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Воробієнко А. А., Плиска О. І., Янчій Р. І. 

(Україна, м. Київ) 

 

СТАТЕВІ ОСОБЛИВОСТІ ВІДПОВІДІ КЛІТИННОГО ТА 

ГУМОРАЛЬНОГО ІМУНІТЕТУ У ЩУРІВ 

 

Анотація. Відкриття автономної іннервації органів імунітету ініціювало 

дослідження нейро-імунних зв’язків. Рівні гормонів адаптації і параметрів 

імунітету підлеглі впливам як стресорів, так і адаптогенів. Однак впливи 

стресорів і адаптогенів на нейроендокринно-імунні зв’язки залишаються 

нез’ясованими, як і статеві відмінності таких впливів. Про рівні альдостерону, 

кальцитоніну і паратиреоїдного гормону судили за їх специфічними ефектами 

на обмін електролітів. 

Ключові слова: тимус, селезінка, альдостерон, кальцитонін, 

паратиреоїдний гормон. 

 

Актуальність дослідження. З часу відкриття знаменитої тріади Selye H. 

дослідження зв’язків між гормонами адаптації і імунною системою залишаються 

актуальними [2]. Новим етапом стало формулювання концепції триєдиного 

нейроендокринно-імунного комплексу[6], в руслі якої були проведені численні 

експериментальні і клінічні дослідження [3; 6]. Мета-аналіз експериментальних 

досліджень свідчить про наступне. Існують кореляційні зв’язки різної сили і 

скерованості між нейро-ендокринними факторами, з одного боку, і імунними 

параметрами тимуса, селезінки і крові – з іншого боку. Мають місце певні статеві 

відмінності сили таких зв’язків. В цитованих дослідженнях в якості адаптогену 

була застосована біоактивна вода Нафтуся, але, на нашу думку, коректнішим є 

еталон адаптогенів женьшень. Недоліком дизайну цитованих досліджень, на наш 
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погляд, є відсутність синхронності досліджень тварин обох статей, що не усуває 

впливу інших факторів: погоди, сонця, вітру тощо. 

Мета дослідження. В режимі синхронності виявити статеві відмінності 

параметрів нейроендокринно-імунного комплексу у інтактних щурів і підданих 

впливу адаптогенів та стресорів. 

Завдання дослідження: 

1. Виявити статеві відмінності параметрів нейроендокринно-імунного 

комплексу і стану нейроендокринно-імунних зв’язків у інтактних щурів. 

2. Виявити статеві відмінності параметрів нейроендокринно-імунного 

комплексу і стану нейроендокринно-імунних зв’язків у щурів, підданих 

хронічному аверсивному стресу. 

3. Виявити статеві відмінності параметрів нейроендокринно-імунного 

комплексу і стану нейроендокринно-імунних зв’язків у щурів після тижневого 

вживання еталонного фітоадаптогену. 

Методи дослідження. Спочатку тварин поміщали у індивідуальні 

камери з перфорованим дном для збору нічної (12-годинної) сечі, в якій 

визначали концентрацію 17-кетостероїдів (за кольоровою реакцією з мета-

динітробензолом). 

Наступного ранку брали пробу периферійної крові (шляхом надрізу 

кінчика хвоста) для підрахунку уніфікованим методом кількості лейкоцитів і 

аналізу лейкоцитарної формули (лейкоцитограми). З цією метою готували мазки, 

висушували їх на повітрі, фіксували 3 хв в метанолі, а потім в абсолютному 

спирті, фарбували за Паппенгеймом. Підраховували 200 клітин.  

За даними лейкоцитограми обчислювали її ентропію (h) за формулою, 

запропонованою Поповичем І.Л. (2007), яка витікає з класичної формули 

Shannon С.Е. (1948): 

h=[E•log2E+ПЯН•log2ПЯН+СЯН•log2СЯН+М•log2М+Л•log2Л+Б•log2Б]/log26 

Далі оцінювали стан вегетативної регуляції методом варіаційної 

кардіоінтервалографії. Для цього під легким ефірним наркозом впродовж 15-20 
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сек реєстрували ЕКГ (швидкість 50 мм/с) у II відведенні, вводячи голчасті 

електроди під шкіру лапок. Ряд із приблизно 120 циклів, тривалість яких 

визначали штангенциркулем з точністю 0,1 мм (2 мс), розділяли на 6-

мілісекундні інтервали, з наступним розрахунком параметрів варіаційної 

кардіоінтервалограми: Мо, АМо і MxDMn [1].  

Експеримент завершували декапітацією щурів з метою збору максимально 

можливої кількості крові, в сироватці якої визначали вміст головних адаптивних 

гормонів: кортикостерону, альдостерону, тестостерону, трийодтиронінуб 

кальцитоніну і паратирину. 

Гормональні дослідження проводили методом твердофазного 

конкурентного імуноферментного аналізу (ELISA) на аналізаторі “RT-2100C” з 

використанням відповідних наборів реагентів (ЗАО Алкор Био, XEMA Co. Ltd і 

DRG International Inc). 

Принцип роботи набору полягає в тім, що під час інкубації плазми в лунці 

з іммобілізованими мишачими моноклональними антитілами до певного 

гормону цей гормон плазми конкурує з кон’югованим гормоном за зв’язування з 

антитілами на поверхні лунки. У підсумку утворюється зв’язаний з пластиком 

сендвіч, що містить пероксидазу. Під час інкубації з розчином субстрату 

тетраметилбензидину здійснюється зафарбовування розчину в лунках. 

Інтенсивність забарвлення обернено пропорційна концентрації гормону в 

досліджуваній пробі. Концентрацію гормону в пробі визначають за 

калібрувальним графіком залежності оптичної щільності від вмісту гормону в 

калібрувальних пробах.  

В крові визначали параметри імунограми за тестами І і ІІ рівнів ВООЗ, як 

це описано у керівництві [4; 5]. 

Виділення лімфоцитів проводили на фіколл-верографіні (густина 

1,077 г/см3). 

Відносний вміст в крові популяції Т-лімфоцитів визначали за тестом 

спонтанного розеткоутворення із еритроцитами барана [1]. При цьому 
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еритроцити доводили середовищем 199 до 0,5%-ної концентрації. В силіконові 

пробірки вносили 0,1 мл суспензії лімфоцитів (2•106/мл), суміш інкубували при 

370С 5 хв, потім її центрифугували при 750 об/хв 5 хв і інкубували при 120С 60 

хв. Після інкубації клітини фіксували глютаральдегідом (0,1 мл 0,8%-го 

розчину). Мазки фіксували в метанолі і фарбували по Романовському Гімзе 

впродовж 20 хв. Далі мазки промивали в дистильованій воді, висушували, 

мікроскопували в іммерсійній системі, підраховували кількість лімфоцитів, котрі 

фіксували на своїй поверхні 3 і більше еритроцитів на 200 лімфоцитів.  

Відносний вміст теофілінчутливої субпопуляції Т-лімфоцитів (Т-кілерів) 

визначали за тестом чутливості розеткоутворення до теофіліну [1]. При цьому в 

пробірці змішували 0,1 мл 2•106 лімфоцитів з 0,1 мл розчину теофіліну (1,8 

мг/мл) в середовищі 199 і витримували її в термостаті 60 хв при 370С. Після цього 

повторювали операції, описані вище. 

Вміст теофілінрезистентної субпопуляції Т-лімфоцитів (Т-гелперів) 

визначали за різницею між вмістом Т-популяції і її теофілінчутливої 

субпопуляції. 

Відносний вміст популяції В-лімфоцитів визначали за тестом 

комплементарного розеткоутворення із еритроцитами барана [1]. При цьому в 

силіконові пробірки вносили 0,1 мл суспензії лімфоцитів (2•106/мл) і 0,1 мл 0,5% 

ЕАС-комплексу, суміш центрифугували при 150-200 g впродовж 5 хв. Утворені 

розетки фіксували, добавляючи в пробірки 0,05 мл 3%-ного розчину 

глютаральдегіду в фосфатному буфері, впродовж 20 хв при кімнатній 

температурі і припиняли її добавлянням надлишку дистильованої води. Клітини 

осаджували при центрифугуванні (150-200 g 5 хв), рідину над осадом 

відсмоктували. Суспензію, що залишилась, наносили піпеткою на знежирене 

скло, котре потім висушували на повітрі і фіксували 5 хв в метанолі. Наступні 

процедури щодо фарбування і підрахунку проводили за описаним вище 

алгоритмом. 

Природні кіллери (NK лімфоцити) і плазмоцити ідентифікували за 
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морфологічними ознаками. Вміст в імуноцитограмі 0-лімфоцитів вираховували 

балансовим (залишковим) методом з 100% суми.  

Ентропію імуноцитограми розраховували за аналогічним алгоритмом: 

h = - [Tc•log2 Tc + Th•log2 Th + B•log2 B + Pla•log2 Pla + NK•log2 NK+0•log2 

0]/log26. 

Про стан фагоцитарної функції нейтрофілів (мікрофагів) і моноцитів 

(макрофагів) судили за фагоцитарним індексом, мікробним (фагоцитарним) 

числом та індексом кіллінгу стосовно Staphylococcus aureus [1]. 

Для визначення фагоцитарної активності нейтрофілів і моноцитів 

периферійної крові використовували свіжозабрану кров. П’ять крапель цієї 

крові, зразу ж після забору, вносили в скляні центрифужні пробірки з 2 мл 4%-

го розчину цитрату натрію. Вже готові зразки крові зберігали у холодильнику 

при температурі 40С. В подальшому зразки центрифугували (5000 об/хв, 

впродовж 5 хв). Супернатант видаляли при допомозі пастерівської піпетки. Для 

дослідження використовували фракцію лейкоцитів, із слідами фракції 

еритроцитів. Об’єктом фагоцитозу служив штам Staphylococcus aureus (ATCC 

N25423 F49). У дослідженнях використовували добову культуру цих 

мікроорганізмів. Для приготування суспензії мікробних тіл робили змиви з 

відповідних косячків стерильним фізіологічним розчином, занурювали пробірки 

в окріп на 3 с, охолоджували до кімнатної температури. Цілісність мікробних тіл 

контролювали при допомозі мікроскопа. Для цього крапельку суспензії St. aureus 

наносили на знежирене предметне скельце, фіксували у полум’ї спиртівки. 

Готові препарати фарбували за Папенгеймом, мікроскопіювали при імерсії, 

об’єктив х90, окуляр х10. 

Дослідні проби готували наступним чином. У пластикові відалівські 

пробірки вносили у наступній послідовності 0,05 мл гепарину, 0,05 мл 

стерильного фізіологічного розчину, 0,1 мл суспензії лейкоцитів, 0,05 мл 

суспензії з мікробними тілами St. aureus. Проби струшували і поміщали у 

термостат при температурі 370С на 30 хв, струшуючи їх при цьому через кожні 
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10 хв. Після цього, для зупинки фагоцитозу, проби охолоджували під проточною 

водою впродовж 10 хв. В подальшому проби центрифугували (5000 об/хв, 

впродовж 5 хв), супернатант видаляли при допомозі пастерівської піпетки. Із 

суспензії лейкоцитів (із слідами еритроцитів) готували мазки, висушували на 

повітрі при кімнатній температурі і фарбували за Папенгеймом. 

Мікроскопіювали при імерсії, об’єктив х90, окуляр х10. 

Фагоцитарну активність нейтрофілів і моноцитів периферійної крові 

оцінювали згідно наступних показників. Підраховували фагоцитарний індекс 

(чисельність фагоцитів на 100 клітин); мікробне число (число поглинутих 

мікробів кожним конкретним фагоцитом) та індекс кілінгу (перетравлення) 

поглинутих мікроорганізмів (% повністю перетравлених мікроорганізмів від 

загального числа поглинутих мікроорганізмів). Мікробне число та індекс їх 

перетравлення визначався для кожного фагоцита і фіксувався у фагоцитарній 

рамці. Користуючись цими індивідуальними даними, вираховували середні 

мікробне число та індекс кілінгу. 

Після декапітації у тварин видаляли селезінку і тимус. Імунні органи 

зважували і робили з них мазки-відбитки для підрахунку тимоцитограми і 

спленоцитограми [7].  

Компонентами тимоцитограми є Т-лімфоцити, лімфобласти, плазмоцити, 

епітеліоцити, ендотеліоцити, ретикулоцити, макрофаги і тільця Гассаля. 

Спленоцитограма включає лімфоцити (Т і В), лімфобласти, плазмоцити, 

ретикулоцити, макрофаги, фібробласти, нейтрофіли і еозинофіли. 

Ентропію тимоцитограми і спленоцитограми обчислювали за описаним 

вище алгоритмом з врахуванням кількості елементів. 

Матеріал. Експерименти проведені на 18 самцях і 20 самках щурів лінії 

Вістар. Одна тварина залишилася неушкодженою більше 10 днів, а 3 інших - 

піддалися WIRS. Наступного дня після стресу оцінювали, імунні і метаболічні 

показники, ЕКГ, а також ушкодження слизової оболонки шлунка. 
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Результати. Рівень фосфатів, каталази та α-LP холестерину в сироватці 

крові, а також рівень еритроцитів активності калію та Na,K-АТФази еритроцита 

позитивно корелювали з ЕКГ, маркерами пошкодження міокарда, і негативно - з 

візуальними маркерами пошкодження слизової оболонки шлунка. У той час як 

рівень іонів Na+ в еритроцитах і рівень іонів К+ і лугу в сироватці крові та 

Фосфатази відображали лише цілісність слизової оболонки шлунку то саме 

рівень іонів Са2+ в сироватці крові відображав пошкодження слизової оболонки 

шлунка. У сукупності перераховані метаболічні фактори визначали 

морфофункціональний стан слизової оболонки шлунка та міокарда на 72% 

(R=0,851). 

Пошкодження на слизову оболонку шлунка і міокарда зростало з 

зменшенням бактерицидної активності нейтрофілів крові та зі збільшенням маси 

тимуса. Якщо маса селезінки і вміст фібробластів в тимусі негативно корелювали 

з тяжкістю пошкодження слизової оболонки шлунка, то відсоток ретикулоцитів 

і лімфобластів у селезінці корелювали позитивно. Нарешті, чим вищий відсоток 

макрофагів у тимусі спостерігався, тим глибшим було пошкодження міокарда. У 

той же час кореляція між дослідженими імунними параметрами і маркерами двох 

мішеней стресорів була дуже сильною (R=0,809) 

Висновки 

WIRS викликають зміни в нейроендокринному імунному комплексі, 

що в свою чергу призводить до змін у метаболомі та пошкодження 

слизової оболонки шлунка і міокарда.  
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Vorobienko A. A., Plyska O. I., Yanchii R. I. 

GENDER CHARACTERISTICS OF CELLULAR AND HUMORAL 

IMMUNITY RESPONSES IN RATS 

The discovery of autonomous innervation of immune organs initiated the study 

of neuro-immune connections. The levels of adaptation hormones and immune 

parameters are subject to the influence of both stressors and adaptogens. However, the 

effects of stressors and adaptogens on neuroendocrine-immune connections remain 

unclear, as do gender differences in such effects. The levels of aldosterone, calcitonin, 

and parathyroid hormone were judged by their specific effects on electrolyte 

metabolism. 

Key words: thymus, spleen, aldosterone, calcitonin, parathyroid hormone. 
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