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РОЛЬ ГЕНЕТИЧЕСКИ ОБУСЛОВЛЕННОЙ 
УСТОЙЧИВОСТИ ОРГАНИЗМА ТЕПЛОКРОВНЫХ 
К ГИПОКСИИ В РЕАЛИЗАЦИИ ЭФФЕКТОРНЫХ 
ФУНКЦИЙ НЕЙТРОФИЛОВ В МОДЕЛИ АДЪЮВАНТ-
ИНДУЦИРОВАННОГО РЕВМАТОИДНОГО АРТРИТА
Пухаева Е.Г., Бадтиев А.К., Саламова Ф.Э., Дзгоев С.Г., Купеева А.М.
Институт биомедицинских исследований – филиал ФГБУН «Федеральный научный центр “Владикавказский 
научный центр” Российской академии наук», г. Владикавказ, Республика Северная Осетия – Алания, Россия

Резюме. Гипоксия может выступать одновременно причиной и следствием патогенетических меха-
низмов инфекционных, аутовоспалительных и аутоиммунных процессов. Учитывая, что популяции 
человека и животных генетически гетерогенны по резистентности организма к недостатку кислорода, 
современный подход к прогнозированию и терапии заболеваний, связанных с нарушением иммун-
ной регуляции организма, требует учета роли гипоксии в реализации патогенетических механизмов 
воспаления. Цель исследования  – дать оценку особенностям реализации эффекторных функций 
нейтрофилов в норме и на фоне индуцированного воспалительного процесса у животных с генетиче-
ски предопределенной высокой и низкой устойчивостью к гипоксии. Материалом для исследования 
послужили 8-месячные самцы крыс с генетически обусловленной толерантностью к гипоксии (вы-
сокоустойчивая линия ВУ/ SmY; низкоустойчивая линия НУ/ SmY), весом 400-450 г. Крысам опытных 
групп линий ВУ/ SmY, НУ/ SmY индуцировали развитие иммунных реакций в модели ревматоидного 
артрита (РА). Через 35 дней отобранную у животных кровь инкубировали с суспензией туши (1:10). 
Зафиксированные в парах формалина мазки окрашивали 0,5%-ным раствором метиленового синего, 
анализировали при 400-кратном увеличении микроскопа. Рассчитывали фагоцитарный индекс (ФИ), 
фагоцитарное число (ФЧ), количество суицидального нетоза с частичной и полной деконденсацией 
хроматина. Достоверность различий в группах оценивали по критерию Манна–Уитни и t-критерию 
Стьюдента. В контрольных группах животных НУ/ SmY и ВУ/ SmY ФИ и ФЧ нейтрофилов достоверно 
не различались (52,5%/49%; 1,68/1,80 соответственно). В опытных группах ФИ нейтрофилов линии 
НУ/ SmY (66 %, p ≤ 0,05) превышал таковой у группы линии ВУ/ SmY (56%). При системном воспале-
нии ФИ нейтрофилов в группе низкоустойчивых крыс увеличивался в 1,26 (p ≤ 0,05) раза, а количе-
ство нейтрофилов, захватывающих по 2-8 частиц, – в 1,3 (p ≤ 0,01) раза на фоне здоровых. В опытной 
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группе ВУ/ SmY, где зафиксирован 1,81% более эффективных нейтрофилов, способных поглощать от 
9 до 12 частиц (p ≤ 0,01), ФИ был в 1,2 раза ниже такового у линии НУ/ SmY. В процесс суицидального 
нетоза у здоровых крыс ВУ/ SmY вовлечено в 1,4 (p ≤ 0,05) раза нейтрофилов больше, чем у анало-
гичной группы линии НУ/ SmY. Системное воспаление в группе НУ/ SmY вызывало двукратный рост 
NETs (19,67%), что в 1,7 раза превышало показатели опытной группы ВУ/ SmY. У организмов с гене-
тически обусловленной низкой устойчивостью к гипоксии на фоне воспалительного процесса суще-
ствует большее напряжение на клеточно-опосредованное звено иммунитета в процессе ликвидации 
флогогена по сравнению с высокоустойчивыми, что может являться причиной развития у них более 
тяжелых патогенетических форм воспалительных и аутоиммунных заболеваний.

Ключевые слова: системное воспаление, эффекторные функции нейтрофилов, фагоцитоз, нетоз, генетически 
обусловленная устойчивость к гипоксии, ревматоидный артрит

THE ROLE OF GENETICALLY DETERMINED HYPOXIA 
RESISTANCE IN WARM-BLOODED ANIMALS RELATED TO 
THE NEUTROPHIL EFFECTOR FUNCTIONS IN EXPERIMENTAL 
ADJUVANT-INDUCED RHEUMATOID ARTHRITIS
Pukhaeva E.G., Badtiev A.K., Salamova F.E., Dzgoev S.G., Kupeeva A.M.
Institute of Biomedical Research, Vladikavkaz Research Center, Russian Academy of Sciences, Vladikavkaz, Republic 
of North Ossetia–Alania, Russian Federation

Abstract. Hypoxia can be both a cause and a consequence of pathogenic events in the infectious, 
autoinflammatory, and autoimmune processes. Given that human and animal populations are genetically 
heterogeneous in terms of whole-body resistance to oxygen deficiency, the modern approach to predicting and 
treating diseases associated with impaired immune regulation requires taking into account the role of hypoxia 
among pathogenetic mechanisms of inflammation. The purpose of the study was to evaluate the features of 
neutrophil effector functions under normal conditions and in presence of an induced inflammatory process in 
animals with genetically predetermined high and low resistance to hypoxia. For our studies, we used 8-month-
old male rats of two breedings with different genetic tolerance to hypoxia (highly resistant HR/SmY line; and 
low-resistant LR/SmY line), weighing 400-450 g. Rats from the experimental groups of the HR/SmY and 
LR/SmY lines were induced to develop immune responses in a model of rheumatoid arthritis (RA). After 
35 days, the blood samples from the animals were incubated with Indian ink suspension (1:10). The smears 
fixed in formalin vapor were stained with 0.5% methylene blue solution and analyzed with light microscopy 
(400×). Phagocytic index (PHI), phagocytic number (PN), and the number of suicidal netosis with partial 
and complete chromatin decondensation were calculated. The significance of differences in the groups was 
assessed by the Mann–Whitney test and the Student’s t-test. PHI and PN of neutrophils did not significantly 
differ between control groups of LR/SmY and HR/SmY animals (52.5%/49%; 1.68/1.80, respectively). In 
experimental groups, the PHI of neutrophils of LR/SmY line (66%, p ≤ 0.05) exceeded that of the HR/SmY 
line (56%). With systemic inflammation model, the PHI of neutrophils in the group of low-tolerance rats 
increased by 1.26 (p ≤  0.05) times, and the number of neutrophils capturing 2-8 particles increased by 1.3 
(p ≤ 0.01) times in healthy rats. In experimental HR/SmY group, 1.81% of more active neutrophils absorbing 9 
to 12 particles (p ≤ 0.01) were recorded, with PHI was 1.2 times lower than that of the LR/SmY line. In healthy 
HR/SmY rats, higher ratio of neutrophils (1.4-fold increase) was involved in the process of suicidal netosis 
than in similar group of the LR/SmY line (p ≤ 0.05). Systemic inflammation in the LR/SmY group caused a 
twofold increase in NETs (19.67%), which was 1.7 times higher than in the experimental HR/SmY group. The 
organisms with genetically determined low resistance to hypoxia, when accompanied by inflammatory process, 
show higher burden on cell immunity in the course of phlogogen elimination as compared to highly resistant 
ones, which may predispose them for more severe pathogenic forms of inflammatory and autoimmune diseases.

Keywords: systemic inflammation, neutrophils, effector functions, phagocytosis, netosis, resistance to hypoxia, genetic factors, 
rheumatoid arthritis
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Введение
На современном этапе проблема диагности-

ки и лечения различных инфекционных, ауто-
воспалительных и аутоиммунных заболеваний 
имеет высокую социально-экономическую зна-
чимость, как в Российской Федерации, так и во 
всем мире, поскольку только ежегодная леталь-
ность от инфекционных заболеваний составляет 
33% от общего количества зарегистрированных 
смертей  [9]. Новые аспекты патогенетических 
механизмов системной воспалительной реакции, 
на которые следует обратить внимание, могут 
лежать в области изучения роли недостаточной 
оксигенации тканей в реализации клинических 
признаков заболеваний.

Гипоксия, являясь патологическим про-
цессом, обусловливающим нарушение энерго-
обеспечения органов и тканей, пластических 
процессов в них на фоне недостаточности биоло-
гического окисления, может выступать одновре-
менно причиной и следствием воспалительного 
процесса  [6,  20]. Условия микросреды в очагах 
воспаления, формирующиеся в результате на-
рушения оттока продуктов нормального и нару-
шенного обмена веществ, щелочных буферных 
систем, характеризуются низким содержанием 
кислорода и глюкозы, высоким содержанием 
лактата и недоокисленных соединений, обуслов-
ливающих развитие метаболического ацидоза. 
Регуляцию кислородного гомеостаза на клеточ-
ном, тканевом и организменном уровне осущест-
вляет индуцируемый гипоксией ключевой транс-
крипционный фактор HIF-1α, формирующий 
адаптационные механизмы клеток и тканей к 
недостаточной оксигенации через трансактива-
цию широкого спектра генов. Активируемое ин-
дуцируемым гипоксией HIF-1α метаболическое 
перепрограммирование клеток миелоидного 
ряда предполагает использование доступного для 
выработки энергии субстрата за счет гликолиза, 
что обеспечивает повышение продукции АТФ 
усиление эффекторных свойств и способности 
нейтрофилов к инфильтрации в поврежденные 
ткани [12, 21]. Необходимо отметить, что в усло-
виях воспаления HIF может проявлять как про-
тивовоспалительную, так и провоспалительную 
функции  [13], поскольку существует взаимос-
вязь между активируемым гипоксией ключевым 
транскрипционным фактором HIF-1α и регуля-
тором воспаления ядерным фактором NF-κB, 
опосредующим совместно с TLR4, дифферен-
циальную экспрессию генов провоспалительных 
цитокинов  [19]. Генерализация воспаления осу-
ществляется на фоне метаболической поддержки 
и модификации энергообеспечения клеточных 
звеньев иммунитета, неконтролируемой обрат-
ной положительной связи между процессами ак-

тивации и избыточной продукции медиаторов 
острофазового ответа, включая провоспалитель-
ные цитокины – IL-1β, IL-6, TNFα [1, 3].

Устойчивость к гипоксии в человеческой по-
пуляции неоднородна и генетически обусловле-
на. P.W. Hochachka показано наличие различного 
профиля энергетических процессов, физиологи-
ческих, биохимических показателей в исследо-
ванных выборках из коренного населения Анд 
(кечуа), Гималаев (шерпы), жителей горных рай-
онов Африки, живущих в области высокогорья 
по сравнению с группой, сформированной из 
населения равнин [18]. В популяции жителей Ти-
бета описано наличие генетической сигнатуры в 
гене белка 2, содержащего домен пролилгидрок-
силазы (PHD2). Такой гипероморфный гаплотип 
PHD2 (D4E/C127S) и специфический гаплотип 
HIF2-α перенастраивают путь HIF, способствуя 
манифестации адаптивных механизмов к услови-
ям высокогорья [16, 22].

Гетерогенность толерантности организмов к 
недостаточной оксигенации характерна и для 
животных. Крысы, обладающие разной степенью 
устойчивости к гипоксии, отобранные из популя-
ции Wistar, демонстрируют отличие механизмов и 
выраженности системной воспалительной реак-
ции. У низкоустойчивых к гипоксии животных 
наблюдается повышенная экспрессия NF-κB 
и HIF-1α в печени, IL-1β и С-реактивного бел-
ка. У высокоустойчивых к гипоксии крыс уро-
вень противовоспалительного цитокина IL-10 в 
острую фазу воспаления выше, а количествен-
ные показатели цитокина TGF-β, контролиру-
ющего пролиферацию и клеточную дифферен-
цировку ниже, чем у восприимчивых к гипоксии 
крыс. В  процессе развития системных воспа-
лительных заболеваний особая роль принадле-
жит взаимодействию флогогенных факторов с 
иммуннокомпетентными клетками в условиях 
усугубляющейся гипоксии. Являясь универсаль-
ными пластичными элементами врожденной 
иммунной системы, нейтрофилы в условиях не-
достатка кислорода активируются через HIF-1α. 
Поскольку нейтрофильные гранулоциты, выпол-
няя эффекторные функции (фагоцитоз, деграну-
ляция, нетоз) обеспечивают внутри- и внеклеточ-
ный киллинг, функциональные нарушения в них 
могут привести к патогенетическим процессам, 
связанным с развитием иммуннодефицитных 
состояний, аутоиммунных заболеваний и раз-
витию хронических инфекционных процессов. 
Исследования показали, что фармакологическая 
модуляция эффекторных функций нейтрофилов 
оказывает положительное влияние на эффектив-
ность лечения больных [15]. 

Учитывая сказанное выше, современный под-
ход к прогнозированию и терапии заболеваний, 
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связанных с нарушением иммунной регуляции 
организма, требует учета вариативности гене-
тической обусловленности организмов по рези-
стентности к недостатку кислорода, сопряженной 
с различной экспрессией индуцируемого гипок-
сией фактора HIF-1α, запускающего механизмы 
воспалительного ответа. Ввиду недостаточности 
подобных исследований, нами поставлена цель 
исследования  – дать оценку особенностям реа-
лизации эффекторных функций нейтрофилов 
в норме и на фоне индуцированного воспали-
тельного процесса у животных с закрепленной 
генетически высокой и низкой устойчивостью 
к гипоксии. Задачи исследования: оценить спо-
собность нейтрофильных гранулоцитов к фаго-
цитозу и образованию нейтрофильных внекле-
точных ловушек у здоровых животных и на фоне 
индуцированного аутоиммунного ревматоидного 
артрита (РА) у крыс с разной резистентностью к 
гипоксии.

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 

самцы крыс с генетически обусловленной толе-
рантностью к гипоксии (линия ВУ/ SmY  – вы-
сокоустойчивые к гипоксии; линия НУ/ SmY  – 
низкоустойчивые к гипоксии), произведенные в 
Филиале «Андреевка» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России.

Дизайн эксперимента
Животных в возрасте 8 месяцев, весом 

400- 450  г, разделяли на четыре эксперименталь-
ные группы по 10 крыс в каждой. Крысам 1-й, 
2-й контрольных групп (самцы линий ВУ/ SmY 
и НУ/ SmY соответвственно) вводили раство-
рители (вазелиновое масло (жидкий парафин)) 
из расчета 0,1 мл на 200  г массы тела в тазовую 
конечность. Самцам линий ВУ/ SmY и НУ/ SmY 
(опытные группы 3-я, 4-я соответственно) мо-
делировали РА, индуцируя развитие иммунных 
реакций подкожной инъекцией в правую заднюю 
конечность полного адъюванта Фрейнда ПАФ 
(Difco Laboratories (Detroit, США) из расчета 
0,1 мл на 200 г массы тела [2]. Через 35 дней от на-
чала формирования модели из сердца под общим 
наркозом (Золетил) отбирали кровь, которую 
стабилизировали гепарином с конечной концен-
трацией антикоагулянта 50  МЕ/мл. Для оценки 
уровней индуцированного фагоцитоза и нетоза 
нейтрофилов образцы крови подогревали в тер-
мостате до 37 °С, предварительно смешав их в со-
отношении 10:1 с суспензией туши, разведенной 
физраствором хлорида натрия в соотношении 
1:1000. Для оценки индуцированного нетоза про-
бы инкубировали в термостате в течение 30 минут 
при 37  °С; для оценки индуцированного фагоци-

тоза – при 38 °С. По окончании инкубации пробы 
тщательно перемешивали и, отбирая из каждого 
образца по 3 мкл, изготавливали стандартизиро-
ванные по толщине мазка микропрепараты при 
помощи аппарата для мазков Vision (Австрия). 
Высушенные при комнатной температуре препа-
раты фиксировали в парах формалина 25 мин при 
37 °С и окрашивали 0,5%-ным раствором метиле-
нового синего в течение 3 минут. Мазки анализи-
ровали при 400-кратном увеличении микроско-
па Primo Star (Zeiss). Для оценки фагоцитарной 
активности (ФА) сегментоядерных гранулоцитов 
анализировали по 100 клеток на каждую крысу 
(1000 нейтрофилов на каждую точку эксперимен-
та). Фиксировали количество фагоцитирующих 
нейтрофилов (ФН) и количество поглощенных 
частиц. Рассчитывали фагоцитарный индекс, фа-
гоцитарное число (ФЧ) [8, 11]:

общее число проанализированных  
нейтрофилов

ФИ = ФЧ = .ФН
ФН
ПЧ

× 100;

В поле зрения микроскопа (увеличение 400×) 
регистрировали нейтрофилы с выходом хрома-
тина из цитоплазмы. Исследовали по 150 сег-
ментоядерных гранулоцитов на каждое животное 
(1500 клеток на точку эксперимента). Количество 
суицидального нетоза с частичной и полной де-
конденсацией хроматина рассчитывали в про-
центах.

Полученные результаты сравнивали: между 
контрольной и опытной группами (1:3; 2:4); меж-
ду контрольными группами 1:2; между опытны-
ми группами 3:4. Достоверность различий оце-
нивали по критерию Манна–Уитни, обработав 
данные в программе Statistica v. 12. Статистически 
значимой считали разницу между выборками при 
p ≤ 0,05. Спектр ФА дифференцировали по коли-
честву, нейтрофилов захвативших по 1; 2-4; 5-8; 
9-12 частиц туши. Определяли статистическую 
значимость различий между группами (p ≤ 0,05), 
используя t-критерий Стьюдента, поскольку все 
крысы (опытные и контрольные) являются иден-
тичными генетически и составляют единую вы-
борку в 1000 клеток, где каждый нейтрофил ис-
следовался как отдельный объект.

В работе с лабораторными животными при-
держивались правил и этических норм содержа-
ния и ухода, описанных в руководстве National 
Research Council 2011  г. и ГОСТ Р53434-2009 
«Принципы надлежащей лабораторной прак-
тики» с разрешения этического комитета при 
Институте биомедицинских исследований ВНЦ 
РАН. Эвтаназию животных осуществляли в CO2-
затравочной камере.
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Результаты
По нашим данным, в контрольных группах 

животных с генетически обусловленной различ-
ной устойчивостью к гипоксии линий НУ/ SmY 
и ВУ/ SmY количество нейтрофилов, участвую-
щих в фагоцитозе, достоверно не различалось 
(табл. 1). Развитие системной воспалительной 
реакции у животных опытных групп вызывало 
различный ответ нейтрофилов на воздействие 
флогогенных факторов. Количество вступив-
ших в процесс фагоцитоза клеток в группе линии 
НУ/ SmY значимо (p ≤ 0,05) превышало таковое в 
группе линии ВУ/ SmY. Развитие РА, обусловлен-
ное введением адъюванта Фрейнда, усиливало 
ФА нейтрофилов в группе низкоустойчивых крыс 
в 1,26 раза (p ≤ 0,05) на фоне контрольных пока-
зателей данной линии. В группе высокоустойчи-
вых крыс активность фагоцитоза нейтрофилов 
в условиях развития воспалительного процесса 
хоть и имела тенденцию к повышению, но досто-
верно не изменилась. Нами выявлена различная 
способность к захвату частиц фагоцитирующими 
нейтрофилами в исследуемых группах животных 

при наличии и отсутствии в организме систем-
ного воспаления. В группе низкорезистентных к 
гипоксии крыс воспалительная среда достовер-
но индуцировала рост ФЧ в 1,2 раза (p ≤ 0,05) по 
сравнению с аналогичным контролем. В опытной 
группе высокорезистентных крыс отмечалось не-
значительное повышение данного показателя по 
сравнению с контрольной. В то же время, зафик-
сирована тенденция к более высокому фагоци-
тарному потенциалу нейтрофилов в контрольной 
группе высокоустойчивых животных по сравне-
нию с таковой низкоустойчивых. Важно отме-
тить, что в условиях воспаления в сравниваемых 
опытных группах, показатели ФЧ практически 
идентичны.

Динамика нетоза нейтрофилов (рис. 1) раз-
нотолерантных животных в норме и патологии 
представлена в таблице 2. Способность к обра-
зованию внеклеточных нейтрофильных ловушек 
NETs у здоровых крыс с разной толерантностью к 
гипоксии значимо различалась.

В процесс ликвидации флогогена путем су-
ицидального нетоза (с частичной и полной де-
конденсацией хроматина) у контрольных крыс 

ТАБЛИЦА 1. ОЦЕНКА АКТИВНОСТИ ФАГОЦИТОЗА НЕЙТРОФИЛОВ У КРЫС ЛИНИЙ НУ/SmY, ВУ/SmY С РАЗЛИЧНОЙ 
ТОЛЕРАНТНОСТЬЮ К ГИПОКСИИ В НОРМЕ И ПРИ ИНДУЦИРОВАННОМ ВОСПАЛЕНИИ В МОДЕЛИ АДЪЮВАНТНОГО 
РЕВМАТОИДНОГО АРТРИТА 

TABLE 1. EVALUATION OF NEUTROPHIL PHAGOCYTOSIS ACTIVITY IN LR/SmY, HR/SmY RATS WITH DIFFERENT 
TOLERANCE TO HYPOXIA IN NORMAL AND INDUCED INFLAMMATION IN THE ADJUVANT RHEUMATOID ARTHRITIS MODEL

Показатели 
фагоцитоза

Indicators 
of phagocytosis

Статистические 
показатели

Statistical 
indicators

Низкоустойчивые к гипоксии (НУ)
Low-resistance to hypoxia (LR)

Высокоустойчивые  
к гипоксии (ВУ) 

Highly resistant to hypoxia (HR)
Контроль 

Control
Опыт

Experience
Контроль

Control
Опыт

Experience

Фагоцитарный 
индекс (%)
Phagocytic index 
(%)

Mе 52,50 66,00 48,75 55,50

(Q0,25-Q0,75) 46,50-72,00 55,13-84,00 43,88-49,50 34,88-57,75

р 0,05* н/д***
n/r***

н/д** 
n/r**
0,05****

Фагоцитарное 
число (ед.)
Phagocytic 
number (units)

Mе 1,68 1,99 1,80 1,94

(Q0,25-Q0,75) 1,36-1,91 1,73-2,09 1,65-2,00 1,92-2,05

р 0,05* н/д***
n/r***

н/д**
n/r**

н/д****
n/r****

Примечание. Достоверность различий между группами: * – контрольной НУ и опытной НУ;  ** – контрольной 
ВУ и опытной ВУ; *** – контрольной НУ и контрольной ВУ; **** – опытной НУ и опытной ВУ; н/д – не достоверно.

Note. Reliability of differences between groups: *, control LR and experimental LR; **, control HR and experimental HR; ***, control 
LR and control HR; ****, experienced LR and experienced HR;  n/r, not reliable.
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Рисунок 1. Морфологические формы нетоза (увеличение 400××)
Примечение. А, Б – нейтрофилы с частичной деконденсацией хроматина. B – нейтрофил с полной деконденсацией хроматина. 
Figure 1. Morphological forms of netosis (magnification 400×)
Note. A, B, neutrophils with partial decondensation of chromatin. C, neutrophils with complete decondensation of chromatin.

ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА НЕТОЗА НЕЙТРОФИЛОВ В НОРМЕ И В МОДЕЛИ АДЪЮВАНТНОГО РЕВМАТОИДНОГО 
АРТРИТА У КРЫС ЛИНИЙ  НУ/SmY, ВУ/SmY С РАЗНОЙ УСТОЙЧИВОСТЬЮ К ГИПОКСИИ

TABLE 2. DYNAMICS OF NEUTROPHIL NETOSIS IN NORMAL AND ADJUVANT RHEUMATOID ARTHRITIS MODELS IN LR/SmY, 
HR/SmY RATS WITH DIFFERENT RESISTANCE TO HYPOXIA

Статистические 
показатели

Statistical indicators

Низкоустойчивые к гипоксии (НУ)
Low-resistance to hypoxia (LR)

Высокоустойчивые к гипоксии (ВУ) 
Highly resistant to hypoxia (HR)

нейтрофилов с нетозом (%)
neutrophils with netosis (%) 

нейтрофилов с нетозом (%)
neutrophils with netosis (%)

Контроль 
Control

Опыт 
Experience

Контроль 
Control

Опыт 
Experience

Mе 9,76 19,67 13,67 11,67

(Q0,25-Q0,75) 7,33-14,17 17,33-23,17 10,00-18,33 10,33-13,67

р 0,001* 0,05***

н/д**
n/r**

0,01****

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

А (А) Б (B) В (C)

линии ВУ/ SmY включилось в 1,4 раза (p ≤  0,05) 
нейтрофилов больше, чем в аналогичной группе 
НУ/ SmY. Ответ на системное воспаление, сфор-
мированное в модели РА, в группе низкоустой-
чивых животных заключался в двукратном росте 
количества нейтрофилов, вовлеченных в форми-
рование NETs. Ввиду наличия высокого потенци-
ала к внеклеточному воздействию нейтрофилов 
на флогоген у здоровых высокорезистентных к 
гипоксии животных, способность к образованию 
NETs в условиях системного воспаления не толь-
ко не повышалась, но и имела тенденцию к не-
значительному понижению в группе животных с 
модельным РА. Крысы опытной группы НУ/ SmY 
демонстрировали более высокую напряженность 

клеточного звена иммунитета, выражающуюся в 
выбросе внеклеточных ловушек нейтрофилами 
в 1,7 раза (p  ≤  0,013) превышающую таковую у 
опытной группы ВУ/ SmY.

Спектр ФА (рис.  2) позволяет оценить сум-
марный фагоцитарный потенциал всех исследо-
ванных на точку эксперимента клеток с учетом 
градации нейтрофилов по способности захваты-
вать определенное количество частиц (от 1 до 12) 
(табл.  3). Различия между контрольными группа-
ми исследуемых линий заключаются в наличии 
большего числа нейтрофилов, способных погло-
тить более 1 частицы за ограниченный экспери-
ментальными условиями временной промежуток: 
в группе крыс линии ВУ/ SmY ФА наблюдается 
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Рисунок 2. Фагоцитоз нейтрофилов (увеличение 400××)
Примечание. А – нейтрофил, поглотивший 1 частицу. Б – высокоэффективный нейтрофил, поглотивший 12 частиц.
Figure 2. Neutrophil phagocytosis (magnification 400×)
Note. A, neutrophil that absorbed 1 particle. B, highly efficient neutrophil that absorbed 12 particles.

А (А) Б (B)

ТАБЛИЦА 3. СПЕКТР ФАГОЦИТАРНОЙ АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛОВ У КРЫС ЛИНИЙ НУ/SmY, ВУ/SmY В НОРМЕ 
И ПРИ ИНДУЦИРОВАННОМ СИСТЕМНОМ ВОСПАЛЕНИИ

TABLE 3. SPECTRUM OF PHAGOCYTIC ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN LR/SmY, HR/SmY RATS IN NORMAL AND INDUCED 
SYSTEMIC INFLAMMATION

Количество 
частиц (ч.)
Number of 

particles (р.)

Статистические 
показатели

Statistical 
indicators

Количество нейтрофилов, захвативших от 1 до 12 частиц (%)
Number of neutrophils that captured 1 to 12 particles (%)

Низкоустойчивые к гипоксии (НУ)
Low-resistance to hypoxia (LR)

Высокоустойчивые к гипоксии 
(ВУ) 

Highly resistant to hypoxia (HR)
Контроль 

Control
Опыт 

Experience
Контроль 

Control
Опыт 

Experience

1 ч.
1 p.

M±m 56,88±1,57 44,19±1,57 50,73±1,58 47,69±1,58

р 0,001* 0,01***

н/д** 
n/r**

н/д**** 
n/r****

2-4 ч.
2-4 p.

M±m 39,72±1,55 50,98±1,58 44,26±1,57 46,68±1,58

р 0,001* 0,01***

н/д**
n/r**

н/д****
n/r****

5-8 ч.
5-8 p.

M±m 3,40±0,57 4,83±0,68 5,01±0,69 3,82±0,61

р 0,001* 0,01***

н/д**
n/r**

н/д****
n/r****

9-12 ч.
9-12 p.

M±m 0 0 0 1,81±0,40

р – – – 0,01**; 0,01****

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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достоверное (p ≤  0,01) превышение показателей 
группы линии НУ/SmY. Развитие воспаления в 
группе крыс НУ/SmY обусловливает увеличение 
в 1,3 раза количества клеток, способных захваты-
вать по 2-8 частиц по сравнению со здоровыми 
животными (p ≤ 0,01). В группе высокоустойчи-
вых к гипоксии крыс, наличие системного воспа-
лительного ответа не изменило количественные 
показатели нейтрофилов, способных поглощать 
2-8 частиц на фоне контрольных, но зарегистри-
рованно присутствие более эффективных клеток, 
способных одновременно захватывать от 9 до 12 
частиц (p  ≤  0,01). Различия в результативности 
фагоцитоза в опытных группах низко- и высоко-
устойчивых к гипоксии крыс не достоверны, но 
ВУ/SmY имеют менее выраженную продуктив-
ность по группе клеток, фагоцитирующих от 2 
до 8 частиц. Вместе с тем в группе высокорези-
стентных к недостатку кислорода крыс на фоне 
индуцированного аутоиммунного РА фагоцитоз 
приобретает более высокую результативность за 
счет наличия высокоэффективных нейтрофилов, 
поглощающих по 9-12 частиц (p ≤ 0,01), чего не 
наблюдалось у низкорезистентных особей. 

Обсуждение
Результаты исследования показали, что у крыс 

с генетически предопределенной толерантно-
стью к гипоксии значимых различий в ФА ней-
трофилов между здоровыми разнотолерантными 
животными не выявлено, но зафиксированы зна-
чимые различия в реализации внутриклеточных 
и внеклеточных эффекторных механизмов им-
мунитета между опытными группами животных. 
Более высокая напряженность иммунных реак-
ций на флогогенные факторы в условиях систем-
ного воспаления отмечается у низкоустойчивых 
организмов, что может быть объяснимо со следу-
ющих позиций. По литературным данным низко-
резистентные к гипоксии животные отличаются 
от высокоустойчивых более выраженным напря-
жением симпатоадреналовой, кислород-транс-
портной систем, низкой активностью работы 
антиоксидантных систем, повышенным содер-
жанием продуктов липопероксидации в тканях, 
наличием гиперкалиемии, гиперкальциемии. 
Высокую устойчивость к гипоксии обеспечивают 
компенсаторные механизмы, способствующие к 
адаптации организма к недостаточной оксигена-
ции. Утилизация недоокисленных продуктов и 
процессы клеточной регенерации у высокоустой-
чивых особей обеспечиваются ростом интенсив-
ности анаболической фазы обмена на фоне акти-
вации производства свободнорадикальных форм 
кислорода и работы антиоксидантных систем, 
в то время как у низкоустойчивых особей ком-
пенсаторные механизмы к повреждающему дей-

ствию гипоксии недостаточны [5, 7]. Поскольку 
системная гипоксия усиливает хемотаксис и вы-
работку АФК, бактерицидные свойства нейтро-
филов, а также способствует возрастанию ФА и 
их последующей апоптотической реакции  [24], 
вышеуказанные метаболические преимущества 
высокоустойчивых к гипоксии организмов спо-
собны обеспечить их высокую функциональ-
ность в реализации эффекторных функций ней-
трофилов в модели адъювант-индуцированного 
РА. Это подтверждается результатами нашего ис-
следования: эффекторные свойства нейтрофиль-
ных гранулоциов здоровых высокорезистентных 
к гипоксии животных, проявляющиеся в способ-
ности к внеклеточному захвату и лизису частиц 
(нетоз), превосходят таковые у низкорезистент-
ных крыс. На фоне воспаления, интенсификации 
процесса образования NETs у высокоустойчивых 
животных не выявлено, тогда как у низкоустой-
чивых особей нейтрофильные ловушки форми-
руются в 2 раза чаще, чем у контрольных живот-
ных данной линии.

В группе высокорезистентных к недостатку 
кислорода крыс на фоне индуцированного ау-
тоиммунного РА фагоцитоз приобретает более 
высокую результативность за счет появления вы-
сокоэффективных нейтрофилов, поглощающих 
по 9-12 частиц, что может быть результатом сле-
дующих событий. С одной стороны, начало про-
цесса фагоцитоза сопряжено со связыванием фа-
гоцитарных рецепторов иммуннокомпетентных 
клеток с лигандами на поглощаемой частице, ак-
тивацией сигнальных путей, изменяющих состав 
мембраны, контролем актинового цитоскелета, 
образованием выступов, охватывающих частицу, 
что формирует фагосому, вскоре отделяющуюся 
от плазматической мембраны. Во время форми-
рования фагосомы в результате упорядоченного 
синтеза одних липидных молекул на мембране 
фагосомы и деструкции других, липидный состав 
мембран везикул меняется. В совокупности с фа-
гоцитозом осуществляются различные клеточ-
ные реакции: образование активных форм кисло-
рода, секреция провоспалительных медиаторов, 
высвобождение антимикробных молекулярных 
структур, выработка цитокинов. Следовательно, 
хемотаксис нейтрофилов, процесс образования 
фагосомы, формирорвание кислород-зависимой 
антимикробной активности находится в зависи-
мости от взаимодействия флогогенов с плазма-
тической мембраной. Имеются данные, что вы-
сокорезистентные к гипоксии крысы обладают 
более высокими адаптивными механизмами глу-
биной модификации фосфолипидного и жирно-
кислотного состава плазматических и митохон-
дриальных мембран на фоне низкорезистентных 
животных. Скорость реорганизации фосфоли-
пидной и жирокислотнойной составляющих 
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мембран определяется активностью митохон-
дриальных ферментов, закреплена генетически и 
детерминируется их экспрессией. У высокотоле-
рантных к гипоксии животных, в условиях недо-
статочной оксигенации, активность ферментных 
систем, обеспечивающих указанные выше про-
цессы, имеет более высокие показатели, чем у 
низкотолерантных [4, 10, 23].

С другой стороны, известно, что снижение ко-
личества кислорода, воздействующего на клетку 
при гипоксии, препятствует дифференцировке 
клеток, способствует индукции транскрипцион-
ного комплекса HIF, одна из субъединиц которо-
го (HIF-1α) обусловливает экспрессиию генов, 
отвечающих за ангиогенез, состояние сосуди-
стого тонуса, механизмы созревания эритроци-
тов, энергетический статус, пролиферативную 
активность и выживаемость клеток. В условиях 
нормоксии HIF-1α подвергается быстрой де-
градации. Имеются данные, что недостаточный 
синтеза HIF-1α в макрофагах нарушает их спо-
собность к фагоцитозу, в то время как повыше-
ние продукции HIF-1 способствуют увеличению 
синтеза TLR4, усиливая врожденные иммунные 
реакции  [14,  26]. Животные же с низкой устой-
чивостью к гипоксии имеют генетически обу-
словленный высокий уровень HIF-1α, опосреду-
ющий более высокую экспрессию генов NF-κB, 
что способствует усиленной продукции молекул 
адгезии, хемокинов, миграции и снижению ко-
личества нейтрофилов, вступающих в апоп-
тоз  [17,  25]. Учитывая сказанное выше, более 
выраженное напряжение эффекторных функций 
нейтрофилов в ходе системного воспалительно-
го процесса у низкоустойчивых к гипоксии орга-
низмов на фоне высокоустойчивых, выявленное 
в нашем исследовании, является закономерным.

Заключение
Согласно литературным данным, низкоустой-

чивые к гипоксии организмы генетически пред-
расположены к поддержанию высокого уровня 
HIF-1α, опосредующего более высокую экспрес-
сию генов NF-κB, а высокоустойчивые живот-
ные обладают генетически обусловленными ме-
ханизмами, обеспечивающими метаболическое 
преимущество, многовариантность форм моди-
фикации фосфолипидного и жирно-кислотно-
го состава мембран, скорости ферментативных 
процессов, что способствует высокой эффектив-
ности фагоцитоза.

Данные нашего исследования на уровне функ-
ционирования в условиях системного воспаления 
клеточного звена иммунитета разнотолерантных 
к гипоксии животных подтверждают биохими-
ческие, молекулярно-генетические аспекты им-

мунообусловленных реакций, выявленных науч-
ным сообществом в последние годы: 

1.	 У здоровых животных с генетически об-
условленной различной устойчивостью к ги-
поксии линий НУ/SmY и ВУ/SmY количество 
нейтрофилов, участвующих в фагоцитозе, досто-
верно не различалось.

2.	 Здоровые высокотолерантные к недо-
стачной оксигенации крысы линии ВУ/SmY 
имеют повышенную способность в реализации 
внеклеточных эффекторных функций по срав-
нению с низкоустойчивыми: способность к об-
разованию NETs на фоне флогогенов в 1,4 раза 
(p ≤ 0,05) выше.

3.	 Количество нейтрофилов, вовлеченных в 
формирование NETs у линии НУ/SmY с модель-
ным РА, в два раза превышало фоновые значения 
и в 1,7 раза (p ≤ 0,01) – показатели опытной груп-
пы ВУ/SmY.

4.	 Количество нейтрофилов, участвующих 
в процессе фагоцитоза на фоне модельного РА в 
опыте НУ/SmY, превосходило таковое в опытной 
группе линии ВУ/SmY в 1,2 раза (p ≤ 0,05).

5. Нейтрофилы высокотолерантных к гипок-
сии животных обладают более высокой эффек-
тивностью фагоцитоза в условиях системного 
воспаления, чем нейтрофилы низкоустойчивых 
(наличие 1,81% ± 0,40 высокоэффективных ней-
трофилов, поглощающих по 9-12 частиц).

Настоящее исследование выявило наличие 
большего напряжения на клеточно-опосредо-
ванное звено иммунитета в процессе ликвидации 
флогогена у крыс с генетически обусловленной 
низкой устойчивостью к гипоксии. Выявленное 
различие в реализации внеклеточных эффектор-
ных функций нейтрофилов между здоровыми 
разнотолерантными животными может являть-
ся причиной развития у низкоустойчивых орга-
низмов более тяжелых патогенетических форм 
воспалительных и аутоиммунных заболеваний. 
Дальнейшие исследования по оценке влияния ге-
нетически закрепленной толерантности организ-
мов к гипоксии на реализацию патогенетических 
механизмов системной воспалительной реакции 
могут быть полезны в области раскрытия новых 
аспектов этиологии иммуннобусловленных забо-
леваний.
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