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Резюме. В работе впервые изучено состояние 
функциональной активности белков bcl-2 и p53 в 
эритрокариоцитах эритробластических островков 
(ЭО) разных классов зрелости костного мозга у ин-
тактных и после острой кровопотери крыс. У ин-
тактных крыс процентное содержание bcl-2-+ эри-
трокариоцитов было наибольшим в ЭО 2 по сравне-
нию с ЭО 1 и ЭО инволюцирующих, а также стати-
стически значимо меньшим в ЭО инволюцирующих 
по сравнению ЭО 1 и ЭО 2. Процентное же содержа-
ние р53-+ эритрокариоцитов у интактных крыс в ЭО 
2 класса было статистически значимо меньше, чем в 
ЭО 1 класса и ЭО инволюцирующих, а также прак-
тически одинаково между собой в ЭО 1, ЭО 3, ЭО 
инволюцирующих и ЭО реконструирующихся. Через 
48 часов после кровопотери содержание bcl-2-+ эри-
трокариоцитов в ЭО возрастало в ЭО 1, ЭО 2 и ре-
конструирующихся ЭО.
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Abstract. The functional activity of bcl-2 and p53 
proteins in erythrokariocytes of erythroblastic islands 
(EI) of various classes of bone marrow belonging 
to intact rats and animals following an acute blood 
loss were investigated. It is observed that intact rats 
had the elevated levels of percent content of bcl-
2+ erythrokariocytes in EI of the second maturity 
class, compared to EI of first maturity class and EI 
involutionary class, and also less in the EI involutionary 
class compared to EI 1 and EI 2. Percentage content of 
p53+ erythrokariocytes in intact rats in the EI 2 class 
was less than in EI 1 and EI involutionary class, and 
were nearly the same of EI 1, EI 3, EI involutionary 
class and EI reconstructed. 48 hours after blood loss, the 
content of bcl-2+ erythrokariocytes were increased in EI 
1, EI 2, and EI reconstructed.

Keywords: erythroblastic islands, erythrokariocytes, 
bcl-2, p53 apoptotic activity markers

Введение
Структурно-функциональной единицей эритропо-

эза является эритробластический островок (ЭО), ко-
торый представляет собой многоклеточное образо-
вание, состоящие из «короны» эритроидных клеток, 
окружающих центрально расположенный макрофаг 
[1, 2]. Специально проведенные исследования позво-
лили разделить ЭО на 5 классов зрелости на осно-
вании «волн» амплификации клеток — 1:2:4:8:16:32, 
— начинающихся от колониеобразующей единицы 
эритроцитарной (КОЕэ), адгезировавшейся к макро-
фагу будущего ЭО. ЭО 1 класса зрелости представ-
лены проэритробластами, эритробластами или базо-
фильными нормобластами (число удвоения клеток 
1:2:4:8); ЭО 2 — базофильными или ранними полих-
роматофильными нормобластами, следствие удвое-
ния 8:16; ЭО 3 — средними полихроматофильными 
нормобластами и неспособными к делению, позд-
ними полихоматофильными и оксифильными нор-
мобластами (удвоение 16:32); ЭО инволюцирующие 
(ЭО инв.) с «короной» из поздних полихроматофиль-
ных и оксифильных нормобластов с числом клеток, 
меньшим 16. В «короне» ЭО 3 и, в основном, в ЭО 

инв. происходит денуклеация нормобластов и об-
разование ретикулоцитов. ЭО реконструирующие-
ся (ЭО рек.) формируются после присоединения к 
ЭО инв. новой КОЕэ или проэритробласта, поэто-
му в их «короне» представлены как зрелые эритро-
идные клетки, так и ранние эритроидные [1]. В про-
цессе эритропоэза как частного проявления клеточ-
ного обновления ткани, неизбежно происходит появ-
ление генетически неполноценных, мутировавших 
эритроидных клеток. В физиологических условиях 
такие клетки подвергаются апоптозу, что обеспечи-
вает поддержание генетической стабильности, функ-
циональной полноценности и фенотипической одно-
родности клеточной популяции. 

Апоптоз начинается с формирования апоптотиче-
ских сигналов и запуска эффекторных механизмов, 
ключевое звено этого процесса обеспечивает семей-
ство белков bcl-2 (B-cell lymphoma-2), содержащее 
группы протеинов с проапоптозной и антиапоптоз-
ной активностью [3]. Мощным фактором, блокирую-
щим апоптоз в любую фазу клеточного цикла, явля-
ется собственно белок bcl-2, он предупреждает вы-
ход из митохондрий апоптозиндуцирующего факто-
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ра Aif, ионов кальция и подавляет активность апоп-
тосом (комплекс апоптотического протеазоакти-
вирующего фактора APAF-1, цитохрома С, каспа-
зы 9 и АТФ). Белок р53, напротив, представляет со-
бой «страж генома» и при необходимости запуска-
ет апоптоз в клетке посредством активации проапоп-
тотических белков семейства bcl-2 (Bax или Bid), а 
также апоптотического протеазоактивирующего фак-
тора APAF-1 [4]. В качестве современного, специфи-
ческого и простого в исполнении метода выявления 
белков-регуляторов апоптоза используется их имму-
ногистохимическая идентификация [5, 6, 7]. 

В настоящее время известно, что апоптоз являет-
ся важной составляющей нормального и стимулиро-
ванного эритропоэза, который регулируется эритро-
поэтином [8, 9, 10]. Уровень эритропоэтина в плаз-
ме крови крыс после острой кровопотери наиболее 
высок на 12–24 часы и остается еще в течение не-
скольких суток достоверно превышающим исходный 
уровень [11, 12]. При этом на 48 час после стимуля-
ции эритропоэтином эритропоэза в ЭО активирует-
ся продукция эндогенного эритропоэтина, сочетаю-
щаяся с секрецией эритробластами и макрофагами 
островков «К-витаминзависимого белка Gas 6» [13], 
так же, как и эритропоэтин, усиливающего пролифе-
рацию и дифференциацию эритробластов, снижаю-
щего их апоптоз [14]. Однако апоптозная активность 
в эритроидных клетках ЭО разных классов зрелости, 
выполняющих разные функциональные задачи (про-
лиферация и дифференциация — в ЭО1–ЭО3, созре-
вание и денуклеация нормобластов — в ЭО инв.), 
нуждается в специальном исследовании. 

Цель данного исследования — определение про-
центного содержания эритрокариоцитов положи-
тельных на белки bcl-2 и р53 в ЭО разных классов 
зрелости у интактных крыс и при стимуляции эри-
тропоэза на 2 сутки после острой 2% кровопотери, 
характеризуемой высоким уровнем эритропоэти-
на в крови [1, 15], активирующим также продукцию 
эндогенного эритропоэтина в ЭО костного мозга 
[14]. 

Методы исследования
Работа выполнена на 12 беспородных крысах 

самцах массой 100-150 г., из них было 6 интакт-
ных крыс и 6 крыс после острой кровопотери. За-
бор крови в объеме 2% от массы тела осуществляли 
из хвостовых вен. Контроль эффективности моде-
лирования кровопотери осуществляли по показате-
лю гематокрита и содержанию ретикулоцитов в пе-
риферической крови животных. Исследование мар-
керов апоптоза проводили у интактных животных 
и крыс на 2 сутки кровопотери на фоне интенсив-
ной пролиферации эритроидных клеток ЭО [1]. Экс-
перименты проведены в соответствии с этическими 
нормами и рекомендациями по гуманизации работы 
с лабораторными животными, отраженными в Евро-
пейской конвенции по защите позвоночных живот-
ных, используемых для экспериментальных и дру-

гих научных целей, принятой в 1985 г. в Страсбур-
ге. Все болезненные манипуляции проводили под 
эфирным наркозом. Эвтаназию крыс осуществляли 
путем цервикальной дислокации, также проводимой 
под эфирным наркозом. ЭО костного мозга выделя-
ли из бедренных костей крыс по методу [16], явля-
ющегося модификацией приемов, предложенных L. 
Charpentier и M. Prenant (1975) [17], с помощью сре-
ды выделения, содержащей среду 199, альбумин, ге-
парин, пенициллин и стрептомицин. Препараты ЭО 
приготавливали путем адгезии взвеси клеток кост-
ного мозга, полученной из двух бедренных костей 
крысы, в течение 30 минут на дне 2-х чашек Петри в 
атмосфере термостата при 37°С и 100% влажности. 
Затем отмывали средой выделения чашки Петри 
с ЭО от неадгезированных к их поверхности кле-
ток и фиксировали препараты [1]. От каждой кры-
сы для выявления белков bcl-2 и р53 использовали 
отдельно по одной чашке Петри, что соответствова-
ло содержанию в каждой из них ЭО, полученных из 
одной бедренной кости. Иммуногистохимическую 
идентификацию протеинов bcl-2 и р53 проводили 
стрептовидин-биотинпероксидазным методом с ди-
аминобензидиновой системой визуализации [7], ис-
пользуя моноклональные антитела, реактивы и ре-
комендации фирмы Novocastra. Для контроля спец-
ифичности окрашивания в нескольких препаратах 
вместо первичных антител добавляли трис-буфер. 
Наличие маркеров апоптоза в препаратах проявля-
лось в виде темно-коричневых включений в цито-
плазме (bcl-2) или ядре (р53) эритрокариоцитов эри-
тробластических островков, такие клетки называли 
соответственно bcl-2 — положительными, проявля-
ющими антиапоптозную активность, или р53 — по-
ложительными, проявляющими проапоптозную ак-
тивность. В препаратах без добавления первичных 
антител темно-коричневые включения не наблюда-
лись. Для дифференцирования клеток в «коронах» 
ЭО и разделения ЭО на 5 классов зрелости [1] крат-
ковременно докрашивали препараты гематоксили-
ном. В 12 чашках Петри с островками от каждой 
группы животных оценивали по 200–500 эритрока-
риоцитов ЭО каждого класса зрелости (т.е. от 1200 
до 3000 эритрокариоцитов в каждой группе срав-
нения), что связано с разным соотношением раз-
личных классов зрелости ЭО в костном мозге [1]. В 
каждом препарате подсчитывали процентное содер-
жание положительно маркированных клеток («bcl-
2+» или «р53+») в короне ЭО разных классов зрело-
сти. Полученные данные подвергали стандартным 
статистическим методам исследования с помощью 
программы Statistica 6,0. Небольшой объем выборок 
не позволял убедиться в нормальном характере рас-
пределения вариант, поэтому данные представлены 
в виде медианы, а статистическую значимость раз-
личий выборок (р<0,05 и р<0,01) определяли с по-
мощью непараметрического U-критерия Манна-
Уитни, при множественном сравнении вводили по-
правку Бонферрони.
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Результаты исследования
У интактных крыс по мере созревания эритроид-

ных клеток в ЭО, происходило статистически зна-
чимое увеличение антиапоптозной активности, вы-
раженной в процентном содержании bcl-2+ эритро-
кариоцитов, от ЭО 1 класса к ЭО 2 класса зрело-
сти. Затем наблюдалось последовательное снижение 
процента bcl-2+ клеток от ЭО 2 класса к ЭО 3 клас-
са (статистически незначимое) и статистически зна-
чимое — к ЭО инв. Дальнейшее развитие ЭО инв. 
в ЭО рек. не приводило к статистически значимо-
му изменению процента bcl-2+ эритрокариоцитов в 
ЭО рек., не имевшего также статистически значимо-
го отличия и от соответствующего показателя ЭО 1 
класса (рис. 1). 

Рис. 1. Процентное содержание bcl-2 положитель-
ных эритроидных клеток ЭО (эритробластических 
островков) разных классов зрелости у интактных 
крыс и после острой кровопотери 

Fig. 1. The percentage of bcl-2-positive erythroid cells 
EI (erythroblastiс islands) of various classes of intact 
rats and animals following an acute blood loss.

* — статистическая значимость р<0,05 при сравне-
нии между собой показателей ЭО 1 класса зрелости, 
ЭО 2 класса и ЭО инв. у интактных крыс;

** — статистическая значимость р<0,05 по сравне-
нию с показателями ЭО 3 класса зрелости и ЭО инв. у 
крыс после кровопотери;

*** — статистическая значимость р<0,05 при срав-
нении показателей ЭО одинакового класса зрелости 
у интактных крыс и крыс после кровопотери.

У интактных крыс, в процессе созревания ЭО, про-
апоптозная активность, выраженная в процентном 
содержании р53+ эритрокариоцитов, статистиче-
ски значимо снижалась от ЭО 1 класса к ЭО 2 класса 
зрелости. Затем происходило последовательное уве-
личение экспрессии белка р53 в эритрокариоцитах 
ЭО 3 класса зрелости (статистически незначимо) и в 
ЭО инв., статистически значимо превышающее уро-
вень таковой экспрессии в ЭО 2 класса. После пико-
вого значения проапоптозной активности в ЭО инв., 
происходило возвращение процента р53+ эритроид-
ных клеток в ЭО рек. к уровню, статистически не от-
личающемуся от соответствующего показателя ЭО 1 
класса зрелости (р>0,05) (рис. 2).

 

Рис 2. Процентное содержание р53 положитель-
ных эритроидных клеток ЭО (эритробластических 
островков) разных классов зрелости у интактных 
крыс и после кровопотери 

Fig. 2. The percentage of p53-positive erythroid cells 
EI (erythroblastiс islands) of various classes of intact 
rats and animals following an acute blood loss.

* — статистическая значимость р<0,05 по сравне-
нию с показателями ЭО 1 класса зрелости и ЭО инв. у 
интактных крыс;

** — статистическая значимость по сравнению с 
показателями ЭО 2 класса зрелости (р<0,01) и ЭО 3 
класса зрелости (р<0,05) у крыс после кровопотери.

Острая кровопотеря приводила к статистиче-
ски значимому увеличению содержания ЭО 1, 2, 3 
и ЭО рек. в кроветворной ткани бедренных костей 
крыс, то есть ЭО с пролиферирующей эритроидной 
«короной», по сравнению с интактными животны-
ми, что хорошо совпадает с прежними наблюдени-
ями [1, 18]. Cодержание bcl-2+ эритрокариоцитов в 
ЭО 1 класса зрелости увеличилось более чем в 2,5 
раза, в ЭО 2 класса — в 1,7 раза, статистически не-
значимо возрастало в ЭО 3 класса зрелости, стати-
стически незначимо снижалось в ЭО инв. по сравне-
нию с аналогичными показателями интактных крыс. 
Также как у интактных животных, после кровопоте-
ри реконструкция эритропоэза приводила к усиле-
нию экспрессии белка bcl-2 в эритрокариоцитах ЭО 
рек. по сравнению с ЭО инв., причем после кровопо-
тери этот показатель статистически значимо превы-
шал процент bcl-2+ эритрокариоцитов у интактных 
крыс. Процентное содержание р53+ эритрокариоци-
тов после кровопотери в ЭО 1 было достоверно вы-
ше, чем в ЭО 2 и ЭО 3. В ЭО инв. и ЭО рек. данный 
показатель после кровопотери статистически незна-
чимо отличался от значения в ЭО 1, а также соответ-
ствующих уровней содержания р53+ эритрокариоци-
тов у интактных крыс.

Обсуждение результатов
Результаты исследования показывают преимуще-

ственно однотипный характер распределения эри-
трокариоцитов по содержанию bcl-2+ и р53+ кле-
ток в ЭО разных классов зрелости у интактных жи-
вотных и крыс после острой кровопотери. При этом 
имеет место многократное преобладание процентно-
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го содержания bcl-2+ эритроидных клеток по срав-
нению с содержанием р53+ клеток в островках всех 
классов зрелости в обеих группах животных. 

Особо выраженное различие в проценте bcl-2+ 
клеток относительно процента р53+ клеток было от-
мечено в «коронах» островков пролиферирующих 
классов у интактных крыс и животных после крово-
потери. Так, если у интактных крыс процентное со-
держание bcl-2+ клеток в ЭО 1 и 2 классов зрелости 
были выше по сравнению с процентом р53+ клеток 
в 26,7 и 82 раза соответственно, то после кровопоте-
ри соотношение bcl-2+ к р53+ клеткам увеличилось 
до 50,8 раз в ЭО 1 класса и до 246,7 раз в ЭО 2 клас-
са зрелости. В островках с «короной» из зрелых эри-
трокариоцитов — ЭО 3 класса зрелости и ЭО инв. — 
это соотношение резко уменьшается в обеих груп-
пах животных. У интактных крыс процентное содер-
жание bcl-2+ клеток относительно р53+ клеток бы-
ло выше в ЭО 3 класса зрелости в 11,8 раз, а в ЭО 
инв. — в 4,2 раза. После кровопотери это соотноше-
ние bcl-2+/р53+ клеток составляло 36,7 в ЭО 3 клас-
са зрелости и 2,2 в ЭО инв. При реконструкции эри-
тропоэза отношение процента bcl-2+ к процентно-
му содержанию р53+ эритрокариоцитов у интактных 
крыс составляло 17, а после острой кровопотери это 
значение увеличивалось до 30. Таким образом, век-
тор направленности изменений соотношения bcl-
2+ к р53+ клеткам указывает на усиление антиапоп-
тозной активности в эритрокариоцитах ЭО проли-
ферирующих классов. В соответствии с ранее уста-
новленными данными [1] это объясняется достаточ-
ным содержанием эритропоэтина в крови интактных 
крыс и резким увеличением содержания эритропоэ-
тина в крови животных в первые 48 часов после кро-
вопотери. Снижение антиапоптозной активности в 
ЭО инв., на наш взгляд, связано с включением энер-
гозависимых механизмов денуклеации поздних по-
лихроматофильных и преимущественно оксифиль-
ных нормобластов [19, 20], активируемой ДНКазой 
II центральных макрофагов ЭО [21]. На существо-
вание таковых механизмов указывает возможность 
денуклеации при стрессе эритропоэза [22] не толь-
ко нормобластов, но и способных к делению эритро-
бластов [1]. Уменьшение антиапоптозной активно-
сти клеток в ЭО с «короной» из созревающих нор-
мобластов указывает скорее всего на то, что риску 
апоптоза подвергаются клетки, не подпадающие под 
механизм денуклеации нормобластов. Возможно, 
это характеризует известный в гематологии фено-
мен неэффективного эритропоэза, результатом кото-
рого становится гемолиз эритрокариоцитов, предот-
вращающий поступление в кровоток неполноценных 
эритроцитов [23]. В то же время, установлено уча-
стие белка р53 в процессах денуклеации эритроид-
ных клеток ЭО [21]. Поэтому нельзя исключить, что 
увеличение содержания р53 положительных клеток 
в ЭО инв. отчасти обусловливается не только прояв-
лением собственно апоптоза, но и проявлением де-
нуклеации этих клеток.

Мы полагаем, что полученные данные свиде-
тельствуют о повышении антиапоптозной активно-
сти клеток, способствующей предотвращению по-
тери эритрокариоцитов путем апоптоза и макси-
мально быстрому восполнению дефицита эритро-
цитов после острой кровопотери. Известно, что эри-
тропоэтин, уровень которого повышается при кро-
вопотере [1], обладает выраженным антиапоптоз-
ным действием. Эритропоэтин через активацию пу-
ти фосфоинозитол-3-киназа-Аkt увеличивает пере-
живание эритроидных клеток, тормозя активацию 
р53 [21]. Отсутствие эритропоэтина в колонии эри-
троидных предшественников приводит к характер-
ной для апоптоза интернуклеосомальной фрагмента-
ции ДНК, а при добавлении эритропоэтина клетки-
предшественницы выживают и дифференцируются в 
ретикулоциты [9, 24]. На стадии созревания эритро-
идных клеток эритропоэтин увеличивает продукцию 
эритроцитов путем подавления апоптоза эритро-
идных клеток-предшественниц за счет повышения 
уровня антиапоптотического протеина Bcl-X(L), вхо-
дящего в семейство белков bcl-2 и препятствующего 
реализации эффектов проапоптозных белков данного 
семейства, таких как Bid и Bax [8, 24, 25]. 

Ранее, с помощью статмокинетических исследова-
ний клеток эритроидной «короны» ЭО, было проде-
монстрировано, что активность пролиферации эри-
трокариоцитов ЭО после кровопотери к 48 часу мак-
симально выражена в ЭО 1 класса и реконструирую-
щихся, повышена против нормы в ЭО 2 и 3 классов 
зрелости [1]. Выявленная нами статистическая зна-
чимость различий антиапоптозной активности среди 
эритроидных клеток данных классов ЭО сочетается 
с высокой интенсивностью пролиферации в них эри-
трокариоцитов, синхронизированной с ростом ин-
тенсивности рибонуклеарного синтеза в макрофагах 
и эритрокариоцитах островков [26, 27, 28, 29, 30]. 
Повышение же антиапоптотозной активности эри-
трокариоцитов за счет увеличения содержания в них 
антиапоптозного белка bcl-2, является одним из вну-
триклеточных механизмов, повышающих объем про-
дукции эритроцитов при кровопотере. 

Таким образом, с помощью иммуногистохимиче-
ских исследований впервые проведено определе-
ние процентного содержания bcl+ и p53+ в эритро-
кариоцитах ЭО разных классов зрелости у интакт-
ных крыс и выявлено, что острая кровопотеря к 48 
часу после ее воспроизведения, протекающая на 
«фоне» повышенного воспроизводства эритропоэ-
тина почками, а в костном мозге – эритробластиче-
скими островками [15], приводит к повышению про-
центного содержания bcl-2+ эритрокариоцитов ЭО 1, 
2 классов зрелости и реконструирующихся ЭО кост-
ного мозга крыс и одновременному сохранению экс-
прессии р53+ в эритрокариоцитах всех 5 классов ЭО 
на уровне, характерном для интактных крыс.
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