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ВВЕДЕНИЕ

Адаптация организма к изменениям условий 
окружающей среды обеспечивается комплексом 
механизмов, среди которых у позвоночных важ-
нейшую роль играет стресс-реак ция. Ее главной 
задачей является поддержание постоянства вну-
тренней среды организма, мобилизация адап-
тивных механизмов, повышение резистентности 
к чужеродным агентам. Стресс-ре ак ция носит 

универсальный характер, однако, особенности 
конкретных воздействий окружающей среды 
приводят к вариативности функционального от-
вета организма. [1, 2].

Холодовой стресс сопровождается нейро-гу-
мо раль ными изменениями, характерными для 
стресса любого генеза. Отмечается повышение 
уровней адреналина и норадреналина, глюко-
кортикоидов, катехоламинов, эндогенных опи-
оидных пептидов [3, 4, 5, 6], воздействие холода 
приводит к развитию в организме окислитель-
ного стресса.

Опиоидная система, которой традиционно 
отводится стресс-лимитирующая функция, мо-
жет играть важную роль в адаптации организ-
ма к переохлаждению. По-видимому, эффекты 
холодового воздействия, такие как анальгезия, 
терморегуляция, модуляция иммунного ответа 
опосредуются через изменения в функциони-
ровании опиоидной системы [7, 8]. В свою оче-
редь, переохлаждение организма приводит к из-
менению экспрессии генов опиатных рецепторов 
и концентрации циркулирующих пептидов [9, 5].
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Под действием низких температур отмечают-
ся изменения в функционировании иммунной 
системы. В результате действия острого холодо-
вого стресса может происходить как усиление, 
так и ослабление отдельных иммунных функ-
ций и показателей, а так же состояние иммун-
ного ответа в целом. Модулируются фагоцитоз, 
пролиферация, продукция Th1/Th2 (IL-2, IL-4, 
IFN-γ), про- и противовоспалительных цитоки-
нов (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10) [10, 11]. Ранее 
нами было показано, что направленность дей-
ствия острого холодового стресса на функции 
макрофагов зависела как от исследуемого пара-
метра, так и от времени воздействия, при этом 
блокада опиатных рецепторов существенно мо-
дифицировала иммунорегуляторные эффекты 
острого переохлаждения [12].

Цель работы – исследовать влияние острого 
и хронического холодового стресса на уровень 
кортикостерона в плазме крови и продукцию 
активных форм кислорода перитонеальными 
макрофагами в условиях блокады опиатных ре-
цепторов у мышей in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования служили белые 
мыши самцы массой тела 20–22 г. Животных 
содержали в условиях лабораторного вивария 
при естественном освещении, неограниченном 
доступе к воде и кормам. Эксперименты про-
ведены в соответствии с этическими нормами 
и рекомендациями по гуманизации работы с ла-
бораторными животными, отраженными в «Ев-
ропейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для эксперименталь-
ных и других научных целей» (Страсбург, 1986).

В работе использовали два варианта холодо-
вого стресса – острый и хронический. В первом 
случае мышей охлаждали при 4°С в течение 
4 часов однократно, во втором –  по той же схе-
ме ежедневно на протяжении 7 сут. Антагонист 
опиатных рецепторов налоксона гидрохлорид 
вводили в дозе 0,2 мг/кг подкожно за 20 мин до 
охлаждения и повторно через 3 часа от первого 
введения. Все животные были разбиты на следу-
ющие группы: 1-я – контрольная, 2-я –  стресс 
(острое или хроническое переохлаждение), 
3-я – стресс на фоне налоксона, 4-я – введение 
одного налоксона. Мышей выводили из экспе-
римента непосредственно после охлаждения, 
в модели хронического стресса на 7-е сутки еже-
дневного охлаждения. Декапитацию животных 
осуществляли под эфирным наркозом. Плазму 

крови собирали, замораживали и хранили при 
–20 °C. Клетки перитонеального смыва выделя-
ли по стандартной методике [13].

Оценку продукции активных форм кислорода 
(АФК) перитонеальными макрофагами осущест-
вляли с использованием реакции люминолза-
висимой хемилюминесценции (ЛЗХЛ). Реак-
цию проводили в 96-луночных плоскодонных 
планшетах, каждая лунка содержала 105 клеток 
в 100 мкл раствора Хенкса. В качестве индуктора 
ЛЗХЛ использовали опсонизированный зимозан 
в концентрации 150 мкг/мл. В качестве маркера 
выраженности реакции ЛХЗЛ использовался лю-
минол 10–5 М (Sigma). Регистрация результатов 
проводилась в течение часа с интервалом в 5 мин 
с помощью многофункционального спектрофо-
тометра TECAN (Австрия).

Концентрацию кортикостерона в плазме 
крови определяли иммуноферментным методом 
с использованием тест-систем Enzo (США).

Статистическая обработка результатов про-
ведена с использованием непарного t-критерия 
Стьюдента. Все данные на рисунках представ-
лены в виде средней и её стандартной ошибки 
(M±m).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Установлено, что под действием как острого, 
так и хронического переохлаждения отмечалось 
значительное увеличение концентрации корти-
костерона в плазме крови экспериментальных 
животных, предварительное введение мышам 
налоксона на уровень кортикостерона в пери-
ферической крови статистически значимого 
влияния не оказывало (Рис. 1).

0

100

200

300

1 2 3 4 1 2 3 4

/

*

*

* *

A B

Рис. 1. Влияние хронического (А) и острого (Б) холодо-
вого стресса на уровень кортикостерона в крови мышей 
в условиях блокады опиатных рецепторов. Группы жи-
вотных: 1 –  контроль, 2 –  стресс, 3 –  стресс+налоксон, 
4 –налоксон (n=11).
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Установлено, что острый холодовой стресс, 
а также стресс на фоне блокады опиатных рецеп-
торов не влияет на продукцию активных форм 
кислорода в спонтанных культурах перитоне-
альных клеток. В стимулированных зимозаном 
культурах острое переохлаждение оказывало 
угнетающее воздействие на динамику кислород-
ного взрыва на всем протяжении наблюдения. 
На фоне блокады опиатных рецепторов набо-
людалось значимое угнетение продукции АФК 
перитонеальными макрофагами мыши с 20 мин 
наблюдения.

Хронический холодовой стресс не оказывал 
влияния на спонтанную продукцию АФК пе-
ритонеальными макрофагами мыши (Рис. 2). 
В стимулированных зимозаном культурах под 
действием хронического холодового стресса 
происходит усиление продукции АФК с 15 по 
60 минуту исследования. В 3-й группе живот-
ных, при воздействии хронического холода на 
фоне блокады опиатных рецепторов отмечается 
усиление кислородзависимой микробицидно-
сти с 10 по 25 минуту исследования (Рис. 3, 4, 5). 
Таким образом, блокада опиатных рецепторов 
приводила к частичной отмене эффектов хо-
лодового стресса на продукцию АФК макро-
фагами.

Таким образом, можно отметить модули-
рующее действие холодового стресса на функ-
ции перитонеальных макрофагов, которое в за-
висимости от продолжительности воздействия 
может иметь стимулирующую или угнетающую 
направленность. Эндогенная опиоидная си-
стема принимает важное участие в регуляции 
функций макрофагов при переохлаждении.
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Рис. 2. Влияние острого холодового стресса (4°С, 4 часа) 
на спонтанную продукцию АФК перитонеальными ма-
крофагами мыши в условиях блокады опиатных рецеп-
торов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+налоксон; ¨-на-
локсон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).
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Рис. 3. Влияние острого холодового стресса (4°С, 4  часа) 
на зимозан-стимулированную продукцию АФК пери-
тонеальными макрофагами мыши в условиях блокады 
опиатных рецепторов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+ 
налоксон; ¨-налоксон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).

Рис. 4. Влияние хронического холодового стресса на 
спонтанную продукцию АФК перитонеальными ма-
крофагами мыши в условиях блокады опиатных рецеп-
торов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+налоксон; ¨-на-
локсон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).

Рис. 5. Влияние хронического холодового стресса на 
зимозан-стимулированную продукцию АФК перито-
неальными макрофагами мыши в условиях блокады 
опиатных рецепторов. ●-контроль; ■-стресс; ▲-стресс+ 
налоксон; ¨-налоксон. * –  p<0,05 к контролю, (n=9).
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ОБСУЖДЕНИЕ

Холодовой стресс модулирует функции им-
мунной системы: под его влиянием отмечено 
увеличение тимуса, активация клеточно-опо-
сре до ван ного иммунитета, повышение мета-
болической активности макрофагов, снижение 
фагоцитоза, усиление продукции АФК и окси-
да азота [3, 13, 14, 15, 16]. Ранее нами было пока-
зано, что короткий холодовой стресс при –20°С 
модулировал окислительную активность пери-
тонеальных макрофагов в зависимости от вре-
мени экспозиции. Холодовой стресс при –20°С 
на протяжении 10 минут приводил к угнетению 
выраженности реакции ЛЗХЛ, тогда как такое 
же охлаждение на протяжении 60 минут при-
водило к стимуляции выраженности реакции 
ЛЗХЛ [11]. В данном исследовании острый хо-
лодовой стресс при 4°С на протяжении 4 часов 
приводил к независимому от налоксона угнете-
нию кислородного взрыва в зи мо зан-сти му ли-
ро ван ных культурах. Хронический же 4 часовой 
стресс, напротив, усиливал данную реакцию.

Различия в направленности действия моделей 
холодового стресса могут быть связаны в первую 
очередь с динамикой гормонального сдвига при 
стрессе, в том числе с активацией эндогенной 
опиоидной системы. Однако, возможно, при 
различных режимах охлаждения изменяется ди-
намическая активность периферических термо-
чувствительных афферентов, что приводит к из-
менению иммунных показателей [17].

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания номер госрегистрации темы: 
01201353248.
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The eff ect of acute and chronic cold stress in the conditions of the blockade of opiate receptors on 
the oxidative activity of mouse peritoneal macrophages was studied. It was established that acute cold 
stress (4°C, 4 hours), regardless of the blockade of opiate receptors, inhibits zymosan-induced oxidative 
activity of mouse peritoneal macrophages. Chronic cold stress (4°C, 4 hours, for 7 days) on the 7th day 
activates zymosan-induced oxidative activity of macrophages, blockade of opiate receptors leads to the 
cancellation of this stimulation. An increase in the concentration of corticosterone is observed both in 
acute and in chronic hypothermia and does not depend on the blockade of opiate receptors.
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