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ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ВИДОВ СТРЕССА НА АПОПТОЗ 
CD4+/CD8+ ЛИМФОЦИТОВ В УСЛОВИЯХ БЛОКАДЫ 
ОПИАТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ IN VIVO
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Резюме. Эндогенная опиоидная система представлена биологически активными молекулами, ко-
торые принимают участие в регуляции многих функций организма, в том числе в регуляции рабо-
ты иммунной системы. Эндогенные опиоидные пептиды выделяются при стрессе и осуществляют 
коммуникации посредством опиатных рецепторов, которые обнаружены на большинстве иммунно-
компетентных клеток. Одним из важнейших инструментов регуляции процессов иммунной системы 
является апоптоз. Цель исследования – оценить влияние различных видов стресса на апоптоз CD4+/
CD8+ лимфоцитов в условиях блокады опиатных рецепторов. Объектом исследования служили белые 
беспородные мыши самцы, которых содержали в лабораторном виварии. Следующие виды стресса 
были изучены: иммобилизационный (6 ч в положении на спине), ротационный (60 мин: 10 мин вра-
щение при 78 об/мин, 5 мин отдых), два вида острого холодового (10 мин или 60 мин при -20 °С), 
хронический холодовой (-4 °С по 4 часа ежедневно, на протяжении 7 суток). Опиатные рецепторы 
блокировали подкожным введением налоксона гидрохлорида в дозе 0,2 мг/кг за 20 мин до стресса и 
через 3 часа повторно, при длительности стресса более 3 часов. Спленоциты окрашивали монокло-
нальными антителами PE anti-mouse CD4 и PE anti-mouse CD8 (BioLegent, США), после инкубации 
и отмывки окрашивали реагентами для определения апоптоза Annexin V-FITC/7-AAD kit (Beckman 
Coulter, США) в соответствии с инструкцией производителя. Апоптоз лимфоцитов регистрировали 
на цитометре CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). Установлено, что иммобилизационный стресс 
(продолжительностью 6 ч) и острый холодовой стресс (60 мин -20 °С) независимо от введения налок-
сона усиливают апоптоз CD8+ лимфоцитов селезенки мыши. Хронический холодовой стресс (-4 °С 
4 часа / 7 суток) приводил к снижению процента апоптотических лимфоцитов селезенки только на 
фоне блокады опиатных рецепторов. Эффектов ротационного стресса и кратковременного острого 
холодового стресса (10 мин -20 °С) на процессы апоптоза зафиксировано не было. Таким образом, 
два вида стресса – иммобилизационный и острый холодовой – усиливали апоптоз CD8+ лимфоци-
тов, эндогенная опиоидная система не принимала участия в регуляции этих процессов. В условиях 
хронического холодового стресса на фоне введения налоксона отмечалось уменьшение связывания 
аннексина лимфоцитами селезенки мыши.

Ключевые слова: стресс, апоптоз, T-лимфоциты, опиоидная система, налоксон, иммунная система
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INFLUENCE OF DIFFERENT KINDS OF STRESS ON APOPTOSIS 
OF CD4+/CD8+ LYMPHOCYTES UPON IN VIVO BLOCKAGE OF 
OPIATE RECEPTORS 
Sharavieva I.L.a, Gein S.V.b
a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Perm Federal 
Research Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Perm, Russian Federation  
b Perm State National Research University, Perm, Russian Federation

Abstract. The endogenous opioid system is involved in regulation of many body functions, including immune 
system regulation. Endogenous opioid peptides are released under stress and communicate with opiate receptors, 
which are found on most immune cells. Apoptosis is one of the most important instruments in the regulation of the 
immune system. The aim of this study was to evaluate effects of various types of stress upon apoptosis of CD4+/
CD8+ lymphocytes under conditions of opiate receptor blockade. The objects of this study were white outbred male 
mice, been kept in laboratory vivarium. The following types of stress were studied: immobilization (6 h in the supine 
position), rotational (60 min: 10 min rotation at 78 rpm, 5 min rest), two types of acute cold (10 min or 60 min 
at -20 °С), chronic cold (-4 °С for 4 hours daily, for 7 days). Opiate receptors have been blocked by subcutaneous 
administration of naloxone hydrochloride at a dose of 0.2 mg/kg 20 minutes before stress, and again 3 hours later, 
with a stress duration of over 3 hours. Splenocytes were stained with PE-labeled monoclonal antibodies against 
murine CD4, and antibodies against mouse CD8 (BioLegent, USA); after incubation and washing, they were stained 
with reagents for determining apoptosis. V-FITC / 7-AAD annexin kit (Beckman Coulter, USA) according to the 
manufacturer’s instructions. Lymphocyte apoptosis was recorded with a CytoFLEX S cytometer (Beckman Coulter, 
USA). Results. It was found that immobilization stress (lasting 6 h) and acute cold stress (60 min -20 °С), regardless 
of naloxone administration, enhance apoptosis of mouse CD8+ lymphocytes. Chronic cold stress (-4 °С 4 hours / 7 
days) led to a decrease in apoptotic spleen lymphocyte numbers only during the blockade of opiate receptors. The 
effects of rotational stress and short-term acute cold stress (-20 °С, 10 min) upon apoptosis were not registered. 
Thus, two types of stress (immobilization and acute cold) caused intensification of CD8+ lymphocyte apoptosis; 
endogenous opioid system seems not to participate in regulation of these processes. Under conditions of chronic 
cold stress with naloxone injections, we have noted a decreased Annexin binding by spleen lymphocytes in mice.

Keywords: stress, apoptosis, T-lymphocytes, opioid system, naloxone, immune system

Исследования проведены в рамках государ-
ственного задания, номер государственной реги-
страции темы № АААА-А19-119112290007-7.

Введение 
Эндогенная опиоидная система представлена 

физиологически активными биорегуляторными 
соединениями, осуществляющими коммуника-
ции между нервной, эндокринной и иммунной 
системами [5]. Экспрессия опиатных рецепто-
ров доказана на большинстве клеток иммунной 
системы. Разнообразные варианты стресса, а 
также их различная продолжительность, могут 
значительно отличаться по степени выраженно-
сти эндокринных изменений и, как следствие, с 
разной направленностью влиять на иммунный 
ответ [4].

Ранее нами было показано, что различные ва-
рианты стресса модулируют продукцию актив-
ных форм кислорода, антителогенез, пролифера-
цию, продукцию цитокинов, также показано, что 

блокада опиатных рецепторов изменяет динами-
ку отдельных показателей, в частности отменяет 
влияние стресса на антителогенез, продукцию 
IL-2, IFNγ, пролиферативный ответ [1, 2]. Одним 
из важнейших инструментов регуляции процес-
сов иммунной системы является апоптоз.

Цель работы – изучить влияние различных 
вариантов стрессового воздействия на апоптоз 
CD4+/CD8+ лимфоцитов в условиях блокады 
опиатных рецепторов.

Материалы и методы 
Эксперименты проведены на белых мышах-

самцах массой тела 21-23 г. Животные содержа-
лись в лабораторном виварии при естественном 
освещении, неограниченном доступе к воде и 
кормам. Эксперименты проведены в соответ-
ствии с этическими нормами и рекомендациями 
по гуманизации работы с лабораторными живот-
ными, отраженными в «Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используе-
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мых для экспериментальных и других научных 
целей» (Страсбург, 1986).

В работе использованы следующие вариан-
ты стресса: иммобилизационный (мышей фик-
сировали в положении на спине в течение 6 ч), 
ротационный (ротация мышей осуществлялась в 
течение 1 часа по 10 мин с перерывами 5 мин при 
78 об/мин), холодовой в трех вариантах (10 мин 
или 60 мин при -20 °С, а также хронический хо-
лодовой стресс – охлаждение мышей при -4 °С в 
течение 4 часов ежедневно 7 суток подряд).

Блокаду опиатных рецепторов осуществляли 
путем введения налоксона гидрохлорида в дозе 
0,2 мг/кг подкожно за 20 мин до начала любого 
варианта стресса, повторно через 3 часа при им-
мобилизации, дважды ежесуточно при хрониче-
ском холодовом стрессе.

После окончания стрессового воздействия 
животных выводили из эксперимента. В случае 
ротационного и иммобилизационного стресса 
одна половина животных выводилась из экспе-
римента непосредственно после стресса, другая 
половина через 24 часа после окончания стрес-
сового воздействия. Спленоциты гомогонезиро-
вали, эритроциты лизировали раствором NH4Cl 
c ЭДТА, клетки окрашивали моноклональными 

антителами PE anti-mouse CD4 и PE anti-mouse 
CD8 (BioLegent, США) в течение 20 минут в со-
ответствии с инструкцией производителя, по-
сле чего клетки отмывали DPBS (Sigma, США) 
и окрашивали с помощью реагентов Annexin 
V-FITC/7-AAD kit (Beckman Coulter, США) в 
соответствии с инструкцией производителя, и 
регистрировали апоптоз лимфоцитов методом 
проточной цитометрии на проточном цитофлю-
ориметре CytoFLEX S (Beckman Coulter, США). 
Результаты представлены в виде процента кле-
ток, связавших аннексин, от всех спленоцитов. 
Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием непарного t-критерия 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение
При оценке влияния различных вариантов 

стресса на апоптоз CD4+ и CD8+T-лимфоцитов 
селезенки мыши установлено, что иммоби-
лизационный стресс независимо от блокады 
опиатных рецепторов усиливал апоптоз CD8+ 
лимфоцитов и не оказывал влияния на апоптоз 
CD4+-клеток. Ротационный стресс на апоптоз 
обеих субпопуляций Т-клеток не влиял (табл. 1). 

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ РОТАЦИОННОГО И ИММОБИЛИЗАЦИОННОГО СТРЕССА НА АПОПТОЗ Т-ЛИМФОЦИТОВ 
СЕЛЕЗЕНКИ МЫШИ В УСЛОВИЯХ БЛОКАДЫ ОПИАТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ, M±m

TABLE 1. INFLUENCE OF ROTATIONAL AND IMMOBILIZATION STRESS ON THE PERCENTAGE OF APOPTOSIS OF T 
LYMPHOCYTES IN THE SPLEEN OF A MOUSE UNDER CONDITIONS OF BLOCKADE OF OPIATE RECEPTORS, M±m

Экспериментальное воздействие
Experimental exposure

Процент апоптических клеток
Percentage of apoptotic cells 

CD4+ CD8+

контроль
control 16,75±0,90% 8,96±0,45%

ротационный стресс
rotational stress 19,38±1,73% 8,74±0,19%

ротационный стресс + налоксон
rotational stress + naloxone 16,49±1,96% 9,33±0,71%

иммобилизационный стресс
immobilization stress 16,78±1,32% 13,25±0,52%*

иммобилизационный стресс + налоксон
immobilization stress + naloxone 19,16±1,89% 13,55±0,89%*

налоксон
naloxone 13,87±0,66% 10,12±1,18%

налоксон 2 раза
naloxone twice 10,67±1,91% 9,58±0,61%

Примечание. * – p < 0,05 к контролю (n = 9).
Note. *, p < 0.05 to control (n = 9). 
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Через сутки после окончания ротационного или 
иммобилизационного стрессов эффектов на 
апоптоз лимфоцитов зафиксировано не было 
(данные не приводятся). 

Далее представлены результаты влияния раз-
личных вариантов холодового стресса на апоп-
тоз CD4+/CD8+T-лимфоцитов селезенки мыши 
(табл. 2). Установлено, что в условиях 60 мин 
холодового стресса отмечалось независимое от 
налоксона усиление апоптоза CD8+ и не зафик-
сировано эффектов на апоптоз CD4+-клеток. 
Кратковременный 10-минутный холодовой 
стресс на процессы программируемой клеточной 
гибели CD4+/CD8+T-лимфоцитов влияния не 
оказывал. Хронический холодовой стресс только 
на фоне блокады опиоидных рецепторов приво-

дил к снижению связывания с аннексином CD4+ 
лимфоцитов.

Выводы
Таким образом, как видно из полученных ре-

зультатов, CD8+Т-лимфоциты более чувствитель-
ны к апоптоз-индуцирующему действию стресса. 
Апоптотическое действие было зафиксировано 
только у моделей иммобилизационного и 60-ми-
нутного холодового стресса. Эндогенная опи-
оидная система в регуляции данных процессов 
не участвовала, и только в случае хронического 
холодового стресса наблюдалось снижение про-
цента апоптоза CD4+ лимфоцитов на фоне стрес-
са при условии блокады опиоидных рецепторов.

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТОВ ХОЛОДОВОГО СТРЕССА НА АПОПТОЗ CD4+/CD8+Т-ЛИМФОЦИТОВ 
СЕЛЕЗЕНКИ МЫШИ В УСЛОВИЯХ БЛОКАДЫ ОПИАТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ, M±m

TABLE 2. INFLUENCE OF DIFFERENT VARIANTS OF COLD STRESS ON THE PERCENTAGE OF APOPTOSIS OF 
T-LYMPHOCYTES IN THE SPLEEN OF A MOUSE UNDER CONDITIONS OF BLOCKADE OF OPIATE RECEPTORS, M±m

Экспериментальное воздействие
Experimental exposure

Процент апоптических клеток 
Percentage of apoptotic cells 

CD4+ CD8+

контроль
control 16,75±0,90% 8,96±0,45%

-20 °С, 10 мин
-20 °С, 10 min 19,38±1,73% 8,74±0,19%

-20 °С, 10 мин + налоксон
-20 °С, 10 min + naloxone 16,49±1,96% 9,33±0,71%

-20 °С, 60 мин
-20 °С, 60 min 16,78±1,32% 13,25±0,52%*

-20 °С, 60 мин + налоксон
-20 °С, 60 min + naloxone 19,16±1,89% 13,55±0,89%*

+4 °С, 4 часа в сутки / 7 суток
+4 °С, 4 hours a day / 7 days 18,36±3,94% 11,25±2,57%

+4 °С, 4 часа в сутки / 7 суток + налоксон
+4 °С, 4 hours a day / 7 days + naloxone 12,98±0,97%* 9,59±1,18%

налоксон
naloxone 17,45±0,89% 8,74±0,71%

налоксон 2 раза
naloxone twice 14,44±0,25% 10,82±1,47%

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.
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В работах других авторов было показано, что 
хронический тепловой стресс способствовал экс-
прессии антиапоптозного фактора B-клеточной 
лимфомы-2 (Bcl-2) и ингибировал апоптоз лим-
фоцитов в селезенке и слизистой оболочке ки-
шечника. С этим процессом связывают значи-
тельное увеличение количества CD4+Т-клеток и 
соотношения CD4+/CD8+Т-клеток в селезенке. 

Также отмечалось повышение содержания белка 
теплового шока 70 (HSP70) [3], который может 
повышаться и при холодовом стрессе. Более про-
должительный иммобилизационный стресс (по 
12 ч в течение 2 суток) приводил к повышению 
CD-95 опосредованного апоптоза спленоцитов, 
который мог быть отменен введением налоксона 
или налтрексона [6].
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