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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

 

 

АФК – активні форми кисню 

ДСН – додецилсульфат натрію 

ЕДТА– етилендіамінтетраоцтова кислота 

ЗЗК – запальні захворювання кишечника 

ІЛ-10 – інтерлейкін 10 

КЛЖК – коротколанцюгові жирні кислоти 

КУО – колонієутворююча одиниця 

ММП – матриксна металопротеїназа 

НСТ – нітросиній тетразолій 

ПМН – поліморфоядерні нейтрофіли 

СОД – супероксиддисмутаза 

ТБК – тіобабітурова кислота 

ТЕМЕД – тетраметилетилендіамін 

ФНП – фактор некрозу пухлин 

ШКТ – шлунково–кишковий тракт 

ERK1/2– extracellular signal-regulated kinases 1/2 (кінази, що регулюються 

позаклітинним сигналом 1/2) 

Egr-1 – early growth response 1 (білок ранньої відповіді 1) 

FFA2 (GPR 43) – free fatty acid receptor 2 (рецептор до вільних жирних кислот 

2; G protein-coupled receptor 43 (рецептор, зв'язаний з G-білком 43) 

FFA3 (GPR 41) – free fatty acid receptor 3 (рецептор до вільних жирних кислот 

3; G protein-coupled receptor 41 (рецептор, зв'язаний з G-білком 41) 

HIF1α – hypoxia-inducible factor 1α (фактор1α, що індукується гіпоксією) 

МАРК – mitogen-activated protein kinases (протеїнкінази, що активуються 

мітогенами) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal%E2%80%93regulated_kinases
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МСТ – proton-coupled monocarboxylate transporter (Н
+
-залежний транспортер 

монокарбонових кислот) 

SМСТ– sodium-coupled monocarboxylate transporter (Na
+
-залежний 

транспортер монокарбонових кислот) 

Sp-1 – specificity protein-1 (специфічний білок-1) 
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ВСТУП 

 

 

Актуальність теми. Антибіотики широко використовуються в 

сучасній клінічній практиці для лікування бактеріальних інфекцій [1-3]. Їх 

емпіричне призначення, а також швидкий розвиток бактеріальної 

резистентності часто вимагає корекції терапії, іноді до трьох видів 

антибіотиків [4]. Епідеміологічні дослідження показали, що використання 

антибіотиків суттєво підвищує ризик розвитку численних захворювань [5-7], 

в тому числі запальних захворювань кишечника (ЗЗК) [8-10]. Крім того 

показано, що антибіотики впливають на чутливість до інфекцій шлунково-

кишкового тракту (ШКТ) [11]. Оскільки підвищення сприйнятливості до 

різних захворювань може виникати на тлі використання широкого спектру 

антимікробних препаратів [12], очевидно, що причиною цього явища є не 

побічні реакції окремих груп антибіотиків, а загальні, притаманні всім 

групам властивості. 

Відомо, що антибактеріальна терапія призводить до змін у складі 

кишкової нормобіоти, які є причиною розвитку порушень з боку ШКТ у 3-

62% хворих [13]. Однак механізми взаємозв’язку цих порушень із 

підвищеним ризиком розвитку ЗЗК залишаються недостатньо з’ясованими. 

Припускають, що дисбаланс мікробіоти у зв'язку із застосуванням 

антибіотиків, може бути стійким і тривалий час впливати на імунну 

толерантність ШКТ та чутливість до патогенів, що сприяє розвитку 

запальних захворювань [9, 14-15]. 

В останні роки набуває актуальності вивчення процесів обміну 

низькомолекулярними метаболітами між мікробіотою і макроорганізмами. 

Одними з найважливіших метаболітів кишкової мікробіоти є 

коротколанцюгові жирні кислоти (КЛЖК) [16], фізіологічний ефект яких 

опосередковується КЛЖК-специфічними FFA2 та FFA3 рецепторами, 

зв’язаними з G-білками [17-19]. КЛЖК, особливо бутират, слугують 
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важливим джерелом енергії для клітин епітелію товстої кишки, забезпечуючи 

близько 60-70% їх енергетичних потреб. Вони регулюють перистальтику 

товстої кишки, рН кишкового вмісту, абсорбцію електролітів і поживних 

речовин [20], забезпечують підтримання бар’єрної функції кишечника через 

вплив на щільні контакти [21] та збільшення синтезу MUC2 [22]. Крім того, 

ці кислоти відіграють важливу роль в регуляції як локального, так і 

системного імунітету. Протизапальні функції КЛЖК реалізуються шляхом 

модуляції хемотаксису імунних клітин, регуляції вивільнення активних форм 

кисню і цитокінів [23-24]. У зв'язку з біологічною значимістю КЛЖК у 

підтриманні гомеостатичних показників функціонування ШКТ, вони є 

найбільш вірогідними посередниками в механізмах розвитку віддалених 

наслідків антибіотикотерапії.  

Віддалені наслідки антибіотикотерапії, зокрема вплив на рівень КЛЖК 

та КЛЖК-специфічних рецепторів і транспортерів, що опосередковують їх 

дію на організм, не встановлені. Також відкритим залишається питання про 

взаємозв’язок між метаболічною активністю мікробіоти та біохімічними 

показниками інтегративної цілісності кишкового бар’єру.  

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота виконана в рамках бюджетних тем «Механізми 

реалізації адаптаційно-компенсаторних реакцій організму за умов розвитку 

різних патологій» (№ д/р 0111U004648, 2011-2015 рр.) та «Механізми 

регуляції метаболічних процесів в організмі за умов розвитку патологічних 

станів» (№ д/р 0116U002527, 2016-2018 рр.). Тема дисертаційної роботи 

затверджена на засіданні Вченої ради ННЦ «Інститут біології» Київського 

національного університету імені Тараса Шевченка, протокол № 8 від 23 

березня 2015 року. Уточнену редакцію теми дисертаційного дослідження 

затверджено на засіданні Вченої ради ННЦ «Інститут біології та медицини» 

Київського національного університету імені Тараса Шевченка, протокол № 

8 від 13 лютого 2017 року.  
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Мета і завдання дослідження. Метою роботи було оцінити біохімічні 

показники стану кишкового бар'єру в залежності від вмісту КЛЖК та КЛЖК-

специфічних рецепторів і транспортерів у різні терміни після введення 

антибіотика цефтриаксону.  

Відповідно до зазначеної мети було поставлено наступні завдання: 

1. Визначити вміст КЛЖК дистального відділу товстої кишки щурів у 

різні терміни після введення цефтриаксону.  

2. Встановити рівень та локалізацію рецепторів і транспортерів КЛЖК у 

слизовій оболонці товстої кишки щурів після введення цефтриаксону.  

3. Дослідити стан окисно-антиоксидантного балансу, експресію редокс-

чутливих транскрипційних факторів Egr-1, Sp-1, HIF1α та рівень 

активації ERK1/2 і р38 MAP-кіназних шляхів у слизовій оболонці 

товстої кишки щурів після введення цефтриаксону. 

4. Визначити концентрацію глікопротеїнів та вуглеводний склад 

поверхневого слизу товстої кишки щурів у різні терміни після введення 

цефтриаксону. 

5. Дослідити показники бар’єрної функції слизової оболонки товстої 

кишки щурів та їх чутливість до дії ульцерогенних чинників у віддалені 

терміни після введення цефтриаксону. 

Об'єкт дослідження: біохімічні механізми функціональних порушень 

слизової оболонки товстої кишки після введення цефтриаксону. 

Предмет дослідження: вміст КЛЖК та КЛЖК-специфічних рецепторів 

і транспортерів у дистальному відділі товстої кишки щурів; окисно-

антиоксидантна рівновага в клітинах слизової оболонки товстої кишки; 

вуглеводний склад та загальна концентрація глікопротеїнів поверхневого 

слизу товстої кищки щурів; проникність епітелію товстої кишки. 

Методи дослідження. У роботі використовували біохімічні, 

хроматографічні, колориметричні, молекулярно-біологічні, 

імуногістохімічні, цитохімічні, гістологічні, бактеріологічні методи та 

методи варіаційної статистики. 
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Наукова новизна одержаних результатів. Вперше встановлено, що 

введення антибіотика цефалоспоринового ряду цефтриаксону призводить до 

тривалого зниження концентрації КЛЖК, яке асоційоване зі змінами у рівні 

КЛЖК-специфічних рецепторів і транспортерів, що опосередковують ефект 

даних кислот на організм. Експериментально підтверджено, що введення 

антибіотика призводить до активації редокс-чутливих транскрипційних 

факторів Egr-1, Sp-1, HIF1α та пов’язаних з ними ERK1/2 МАР-кіназ. Вперше 

встановлено, що у віддалені терміни після антибіотикотерапії характерною 

ознакою структури олігосахаридів молекул глікопротеїнів слизу є передчасне 

їх термінування, яке асоціюється зі зниженням концентрації гексоз і фукози 

та підвищенням сіалових кислот. Встановлено, що введення цефтриаксону 

впродовж 14 діб підвищує чутливість до розвитку експериментального коліту 

у віддалені терміни після введення антибіотика.  

Особистий внесок здобувача. Дисертантом самостійно проведено 

інформаційний пошук, експериментальні дослідження, аналіз та статистичне 

опрацювання результатів дослідження. Формування ідеї роботи, планування 

схеми експерименту та розробка методичних підходів до виконання 

комплексу лабораторних досліджень, обговорення отриманих результатів, 

формулювання висновків проведено за участю наукового керівника. 

Допомогу в проведені хроматографічних досліджень надавав завідувач 

лабораторії біологічних полімерних сполук Центру колективного 

користування НАН України при Інституті мікробіології і вірусології ім. Д.К. 

Заболотного к.б.н. Остапчук А.М.; Вестерн-блот аналізу – м.н.с., к.б.н. 

Червінська Т.М.; лабораторних досліджень – м.н.с., к.б.н. Довбинчук Т.В.; 

мікробіологічних досліджень – доц., к.б.н. Сергійчук Т.М.; гістологічних – 

доц., к.б.н. Варенюк І.М. та пров. інж. Рослова Н.М.; імуногістохімічних – 

м.н.с., к.б.н. Дзюбенко Н.В. та к.б.н. Ізумі Каджі (США), що відображається у 

спільних публікаціях. 

Практичне значення одержаних результатів. Отримані 

експериментальні дані є підґрунтям для: розробки рекомендацій щодо 
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моніторингу віддалених наслідків антибіотикотерапії у пацієнтів з 

хронічними інфекційними захворюваннями, які часто отримують 

антибактеріальні препарати і, відповідно, є групою ризику; пошуку 

профілактичних засобів для попередження цих наслідків, зокрема 

направлених на підтримання сталого рівня метаболічної активності кишкової 

мікробіоти та інтегративної цілісності кишкового бар’єру. 

Матеріали дисертації впроваджені в навчальний процес ННЦ «Інститут 

біології та медицини» Київського національного університету імені Тараса 

Шевченка на кафедрі біофізики при викладанні спецкурсу «Основи сучасної 

фармакології» і кафедрі мікробіології та загальної імунології при викладанні 

спецкурсу «Мікроекологія людини», а також можуть бути рекомендовані до 

включення у спецкурси медико-біологічного профілю вищих навчальних 

закладів.  

Апробація результатів дисертації. Основні результати дисертаційної 

роботи доповідалися та обговорювалися на: 9
th

 International Symposium on 

Cell/Tissue Injury and Cytoprotection/Organoprotection (ISCTICO) (Краків, 

Польща, 2016); Joint Meeting of the American Physiological Society and The 

Physiological Society “Physiology 2016” (Дублін, Ірландія, 2016); Early Career 

Physiologists' Symposium (ECPS 2016) (Дублін, Ірландія, 2016); XIІ 

Міжнародній науковій конференції студентів і аспірантів «Молодь і поступ 

біології» (Львів, 2016); II міжнародній науковій конференції “Microbiology 

and Immunology – the development outlook in the 21
st
 century” (Київ, 2016); 15

th 

International Conference of Ulcer Research (Оттава, Канада, 2015); науково-

практичній конференції «Мультипробіотики в профілактиці та лікуванні 

найбільш поширених захворювань» (Київ, 2015); конференції-конкурсі 

молодих учених “Актуальні проблеми біохімії та біотехнології – 2015” (Київ, 

2015), XIII Міжнародній науковій конференції молодих науковців 

«Шевченківська весна 2015: біологія» (Київ, 2015).  

Публікації. За темою дисертації опубліковано 16 наукових робіт, що 

відбивають основний зміст дисертаційної роботи: 5 статей у фахових 
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наукових виданнях рекомендованих ДАК України (з яких 2 статті у наукових 

виданнях України, що включені до міжнародних наукометричних баз) та 1 

стаття у нефаховому виданні, а також 10 тез доповідей на всеукраїнських та 

міжнародних наукових конференціях. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, огляду літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів 

роботи та їх обговорення, аналізу й узагальнення результатів, висновків та 

списку використаних джерел, який складається з 213 найменувань. 

Матеріали дисертаційної роботи викладені на 145 сторінках (з яких основна 

частина займає 120 сторінок), ілюстрована 3 таблицями та 30 рисунками. 
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РОЗДІЛ 1  

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

 

1.1. Сучасні дані щодо негативних наслідків антибіотикотерапії  

 

1.1.1. Віддалені наслідки антибіотикотерапії 

 

Використання антибіотиків та інших хіміотерапевтичних засобів часто 

викликає істотні порушення мікробіоти ШКТ та організму в цілому [29]. 

Зміни складу нормобіоти можуть призводити до розладів процесів травлення: 

всмоктування поживних речовин, засвоєння іонів заліза та кальцію; втрати 

здатності до активації різних субстратів і ферментів вмісту ШКТ, розвитку 

гіпопротеінемії та бактеріємії [30]. Це, в свою чергу, послаблює захисні 

механізми організму та створює несприятливий фон для перебігу 

захворювань як інфекційної так і неінфекційної природи [31], а за певних 

умов, може стати патогенетичним фактором для формування важких 

розладів [32].  

З’являється все більше відомостей про те, що дисбаланс нормобіоти, у 

зв'язку із застосуванням антибіотиків, може бути стійким [14-15] і тривалий 

час впливати на імунну толерантність ШКТ та чутливість до патогенів, що 

сприяє розвитку запальних захворювань [8-10]. Так, Jernberg та ін. [33] 

показали, що пероральний прийом здоровими волонтерами (7 днів) 

антибіотика групи лінкозамідів кліндаміцину в клінічно рекомендованих 

дозах призводить до стійких порушень мікробного угруповання впродовж 

наступних 2-х років. Зокрема виявлялось різке зниження різноманітності і 

тривала персистенція резистентних штамів Bacteroides. Аналогічно в 

дослідженнях на мишах введення антибіотика цефалоспоринового ряду 

цефоперазону викликало суттєві зміни складу мікробіоти сліпої кишки 

мишей, які спостерігались навіть через 6 тижнів після припинення введення 
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препарату [34]. Dethlefsen зі співавт. [15] показали, що п’ятиденний прийом 

антибіотика з групи фторхінолонів ципрофлоксацину суттєво порушує склад 

кишкової мікробіоти на 3-4 добу введення. Однак мікробне угруповання не 

повертається до початкового стану навіть через тиждень після завершення 

антибіотикотерапії. Rashid зі співавт. [14] провели більш тривале 

дослідження і показали, що прийом здоровими волонтерами 

ципрофлоксацину або кліндаміцину впродовж 10 днів викликає зміни складу 

фекальної мікробіоти, які виявлялися впродовж 12 місяців після введення. 

Однак всі ці дослідження проводились із пероральним застосуванням 

антибіотиків, тому відкритим залишається питання про віддалені наслідки 

введення антимікробних препаратів парентеральним шляхом. 

 

1.1.2. Біохімічні аспекти фармакологічної дії антибіотика 

цефалоспоринового ряду цефтриаксону 

 

На сьогодні в клінічній практиці часто використовуються 

широкоспектрові антибіотики, зокрема цефалоспорини [35], які селективно і 

необоротно інгібують синтез клітинної стінки бактерій шляхом блокування 

активності транспептидаз [36]. Цефтриаксон – напівсинтетичний антибіотик 

з групи цефалоспоринів ІІІ покоління для парентерального введення. Цей 

антибіотик набув широкого використання через високу антибактеріальну 

активність і низьку токсичність [35]. Цефтриаксон можна вводити 

внутрішньовенно та внутрішньом'язово до 4-6 тижнів без появи суттєвих 

побічних реакцій [37]. 

Цефтриаксон застосовується для лікування менінгіту, бактеріальних 

інфекцій дихальних шляхів, сечостатевих органів, кісток, суглобів, м’яких 

тканин, шкіри, а також раневих інфекцій [35]. Крім того, цей антибіотик 

використовують для передопераційної профілактики при хірургічних 

втручаннях на органах ШКТ, жовчовивідних та сечовивідних шляхів, 

гінекологічних операціях [38].  
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Цефтриаксон оборотно зв’язується з альбумінами плазми, тому високі 

концентрації препарату виявляються впродовж 24 годин в більшості тканин і 

рідин організму, в тому числі в легенях, серці, жовчевивідних шляхах, 

печінці, мигдаликах, середньому вусі, кістках; у рідинах організму: 

спинномозковій, плевральній і синовіальній рідині; а також у секреті 

простати [37]. Антибіотик проникає через плацентарний бар'єр, а також 

виділяється в грудне молоко. Цефтриаксон не метаболізується, виводиться з 

організму в незміненому вигляді, 50-60 % нирками і 40-50 % — з жовчю, 

проте може перетворюватись мікробіотою в неактивні метаболіти. Побічні 

ефекти антибіотика можуть проявлятись у вигляді нудоти, діареї, 

холестатичної жовтяниці, псевдомембранозного коліту та алергічних реакцій 

[38].  

Бактеріологічні дослідження показали, що використання 

цефалоспоринів зменшує кількість анаеробних ентеробактерій і збільшуює 

рівень аеробних коків у складі мікробіоти кишечника [39]. Зокрема, 

внутрішньом’язове введення цефтриаксону здоровим волонтерам впродовж 

п'яти днів призводило до істотного зниження загальної кількості 

колонієутворюючих одиниць анаеробних мікроорганізмів, що корелювало зі 

зниженням активності бактеріального ферменту β-аспартилпептидази у 

фекаліях [40]. Використання методу денатуруючого градієнтного гель-

електрофорезу для аналізу мікробіоти за умов тривалого (150 днів) 

перорального введення мишам натрієвої солі цефтриаксону показало, що на 

8-му і 30-ту добу в складі кишкової мікробіоти переважають представники 

родів Enterococcus і Robinsoniella, а після 60 днів введення – Anaeroplasma, 

Enterococcus, Robinsoniella та Escherichia [41]. Отже, введення цефтриаксону 

призводить до пригнічення анаеробних мікроорганізмів та супутньої 

проліферації умовно-патогенних бактерій.  

Також показано, що цефтриаксон-індуковані дисбіотичні порушення 

нормобіоти впливають на стан, як місцевого, так і системного імунітету. 

Концентрація імуноглобуліну G в сироватці та секреторного імуноглобуліну 
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А в слизовій кишки знижувались за умов тривалого введення цефтриаксону 

[41-42]. Пероральне введення цефтриаксону мишам впродовж 8 днів 

призводило до збільшення кількості дендритних клітин в слизовій оболонці 

тонкої кишки та зниження їх антигенпрезентувальних властивостей [43], що 

свідчить про порушення механізмів регуляції вродженої та адаптивної 

імунної відповіді. Показано, що за умов цефтриаксон-індукованого 

дисбактеріозу в лімфоїдній тканині, пов’язаній з кишечником, зокрема в 

Пейєрових бляшках, мезентеріальних лімфатичних вузлах та селезінці, 

підвищується частка Т-клітин, тоді як В-клітин, навпаки, знижується [42]. 

Тривале введення цефтриаксону збільшує співвідношення Т-хелперів 

(Тх1/Tх2), CD4/CD8 та знижує – CD4
+
/CD25

+ 
[41]. Отже, введення 

цефтриаксону порушує імунний гомеостаз в кишечнику, що суттєво 

впливатиме на розвиток імунної відповіді.  

 

*** 

 

Прийом антибіотиків може викликати стійкі порушення складу 

кишкової мікробіоти впродовж тривалого періоду після завершення 

антибіотикотерапії. Однак механізми розвитку та наслідки дисбіотичних змін 

у віддалені терміни після прийому антибіотиків не встановлені. Ведення 

широкоспектрового антибіотика цефалоспоринового ряду цефтриаксону 

пригнічує анаеробну ланку кишкової мікробіоти, що призводить до 

порушення локальних і системних імунних функцій. Проте відкритим 

залишається питання, чи можуть дані зміни підвищувати сприйнятливість 

організму до розвитку запальних захворювань.  
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1.2. Коротколанцюгові жирні кислоти як основні метаболіти 

кишкової мікробіоти та їх значення для організму 

 

 

Особливу роль у процесі взаємодії нормальної мікробіоти та організму 

людини відіграють низькомолекулярні метаболіти мікроорганізмів, здатні 

суттєво впливати на перебіг численних фізіологічних процесів. Продуктами 

біосинтетичної діяльності кишкової мікробіоти є широкий спектр вітамінів, 

КЛЖК, коферментів, гормоноподібних та бактеріостатичних речовин, 

незамінних амінокислот, пептидів та ін., що визначають фізіологічні функції 

нормобіоти [44]. 

Одними з найважливіших метаболітів кишкової мікробіоти, які 

здійснюють як місцевий, так і системний вплив, є КЛЖК. КЛЖК – група 

насичених органічних кислот, що містять від двох до шести атомів вуглецю. 

Ацетат, пропіонат і бутират складають 95% КЛЖК синтезованих в 

кишечнику та присутні в молярному співвідношенні 60:20:20 [45]. Загальна 

концентрація КЛЖК максимальна в проксимальному відділі товстої кишки 

(70-140 мМ) в той час як в дистальному відділі їх концентрації нижчі (20-70 

мM) [46]. Кількість та співвідношення КЛЖК залежить від складу та 

метаболічної активності кишкової мікробіоти, наявності субстратів для їх 

синтезу та часу кишкового транзиту [16]. 

КЛЖК, особливо бутират, слугують важливим джерелом енергії для 

клітин епітелію кишки, забезпечуючи близько 60-70% їх енергетичних 

потреб [45]. Колоноцити мишей-гнотобіонтів мають виражений дефіцит 

мітохондріального дихання, зокрема знижені співвідношення NADH/NAD
+
 

та синтез АТФ, що призводить до аутофагії. Додавання бутирату до 

колоноцитів мишей-гнотобіонтів нормувало цей дефіцит мітохондріального 

дихання та запобігало їх аутофагії [47]. Ацетат і пропіонат, які надійшли у 

колоноцит, переважно виводяться у кровотік і транспортуються в печінку. 

Ацетат, за наявності ацетил-КоА синтетази, у цитоплазмі клітин жирової 
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тканини і молочних залоз використовується як субстрат для ліпогенезу та 

синтезу холестеролу. Показано, що прийом лактулози, яка є субстратом для 

синтезу КЛЖК мікробіотою, підвищує рівень холестеролу в сироваці крові 

[48]. Пропіонова кислота транспортується у печінку, де використовується в 

якості субстрату глюконеогенезу. Пропіонат може включатися в цикл Кребса 

на рівні сукциніл-КоА, що призводить до зниження вмісту в клітинах печ інки 

інгібітора фосфофруктокінази, цитрату, та підсилює гліколіз [16]. Пропіонова 

кислота також може пригнічувати синтез холестеролу шляхом інгібування 

активності 3-гідрокси-3-метилглутарил-КоА синтази та 3-гідрокси-3-

метилглутарил-КоА редуктази [49].  

Проте, КЛЖК виступають не тільки в якості важливого джерела 

енергії, але також виконують різні фізіологічні функції в кишечнику, 

включаючи регуляцію моторики товстої кишки, рН шлунково-кишкового 

вмісту та абсорбції електролітів і поживних речовин [20]. Зниження рН в 

просвіті кишки за рахунок накопичення кислот пригнічує ріст умовно-

патогенної мікробіоти. Це один з важливих механізмів саморегуляції складу 

й активності нормобіоти. Низький рівень рН підвищує доступність кальцію 

для зв'язування з вільними жовчними кислотами та знижує активність 

бактеріального ферменту 7α-дегідроксилази, який здійснює перетворення 

первинних жовчних кислот у вторинні [50].  

Крім того, КЛЖК виступають хімічними месенджерами. Вони 

відіграють важливу роль в регуляції як локального так і системного 

імунітету. Протизапальні функції КЛЖК реалізуються шляхом регуляції 

хемотаксису імунних клітин та вивільнення ними активних форм кисню і 

цитокінів. Так, показано, що бутират пригнічує вивільнення інтерлейкіну 

(ІЛ) 12 і підвищує – IЛ-10 в людських моноцитах, стимульованих 

Staphylococcus aureus [23]. Попередня обробка бутиратом клітин товстої 

кишки (HT-29 клітини) пригнічує індуковану фактором некрозу пухлин 

альфа (ФНП-α) ядерну транслокацію прозапального фактора транскрипції 

каппа-В (NF-κB) [24]. Здатність КЛЖК пригнічувати NF-ĸB знижується в 



20 

 

ряду бутират > пропіонат > ацетат в клітинах Colo320DM [51]. КЛЖК, 

зокрема пропіонат і бутират, інгібують експресію молекул адгезії, продукцію 

хемокінів і, отже, пригнічують рекрутинг моноцитів/макрофагів і 

нейтрофілів, що вказує на протизапальну дію. Проте, у місцях анаеробної 

бактеріальної інфекції або після втрати цілісності епітелію кишечника, високі 

концентрації КЛЖК можуть призводити до накопичення нейтрофілів і 

посилення запального процесу [52]. Ацетат сприяє вивільненню активних 

форм кисню нейтрофілами мишей [53]. Ці дані ілюструють подвійний ефект 

КЛЖК на регуляцію імунної відповіді.  

Численними дослідженнями встановлено антиканцерогенну дію 

бутирату, однак механізм цього явища чітко не визначений. Бутират 

стимулює експресію білка p
21WAFI / cip1

, який може блокувати клітинний цикл в 

G1 фазі, інгібуючи проліферацію [54]. Бутират і пропіонат здатні до 

епігенетичної регуляції генів через інгібування гістондеацетилаз [55], що 

призводить до збільшення ацетилування залишків лізину гістонів та, як 

результат, впливає на характер експресії багатьох генів. 

КЛЖК сприяють підтриманню бар’єрної функції кишки. Додавання в 

середовище масляної або пропіонової кислоти посилює експресію мРНК 

MUC2 і секрецію MUC2 лінією келихоподібних клітин людини LS174T [56]. 

Бутират збільшує трансепітеліальний електричний опір моношару клітин 

Сасо-2 шляхом прискорення збірки білків щільних контактів. Цей ефект був 

опосередкований активацією АМФ-залежної протеїнкінази (АМФК) [21]. 

Бутират дозозалежно підвищує транскрипційні рівні MUC3, MUC4 і MUC12, 

та секрецію слизу колоректальними LS174T клітинами людини, що 

супроводжується підвищенням експресії генів кіназ і транскрипційних 

факторів, які беруть участь в мітоген-активованих протеїнкіназних (МАРК) 

сигнальних шляхах [57]. 

Зниження рівня КЛЖК у фекаліях є типовим для хворих на ЗЗК. 

Roediger та ін. [58] показали, що колоноцити пацієнтів з виразковим колітом 

характеризуються зниженням окиснення бутирату в порівнянні з 



21 

 

контрольною групою. Це дослідження було першим, яке виявило, що 

місцевий дефіцит поживних речовин може призводити до запалення та 

розвитку коліту. Ці результати були підтверджені за допомогою 

спектроскопії ядерного магнітного резонансу [59], а також високоефективної 

рідинної хроматографії [60], які показали суттєве зниження рівня ацетату, 

пропіонату і бутирату у фекаліях пацієнтів із ЗЗК порівняняно зі здоровими 

особами. Ректальне ведення КЛЖК призводило до помітного поліпшення 

перебігу захворювання [61]. Проте, інше дослідження з використанням того 

ж розчину КЛЖК для лікування пацієнтів з дивертикулярною хворобою 

товстої кишки [62] не показало ендоскопічних чи гістологічних змін 

впродовж 2 тижнів. Поясненням цього явища може бути пригнічення 

всмоктування та окиснення КЛЖК колоноцитами через низький рівень 

коензиму А, який необхідний для окиснення жирних кислот. Висловлено 

припущення, що останній може знижуватись в результаті підвищеної 

продукції сірковмісних сполук кишковою мікробіотою [63]. Пероральний 

прийом бутирату (4 г/доба) впродовж 8 тижнів, у вигляді капсули, вкритої 

кишковорозчинною оболонкою, призводив до полегшення клінічного 

перебігу та ремісї 53% пацієнтів з хворобою Крона, що супроводжувалось 

зниженням рівнів NF-кВ та ІЛ-1b в слизовій оболонці кишки [64]. Введення 

бутирату знижувало інфільтрацію нейтрофілів за умов експериментального 

коліту у мишей, індукованого декстрансульфатом натрію [65]. 

Отже, все більше доказів підтверджують виняткову роль мікробіоти 

кишечника в підтриманні здоров'я організму та розвитку захворювань. Цей 

вплив здійснюється через продукцію КЛЖК, які є основними бактеріальними 

метаболітами під час ферментації харчових волокон. Найвищі рівні КЛЖК 

виявлено в проксимальному відділі товстої кишки, де вони 

використовуються локально ентероцитами або транспортуються через 

епітелій кишки в кровотік. Показано, що КЛЖК суттєво впливають на 

хемотаксис і фагоцитоз та викликають вивільнення активних форми кисню 
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імунними клітинами, мають протизапальну, протипухлинну дію та беруть 

участь в підтриманні цілісності кишкового бар’єру.  

 

1.2.1. Роль мембранних транспортерів у процесах обміну КЛЖК 

 

Синтез КЛЖК здійснюється мікрорганізмами в кишечнику, однак ці 

метаболіти були виявлені в печінці, ворітній вені та системному кровотоці. 

Відомо, що майже 90-95% синтезованих КЛЖК всмоктуються і лише 5-10% 

виділяються з фекаліями [16]. Всмоктування КЛЖК може здійснюватись 

шляхом дифузії недисоційованих молекул або транспорту аніонів КЛЖК за 

участю мембранних транспортерів. Враховуючи, що рКа для КЛЖК складає 

близько 4,8, а рН просвіту товстої кишки близько 6,0 (рН 5,5-6,5), тільки 

незначний відсоток КЛЖК може перебувати в недисоційованому стані [45]. 

Основна частина КЛЖК транспортується через мембрани клітин кишкового 

епітелію за участю Н
+
-залежних та Na

+
-залежних транспортерів 

монокарбонових кислот, МСТ і SMCT відповідно, що здійснюють 

котранспорт аніонів КЛЖК з катіонами [66].  

МСТ (SLC16) – мембранозв'язані канали, що транспортують лактат, 

кетонові тіла та інші монокарбонові кислоти, спряжено з протонами (1:1), за 

градієнтом концентрації. Родина МСТ транспортерів налічує більше 14 

підтипів, кожен з яких має дванадцять трансмембранних доменів [67]. MCT1 

транспортери експресуються по всьому кишечнику, від шлунка до прямої 

кишки. При цьому інтенсивність експресії вища в товстій кишці, зокрема в 

сліпій кишці гризунів, що корелює з максимальною продукцією КЛЖК. 

MCT2 екпресуються переважно на базолатеральній мембрані парієтальних 

клітин шлунка та не виявляються в інших відділах ШКТ [66]. MCT4 і MCT5 

також переважно локалізуються в дистальному відділі товстої кишки, тоді як 

MCT3 – на клітинах тонкої кишки людини. Інші підтипи МСТ транспортерів 

розповсюджені по різних органах, де беруть участь в транспорті лактату і 

кетонових тіл, та не виявляються в ШКТ. Переважна локалізація цих 
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транспортерів на базолатеральній мембрані ентероцитів [68] дозволяє 

припустити їх важливу роль для транспорту КЛЖК у кров.  

На відміну від МСТ, Na
+
-залежні транспортери КЛЖК, SMCT1 

(SLC5A8) та SMCT2 (SLC5A12), характеризуються переважною локалізацією 

на апікальній мембрані клітин та забезпечують всмоктування 

монокарбонових кислот з просвіту кишки або ниркових канальців [69]. 

Транскрипція SMCT1 у мишей виявляється в дистальних відділах клубової 

кишки та по всій товстій кишці [66]. 

Транспорт КЛЖК за участю SMCT1 здійснюється шляхом симпорту з 

Na
+
 в стехіометричному співвідношенні 1:2, що стимулює всмоктування Cl

-
 

та води в кишці [45]. Спорідненість SMCT1 до своїх основних субстратів 

змінюється в порядку: бутират > пропіонат > лактат >> ацетат [66]. Зниження 

експресії SMCT1 було показано під час канцерогенезу в кишечнику. 

Оскільки SMCT1 характеризується високою спорідненістю до бутирату, 

можна припустити, що цей транспортер опосередковує антиканцерогенний 

ефект КЛЖК [20].  

Транспорт за участю SMCT2 – електронейтральний зі співвідношенням 

Na
+
:монокарбонова кислота як 1:1. Експресія SMCT2 була виявлена в тонкій 

кишці мишей, та не детектувалась в товстій [69]. Оскільки рівень КЛЖК в 

тонкій кишці значно нижчий, припускають, що SMCT2 здійснює транспорт 

ацетату, лактату та інших монокарбонових кислот, які надходять в організм з 

продуктами харчування [66]. 

Отже, механізми транспорту КЛЖК в клітини передбачають участь 

МСТ та SMCT транспортерів, що опосередковують ефект даних кислот на 

організм. 

 

1.2.2. Роль рецепторів КЛЖК у реалізації їх сигнальної функції 

 

У 2003 р. трансмембранні домени поліпептидів GPR41 і GPR43 були 

ідентифіковані як рецептори, зв’язані з G-білками, які активуються КЛЖК 
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[17-19]. Після цього відкриття, різко відновився інтерес до фізіологічної ролі 

КЛЖК та їх рецепторів. GPR41 і GPR43 було перейменовано на FFA3 і FFA2 

(free fatty acid), відповідно, на основі їх здатності зв’язуватись з КЛЖК [70]. 

Амінокислотна послідовність FFA2 і FFA3 гомологічна на 43% [70], що 

свідчить про низьку селективність до лігандів між цими рецепторами. Проте, 

FFA2 рецептори мають вищу спорідненість до КЛЖК ніж FFA3. Сила 

зв’язування FFA2 людини до різних КЛЖК змінюється в ряду 

C2=С3>С4>С5=С1, тоді як для FFA3 – C3=C4=C5>C2>C1 [71]. Це означає 

що ацетат є набагато сильнішим активатором FFA2 ніж FFA3, в той час як 

бутират, навпаки, активує FFA3. Карбоксильна група КЛЖК є ключовим 

елементом у зв’язуванні цих ендогенних молекул з рецепторами, оскільки 

незаряджені естери КЛЖК виявились неактивними [18]. Результати вивчення 

амінокислотної послідовності показали наявність трьох позитивно 

заряджених амінокислот, які необхідні для впізнавання КЛЖК FFA2 і FFA3 

рецепторами: аргінін в трансмембранних доменах 5 і 7 (Арг 5,39; Арг 7,35) та 

гістидин в четвертому домені (Гіс 4,56). Показано, що гістидин в положенні 

4,56 безпосередньо не залучений до зв'язування карбоксильних груп, але 

забезпечує селективність рецепторів до довжини ланцюга жирних кислот 

[70]. 

З точки зору внутрішньоклітинної передачі сигналу FFA2 є змішаним 

рецептором, який має здатність зв’язуватись з Gαi/o та Gαq/11 білками [17-19]. 

Передача сигналу від FFA3 рецепторів, спряжена тільки з Gαi/o білками [17-

18]. Крім того, взаємодія КЛЖК з FFA2 рекрутує β-арестин-1 та β-арестин-2 

до рецептору, які відповідальні за інтерналізацію FFA2 в клітину та 

здійснення трансдукції сигналу незалежно від G-білків [72].  

Найбільша експресія мРНК FFA2 була виявлена в імунних клітинах, 

таких як моноцити, В-лімфоцити і поліморфоядерні нейтрофіли (ПМН) [18]. 

Нещодавні дослідження підтвердили наявність FFA2 на нейтрофілах, 

еозинофілах [53], а також лейкоцитах слизової оболонки кишки [73]. Крім 
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того, значна експресія мРНК FFA2 була виявлена в жировій тканині, 

кістковому мозку, селезінці, підшлунковій залозі та в товстій кишці.  

FFA3 рецептори мають більш широкий паттерн експресії порівняно з 

FFA2, з найвищою в жировій тканині, селезінці, підшлунковій залозі, 

кишечнику. Факт присутності FFA3 на імунних клітинах залишається 

суперечливим [17, 53].  

Дослідження з використанням флуоресцентно мічених L-клітин 

вказують на високий рівень експресії FFA2 в L-клітинах товстої, а FFA3 – L-

клітинах тонкої кишок [74]. FFA3 частково колокалізуються з гастрином та 

греліном в шлунку, і повністю – з холецистокініном, глюкозо-залежним 

інсулінотропним поліпептидом (GIP) і секретином в проксимальному відділі 

тонкої кишки, з пептидом тирозин-тирозин (PYY), нейротензином і 

глюкагонподібним пептидом 1 (GLP-1) в дистальному відділі тонкої кишки. 

Градієнт експресії FFA3 в D-клітинах і ентерохромафінних клітинах 

збільшується в дистальному напрямку [73]. Відповідно, звязування КЛЖК з 

FFA2 і FFA3 рецепторами ентероендокринних клітин може стимулювати 

вивільнення GLP-1 [73], GLP-2 [75], PYY та GIP [76]. Показано, що агоністи 

FFA2 стимулюють вивільнення 5-гідрокситриптаміну ентерохромафінними 

клітинами, який разом з GLP-2 запобігає ушкодженню слизової оболонки 

кишечника [75]. Отже, FFA2 і FFA3 рецептори беруть участь в регуляції 

виділення гормонів ентероендокринними клітинами. 

Особливий інтерес викликає роль цих рецепторів у регуляції перебігу 

запалення в кишечнику. Maslowski та ін. [53] виявили, що перебіг запалення 

у кишечнику мишей-гнотобіонтів полегшувався при введенні ацетату та його 

зв’язуванні з FFA2 рецепторами, в той час як Sina зі співавт. [77] показали, 

що КЛЖК стимулюють рекрутинг ПМН через зв’язування з FFA2, що 

збільшує пошкодження тканин. Більшість досліджень припускають, що 

КЛЖК пригнічують вивільнення прозапальних та активують вивільнення 

лейкоцитами протизапальних цитокінів. Зокрема пропіонова кислота може 

індукувати вивільнення протизапального інтерлейкіну-10 з регуляторних Т-
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клітин через FFA2-опосередкований механізм [78]. Миші, нокаутовані за 

FFA2 та FFA3 не рекрутували Т-хелпери 1 на моделі ректального запалення 

[79]. З точки зору клітинної сигналізації, ацетат і пропіонат, але не бутират 

[18, 53], підвищують концентрацію внутрішньоклітинного Ca
2+

 в ПМН через 

активацію FFA2 і Gαq/11. ПМН потребують кальцій для хемотаксису у 

відповідь на N-формілметіоніл-лейцил-фенілаланін та використовують 

активні форми кисню (АФК) в фагосомах для знищення бактерій. Крім того 

АФК виступають в якості сигнальних молекул, що беруть участь в 

хемотаксисі. Масляна кислота пригнічує продукцію АФК в нейтрофілах, 

стимульованих N-форміл-Мет-Лей-Фен, в той час як оцтова – активує [80]. 

Макрофаги, що не мають FFA2, не виробляють АФК [81]. Отже, ацетат і 

пропіонат стимулюють, в той час як бутират пригнічує різні функції імунних 

клітин. Це може бути поясненням суперечливих результатів щодо 

використання сумішей КЛЖК для лікування ЗЗК. 

Експресія як FFA2 так і FFA3 рецепторів виявлена на β-клітинах 

острівців Лангерганса підшлункової залози. Показано, що ацетат посилює 

секрецію інсуліну через активацію FFA2, тоді як пропіонат, навпаки, 

пригнічує секрецію через FFA3 рецептори [82]. Існують також переконливі 

докази наявності FFA2 на адипоцитах [17-18]. Наявність мРНК FFA3 

показана в жировій тканині та клітинних лініях адипоцитів [17]. Показано, 

що КЛЖК гальмують ліполіз. Цей ефект відсутній у FFA2-нокаутованих 

мишей [83].  

Експресія FFA3 виявлена також на клітинах нервової системи. 

Припускають, що КЛЖК можуть діяти через FFA3 в якості модулятора 

симпатичної регуляції енергетичного обміну. FFA3 експресується як 

превертебральними так і паравертебральними гангліями [84]. FFA3-

нокаутовані миші мають нижчу частоту серцевих скорочень під час спокою, 

в той час як введення пропіонату мишам контрольної групи може 

підвищувати частоту серцевих скорочень. FFA3 також експресується в 
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гангліях ентеральної нервової системи [73]. Фізіологічна функція FFA3 в цих 

гангліях досі не описана.  

Отже, FFA2 (GPR43) та FFA3 (GPR41) рецептори специфічно 

активуються КЛЖК, що є продуктами метаболізму мікробіоти кишечника. 

Проте, наявність FFA2 і FFA3 на панкреатичних β-клітинах, FFA3 на 

нейронах, і FFA2 на лейкоцитах і адипоцитах свідчить, що біологічна роль 

цих рецепторів, ймовірно, виходить за рамки регуляції виділення пептидних 

гормонів ентероендокринними клітинами кишечника. Ці дані вказують на 

важливу роль КЛЖК в підтриманні гомеостазу не тільки ШКТ, а всього 

організму. 

 

*** 

Вивчення процесів обміну низькомолекулярними метаболітами між 

індигенною мікробіотою і макроорганізмами є надзвичайно актуальним на 

сьогодні. Відомо, що до метаболітів, відповідальних за енергозабезпечення 

епітелію, постачання субстратів ліпогенезу та глюконеогенезу, підтримання 

іонного обміну, активації місцевого імунітету, тощо, відносять КЛЖК. 

Відкриття рецепторів і транспортерів КЛЖК та їх експресія на різних 

клітинах макроорганізму підтвердило важливу роль нормобіоти в роботі 

багатьох органів і систем. Це дозволяє припустити, що КЛЖК та їх 

рецептори і транспортери можуть брати участь в патогенезі функціональнх 

порушень внаслідок антибіотикотерапії.  

 

 

1.3. Бар’єрна функція кишечника та механізми її порушення 

 

1.3.1. Структура та роль слизового бар’єру кишечника 

 

Величезна поверхня епітелію слизової оболонки шлунково-кишкового 

тракту виконує спеціалізовані функції травлення, всмоктування і здійснює 



28 

 

виділення. Ці процеси повинні співіснувати з одночасною необхідністю 

забезпечити бар'єр щодо мікроорганізмів, які розщеплюють неперетравлені 

речовини просвіту кишки, та потенційних вірусних, бактеріальних і 

еукаріотичних патогенів [85]. Результатом спільної симбіотичної взаємодії 

клітин епітелію ШКТ та мікробіоти є формування складної специфічної 

структури – приепітеліального слизового бар'єру кишечника, який 

складається з слизу, секретованого келихоподібними клітинами, молекул 

секреторного IgA, нормальної мікробіоти та її метаболітів і захищає слизову 

оболонку від деградації, фізичної і хімічної агресії, адгезії патогенних 

мікроорганізмів, дії бактеріальних та інших токсинів [85-86].  

Товщина слизового шару відрізняється в різних відділах ШКТ від 150-

300 мкм в тонкій кишці до 700 мкм в шлунку і товстій кишці [85]. На 

поверхні слизової оболонки товстої кишки слиз формує два шари: 

внутрішній шар позбавлений мікробіоти, і зовнішній – колонізований 

мікроорганізмами [87]. 

Основним високомолекулярним компонентом слизу є глікопротеїни 

(муцини). На сьогодні ідентифіковано близько 20 різних генів муцинів, від 

MUC1 до MUC20, відповідно до порядку їх відкриття. Всі муцини поділяють 

на дві групи: секреторні (гель-формуючі) муцини, такі як MUC2, MUC5АС, 

MUC5В, MUC19, та мембранозв’язані (MUC1, MUC3А, MUC3В, MUC4 та 

ін.), які локалізовані на апікальній мембрані ентероцитів. Головним 

секреторним муцином тонкої і товстої кишки є MUC2 [85]. Білкова частина 

молекули муцину характеризується наявністю тандемних повторів (variable 

number tandem repeats, VNTR), що містять велику кількість амінокислотних 

залишків серину і треоніну до яких приєднуються олігосахариди. О-

глікозилювання відбувається в апараті Гольджі приєднанням N-

ацетилгалактозаміну (GalNAc) до гідроксильних груп серину і треоніну, 

формуючи GalNAcα1-О-S/T (Tn антиген). Цей глікан далі подовжується в 

положеннях С3 або С6 GalNAc формуючи корові структури. Типовою 

особливістю молекул O-гліканів MUC2 людини є приєднання сіалової 
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кислотив C6 положенні GalNAc. В результаті, C6 гілка термінується. 

Олігосахарид послідовно подовжується в С3 положенні залишками N-

ацетилглюкозаміну (GlcNAc) та галактози (Gal) [88]. Глікопротеїни 

кишечника щурів містять 4 типи корових структур: І тип - Galβ1-3GalNAcα1-

; ІІ тип - Galβ1-3(GlcNAcb1-6)GalNAcα1-; ІІІ тип - GlcNAcβ1-3-GalNAcα1-; і 

ІV тип - GlcNAcβ1-3(GlcNAcβ1-6)GalNAcα1- [89].  

Глікани складають 60-80% маси молекули муцину. Вони покривають 

білковий остов і тим самим захищають муцини від деградації 

протеолітичними ферментами та впливають на їх гель-формуючі властивості. 

Термінальні олігосахариди є потенційними лігандами для мікробних 

адгезинів та поживним субстратом для симбіотичних бактерій зовнішнього 

шару слизу [85].  

Важливість правильного глікозилювання муцинів була показана на 

моделях мишей з нокаутованими генами глікозилтрансфераз. Так, миші, 

нокаутовані по β1,3-N-ацетилглюкозамінілтрансферазі (C3GnT), яка 

приєднує залишок GlcNAc до Tn антигену (GalNAcα1-S/T) з утворенням 

корової структури ІІІ типу, стають більш сприйнятливими до розвитку 

запалення товстої кишки, зокрема на моделі декстрансульфат натрій (DSS) – 

індукованого коліту [90]. У мишей, нокаутованих по β1,3-

галактозилтрансферазі (C1GalT1, або T-синтаза) в дистальних відділах 

товстої кишки спонтанно розвивається коліт [91].  

В термінальному положенні олігосахаридів муцинів локалізуються 

залишки фукози, сіалових кислот та сульфатовані моносахариди [88]. 

Сульфатування та сіалування олігосахаридів муцинів забезпечує додаткову 

стійкість слизу до руйнування бактеріальними глікозидазами [92-93]. Тому 

не тільки кількість, але і якість слизу має вирішальне значення для 

забезпечення бар’єрної функції. 

Нормальна деградація гліканів слизу є відносно повільним процесом, 

але якщо вони стають короткими, то розпад олігосахаридів значно 
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пришвидшується і руйнується не лише зовнішній, а і внутрішній шар слизу 

через який бактерії можуть потрапити до поверхні епітелію [94].  

Порушення слизового бар'єру може відігравати важливу роль в 

патогенезі ЗЗК, зокрема виразкового коліту [94-95]. Роль слизу в патогенезі 

ЗЗК наочно продемонстровано на моделі MUC2-нокаутних мишей, у яких 

спонтанно розвиваються важка форма коліту [96]. Руйнування слизового 

бар’єру дозволяє бактеріям контактувати безпосередньо з епітелієм [97]. 

Надмірна дія мікробних антигенів супроводжується вивільненням 

епітеліальними клітинами запальних цитокінів та хемокінів, що призводить 

до рекрутингу і активації лейкоцитів. Активовані нейтрофіли виділяють ряд 

протеаз, які порушують структуру і функції епітеліальних міжклітинних 

контактів. Як результат, ці зміни можуть призводити до розвитку запалення 

[95, 98]. 

 

1.3.2. Роль оксидативного стресу в розвитку порушень бар’єрної 

функції кишечника 

 

Активні форми кисню (АФК) та оксид нітрогену постійно утворюються 

в ШКТ під впливом факторів зовнішнього середовища, резидентних імунних 

клітин, кишкової мікробіоти. Дві основні ферментативні реакції генерують 

АФК в ШКТ – ксантиноксидоредуктазна та НАДФН-оксидазна. 

Ксантиноксидоредуктаза, концентрація якої найвища в ШКТ, разом з 

численними фагоцитуючими клітинами та каталазонегативними бактеріями 

генерують велику кількість супероксидних радикалів (О2˙
–
) в товстій кишці 

[99].  

Оскільки синтез АФК відбувається конститутивно, у віповідь організм 

має потужну систему антиоксидантного захисту, до якої належать 

ензиматичні та неензиматичні механізми. Основними ензиматичними 

антиоксидантами, що забезпечують ефективний захист від АФК, є 
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супероксиддисмутаза (СОД) та каталаза [100]. Антиоксиданти видаляють 

вільні радикали та інгібують ініційовані ними процеси окиснення.  

В останні роки зросла увага щодо ролі оксидативного стресу в 

патогенезі ЗЗК. ЗЗК асоціюються з дисбалансом між утворенням вільних 

радикалів і реактивних метаболітів та їх елімінацією антиоксидантною 

системою захисту [101-103]. Cупероксидні радикали, перикис водню та 

гідроксильні радикали, що секретуються нейтрофілами та фагоцитами, 

акумулюються в ділянках запалення та інтенсифікують перикисне окислення 

ліпідів (ПОЛ) викликаючи тим самим зниження стабільності клітинних 

мембран та загибель клітин. З іншого боку, надлишок АФК може викликати 

запалення стимулюючи ПМН. Ці активовані клітини продукують ряд 

медіаторів запалення, таких як токсичні метаболіти кисню, лізосомальні 

ферменти та похідні арахідонової кислоти [104].  

Основними мішенями впливу АФК є білки та ліпіди, зокрема, білки 

цитоскелету та щільних контактів. Наслідком такого впливу є порушення 

бар’єрної функції, яке, зокрема, може спричинити підвищення проникності 

слизової оболонки ШКТ із наступним розвитком запалення і численних 

захворювань ШКТ [100]. Зокрема показано, що Н2О2 знижує 

трансепітеліальний електричний опір Сасо-2 і Т84 моношарів клітин. Це 

супроводжувалось збільшенням проникності для [
3
Н] маніту, що вказує на 

Н2О2-індуковане збільшення парацеллюлярної проникності. Додавання 

інгібіторів тирозинфосфатаз знижувало трансепітеліальний електричний 

опір, однак збільшувало проникність до маніту. Це свідчить, що 

фосфорилювання тирозину білкових молекул парацеллюлярного 

з’єднувального комплексу лежить в основі механізмів Н2О2-індукованого 

збільшення парацеллюлярної проникності [105]. Це було підтверджено Dixit 

зі співавт. [106], які показали, що оксидативний стрес, змодельований 

введенням Н2О2, збільшує проникність кишечника для атенололу, який 

транспортується парацелюлярно та не впливає на трансцелюлярну 

проникність метопрололу. Також показано, що оксидативний стрес активує 
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каспазу-3, що викликає апоптоз клітин слизової оболонки кишечника та 

дисфункцію кишкового барєру [107].  

Однак, крім токсичній дії при патофізіологічних процесах, дуже 

важливою є роль АФК в рецептор-опосередкованих шляхах передачі 

сигналів. АФК залучені у передачу сигналу від ряду цитокінів, зокрема, 

інтерлейкінів, інтерферону, тромбоцитарного фактору росту, епідермального 

фактору росту, трансформуючого фактору росту b-1, фактору некрозу 

пухлин, фактору росту нервів, епідермального фактору росту і фактору росту 

тромбоцитів тощо [108]. Відомо, що АФК здатні впливати на 

внутрішньоклітинні системи трансдукції сигналу двома шляхами: через зміну 

внутрішньоклітинного редокс-статусу клітини та через окисні модифікації 

білків. АФК можуть змінити структуру й функцію білків, модифікуючи 

амінокислотні залишки у межах функціональної області білків. Наприклад 

сульфгідрильна група (-SH) окремого залишку цистеїну може бути 

окисненою з утворенням -SOH, -SO2H, -SO3H та –SSG похідних. Такі 

альтерації можуть змінити активність ферменту, якщо цистеїн розташований 

у межах його каталітичної області або здатність фактора транскрипції 

зв'язуватись з ДНК, якщо він розміщений у межах його ДНК-зв'язуючої 

ділянки. Відновлення критичних цистеїнових залишків у деяких факторах 

транскрипції викликає їх прикріплення до ДНК і трансактивацію [109]. 

Зокрема, показано важливу роль у патогенезі ЗЗК активації редокс-чутливих 

транскрипційних факторів Egr-1 та Sp-1 [110]. 

Важливою ланкою участі АФК у шляхах сигнальної трансдукції є їх 

роль у процесах фосфорилювання білків. Найбільш точно сьогодні вивчено 

вплив АФК на функціонування систем тирозинкіназ/фосфатаз та 

серин/треонінкіназ/фосфатаз. Високі концентрації пероксиду водню й сильні 

прооксидантні зміни у внутрішньоклітинному тіол/дисульфідному 

співвідношенні призводять до підвищення фосфорилювання тирозину в 

численних білках в результаті окисного інгібування тирозинових протеїн 

фосфатаз [111]. АФК безпосередньо та опосередковано регулюють 
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функціонування мітоген-активованих протеїнкіназних (МАРК) сигнальних 

каскадів за рахунок фосфорилювання серинового й/або треонінового 

залишку в активному центрі ферментів. Активовані MAP-кінази 

переміщуються до ядра, де вони фосфорилюють білки-мішені, пов'язані з 

функціонуванням факторів транскрипції [112]. Оксиданти збільшують 

активність MAP-кіназ у нейтрофілах, беручи участь у регуляції імунної 

відповіді організму. Таким чином, оксиданти, збільшуючи активність різних 

протеїнкіназ, беруть участь у регуляції численних клітинних процесів, таких 

як клітинна адгезія, проліферація, сигнальна трансдукція, апоптоз і т.д. 

Отже за умов тривалого оксидативного стресу АФК можуть суттєво 

змінювати структурні та функціональні властивості клітини, що призвидить 

до порушення бар’єрної функції епітелію кишечника.  

 

*** 

ШКТ вистелений одношаровим епітелієм та приепітеліальним шаром 

поверхневого слизу, який утворює динамічний, проникний бар'єр, що 

дозволяє селективне поглинання поживних речовин, однак обмежує доступ 

патогенів і харчових антигенів. Цілісність та стійкість слизового бар’єру 

залежить від балансу про- і протизапальних факторів. Оксидативний стрес та 

активовані ним сигнальні шляхи можуть призводити до пошкодження 

епітеліального бар'єру і розвитку патологічного запалення слизової, що є 

важливим патогенетичним механізмом розвитку ЗЗК. Проте стан слизового 

бар’єру кишечника та окисно-антиоксидантний баланс клітин слизової 

оболонки товстої кишки за умов антибіотикосоційованих дисбіотичних змін 

не досліджувався раніше.  

 

*** 

Узагальнюючи наведені літературні дані, на сьогодні достеменно 

відомо, що антибіотики призводять до стійких порушень складу нормобіоти 

кишечника, які є причиною розладів функціонування ШКТ та можуть 
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підвищувати сприйнятливість до розвитку ЗЗК. Однак механізми, що лежать 

в основі даного взаємозв’язку є гіпотетичними та потребують емпіричного 

доказу. Порушення кишкового бар’єру є одним з ключових чинників 

патогенезу ЗЗК. Мікробіота відіграє визначну роль у формуванні та 

підтриманні його цілісності за участю основних метаболітів, КЛЖК, які є 

об’єднуючою ланкою між мікробіотою та макроорганізмом та відповідають 

за енергозабезпечення епітелію, підтримання бар’єрної функції кишечника та 

активацію місцевого імунітету. Це дозволяє припустити, що порушення 

бар’єрної функції кишечника є основним фактором віддалених наслідків 

антибіотикотерапії. Проте віддалені наслідки прийому терапевтичних доз 

антибіотиків на гомеостатичні показники функціонування кишкового бар’єру 

не досліджувались. Відповідям на поставлені питання була присвячена дана 

дисертаційна робота. 
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РОЗДІЛ 2 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

 

2.1. Реактиви та матеріали 

 

 

У роботі були використані:стандарти оцтової, масляної, ізомасляної, 

пропіонової, валер’янової, ізовалеріанової та гексанової кислот (“Sigma-

Aldrich”, Німеччина); 4-метилвалеріанова кислота (“Sigma-Aldrich”, 

Німеччина); N-ацетилнейрамінова кислота (“Sigma-Aldrich”, США); Laemmli 

буфер для зразків (“Sigma-Aldrich”, США); інгібітори протеїназ і фосфатаз (1 

мкМ ортованадат натрію), (“Sigma-Aldrich”, США); маркер молекулярної 

маси білків (20-120 кДа), (Prestained Protein MW Marker №26612, 

“CHEMICON International, Inc.” США); тріс-HCl (“Sigma-Aldrich”, США); 

етилендіамінтетраоцтова кислота (ЕДТА) (“Sigma-Aldrich”, США); 

тетраметилетилендіамін (ТЕМЕД) (“Sigma-Aldrich”, США); тритон X–100 

(“Sigma-Aldrich”, США); бичачий сироватковий альбумін (“Sigma-Aldrich”, 

США); кумасі блакитний R–250 (“Sigma-Aldrich”, США); додецилсульфат 

натрію (ДСН) (“Sigma-Aldrich”, США); люмінол (“Amersham Biosciences”, 

США); диференційно-діагностичні середовища з селективними 

властивостями для культивування мікроорганізмів (“HiMedia”, Індія); 

йодоацетамід (“Sigma”, США); N-ацетил-1-цистеїн (“Sandoz”, Швейцарія); 

метилцелюлоза (“Sigma”, США); уретан (“Sigma-Aldrich”, США); 

нітроцелюлозна мембрана Hybond-ECL (“Amersham Biosciences”, США); 

PVDF-мембрана (Hybond-P, “Amersham International”, LittleChalfont, Велика 

Британія). Інші реактиви кваліфікації х.ч. або ч.д.а (“Хімлаборреактив”, 

Україна). 

 

 



36 

 

2.2. Схема проведення дослідження 

 

 

Дослідження проведені на білих лабораторних нелінійних щурах-

самцях (140-160 г, n = 184), які утримувались за стандартних умов щодо 

температури (21-23
°
С), освітлення (12/12 год), вологості (30–35%) та раціону 

харчування (повнораціонний корм для лабораторних тварин К-12-4) 

акредитованого віварію Навчально-наукового центру «Інститут біології та 

медицини» Київського національного університету імені Тараса Шевченка 

відповідно до “Стандартних правил по упорядкуванню, устаткуванню та 

утриманню експериментальних біологічних клінік (віваріїв)”. Проведення 

експериментів здійснювали згідно вимог біоетичної комісії Київського 

національного університету імені Тараса Шевченка (протокол №8 від 2 

листопада 2015 р.). Початком експерименту вважався перший день введення 

діючої або контрольної речовини.  

Тваринам щодня впродовж 14 діб внутрішньом'язово вводили 

цефтриаксон (ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця», Україна) у дозі 300 

мг/кг (n = 80). Для визначення рівня редокс-чутливих транскрипційних 

факторів Egr-1 та Sp-1 цефтриаксон вводили впродовж 5 діб (n = 6). 

Тваринам контрольної групи (n = 78), відповідно, 0,1 мл води для ін’єкцій. 

Фекалії для бактеріологічного аналізу відбирали на 1, 15, 29 та 72 добу від 

початку експерименту, газохроматографічний аналіз КЛЖК у фекаліях 

проводили на 15 та 72 добу експерименту.  

Щурів виводили з експерименту на 6, 15, 29 та 72 добу від початку 

дослідження шляхом інгаляції СО2 з подальшою цервікальною дислокацією. 

Під час аутопсії зважували сліпу кишку та видаляли ділянку товстої кишки 

від анального отвору до сліпої кишки. Видалену ділянку розрізали в 

поздовжньому напрямку, промивали в охолодженому фізіологічному розчині 

та злегка промокали фільтрувальним папером. Тупим скальпелем обережно 

зішкрябували слизову оболонку товстої кишки. До ізольованої клітинної 



37 

 

маси додавали лізуючий буфер (50 мМ тріс-HCl, 150 мМ хлорид натрію, 

0,1% ДСН, 1% Тритон x100, 1% дезоксихолат натрію та інгібітори протеїназ і 

фосфатаз (1 мкМ ортованадат натрію)) та гомогенізували на диспергаторі 

T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Німеччина) при швидкості 5 (20500 rpm). 

Нерозчинні рештки осаджували центрифугуванням при (14000 g, +4°С) 

впродовж 15 хв. Отриманий тотальний екстракт слизової оболонки товстої 

кишки щурів переносили в чисті пробірки та занурювали в рідкий азот. Для 

біохімічного визначення активності каталази, ТБК-активних сполук і 

тіолових груп зішкрябану слизову оболонку товстої кишки щурів 

гомогенізували в 0,9% розчині NaCl. 

 

 

2.3. Визначення вмісту коротколанцюгових жирних кислот у 

дистальному відділі товстої кишки щурів методом газової хроматографії 

 

 

Для дослідження брали зразки фекалій щурів масою 1 г та розчиняли в 

2 мл 0,02 н HCl. Після додавання кислоти проби гомогенізували, герметично 

закривали та залишали на 30 хв для екстрагування КЛЖК. Потім зразки 

центрифугували впродовж 10 хв при 11000 g. Після осадження відбирали 0,3 

мл КЛЖК-вмісного супернатанту до якого додавали 0,1 мл 0,05% 

внутрішнього стандарту (4-метилвалеріанова кислота).  

Визначення вмісту КЛЖК проводили на базі Центру колективного 

користування НАН України при Інституті мікробіології і вірусології ім. Д.К. 

Заболотного з використанням газового хроматографа Agilent 6890N (Agilent 

Technologies, США) з автосамплером Agilent 7683B (Agilent Technologies, 

США). Для розділення КЛЖК використовували кварцову капілярну колонку 

DB_FFAP (Agilent Technologies, США) довжиною 30 м, внутрішнім 

діаметром 0,25 мм та товщиною плівки нерухомої фази 0,25 мкм. В якості 

рухомої фази був використаний гелій зі швидкістю потоку 1 мл/хв. Об’єм 
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інжекції проби складав 1 мкл, температура випаровувача – 250
0
С, поділ 

потоку в інжекторі – 1:20. Початкова температура термостату становила 

100
0
С та витримувалась впродовж 5 хв, тоді піднімалась до 190

0
С зі 

швидкістю 10
0
С/хв. Загальний час проведення хроматографічного аналізу для 

кожної проби становив 16 хв. Для детекції КЛЖК в рухомій фазі 

використовували одноквадрупольний мас-спектрометр Agilent 5973 inert 

MSD (Agilent Technologies, США). Обробка та інтеграція результатів були 

проведенні за допомогою програмного забезпечення Chem Station Data 

Analysis D.01.02.16.  

Окремі КЛЖК визначали на хроматограмі за часом утримання 

стандартів оцтової, масляної, ізомасляної, пропіонової, валеріанової, 

ізовалеріанової та гексанової кислот (“Sigma-Aldrich”, Німеччина) для даних 

умов хроматографічного розділення. Концентрацію КЛЖК визначали 

методом нормування площин їх піків щодо площі піку внутрішнього 

стандарту і виражали у мкмоль/г фекалій. За отриманими результатами у 

зразках фекалій щурів визначали відносний вміст оцтової (С2), пропіонової 

(С3) і масляної (С3) кислот (Сn/∑(С2+С3+С4) та анаеробний індекс – 

відношення суми більш відновлених кислот (пропіонової і масляної) до 

вмісту оцтової кислоти (АІ = (С3+С4)/ С2) [113].  

 

 

2.4. Визначення загальної концентрації протеїнів у тотальному екстракті 

клітин слизової оболонки товстої кишки щурів за методом Бредфорда 

 

 

Для визначення загальної концентрації протеїнів використовували 

набір Bio-Rad protein assay (Bio-Rad, США) згідно протоколу виробника. 

Калібрувальну криву будували на основі екстинкції бичачого сироваткового 

альбуміну у концентраціях 1,42 мкг/мл; 2,84 мкг/мл; 4,26 мкг/мл; 5,68 мкг/мл; 

7,1 мкг/мл; 9,94 мкг/мл; 14,2 мкг/мл. Розведення зразків складало 1:2500. 
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Рівень екстинкції вимірювали на спектрофотометрі "BioTek Synergy HT" 

(США) при довжині хвилі 595 нм. Кількість протеїнів у тотальному екстракті 

слизової оболонки товстої кишки щурів визначали за калібрувальним 

графіком і виражали у мг/мл. 

 

 

2.5. Вестерн-блот  

 

 

Об’єм тотального екстракту слизової оболонки товстої кишки щурів, 

що містить 100 мкг протеїнів, змішували у співвідношенні 1:1 з 2x Laemmli 

буфером для зразків і нагрівали при температурі 95°С впродовж 5 хв. 

Розділення білків проводили методом електрофорезу в 12% (для білків: 

ERK1/2, p38 α/β, FFA2, FFA3) та 8% (Egr-1, Sp-1, HIF1α) поліакриламідному 

гелі з ДСН (ДСН-ПААГ) з наступним переносом на нітроцелюлозну 

мембрану Hybond-ECL, відповідно до стандартного протоколу компанії Bio-

Rad. Електрофоретичне розділення білків здійснювали за напруги 150V 

протягом 60-80 хв, перенос на нітроцелюлозну мембрану – 60V впродовж 3 

год з додатковим охолодженням. 

Після електропереносу білків мембрану промивали буферним 

розчином TBST (10 мМ тріс-HCl, 150 мМ хлорид натрію, 0,05% 

поліоксиетиленсорбітан монолаурат (Твін-20), рН 7,4) та блокували 

розчином 1% бичачого сироваткового альбуміну та 1% знежиреного сухого 

молока в TBST впродовж 1 год. Для визначення окремих білків у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів готували робочі розведення первинних антитіл 

в TBST (табл. 2.1). Нітроцелюлозну мембрану інкубували у розчині 

первинних антитіл за кімнатної температури впродовж 1 год при постійному 

струшуванні. Тоді тричі по 10 хв промивали в буферному розчині TBST та 

інкубували впродовж 1 год у розчині кон'югованих пероксидазою хрону 

вторинних антитіл (Santa-Cruz, США), розведених у співвідношенні 1:2500 в 
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1% розчині знежиреного сухого молока, до імуноглобулінів кроля, миші або 

кози відповідно до застосовуваних первинних антитіл. Після інкубації 

мембрани промивали 5 разів по 5 хв у буфері TBST. 

Таблиця 2.1. 

Загальна характеристика первинних антитіл до білків, проаналізованих 

методом Вестерн-блот  

 

Білок Молекулярна 

маса білка, 
кДа 

Тип первинного 

антитіла 

Виробник 

антитіл 

Робоче 

розведення 
антитіл 

β-актин 43 Моноклональне 

миші 

Santa-Cruz,  

США 

1:2500 

Egr-1 68 Поліклональне 
кроля 

Santa-Cruz,  
США 

1:200 

Sp-1 106 Поліклональне 

кози 

Santa-Cruz,  

США 

1:500 

HIF1α 93 Моноклональне 
миші 

Novus 
Biologicals, 

США 

1:500 

ERK1 44 Поліклональне 
кроля 

Santa-Cruz,  
США 

1:1000 

ERK2 42 Поліклональне 
кроля 

Santa-Cruz,  
США 

1:1000 

pERK 42/44 Моноклональне 

миші 

Santa-Cruz,  

США 

1:1000 

p38 α/β 38 Поліклональне 
кроля 

Santa-Cruz,  
США 

1:200 

p-p38 
(Thr180/Tyr 
182)-R 

38 Поліклональне 

кроля 

Santa-Cruz,  

США 

1:200 

FFA2 25 Поліклональне 

кроля 

West LA VA 

Medical 
Center, 

США 

1:500 

FFA3 38 Поліклональне 
кроля 

1:500 

 

 Візуалізацію Вестерн-блот проводили ECL-реагентом (Н2О – 9 мл, 1M 

тріс-HCl для ECL-реагенту – 10 мл, 68 мМ кумарова кислота – 225 мкл, 1,2 

мМ люмінол – 500 мкл). Свічення, яке виникало внаслідок 

хемілюмінесцентної реакції пероксидази хрону з субстратом, фіксували на 
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радіографічній плівці (ОНІКО, Україна) з використанням ряду експозицій. 

Після інкубування плівки у розчинах фіксатора і проявника для 

рентгенівських плівок (ОНІКО, Україна) одержані зображення сканували за 

допомогою сканера (Canon PIXMA MP235). Денситометричний аналіз 

проводили з використанням програмного забезпечення для обробки 

зображень LI-COR Image Studio Lite Ver 5.2. Молекулярну масу білків 

визначали за маркером молекулярної маси (CHEMICON International Inc., 

США). Результати не менше ніж двох різних експериментів були 

проаналізовані та нормалізовані проти β-актину. 

 

 

 2.6. Визначення показників окисно-антиоксидантного балансу в 

слизовій оболонці товстої кишки щурів 

 

 2.6.1. Визначення каталазної активності  

 

Принцип методу полягає в тому, що каталаза руйнує субстрат Н2О2, 

незруйнована частина пероксиду водню при взаємодії з солями молібдену 

утворює стійкий забарвлений комплекс [114].  

Для визначення активності каталази у пробірки вносили по 0,5 мл 

0,03% розчину пероксиду водню. Реакцію починали, додаючи 0,025 мл 

гомогенату слизової оболонки товстої кишки щурів. У холосту пробу 

додавали 0,025 мл дистильованої води. Зразки витримували при кімнатній 

температурі 10 хв, тоді реакцію зупиняли додаванням 0,25 мл 4% молібдату 

амонію. Інтенсивність забарвлення вимірювали на спектрофотометрі "BioTek 

Synergy HT" (США) при довжині хвилі 410 нм. 

Каталазну активність розраховували за формулою: 

, 
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де Е – каталазна активність, Ахол і Адос  - екстинція холостої та дослідної проб, 

K – коефіцієнт мілімолярної екстинкції перекису водню, що дорівнює 22,2 х 

10
3
 мМ

-1 
х см

-1
, t – час інкубації 10 хв., а – вміст білку в пробі, мг. Активність 

визначали у мкмоль Н2О2 на хвилину на 1 мг білка. 

 

2.6.2. Визначення супероксиддисмутазної активності методом 

нативного електрофорезу в поліакриламідному гелі 

 

Принцип методу базується на здатності супероксиддисмутази (СОД) 

конкурувати з нітросинім тетразолієм (НСТ) за супероксидні аніони, що 

утворюються в результаті фоторедукції рибофлавіну. Супероксидні аніони 

відновлюють НСТ з утворенням гідразинтетразолію. Оскільки СОД каталізує 

дисмутацію супероксиду в кисень і перекис водню, на синьому фоні гелю 

з’являються ахроматичні смуги, які відповідають активності СОД [115]. 

Об’єм тотального екстракту слизової оболонки товстої кишки щурів, 

що містить 100 мкг протеїнів, змішували у співвідношенні 1:1 з нативним 

буфером для зразків (0,125 М тріс-HCl, 20% гліцерол, 0,04% бромфеноловий 

синій, pH 6,8). Розділення протеїнів проводили методом електрофорезу в 

10% поліакриламідному гелі, без додавання додецилсульфату натрію. 

Електрофорез проводили в електродному буфері (Н2О – 1000 мл, тріс– 3,0275 

г, гліцин – 14,4 г) при 40 mA з додатковим охолодженням (4°C). Після виходу 

нижнього фронту з гелю, електрофорез продовжували ще 30-50 хв. Тоді 

відмивали гель у 10 мл фосфатного буферу (0,05 М КН2РО4, 0,05 М К2НРО4, 

рН 7,8) впродовж 10 хв та інкубували ще 20 хв у темряві в розчині А (10 мл 

фосфатного буферу, 8 мкл ТЕМЕД, 28 мкМ рибофлавін, 0,003 г ЕДТА, 2 мг 

НСТ). Тоді розміщували гель під лампою та витримували до появи прозорих 

смужок, що репрезентують активність СОД.  

 

2.6.3. Визначення вмісту ТБК-активних сполук  
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Для визначення вмісту ТБК-активних сполук у дослідні пробірки 

вносили по 0,15 мл гомогенату слизової оболонки товстої кишки щурів та 

1,850 мл тріс-HCl буферу (25 мМ тріс, 175 мМ КСl, рН 7,4). В контрольну 

пробірку вносили 2 мл тріс-HCl буферу. До проб відразу додавали по 800 мкл 

20% трихлороцтової кислоти, денатурований білок осаджували 

центрифугуванням впродовж 15 хв при 1000 g. До супернатанта (2 мл) 

додавали 1 мл 0,8% тіобарбітурової кислоти та інкубували на киплячій 

водяній бані 15 хв для розвитку забарвлення. Визначення інтенсивності 

забарвлення проводили на спектрофотометрі при  = 532 нм. 

Вміст ТБК-активних сполук виражали у нмолях на 1 мг білка 

розраховували на основі значення молярного коефіцієнта екстинкції 

комплекса малонового диальдегіду з 2-тіобарбітуровою кислотою: 

ε = 1,56 × 10
5
 см

-1
× М

-1
 [116] 

 

2.6.4 Визначення вмісту білкових тіолових груп  

 

Рівень загальних і небілкових тіолових груп визначали колориметрично 

за реакцією з реактивом Елмана [117]. 

Для визначення вмісту загальних тіолових груп у пробірки послідовно 

вносили: 2 мл 30 мМ тріс-HCl буфера з 1 мМ ЕДТА (рН 8,0); 0,3 мл 

гомогенату слизової оболонки товстої кишки щурів; 0,2 мл 1,25% ДСН. В 

контрольну пробу замість гомогенату додавали буферний розчин. Проби 

залишали на 15 хв при кімнатній температурі, після чого додавали 0,1 мл 

реактиву Елмана (2,6 мМ дитіонітробензойна кислота в 30 мМ тріс-HCl 

буфері з 1 мМ ЕДТА). Через 30 хв вимірювали екстинкцію проб на 

спектрофотометрі "BioTek Synergy HT" (США) при λ = 412 нм. 

Для визначення вмісту небілкових SH-груп у пробірки послідовно 

вносили 0,3 мл гомогенату слизової оболонки товстої кишки щурів та 0,1 мл 

10,5% трихлороцтової кислоти. Перемішували і залишали на 10 хв при 

кімнатній температурі, після чого центрифугували 15 хв при 1500 g. 
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Супернатант переносили в чисті пробірки та нейтралізували 1М NaOH до рН 

7,0 (значення рН контролювали за допомогою універсального індикатора). 

До нейтралізованих проб додавали: 2,1 мл 30 мМ тріс-HCl буферу з 1 мМ 

ЕДТА (рН 8,0); 0,1 мл реактиву Елмана. Через 30 хв вимірювали екстинкцію 

проб на спектрофотометрі "BioTek Synergy HT" (США) при λ = 412 нм. 

Вміст SH-груп розраховували за формулою: 

, де 

Е – екстинкція проби 

14,15 М
-1

см
-1

 – коефіцієнт молярної екстинкції тіонітрофенільного аніона 

а – кількість білку, мг. 

Вміст білкових SH-груп розраховували за різницею між показниками 

вмісту загальних і небілкових SH-груп  

 

 

2.7. Визначення складу поверхневого слизу кишечника щурів  

 

 

Поверхневий слиз відділяли від шару епітеліальних клітин за 

допомогою розчину 6 н N-ацетил-1-цистеїну [118]. По 1 см товстої кишки від 

анального отвору та тонкої кишки від ілеоцекальної заслінки поміщали в 3 

мл розчину 6 н N-ацетил-1-цистеїну для кількісного визначення 

олігосахаридної частини слизу за допомогою Шиф-реакції. Решту товстої і 

тонкої кишок розрізали і занурювали в пробірки з 9 мл розчину 6 н N-ацетил-

1-цистеїну для подальшого визначення вмісту глікопротеїнів, гексоз, фукоз, 

гексозамінів та сіалових кислот. Кожну пробірку перемішували на вортексі 

впродовж 4 хв, тоді зразки центрифугували при 3000 g впродовж 15 хв. 

Відбирали надосад, залишаючи у пробірці осад та надосадову рідину 

загальним об’ємом 1 мл. Вміст пробірок ресуспендували та гомогенізували 
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на диспергаторі T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Німеччина) при 

швидкості 5 (20500 rpm) впродовж 20 с. 

 

2.7.1. Визначення глікопротеїнів слизу за методом Шиф-реакції на 

PVDF-мембрані 

 

Визначення глікопротеїнів поверхневого слизу проводили за 

допомогою Шиф-реакції на PVDF-мембрані [119]. PVDF-мембрану спочатку 

занурювали на 2 хв у 100% розчин метанолу, а потім на 2 хв у 80% розчин. 

Після цього мембрану промивали в дистильованій воді, висушували 

фільтрувальним папером та поміщали на вологий фільтрувальний папір. На 

PVDF мембрану наносили 10 мкл гомогенізованого зразку поверхневого 

слизу та витримували 10-15 хв до повного його поглинання. Мембрану 

промивали в дистильованій воді впродовж 2 хв, після цього інкубували 10 хв 

в 0,5% розчині КОН в 70% етанолі та знову промивали в дистильованій воді. 

Далі мембрану занурювали в 0,5% розчин перйодатної кислоти на 10 хв, 

промивали дистильованою водою і піддавали дії реагенту Шифа впродовж 30 

хв при постійному струшуванні. Після цього мембрану двічі інкубували в 

0,6% метабісульфіт натрію впродовж 3 хв і промивали в дистильованій воді 

також 3 хв. Після остаточного промивання в дистильованій воді мембрану 

висушували на відкритому повітрі 10 хв та сканували за допомогою сканера 

(Canon PIXMA MP235). Аналіз зображень проводили вимірюванням 

щільності позитивно забарвлених точок за допомогою програмного 

забезпечення для обробки зображень LI-COR Image Studio Lite Ver 5.2.  

 

2.7.2. Визначення загальної концентрації глікопротеїнів слизу 

 

Кількісне визначення загальної концентрації глікопротеїнів 

поверхневого слизу товстої і тонкої кишки щурів проводили за реакцією з 
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реактивом Фоліна після виділення глікопротеїнів слизу сульфосаліциловою 

кислотою та їх осадження фосфорно-вольфрамовою кислотою [120].  

Гомогенат поверхневого слизу тонкої та товстої кишки щурів 

розводили в 10 разів H2Oдист. В мікропробірки вносили 500 мкл H2Oдист, 100 

мкл розведеного слизу, 200 мкл 20% сульфосаліцилової кислоти та залишали 

на 10 хв. Тоді суміш фільтрували через фільтрувальний папір, 300 мкл 

фільтрату переносили в центрифужні мікропробірки і змішували з 100 мкл 

5% фосфорновольфрамової кислоти в 2 н НCl. Через 15 хв зразки 

центрифугували (7000 g, 15 хв), супернатант зливали. Пробірки з осадом 

перевертали вверх дном та висушували на фільтрувальному папері. Осад 

розчиняли в 200 мкл 0,1 н NaOH та додавали 130 мкл 10% NaOH та 50 мкл 

реактиву Фоліна. Інтенсивність синього забарвлення вимірювали через 10 хв 

за допомогою спектрофотометра для мікропланшетів "BioTek Synergy HT" 

(США) при λ=630 нм. Розрахунок концентрації глікопротеїнів проводили за 

калібрувальною кривоюна основі екстинкції тирозину у концентраціях 500 

мкг/мл, 400 мкг/мл, 250 мкг/мл, 200 мкг/мл, 160 мкг/мл, 100 мкг/мл, 50 

мкг/мл. Концентрацію глікопротеїнів виражали в мг на 1 мл слизу, який був 

отриманий в результаті його виділення 6 н N-ацетил-1-цистеїном. 

 

2.7.3. Визначення концентрації гексоз слизу орциновим методом 

 

Принцип методу полягає в тому, що гексози утворюють з орциновим 

реактивом рожеве забарвлення інтенсивність якого пропорційна вмісту 

гексоз [121]. Для визначення концентрації гексоз слиз розводили в 10 разів та 

гідролізували з 4 н HCl (1:1) впродовж 1 год при 100°С. Відбирали 50 мкл 

гідролізату слизу і змішували з 50 мкл 0,1 н NaOH. До отриманого розчину 

додавали 850 мкл орцинового реактиву (75 мл реактиву А: 60 мл H2SO4 конц., 

40 мл Н2О; 10 мл реактиву Б: 0,16 г орцин, 10 мл Н2О) і нагрівали на водяній 

бані при 80°С впродовж 15 хв. Інтенсивність фарбування вимірювали за 

допомогою спектрофотометра для мікропланшетів BioTek SynergyHT" 
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(США) при довжині світлової хвилі 500 нм. Розрахунок концентрації гексоз 

проводили за калібрувальною кривою на основі екстинкції занози у 

концентраціях 8; 5; 4; 2,5; 1; 0,5 мкмоль/мл. концентрацію гексоз виражали в 

мкмоль на 1 мл слизу, який був отриманий в результаті його виділення 6 н N-

ацетил-1-цистеїном. 

 

2.7.4. Визначення концентрації фукози слизу за методом Діше-Шеттлз 

 

Концентрацію фукози визначали за методом Діше-Шеттлз, в основі 

якого лежить реакція фукози із солянокислим цистеїном [122]. Для 

визначення концентрації фукози гомогенат поверхневого слизу товстої 

кишки щурів розводили в 20 разів та гідролізували з 4 н HCl (1:1) впродовж 1 

год при 100°С. Відбирали 100 мкл гідролізату слизу та додавали 450 мкл 

розчину Н2SO4конц  в Н2Одист (6:1) та інкубували 10 хв при кімнатній 

температурі. Потім ставили на 3 хв у кипячу водяну баню, далі – різко 

охолоджували на льоду. В кожну пробірку вносили 10 мкл 3% солянокислого 

цистеїну і залишали проби на 1 год при кімнатній температурі в темному 

місці до появи жовто-зеленого забарвлення. Рівень екстинкції вимірювали на 

спектрофотометрі "BioTek Synergy HT" (США) при довжинах хвиль 396 нм 

та 430 нм проти контролю. Різниця між показниками екстинкції при 396 нм 

та 430 нм відповідала вмісту фукози. Для побудови калібрувальної кривої 

готували стандартні розведення з вмістом фукози 2,0; 1,6; 1,25; 1, 0,5 

мкмоль/мл. Концентрацію фукози виражали в мкмоль на 1 мл слизу, який був 

отриманий в результаті його виділення 6 н N-ацетил-1-цистеїном. 

 

2.7.5. Визначення концентрації гексозамінів слизу 

 

Концентрацію гексозамінів визначали за реакцією з ацетилацетоном у 

лужному середовищі [123] після попереднього гідролізу гомогенату 

поверхневого слизу з 8 н HCl при 100°С впродовж 5 год. Гідролізат слизу 
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нейтралізували 3 н NaOH до слабко лужної реакції. Відбирали по 100 мкл 

вмісту нейтралізованого гідролізату слизу та додавали 100 мкл 

ацетилацетонового реактиву (ацетилацетон – 0,2 мл; 0,5 н Na2CO3 – 10 мл). 

Зразки ставили на киплячу водяну баню на 15 хв. Після охолодження 

додавали 200 мкл 96% етанолу та 50 мкл реактиву Ерліха (0,08 г п-

диметиламінобензальдегід, 3 мл 96 % етанолу, 3 мл НСlконц). Через 30 хв 

вимірювали екстинцію при λ = 540 нм за допомогою спектрофотометра для 

мікропланшетів "BioTek Synergy HT" (США). Результати обраховували за 

калібрувальною кривою, що була побудована за результатами екстинції 

стандартних розведень (10, 8, 6, 4, 2, 1 мкмоль/мл) d-

глюкозамінгідрохлориду. Концентрацію гексозамінів виражали в мкмоль на 

1 мл слизу, який був отриманий в результаті його виділення 6 н N-ацетил-1-

цистеїном. 

 

2.7.6. Визначення концентрації сіалових кислот слизу методом Гесса 

 

Концентрацію сіалових кислот визначали за методом Гесса [121] в 

основі якого лежить реакція взаємодії сіалових кислот з оцтово-

сірчанокислим реактивом після попереднього гідролізу слизу з 0,2 н H2SO4 

(1:1) при 80°С впродовж 1 год. В мікропробірки зі 100 мкл гідролізату слизу 

вносили 100 мкл 10% розчину трихлороцтової кислоти. Проби витримували 

на киплячій водяній бані впродовж 5 хв, після чого охолоджували проточною 

водою впродовж 5 хв та центрифугували при 7000 g 10 хв. Відбирали по 40 

мкл супернатанту та додавали 500 мкл оцтово-сірчанокислої суміші (5% 

Н2SO4 в льодовій оцтовій кислоті). Проби нагрівали на водяній бані при 

температурі 100°С впродовж 30 хв. Після охолодження інтенсивність 

фарбування вимірювали за допомогою спектрофотометра "BioTek Synergy 

HT" (США) при довжині хвилі 546 нм. Концентрацію сіалових кислот в 

зразках слизу визначали за калібрувальною кривою для N-

ацетилнейрамінової кислоти (0,8 мг/мл; 0,6 мг/мл; 0,4 мг/мл; 0,2 мг/мл; 0,1 
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мг/мл) та виражали в мкмоль на 1 мл слизу, який був отриманий в результаті 

його виділення 6 н N-ацетил-1-цистеїном. 

 

2.8. Зимографія 

 

 

Активність матриксних металопротеїназ (ММП–2 та ММП–9) 

визначали за допомогою електрофоретичного методу (зимографія), який 

базується на деградації субстрату (желатину) протеїназами [124]. Ізольовану 

ділянку товстої кишки гомогенізували в лізуючому буфері ((50 мМ тріс-HCl, 

150 мМ хлорид натрію, 0,1% ДСН, 1% тритон x100, 1% дезоксихолат натрію 

та інгібітори протеїназ і фосфатаз (1 мкМ ортованадат натрію) на 

диспергаторі T10 basic ULTRA-TURRAX® (IKA, Німеччина). Концентрацію 

протеїнів вимірювали за методом Бредфорда з використанням набору «Bio–

Rad для аналізу білків» (Bio–Rad, США). Зразки готували з використанням 

100 мкг заг. протеїну/зразок, до яких додавали нативний буфер для 

завантаження гелю у співвідношенні 1:1 (х2 – 2,5 мл 0,5 М тріс–HCl (pH 6,8), 

2 мл глiцерола, 4 мл 10% ДСН, 0,5 мл 0,1% бромфенолового синього, 10 мл 

Н2Одист.) та завантажували в гель без попереднього пiдiгрiвання. Протеїни 

роздiляли електрофоретично в 10% полiакриламiдному гелi з ДСН та 

додаванням желатину (10 мг/мл) впродовж 1,5 год (Т=22-23°С, 125V). 

Відновлення активностi MMП в полiакриламiдному гелi проводили шляхом 

видалення з нього ДСН. Для цього гель iнкубували в 2,5% розчинi тритон 

x100 при постiйному струшуваннi впродовж 30 хв при кiмнатнiй температурі 

(22–23°С). Далі гель iнкубували впродовж 16 год (Т=37°C) з буфером для 

проявки зимограми (х10 – 0,5M тріс–HCl, 2 M NaCl, 50 мM CaCl2 та 0,2% 

Brij). Потiм гель 15 хв забарвлювали 0,5% розчином фарби блакитного кумасi 

розведеним у розчинi метанол – оцтова кислота – вода, змiшаних у 

спiввiдношеннi 50:10:40, та знебарвлювали його у розчинi метанолу –  

оцтової кислоти – води (50:10:40) до появи прозорих смужок (40 хв), що 
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репрезентують протеолiтичну желатиназну активнiсть ММП–2 та ММП–9. 

Молекулярну масу ферментiв визначали за маркером молекулярної маси 

бiлкiв, що завантажували в кожний гель. 

2.9. Визначення проникності епітелію товстої кишки щурів  

 

 

Тваринам щодня впродовж 14 днів внутрішньом'язово вводили 

цефтриаксон (ПрАТ «Фармацевтична фірма «Дарниця», Україна) у дозі 300 

мг/кг. Тваринам контрольної групи, відповідно, 0,1 мл води для ін’єкцій. 

Визначення проникності епітелію товстої кишки щурів проводили на 15 та 72 

добу від початку експерименту. 

Проникність епітелію товстої кишки визначали з використанням фарби 

Еванс синій (EB) [125-126]. Щурів анестезували уретаном (1,1 г/кг, 

внутрішньоочеревинно), проводили лапаротомію, вводили катетер у ворітну 

вену для забору крові та накладали лігатури на товстий кишечник (біля 

ілеоцекальної заслінки та анального отвору). В ізольовану ділянку товстої 

кишки вводили 3 мл 1,5% розчину EB. Через 30, 60 та 90 хв після введення 

ЕВ у пластикові мікропробірки з гепарином відбирали по 200 мкл крові. 

Після кожного забору крові вводили відповідний об’єм фізіологічного 

розчину. Кров центрифугували впродовж 5 хв (5,000 g, Т= 4°C). Оптичну 

густину надосадової рідини вимірювали на спектрофотометрі при довжині 

хвилі 620 та 740 нм. Вміст ЕВ визначали за формулою: вміст ЕВ в зразку = 

екстинкція при 620 нм - (1,426 х екстинкція при 740 нм + 0,03). Проникність 

епітелію товстої кишки щурів визначали за кількістю фарби в крові через 30 

та 60 хв після введення в просвіт товстої кишки. 

 

 

2.10. Моделювання експериментального коліту у щурів 
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Експериментальний коліт викликали на 72 добу експерименту після 

попереднього введення цефтриаксону (300 мг/кг, 14 днів) одноразовим 

ректальним введенням (7 см від анального отвору за допомогою гумового 

катетеру S8 (Rüsch, Німеччина) 0,1 мл 3% розчину йодоацетаміду 

розчиненого в 1% розчині метилцелюлози [127]. Щурам контрольної групи 

вводили 0,1 мл 1% розчину метилцелюлози. 

Тварин (n = 20) розділили на 4 групи: контроль, яким впродовж 14 діб 

(1-14 доба) вводили воду для ін’єкцій (внутрішньом’язово) та 1% 

метилцелюлозу (ректально) на 72 добу експерименту; коліт, яким вводили 

воду для ін’єкцій (1-14 доба) та 3% йодоацетамід (ректально) на 72 добу 

експерименту; група, якій вводили цефтриаксон (Цф) в дозі 300 мг/кг 

(внутрішньом’язово) впродовж 14 діб (1-14 доба) та 1% метилцелюлозу на 72 

добу експерименту; Цф + Коліт, якій вводили цефтриаксон в дозі 300 мг/кг (1 

– 14 доба) та 3% йодоацетамід на 72 добу експерименту. Щурів умертвляли 

шляхом інгаляції СО2 з подальшою цервікальною дислокацією через 6 год 

після ректального введення йодоацетаміду або метилцелюлози. Методом 

кардіопунктури відбирали кров для імуноферментного аналізу. Видаляли 

ділянку товстої кишки довжиною 7 см від анального отвору, розрізали в 

поздовжньому напрямку, промивали в охолодженому фізіологічному розчині 

та злегка промокали фільтрувальним папером. Проводили оцінку 

макроскопічних уражень: площу ураження (мм
2
), поперечний переріз стінки 

товстої кишки (мм), площу ділянки, що втратила складки (мм
2
), масу кишки 

в перерахунку на 100 г маси тварини (мг/100г тіла), набряк товстої кишки за 

шкалою 0-3 (0 – без змін; 1– м'яке; 2 – помірне, 3 – сильне потовщення), а 

також загальний ступінь ураження товстої кишки за шкалою 0-3 (0 – норма, 1 

– уражено 1-10% товстої кишки, 2 – уражено 11-30%, 3 – уражено більше ніж 

30%). Тоді занурювали видалену ділянку товстої кишки в 10% розчин 

формаліну для подальших гістологічних досліджень. 
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2.11. Бактеріологічний аналіз мікробіоти дистального відділу товстої 

кишки щурів 

 

 

Фекалії щурів (1 г) гомогенізували в 9 мл стерильного 0,5% розчину 

хлориду натрію. З отриманого гомогенату готували робочі десятикратні 

розведення (10
-1

 – 10
-8

). Кількісний та якісний склад мікробіоти визначали 

посівом робочих розведень на диференційно-діагностичні середовища з 

селективними властивостями: Bifidobacterium Agar для біфідобактерій; MRS 

агар для лактобактерій; залізовмісний сульфітний агар для клостридій; маніт-

сольовий агар для виділення бактерій роду Staphylococcus, які метаболізують 

маніт (Staphylococcusaureus) та не використовують маніт в якості джерела 

вуглецю (Staphylococcus spp.); цитратний агар Симонса для виділення 

умовно-патогенних ентеробактерій, які здатні метаболізувати цитрат; 5% 

кров’яний агар для гемолітичних бактерій. Культивували при температурі 

37°С, обрахунок колоній здійснювали через 24-48 год. Ідентифікацію 

виділених мікроорганізмів здійснювали за морфологічними та 

тинкторіальними властивостями.  

Виділення бактерій групи кишкової палички проводили з 

використанням агару Ендо. Після інкубації при 37°С впродовж 24 годин 

колонії мікроорганізмів, що метаболізують лактозу (рожевий) та 

лактозонегативні (безбарвні), пересівали в пробірки на трицукровий 

залізовмісний агар уколом у стовбчик і штрихом по скошеній поверхні та 

культивували 48 год за 37°С. Бактерії, що метаболізують лактозу, здатні 

виділяти газ та не утворюють сірководень, розглядалися як лактозопозитивні 

Escherichia coli, лактозонегативні бактерії, здатні виділяти газ та не 

утворювати сірководень – як лактозонегативні Escherichia coli. 
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Після ідентифікації проводили кількісний облік мікроорганізмів, які 

росли у вигляді окремих колоній на диференційно-діагностичних 

середовищах з врахуванням робочого розведення. Результати представляли у 

вигляді lg колонієутворюючих одиниць (КУО) в 1 г фекалій (lg КУО/г). 

 

2.11.1. Визначення транслокації бактерій в кров 

 

Щурів анестезували уретаном, з розрахунку 1,1 г/кг 

(внутрішньоочеревинно), в асептичних умовах проводили лапаротомію, 

вводили стерильний катетер у ворітну вену для забору крові. Відбирали 1 мл 

крові та готували десятикратні розведення у стерильному фізіологічному 

розчині. Загальну кількість мікроорганізмів у крові виявляли методом посіву 

робочих розведень на 5% кров’яний агар. Кількість мікроорганізмів 

виражали у вигляді lg КУО в 1 мл крові (lg КУО/мл). 

 

 

2.12. Гістологічний аналіз товстої кишки щурів 

 

2.12.1. Морфометричний аналіз гістологічних зрізів 

 

Ділянки товстої кишки довжиною 1 см, які видаляли на відстані 3 см 

від анального отвору, фіксували у 10%-му розчині формаліну, заливали у 

парафін за загальноприйнятою методикою, та виготовляли поперечні зрізи 

товщиною 5 мкм на роторному мікротомі (Thermo Scientific™ HM 325 Rotary 

Microtome, США). Зрізи забарвлювали гематоксиліном з дофарбуванням 

еозином та аналізували під мікроскопом для виявлення морфологічних змін. 

Для морфометричного аналізу виготовляли цифрові мікрофотографії при 

збільшенні у 100 та 400 разів. Використовували мікроскоп Olympus System 

Microscope Model BX41 та фотокамеру Olympus Digital Camera C5050 Zoom 

(Японія). За допомогою комп’ютерної програми Imagе J вимірювали: 
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товщину слизової оболонки (мкм), глибину крипт (мкм), висоту ентероцитів 

(мкм) та площу поперечного перерізу їх ядер (мкм
2
). 

2.12.2. Цитохімічне визначення келихоподібних і тучних клітин 

 

Ділянки товстої кишки довжиною 1 см, які видаляли на відстані 3 см 

від анального отвору, фіксували у фіксаторі Карнуа (метанол, хлороформ, 

льодова оцтова кислота у співвідношенні 6:3:1 відповідно), заливали у 

парафін, та виготовляли поперечні зрізи товщиною 5 мкм на роторному 

мікротомі (Thermo Scientific™ HM 325 Rotary Microtome, США). Для 

цитохімічної ідентифікації тучних клітин зрізи товстої кишки забарвлювали 

толуїдиновим синім (ТОВ "БиоВитрум", Росія), для ідентифікації 

келихоподібних клітин – альциановим синім (ТОВ "БиоВитрум", Росія). 

Забарвлення проводили згідно з протоколом виробника. В тучних клітинах 

підраховували кількість гранул на одну клітину під імерсійним об’єктивом 

мікроскопа (Olympus System Microscope Model BX41, Японія). Також, 

підраховували кількість келихоподібних клітин на площу крипти (мм
2
) та 

площу поперечного перерізу келихоподібних клітин (мкм
2
) за допомогою 

комп’ютерної програми Imagе J. У кожній експериментальній групі було 

проаналізовано щонайменше 100 клітин.  

 

2.12.3. Імуногістохімічне дослідження рецепторів і транспортерів 

КЛЖК 

 

Для імуногістохімічного дослідження рецепторів і транспортерів 

КЛЖК, 1 см товстої кишки видаляли на відстані 3 см від анального отвору, 

для фіксації зразків використовували 10% розчин формаліну у фосфатному 

буферному розчині (рН 7,3-7,4). Заливали у парафін за загальноприйнятою 

методикою, та виготовляли зрізи товщиною 5 мкм на роторному мікротомі 

(Thermo Scientific™ HM 325 Rotary Microtome, США). Парафінові зрізи 

переносили на предметні скельця з адгезивною поверхнею (HistoBond
®
, Paul 
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Marienfeld GmbH & Co. KG, Німеччина) та проводили через ксилол та 

розчини етилового спирту з поступовим зниженням концентрації. 

Демаскування антигенів здійснювали шляхом нагрівання в цитратному 

буферному розчині (рН 6,0) на водяній бані (98°С) впродовж 30 хв.  

Активність ендогенної пероксидази блокували 0,3% розчином пероксиду 

водню після чого промивали тріс-HCl буфером (рН 7,6). Зразки інкубували 

впродовж 30 хв з антитілами кроля (West LA VA Medical Center, США) до 

FFA2 (розведення 1:300) та FFA3 (1:400) рецепторів КЛЖК, а також MCT1 

(1:400), MCT4 (1:400) та SMCT1 (1:500) транспортерів КЛЖК. На відмиті 

зрізи наносили робочий розчин (1:100) вторинних поліклональних антитіл 

проти ІgG кроля мічених пероксидазою хрону (Dako, Данія) у випадку 

дослідження рецепторів КЛЖК, та мічені флуоресцентно для транспортерів. 

Інкубували впродовж 30 хв. Фарбування зрізів для визначення рецепторів 

КЛЖК проводили розчином 3,3-діамінобензидину тетрагідрохлориду (Dako, 

Данія) і пероксиду водню у тріс-HCl буфері (рН 7,2) проводили впродовж 5 

хв. Після чого скельця із зрізами відмивали дистильованою водою та 

дофарбовували гематоксиліном Майєра (Dako, Данія). Зрізи для визначення 

транспортерів КЛЖК дофарбовували барвником Sytox зелений (Thermo 

Fisher Scientific, США). Після забарвлення зразки зневоднювали та заливали 

в канадський бальзам.  

 

 

2.14. Імуноферментний аналіз 

 

 

Для імуноферментного аналізу кров відбирали методом 

кардіопунктури, після чого інкубували в термостаті (+37°С) впродовж 30 хв 

та центрифугували 15 хв при 3500 g. Рівень інтерлейкіну-10 (ІЛ-10) та 

фактору некрозу пухлин-α (ФНП-α) визначали за допомогою методу 

«сендвіч»-ELISA (варіанту твердофазного імуноферментного аналізу, enzyme 



56 

 

linked immunosorbent assay), з використанням наборів реагентів для 

імуноферментного визначення концентрації ІЛ-10 (Вектор-Бест, Росія) та 

ФНП-α (Вектор-Бест, Росія) в сироватці крові, згідно протоколу виробника. 

Концентрацію ФНП-α та ІЛ-10 виражали в пг/мл сироватки крові. Всі 

вимірювання проводили не менше двох разів, результати усереднювали. 

 

 

2.14. Статистична обробка отриманих результатів 

 

 

Статистичну обробку результатів проводили за допомогою 

програмного забезпечення Statistica 7.0. Для оцінки кількісних показників 

визначали середнє значення (M) та стандартну похибку середнього (m). Для 

всіх наявних вибірок перевірена гіпотеза нормальності розподілу за методом 

Шапіро-Уїлка. У випадках, коли гіпотеза нормальності відкидалася, показник 

вірогідності (P) розраховували на основі рангового непараметричного 

критерію Манна-Уітні. В інших випадках розрахунок проводили за 

допомогою t-критерію Стьюдента. Критичний рівень вірогідності нульової 

статистичної гіпотези (р) приймався рівним 0,05. 
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РОЗДІЛ 3 

ВМІСТ КЛЖК ТА РІВЕНЬ КЛЖК-СПЕЦИФІЧНИХ РЕЦЕПТОРІВ І 

ТРАНСПОРТЕРІВ У ДИСТАЛЬНОМУ ВІДДІЛІ ТОВСТОЇ 

КИШКИ ЩУРІВ ПІСЛЯ ВВЕДЕННЯ ЦЕФТРИАКСОНУ 

 

3.1. Вміст КЛЖК у дистальному відділі товстої кишки щурів у різні 

терміни після введення цефтриаксону 

 

 

Відомо, що використання антибіотиків суттєво впливає на стан 

кишкової мікробіоти [29]. Загальноприйнято вважати, що вплив антибіотиків 

на мікробіоту організму є тимчасовим і обмежується тривалістю курсу 

антибіотикотерапії. В останні роки з’являється все більше відомостей, що 

антибіотикотерапія призводить до незворотних змін у складі нормобіоти 

людини [14-15, 33] наслідки яких залишаються недостатньо вивченими. Тому 

актуальним є дослідження складу мікробіоти товстої кишки не тільки під час 

введення антибіотика, але також у віддалені терміни після його відміни.  

Нами встановлено, що введення цефтриаксону впродовж 14 днів 

призводить до порушень якісного і кількісного складу кишкового 

мікробіоценозу щурів, які посилюються з часом. Так, на першу добу після 

відміни цефтриаксону (15 доба) кількість грампозитивних анаеробних 

цукролітичних біфідобактерій та лактобактерій була близькою до 

контрольних значень (табл. 3.1). Однак різко зростала кількість умовно-

патогенних та гемолітичних бактерій. Серед бактерій роду Staphylococcus 

виявлялась тенденція до зниження Staphylococcus aureus, зі збільшенням 

кількості Staphylococcus spp., які не метаболізують маніт. Лактозопозитивні 

Escherichia coli не висівались одразу після введення цефтриаксону (15 доба), 

однак на 29 добу експерименту їх кількість відповідала контрольним 

значенням. 
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Таблиця 3.1  

Кількість основних груп мікроорганізмів кишкового мікробіоценозу щурів 

(lg КУО/г фекалій) у різні терміни після введення цефтриаксону 

 (300 мг/кг, в.м., 14 діб) 

 

Група 

мікроорганізмів 

Перед 

введенням 

цефтриаксону 

(n = 5) 

Цефтриаксон, доба експерименту 

15 доба 

(n = 5) 

29 доба 

(n = 5) 

72 доба 

(n = 5) 

Біфідобактерії 8,86 ± 0,24 8,77 ± 0,24 8,13 ± 0,22 8,80 ± 0,15 

Лактобактерії 8,79 ± 0,16 8,18 ± 0,48 8,76 ± 0,06 9,00 ± 0,21 

Clostridiumspp. 1,94 ± 0,06 1,74 ± 0,19 2,20 ± 0,20 3,18 ± 0,48* 

Escherichia coli 

лактозопозитивні 

5,21 ± 0,27 0,00 ± 0,00* 5,14 ± 0,92 7,04 ± 0.51* 

Escherichia coli 

лактозонегативні 

1,72 ± 0,85 2,22 ± 0,92 2,50 ± 1,40 4,12 ± 0,78* 

Умовно-патогенні 

ентеробактерії 

1,08 ± 0,44 4,10 ± 0,13* 3,96 ± 0,01* 6,02 ± 0,68* 

Staphylococcus aureus  6,41 ± 0,07 3,95 ± 0,67* 4,42 ± 0,24 6.57 ± 0,48 

Staphylococcus spp.  1,02 ± 0,08 4,68 ± 0,58* 2,40 ± 0,98 6,69 ± 0,26* 

Гемолітичні бактерії 4,23 ± 0,23 7,63 ± 0,55* 5,06 ± 0,42 6,34 ± 0,48* 

Примітка. * – р ˂  0,05 відносно показників у контрольній групі. 

 

На 72 добу (через 56 днів після відміни цефтриаксону) різко зростає 

кількість як лактозопозитивних, так і лактозонегативних E. coli, умовно-

патогенних ентеробактерій та бактерій роду Сlostridium spp.  

Отже, введення цефтриаксону не змінює кількість облігатних 

анаеробних представників кишкової мікробіоти щурів, біфідобактерій та 

лактобактерій, проте призводить до стійкого в часі збільшення умовно-

патогенних та гемолітичних бактерій. На 72 добу (через 56 днів після 
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відміни цефтриаксону) кількість E. сoli, бактерій роду Сlostridium суттєво 

перевищує контрольні значення. 

В останні роки набуває актуальності вивчення процесів обміну 

низькомолекулярними метаболітами між мікробіотою і макроорганізмами 

[128-130]. Одними з найважливіших метаболітів кишкової мікробіоти, що 

мають суттєвий фізіологічний ефект, є КЛЖК. Тому наступним етапом нашої 

роботи було визначити вміст КЛЖК дистального відділу товстої кишки 

щурів у різні терміни після 14 добового введення цефтриаксону. 

Харчові волокна є потенційним субстратом для синтезу КЛЖК 

мікробіотою товстої кишки. Оскільки у гризунів сліпа кишка є основним 

органом, де рослинна їжа затримується та ферментується мікроорганізмами 

[131], ми з’ясували, як змінюється маса даного органу після введення 

цефтриаксону (рис. 3.1). Так, на 15 добу експерименту маса сліпої кишки 

була збільшеною в 2,9 раза (р < 0,01), на 29 добу – в 1,5 раза (р < 0,01), а на 

72 добу – в 1,3 раза (р < 0,01) порівняно із контрольними значеннями. 

 

 

Рис. 3.1. Маса сліпої кишки щурів у різні терміни після введення 

цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб); M ± m; 1 – контроль (n = 18), 2 – 

цефтриаксон (n = 18); * – р < 0,01 відносно показників у контрольній групі.  
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Далі ми визначили, як змінюється вміст КЛЖК у дистальному відділі 

товстої кишки щурів після введення цефтриаксону. На 15 добу експерименту 

загальний вміст КЛЖК (Σ(С2-С6)) при введенні цефтриаксону був зниженим 

в 4,8 раза (р < 0,05) порівняно з контролем (табл. 3.2). Вміст оцтової, 

пропіонової та масляної кислот був зниженим в 2,9; 13,8 і 8,5 раза (р < 0,05), 

відповідно. Вміст валеріанової, ізовалеріанової і капронової кислоти був 

нижче рівня детекції за даних параметрів хроматографічного розділення.  

 

Таблиця 3.2 

Вміст коротколанцюгових жирних кислот (КЛЖК) у дистальному відділі 

товстої кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону  

(300 мг/кг, в.м., 14 діб) 

 

 

КЛЖК 

Вміст (мкмоль/гфекалій) 

Контроль 

(n = 4) 

Цефтриаксон, 

доба експерименту 

15 доба (n = 4) 72доба (n = 4) 

Оцтова 10,98 ± 1,82 3,79 ± 1,03* 8,27 ± 0,66# 

Пропіонова 7,32 ± 1,41 0,53 ± 0,19* 2,41 ± 0,15*# 

Масляна 3,75 ± 0,72 0,44 ± 0,14* 3,91 ± 0,15# 

Валеріанова 0,37 ± 0,11 - 0,27 ± 0,03 

Ізовалеріанова 0,32 ± 0,13 - 0,38 ± 0,02 

Капронова 0,45 ± 0,13 - 0,17 ± 0,09 

Загальний 

вміст КЛЖК 

 

22,65 ± 3,47 

 

4,75 ± 1,36* 

 

15,14 ± 0,95# 

 

Примітка. * – р < 0,05 відносно показників у контрольній групі; # – р < 0,05 

відносно значень, отриманих на 15 добу; “-“ вміст кислоти нижче рівня 

детекції за даних параметрів хроматографічного розділення.  
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Серед КЛЖК найбільше значення мають оцтова, масляна та пропіонова 

кислоти, які є кінцевими продуктами метаболізму цукролітичної і 

протеолітичної мікробіоти кишки та використовуються для інтегральної 

оцінки її стану [132]. Після введення цефтриаксону на 15 добу експерименту 

ми відмічали збільшення відносного вмісту оцтової кислоти в 1,6 раза та 

зниження частки пропіонової і масляної кислот у 3,3 та 1,9 раза (р < 0,05), 

відповідно (рис. 3.2). Ці зміни підтверджувались зниженням в 4,3 раза (р < 

0,05) анаеробного індексу (рис. 3.3), який відображає окисно-відновний 

потенціал середовища товстої кишки. 

 

 

 

Рис. 3.2. Відносний вміст оцтової, пропіонової та масляної кислот у 

дистальному відділі товстої кишки щурів у різні терміни після введення 

цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб); M ± m; n = 12; * – р < 0,05 відносно 

показників у контрольній групі; # – р < 0,05 відносно значень, отриманих на 

15 добу. 

 

Враховуючи, що дисбіотичні порушення кишкової мікробіоти щурів 

спостерігаються впродовж тривалого часу після припинення введення 

антибіотика, ми перевірили, як ці зміни впливають на вміст КЛЖК. На 72 

добу загальний вміст КЛЖК у дистальному відділі товстої кишки щурів 
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підвищувався достовірно по відношенню до значень, отриманих на першу 

добу після введення цефтриаксону (15 доба експерименту). Проте вміст 

пропіонової кислоти залишався зниженим у 3 раза (р < 0,05) відносно 

контролю. Вміст масляної кислоти у дистальному відділі товстої кишки 

щурів, яким вводили цефтриаксон, відповідав контрольним значенням на 72 

добу (табл. 3.2).  

 

 

Рис. 3.3. Анаеробний індекс у різні терміни після введення 

цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб); M ± m; n = 12; * – р < 0,05 відносно 

показників у контрольній групі; # – р < 0,05 відносно значень, отриманих на 

15 добу. 

 

Відносний вміст оцтової кислоти знижувався в 1,5 раза (р < 0,05) на 72 

добу порівняно зі значеннями, отриманими на 15 добу, та відповідав 

контрольним значенням, в той час як відносний вміст пропіонової кислоти 

залишався зниженим в 2 раза (р <0,05) порівняно з контролем (рис. 3.2). 

Відносний вміст масляної кислоти, навпаки, в 1,6 раза (р <0,05) перевищував 

контрольні значення. Анаеробний індекс в 1,3 раза (р <0,05) був нижчим 

контрольних значень на 72 добу експерименту (рис. 3.3). 
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Таким чином, отримані результати вказують на те, що введення 

цефтриаксону призводить до різкого зниження загального вмісту КЛЖК у 

дистальному відділі товстої кишки щурів відразу після введення антибіотика. 

Найбільш суттєвими спостерігаються зміни вмісту пропіонової і масляної 

кислот, що призводить до зростання відносного вмісту оцтової кислоти. Ці 

зміни є стійкими в часі. Навіть на 72 добу суттєво зниженим залишається 

вміст пропіонової кислоти та анаеробний індекс. Отже, антибіотикотерапія 

призводить до стійких тривалих порушень метаболічної активності 

мікробіоти товстої кишки щурів.  

Зниження вмісту КЛЖК у дистальному відділі товстої кишки є 

очікуваним після прийому антибіотиків. Вплив антибіотикотерапії на 

продукцію КЛЖК мікробіотою товстої кишки розглядався раніше [25-28]. 

Пероральний прийом кліндаміцину здоровими волонтерами впродовж 6 днів 

призводив до зниження загального вмісту КЛЖК у фекаліях у 8,6 раза та 

збільшення відносного вмісту оцтової кислоти з 50% до 90% від загального 

вмісту [26]. Клінічні дослідження також показали суттєве зниження 

загального вмісту фекальних КЛЖК під час антибіотокоасоційованої діареї, 

незалежно від групи антибіотиків (цефуроксим, ципрофлоксацин, 

кліндаміцин, доксициклін, метронідазол, пеніцилін, тетрациклін, ванкоміцин 

та ін.) [27]. Внутрішньом'язове введення здоровим волонтерам 1 г 

цефтриаксону впродовж 5 днів призводило до суттєвого зниження вмісту 

КЛЖК у фекаліях на третій і п’ятий день терапії [133]. 

Оскільки більшість досліджень проводилось під час або одразу після 

введення антибіотика, залишається відкритим питання щодо тривалості 

порушень метаболічного профілю мікробіоти, обумовлених 

антибіотикотерапією. У нашому дослідженні ми спостерігали стійкі в часі 

зміни вмісту КЛЖК, які не супроводжувались суттєвим зниженням кількості 

анаеробних мікроорганізмів, що є основними продуцентами КЛЖК. Отже, 

виявлені зміни вмісту КЛЖК є перш за все свідченням порушення 

метаболічної активності кишкової мікробіоти після антибіотикотерапії, а не її 
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складу. Це дозволяє припустити, що збільшення маси сліпої кишки пов’язане 

з накопиченям речовин, які повинні розщеплюватись мікроорганізмами. 

Tulstrup і ін. [134] показали збільшення ваги сліпої кишки після введення 

амоксициліну і ванкоміцину. Розвиток розширеної сліпої кишки є 

характерною рисою в гризунів-гнотобіонтів [135].  

З огляду на те, що КЛЖК є основним енергетичним субстратом для 

ентероцитів [20], зниження їх вмісту може призводити до порушення 

гомеостазу клітин слизової оболонки товстої кишки щурів. Встановлено, що 

порушення біохімічного взаємозв’язку між мікробіотою та макроорганізмом 

впливає на перебіг запалення на моделях коліту, артриту і астми [53]. 

Зменшення кількості бутират-продукуючих бактерій та вмісту КЛЖК 

виявлено у фекаліях хворих на виразковий коліт, що вказує на роль 

дисбактеріозу кишечника і зменшення бутирату в розвитку даної патології 

[136]. Подібні зміни також відмічались при нозокоміальних діареях та C. 

difficile-асоціованому коліті [137]. Зниження фекального бутирату було 

виявлено у пацієнтів з аденокарциномою товстої кишки [138]. 

Виявлене нами зниження анаеробного індексу та збільшення 

відносного вмісту оцтової кислоти може свідчити про пригнічення 

активності анаеробної та активацію аеробної ланки мікробіоти у відповідь на 

введення цефтриаксону. Пропіонат і бутират мають однаковий прозапальний 

потенціал, обумовлений пригніченням транскрипції ядерного фактора каппа-

В, в той час як ацетат виявляє значно меншу ефективність [51]. Крім того, 

бутират і пропіонат, але не ацетат, впливають на секрецію кишкових 

гормонів, що є важливим механізмом регуляції метаболізму макроорганізму 

мікробіотою [139]. Ацетат може збільшувати ацетилування гістонів клітин 

макрофагів in vitro шляхом ретроінгібування гістондеацетилаз та активації 

гістонацетилтрансферази. Це призводить до активації транскрипції 

прозапальних генів та синтезу цитокінів [140]. Тому отримані нами дані 

вказують на прозапальні властивості внутрішньопорожнинного середовища 

товстої кишки щурів після введення цефтриаксону.  
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3.2. Вплив цефтриаксону на імуногістохімічну реактивність 

транспортерів КЛЖК у слизовій оболонці товстої кишки щурів  

 

 

Ми припустили, що обумовлені введенням цефтриаксону дисбіотичні 

зміни мікробіоти товстої кишки та вмісту КЛЖК призводитимуть до змін у 

транспортно-рецепторній системі, яка опосередковує ефект даних кислот на 

організм. На сьогодні відомо, що всмоктування КЛЖК клітинами епітелію 

товстої кишки здійснюється за участю білків-переносників [141].  

За умов норми (контрольна група щурів) позитивне імуногістохімічне 

забарвлення протон-залежних транспортерів коротколанцюгових 

монокарбонових кислот (МСТ1 та МСТ4) детектувалось на базолатеральній 

мембрані поверхневих та ентероцитів крипт товстої кишки щурів (рис. 3.4). 

Зокрема, MCT4 транспортер був виявлений на базолатеральній мембрані 

поверхневих епітеліальних клітин, та ентероцитів, що вистилають верхню 

половину крипт, у той час як MCT1 транспортер локалізувався на 

базолатеральній мембрані поверхневих ентероцитів та епітеліальних клітин 

по всій довжині крипт. Інтенсивність імуногістохімічного фарбування MCT1 

та МСТ4 транспортерів збільшувалась після введення цефтриаксону. 

Імунореактивність для Na
+
-залежного транспортера коротко-

ланцюгових монокарбонових кислот 1 (SMCT1) була локалізована на 

апікальній мембрані поверхневих, та ентероцитів по всій довжині крипт (рис. 

3.4). Імунореактивність SMCT1 транспортерів була нижчою в слизовій 

оболонці товстої кишки щурів, яким вводили цефтриаксон порівняно з 

контрольною групою. 

Отже, введення цефтриаксону приводить до підвищення 

імунореактивності протон-залежних МСТ1 та МСТ4 транспортерів 

коротколанцюгових монокарбонових кислот на базальній мембрані 

ентероцитів, проте знижує імунореактивність апікального Na
+
-залежного 
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SMCT1 транспортера коротколанцюгових монокарбонових кислот у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів. 

 

 

 Рис. 3.4. Імунореактивність MCT1, MCT4 і SMCT1 транспортерів 

КЛЖК у слизовій оболонці товстої кишки щурів після введення 

цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб): імуногістохімія (позитивне 

забарвлення – червоний колір), ×400; n = 6. 

 

Всмоктування КЛЖК у товстій кишці є дуже ефективним процесом, 

оскільки тільки 5-10% КЛЖК виводиться з організму у складі фекалій [16]. 

КЛЖК можуть транспортуватись у клітини за допомогою пасивної дифузії та 

за участю SMCT і MCT мембранних транспортерів [141-142]. Однак, за 

фізіологічних значень рН вмісту товстої кишки (5,6-6,6), КЛЖК перебувають 

в аніонній формі, і тому не можуть транспортуватися шляхом простої дифузії 

[143]. Таким чином, очевидно, що в природних умовах КЛЖК переважно 

транспортуються за участю транспортерів. Результати нашого дослідження 

виявили локалізацію MCT1 та MCT4 транспортерів на базолатеральній 

мембрані ентероцитів, у той час як SMCT1 – на апікальній мембрані 
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епітеліальних клітин дистального відділу товстої кишки щурів, що 

узгоджується з дослідженнями інших авторів [144]. Це дозволяє припустити, 

що SMCT1 транспортери беруть участь у всмоктуванні КЛЖК з просвіту 

товстої кишки, тоді як MCT транспортують КЛЖК у системний кровотік. 

Введення цефтриаксону збільшувало імунореактивність МСТ транспортерів 

на мембранах клітин слизової оболонки товстої кишки щурів, що може 

свідчити про збільшення надходження КЛЖК в кровотік.  

Ми виявили, що імунореактивність SMCT1 суттєво знижувалась після 

введення цефтриаксону. Cresci та ін. [145] показали, що експресія SMCT1 

знижується на 75% в товстій кишці (Р < 0,0001) і 85% в тонкій кишці (Р < 

0,0001) у мишей-гнотобіонтів. Експресія транспортера відновлюється після 

колонізації мишей-гнотобіонтів бактеріями. Крім того SMCT1 не 

експресуються у пацієнтів з раком товстої кишки, на моделі раку кишечника 

мишей, а також в клітинних лініях раку товстої кишки [20]. Відновлення 

експресії SMCT1 у ракових клітинах товстої кишки викликає апоптоз цих 

клітин, але тільки за наявності в зовнішньому середовищі масляної кислоти. 

Таким чином, SMCT1 опосередковує онкосупресорний ефект масляної 

кислоти.  

Також відомо, що SMCT1 здійснює транспорт КЛЖК шляхом 

симпорту з Na
+
. Процес перенесення електрогенний, оскільки відношення 

Na
+
/ монокарбоксилат за транспортний цикл складає ≥ 2 [146-147]. Ці дані 

свідчить про зв’язок всмоктування КЛЖК з транспортом води та електролітів 

в товстій кишці. Наші результати дозволяють припустити, що зниження рівня 

SMCT1 після антибіотикотерапії може залучатись в механізми розвитку 

антибіотикоасоційованої діареї. 
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3.3. Локалізація та рівеньFFA2 та FFA3 рецепторів до КЛЖК в товстій 

кишці щурів після введення цефтриаксону  

 

 

Відомо, що КЛЖК – це не лише важливе джерело енергії, але також 

відіграють роль важливих хімічних месенджерів або сигнальних молекул 

[141]. У 2003 році трьома незалежними групами науковців була показана 

наявність двох типів рецепторів до КЛЖК: FFA2 (GPR 43) та FFA3 (GPR41) 

[17-19]. 

Проведене нами імуногістохімічне дослідження показало, що FFA2 

рецептори вільних жирних кислот локалізуються на келихоподібних клітинах 

по всій довжині крипт слизової оболонки товстої кишки щурів, а також, дещо 

в меншій мірі порівняно з FFA3, на поверхневих ентероцитах. Після введення 

цефтриаксону імунореактивність FFA2 помітно знижувалась (рис. 3.5).  

FFA3 рецептори переважно локалізувались на мембрані поверхневих 

ентероцитів слизової оболонки товстої кишки щурів, а також позитивне 

фарбування детектувалось на келихоподібних клітинах (рис. 3.5). Після 

введення цефтриаксону інтенсивність імуногістохімічного фарбування FFA3 

рецепторів до КЛЖК знижувалась. Крім того, ми виявили локалізацію FFA3 

рецепторів до КЛЖК на нейронах ентеральних плетив товстої кишки (рис. 

3.5). Після 14-добового введення цефтриаксону також відмічалось зниження 

імунореактивності FFA3 рецепторів на нейронах міентеральних плетив.  

Отже, отримані результати вказують на зниження імунореактивності 

FFA2 та FFA3 рецепторів КЛЖК в товстій кишці щурів після введення 

цефтриаксону. Для кількісної оцінки виявлених змін, а також встановлення їх 

тривалості, ми визначили рівень FFA2 та FFA3 рецепторів КЛЖК у товстій 

кишці щурів у різні терміни після введення цефтриаксону методом Вестерн-

блот. 
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Рис. 3.5. Імунореактивність FFA2 і FFA3 рецепторів КЛЖК у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 

14 діб): імуногістохімія (позитивне забарвлення – коричневий колір), ×100, 

стрілками вказано локалізацію позитивного фарбування; n = 6. 

 

Після 14-добового введення цефтриаксону FFA2 рецептори практично 

не детектувались у слизовій оболонці товстої кишки щурів на 15 та 72 добу 

експерименту (рис. 3.6А). Рівень FFA3 рецепторів після введення 

цефтриаксону знижувався в 9,3 раза (р < 0,05) порівняно з контрольними 

значеннями на 15 добу експерименту. На 29 добу спостерігалось підвищення 

рівня FFA3 рецепторів КЛЖК у слизовій оболонці товстої кишки щурів, яким 

вводили цефтриаксон, однак значення не були статистично вірогідними. На 

72 добу експерименту рівень FFA3 рецепторів збільшувався в 13 разів (р < 

0,05) порівняно зі значеннями, отриманими на першу добу після введення 

цефтриаксону (15 доба експерименту) та статистично вірогідно не 

відрізнявся від контрольних значень.  
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Рис. 3.6. Рівні FFA2 (А) та FFA3 (Б) рецепторів КЛЖК у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів у різні терміни після 14-добового введення 

антибіотика цефтриаксону (300 мг/кг, в.м.): Вестерн-блот аналіз; M ± m; n = 

16; * – р < 0,05 відносно показників у контрольній групі; # – р < 0,05 відносно 

показників, отриманих на 15 добу. 

 

Отже, наше дослідження показало зниження імунореактивності та 

рівня FFA2 та FFA3 рецепторів у слизовій оболонці товстої кишки щурів 

після введення цефтриаксону.  

Зниження або навіть повна втрата імунореактивності FFA2 була 

виявлена в тканині колоректальної аденокарциноми. Відновлення експресії 

FFA2 в HCT8 клітинах аденокарциноми людини індукувало G0/G1 арест 

клітинного циклу та активацію каспаз, що збільшує апоптотоз клітин в 

середовищі, що містить пропіонат/бутират [148]. Селективна експресія FFA2 

виявлена в лейкоцитах, зокрема поліморфоядерних клітинах. Також 

показано, що рецептори КЛЖК виконують важливу роль у рекрутингу 

нейтрофілів під час запалення в кишечнику та опосередковують регуляцію 

запальних реакцій кишковою мікробіотою [18]. Активація FFA2 (GPR43) 

рецепторів КЛЖК на імунних клітинах необхідна для нормального перебігу 

запальних реакцій. Миші з нокаутованим геном GPR43 (Gpr43
-/-

) показали 

* 
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підвищену активність та тривалість запалення на моделях коліту, артриту і 

астми. Це було пов’язано зі збільшенням продукції запальних медіаторів 

Gpr43
-/-

 клітинами імунної системи, та підвищеним рекрутингом імунних 

клітин. Подібні порушення регуляції імунних реакцій також виявлялись у 

мишей-гнотобіонтів [53]. 

FFA3 рецептори активно експресуються в клітинах слизової оболонки 

товстої кишки, та функціонують в якості сенсорів КЛЖК просвіту 

кишечника [149]. Відомо, що FFA3 рецептори експресуються 

ентероендокринними клітинами (L-клітини) товстої кишки, що секретують 

пептид тирозин-тирозин (PYY) та глюкагоноподібний пептид-1 (GLP-1) [73, 

149]. Tolhurst та ін. [74] показав, що КЛЖК активують секрецію GLP-1 

клітинами кишечника in vitro. У нокаутованих по Gpr41
-/-

 (FFA3) мишей, 

секреція GLP-1 була нижчою, ніж у мишей дикого типу. Це свідчить про 

важливу роль КЛЖК в підтриманні енергетичного гомеостазу організму.  

В наших дослідженнях FFA3 рецептори також було виявлено на 

клітинах міентеральних нервових плетив підслизової оболонки, що 

узгоджується з даними Nøhr та ін. [73]. Показано, що КЛЖК і кетонові тіла 

регулюють активність симпатичної нервової системи через GPR41(FFA3). 

Пропіонат підвищує активність симпатичної нервової системи, з іншого 

боку, кетонові тіла пригічують за рахунок антагонізму GPR41, що 

корелювало з ефектами цих речовин щодо споживання енергії [150]. Ці дані 

свідчать про участь FFA3 рецепторів нервових клітин в регуляції 

метаболізму організму. 

Отже, виявлені зміни рівня рецепторів і транспортерів КЛЖК після 

введення цефтриаксону підтверджують важливу роль останніх у підтриманні 

гомеостазу ШКТ та організму в цілому.  
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Висновки до розділу 

 

1. Введення цефтриаксону впродовж 14 діб не викликало достовірних 

змін кількості біфідобактерій та лактобактерій, однак призводило до 

збільшення кількості умовно-патогенних та гемолітичних бактерій серед 

кишкової мікробіоти щурів на 15 добу. Ці зміни виявлялись на 72 добу 

експерименту та супроводжувались збільшенням кількості 

лактозопозитивної і лактозонегативної Escherichia coli та бактерій роду 

Clostridium порівняно з контрольними значеннями.  

2. Введення цефтриаксону призводило до різкого зниження загального 

вмісту КЛЖК у дистальному відділі товстої кишки щурів на 15 добу. 

Найбільш суттєвими були зміни вмісту пропіонової і масляної кислот, що 

призводило до зростання відносного вмісту оцтової кислоти. Ці зміни були 

стійкими в часі та супроводжувались збільшенням маси сліпої кишки щурів 

через накопичення неперетравлених речовин. Навіть на 72 добу вірогідно 

зниженим, відносно контрольних значень, залишався вміст пропіонової 

кислоти та анаеробний індекс. 

3. Зниження вмісту КЛЖК після введення цефтриаксону асоціювалось 

зі змінами рівнів КЛЖК-специфічних рецепторів і транспортерів, які 

опосередковують ефект даних кислот на організм. На 15 добу знижувалась 

імунореактивність SMCT1 транспортерів КЛЖК на апікальній мембрані 

ентероцитів слизової оболонки товстої кишки щурів, в той час як 

імунореактивність МСТ1 та МСТ4 транспортерів КЛЖК на базальній 

мембрані ентероцитів підвищувалась. 

4. Показано локалізацію FFA2 та FFA3 рецепторів до КЛЖК на 

мембрані келихоподібних клітин та поверхневих ентероцитів слизової 

оболонки товстої кишки. Введення цефтриаксону призводило до значного 

зниження рівня FFA2 та FFA3 рецепторів. 
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РОЗДІЛ 4 

ХАРАКТЕРИСТИКА БАР’ЄРНОЇ ФУНКЦІЇ СЛИЗОВОЇ ОБОЛОНКИ 

ТОВСТОЇ КИШКИ ЩУРІВ ПІСЛЯ ВВЕДЕННЯ ЦЕФТРИАКСОНУ 

 

 

4.1 Окисно-антиоксидантна рівновага в слизовій оболонці товстої 

кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону 

 

4.1.1. Активність процесів перекисного окиснення ліпідів та ферментів 

антиоксидантного захисту в слизовій оболонці товстої кишки щурів 

 

Оскільки КЛЖК виконують важливу роль в енергозабезпеченні 

ентероцитів та беруть участь у підтриманні функцій кишкового бар’єру [47], 

ми припустили, що зниження метаболічної активності кишкової мікробіоти 

внаслідок антибіотикотерапії може призводити до порушень окисно-

антиоксидантного балансу в клітинах слизової оболонки товстої кишки. 

Вміст ШКТ, а також патогенні мікроорганізми здатні здійснювати 

прозапальний вплив на епітелій, активуючи поліморфоядерні лейкоцити і 

макрофаги, які є джерелом прозапальних цитокінів та інших медіаторів, з 

подальшим розвитком оксидативного стресу [100]. Тому наступним 

завданням нашого дослідження було визначення активності процесів 

перекисного окиснення ліпідів та ферментів антиоксидантного захисту в 

різні терміни після введення цефтриаксону. 

Введення цефтриаксону призводило до підвищення вмісту ТБК-

активних сполук в слизовій оболонці товстої кишки щурів у 4,1 раза (р < 

0,05), порівняно з контролем, на 15 добу експерименту (рис. 4.1). На 29 добу 

вміст ТБК-активних сполук перевищував контрольні значення в 2,9 раза (р < 

0,05) і лише на 72 добу знижувався до контрольних показників.  
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Рис. 4.1. Вміст ТБК-активних сполук у слизовій оболонці товстої 

кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в. м., 

14 діб); M ± m; контроль (n = 15), цефтриаксон (n = 15); * – р <0,05 відносно 

показників у контрольній групі. 

 

Супероксиддисмутаза (СОД) є першою лінією захисту від активних 

форм кисню в клітині каталізуючи реакцію дисмутації супероксидних 

радикалів O2
•– 

в О2 та Н2О2. Введення цефтриаксону впродовж 14 діб 

призводило до зниження супероксиддисмутазної активності в слизовій 

оболонці товстої кишки щурів в 1,8 раза (р = 0,08) порівняно з контрольними 

значеннями на 15 добу експерименту (рис. 4.2). СОД активність залишалася 

зниженою в 1,9 раза (р < 0,05) навіть на 72 добу експерименту (через 56 діб 

після відміни антибіотика).  

Каталазна активність в слизовій оболонці товстої кишки після введення 

цефтриаксону знижувалась в 1,4 раза (р < 0,05) на 15 добу експерименту, 

однак на 29 добу – відмічалось збільшення її активності (рис. 4.3). На 72 добу 

каталазна активність в слизовій оболонці товстої кишки щурів в 1,4 раза (р < 

0,05) перевищувала контрольні значення. 
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Рис. 4.2. Супероксиддисмутазна активність у слизовій оболонці товстої 

кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 

діб); А – електрофореграма після детекції СОД активності, Б – результати 

денситометрії; контроль (n = 4), цефтриаксон (n = 12); M ± m; * – р < 0,05 

відносно показників у контрольній групі.  

 

Отже, введення цефтриаксону призводить до порушення окисно-

антиоксидатного балансу в слизовій оболонці товстої кишки щурів, яке 

спостерігається впродовж тривалого часу після відміни антибіотика.  

Активні форми кисню та оксиду нітрогену постійно утворюються в 

ШКТ [100]. Наслідком неконтрольованого оксидативного стресу може бути 

активація процесів перекисного окиснення ліпідів (ПОЛ), маркером 

інтенсивності якого є накопичення ТБК-активних сполук, що утворюються в 

результаті перекисного окиснення поліненасичених жирних кислот [151]. 

Наші результати показали, що вміст ТБК-активних сполук перевищував 

контрольні показники одразу після введення та впродовж 14 діб після 

відміни цефтриаксону. Активацiя ПОЛ може прозводити до порушення 



76 

 

проникностi клiтинних мембран, гальмування окисного фосфорилювання в 

мiтохондрiях, пригнічення синтезу ДНК та поділу клітин, що сприяє 

розвитку хронiчного рецидивуючого запалення [152]. Очевидно, ці зміни є 

результатом порушення активності ферментів антиоксидантного захисту. У 

відповідь на порушення окисно-антиоксидантної рівноваги, тканини 

найчастіше спочатку відповідають підвищенням активності ферментів 

антиоксидантної системи. Проте, тривалий оксидативний стрес виснажує 

ресурси організму, що призводить до дисбалансу активності ферментів 

антиоксидантного захисту [153], що і спостерігалось після введення 

цефтриаксону.  

 

 

Рис. 4.3. Каталазна активність у слизовій оболонці товстої кишки щурів 

у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб); M ± m; 

контроль (n = 15), цефтриаксон (n = 15); * – р < 0,05 відносно показників у 

контрольній групі.  

 

Описані зміни свідчать про порушення окисно-антиоксидантного 

балансу клітин слизової оболонки товстої кишки після введення 

цефтриаксону та можуть призводити до незворотного пошкодження клітин, 

включаючи розриви ДНК, агрегацію або фрагментацію білків, а також 
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дисфункцій клітинних мембран [154]. Наслідком такого впливу є порушення 

бар’єрної функції, яке, зокрема, може спричинити підвищення проникності 

слизової оболонки товстої кишки із наступним розвитком запалення [100]. 

Показано, що оксидативний стрес є одним з основних механізмів, залучених 

в патогенез запальних захворювань кишечника [102, 154]. Згідно даних 

Фоменко [155], оксидативні реакції (зростання концентрації ТБК-активних 

сполук та коливання активності ферментів антиоксидантного захисту) 

створюють передумови для розвитку деструктивних ушкоджень слизової 

оболонки товстої кишки за умов водно-іммобілізаційного та адреналін-

індукованого стресу.  

Наші спостереження розширюють розуміння ролі кишкової мікробіоти 

в підтриманні гомеостазу клітин слизової оболонки та взаємозв’язку 

тривалого використання антибіотиків і розвитку запалення товстої кишки. 

Виявлені нами дисбіотичні порушення мікробіоти та зниження продукції 

масляної кислоти, яка виконує важливу роль в енергозабезпеченні 

ентероцитів, можуть призводити до змін енергетичного метаболізму 

колоноцитів після введення антибіотика. Дефіцит енергії призводить до змін 

окисно-відновного стану клітин слизової оболонки товстої кишки та 

зниження інтенсивності окисного фосфорилювання і, як результат, розвитку 

оксидативного стресу [156], що відповідає змінам, виявленим у мишей-

гнотобіонтів [47]. Оксидативний стрес, в свою чергу, може асоціюватись з 

розвитком прозапальних змін в кишечнику внаслідок антибіотикотерапії 

[157]. 

 

4.1.2. Рівень редокс-чутливих транскрипційних факторів у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону 

 

Відомо, що окисники, крім цитотоксичності, можуть модулювати 

численні редокс-чутливі сигнальні шляхи, які залучені до регуляції 

дегенеративних патофізіологічних станів [153]. Активні форми кисню 
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змінюють активність редокс-чутливих транскрипційних факторів шляхом 

окиснення SH-груп цистеїну білкової молекули [158].  

Введення цефтриаксону впродовж 14 діб призводило до зниження 

вмісту білкових тіолових груп в 1,9 раза (р <0,05) на 15 добу експерименту 

(рис. 4.4). На 29 добу не спостерігалось повного відновлення вмісту білкових 

SH-груп в слизовій оболонці товстої кишки щурів (р = 0,08), проте на 72 добу 

значення відповідало контролю.  

 

 

 

Рис. 4.4. Вміст тіолових груп білків у слизовій оболонці товстої кишки 

щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в. м., 14 діб); 

M ± m; 1 – контроль (n = 15), 2 – цефтриаксон (n = 15); * – р <0,05 відносно 

показників у контрольній групі. 

  

 Зниження вмісту білкових тіолових груп після введення антибіотика 

поряд із порушенням оксидантно-антиоксидантного балансу може свідчити 

про зміни окисно-відновного потенціалу в слизовій оболонці товстої кишки, 

що передбачає активацію редокс-чутливих транскрипційних факторів та 

сигнальних шляхів. До таких факторів, зокрема, належить Egr-1 (білок 

ранньої відповіді 1), Sp-1 (специфічний білок 1) та HIF1α (фактор1α, що 

індукується гіпоксією).  

 Визначення рівня редокс-чутливих транскрипційних факторів Egr-1 та 

Sp-1 на перший день після 14-добового введення цефтриаксону показало 
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тенденцію до його підвищення порівняно з контролем, однак отримані 

значення не були статистично вірогідними (рис. 4.5А, Б). Ми припустили, що  

 

Рис. 4.5. Рівень транскрипційних факторів Еgr-1 (А) та Sp-1 (Б) у 

слизовій оболонці товстої кишки щурів після 14-добового введення 

цефтриаксону (300 мг/кг, в. м.); контроль (n = 3), цефтриаксон (n = 3); 

Вестерн-блот аналіз; M ± m. 

 

це пов’язано з тим, що Egr-1 та Sp-1 є редокс-чутливими транскрипційними 

факторами ранньої відповіді [159-160], активація яких пов'язана з початком 

розвитку оксидативного стресу. Тому ми перевірили рівень даних білків у 

слизовій оболонці товстої кишки щурів на 6 добу експерименту. Так, 5-

добове введення цефтриаксону спричинювало підвишення рівня редокс-

чутливих транскрипційних факторів Egr-1 та Sp-1 порівняно з контролем в 

1,8 (р < 0,05) та 1,4 раза (р < 0,05), відповідно (рис. 4.6).  

Оскільки важливим пусковим механізмом структурно-функціональних 

змін клітин за умов порушення балансу між продукцією активних форм 

кисню та їх знешкодженням антиоксидантною системою є розвиток гіпоксії, 

ми визначили рівень транскрипційного фактора, який репрезентує стан 

гіпоксії тканини, а саме HIF1α. Результати досліджень показали, що рівень 

HIF1α зростав в 1,9 раза (р < 0,05), порівняно з контрольними значеннями, в 

слизовій оболонці товстої кишки щурів після введення цефтриаксону на 15 

добу експерименту (рис.4.7). 
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Рис. 4.6. Рівень транскрипційних факторів Еgr-1 (А) та Sp-1 (Б) у 

слизовій оболонці товстої кишки щурів після 5-добового введення 

цефтриаксону (300 мг/кг, в.м.); контроль (n = 3), цефтриаксон (n = 3); 

Вестерн-блот аналіз; M ± m* – р < 0,05 відносно показників у контрольній 

групі. 

 

Відомо, що Egr-1 і Sp-1 відіграють важливу роль в патогенезі 

виразкової хвороби [161-163]. Зокрема, Khomenko і співавт. [164] показали 

збільшення рівня білка та мРНК Egr-1 на ранніх стадіях цистеамін-

викликаної виразки дванадцятипалої кишки. Підвищення рівня протеїну Egr-

1 та його транслокації в ядро клітин слизової оболонки товстої кишки було 

виявлено під час розвитку йодоацетамід-індукованого виразкового коліту у 

щурів [163].  

Egr-1 – це протеїн «ранньої відповіді», відноситься до групи редокс-

чутливих транскрипційних факторів, що швидко активується при порушенні 

оксидативного балансу [160]. Egr-1 здатний активувати гени багатьох 

факторів з ангіогенною активністю (bFGF, PDGF-A, PDGF-B, VEGF, VEGFR-

1, ангіопоентин-1, протеази), а також прозапальних медіаторів (IСАМ-1, 

VCAM-1, TNF-α, IL-1β, IL-2, хемотаксичний білок моноцитів-1, тканинний 

фактор GM-CSF) шляхом взаємодії з сайтом зв'язування ДНК проксимальної 

промоторної ділянки гена або шляхом міжбілкової взаємодії з іншими 

транскрипційними факторами [160, 163]. Редокс-чутливиий транскрипційний  



81 

 

 

 

Рис. 4.7. Рівень транскрипційного фактору HIF1α в слизовій оболонці 

товстої кишки щурів після 14-добового введення цефтриаксону (300 мг/кг, в. 

м.); Вестерн-блот аналіз; контроль (n = 3), цефтриаксон (n = 3); M ± m; * – р < 

0,05 відносно показників у контрольній групі. 

 

фактор Sp-1 відіграє важливу роль в регуляції таких клітинних процесів, як 

метаболізм, ріст, диференціація, ангіогенез і апоптоз [165]. Він бере участь в 

регуляції експресії генів білків домашнього господарства, експресії 

специфічних генів, які визначають напрямок комітаціі еритроїдного, 

моноцитарного і лімфоїдного ряду. Встановлено протекторну функцію Sp-1 у 

відповідь на збільшення вільних радикалів в нейронах головного мозку [159]. 

HIF1α є основним клітинним механізмом координації транскрипції в 

умовах «фізіологічної гіпоксії» в кишечнику. HIF1α регулює транскрипцію 

генів, що мають вирішальне значення для забезпечення бар’єрної функції 

епітелію, синтезу муцинів та енергетичних процесів у клітинах [166]. 

Оскільки запалення та гіпоксія нерозривно пов’язані між собою [10], 

підвищення рівня HIF1α в слизовій оболонці товстої кишки після введення 

цефтриаксону є додатковим свідченням розвитку прозапальних змін у 

відповідь на порушення окисно-актиоксидантного балансу.  
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4.1.3. Рівень активації ERK1/2 та р38 MAP-кіназних шляхів у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів після введення цефтриаксону 

 

Порушення окисно-антиоксидантного балансу в слизовій оболонці 

товстої кишки та активація експресії редокс-чутливих транскрипційних 

факторів опосередковується МАР-кіназним каскадом, зокрема ERK1/2 та p38. 

Тому далі нами було досліджено рівень активації (за рівнем фосфорильованих 

форм) ERK1/2 та p38 MAP-кіназних шляхів передачі сигналу в клітинах 

слизової оболонки товстої кишки щурів після введення цефтриаксону. 

Введення антибіотика протягом 14 діб супроводжувалось зростанням рівня 

фосфорилювання ERK1/2 МАР-кіназ у 5,8 раза (р < 0,05), що свідчить про 

активацію ERK1/2-сигнального каскаду (рис. 4.8).  

 

 

 

Рис. 4.8. Рівень фосфорилювання ERK1/2 МАР-кіназ у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів після 14-добового введення цефтриаксону 

(300 мг/кг, в. м.); Вестерн-блот аналіз; M ± m; контроль (n = 4), цефтриаксон 

(n = 4); * – р < 0,05 відносно показників у контрольній групі. 
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Дослідження p38 MAP-кіназ показало зниження співвідношення 

фосфорильованої форми рр38 до рівня р38 у слизовій оболонці товстої 

кишки щурів в 1,3 раза (р < 0,05) порівняно з контрольними значеннями 

після введення цефтриаксону на 15 добу експерименту (рис. 4.9).  

 

 

 

Рис. 4.9. Рівень фосфорилювання p38 МАР-кіназ у слизовій оболонці 

товстої кишки щурів після 14-добового введення цефтриаксону (300 мг/кг, в. 

м.); Вестерн-блот аналіз; M ± m; контроль (n = 4), цефтриаксон (n = 4); * – р < 

0,05 відносно показників у контрольній групі. 

 

Отже, введення цефтриаксону приводить до активації ERK1/2 та знижує 

активність р38 МАР-кіназних шляхів. Активація ERK1/2 може бути пов’язана 

з підвищеним рівнем активних форм кисню [167]. Крім того, КЛЖК можуть 

також викликати залежне від часу фосфорилювання ERK1/2 через зв’язування 

з FFA2 і FFA3 рецептороми [18]. Активовані МАР-кінази каталізують 

фосфорилювання численних субстратних білків, включаючи фактори 

транскрипції, протеїнкінази і фосфатази, а також інших функціональних білків 

[168].  
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p38 МАР-кінази регулюють клітинну відповідь на стрес, а також мають 

важливе значення під час розвитку запалення [169]. Показано, що функції 

р38 відрізняються в окремих тканинах [170], що необхідно враховувати для 

розуміння ролі р38 при різних захворюваннях. Миші, в яких в епітеліальних 

клітинах кишки специфічно інактивована р38, більш сприйнятливі до 

розвитку коліту, викликаного декстрансульфатом натрію або 2,4,6-

тринітробензилсульфоновою кислотою [170-171]. Ці миші виглядали 

здоровими, але характеризувалися порушенням кишкового гомеостазу, яке 

проявлялось підвищеною проліферацією епітеліальних клітин кишечника, 

внаслідок активації ERK1/2 і JNK сигнальних шляхів, та зниженною 

кількістю слиз-продукуючих клітин у слизовій оболонці кишечника [170].  

Отже, виявлене нами підвищення фосфорилювання ERK1/2 після 

введення цефтриаксону може бути безпосередньо пов’язаним зі зниженням 

активності р38. Крім того, показано, що р38 регулює експресію зонула 

оклюдину 1 (ZO-1) впливаючи таким чином на формування щільних контактів 

між епітеліальними клітинами кишечника. Про це свідчить також підвищення 

кишкової проникності після інактивації р38 в клітинах епітелію кишечника. 

Варто відзначити, що введення пробіотика VSL#3 усувало ці зміни та 

призводило до зниження епітеліальної проникності [171]. Ці дані 

підтверджують участь мікробіоти в підтриманні кишкового гомеостазу 

шляхом регуляції активності МАР-кіназних шляхів. 

 

 

4.2. Зміни вуглеводного складу поверхневого слизу кишечника щурів 

після введення антибіотика цефтриаксону 

 

 

Введення цефтриаксону впродовж 14 діб не впливало на концентрацію 

глікопротеїнів поверхневого слизу тонкої кишки щурів в усі досліджувані 

терміни (рис. 4.10). В товстій кишці достовірних змін концентрації 
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глікопротеїнів на 15-ту та 29-ту добу також не спостерігалось. Однак на 72 

добу експерименту цей показник зменшувався в 1,3 раза (р <0,05) відносно 

показників в контрольній групі (рис. 4.11, А).  

 

 

Рис. 4.10. Концентрація глікопротеїнів поверхневого слизу тонкої 

кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 

діб): реакція з реактивом Фоліна після виділення сульфосаліциловою 

кислотою; M ± m; 1 – контроль (n = 12), 2 – цефтриаксон (n = 12). 

 

На відміну від методу визначення концентрації глікопротеїнів, який 

базується на зв’язуванні реактиву Фоліна з білковою частиною молекули 

[120], Шиф-реакція дозволяє детектувати гліканову частину глікопротеїнів. 

Шиф-реакція (рис. 4.11, Б) виявила зниження відносного вмісту 

глікопротеїнів в 1,9 раза (р <0,05 відносно показників у контрольній групі) на 

72 добу експерименту. 

Таким чином, зміни у складі слизового бар’єру пов’язані не лише із 

зниженням загальної кількості глікопротеїнів, а також зі змінами їх 

вуглеводного компоненту. 
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Рис. 4.11. Рівень глікопротеїнів поверхневого слизу товстої кишки 

щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб): А 

– реакція з реактивом Фоліна після виділення сульфосаліциловою кислотою; 

Б – метод Шиф-реакції на PVDF-мембрані; M ± m; 1 – контроль (n = 12), 2 – 

цефтриаксон (n = 12); * – р < 0,05 відносно показників у контрольній групі. 

 

Відомо, що резистентність слизової оболонки кишечника значною 

мірою залежить не тільки від вмісту глікопротеїнів, але і від складу та 

довжини їх бокових вуглеводних ланцюгів, які захищають поліпептиди від 

протеолізу, а також обмежують проникнення макромолекул, включаючи 

бактеріальні токсини, до клітин епітелію [172]. Тому доцільно оцінювати не 

лише загальну кількість глікопротеїнів поверхневого слизу, а і якісний склад 

їх вуглеводних залишків, зокрема вміст гексоз, гексозамінів, фукози та 

сіалових кислот. 
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Концентрація гексоз у складі поверхневого слизу товстої кишки щурів 

достовірно не змінювалась одразу після відміни цефтриаксону. Проте на 72 

добу експерименту спостерігалось зниження концентрації гексоз в 1,2 раза (р 

< 0,05) порівняно з контрольними значеннями (рис. 4.12). Це відповідало 

зменшенню загальної кількості глікопротеїнів, отриманої напівкількісним 

методом за допомогою Шиф-реакції.  

 

 

 

Рис. 4.12. Концентрація гексоз у поверхневому слизі товстої кишки 

щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб); 

M ± m; 1 – контроль (n = 12), 2 – цефтриаксон (n = 12); * – р < 0,05 відносно 

показників у контрольній групі. 

 

Також спостерігалось достовірне зниження концентрації фукози, яке 

посилювалось з часом. Так, на 29 добу експерименту (через 14 діб після 

відміни цефтриаксону) концентрація фукози знижувалась в 1,4 раза, на 72 

добу – в 1,3 раза (р <0,05) (рис.4.13). Отримані результати підтверджують 

поступове виникнення якісних змін глікопротеїнів слизу у віддалені терміни 

після введення цефтриаксону, що можуть супроводжуватись вкороченням 

вуглеводних ланцюгів глікопротеїнів. 

 



88 

 

 

 

Рис. 4.13. Концентрація фукози у поверхневому слизі товстої кишки 

щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг в.м., 14 діб); M 

± m; 1 – контроль (n = 12), 2 – цефтриаксон (n = 12); * – р < 0,05 відносно 

показників у контрольній групі. 

 

Далі ми визначили вміст гексозамінів, які локалізуються переважно в 

коровій частині гліканів муцину [88-89]. Дослідження складу поверхневого 

слизу товстої кишки щурів не показало достовірних змін концентрації 

гексозамінів у різні терміни після введення цефтриаксону (рис. 4.14).  

 

 

 

Рис. 4.14. Концентрація гексозамінів у поверхневому слизі товстої 

кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг в.м., 14 

діб); M ± m; 1 – контроль (n = 12), 2 – цефтриаксон (n = 12). 
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На кінцях олігосахаридних ланцюгів молекул глікопротеїнів 

розташовані залишки сіалових кислот. Зокрема, як зазначалось, сіалування 

GalNAc в положенні С6 термінує подовження гліканового ланцюга [88]. Ми 

відмічали збільшення концентрації сіалових кислот в 1,5 раза (р < 0,05) (рис. 

4.15). 

 

 

 

Рис. 4.15. Концентрація сіалових кислот у поверхневому слизі товстої 

кишки щурів у різні терміни після введення цефтриаксону (300 мг/кг в.м., 14 

діб); M ± m; n = 24; 1 – контроль (n = 12), 2 – цефтриаксон (n = 12); * – р < 

0,05 відносно показників у контрольній групі. 

 

Отже, введення цефтриаксону впродовж 14 діб призводить до 

порушення стану поверхневого слизового бар’єру товстої кишки щурів у 

віддалені терміни після відміни антибіотика. На 72 добу експерименту 

знижується загальна кількість глікопротеїнів поверхневого слизу товстої 

кишки щурів. Це супроводжується якісними змінами структури гліканової 

частини муцинів, а саме зниженням концентрації гексоз і фукози. В той час 

як кількість гексозамінів не змінюється, а рівень сіалювання глікопротеїнів 

слизу зростає.  

Виявлені нами зміни концентрації глікопротеїнів поверхневого слизу 

товстої кишки співпадають у часі зі зрушеннями у складі мікробіоти фекалій 

щурів. Ці дані, а також відсутність змін концентрації глікопротеїнів 
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термінального відділу тонкої кишки, дозволяють нам припустити провідну 

роль мікробіоти у підтриманні цілісності слизового бар’єру. Разом з тим, ці 

зміни свідчать про зниження стійкості слизового бар’єру у віддалені терміни 

після антибіотикотерапії та можуть призводити до порушення кишкового 

гомеостазу. На користь цього припущення є дані Wlodarska та ін. [11]. 

Встановлено, що прийом метронідазолу підвищує сприйнятливість мишей до 

C. rodentium-індукованого коліту за рахунок зниження товщини 

внутрішнього шару слизу і, як результат, підвищеної прозапальної 

бактеріальної стимуляції епітелію.  

Виявлені зміни вуглеводного складу поверхневого слизу товстої кишки 

щурів у віддалені терміни після відміни цефтриаксону можуть свідчити про 

порушення посттрансляційної модифікації муцинів. Це призводить до 

вкорочення вуглеводних ланцюгів молекули глікопротеїну та передчасного їх 

термінування залишками сіалових кислот. Оскільки глікозилювання муцинів 

є динамічним процесом та модулюється експресією специфічних 

глікозилтрансфераз, ці зміни можуть виникати за рахунок підвищення рН в 

апараті Гольджі, опосередкованого запальними цитокінами, що утворилися в 

результаті взаємодії мікробіоти з поверхнею епітелію кишечника [173].  

Відсутність змін у концентрації гексозамінів на фоні зниження вмісту 

глікопротеїнів може свідчити про вкорочення олігосахаридної частини 

молекул. Так показано [174], що обробка глікопротеїнів нормального слизу 

розчином слабкої кислоти, яка індукує відщеплення залишків фукози та 

сіалових кислот, підвищує кількість Thomsen-Friedenreich (TF) антигену – 

галактозо-β-1,3-N-ацетилгалактозаміну (Galβ1-3GalNAcα-), який є коровою 

вуглеводною структурою О-зв’язаних олігосахаридів муцину. Подібні зміни 

виявляли у зразках слизу хворих на виразковий коліт та аденокарциному 

кишечника. Отже, підвищення вмісту TF антигену в складі муцинів можна 

пояснити зниженням фукозилювання глікопротеїнів [175]. 

Підвищення сіалювання муцинів є типовим при запальних 

захворюваннях кишечника [94]. Так, у складі слизу товстої кишки пацієнтів з 
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виразковим колітом виявлялось підвищення вмісту коротких О-зв’язаних 

антигенів, таких як сіаліл Tn (cіаліл-α2,6N-ацетилгалактозамін α-зв’язаний з 

серином або треоніном білкового кору) [176].  

Описані зміни можуть призводити до порушення в’язкості слизу та 

впливають на його взаємодію з мікроорганізмами, електролітами, захисними 

білками а, отже, знижують ефективність функцій слизового шару. 

Порушення слизового бар’єру призводить до дисрегуляції взаємодії між 

клітинами епітелію, імунними клітинами власної пластинки слизової 

оболонки та кишковою мікробіотою. Надмірна дія мікробних антигенів 

супроводжується вивільненням епітеліальними клітинами запальних 

цитокінів та хемокінів, таких як інтерлейкін (IЛ) 1, IЛ-6, IЛ-8, фактор некрозу 

пухлин (ФНП), інтерферон гамма (ІФНγ), і хемокіну CCL2, що призводить до 

рекрутингу й активації лейкоцитів [177]. Нейтрофіли першими відповідають 

на ушкодження слизового бар’єру та виникнення трансепітеліального 

градієнту мікробних і клітинних хемоатрактантів. Активовані нейтрофіли 

виділяють ряд протеаз, які мають потенційний вплив на функціонування 

епітеліального бар’єру шляхом зміни структури і функцій епітеліальних 

міжклітинних контактів. В результаті, дисфункція епітеліального бар'єру, 

може підтримувати патологічне запалення слизової оболонки [98].  

 

 

4.3. Активність матриксних металопротеїназ ММП-2 та ММП-9 у 

слизовій оболонці товстої кишки щурів після введення цефтриаксону 

 

 

Протеолітичні ферменти (протеїнази) є основними факторами, що 

сприяють руйнуванню та оновленню компонентів позаклітинного матриксу 

при різних фізіологічних і патологічних процесах, таких як ремоделювання 

тканин, загоєння ран, ангіогенез, деструктивні захворювання, ріст пухлин та 

запальні реакції, включаючи запалення слизової оболонки, пов'язане із ЗЗК 
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[178-179]. Ми припустили, що порушення слизового бар’єру може 

індукувати прозапальні зміни в слизовій оболонці товстої кишки. Ряд 

досліджень показав, що експресія ММП-2 і ММП-9 посилюється під час 

запалення слизової оболонки товстої кишки пацієнтів із ЗЗК та корелює з 

активністю хвороби [180-181]. Тому наступним етапом нашого дослідження 

було з’ясувати желатиназну активність матриксних металопротеїназ в 

слизовій оболонці товстої кишки щурів у різні терміни після введення 

цефтриаксону.  

Введення цефтриаксону впродовж 14 діб призводило до поступового 

зростання желатиназної активності ММП-9 у слизовій оболонці товстої 

кишки щурів, яка на 72 добу екперименту була в 1,7 раза (р <0,05) вищою 

відносно показників у контрольній групі (рис. 4.16).  

 

Рис. 4.16. Желатиназна активність матриксної металопротеїнази-9 

(ММП-9) у слизовій оболонці товстої кишки щурів у різні терміни після 

введення цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб); А – електрофореграма після 

детекції активності ММП, Б – результати денситометрії; M ± m; контроль (n 

= 4), цефтриаксон (n = 12); * – р < 0,05 відносно показників у контрольній 

групі.  
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Разом з тим на 72 добу експерименту спостерігалось зниження вмісту 

про-ММП-2 та активності ММП-2 в 1,6 (р < 0,05) і 2,2 раза (р < 0,05), 

відповідно (рис. 4.17).  

 

 

Рис. 4.17. Желатиназна активність зимогену матриксної 

металопротеїнази-2 (про-ММП-2) та матриксної металопротеїнази-2 (ММП-

2) в слизовій оболонці товстої кишки щурів у різні терміни після введення 

цефтриаксону (300 мг/кг, в.м., 14 діб); А – електрофореграма після детекції 

активності ММП, Б – результати денситометрії; M ± m; контроль (n = 4), 

цефтриаксон (n = 12); * – р < 0,05 відносно показників у контрольній групі.  
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Отже активність ММП-9 зростала, а ММП-2, навпаки, знижувалась у 

віддалені терміни після введення цефтриаксону впродовж 14 днів. Згідно 

літературних даних, ММП-9 є медіатором запальної реакції і пошкодження 

тканини, оскільки надмірна експресія погіршує загоєння виразок епітелію 

кишечника [182] та збільшує виділення прозапальних цитокінів [183]. ММП-

9
-
/
-
 миші, характеризуються зниженою інтенсивністю запалення та меншим 

ушкодженням слизової оболонки за умов експериментального коліту, в 

тойчас як ММП-2
-
/
-
 миші були високочутливими до коліту, викликаного як 

декстран сульфатом натрію так і бактеріями Salmonella enterica serovar 

Typhimurium [184]. Крім того, показано, що ММП-2
-
/
-
 миші характеризуються 

порушенням функціонування кишкового бар'єру та підвищеною проникністю 

епітелію кишечника [185]. Отже, ММП-2 захищають від розвитку запальної 

відповіді під час коліту. Це дозволяє припустити, що підвищення активності 

ММП-9, та зниження – ММП-2 в слизовій оболонці товстої кишки щурів 

підвищуватиме сприйнятливість до розвитку ЗЗК у віддалені терміни після 

введення цефтриаксону. Варто зазначити, що ці зміни розвиваються на фоні 

порушення функціонування слизового бар’єру товстої кишки щурів після 

антибіотикотерапії. 

 

Висновки до розділу 

 

1. Введення цефтриаксону викликало порушення окисно-

антиоксидантного балансу в слизовій оболонці товстої кишки щурів. 

Збільшення вмісту ТБК-активних сполук на 15 добу експерименту 

асоціювалось з дисбалансом активності ферментів антиоксидантного захисту.  

2. У відповідь на оксидативний стрес знижувався вміст білкових 

тіолових груп, що виявлялось активацією редокс-чутливих транскрипційних 

факторів Egr-1 та Sp-1 на 6 добу експерименту, та підвищенням рівня HIF 1α 
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– на 15 добу. Ці зміни супроводжувалися активацією ERK1/2 та зниженням 

активності р38 МАР-кіназ. 

3. Введення цефтриаксону індукувало віддалені в часі зміни 

концентрації та вуглеводного складу глікопротеїнів слизу товстої кишки 

щурів. На 72 добу експерименту спостерігалось вірогідне зниження 

концентрації глікопротеїнів, гексоз і фукози поверхневого слизу товстої 

кишки щурів та підвищення рівня сіалових кислот.  

4. Зрушення у окисно-антиоксидантному балансі та складі слизу в 

слизовій оболонці товстої кишки щурів за введення цефтриаксону 

супроводжується посиленням активності матриксних металопротеїназ ММП-

9 та зниженням ММП-2 в слизовій оболонці товстої кишки щурів. 
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РОЗДІЛ 5 

СТУПІНЬ СПРИЙНЯТЛИВОСТІ ЩУРІВ ДО РОЗВИТКУ 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОГО КОЛІТУ У ВІДДАЛЕНІ ТЕРМІНИ ПІСЛЯ 

ВВЕДЕННЯ ЦЕФТРИАКСОНУ 

 

 

5.1. Проникність епітелію товстої кишки щурів у віддалені терміни 

після введення цефтриаксону 

  

 

Виходячи з отриманих результатів розвитку дисбіотичних змін 

мікробіоти товстої кишки, порушення стану слизового бар’єру та підвищення 

активності матриксних металопротеїназ у віддалені терміни після введення 

цефтриаксону ми припустили, що ці зміни можуть свідчити про порушення 

інтегративної цілісності епітеліального бар’єру. З метою підтвердження 

порушення бар’єрної функції товстої кишки у віддалені терміни після 

введення антибіотика ми визначили проникність епітелію за кількістю фарби 

Еванса, що проникала в кровоносне русло із просвіту ізольованої ділянки 

товстої кишки. 

 Одразу після відміни цефтриаксону (15 доба експерименту) 

проникність епітелію товстої кишки щурів мала тенденцію до зниження, але 

ці зміни не були статистично вірогідними (рис. 5.1А). Так, кількість фарби 

Еванса в 30-ти хвилинній пробі крові (за період від 30 до 60 хв після 

введення фарби) щурів, яким вводили цефтриаксон, становила 0,015 ± 0,003 

мг/мл плазми, а у контрольної групи тварин – 0,028 ± 0,018 мг/мл плазми. 

Однак кількість фарби в крові через 60 хв після введення у просвіт товстої 

кишки була подібною для обох груп тварин (цефтриаксон – 0,047 ± 0,010 

мг/мл плазми; контроль – 0,046 ± 0,012 мг/мл плазми).  

 На 72 добу експерименту, кількість фарби Еванса, яка проникла в кров 

за 30 хв була вищою в 2,7 раза (р <0,05) у щурів, яким вводили цефтриаксон, 
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порівняно з контрольною групою (рис. 5.1. Б). Через 60 хв концентрація 

фарби Еванса в крові щурів, яким вводили цефтриаксон, все ще в 2 раза (р < 

0,05) перевищувала контрольні значення. Таким чином, введення 

цефтриаксону впродовж 14 діб призводить до порушення епітеліальної 

проникності товстої кишки щурів у віддалені терміни після відміни 

антибіотика. 

 

 

 

Рис. 5.1. Концентрація фарби Еванса в крові щурів через 30 та 60 хв 

після її введення у просвіт товстої кишки на 15 (А) та 72 (Б) добу 

експерименту: контроль (n = 8), цефтриаксон (300 мг/кг, в.м., 14 діб), n = 8;  

M ± m; * – р < 0,05 відносно показників у контрольній групі. 

 

Результатом збільшення проникності епітелію товстої кишки може 

бути транслокація бактерій з просвіту у системний кровотік. Тому ми 

визначили загальну кількість мікроорганізмів (lgКУО) у пробі крові з 

ворітної вени щурів після введення цефтриаксону. Результати досліджень 

показали, що на 15 добу кількість мікроорганізмів в крові щурів статистично 

вірогідно не відрізнялась після введення цефтриаксону (рис. 5.2. А). Однак на 

72 добу експерименту кількість мікроорганізмів в крові ворітної вени щурів, 

яким вводили цефтриаксон, в 1,6 раза (р ˂ 0,05) перевищувала контрольні 

показники (рис. 5.2. Б).  
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Рис. 5.2. Загальна кількість мікроорганізмів (lgКУО/мл) в крові 

портальної вени щурів на 15 (А) та 72 (Б) добу експерименту: контроль (n = 

8), цефтриаксон (300 мг/кг, в.м., 14 діб), n = 8; M ± m; * – р < 0,05 відносно 

показників у контрольній групі. 

 

Отже, введення цефтриаксону впродовж 14 діб призводить до 

збільшення проникності епітелію товстої кишки та транслокації бактерій у 

кров у віддалені терміни після відміни антибіотика.   

Дослідження Tulstrup зі співав. [134], використовуючи маркер FITC-

декстран з молекулярною масою 4 кДа, показали, що пероральне введення 

щурам цефотаксиму (антибіотик цефалоспоринового ряду) або ванкоміцину 

впродовж 10 днів знижує проникність кишечника щурів одразу після курсу 

введення антибіотиків. Навпаки, введення метронідазолу призводило до 

збільшення концентрації FITC-декстрану порівняно з контролем. Тому 

автори дійшли до висновку, що епітеліальна проникність залежить від класу 

антибіотиків. Наші дослідження показали, що проникність епітелію товстої 

кишки щурів не змінюється одразу після відміни цефтриаксону, однак 

зростає на 72 добу експерименту. Це супроводжувалось посиленням 

транслокації мікроорганізмів у системний кровотік. Транслокація 

мікроорганізмів може здійснюватись трансцелюлярним і парацелюлярним 

шляхами [186] та є нормальним явищем, яке відбувається у здорових людей 
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[187]. Припускають, що такий фізіологічний механізм дозволяє підтримувати 

толерантність імунної системи до нормобіоти кишечника [188]. Однак 

надмірна проліферація бактерій, пошкодження кишкового бар’єру та 

системна імуносупресія можуть призводити до бактеріємії. Зокрема, 

посилення мікробної транслокації внаслідок пошкодження кишкового 

бар’єру асоціюється з розвитком септичних ускладнень та системного 

запалення [189-191]. Отже, спостережуване нами збільшення кількості 

бактерій в крові портальної вени щурів у віддалені терміни після введення 

цефтриаксону свідчить про дисрегуляцію взаємодії між клітинами епітелію, 

імунними клітинами власної пластинки слизової оболонки та мікробіоти 

кишечника. Отримані результати відповідають спостереженню Knoop та 

співав. [12], які показали, що пероральне ведення ампіциліну, метронідазолу, 

неоміцину та ванкоміцину викликає транслокацію симбіотичних 

мікроорганізмів через епітелій товстої кишки. Посилення бактеріальної 

транслокації виникало внаслідок проходження антигенів, асоційоване з 

келихоподібними клітинами (GAPs - goblet cells-associated antigen passages) та 

потребувало наявності CX3CR1
+
 дендритних клітин.  

Порушення кишечного бар’єру, з наступною транслокацією бактерій 

через стінку кишки, вважається одним із основних факторів патогенезу ЗЗК 

[192] оскільки надмірна активація імунної системи нормальною резидентною 

мікрофлорою спричиняє поступове виснаження місцевого імунітету з 

наступним спотворенням імунної відповіді на подразники різного ґенезу. 

Таким чином, отримані результати вказують на те, що антибіотикотерапія 

може впродовж тривалого часу впливати на функціонування епітеліального 

бар’єру кишечника та підвищувати сприйнятливість до розвитку ЗЗК. 
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5.2. Макроскопічні та морфометричні показники перебігу 

експериментального коліту у віддалені терміни після введення цефтриаксону 

 

 

Спостережуване порушення проникності епітелію товстої кишки щурів 

у віддалені терміни після відміни антибіотика може призводити до 

прозапальних змін, які підвищуватимуть сприйнятливість до розвитку 

запальних захворювань кишечника. Щоб перевірити дану гіпотезу, на 72 

добу експерименту у щурів, яким вводили цефтриаксон, ми викликали 

експериментальний коліт. Одноразове введення 3% йодоацетаміду є 

достатнім, щоб викликати запалення в слизовій оболонці товстої кишки через 

6-12 год [127]. Ми вивчали зміни в товстій кишці через 6 годин після 

введення йодоацетаміду для того, щоб з’ясувати вплив попереднього 

введення цефтриаксону на перебіг процесів, що передують розвитку 

масового ушкодження слизової товстої кишки.  

Попереднє введення цефтриаксону не впливало на загальний ступінь 

перебігу експериментального коліту, площу ураження та площу товстої 

кишки, що втратила складки. Проте, маса товстої кишки була збільшена на 

21,9% (р  ˂0,05), поперечний переріз стінки – 15,5% (р ˂ 0,05) і набряк – на 

53,8% (р ˂ 0,05) за попереднього введення цефтриаксону в порівнянні з 

контрольною групою коліту (рис 5.3). Таким чином, попереднє введення 

цефтриаксону інтенсифікує набряк та розширення товстої кишки щурів під 

час експериментального коліту.  
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Рис. 5.3. Макроскопічні показники перебігу експериментального коліту 

через 56 днів після відміни цефтриаксону (72 доба експерименту): загальний 

ступінь ураження, площа ураження, площа ділянки, що втратила складки, 

маса кишки, поперечний переріз стінки товстої кишки, набряк стінки товстої 

кишки; контроль (n = 5); Цф – цефтриаксон (300 мг/кг, в.м., 14 діб), n = 5; 

коліт – 3% йодоацетамід 0,1 мл ректально, аутопсія через 6 год (n = 5);         

M ± m; n = 15; * р < 0,05 порівняно з контрольними показниками; # р < 0,05 у 

порівнянні з групою коліту.  

 

Гістологічне дослідження показало, що введення цефтриаксону 

впливає на морфометричні показники епітелію товстої кишки щурів у 

віддалені терміни після відміни антибіотика (72 доба експерименту). 

Зокрема, у щурів, яким вводили цефтриаксон, товщина слизової оболонки 

товстої кишки була знижена на 13,5% (р ˂ 0,05), глибина крипт – 15,2% (р  ˂

0,05), висота ентероцитів – 23,6% (р ˂ 0,05) і площа ядер ентероцитів – 

46,6% (р  ˂0,05) порівняно з контрольною групою тварин (рис. 5.4).  

Товста кишка щурів з експериментальним колітом характеризувалися 

руйнуванням слизової оболонки, наявністю виразок, абсцесів крипт і 

набряком підслизової. Товщина слизової оболонки товстої кишки, глибина 
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крипт, висота ентероцитів та площа ядер ентероцитів були значно 

зниженими, що вказує на перебіг атрофічних процесів за умов 

експериментального коліту.  

Попереднє введення цефтриаксону посилювало гістопатологію 

експериментального коліту у щурів, що характеризувалось зниженням на 

16,2% (р ˂ 0,05) товщини слизової оболонки товстої кишки і на 21,7% (р ˂ 

0,05) висоти ентероцитів в порівнянні з групою коліту (рис. 5.4).  

 

 

 

Рис. 5.4. Морфометричні показники стінки товстої кишки щурів з 

експериментальним колітом, викликаним через 56 днів після відміни 

цефтриаксону (72 доба експерименту): товщина слизової оболонки, глибина 

крипт, висота ентероцитів і площа перерізу ядер ентероцитів; контроль (n = 

5); Цф – цефтриаксон (300 мг/кг, в.м., 14 діб), n = 5; коліт – 3% йодоацетамід 

0,1 мл ректально, аутопсія через 6 год (n = 5); Цф+ коліт (n = 5); M ± m; * р < 

0,05 порівняно з контрольними показниками; # р < 0,05 у порівнянні з 

групою коліту. 
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Введення цефтриаксону впродовж 14 днів призводить до гіпертрофії 

келихоподібних клітин на 72 добу експерименту (рис. 5.5). Площа 

поперечного перерізу та кількість келихоподібних клітин перевищували 

контрольні показники в 2 та 1,2 раза (р ˂ 0,05), відповідно. Під час 

експериментального коліту спостерігалось зменшення площі келихоподібних 

клітин. У щурів з експериментальним колітом після попереднього введення 

цефтриаксону кількість келихоподібних клітин в криптах знижувалась на 

18,2% в порівнянні з контрольними тваринами, однак площа поперечного 

перерізу була на 35,9% (р ˂ 0,05) вищою контрольних значень. Проте, 

беручи до уваги той факт, що цефтриаксон провокує гіпертрофію 

келихоподібних клітин в товстій кишці, ці зміни можна охарактеризувати не 

як збільшення від нормального стану, а як зменшення від значно 

гіпертрофованого стану (Цф + коліт – 92,3 ± 5,4 мкм
2
; цефтриаксон – 139,1 ± 

7,7 мкм
2
). 

 

 

 

Рис. 5.5. Площа поперечного перерізу та кількість келихоподібних 

клітин у слизовій оболонці товстої кишки щурів за умов експериментального 

коліту через 56 днів після відміни цефтриаксону (72 доба експерименту); 

контроль (n = 5); Цф – цефтриаксон (300 мг/кг, в.м., 14 діб), n = 5; коліт – 3% 

йодоацетамід 0,1 мл ректально, аутопсія через 6 год (n = 5); Цф+ коліт (n = 5); 

M ± m; * р < 0,05 порівняно з контрольними показниками; # р < 0,05 у 

порівнянні з групою коліту.  
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Відомо, що на перебіг запалення в шлунково-кишковому тракті може 

суттєво впливати дегрануляція тучних клітин [193]. Введення цефтриаксону 

характеризується дегрануляцією тучних клітин товстої кишки щурів, що 

виявлялось у зменшенні кількості гранул в клітинах, на 37,6% (р ˂ 0,05) 

порівняно з контрольними тваринами на 72 добу експерименту (рис. 5.6). За 

умов експериментального коліту спостерігалась ще більш виражена 

дегрануляція тучних клітин. Так, кількість гранул була зменшена на 67,2%  (р 

˂ 0,05 порівняно з контролем). Подібні процеси спостерігались за умов 

експериментального коліту після попереднього введення цефтриаксону.  

 

 

 

Рис. 5.6. Рівень дегрануляції тучних клітин у слизовій оболонці товстої 

кишки щурів за умов експериментального коліту через 56 днів після відміни 

цефтриаксону (72 доба експерименту); контроль (n = 5); Цф – цефтриаксон 

(300 мг/кг, в.м., 14 діб), n = 5; коліт – 3% йодоацетамід 0,1 мл ректально, 

аутопсія через 6 год (n = 5); Цф+ коліт (n = 5); M ± m; * р < 0,05 порівняно з 

контрольними показниками; # р < 0,05 у порівнянні з групою коліту.  

 

Отже, проведене нами дослідження показало, що попереднє введення 

цефтриаксону може посилювати перебіг запалення у віддалені терміни після 
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введення антибіотика. Це асоціювалось з інтенсифікацією набряку товстої 

кишки та посиленням гістопатологічних показників розвитку коліту. 

Підвищена сприйнятливість до експериментального коліту виникала на тлі 

цефтриаксон-індукованого зменшення товщини слизової оболонки товстої 

кишки, глибини крипт, висоти ентероцитів, площі перерізу ядер ентероцитів, 

гіпертрофії келихоподібних клітин та дегрануляції тучних клітин слизової 

оболонки товстої кишки щурів у віддалені терміни після відміни антибіотика 

(72 доба експерименту).  

Отримані результати узгоджуються з проведеним недавно 

ретроспективним клінічним дослідженням [194], яке показало, що прийом 

антибіотиків впродовж чотирьохрічного періоду, пацієнтами із ЗЗК, як в 

схемах терапії ЗЗК так і з інших причин, супроводжувався більш важким 

клінічним перебігом захворювання. Пацієнти, які приймали антибіотик, мали 

підвищений рівень С-реактивного білка, який є неспецифічним маркером 

активного запалення і можливої інфекції. Підвищення рівня С-реактивного 

білка корелює з підвищення активності захворювання у пацієнтів із ЗЗК. 

Епітелій кишечника є тканиною, яка найшвидше самооновлюється в 

організмі людини. Цей процес регулюється популяцією кишкових 

мультипотентних стовбурових клітин, які знаходяться на дні крипти. 

Функціонування та диференціація стовбурових клітин залежить від сигналів 

мікрооточення [195], яке залишається суттєво зміненим впродовж тривалого 

часу після антибіотикотерапії [15]. У відповідь такий вплив у слизовій 

оболонці товстої кишки можуть відбуватись структурні зміни: змінюється 

товщина слизової оболонки, глибина крипт, висота ентероцитів. 

Відомо, що зміни складу кишкової мікробіоти можуть істотно впливати 

на перебіг запалення слизової оболонки кишечника [196-197]. Зниження 

кількості резидентних мікроорганізмів (Bifidobacterium, Lactobacillus, 

Bacteroidetes і Firmicutes), які зазвичай захищають кишковий епітелій від 

інвазії патогенів, а також збільшення умовно-патогенних бактерій 

(наприклад, ентероадгезивних та інвазивних Escherichia coli), може сприяти 
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запаленню через їх здатність до адгезії і проникнення в епітеліальні клітини 

кишечника, з подальшим виділенням прозапальних цитокінів [198]. 

Отже, спостережуване підвищення сприйнятливості щурів до розвитку 

експериментального коліту є наслідком порушення інтегративної цілісності 

кишкового бар’єру у віддалені терміни після антибіотикотерапії. 

 

 

5.3. Рівень ФНП-α та ІЛ-10 в сироватці крові щурів з 

експериментальним колітом у віддалені терміни після відміни цефтриаксону 

 

 

Виділення прозапальних і протизапальних цитокінів – характерна 

особливість патогенезу запальних захворювань. Ми перевірили, як 

змінюється активність цих процесів під час експериментального коліту після 

попереднього введення цефтриаксону.  

Під час розвитку експериментального коліту у щурів виявляли 

вірогідне підвищення рівня як прозапальних (ФНП-α) так і протизапальних 

(IЛ-10) цитокінів. Зокрема, через 6 год після введення йодоацетаміду 

концентрація ФНП-α в сироватці крові щурів (рис. 5.7 А) підвищувалась в 2,9 

раза (р ˂ 0,05) порівняно з показниками, отриманими через 56 днів після 

введення цефтриаксону (72 доба експерименту). Концентрація цитокіну     

IЛ-10 (рис. 5.7 Б) на тлі експериментального коліту також підвищувалась в 

3,3 раза (р ˂  0,05). У щурів з експериментальним колітом після попереднього 

введення цефтриаксону рівні ФНП-α та IЛ-10 в сироватці крові були вищими 

в 1,3 раза (р = 0,05), порівняно з групою коліту (рис. 5.7).  

Таким чином, інтенсифікація запалення за умов експериментального 

коліту після попереднього введення цефтриаксону асоціювалась з 

підвишенням рівня запальних цитокінів ФНП-α та IЛ-10 в сироватці крові 

щурів. 
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Рис. 5.7. Концентрація ФНП-α (А) та ІЛ-10 (Б) у сироватці крові щурів 

з експериментальним колітом, індукованим введенням 3% йодоацетаміду на 

72 добу експерименту; Цф – цефтриаксон (300 мг/кг, в.м., 14 діб), n = 5; коліт 

– 3% йодоацетамід 0,1 мл ректально, аутопсія через 6 год (n = 5); Цф+ коліт 

(n = 5);  M ± m; * р < 0,05 порівняно з групою цефтриаксон. 

 

Вплив резидентної мікробіоти на імунну систему є дуалістичним за 

своєю природою. З одного боку активуються механізми які підтримують 

толерантність і запобігають запаленню, з іншого боку, кишкова мікробіота 

може активувати ефекторні лімфоцити. Недостатня імунна відповідь (при 

зустрічі потенційних патогенів), або посилення активації імунної системи (до 

харчових антигенів або нормобіоти) свідчить про порушення цього 

гомеостазу, що є потенційною загрозою розвитку запалення в кишечнику 

[199]. Одним з механізмів регуляції імунного гомеостазу кишки є продукція 

цитокінів імунними клітинами, такими як нейтрофіли, макрофаги, дендритні 

клітини, лімфоцити та тучні клітини. Тому збалансоваане виділення 

прозапальних (наприклад, ФНП-а, ІЛ-1b, ІЛ-6, ІЛ-12, ІЛ-23) і протизапальних 

медіаторів (наприклад, трансформуючий фактор росту β, ІЛ-10) є важливим 

для запобігання розвитку запалення [200]. 
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Показано, що ФНП-α відіграє ключову роль в патогенезі ЗЗК [201]. 

Даний цитокін опосередковує множинні прозапальні сигнали, в тому числі 

рекрутинг нейтрофілів до місць запалення, активацію коагуляції та 

фібринолізу, а також індукцію формування гранульоми. Тому антитіла, які 

запобігають зв'язуванню ФНП-α з його рецептором (наприклад, інфліксімаб) 

є одним з найбільш ефективних лікарських засобів для лікування ЗЗК [202]. 

IЛ-10 є ключовим медіатором підтримки кишкового гомеостазу, що 

обмежує і в кінцевому підсумку веде до припинення імунних реакцій [203]. У 

мишей, нокаутованих за IЛ-10 спонтанно розвиваються ентероколіт, тому 

вони широко використовуються в якості генетичної моделі ЗЗК [204-205]. 

Тому, індуковане попереднім введенням цефтриаксону, посилення 

виділення як прозапального ФНП-α, так і протизапального ІЛ-10 під час 

експериментального коліту вказує на те, що антибіотикотерапія підвищує 

сприйнятливість до розвитку коліту за рахунок посилення імунної відповіді 

до ульцерогенних чинників. 

 

Висновки до розділу 

 

1. Встановлено, що введення цефтриаксону не викликало вірогідних 

змін у проникності епітелію товстої кишки щурів на 15 добу експерименту, 

проте підвищувало її на 72 добу, що призводило до транслокації бактерій у 

кров. 

2. Підвищення проникності епітелію супроводжувалось 

гістологічними змінами в слизовій оболонці товстої кишки щурів у віддалені 

терміни після відміни антибіотика (72 доба експерименту), зокрема, 

зменшенням товщини слизової оболонки товстої кишки, глибини крипт, 

висоти ентероцитів та площі перетину їх ядер, гіпертрофією келихоподібних 

клітин і дегрануляцією тучних клітин.  

3. Введення цефтриаксону підвищувало чутливість щурів до 

експериментального коліту, викликаного у віддалені терміни після введення 
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антибіотика, про що свідчило посилення набряку та розширення стінки 

товстої кишки, а також збільшення рівнів запальних цитокінів ІЛ-10 та ФНП-

α у сироватці крові.  
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

 

Шлунково-кишковий тракт колонізований мікроорганізмами, кількість 

яких в 10 разів перевищує загальну кількість всіх клітин організму, а видове 

різноманіття складає близько 1000 видів [206-207]. Встановлено, що 

мікробіота виконує ряд важливих функцій, які забезпечують гомеостаз 

макроорганізму: пригнічує ріст патогенних мікроорганізмів, стимулює 

імунну систему, регулює всмоктування поживних речовин та метаболізм 

макроорганізму, здійснює розщеплення харчових волокон, синтезує вітаміни 

тощо [208]. Тому зміни складу кишкової мікробіоти можуть призводити до 

порушення регуляції фізіологічного та імунологічного гомеостазу 

кишечника.  

Одним з основних чинників, що може суттєво впливати на стан 

мікробіоти, є використання антибіотиків. Загальноприйнято вважати, що 

вплив антибіотиків на мікробіоту організму є тимчасовим і обмежується 

тривалістю курсу антибіотикотерапії. Однак, недавні дослідження показали, 

що антибіотики викликають стійкі зміни складу мікробіоти тривалістю не 

менше місяця після завершення короткого курсу антибіотикотерапії [15, 34, 

209]. 

Порушення комплексної взаємодії між мікробіотою і макроорганізмом 

є одним з критичних факторів патогенезу ЗЗК [210-211]. В 2011 році двома 

незалежними групами дослідників були вперше опубліковані результати 

епідеміологічних досліджень щодо взаємозв’язку між тривалим 

застосуванням антибіотиків та ризиком розвитку запальних захворювань 

кишечника у дітей [8] та дорослих (середній вік 43,4 роки) [9]. Встановлено, 

що тривала антибіотикотерапія вірогідно підвищує ризик розвитку 

виразкового коліту та хвороби Крона у дорослих та дітей [10, 12]. Однак 

механізми такого взаємозв’язку залишаються недостатньо з’ясованими. 



111 

 

Наше дослідження показало, що якісний і кількісний склад кишкової 

мікробіоти суттєво змінюється у віддалені терміни після введення 

антибіотика цефтриаксону. На 72 добу (через 56 днів після відміни 

цефтриаксону) кількість умовно-патогенних та гемолітичних бактерій 

перевищує контрольні значення у 5,6 (р ˂ 0,05) та 1,5 (р ˂ 0,05) раза 

відповідно. Лактозопозитивні бактерії Escherichia coli не детектувались 

одразу після курсу введення антибіотика (15 доба), що, очевидно, повязано з 

антимікробними властивостями препарату, однак на 72 добу їх кількість 

перевищує контрольні показники в 1,4 раза (р ˂ 0,05). Крім того 

спостерігається зсув у напрямку збільшення відносного вмісту 

лактозонегативних E. сoli. Варто зазначити, що кількість облігатних 

анаеробних представників мікробіоти, біфідобактерій та лактобактерій не 

змінювалась в усі досліджувані терміни. Це свідчить, що внутрішноьм’язове 

введення терапевтичних доз антибіотика не порушує стабільність 

нормобіоти.  

Мікробіота кишечника перебуває в тісному метаболічному зв’язку з 

макроорганізмом, вагома роль у здійсненні якого належить локальному 

синтезу КЛЖК [128-130]. Ці метаболіти є важливим енергетичним 

субстратом для ентероцитів, здатні модулювати імунні процеси, транспорт 

води і електролітів в ШКТ [16].  

Нами встановлено, що на 15 добу експерименту введення 

цефтриаксону призводило до зниження вмісту оцтової, пропіонової, масляної 

кислот та загального вмісту КЛЖК у фекаліях щурів в 2,9, 13,8, 8,5, 4,8 раза 

(р < 0,05), відповідно. Вміст валеріанової, ізовалеріанової і капронової кислот 

був нижче рівня детекції після введення цефтриаксону. Ці зміни 

супроводжувались зниженням в 4,3 раза (р < 0,05) значення анаеробного 

індексу та збільшенням відносного вмісту оцтової кислоти. На 72 добу вміст 

КЛЖК був все ще нижчим від контрольних значень, але вищим, ніж на 15 

добу (за винятком пропіонової кислоти). Анаеробний індекс був зниженим в 

1,3 раза (р < 0,05) порівняно з контролем. Ці зміни супроводжувались 



112 

 

збільшення маси сліпої кишки щурів, де відбуваються основні процеси 

синтезу КЛЖК у гризунів. Отже, антибактеріальна терапія викликає тривале 

порушення метаболічної активності мікробіоти товстої кишки. 

Оскільки КЛЖК є основним енергетичним субстратом для ентероцитів 

[20], зниження їх вмісту може призводити до порушення гомеостазу клітин 

слизової оболонки товстої кишки. Показано, що пропіонова і масляна 

кислоти мають однаковий протизапальний потенціал, обумовлений 

пригніченням транскрипції NF-кВ, в той час як оцтова кислота виявляє 

значно меншу ефективність [51]. Оцтова кислота також може посилювати 

транскрипцію прозапальних генів та синтез цитокінів [140]. Тому збільшення 

відносного вмісту оцтової кислоти у фекаліях може вказувати на прозапальні 

властивості внутрішньопорожнинного середовища товстої кишки щурів після 

введення цефтриаксону. 

З фекаліями виводиться 5-10% від загальної кількості КЛЖК [16], тому 

спостережувані зміни характеризують лише частину синтезованих КЛЖК. В 

товстій кишці КЛЖК дуже ефективно всмоктуються шляхом пасивної 

дифузії, за участю Na
+
-залежних SMCT та протон-залежних MCT 

мембранних транспортерів [67, 142, 143]. За фізіологічних значень рН вмісту 

товстої кишки (5,6-6,6), КЛЖК перебувають в аніонній формі, що вказує на 

важливу роль транспортерів у їх всмоктуванні [143]. Проведене нами 

імуногістохімічне дослідження на 15 добу експерименту показало 

підвищення імунореактивності МСТ1 та МСТ4 транспортерів КЛЖК на 

базолатеральній мембрані ентероцитів, та зниження SMCT1 транспортера на 

щітковій облямівці ентероцитів СОТК щурів після введення цефтриаксону. 

Для більш глибокого розуміння наслідків цих змін необхідні подальші 

дослідження, однак варто зазначити, що подібні порушення експресії 

транспортерів КЛЖК були виявлені за умов канцерогенезу в кишечнику [20] 

та у мишей-гнотобіонтів [145], що свідчить про вагому роль мембранних 

транспортерів у здійсненні фізіологічного впливу мікробіоти та її метаболітів 

на макроорганізм.  
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Cигнальні та імуномодуляторні функції КЛЖК здійснюються через 

взаємодію з FFA2 (GPR43) та FFA3 (GPR41) рецепторами [141]. FFA2 

рецептори мають вищу спорідненість до оцтової кислоти [71], експресуються 

переважно на імунних клітинах та опосередковують ефект КЛЖК на перебіг 

запалення в кишечнику [53, 77]. Нами показана імунореактивність FFA2 

рецепторів на келихоподібних клітинах та поверхневих ентероцитах слизової 

оболонки товстої кишки щурів. Після введення цефтриаксону впродовж 14 

діб, імунореактивність FFA2 знижувалась. Результати Вестерн-блот аналізу 

показали зниження рівня FFA2 навіть на 72 добу експерименту. FFA3 

рецептори, на відміну від FFA2, мають вищу спорідненість до масляної 

кислоти [212] та експресуються переважно в кишечнику, жировій тканині, 

клітинах підшлункової залози [17, 53]. Результати наших досліджень 

показали, що за умов норми, FFA3 рецептори локалізуються на поверхневих 

ентероцитах товстої кишки щурів, келихоподібних клітинах і нейронах 

ентеральних плетив, що відповідає результатам Nøhr зі співавт. [73]. Рівень 

FFA3 рецепторів після введення цефтриаксону знижувався на 15 добу 

експерименту, проте на 29 та 72 добу статистично вірогідно не відрізнявся 

від контрольних значень. Отже введення цефтриаксону викликає суттєві та 

тривалі зміни концентрації КЛЖК у фекаліях та рівня їх рецепторів і 

транспортерів у слизовій оболонці товстої кишки щурів, що свідчить про 

порушення процесів обміну метаболітами між мікробіотою та 

макроорганізмом. 

Ми припустили, що зниження метаболічної активності мікробіоти 

кишечника після введення антибіотика може призводити до порушень 

окисно-антиоксидантного балансу в клітинах слизової оболонки товстої 

кишки. Результати дослідження показали підвищення вмісту ТБК-активних 

сполук в слизовій оболонці товстої кишки щурів на 15 і 29 добу 

експерименту в 6 та 2,5 раза (р < 0,05), відповідно, після введення 

цефтриаксону. Ці зміни супроводжувались дисбалансом активності 

ферментів антиоксидантного захисту. Показано, що оксидативний стрес є 
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одним з основних механізмів, залучених в патогенез ЗЗК [102-103]. Згідно 

даних Фоменко [155], оксидативні реакції створюють передумови для 

розвитку деструктивних ушкоджень слизової оболонки товстої кишки за 

умов водно-іммобілізаційного та адреналін-індукованого стресу. 

Порушення окисно-антиоксидантної рівноваги може модулювати 

численні редокс-чутливі сигнальні шляхи через окиснення SH-груп цистеїну 

білкових молекул. Нами було виявлено зниження вмісту білкових SH-груп в 

1,9 раза (р < 0,05) після введення цефтриаксону, що передбачає активацію 

редокс-чутливих транскрипційних факторів. Враховуючи те, що Egr-1 та Sp-1 

є редокс-чутливими транскрипційними факторами ранньої відповіді, які 

беруть участь в регуляції метаболізму, росту, диференціації, ангіогенезу і 

апоптозу [159-160], ми перевірили рівень даних протеїнів у слизовій 

оболонці товстої кишки щурів після 5 та 14 добового введення цефтриаксону, 

відповідно на 6 та 15 добу експерименту. Вірогідне підвищення рівня Egr-1 

та Sp-1 порівняно з контролем в 1,8 та 1,4 раза (р < 0,05), відповідно, було 

виявлено лише на 6 добу експерименту. Тоді як рівень гіпоксія-чутливого 

транскрипційного фактору HIF1α в зростав в 1,9 раза (р < 0,05) на 15 добу 

експерименту. Ці зміни супроводжуються активацією ERK1/2 сигнального 

каскаду на тлі зниження активності р38 МАР-кіназних шляхів. Зазначені 

процеси є свідченням порушення гомеостазу клітин слизової оболонки 

товстої кишки щурів та вказують на розвиток прозапальних змін у відповідь 

на введення цефтриаксону. 

Важливою складовою в підтриманні бар’єрної функції кишечника, є 

приепітеліальний шар слизу, секретований келихоподібними клітинами [95]. 

Порушення слизового бар'єру може відігравати важливу роль в патогенезі 

ЗЗК, зокрема, виразкового коліту [96]. Тому наступним етапом нашого 

дослідження було з’ясувати, як змінюється вуглеводний склад та загальна 

концентрація глікопротеїнів поверхневого слизу кишечника щурів у різні 

терміни після введення цефтриаксону, зокрема на 15, 29 та 72 добу 

експерименту.  
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Вірогідне зниження концентрації глікопротеїнів поверхневого слизу 

було виявлено лише на 72 добу експерименту. Це супроводжувалось 

якісними змінами структури олігосахаридних ланцюгів молекул 

глікопротеїнів, зокрема зниженням концентрації гексоз і фукози в 1,2 та 3,1 

раза (р < 0,05), відповідно. Концентрація гексозамінів, які локалізуються 

переважно в коровій частині олігосахаридів муцину [88] не змінювалась на 

72 добу експерименту, однак рівень сіалових кислот, які займають 

термінальне положення [89], збільшувався в 1,5 раза (р < 0,05). Виявлені 

зміни вуглеводного складу поверхневого слизу товстої кишки щурів у 

віддалені терміни після відміни цефтриаксону свідчать про вкорочення 

вуглеводних ланцюгів молекули глікопротеїну та передчасне їх термінування 

залишками сіалових кислот [104, 175]. Подібний характер змін складу слизу є 

типовим під час розвитку ЗЗК. Описані зміни можуть призводити до 

порушення в’язкості слизу та зниження ефективності слизового шару [97, 

104], що в свою чергу, є причиною порушення інтегративної цілісності 

кишкового бар’єру.  

Порушення гомеостазу слизової оболонки товстой кишки щурів 

підтверджувалось збільшенням протеолітичної активності матриксної 

металопротеїнази (ММП)-9 та зниженням – ММП-2 після введення 

цефтриаксону на 72 добу експерименту. Відомо, що ММП-9 є медіатором 

запальної реакції і пошкодження тканини, оскільки надмірна експресія 

погіршує загоєння виразок епітелію кишечника [182] та збільшує виділення 

прозапальних цитокінів [183]. Виявлені зміни можуть свідчити про 

підвищення проникності епітелію товстої кишки. На 72 добу експерименту 

ми спостерігали вірогідне (р < 0,05) підвищення проникності епітелію товстої 

кишки, яке визначали за кількістю фарби Еванса транслокованої із просвіту 

кишки в кров. Це також супроводжувалось збільшенням кількості 

мікроорганізмів у крові ворітної вени щурів у 1,6 раза (р ˂  0,05). 

Результати гістологічного дослідження дистального відділу товстої 

кишки щурів на 72 добу експерименту показали зменшення товщини 
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слизової оболонки товстої кишки, глибини крипт, висоти ентероцитів та 

площі поперечного перерізу їх ядер, що свідчить про розвиток атрофічних 

процесів в слизовій оболонці товстої кишки у віддалені терміни після 

виведення антибіотика. Ми припускаємо, що ці процеси є наслідком 

дисбіотичних змін складу та метаболічної активності мікробіоти товстої 

кишки щурів після введення цефтриаксону. 

Порушення бар’єрної функції призводить до дисрегуляції взаємодії між 

клітинами епітелію, імунними клітинами власної пластинки слизової 

оболонки та мікробіоти кишечника [213]. Надмірна дія мікробних антигенів 

супроводжується вивільненням епітеліальними клітинами запальних 

цитокінів та хемокінів, таких як інтерлейкін (ІЛ) 1, ІЛ-6, ІЛ-8, фактор некрозу 

пухлин, інтерферон гамма (ІФНγ), і хемокіну CCL2, що призводить до 

рекрутингу і активації лейкоцитів [177]. Підтвердженням цього є виявлена 

нами дегрануляція тучних клітин в товстій кишці щурів, яким вводили 

цефтриаксон. В результаті, дисфункція епітеліального бар'єру, може 

підтримувати патологічне запалення слизової оболонки. Однак, це не єдиний 

фактор, який робить внесок у розвиток ЗЗК. Так, родичі пацієнтів з хворобою 

Крона мали збільшену проникність епітелію кишечника, яка не 

супроводжувалась розвитком запалення, що підтверджує поліетіологічність 

ЗЗК [98].  

Оскільки порушення кишечного бар’єру, з наступною транслокацією 

бактерій, вважається одним із основних факторів патогенезу ЗЗК [192], ми 

припустили, що вищенаведені зміни підвищуватимуть чутливість до дії 

ульцерогенних чинників. Для підтвердження даного припущення, у щурів, 

яким попередньо вводили цефтриаксон, на 72 добу експерименту було 

викликано експериментальний коліт. Встановлено, що введення 

цефтриаксону інтенсифікує набряк товстої кишки, що проявлялось 

збільшенням її маси та поперечного перерізу у порівнянні з групою коліту. 

Гістологічно ці зміни характеризувалось зниженням товщини слизової 

оболонки товстої кишки і висоти ентероцитів у порівнянні з групою коліту. 
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Крім того, у щурів з експериментальним колітом після попереднього 

введення цефтриаксону рівні ФНП-α та IL-10 в сироватці крові були вищими 

в 1,3 раза (р = 0,05) порівняно з групою коліту. Відомо, що ФНП-α відіграє 

ключову роль в патогенезі ЗЗК [201], опосередковуючи множинні 

прозапальні сигнали, в тому числі рекрутинг нейтрофілів до місць запалення, 

активацію коагуляції та фібринолізу, а також індукцію формування 

гранульоми. IЛ-10 є ключовим медіатором підтримки гомеостазу в 

кишечнику, що обмежує і, в кінцевому підсумку, веде до припинення 

імунних реакцій [203]. Посилення набряку товстої кишки та підвищення 

рівнів як прозапального ФНП-α, так і протизапального ІЛ-10 під час 

експериментального коліту після попереднього введення цефтриаксону, 

вказує на те, що антибіотикотерапія підвищує чутливість до ульцерогенних 

чинників. 

Отже, введення цефтриаксону призводить до віддалених органічних 

змін інтегративної бар’єрної функції слизової оболонки товстої кишки, що 

підтверджується: збільшення проникності епітелію товстої кишки щурів, 

транслокацією бактерій у кров та підвищенням чутливості до розвитку 

експериментального коліту на 72 добу експерименту (рис. 1).  
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Рис. 1. Схема розвитку віддалених органічних змін інтегративної 

бар’єрної функції слизової оболонки товстої кишки щурів після введення 

цефтриаксону. 

 

Таким чином вперше встановлено, що цефтриаксон-викликані зміни 

концентрації КЛЖК та їх транспортно-рецепторної системи асоціюються з 

тривалими зрушеннями у окисно-антиоксидантному балансі слизової 

оболонки товстої кишки, активації редокс-чутливих транскрипційних 

факторів Egr-1, Sp-1, HIF1α, що призводить до тривалих змін у складі 

глікопротеїнів слизу і як результат підвищення чутливості кишкового 

бар’єру до ульцерогенних чинників. Порушення бар’єрної функції товстої 

кишки є основним фактором віддалених наслідків антибіотикотерапії, що 

підвищує сприйнятливість до розвитку запалення. 
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ВИСНОВКИ 

 

 

Вперше встановлено, що цефтриаксон-викликані зміни вмісту КЛЖК 

та КЛЖК-специфічних рецепторів і транспортерів супроводжуються 

тривалими зрушеннями в окисно-антиоксидантному балансі слизової 

оболонки товстої кишки, активацією редокс-чутливих транскрипційних 

факторів Egr-1, Sp-1, HIF1α та призводять до тривалих змін у складі 

глікопротеїнів слизу, і, як результат, підвищення чутливості кишкового 

бар’єру до ульцерогенних чинників. 

1. Показано, що введення цефтриаксону (300 мг/кг, 14 діб) призводило до 

зниження загального вмісту КЛЖК у дистальному відділі товстої кишки 

щурів; найбільш суттєво знижувався вміст пропіонової і масляної кислот, 

що призводило до зростання відносного вмісту оцтової кислоти, яка має 

прозапальні властивості. Ці зміни були стійкими в часі та 

супроводжувалися зниженням анаеробного індексу.  

2.  Встановлено, що введення цефтриаксону щурам впродовж 14 діб 

зменшувало рівень FFA2 та FFA3 рецепторів у слизовій оболонці товстої 

кишки; знижувалась імунореактивність SMCT1 транспортера КЛЖК на 

апікальній мембрані та підвищувалась – МСТ1 і МСТ4 транспортерів на 

базолатеральній мембрані ентероцитів. 

3. Короткотривале введення цефтриаксону впродовж 5 діб викликало 

активацію редокс-чутливих транскрипційних факторів Egr-1, Sp-1 в 

слизовій оболонці товстої кишки щурів. Збільшення терміну введення 

цефтриаксону до 14 діб асоціювалось з порушенням окисно-

антиоксидантного балансу, підвищенням рівня гіпоксія-чутливого 

транскрипційного фактору HIF1α, фосфорилювання ERK1/2 та 

пригніченням фосфорилювання р38 МАР-кіназ.  

4. Зниження загальної концентрації глікопротеїнів, а також гексоз, фукози 

та підвищення сіалових кислот поверхневого слизу товстої кишки щурів 
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спостерігалось лише у віддалені терміни після 14-добового введення 

цефтриаксону (на 72 добу експерименту), що свідчить про передчасне 

термінування олігосахаридних ланцюгів глікопротеїнів слизу. Ці зміни 

супроводжувались посиленням активності прозапальної матриксної 

металопротеїнази ММП-9 та зниженням антизапальної – ММП-2 в 

слизовій оболонці товстої кишки щурів.  

5. Доведено, що введення цефтриаксону впродовж 14 діб призводить до 

віддалених змін інтегративної бар’єрної функції слизової оболонки 

товстої кишки, що підтверджується: збільшенням проникності епітелію 

товстої кишки щурів, транслокацією бактерій у кров та підвищенням 

чутливості до розвитку експериментального коліту.  
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