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Резюме Актуальність. Робота присвячена вивченню перерозподілу клітин імунної системи 
при помірному холодовоу стресі, що має теоретичне і практичне значення.
Мета дослідження: вивчення впливу одноразового відтворення помірного холодового 
стресу на перерозподіл клітин в межах імунної системи.
Дизайн. Експерименти проведено на самцях мишей лінії С57BL віком 6-8 тижнів і масою 
18-20 г. Гострий холодовий стрес індукували витримуванням мишей при +4°С протя-
гом 15 хв. Через 4 та 24 год досліджували показники кісткового мозку, тимуса і селезін-
ки, фази клітинного циклу і активність апоптозу, а також гематологічні показники, 
включаючи лейкоцитарну формулу і вміст ретикулоцітів у крові. 
Результати. Короткочасний помірний холодовий стрес характеризується розвит-
ком через 24 год лейкоцитозу, ретикулоцитопенії, вираженим зменшенням клітинних 
показників в кістковому мозку, тимусі і селезінці, суттєвим зниженням кількості ти-
моцитів у S і G2-M+S фазах і значним збільшенням кількості тимоцитів і спленоцитів 
в апоптозі, що можна розцінювати як інтенсивний клітинний стресовий перерозпо-
діл.
Висновки. У розвитку холодового стресу приймає участь кістковомозкова клітинна 
мобілізація, міграція лімфоцитів і гранулоцитів із тимуса і селезінки, пригнічення про-
ліферативної активності і підвищення апоптозу клітин тимуса і селезінки, що свід-
чить про сполучення при холодовому стресі катаболічних і регуляторних процесів в 
органах імунної системи. Отримані дані про особливості холодової стресової реакції 
можуть бути використані на шляхах пошуку нових методів корекції, небажаних для 
функціонування імунної системи стресових ефектів. 
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Вступ

Холодовий стрес є психосоматичною 
реакцією організму. Сильнодіючі фактори 
спричиняють в організмі процеси,  що ви-
значені Сельє як «загальний адаптаційний 
синдром». В основі реакції лежить збуджен-
ня в осі гіпоталамус-гіпофіз-кора наднирни-
ків і активація вегетативної нервової систе-
ми, головним чином, її симпатичного відділу. 
Як ключові, діючі на імунну систему, факто-
ри, розглядаються АКТГ і стимульована ним 

продукція стероїдних гормонів наднирни-
ків, а також виділені у підвищеній кількості 
катехоламіни. Є дані, що імуносупресивний 
ефект при стресі більше індукується не глю-
кокортикоїдами, а катехоламінами і про-
стаглантинами [1]. Відомо, що стимуляція 
α- і β-рецепторів при стресі сприяє виходу 
лімфоцитів і гранулоцитів із селезінки [2] і 
забезпечує нейтрофільоз [3]. Основну роль 
у продукції ГМ-КСФ при стресі відіграє PI3K/
Akt-залежний сигнальний каскад [4]. Інші ен-
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докринні залози приймають меншу участь у 
розвитку стресу [5].

Реакція лімфоцитів, гранулоцитів і мо-
ноцитів залежить, з одного боку, від концен-
трації глюкокортикоїдів і катехоламінів, а з 
іншого, від вираженості на клітинах імунної 
системи рецепторів до цих факторів. Силь-
ні класичні стреси викликають катаболічні 
процеси з апоптозом чутливих клітин імун-
ної системи і формуванням імунодефіциту 
[6]. Впливи помірної інтенсивності вивчені 
значно менше [7]. Дані про зміни в імунній 
системі при дії несильних подразників об-
межені. При експозиції щурів при 4°С значно 
підвищувався рівень АКТГ, адреналіна, ангіо-
тензина-ІІ і IL-10. Також спостерігали знижен-
ня кількості CD4+CD25+Foxp3+Treg-лімфо-
цитів [8]. Між тим, із клінічних спостережень 
відомо, що неконтрольовані по силі, три-
валості і кратності холодові стреси можуть 
сприяти виникненню опортуністичних ін-
фекцій і обтяжувати перебіг хронічних за-
хворювань [9].

Мета роботи. Вивчення впливу одно-
разового відтворення помірного холодово-
го стресу на перерозподіл клітин в межах 
імунної системи.

Методика

Експерименти проведено на самцях ми-
шей лінії С57BL віком 6-8 тижнів і масою 18-
20 г з розплідника Інституту патології, онко-
логії та радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН 
України, які знаходились у стандартних умо-
вах віварію. Усі експерименти проводили з 
дотриманням вимог статті 26 Закону Украї-
ни «Про захист тварин від жорстокого пово-
дження» (від 21.02.2006 р.) та «Європейської 
конвенції по захисту хребетних тварин, які 
використовуються з експериментальною та 
іншою науковою метою» (Страсбург, 1986). 
Під час проведення експерименту усі твари-
ни  отримували збалансоване харчування та 
мали вільний доступ до води. 

Гострий холодовий стрес індукували 
витримуванням мишей при +4°С протягом 
15 хв. Сформовано три експериментальних 
групи тварин: I – контрольна (n=28), II – миші 
через 4 год після 15-хвилинного холодово-
го стресу (n=7), III – миші через 24 год після 

15-хвилинного холодового стресу (n=7). Ак-
тивність стресової реакції контролювали за 
розвитком через 24 год гіпотрофії тимуса і 
лейкоцитоза.

Через 4 та 24 год досліджували показ-
ники кісткового мозку, тимуса і селезінки, 
фази клітинного циклу і активність апоптозу, 
а також  гематологічні показники, включаю-
чи лейкоцитарну формулу і вміст ретикуло-
цітів у крові. Для визначення фаз клітинного 
циклу та апоптозу суспензію клітин забарв-
лювали розчином йодиду пропідію з дода-
ванням цитрату натрію. Клітини аналізували 
методом проточної цитометрії. Для встанов-
лення розподілу клітин за фазами клітин-
ного циклу аналізували гістограми, на яких 
оцінювали частку клітин в області, що від-
повідає гіпердіплоїдному набору хромосом. 
На гістограмі клітин, забарвлених пропідію 
йодидом, цим клітинам відповідає пік, що 
знаходиться справа від основного дипло-
їдного піку. При використанні спеціально 
розробленої програми (ModFit LT) вдається 
більш детально проаналізувати цю область і 
розрахувати частку клітин, що знаходяться в 
різних стадіях циклу. 

Для оцінки апоптозу на цитограмі за 
прямим і бічним світлорозсіюванням визна-
чали локалізацію лімфоцитів і оцінювали 
червону флуоресценцію йодиду пропідіуму 
для 10000 клітин, серед яких розраховували 
відсоток гіподиплоїдних клітин [10].

Отримані результати були оброблені 
методами варіаційної статистики за допо-
могою програми Excell (MS Offi  ce XP). Для 
кількісних ознак розраховували середнє 
значення (M) та стандартну похибку се-
реднього значення (±m). Використовували 
непараметричний критерій Мана-Уітні (U) 
для виявлення достовірності відмінностей. 
У разі статистичного оцінювання значення 
р<0,05 вважали вірогідними.

Результати та їх обговорення

В результаті розвитку помірної стре-
сової реакції через 24 год у мишей спо-
стерігався доволі високий лейкоцитоз, що 
формувався, мабуть, одночасним, хоч і не-
достовірним, збільшенням у крові кількості 
гранулоцитів і лімфоцитів (рис. 1). Одночас-



СТАТТІ 35

но відбувалося суттєве зниження клітинно-
сті кісткового мозку (рис. 2, а), що дозво-
ляє припустити частково кістковомозкове 
походження лейкоцитозу. Не виключено 
також, що зниження кількості клітин у кіст-
ковому мозку може бути і результатом 
токсичного метаболічного впливу. Кістко-
вий мозок містить клітини-попередники, 
що мігрують у тимус і розвиваються в його 
мікрооточенні, а частина зрілих тимоци-

тів після диференціювання повертається у 
кістковий мозок [11]. Введення глюкокор-
тикоїдів сприяє міграції Т-клітин у кістко-
вий мозок, а в селезінці кількість цих клітин 
знижується [12]. Нейтрофіли є ключовим 
компонентом уродженого імунітеру і ос-
новним джерелом запалення [13], а най-
важливішим регулятором вивільнення ней-
трофілів із кісткового мозку в нормі і при 
стресі являється CXCR4 [14].
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Рис 1. Кількість лейкоцитів (а), лімфоцитів (б), моноцитів (в) і гранулоцитів (г) в периферичній 
крові стресованих мишей: I – контрольні тварини, ІІ – тварини через 4 год після 15-хвилинного 

холодового стресу, III – тварини через 24 год після 15-хвилинного холодового стресу. * p<0,05 
порівняно з групою контрольних мишей; # p<0,05 порівняно з групою мишей через 4 год після 

15-хвилинного холодового стресу 
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Рис 2. Клітинність кісткового мозку (а), кількість еритроцитів (б) та ретикулоцитів (в) 
стресованих мишей: I – контрольні тварини, ІІ – тварини через 4 год після 15-хвилинного 

холодового стресу, III – тварини через 24 год після 15-хвилинного холодового стресу. 
* p<0,05 порівняно з групою контрольних мишей; # p<0,05 порівняно з групою мишей через 4 год 

після 15-хвилинного холодового стресу 

Між тим, рівень еритроцитів у зазна-
чений термін змінювався мало. Але значно 
зменшувалась чисельність ретикулоцитів 
(рис. 2, в), що означає пригнічення ери-
троцитарного ростка кровотворення, і що 
можна розглядати як підтвердження на-
явності токсичного впливу метаболітів на 
кістковий мозок.

Поповнення кількості лімфоцитів і 
гранулоцитів у крові може здійснюватись 
не тільки в результаті кістковомозкової 
мобілізації клітин, а також за рахунок їх мі-
грації із тимуса і селезінки, про що свідчить 
значне зниження клітинності зазначених 
органів через 4 і 24 год  від початку реакції 
(рис. 3, 4).
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Рис 3. Показники тимуса стресованих мишей. а – маса тимуса; б – тимусний індекс; в – кількість 
тимоцитів на орган; г – клітинність тимуса: I – контрольні тварини; ІІ – тварини через 4 год 

після 15-хвилинного холодового стресу; III – тварини через 24 год після 15-хвилинного холодового 
стресу. * p<0,05 порівняно з групою контрольних мишей; # p<0,05 порівняно з групою мишей через 

4 год після 15-хвилинного холодового стресу 
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Рис 4. Показники селезінки стресованих мишей. а – маса селезінки; б – кількість спленоцитів; 
в – клітинність селезінки: I – контрольні тварини, ІІ – тварини через 4 год після 15-хвилинного 

холодового стресу, III – тварини через 24 год після 15-хвилинного холодового стресу. 
* p<0,05 порівняно з групою контрольних мишей
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Через 24 год від початку реакції суттєво 
зростала кількість тимоцитів у фазі клітинно-
го циклу G0/G1 і значно знижувалась кіль-

кість тимоцитів у клітинних фазах S і G2-M+S, 
що свідчить про суттєве зниження темпу 
проліферації клітин у тимусі (рис. 5).
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Рис 5. Розподіл по фазах клітинного циклу тимоцитів стресованих мишей. а – G0/G1; б – G2/M; 
в – S; г – G2-M+S: I – контрольні тварини; ІІ – тварини через 4 год після 15-хвилинного холодового 

стресу; III – тварини через 24 год після 15-хвилинного холодового стресу. 
* p<0,05 порівняно з групою контрольних мишей; # p<0,05 порівняно з групою мишей 

через 4 год після 15-хвилинного холодового стресу 

В селезінці суттєво зменшувалась кіль-
кість клітин в фазі G2/M і тільки через 4 год 
(рис. 6), що мабуть відображає менший ан-
типроліферативний вплив гормональних 
стресових механізмів на спленоцити. 

Кількість клітин в різних фазах клітин-
ного циклу у досліджені термінів в кіст-

ковому мозку змінювалась недостовірно 
(рис. 7), що свідчить про те, що зменшення 
кількості клітин кісткового мозку на 24 год 
може не залежати від змін проліфератив-
ної активності (див. рис. 2). 
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Рис 6. Розподіл по фазах клітинного циклу 
спленоцитів стресованих мишей. а – G0/G1; б – 
G2/M; в – S; г – G2-M+S: I – контрольні тварини; 

ІІ – тварини через 4 год після 15-хвилинного 
холодового стресу; III – тварини через 24 год 

після 15-хвилинного холодового стресу. # p<0,05 
порівняно з групою мишей через 4 год після 

15-хвилинного холодового стресу 
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Рис 7. Розподіл по фазах клітинного циклу 
кісткового мозку стресованих мишей. 

а – G0/G1; б – G2/M; в – S; г – G2-M+S.
 I – контрольні тварини; ІІ – тварини через 4 
год після 15-хвилинного холодового стресу; 

III – тварини через 24 год після 15-хвилинного 
холодового стресу
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У перерозплділі клітин велике значен-
ня можуть мати апоптотичні процеси. Най-
більше зростання апоптотичних процесів 
спостерігалось через 24 год в тимусі (рис. 8, 
а), що співпадає з даними про суттєве зни-
ження кількості тимоцитів у цей час у про-
ліферативній фазі (див. рис. 5). Приблизно 
на однаковому рівні знаходились показни-
ки спонтанного апоптозу клітин кісткового 
мозку, але з вираженою тенденцією до під-

вищення через 24  год. В селезінці апоптоз 
клітин через 24 год від початку стресу був 
значно вище за нормальний рівень (див. 
рис. 8). Апоптоз лімфоцитів викликають глю-
кокортикоїди, він блокується антагоністами 
глюкокортикоїдних рецепторів [15]. Підви-
щення рівня апоптозу лімфоцитів відбува-
ється також і при короткочасному холодо-
вому стресі у людини [16]. 
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Рис 8. Спонтанний апоптоз тимоцитів (а), спленоцитів (б) і клітин кісткового мозку (в) 
стресованих мишей: I – контрольні тварини; ІІ – тварини через 4 год після 15-хвилинного 

холодового стресу; III – тварини через 24 год після 15-хвилинного холодового стресу. 
* p<0,05 порівняно з групою контрольних мишей; # p<0,05 порівняно з групою мишей через 4 год 

після 15-хвилинного холодового стресу 

Таким чином, встановлено, що в резуль-
таті відтворення помірного холодового стре-
су у мишей відбувається перерозподіл клітин 
в імунній системі з підвищенням їх кількості у 
периферичній крові, зниженням вмісту в кіст-

ковому мозку, тимусі і селезінці, пригніченням 
проліферативної активності клітин, особливо 
тимоцитів, і значним зростанням апоптотич-
них клітин в тимусі і селезінці. Розвивається 
також виражена ретикулоцитопенія.
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Висновки

1. Короткочасний помірний холодо-
вий стрес характеризується розвитком че-
рез 24 год лейкоцитозу, ретикулоцитопенії, 
вираженим зменшенням клітинних показ-
ників в кістковому мозку, тимусі і селезінці, 
суттєвим зниженням кількості тимоцитів 
у S і G2-M+S фазах і значним збільшенням 
кількості тимоцитів і спленоцитів в апопто-
зі, що можна розцінювати як інтенсивний 
клітинний стресовий перерозподіл.

2. У розвитку холодового стресу при-
ймає участь кістковомозкова клітинна 

мобілізація, міграція лімфоцитів і грану-
лоцитів із тимуса і селезінки, пригнічення 
проліферативної активності і підвищення 
апоптозу клітин тимуса і селезінки, що свід-
чить про сполучення при холодовому стре-
сі катаболічних і регуляторних процесів в 
органах імунної системи.

3. Отримані дані про особливості хо-
лодової стресової реакції можуть бути ви-
користані на шляхах пошуку нових методів 
корекції небажаних для функціонування 
імунної системи стресових ефектів. 
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