінки стану прозапальних проце-
сів. Так, активність ММП-9 у сироватці крові тва-
рин другої контрольної та експериментальної 
груп була статистично підвищена (Р˂0,01) порі-
вняно з першою контрольною групою на 43,07% 
та 63,26%, відповідно. Дослідження показали та-
кож відсутність різниці в активності ММП-9 у 
крові щурів другої контрольної групи та групи з 
ДНБС-індукованим колітом (рис. 5).  

Обговорення 
За сучасними уявленнями, в основі патогене-

зу ЗЗК лежать наступні процеси: проникнення 
внутрішнього вмісту кишківника з просвіту кишки 
в тканини, що забезпечуються змінами мікробіо-
ти та щільності контактів ендотеліальних клітин 
кишківника, порушення секреції прозапальних 
цитокінів макрофагами та зміна компенсаторної 
імунної реакції, що призводить до хронічного за-
пального стану [15]. 

Певний склад мікробіоти є мікробним 
бар’єром кишківника, який захищає організм від 
проникнення в портальний кровотік внутрішньо-
го вмісту кишки та патогенів [16]. Так, корисна 
мікробіота (грампозитивні мікроорганізми) здійс-
нює імуносупресорний ефект та зумовлює ди-
ференціювання певних імунних клітин [17], але 
під час запального процесу в кишківнику знижу-
ється колонізація фізіологічної мікробіоти, на-
приклад Bifidobacterium longum, Eubacterium 
rectale, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia 
intestinalis [18]. У той же час активне зростання 
колоній грамнегативних анаеробних мікрооргані-
змів, типу Bacteroides fragilis, викликає активацію 
експресії прозапальних цитокінів імунними клі-
тинами [19]. 

За даними наукової літератури, ЛПС є термо-
стабільним гліколіпідом, компонентом зовніш-
ньої мембрани клітинної стінки грамнегативних 
(анаеробних) бактерій. Грампозитивні бактерії 
не мають у своїй структурі даного компоненту, 
за виключенням Listeria monocytogenes [20]. Ві-
домо, що ЛПС складається з трьох доменів: лі-
піду А, основного олігосахариду та антигену О 
[21]. Саме ліпід А, як гідрофобна складова час-
тина ЛПС, володіє найбільшою імуногенною 
властивістю [22]. Але із-за варіабельності акти-
вації процесів ацилювання і фосфорилювання 

можуть виникати відмінності в структурі цього 
компонента, що може призводити до різної іму-
ногенності ЛПС [23]. Ця особливість ЛПС робить 
його показником наявності грамнегативних бак-
терій в організмі та використовується як маркер 
запального процесу. За даними Park B.S. та 
Leehttps://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC49312
27/ - bib116 J.O. (2013) відомо, що компонент лі-
під А запускає запальну реакцію в організмі за 
умов формування комплексу з Тоll-подібними 
рецепторами (ТПР), які виявляються на макро-
фагах та дендритних клітинах [24]. Згідно отри-
маних нами даних, рівень ЛПС підвищується у 
сироватці крові щурів у другій контрольній групі з 
введенням 50% етанолу та у експериментальній 
групі щурів з ДНБС-індукованим ВК. Ці результа-
ти вказують на можливі зміни у якісному та кіль-
кісному складі мікробіоти тварин та на розвиток 
запального процесу.  

Індукція TПР-сигналізації, викликана ЛПС, 
призводить до активації синтезу прозапальних 
медіаторів (ФНПα, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, 
IL-23) і макрофагальних запальних протеїнів 
(MIP-1α та MIP-1β), що підвищує проникність 
слизової оболонки кишківника [25]. Визначення 
рівня ФНПα в усіх досліджених групах було об-
рано як один з показників наявності запального 
процесу. В експерименті спостерігалося досто-
вірне підвищення рівня ФНПα як в другій конт-
рольній, так і в експериментальній групах по від-
ношенню до контрольної групи з введення 0,9% 
фізіологічного розчину, що, вірогідно, свідчить 
про активацію запального процесу. Отримані 
дані узгоджуються з результатами попередніх 
наших досліджень щодо вимірювання рівнів про- 
та протизапальних цитокінів на експеримента-
льній моделі ВК, індукованого ДНБС [26]. 

Відомо, що ензим ММП-9, який володіє як 
проапоптичною, так й протиапоптичною актив-
ностями, бере участь у змінах складу позаклі-
тинного матриксу, а саме в процесах ремоделю-
вання тканин та в прогресуванні патологічних 
станів, одними з яких є запальні процеси [27]. 
Даний ензим регулюється гормонами, цитокіна-
ми та фактором росту [28], що синтезуються ен-
дотеліальними клітинами кишківника, фібробла-
стами, нейтрофілами, макрофагами. У попере-
дніх наших дослідженнях показаний підвищений 
відсоток нейтрофілів у цільній крові щурів з 
ДНБС- індукованим ВК [Васильєва стаття пода-
на до друку], що може вказувати на підвищену 
активність ММП в цих клітинах крові. Згідно 
отриманим даним в представленій роботі, акти-
вність ММП-9 була підвищеною у сироватці крові 
щурів другої контрольної групи та експеримен-
тальної групи з ДНБС-індукованим колітом. Ре-
зультати можуть вказувати на активацію запа-
льного процесу за рахунок підвищеної активнос-
ті ММП-9, яка посилює таксис лейкоцитів до міс-
ця запалення, що також узгоджується з даними 
інших авторів [29]. 

Щодо дії алкоголю на розвиток запального 
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процесу в товстій кишці [30], відомо про те, що він 
здатний впливати на якісні та кількісні зміни мік-
робіоти різними шляхами [15], та таким чином 
модулювати імунні відповіді [31] та ініціювати 
розвиток та перебіг запальних процесів [32]. Від-
повідно отриманим нами результатам, вміст ЛПС 
і ФНПα та активність ензиму ММП-9 були підви-
щеними у щурів другої контрольної групи та екс-
периментальної групи з введенням ДНБС, розве-
деного в 50% етанолі, в порівнянні з першою кон-
трольною групою, що може вказувати на уражен-
ня кишківника безпосередньо самим етанолом. 
Стосовно різниці вмісту ЛПС та ФНПα, вона була 
більш статистично підвищеною у тварин з ДНБС-
індукованим колітом порівняно з тваринами дру-
гої контрольної групи, що вказує на більш пошко-
джуючий ефект ДНБС та вплив на розвиток запа-
льного процесу в товстій кишці щурів.  

Висновки 
Таким чином, в представленій роботі вміст 

ЛПС в сироватці крові щурів був підвищений у 
другій контрольній та експериментальній групах, 
що може вказувати на розвиток запального про-
цесу. Виразковий коліт, викликаний введенням 
ДНБС, супроводжується підвищеним синтезом 
ФНПα як в групі з введенням 50% етанолу, так й 
в групі з ДНБС-індукованим колітом, що вказує 
на пошкоджуючу дію не тільки загальноприйня-
того чинника - ДНБС, але й етанолу, на прогре-
сування запального процесу в кишківнику. В 
експериментальній моделі виразкового коліту, 
нами було визначено підвищену активність 
ММП-9 у другій контрольній та експерименталь-
ній групах тварин, що також може підтверджува-
ти активацію запальної реакції. 
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Summary 
ASSESSMENT OF INFLAMMATORY MARKERS IN RATS WITH EXPERIMENTALLY INDUCED ULCERATIVE COLITIS 
Vasylyeva I., Nakonechna O., Yarmysh N., Denysenko S., 
Key words: ulcerative colitis, inflammatory bowel diseases, ethanol, lipopolysaccharide, metalloproteinase-9, tumor necrosis factor α. 

Introduction. Inflammatory bowel diseases develop under the combined influence of endogenous and 
exogenous factors, leading to an uncontrolled inflammatory response of the intestinal mucosa. One of the 
key directions in studying their pathogenesis involves the assessment of changes in the levels of 
proinflammatory cytokines and enzymes. Determination of tumor necrosis factor α, matrix metalloproteinase 
activity, and lipopolysaccharide concentration serves as an informative approach for evaluating inflammation 
and destructive processes in the intestinal wall. 

Objective. The aim of the study was to assess the content of lipopolysaccharide, tumor necrosis factor α, 
and matrix metalloproteinase-9 activity as potential markers and activators of proinflammatory pathways in 
rats with experimental colitis induced by 2,4-dinitrobenzenesulfonic acid. 

Materials and methods. The study was conducted on eighteen adult male rats of the WAG strain (body 
weight 190–240 grams, age 4 months), kept under standard vivarium conditions. The animals were randomly 
divided into three groups of six. The first (control) group received 0.9 % physiological saline rectally, the 
second group received 50 % ethanol, and the third group was administered a solution of 2,4-
dinitrobenzenesulfonic acid (10 milligrams dissolved in 250 microliters of 50 % ethanol) for fourteen days. 
The concentrations of lipopolysaccharide and tumor necrosis factor α and the activity of matrix 
metalloproteinase-9 in blood serum were measured using commercial enzyme-linked immunosorbent assay 
kits (Abbexa, United States; Labor Diagnostika Nord, Germany; Fine Test, Republic of Korea) on a Stat Fax 
1904 microplate reader in accordance with the manufacturers’ protocols. 

Results. Rats with colitis induced by 2,4-dinitrobenzenesulfonic acid demonstrated a significant increase 
in serum levels of lipopolysaccharide and tumor necrosis factor α compared with both control groups. An 
elevation of these parameters was also observed in the ethanol control group, indicating its additional 
proinflammatory effect. The activity of matrix metalloproteinase-9 increased in both ethanol-treated and 2,4-
dinitrobenzenesulfonic acid-treated animals; however, no statistically significant difference between these 
groups was detected. 

Conclusion. The observed elevation of lipopolysaccharide, tumor necrosis factor α, and matrix 
metalloproteinase-9 activity in the serum confirms activation of inflammatory mechanisms in colitis induced 
by 2,4-dinitrobenzenesulfonic acid. The findings suggest that 50 % ethanol alone may act as a mucosal-
damaging agent and contribute to the enhancement of the intestinal inflammatory response. 


