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ВЛИЯНИЕ ИНТЕНСИВНОЙ ТЕПЛОВОЙ НАГРУЗКИ 
НА МОРФОМЕТРИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 

И ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ ЛЕЙКОЦИТОВ 
КРОВИ КРЫС

THE INFLUENCE OF INTENSE HEAT LOAD ON MORPHOMETRIC 
PARAMETERES AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF BLOOD 

LEUCOCYTES’ IN RATS

Аннотация

Целью работы явилось исследова
ние морфофункциональных характери
стик белых клеток крови крыс в услови
ях действия тепловой нагрузки в опытах 
in vivo. Животных подвергали действию 
экзогенной гипертермии при температу
ре 38°С в течение 120 минут. Оценивали 
изменения со стороны надпочечников и 
тимико-лимфатической системы с це
лью установления развития в организме 
стресс-реакции. Исследовали морфо
метрические показатели, осмотическую 
резистентность, локомоционную ак
тивность, поглотительную способность 
лейкоцитов и резервные возможности 
мембраны клеток. Установлено, что в 
условиях острого перегревания на фоне 
развивающейся в организме стресс-ре
акции происходит уменьшение размеров 
лимфоцитов, сопровождающееся сниже
нием коэффициента уплощенности, бо
лее экономное использование клетками 
мембранного резерва в гипоосмолярной 
среде и повышение функциональной ак
тивности лейкоцитов, выражающееся в 
увеличении миграционной и поглотитель
ной способности лейкоцитов.

Abstract

The purpose of the research was to
investigate the morphofunctional properties 
of white blood cells in rats under high 
ambient temperature conditions in in vivo
experiments. The animals were exposed to the 
exogenous hyperthermia (38 °С) during 120 
minutes. The changes in adrenal glands and 
thymicolymphatic system were estimated to 
assess the development of stress-reaction in 
the organism. The leucocytes’ morphometric 
characteristics, osmotic resistance, locomotion 
activity, absorbing capacity and reserve abilities 
of the cell membrane were investigated. It 
was revealed that in extreme overheating 
and resulting stress-reaction of the body one 
can note a reduction in the size of leucocytes 
accompanied by the decrease in the coefficient of 
flattening, a more economical use of membrane 
reserve by cells in hypoosmotic medium,
and the increase in the functional activity of
leucocytes manifesting itself in the increase of 
migration and absorbing capacity. The obtained 
data on changes in morphofunctional properties 
of leucocytes in the conditions of exogenous 
hyperthermia enlarge and extend the current 
knowledge of cells mechanisms of adaptation 
of the body to the heat load.
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Полученные данные об изменении 
морфофункциональных свойств лейко
цитов крови в условиях экзогенной ги
пертермии расширяют и углубляют су
ществующие представления о клеточных 
механизмах адаптации организма к дей
ствию тепловой нагрузки.

В связи с тем, что белые клетки крови 
выполняют в организме комплекс важных 
функций, в том числе участвуют в осу
ществлении специфических и неспецифи
ческих защитных реакций, в реализации 
процессов микроциркуляции, особенный 
интерес представляет исследование мор
фофункциональных характеристик лейко
цитов в условиях действия на организм 
экстремальных факторов.

Несмотря на значительное количество 
работ по изучению клеточных механизмов 
адаптации к действию гипертермии [1 , 2 , 
3, 4, 5], эта проблема остаётся актуальной 
для современной физиологии. Исследо
вание динамики морфометрических пока
зателей и реактивности клеток в условиях 
экзогенного перегревания в опытах in vivo 
позволит оценить влияние клеточных из
менений на адаптивные возможности ор
ганизма [6 , 7] и раскрыть механизмы дей
ствия гипертермии [8, 9].

Цель работы -  исследование мор
фофункциональных характеристик белых 
клеток крови крыс в условиях действия эк
зогенной гипертермии в опытах in vivo.

Материалы и методы исследова
ния. Исследование проведено на лабо
раторных белых крысах-самцах линии Ви- 
стар, весом 300-350 граммов.

При изучении действия интенсивной 
тепловой нагрузки на морфофункцио
нальные характеристики лимфоцитов 
животных делили на две группы по 10 
особей. Первая группа -  «Контроль» -  ин- 
тактные животные. Вторая группа -  «Пе
регревание животного» -  крыс подвергали 
действию интенсивной тепловой нагрузки 
в камере объёмом 0,8 м3 с автоматизи
рованным воздухообменом и относитель-

Ключевые слова: лейкоциты; мем
бранный резерв; объём клеток; экзоген
ная гипертермия.

Key words: leucocytes; membranous 
reserve; cell volume; exogenous hyperthermia.

ной влажностью 50-60% при температуре 
38°С в течение 120 минут [10]. По окон
чании действия тепловой нагрузки у жи
вотных брали кровь. Критерием развития 
стресс-реакции у крыс группы «Перегре
вание животного» в условиях экзогенной 
гипертермии, служили морфологические 
изменения со стороны надпочечников. В 
цельной крови определяли количество и 
соотношение различных форм лейкоци
тов унифицированным методом [11]. Так
же определяли процентное содержание 
лейкоцитов в красном костном мозге [12 ].

Кровь у животных брали путём дека- 
питации после дачи лёгкого эфирного на
ркоза. В качестве антикоагулянта исполь
зовали гепарин в количестве 10 ед./мл. Из 
цельной крови получали суспензию лейко
цитов. Для этого кровь центрифугировали, 
собирали лейкоцитарное кольцо, примесь 
эритроцитов разрушали 0,83% раство
ром хлорида аммония [13, 14] и отмывали 
клетки изотоническим раствором хлорида 
натрия. Суспензию лейкоцитов использо
вали для изучения влияния экзогенной ги
пертермии на морфофункциональные ха
рактеристики белых клеток крови.

Локомоционную активность лейкоци
тов оценивали в тест-системе миграции 
клеток под агарозой [13] в модифициро
ванном варианте [15]. Ареал спонтанного 
распространения клеток служил критери
ем самопроизвольной миграции. Площадь 
распространения лейкоцитов в присутст
вии супернатанта дрожжевых клеток -  сти
мулированной миграции.

Для изучения поглотительной способ
ности лейкоцитов использовали методику 
фагоцитоза нейтрофилами дрожжевых 
клеток [13]. Определяли фагоцитарную
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активность (ФА) и фагоцитарный индекс 
(ФИ) нейтрофилов.

Для оценки влияния перегревания ор
ганизма на осмотическую стойкость лей
коцитов и использование клеткой мем
бранного резерва применяли модифици
рованный комплексный метод [15].

Осмотическую стойкость лейкоцитов 
высчитывали как долю клеток, оставших
ся в сильно гипотоническом растворе по
сле инкубации суспензии лейкоцитов в 
этой среде в течение часа, от количества 
клеток в изотоническом растворе.

С целью оценки использования ре
зерва плазмалеммы клетками по проше
ствии времени инкубации лимфоцитов 
в растворах различной осмолярности 
из клеток готовили мазки, фиксировали 
их глутаровым альдегидом (в конечной 
концентрации 2,5%) и исследовали ге
ометрические параметры (диаметр, вы
соту, объём) методом полуконтактной 
атомно-силовой микроскопии на воздухе 
(СЗМ ИНТЕГРА Вита, фирмы НТ-МДТ, 
Россия).

Используя полученные методом АСМ 
данные, высчитывали площадь поверх
ности клеток по формуле для шарового 
сегмента [16]. Мембранный резерв оце
нивали как разность между площадью 
поверхности в сильно гипотоническом 
растворе (истинная площадь поверхно
сти) и площадью поверхности клетки в 
изотоническом растворе (видимая пло
щадь поверхности). С целью сравнения 
использования мембранного резерва в 
гипотонической среде клетками живот
ных контрольной и опытных групп опре

деляли долю мембранного резерва в 
истинной площади поверхности клетки.

Коэффициент уплощенности рассчи
тывали как отношение площади сопри
косновения клетки с подложкой к высоте.

Результаты исследования и их обсу
ждение. Экспериментально установлено, 
что действие на организм животного экзо
генной гипертермии интенсивностью 38°С 
в течение 120 минут опосредует наруше
ние процессов терморегуляции и увеличе
ние температуры тела крысы, в среднем, 
на 5°С. По данным научной литературы, 
развивающаяся в условиях экзогенной ги
пертермии стресс-реакция вызывает рост 
температуры тела животного, в среднем, 
на 1,4°C [17, 18]. Подтверждением запу
ска стресс-реакции в организме в ответ на 
действие интенсивной тепловой нагрузки 
являются морфологические изменения 
в надпочечниках: относительное увели
чение коркового слоя надпочечников (с 
70,7±0,7% до 77,1±0,7%, p<0,01), в кото
ром находится пучковая зона, выраба
тывающая основные стрессовые гормо
ны (кортизол, кортизон, кортикостерон); 
снижение митотического индекса клеток 
пучковой зоны коры надпочечников (с 
0,12±0,01%о до нуля, p<0,01) и увеличение 
диаметра ядер клеток пучковой зоны (с 
5,10±0,01 мкм до 5,50±0,02 мкм, p<0,01).

Лимфоцитоз, моноцитопения, ней- 
тропения и эозинопения в красном кост
ном мозге экспериментальных животных 
(табл. 1) также являются индикаторами 
развития в организме стресс-реакции [19] 
и свидетельствуют о значительной интен
сивности действующего фактора [20].

Таблица 1
Лейкоцитарная формула костного мозга

Группа Л, % М, % Н, % Э, % Б, %

Контроль 21,17±1,19 4,67±о,33 65,83±1,28 8,33±о,33 0

Перегревание животного 44,17±1,40* 1,50±о,43* 52,50±0,72* 1,83±о,54* 0

Примечание: (M ± m); Л -  лимфоциты, М -  моноциты, Н -  нейтрофилы, Э -  эозинофилы,
Б -  базофилы; * -  достоверность различий по сравнению с группой «Контроль» (t-критерий 
Стьюдента, p<0,01).
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Действие экзогенной гипертермии 17,9^109/л до 9,2^109/л, и специфическо-
на организм приводит к снижению коли- му изменению соотношения разных пулов
чества лейкоцитов в крови животных с белых клеток крови животного (табл. 2).

Таблица 2
Лейкоцитарная формула крови

Группа Л, % М, % Н, % Э, % Б, %

Контроль 69,20±1,20 2,00±0,06 28,20±1,10 0,40±0,05 0,20±0,03
Перегревание
животного 78,50±0,90* 2,50±0,10* 18,10±0,90* 0,60±0,06 0,30±0,05

Примечание:(М±т);Л-лимфоциты, М-моноциты, Н-нейтрофилы, Э-эозинофилы, Б-базофилы; 
*-достоверностьразличийпосравнениюсгруппой«Контроль»А-критерийСтьюдента,р<0,01).

При этом снижение процентного со
держания нейтрофилов в крови в услови
ях перегревания организма может быть 
опосредовано выходом клеток во внесо- 
судистое пространство с целью устране
ния повреждённых элементов.

В результате действия на организм 
интенсивной тепловой нагрузки происхо
дит компактизация клеточных структур, 
о чём свидетельствует уменьшение объ
ёма лимфоцитов в изотонической среде 
на 39,1%, в сильно гипотоническом рас

творе -  на 60,9%, по сравнению с соот
ветствующими показателями клеток груп
пы «Контроль» (табл. 3). Экзогенная ги
пертермия приводит к снижению исполь
зования клетками мембранного резерва 
в гипотонической среде. У лимфоцитов 
контрольной группы доля используемого 
мембранного резерва в гипоосмолярных 
условиях составляет 33,2%, у лимфо
цитов группы «Перегревание животно
го» данный показатель сокращается до 
16,6%.

Таблица 3
Морфометрические характеристики лимфоцитов 

в раст ворах хлорида натриям различной осмолярности

Группа
Показатель, единица измерения

D,
мкм

h,
мкм

S,
мкм2

V,
мкм3

Контроль
И 8,00 ± 0,35 1,14 ± 0,19 28,7 54,94 ± 9,20

СГ 10,12 ± 0,76 о 1,12 ± 0,10 35,4 87,35 ± 11,94 о

Перегревание
животного

И 6,62 ± 0,37 * 0,94 ± 0,07 * 19,5 33,46 ± 4,59 *
СГ 7,21 ± 0,49 *о 0,89 ± 0,09 *о 20,1 34,14 ± 3,96 *

Примечание: И -  изотонический раствор NaCl; СГ -  сильно гипотонический раствор NaCl, 
время инкубации 1 минута; D -  диаметр клетки (M±m); h -  высота клетки (M±m); V -  объём 
клетки (M±m); S -  площадь поверхности клетки; * - достоверность различий по сравнению с 
контрольной группой; о -  то же по сравнению с изотоническим раствором NaCl; достовер
ность различий оценивали по непарному критерию Вилкоксона (p<0,05).
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Экзогенная тепловая нагрузка вызы
вает также уменьшение распластанности 
лейкоцитов, что проявляется в снижении

величины коэффициента уплощённости 
(табл. 4).

Таблица 4
Коэффициент уплощённости  
лимфоцитов крови (отн.ед.)

Группа
Раствор, время инкубации

И СГ, 1 мин

Контроль 74,1±21,8 109,7±38,6

Перегревание животного 39,4±4,9 64,2±14,7

Примечание: (M±m); И -  изотонический раствор (0,9% NaCl); СГ-  сильно гипотонический 
раствор (0,2% NaCl).

Действие интенсивной тепловой на
грузки на организм сопровождается по
вышением осмотической резистентности 
лейкоцитов c 69,0 % до 84,0 % (p<0,05).

Экзогенная гипертермия стимулиру
ет локомоционные реакции белых клеток 
крови, повышая площадь спонтанной (на

39,6%) и стимулированной (на 30,7%) 
миграции лейкоцитов (рис. 1 ), а также 
фагоцитарную активность (с 12,7±0,9 % 
до 20,0± 1 ,0%, p<0,01) и фагоцитарный 
индекс нейтрофилов (с 1,09±0,03 отн.ед. 
до 1,12±0,03 отн.ед.).

2
мм 15

10 8,8

4,8 
—£—

11,5
*

6,7
*

- I -

живот ного

UScn. 

■ Sст.

Конт роль Перегревание

5

0

Рис. 1. Площадь спонтанной и стимулированной миграции лейкоцитов 
под агарозой (M ±m ): Sen. -  площадь спонтанной миграции клеток под агарозой 
(мм2), Sст. -  площадь миграции клеток под агарозой, стимулированной дрожже
вым супернатантом (мм2); * -  достоверность различий по сравнению с группой

«Контроль» (t-критерий Стьюдента, p<o,oi)
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Таким образом, экзогенная гипертер
мия приводит к изменению участия цито
плазматической мембраны в клеточных 
реакциях (осмотическая резистентность, 
пластичность, локомоционная активность 
и поглотительная способность). При этом 
регистрируемое в условиях действия 
тепловой нагрузки повышение функци
ональной активности и осмотической 
стойкости лейкоцитов крови сочетается с 
компактизацией клеточных структур и пе
реходом клеток на «сберегающий» тип ре
агирования, о чём свидетельствует более 
экономное использование ими мембран
ного резерва в условиях гипотонии.

Выявленные изменения геометри
ческих характеристик клеток могут рас
сматриваться в качестве подтверждения 
высокой физиологической значимости 
исследуемых морфометрических параме
тров, модификация которых является од
ним из компонентов сложного механизма 
клеточной реакции адаптации животного к 
действию интенсивной тепловой нагрузки.

Заключение. Проведенные исследо
вания подтвердили данные научной ли
тературы, свидетельствующие о том, что 
экзогенная гипертермия способна повы
шать защитные свойства организма [2 1 , 
22]. Установлено, что при действии на 
организм интенсивной тепловой нагруз
ки в условиях развивающейся стресс-ре
акции происходит увеличение площади 
спонтанной (на 39,6%) и стимулирован
ной (на 30,7%) миграции лейкоцитов, фа
гоцитарной активности нейтрофилов (до 
20,0±1 ,0%), при некотором повышении 
фагоцитарного индекса лейкоцитов.

Кроме того под влиянием экзогенной 
гипертермии происходит не только сти
муляция функциональных свойств белых 
клеток крови, обеспечивающих реализа
цию защитных реакций, но и активация 
механизмов, стабилизирующих геометри
ческие показатели лейкоцитов. В услови
ях острого перегревания организма про

исходит компактизация структур клеток, 
сопровождающаяся снижением их объё
ма, пластичности и более экономным ис
пользованием ими мембранного резерва 
в среде с пониженной осмолярностью.
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