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Реферат 
Изучение роли апоптоза клеток крови позволяет наиболее точно определить 

механизмы развития иммунопатологии в целом, и иммуносупрессии – в частности. 
Целью исследований было изучить морфологические и молекулярные показатели 
апоптоза лимфоцитов периферической крови при трихоцефалезе мышей и пассалурозе 
кроликов для определения возможных механизмов развития вторичной 
иммунодепрессии при хронизации гельминтозного процесса.  

Материалы и методы. В ходе эксперимента животные были подразделены на 
следующие группы: 1) интактные мыши (контрольная группа) – 15 шт.; 2) интактные 
кролики (контрольная группа) – 10 шт.; 3) мыши, зараженные Trichocephalus muris 
(Schrank,1788) - 60 шт.; 4) кролики, зараженные Passalurus ambiguous (Rudolphi, 1819) – 
30 шт.  

Для приготовления мазков через 1, 2, 3 и 6, 7, 8 недель после заражения служила 
кровь из хвостовой вены мышей и из ушной вены кроликов. Определение 
лейкоцитарной формулы и исследование морфологических признаков апоптоза 
проводили методом световой микроскопии мазков крови, окрашенных по 
Романовскому [ 2 ].  

Для молекулярных исследований мононуклеарные лейкоциты выделяли из 
цельной венозной крови путем центрифугирования на градиенте плотности Ficoll-Paque 
(=1,077 г/см3, «Pharmacia», Швеция) [12]. Концентрацию проапоптотического белка 
caspase-3 и антиапоптотического белка Bcl-2 определяли в лизате лимфоцитов методом 
иммуноферментного анализа с использованием наборов Human Caspase-3 instant ELISA 
и Human Bcl-2 ELISA фирмы «Bender MedSystems GmbH» (Вена, Австрия).  

Результаты и обсуждение. Анализ полученных данных свидетельствует о том, что 
при заражении животных гельминтами и в процессе хронизации гельминтозных 
процессов на протяжении 8 недель происходят достоверно значимые  изменения в 
общем числе лейкоцитов, общем количестве лимфоцитов и количестве лимфоцитов с 
морфологическими признаками апоптоза, а также в уровнях проапоптотического белка 
caspase-3 и антиапоптотического белка Bcl-2.  



 
 

В результате проведенного комплексного исследования достоверно показано, что 
у животных от начала заражения до хронической стадии гельминтозного процесса 
наблюдается постепенное и значительное повышение апоптотической активности 
лимфоцитов на рецепторном и клеточном уровнях. Это проявляется в повышении 
содержания количества лимфоцитов с морфологическими признаками апоптоза на 
фоне увеличения уровня проапоптотического белка caspase-3 и снижения уровня 
антиапоптотического белка Bcl-2. 

Ключевые слова: гельминтозы, иммунитет, иммунодепрессия, апоптоз 
лимфоцитов,  индукторы и ингибиторы апоптоза. 

 
Введение 

Изучение особенностей апоптоза клеток крови при развитии вторичной 
иммунодепрессии при гельминтозах в доступной литературе крайне немногочисленны 
и фрагментарны [3]. Уже установлено, что метаболиты некоторых гельминтов 
обусловливают апоптотическую активность как в соматических, так и в генеративных 
клетках хозяина [1, 5,  15]. Выявленные факты индукции апоптоза в иммуно- 
компетентных клетках совсем малочисленны, но еще более интересны, т.к. позволяют 
наиболее точно определить механизмы развития иммуносупрессии при хронизации 
гельминтозного процесса. 

S.K. Lundy et al. [15] и др. [8, 10, 17] показали, что апоптоз CD4+ Т-лимфоцитов 
селезенки максимально возрастает в острую стадию шистосомоза (8 нед после 
заражения) и снижается в хроническую стадию заболевания (16 нед после заражения).  

При совместной культивации Т- лимфоцитов человека с живыми половозрелыми 
Necator americanus, а также с белковыми секреторно-экскреторными продуктами (СЭП) 
этого паразита, S.C. Chow et al. [6] установили, что происходит повышение уровня 
фрагментации ДНК этих клеток и рост числа апоптотических клеток среди них. 
Изменения находились в линейной зависимости от числа паразитов, концентрации 
белковых продуктов гельминтов и возрастали при их увеличении [6].  

В 2004 г. P. Tato et al. [18] установили, что метацестоды и цисты свиных цепней 
секретируют цистеин-протеазу, которая in vitro вызывает в CD4+ T-лимфоцитах 
человека типичные для апоптоза нарушения (целостность клеточной мембраны, 
перетяжки и фрагментация ядра, хроматиновая конденсация, появление 
апоптотических тел и исчезновение микротрубочек).  

Как известно, основными фигурантами эффекторной стадии апоптоза являются 
цистеиновые протеазы (каспазы). Каспазы расщепляют белки, являющиеся мишенями 
для их действия, весьма характерным для апоптоза образом – в местах расположения 
аспарагиновых оснований. К таким эффекторным каспазам – исполнителям апоптоза, 
относится каспаза- 3. Одна из основных функций эффекторных каспаз заключается в 
прямом и опосредованном разрушении клеточных структур. Гидролизу подвергаются 
белки ядерной мембраны, разрушается цитоскелет, расщепляются белки, 
регулирующие клеточную адгезию.  

В настоящее время каспазу-3 рассматривают как фермент, принадлежащий к 
группе апоптотических каспаз, передающих и реализующих сигнал клеточной гибели. 
Однако сейчас становится ясным, что некоторые протеиназы - не просто ферменты 
деградации, но и строго регулируемые сигнальные молекулы, контролирующие 
критические биологические процессы путем специфического ограниченного 
протеолиза. Мнение о том, что каспазы - не только убийцы [14], находит 
подтверждение в результатах, полученных в последние годы и свидетельствующих о 
том, что каспазы участвуют в различных неапоптотических клеточных 
физиологических процессах.  

Так стало известно, что каспаза-3 принимает участие в регуляции клеточного 
цикла [19, 7] процессинге цитокинов  [20], дифференцировке миоцитов [11] 



 
 

пролиферации T- лимфоцитов [4, 13]. Иными словами, каспаза-3 имеет плейотропные 
функции [9, 16], далеко не ограничивающиеся участием в реализации внутриклеточной 
апоптотической программы. 

Другой важной функцией эффекторных каспаз является инактивация белков, 
блокирующих апоптоз. К такой группе ингибиторов апоптоза принадлежат 
антиапоптозные белки семейства Bcl-2. Регуляция апоптоза белками семейства Bcl-2 
осуществляется преимущественно на отрезке митохондриального сигнального пути, 
так как сигналы от рецепторов смерти в основном обходят контроль со стороны Bcl-2. 

Предполагается, что для регуляции ответа клетки на сигналы смерти, имеет 
значение соотношение про- и антиапоптозных белков.  

Целью исследования было изучить цитологические и молекулярные показатели 
апоптоза лимфоцитов периферической крови при трихоцефалезе мышей и пассалурозе 
кроликов для определения возможных механизмов развития вторичной 
иммунодепрессии.  

Материалы и методы 
В эксперименте использовались 75 белых мышей со средним весом тела 18-20 г и 

40 кроликов со средним весом 2,5 кг. Мыши и кролики содержались в стандартных 
условиях вивария Московской государственной академии ветеринарной медицины и 
биотехнологии им. К.И.Скрябина. Животные были подразделены на следующие 
экспериментальные группы:  

1. Интактные мыши (контрольная группа) – 15 шт. 
2. Интактные кролики (контрольная группа) – 10 шт. 
3. Мыши, зараженные Trichocephalus muris (Schrank,1788) - 60 шт. 
4. Кролики, зараженные Passalurus ambiguous (Rudolphi, 1819) – 30 шт.  
 В течение эксперимента мышей декапитировали через 1, 2, 3 и 6, 7, 8 недель 

после заражения под рауш- наркозом. Для приготовления мазков служила кровь из 
хвостовой вены мышей. У кроликов брали кровь из ушной вены без декапитации. 
Определение лейкоцитарной формулы и исследование морфологических признаков 
апоптоза проводили методом световой микроскопии мазков крови, окрашенных по 
Романовскому [ 2 ].  

Лейкоцитарную формулу определяли на основании дифференциального подсчета 
200 лейкоцитов в окрашенном мазке крови и последующего вычисления их 
процентного содержания.  

Для морфологического исследования апоптоза готовили мазки крови сразу после 
получения и в полученных мазках подсчитывали количество лимфоцитов с признаками 
апоптоза разной степени в процентах от доли лимфоцитов в общей лейкоцитарной 
формуле. Морфологические изменения лимфоцитов, характерные для апоптоза 
(уменьшение размеров клеток и их вакуолизация, уменьшение ядер с конденсацией и 
грануляцией хроматина), оценивали с помощью микроскопа МИКМЕД –2. 

Для молекулярных исследований мононуклеарные лейкоциты выделяли из 
цельной венозной крови путем центрифугирования на градиенте плотности Ficoll-Paque 
(=1,077 г/см3, «Pharmacia», Швеция) [12]. Концентрацию проапоптотического белка 
caspase-3 и антиапоптотического белка Bcl-2 определяли в лизате лимфоцитов методом 
иммуноферментного анализа с использованием наборов Human Caspase-3 instant ELISA 
и Human Bcl-2 ELISA фирмы «Bender MedSystems GmbH» (Вена, Австрия). 
Исследование проводили в соответствии с инструкцией фирмы-производителя. 
Результаты ИФА оценивали на автоматическом микропланшетном спектрофотометре 
«Epoch BioTek Instruments» (США) при длине волны 450 нм. 

Полученные данные были статистически обработаны с использованием критерия 
Стьюдента и с помощью программ STATISTICA (версия 8.0) для Windows и SPSS 
(версия 11.0). 

Результаты и обсуждение 



 
 

В ходе эксперимента нами было установлено изменение цитологических и 
молекулярных показателей периферической крови в процессе хронизации 
трихоцефалеза мышей и пассалуроза кроликов. Анализ полученных данных 
свидетельствует о том, что при заражении животных геогельминтами и в процессе 
развития гельминтозных процессов на протяжении 8 недель происходят характерные 
изменения в общем числе лейкоцитов, общем количестве лимфоцитов и количестве 
лимфоцитов с морфологическими признаками апоптоза, а также в уровнях 
проапоптотического белка caspase-3 и антиапоптотического белка Bcl-2. (Табл.1, 2). 

 
Таблица 1  

Изменение цитологических и молекулярных показателей апоптоза в 
периферической крови мышей в процессе развития трихоцефалеза 

Клеточные   
молекулярные 
показатели 

крови мышей 

Ко    
групп  
мыше  

n=  

Экспериментальная группа мышей, зараженны  
трихоцефалезом в разные сроки (нед) развития инваз  

n=60 
1 н  
n=  

2 н  
n=  

3 н  
n=  

6  
n  

7  
n  

8 н  
n=  

Общее число 
лейкоцитов 

(*109/л) ±m 

9,5  
0,338 

11,3  
0,324 

12,  
0,136 

13,8  
0,136 

11
± 0,309 

9,  
0,193 

7,43  
0,116 

Количество 
лимфоцитов 

(*109/л) ±m 

6,50  
0,318 

6,80  
0,338 

8,75  
0,544 

7,26  
0,421 

5,  
0,238 

5,  
0,108 

4,78  
0,158 

68 % 59,9  67,9      
Количество 

лимфоцитов с 
признаками апопт  

(*109/л) ±m 

1,05  
0,038 

2,28  
0,038 

3,4  
0,068 

7,32  
0,064 

9,  
0,064 

10
± 0,042 

10,3  
0,076 

16,2  33,5  38,9      

Уровень 
caspase-3 (мкг/мл) 

2,4  
0,021 

3,53  
0,019 

4,4  
0,017 

5,6  
0,013 

7,  
0,030 

8,  
0,034 

9,6  
0,042 

Уровень Bcl-  
(нг/мл) 

8,63  
0,030  

7,40  
0,024 

6,2  
0,021 

5,84  
0,018 

3,  
0,014 

3,  
0,009 

2,46  
0,006 

 
Таблица 2  

Изменение цитологических и молекулярных показателей апоптоза в 
периферической крови кроликов в процессе развития пассалуроза 

Клеточные   
молекулярные 
показатели 

крови кролик  

Кон    
группа 

кролико  
n=  

Экспериментальная группа кроликов, зараженн  
пассалурозом в разные сроки (нед) развития инвази  

n=30 
1  
n  

2 н  
n  

3 н  
n  

6  
n  

7  
n  

8 н  
n  

Общее число 
лейкоцитов 

(*109/л) ±m 

7,61± 
0,318 

9,  
0,318 

10,6  
0,132 

12,4  
0,141 

11
± 0,320 

10
± 0,188 

6,53  
0,146 

Количество 
лимфоцитов 

(*109/л) ±m 

4,50± 
0,158 

6,  
0,316 

5,75  
0,364 

4,26  
0,371 

3,  
0,298 

2,  
0,138 

1,78  
0,218 

59 % 74  54 % 34 % 28    
Количество 

лимфоцитов с 
признаками апопт  

0,31± 
0,013 

0,  
0,015 

0,6  
0,023 

0,82  
0,034 

1,  
0,041 

1,  
0,037 

1,50  
0,048 

7 % 4  11 % 19 % 35  68  84 % 



 
 

(*109/л) ±m 
Уровень 

caspase-3 
( мкг/мл) 

3,87± 
0,030 

4,  
0,027 

4,97  
0,019 

5,27  
0,034 

6,  
0,026 

7,  
0,039 

9,53  
0,041 

Уровень Bcl-  
(нг/мл) 

10,01  
0,041  

9,  
0,036 

8,47  
0,025 

7,34  
0,018 

5,  
0,013 

4,  
0,011 

3,28  
0,009 

 
В мазках периферической крови мышей, зараженных трихоцефалезом, а также в 

мазках периферической крови кроликов, зараженных пассалурозом, уже на первых 
неделях после заражения, было зафиксировано увеличение общего числа лейкоцитов 
по сравнению с контрольными группами ( контроль: 9,51± 0,338 , трихоцефалез: 11,35± 
0,324; контроль: 7,61± 0,318, пассалуроз: 9,25± 0,318 (*109/л) ±m ) и резкое снижение 
числа лейкоцитов к 6-ой-8-ой неделе после заражения, что явно свидетельствует о 
развитии иммунодепрессии: ( трихоцефалез: до 7,43± 0,116; пассалуроз: до 6,53± 0,146 
(*109/л) ±m ) . При этом происходит уменьшение общего количества лимфоцитов 
(контроль: 6,50± 0,318, трихоцефалез: до 4,78± 0,158; контроль: 4,50± 0,158, пассалуроз: 
до 1,78± 0,218 (*109/л) ±m )); и повышение количества лимфоцитов с 
морфологическими признаками апоптоза (контроль: 1,05± 0,038, трихоцефалез: 10,30± 
0,076; контроль: 0,31± 0,013 , пассалуроз: 1,50± 0,048 (*109/л) ±m )). У таких клеток 
наблюдалась деградация ядерного материала, происходила грануляция хроматина и его 
фрагментация на несколько частей. 

Количество caspase-3 антиапоптотического белка в контрольной группе мышей 
составило 2,41± 0,021мкг/мл. Развитие трихоцефалеза на первых этапах ( 1-3 нед) уже 
приводило к значимым изменениям исследуемого параметра от 3,53± 0,019 до 5,61± 
0,013 мкг/мл, однако в условиях хронизации гельминтозного процесса наблюдалось 
более значительное увеличение уровня проапоптотического белка – от 7,39± 0,030 до 
9,61± 0,042 мкг/мл (p<0,05) (табл. 1).  

Количество caspase-3 антиапоптотического белка в контрольной группе кроликов 
составило 3,87± 0,030 мкг/мл. Развитие пассалуроза на первых этапах ( 1-3 нед) также 
приводило к значимым изменениям исследуемого параметра от 4,41± 0,027 до 5,27± 
0,034 мкг/мл, а в условиях хронизации гельминтозного процесса наблюдалось еще 
более значительное увеличение уровня проапоптотического белка – от 6,83± 0,026 до 
9,53± 0,041 мкг/мл (p<0,05) (табл. 2).  

Полученные результаты могут свидетельствовать о том, что в организме в 
условиях хронического трихоцефалеза и пассалуроза на иммунокомпетентные клетки 
может оказывать токсическое действие не столько сами гельминты, а их активные 
метаболиты, в частности активные формы кислорода, являющиеся следствием 
оксидативного стресса. 

Уровень Bcl-2 в лимфоцитах периферической крови контрольной группы мышей 
составил 8,63± 0,030 нг/мл. Развитие гельминтозного процесса - трихоцефалеза и его 
хронизация приводили к достоверному снижению количества антиапоптотического 
белка – от 7,40± 0,024 до 2,46± 0,006 нг/мл (табл. 1). 

Уровень Bcl-2 в лимфоцитах периферической крови контрольной группы 
кроликов составил 10,01± 0,041 нг/мл. Развитие пассалуроза и его хронизация 
приводили к достоверному снижению количества антиапоптотического белка – от 
9,31± 0,036 до 3,28± 0,009 нг/мл (табл. 2). 

Заключение 
Таким образом, длительное развитие инвазионного процесса вызывает активацию 

проапоптотического белка caspase-3 и снижение экспрессии Bcl-2  в лимфоцитах 
животных. Выявленные нами данные свидетельствуют о том, что в условиях 
возможного окислительного стресса наблюдается индукция апоптоза лимфоцитов, что 
выражается в значительном увеличении уровня caspase-3, повышении доли клеток с 



 
 

морфологическими признаками апоптоза и снижении уровня антиапоптотического 
белка Bcl-2. 

В результате проведенного комплексного исследования достоверно показано, что 
у животных, находящихся в хронической стадии гельминтозного процесса, 
наблюдается повышенная апоптотическая активность лимфоцитов на рецепторном и 
клеточном уровнях, проявляющаяся в повышении содержания лимфоцитов с 
морфологическими признаками апоптоза на фоне увеличения уровня 
проапоптотического белка caspase-3 и снижения уровня антиапоптотического белка 
Bcl-2. 
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Abstract 

Studying the role of apoptosis of blood cells allows to determine more precisely the 
mechanisms of immunopathology in general, and immunosuppression - in particular. The aim 
of that research was to study morphological and molecular indicators of apoptosis of 
peripheral blood lymphocytes in mice infected with Trichocephalus muris and rabbits infected 
with Passalurus ambiguus to determine possible mechanisms of secondary 
immunosuppression development under chronisation of helminthiasis. 

 



 
 

Materials and methods. During the experiment, the animals were divided into the 
following groups: 1) intact mice (control group) - 15 ind.; 2) intact rabbits (control group) - 10 
ind.; 3) mice infected with Trichocephalus muris (Schrank, 1788) – 60 ind.; 4) rabbits 
infected with Passalurus ambiguous (Rudolphi, 1819) - 30 ind. Blood from the tail vein of 
mice, and the ear vein of rabbits was used to prepare smears 1, 2, 3, 6, 7, 8 weeks after 
infestation. Light microscopy of blood smears stained by Romanovsky’s method [2] was 
applied for leucogram determination and investigation of morphological indicators of 
apoptosis. For molecular studies, mononuclear leukocytes were isolated from venous whole 
blood by density gradient centrifugation using Ficoll-Paque media (= 1,077 g / cm3, 
«Pharmacia», Sweden) [12]. The concentration of the pro-apoptotic protein caspase-3 and 
anti-apoptotic protein Bcl-2 was determined in lysates of lymphocytes by ELISA using kits 
Human Caspase-3 instant ELISA and the Human Bcl-2 ELISA of the company «Bender 
MedSystems GmbH» (Vienna, Austria). 

Results and discussion. The analysis of obtained data shows that at helminth infection 
of animals and under chronisation of helminthiasis, statistically significant changes occur 
within 8 weeks in the total number of leukocytes, the total number of lymphocytes and 
lymphocytes with morphological signs of apoptosis, as well as in pro-apoptotic protein 
caspase-3 and anti-apoptotic Bcl-2 protein. 

This comprehensive study convincingly shown that a gradual and significant increase in 
apoptotic activity of lymphocytes on the receptor and cellular levels is observed in animals in 
the period from the beginning of infestation up to the chronic stage of helminthiasis. This is 
manifested in the increased number of lymphocytes with morphological features of apoptosis 
against the background of the increased level of pro-apoptotic protein caspase-3, and the 
reduced level of anti-apoptotic protein Bcl-2. 

Key words: helminthiasis, immunity, immunosuppression, apoptosis of lymphocytes, 
inductors and inhibitors of apoptosis. 
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