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В статье анализируется влияние хронического стресса на распределение NK-клеток в компартментах селе-
зенки и лимфатических узлов экспериментальных животных в различные возрастные периоды раннего постна-
тального онтогенеза. Показана динамика стресс-ассоциированных изменений иммунных параметров, относя-
щихся к врожденному иммунитету. 
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Abstract. Impact of the chronic stress on the NK cells distribution in the spleen and lymph node compartments of 

the experimental animals is under evaluation. Age-related dynamics of the stress-associated changes of the innate im-
mune parameters is presented in the paper. 
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Cтресс оказывает мощное воздействие на 

иммунный статус организма, влияя на разные 
звенья иммунного ответа, однако, несмотря на 
многочисленность исследований в области ней-
роиммуноэндокринологии в последние годы, до 
сих пор единого понимания характера и направ-
ленности стресс-ассоциированных иммуномоду-
ляционных сдвигов не достигнуто [1, 2]. Сохра-
няются противоречия в интерпретации результа-
тов воздействия разных видов стресса на врож-
денный иммунитет. Так, одни исследователи 
показывают, что острый стресс стимулирует 
врожденный иммунный ответ, влияя на актив-
ность нейтрофилов, макрофагов и NK-клеток, 
а хронический стресс оказывает дифференциро-
ванное действие на разные звенья иммунного 
ответа: тормозящее – на нейтрофилы и активи-
рующее – на NK-клетки [10]. Другие исследова-
тели демонстрируют снижение активности NK-кле-
ток и их числа, а также антиген-презентирующей 
способности моноцитов в селезенке, что связы-
вают с повышенным уровнем кортикостероидов 
[4, 17]. В противоположность этому другими ав-
торами показано увеличение числа NK-клеток 
в селезенке при стрессе [6] с одновременным 
снижением их активности [12]. Вопреки всему 
этому было продемонстрировано, что количество 
NK-клеток в селезенке при остром иммобилиза-
ционном стрессе не меняется, несмотря на то, 

что они содержат рецепторы и к глюкокорти-
коидам, и к опиоидам, уровень которых при дей-
ствии стрессоров значительно возрастает, и реа-
гируют на стимуляцию симпатической нервной 
системы, активируемой при стрессе [7]. 

 NK-клетки являются основным компонентом 
врожденного иммунитета, однако они регулируют 
и адаптационный иммунный ответ. Они осущест-
вляют ранний контроль репликации вируса с по-
мощью перфорин-опосредованного механизма, 
имеют возможность мигрировать в очаг инфекции 
и гибнуть апоптозом вскоре после инфицирова-
ния. Главная функция NK-клеток – это секреция 
цитокинов и прямая цитотоксичность. Гранулы 
цитоплазмы активированных NK-клеток и цито-
токсических лимфоцитов содержат порообра-
зующий белок перфорин и несколько гомологичных 
серин-протеаз (гранзимов) [8]. Данные о влиянии 
стресса на иммунный ответ растущего организма 
в литературе единичны и выполнены в основном 
с применением иммунологических методов ис-
следования, не позволяющих оценить иммуно-
модуляционные изменения с учетом компар-
тментализации иммунных органов [7, 9, 18].  

 
ЦЕЛЬ РАБОТЫ 
Изучить влияние хронического стресса на 

динамику гранзим Б-содержащих клеток, связан-
ных с естественным иммуногенезом, в компар-
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тментах селезенки растущих экспериментальных 
животных. 

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 
В работе использовано 36 эксперименталь-

ных животных – белых крыс породы Sprague 
Dawley трех возрастных групп: грудного, подсос-
ного и инфантного периодов (14, 21 и 30 дней от 
роду соответственно) по 12 животных в группе. 
Каждая возрастная группа подразделялась на 
2 подгруппы: экспериментальную и контрольную 
по 6 животных в подгруппе. Экспериментальные 
животные подвергались действию хронического 
иммерсионно-иммобилизационного стресса [16] 
на протяжении 7 дней по 5 часов ежедневно. По 
окончании последнего сеанса стресса животных 
забивали под эфирным наркозом, извлекали, 
взвешивали и фиксировали формалином органы 
иммунной и эндокринной систем (селезенку, ти-
мус, надпочечники), макроскопически оценивали 
также состояние слизистой оболочки желудка. 
Парафиновые срезы органов окрашивали гема-
токсилином и эозином. Дополнительно серийные 
срезы селезенки окрашивали иммуногистохими-
чески мышиными противокрысиными антителами 
к CD3 (clone 1F4, “Serotec”), мышиными противо-
крысиными антителами к CD8 (клон MRC OX8, 
“Serotec”), мышиными антителами к гранзиму Б 
(клон GB7, “Serotec”). Распределение гранзим 
Б-иммунореактивных клеток оценивали с помо-
щью имидж-анализа с применением программы 
"Image Pro+" (микроскоп "NIKON Eclipse E200", 
камера "Nikon Coolpix 995", Япония). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
Проведенное исследование показало, что 

у всех экспериментальных животных трех воз-
растных групп отмечаются: акцидентальная ин-
волюция тимуса и селезенки, гипертрофия над-
почечников и эрозивные повреждения слизистой 
оболочки желудка. Микроскопически в селезенке 
выявлены характерные для хронического стрес-
са инволютивные изменения, проявляющиеся 
в гипоплазии белой пульпы: уменьшении ее объ-
ема, снижении числа лимфоидных узелков, прак-
тически полном исчезновении герминативных 
центров, сужении внутренней и наружной зоны 
периартериальных лимфоидных влагалищ (ПАЛВ), 
увеличении частоты апоптозов лимфоидных кле-
ток не только в лимфоидных узелках, но и ПАЛВ, 
сужении маргинальной зоны (рис. 1). В лимфати-
ческих узлах экспериментальных животных от-
мечалось сужение коркового вещества и пара-
кортикальной зоны, уменьшение их клеточности, 
уменьшение числа и деформация лимфоидных 
узелков и герминативных центров (последнее 
справедливо для старшей возрастной группы), 
увеличение числа апоптозов как в лимфоидных 
фолликулах, так и в паракортикальной зоне 
(рис. 2). 

СD8+ иммунореактивные клетки присутст-
вовали у контрольных животных всех возрастных 
групп преимущественно в ПАЛВ селезенки и па-
ракортикальной зоне лимфатических узлов 
(рис. 3, 4). Известно, что данный маркер экспрес-
сируют не только цитолитические лимфоциты, 
двойные позитивные лимфоциты, но и примерно 
половина NK-клеток [13], хотя последние, в отли-
чие от цитотоксических лимфоцитов, не экспрес-
сируют Т-клеточный маркер CD3+ [3, 5,]. Гранзим 
Б-позитивные клетки у контрольных животных 
присутствовали как в красной и белой пульпе, так 
и маргинальной зоне селезенки (рис. 5, 6). В лим-
фатических узлах контрольных животных их чис-
ло было чрезвычайно мало. Стресс значительно 
изменял количество и распределение гранзим 
Б-позитивных клеток в селезенке, и это измене-
ние имело свою специфику в различных возрас-
тных группах (рис. 7, 8).  

Так, в младшей возрастной группе гранзим 
В-клетки практически полностью исчезали из 
маргинальной зоны и белой пульпы, однако со-
хранялись мелкими конгломератами или рассе-
янными в красной пульпе. В средней возрастной 
группе в маргинальной зоне иммунореактивные 
клетки также практически отсутствовали, однако 
единичные клетки сохранялись в белой пульпе – 
в крупных ПАЛВ, а именно в наружной их зоне на 
границе с маргинальной зоной. В красной пульпе 
число гранзим Б-позитивных клеток также замет-
но снижалось. В старшей возрастной группе 
уменьшение числа иммунореактивных клеток не 
столь выражено, как в младшей и средней груп-
пах. Сохранялись единичные гранзим Б-пози-
тивные клетки в маргинальной зоне, в крупных 
и средних ПАЛВ, в то время как красной пульпе 
число их уменьшалось незначительно по срав-
нению с контролем. При этом и у эксперимен-
тальных, и у контрольных животных всех возрас-
тных групп число CD8+ и СD3+ клеток было в не-
сколько раз ниже, чем число иммуногистохими-
чески выявляемых гранзим Б-позитивных клеток. 

Имидж-анализ в основном подтвердил дан-
ные, обнаруженные на качественном уровне, до-
полнив их некоторыми подробностями. Так, удель-
ная площадь гранзим Б-иммунореактивных кле-
ток у контрольных животных была 4,8+/–0,51, 
4,6+/–0,43 и 5,4+/–0,55 % в младшей, средней 
и старшей группах соответственно. У экспери-
ментальных животных всех возрастных групп 
имело место снижение удельной площади имму-
нореактивных клеток до 3,1+/–0,30 % у животных 
грудного возраста (р < 0,01), до 2,9+/–0,27 % у жи-
вотных в период перехода на самостоятельное 
питание (р < 0,001) и до 4,0+/–0,38 % у перипу-
бертатных особей (р < 0,05). 

Таким образом, проведенное количествен-
ное иммуногистохимическое исследование пока-
зало наличие в селезенке крыс всех трех изучен-
ных возрастных групп наличие иммуносуппрес-
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сивных изменений, которые касались параметров 
естественного иммунитета – количества NK-клеток 
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в периферических иммунных органах. Эти клетки 
выявлялись гистохимически с помощью моно-
клональных антител против гранзима Б-содер-
жимого гранул этих клеток. Помимо NK-клеток, 
гранзимы (серин-протеазы) содержатся в цито-
литических Т-лимфоцитах (ЦТЛ), которые экс-
прессируют маркеры CD8+ и CD3+. Считается, 
что примерно половина NK-клеток также экс-
прессирует маркер CD8+ [13], однако наше ис-
следование показало, что доля гранзим Б-поло-
жительных клеток в селезенке крыс всех изучен-
ных возрастных групп значительно ниже, чем 
доля CD8+ и CD3+клеток; кроме того, из литера-
турных данных известно, что у крыс в селезенке 
в отсутствие антигенной стимуляции ЦТЛ чрез-
вычайно малочисленны, и гранзим Б+ клетки – 
это, в основном, NK-клетки [3, 5]. 

Проведенное исследование показало, что 

наиболее значительное снижение число NK-
клеток отмечается в период перехода на само-
стоятельное питание. Известно, что NK-клетки 
проявляют цитотоксичность по отношению, пре-
жде всего, к инфицированным вирусами и опухо-
левым клеткам, следовательно, именно в данные 

возрастные периоды опасность стресс-ассо-
циированного снижения противовирусного и про-
тивоопухолевого иммунитетов особенно велика. 
При этом, прежде всего, хронический стресс вы-
зывает содержание иммуногистохимически вы-
являемых NK-клеток в маргинальной зоне, в ко-

торой при развитии вирусной инфекции появля-
ются первые инфицированные клетки [3, 5].  

Полученные нами данные противоречат 
данным других исследователей относительно 
увеличения экспрессии гранзима Б, доли и ак-
тивности NK-клеток при стрессе [6, 9, 10, 12] или 

относительно не зависящего от стресса количе-
ства NK-клеток периферических иммунных орга-
нах [7], что может быть связано в различными 
методическими подходами, видами стресса и воз-
растом экспериментальных животных. Выделяют 
несколько механизмов снижения NK-клеточности 

в селезенке при стрессе: избыточная гибель и из-
мененный траффик клеток под действием 
стресс-индуцированного повышения концен-
трации глюкокортикоидов, опиоидов и адренер-
гической стимуляции (в связи с чем примене-

ние антагонистов-рецепторов к кортикостеро-
дам и опиоидам, а также β-адреноблокаторов 
способно восстановить сниженную цитотоксич-
ность и численность NK-клеток) [11, 14, 18, 19].  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные нами данные о возрастной ди-

намике параметров врожденного иммунного от-
вета могут быть учтены при разработке лечеб-

ных тактик, предотвращающих развитие стресс-
ассоцированной иммуносуппрессии.  
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