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АУТОИММУННЫЙ ПРОФИЛЬ КРОВИ КРЫС ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ЯЗВЕННОМ КОЛИТЕ
Давыдова Е.В., Осиков М.В., Бакеева А.Е., Кайгородцева Н.В.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. На сегодняшний день в мире число заболеваний органов пищеварения удваивается каж-
дые десять лет, что представляет собой значимую медико-социальную проблему. Недостаточное по-
нимание ряда аспектов патогенеза воспалительных заболеваний кишечника (ВЗК) препятствует раз-
работке патогенетически обоснованных методов терапии. Патогенез ЯК остается дискутабельным, 
в связи с большим набором этиологических факторов, инициирующих активацию клеточных и гу-
моральных механизмов иммунного реагирования в процессе формирования воспалительных изме-
нений в толстом кишечнике. Малоизученными остаются вопросы цитокиновой регуляции иммун-
ного реагирования при ВЗК. Цель работы – на примере экспериментальной оксазолоновой модели 
язвенного колита изучить роль цитокинов аутоиммунной направленности в крови и Т-регуляторных 
клеток в тканях толстого кишечника в патогенезе данного заболевания. 

Рабoта выпoлнена на 40 белых крысах линии Wistar, язвенный колит моделировали ректальным 
введением 3%-ного спиртового раствора оксазолона. Для анестезии использовали препарат «Золе-
тил-100» (МНН: тилетамина гидрохлорид) (Virbac Sante Animale; Фpaнция) в дозе 20 мг/кг. Исследо-
вания проводили на 2-е, 4-е и 6-е сутки. Концентрацию в сыворотке IL-17 и IL-23 определяли с помо-
щью автоматического иммуноферментного анализатора Personal LAB с применением специфических 
тест-системы для крыс. Для иммуногистохимического исследования Т-регуляторных клеток исполь-
зовали анти-FoxP3 антитела (Arigo Biolaboratories, Тайвань) с последующей постановкой реакции в 
иммуногистостейнере VENTANA BenchMark XT (США). Проверку статистических гипотез в группах 
проводили с использованием непараметрических критериев Манна–Уитни, Вальда–Вольфовитца. 
Отличия считали статистически значимыми при р ≤ 0,05. 

Установлено, что при экспериментальном язвенном колите в сыворотке крыс на 2-е, 4-е и 6-е 
сутки эксперимента увеличивается концентрация провоспалительного IL-17, эффекты которого ре-
ализуются посредством привлечения в очаг воспаления нейтрофилов и других клеток врожденного 
иммунитета, участием в поддержании хронического воспаления и аутоиммунных реакциях. Концен-
трация в сыворотке IL-23, индуцирующего и поддерживающего воспалительный процесс в стенке 
толстого кишечника, также значимо увеличивались на 2-е, 4-е и 6-е сутки. На 4-е и 6-е сутки экспе-
римента в клеточных популяциях ткани толстого кишечника значимо снижался процент позитивных 
FoxP3+Т-лимфоцитов, что свидетельствует о возможном развертывании аутоиммунных процессов в 
стенке толстого кишечника.

Ключевые слова: цитокины, Т-лимфоциты, экспериментальный язвенный колит
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AUTOIMMUNE PROFILE OF RAT BLOOD IN EXPERIMENTAL 
ULCERATIVE COLITIS
Davydova E.V., Osikov M.V., Bakeeva A.E., Kaigorodtseva N.V.
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Worldwide incidence of digestive system disorders doubles each decade, thus representing a 
significant medical and social problem. Despite lacking knowledge in pathogenesis of inflammatory bowel 
diseases, it is clear that serum cytokine imbalance, and lesions in the walls of gastrointestinal tract are observed 
in experimental colitis. Pathogenesis of UC remains controversial due to a large set of etiological factors that 
initiate activation of cellular and humoral mechanisms of the immune response upon development of inflammatory 
changes in the large intestine. At the same time, cytokine secretion and expression have not been studied in 
details. The aim of the work was to study the cytokine profile of blood in rats using the experimental oxazolone 
model of ulcerative colitis. The work was performed in 40 white Wistar rats; ulcerative colitis was induced 
by rectal administration of a 3% alcohol solution of oxazolone. For anesthesia, Zoletil-100 (INN: tiletamine 
hydrochloride, VirbacSanteAnimale; France) was used at a dose of 20 mg/kg. The studies were carried out 
on the 2nd, 4th and 6th days. Serum concentration of IL-6, IL-8, IL-17 and IL-23 was determined by means of 
automatic ELISA analyzer “Personal LAB” using a specific test system for rats. For immunohistochemistry of 
Treg cells, we used anti-FoxP3 antibody (Arigo Biolaboratories, Тайвань) followed by immunhistostaining in 
VENTANA BenchMark XT (USA). Statistical evaluation was performed by non-parametric Mann–Whitney 
and Wald–Wolfowitz criteria. The difference was considered significant at р ≤ 0.05. In rats with experimental 
colitis, an increase of proinflammatory IL-17 which acts by attraction of neutrophils and other cells of innate 
immunity, supporting chronic inflammation and autoimmune reactions. We have found an increase of serum 
IL-23 concentration in rats with experimental ulcerative colitis on days 2, 4 and 6 of the experiment. This 
cytokine induces and maintains the inflammatory process in the wall of the large intestine. Significant decrease 
of FoxP3+Т-lymphocytes was revealed in colonic tissues, thus suggesting appropriate local autoimmune 
disorders. 

Keywords: cytokines, Т-lymphocytes, experimental ulcerative colitis

Введение
На сегодняшний день в мире число заболева-

ний органов пищеварения удваивается каждый 
десять лет, что представляет собой значимую ме-
дико-социальную проблему [7]. Рост заболевае-
мости язвенным колитом (ЯК) в том числе среди 
молодых социально активных и трудоспособных 
лиц, отмечается многими исследователями [1, 5]. 
Патогенез ЯК до конца не ясен, прежде всего, в 
связи с широким спектром этиологических фак-
торов, инициирующих активацию клеточных и 
гуморальных компонентов иммунной системы 
при участии Тh1-, Тh2-зависимого иммунного 
ответа, изменения баланса Тh17/Treg [13]. Из-
вестно, что при ВЗК в крови формируется осо-
бый цитокиновый профиль, инициирующий 
и поддерживающий хроническое воспаление, 
а сами цитокины являются ключевыми мише-
нями патогенетически ориентированной тера-
пии [11, 15]. В патогенезе поражения слизистой 
оболочки толстого кишечника при ЭЯК име-
ет значение IL-23-зависимая активация Th17-
зависимого иммунного ответа с последующим 

увеличением продукции гуморальных эффек-
торных факторов иммунитета [14]. Имеет ме-
сто дифференциация наивных Th0 при участии 
IL-12 в Th1-субпопуляцию, при участии IL-4 в 
Th2-субпопуляцию, а при участии IL-23, IL-1β, 
TGF-β, IL-21 – в Тh17 [8]. Однако цитокиновая 
секреция и экспрессия изучена не в полной мере. 

Цель работы – на примере экспериментальной 
оксазолоновой модели язвенного колита изучить 
роль цитокинов аутоиммунной направленности в 
патогенезе данного заболевания.

Материалы и методы
Исследование проведено на 40 белых крысах 

линии Wistar массой 240-260 г, разделенных на 
2 группы: I (n = 10) – интактный контроль; II 
(n = 30) – животные с ЭЯК. Постановка модели 
ЯК прводилась с помощью двухэтапого введения 
оксазолона (Sigma-aldrich; США). Первый этап 
включал накожную сенсибилизацию за счет на-
несения 150 мкл 3%-го спиртового раствора ок-
сазолонана межлопаточную область, второй этап 
представлял собой ректальное введение 150 мкл 
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3%-го спиртового раствора оксазолона на глуби-
ну 7-8 см [9]. Для анестезии был применен пре-
парат «Золетил-100» (МНН: тилетамина гидрох-
лорид) (Virbac Sante Animale; Фpaнция) в дозе 
20 мг/кг. Концентрацию в сыворотке IL-17, IL-23 
определяли на 2-е, 4-е и 6-е сутки, с помощью 
автоматического иммуноферментного анализа-
тора Personal LAB (Италия) с применением им-
муноферментной тест-системы для крыс фирмы 
Cloud-Clone Corp. (Китай). Результаты выражали 
в пг/мл. Для иммуногистохимического иссле-
дования был использованы фрагменты стенки 
толстого кишечника опытных и контрольных 
животных: вырезанные фрагменты ткани по-
мещали в маркированные гистологические кас-
сеты и фиксировали 72 часа в 10% нейтральном 
формалине. Подготовку материала проводили по 
стандартной методике в гистопроцессоре Sakura 
Tissue Tek VIP 5 Tissue Processor. Окраска гема-
токсилином и эозином производилась ручным 
способом по общепринятой схеме: депарафини-
зация, регидратация, окраска красителями, де-
гидратация, просветление и заключение под по-
кровное стекло. Для иммуногистохимического 
исследования использовали анти-FoxP3 антитела 
(Arigo Biolaboratories, Тайвань). Постановка им-
муногистохимической реакции производилась 
в иммуногистостейнере Ventana BenchMark XT 
(США). Подсчет клеток производили на микро-
скопе PrimoStar (Carl Zeiss), с морфометрической 
установкой Pro 150ES (Pixera), диапазон увеличе-
ний: окуляр ×10, объектив ×20. Для анализа полу-
ченных изображений использовали программу 
QuPath. Обработка полученных данных осущест-
влялась с помощью пакета программ Statistica 
10.0 for Windows, с использованием непараметри-
ческих критериев Манна–Уитни, Вальда Воль-
фовитца, Краскелла–Уоллиса. Статистические 

различия между группами считали значимыми 
при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Особую роль в развитии иммунного ответа 

при экспериментально-индуцированных вос-
палительных процессах в дистальных отделах 
толстого кишечника играют провоспалительные 
цитокины. В ряде исследований в изменении им-
мунного статуса показана роль провоспалитель-
ных цитокинов аутоиммунной направленности 
IL-17 и IL-23 [12]. 

В таблице 1 представлена динамика уровня 
провоспалительных цитокинов при эксперимен-
тальном ЯК на 2-е, 4-е и 6-е сутки наблюдения. 
Установлено, что концентрация IL-23 в сыворот-
ке статистически значимо увеличивается на 2-е 
сутки в сравнении с показателем, полученным 
в группе интактных животных, и достигает мак-
симальных значений на 6-е сутки. Концентра-
ция IL-17 значимо возрастает на 4-е и 6-е сутки 
в сравнении с показателем интактных животных.

Полученные данные указывают на форми-
рование провоспалительного профиля крови в 
ответ на развитие оксазолон-индуцированного 
язвенного колита. Известно, что одна ключевых 
позиций патогенеза ВЗК является реализация 
оси IL-23/Th17 [3, 4]. IL-23 относится к семей-
ству IL-12, имеет общую с IL-12 субъединицу р40, 
продуцируется преимущественно макрофагами, 
дендритными и др. клетками и связывается с ре-
цепторами IL-12β1 на наивных Th0, Th17, макро-
фагах, нейтрофилах и др. клетках. Доказано, что 
Th17-связанные эффекторные цитокины, такие 
как IL-17А и IL-17F индуцируют и поддержива-
ют воспалительный процесс в стенке толстого 
кишечника и других отделов ЖКТ за счет рекру-

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ 
ЯЗВЕННОМ КОЛИТЕ, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CONCENTRATION OF SOME CYTOKINES IN SERUM IN EXPERIMENTAL COLITIS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатель, пг/мл
Parameter, pg/ml

Группа 1
Интактные

Group 1
Intact

(n = 10)

Группа 2
ЭК 2-е сутки

Group 2
EC 2nd day

(n = 10)

Группа 2
ЭК 4-е сутки

Group 2
EC 4th day

(n = 10)

Группа 2
ЭК 6-е сутки

Group 2
EC 6th day

(n = 10)

IL-17 7,8
(7,2-8,0)

5,7
(5,2-6,4)

14,3
(13,8-18,9)*

16,7
(16,2-24,9)*

IL-23 31,26
(28,59-42,34)

72,25
(69,54-84,52)*

75,47
(55,19-78,31)*

84,6
(71,18-97,16)*

Примечание. * – значимые (р < 0,05) различия с группой 1.
Note. *, significant (р < 0.05) difference with group 1.
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тирования из кровотока нейтрофилов, при уча-
стии IL-8, индукции синтеза макрофагами про-
воспалительных медиаторов IL-6, IL-1β, TNFα 
и др., секреции матриксных металлопротеиназ 
фибробластами кишечника [10]. В то же время 
показано, что концентрация IL-23 у больных с 
воспалительными заболеваниями кишечника 
повышается в сыворотке и в стенке кишечника 
и коррелирует с активностью заболевания [6]. 
IL- 23 также рассматривается как связующее зве-
но между реакциями врожденного и адаптивного 
иммунитета в патогенезе воспалительных заболе-
ваний кишечника и потенциальная терапевтиче-
ская мишень [6].

Обнаруженные изменения цитокинового про-
филя крови при экспериментальном язвенном 
колите в виде увеличения концентрации провос-
палительных цитокинов IL-17, IL-23 в сыворотке 
могут являться отражением аутоиммунного про-
цесса, формирующегося в стенке толстого ки-
шечника. В связи с этим на следующем этапе в ди-
намике экспериментального колита исследовано 
содержание FoxP3-позитивных Т-лимфоцитов 
(Т-регуляторных лимфоцитов) в стенке толстого 
кишечника (табл. 2).

Результаты оценки процентного содержания 
количества FoxP3-позитивных клеток в слизи-
стой оболочке толстого кишечника при экспе-
риментальном колите представлены в таблице 2. 
На 4-е и 6-е сутки процент FoxP3-позитивных 

клеток в слизистой оболочке толстого кишеч-
ника значимо снижался в сравнении с пока-
зателем группы интактных животных. Макси-
мальное снижение FoxP3-позитивных клеток в 
динамике эксперимента фиксировалось на 6-е 
сутки. Снижение в динамике ЭЯК количества 
Т-регуляторных лимфоцитов на фоне роста в 
крови IL-17 и IL-23 создает предпосылки для 
развертывания аутоиммунных реакций в стен-
ке толстого кишечника при ЭЯК. Важным мо-
ментом для дифференцировки Т-хелперов 17-го 
типа, продуцирующих IL-17, является концен-
трация TGF-β, который в низких концентрациях 
стимулирует развитие Т-хелперов 17-го типа из 
наивных Th0, а в высоких –  продукцию в Тh0 
наивных белка FoxP3, блокирующего экспрес-
сию генов, связанных с RORγt, результатом чего 
является дифференцировка наивных хелперных 
клеток в Treg-клетки [2].

Выводы
Выявленный нами дисбаланс в повышении 

в крови IL-17 и IL- 23 на фоне снижения в ди-
намике ЭЯК в тканях толстого кишечника про-
цента Т-регуляторных клеток, осуществляющих 
контроль за развитием аутоиммунных процес-
сов, может свидетельствовать о формировании 
аутоиммунного цитокинового профиля крови на 
фоне развития аутовоспалительных изменений в 
стенке толстого кишечника.

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ FoxP3-ПОЗИТИВНЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ В СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ ТОЛСТОГО 
КИШЕЧНИКА ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ЯЗВЕННОМ КОЛИТЕ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. CONCENTRATION OF FoxP3 IN MUCOSA OF THE LARGE INTESTINE IN EXPERIMENTAL COLITIS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатель,  
ед./мм2

Parameter, item/mm2

Группа 1
Интактные

Group 1
Intact

(n = 10)

Группа 2
ЭК 2-е сутки

Group 2
EC 2nd day

(n = 10)

Группа 2
ЭК 4-е сутки

Group 2
EC 4th day

(n = 10)

Группа 2
ЭК 6-е сутки

Group 2
EC 6th day

(n = 10)

FoxP3 3,5
(3,2-4,3)

3,4
(3,3-4,1)

2,8
(2,2-3,0)*

2,4
(1,8-2,6)*

Примечание. См примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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