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Резюме. Цель исследования — изучить уровни 
апоптоза лимфоцитов в зависимости от иммунного 
фона при кратковременном общем охлаждении прак-
тически здоровых взрослых людей. Материалы и ме-
тоды. Проведено обследование 37 человек в возрасте 
от 20 до 50 лет до и после кратковременного общего 
охлаждения (5 минут в холодовой камере при –25°С). 
При этом соблюдались нормы и правила биомедицин-
ской этики. Программируемую гибель лимфоцитов 
периферической крови оценивали с помощью FITC-
аннексина-V и пропидиума йодида на проточном ци-
тофлуориметре «Epics XL» (Beckman Coulter, США). 
В мазках крови, окрашенных по Романовскому – Гим-
зе, определяли лимфоцитограмму. Методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа на автоматиче-
ском анализаторе «Evolis» (Bio-RAD, Франция) вы-
являли сывороточные концентрации TNF-α, IL-1β, 
IL-6, IL-10 (Bender MedSystems, Австрия). Результа-
ты. Практически здоровые лица по-разному реаги-
руют на кратковременное общее охлаждение: увели-
чением или снижением активности апоптоза лимфо-
цитов. У 51,35±1,93% обследуемых людей отмечается 
увеличение в 2 раза уровня апоптоза лимфоцитов. У 
21,62±1,25% обследуемых лиц в динамике холодово-
го воздействия регистрировалось сокращение актив-
ности программируемой клеточной гибели в 2 и бо-
лее раз. Выявлено, что одним из факторов, обеспечи-
вающих активность апоптоза лимфоцитов, является 
исходный фоновый уровень цитокиновой реакции им-
мунной системы. Заключение. Таким образом, после 
кратковременного общего охлаждения у 51,35±1,93% 
обследуемых людей выявлена активизация митохон-
дриального апоптоза зрелых лимфоцитов, преимуще-
ственно Т-хелперов. Фоном для этого является более 
высокое содержание в крови IL-10 при низких кон-
центрациях IL-1β. У 21,62±1,25% обследованных лиц 
установлено снижение программируемой гибели лим-

Abstract. Aim. Study levels of apoptosis of 
lymphocytes depending on an immune background at 
short-term general cooling of almost healthy adults. 
Materials and methods. Examination of 37 people 
aged from 20 up to 50 years before short-term general 
cooling (5 minutes in cold camera at –25°C). At the 
same time the rules and rules of biomedical ethics 
were followed. Programmed death of lymphocytes of 
peripheral blood was estimated by means of FITC-
annexin-V and a propidium of iodide on the flowing 
citofluorimeter Epics XL (Beckman Coulter, USA). 
In dabs of blood painted across Romanovsky–Gimze, 
defined a limphocytogramma. By method of the enzyme 
immunoassay on the automatic analyzer Evolis (Bio-
RAD, France) serum concentration of TNF-α, IL-1β, IL-
6, IL-10 (Bender MedSystems, Austria) revealed. Results 
and discussion. Almost healthy people differently react 
to short-term general cooling: increase or decrease of 
the activity apoptosis of lymphocytes. At 51.35±1.93% 
of the examined people increase twice in the level of 
apoptosis of lymphocytes is noted. At 21.62±1.25% of 
the examined persons in dynamics of cold influence 
reduction of activity of programmed cellular death in 2 
and more times was registered. It is revealed that one of 
the factors providing activity of apoptosis of lymphocytes 
is the initial background level of cytokine reaction 
of immune system. Conclusion. Thus, after short-
term general cooling at 51.35±1.93% of the examined 
people activation of mitochondrial apoptosis of mature 
lymphocytes, mainly T-helper is revealed. A background 
for this purpose is higher content in IL-10 blood at low 
concentration of IL-1β. At 21.62±1.25% of the examined 
persons decrease in programmed death of lymphocytes 
after cold influence is identified that can be considered 
as negative reaction along with increase in intensity of a 
necrosis, reduction of the general level of proliferation, 
activation and a differentiation of lymphocytes.
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фоцитов после холодового воздействия, что можно 
рассматривать как негативную реакцию наряду с по-
вышением интенсивности некроза, сокращением об-
щего уровня пролиферации, активизации и дифферен-
цировки лимфоцитов. 

Ключевые слова: апоптоз лимфоцитов, общее 
охлаждение, фенотипы, цитокины, практически здо-
ровые люди

Keywords: apoptosis of lymphocytes, general cooling, 
phenotypes, cytokines, almost healthy people

Конфликт интересов отсутствует.

Контактная информация автора, ответственного за 
переписку:

Ставинская Ольга Александровна
ifpa-olga@mail.ru

Дата поступления 09.04.2018

Образец цитирования:
Ставинская О.А. Изменение активности апопто-

за лимфоцитов при кратковременном общем охлаж-
дении человека. Взаимосвязь с уровнем иммунно-
го фона. Вестник уральской медицинской академи-
ческой науки. 2018, Том 15, №2, с. 309–315, DOI: 
10.22138/2500-0918-2018-15-2-309-315

There is no conflict of interest.

Contact information of the author responsible for 
correspondence: 

Olga A. Stavinskaya
ifpa-olga@mail.ru

Received 09.04.2018

For citation:
Stavinskaya O.A. Change of activity apoptosis of 

lymphocytes at short-term general cooling of the person. 
Interrelation with the level of the immune background. 
Vestn. Ural. Med. Akad. Nauki. = Journal of Ural Medical 
Academic Science. 2018, Vol. 15, no. 2, pp. 309–315. 
DOI: 10.22138/2500-0918-2018-15-2-309-315 (In Russ)

Введение
Холодовое воздействие на человека характеризует-

ся субъективным ощущением недостатка тепла вслед-
ствие понижения температуры окружающей среды. 
Данная чувствительность может проявляться со сто-
роны различных органов и тканей организма, в том 
числе и со стороны иммунной системы. Интерес к 
иммунной системе обусловлен тем, что она выпол-
няет функции координации, защиты и регулирова-
ния жизнедеятельности организма, как на клеточном, 
так и системном уровнях. Происходит это за счет де-
ятельности иммунокомпетентных клеток посредством 
рецепторной и секреторной активности, общей цито-
киновой регуляции, возможности развивать воспале-
ние в разных участках тела.

В литературе показано, что локальное холодовое 
воздействие (в течение 5 дней по 5 сек.) стимулиру-
ет клеточное звено иммунитета без подавления гу-
морального, активизируя преимущественно Th1-
зависимый иммунный ответ. Растёт поглотительная и 
метаболическая активность макрофагов селезёнки [1]. 
Пятисекундное охлаждение при температуре 8°С на 
9-е сутки после экспериментальной процедуры вызы-
вает у мышей увеличение общего числа лейкоцитов, 
нейтрофилов и лимфоцитов периферической крови, 
однако снижается фагоцитарная способность грану-
лоцитов и количество моноцитов [2]. По другим дан-
ным, установлено, что холодовое воздействие в 5°С в 

течение 12 дней приводит к развитию панцитопении. 
При этом в 2 раза увеличивается концентрация гемо-
поэтических предшественников в костном мозге на-
ряду с повышением уровня мРНК тромбопоэтина [3]. 
В селезенке в 4 раза увеличивается количество ран-
них эритробластов CD71 high Ter119+, а на 14 день 
исследования у мышей отмечается повышение кон-
центрации гемоглобина [4]. У людей в процессе кри-
отерапии — локального воздействия сверхнизкими 
температурами при –196°С — на 28 день лечения от-
мечается нарастание содержания иммуноглобулинов 
классов М, G, А в периферической крови [5]. 

Если рассматривать адаптацию к холоду с позиции 
естественных приспособительных реакций организ-
ма, пролонгированных во времени, следует отметить 
следующие закономерности. У человека под действи-
ем холода увеличивается микровязкость мембран эри-
троцитов, что затрудняет движение данных клеток по 
кровеносным капиллярам. Это может вызвать диф-
фузную гипоксию тканей и спровоцировать повышен-
ную утомляемость организма [6]. При дефиците тепла 
снижается количество лимфоцитов CD3+, Т-хелперов 
и Т-супрессоров, но растет концентрация IgM [7]. Со-
кращение общего содержания лейкоцитов происхо-
дит, в основном, за счет нейтрофильных гранулоци-
тов, при этом лишь у 41% обследуемых лиц соответ-
ствуют норме. Относительный уровень лимфоцитов и 
моноцитов крови у жителей Арктики, напротив, рас-
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тет относительно общепринятых значений. У 76% 
людей содержание лимфоцитов повышается и дости-
гает верхней границы нормативных значений. На био-
химическом уровне холодовое воздействие стимули-
рует окисление жирных кислот в организме с целью 
активизации процессов терморегуляции [8, 9]. 

Таким образом, в литературе изучены многие аспек-
ты холодовых физиологических реакций организма, 
как в экспериментальных условиях, так и путем на-
блюдения и фиксирования долговременных адапта-
ций человека, например, в условиях Арктики. Одна-
ко, по большей части, неисследованными остают-
ся вопросы, касающиеся особенностей апоптотиче-
ской гибели лимфоцитов в условиях холодового воз-
действия, а также взаимосвязь активности апопто-
за с уровнем иммунного фона у практически здоро-
вых взрослых людей. В основном активность апоп-
тоза лимфоцитов рассматривается лишь в отноше-
нии Fas-индуцированного апоптоза лимфоцитов, про-
являющегося увеличением локализации на плазма-
тической мембране рецептора CD95+, у лиц, родив-
шихся и проживающих в условиях Арктики [10, 11]. 
В этой работе мы представляем новые данные, полу-
ченные в результате обследования практически здоро-
вых взрослых людей до и после нахождения в клима-
тической камере.

Цель исследования — изучить уровни апоптоза 
лимфоцитов в зависимости от иммунного фона при 
кратковременном общем охлаждении практически 
здоровых взрослых людей.

Материалы и методы
Проведено обследование 37 человек в возрасте от 

20 до 50 лет, проживающих в г. Архангельске, прак-
тически здоровых на момент исследования (средний 
индекс массы тела составил 23,8±4,26 кг/м2). Указан-
ные люди не страдали острыми инфекционными за-
болеваниями, у них не было выявлено признаков ау-
тоиммунных и лимфопролиферативных заболева-
ний, частота ОРЗ составляла не более 2 раз в год. Из-
учение особенностей индивидуальной холодовой чув-
ствительности проводили в холодовой камере УШЗ-
25Н (Россия), где люди находились 5 мин. при темпе-
ратуре –25°С. Обследование осуществляли 2 раза: до 
и после воздействия холодового фактора на людей с 
соблюдением норм и правил биомедицинской этики, 
утвержденных Хельсинкской декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации об этических принципах 
проведения медицинских исследований (2000). 

Программируемую гибель лимфоцитов пери-
ферической крови оценивали с помощью FITC–
аннексина-V, специфически связывающегося с участ-
ками фосфатидилсерина на мембранах апоптозных 
клеток, и пропидиума йодида, позволяющего диффе-

ренцировать клетки с интактной и проницаемой мем-
браной. Анализ апоптотически измененных лимфо-
цитов AnV+/PI–, некротизированных лимфоцитов 
AnV+/PI+ проводился на проточном цитофлуориме-
тре Epics XL (Beckman Coulter, США). В мазках кро-
ви, окрашенных по Романовскому–Гимзе, определяли 
лимфоцитограмму с выделением малых лимфоцитов 
до 8 мкм в диаметре и узким ободком цитоплазмы, 
лимфоцитов средних размеров 8–10 мкм с высоким 
ядерно-цитоплазматическим отношением, и больших 
широкоплазменных лимфоцитов диаметром более 10 
мкм, округлым ядром и развитой цитоплазмой. Мето-
дом твердофазного иммуноферментного анализа в сы-
воротке крови выявляли концентрации TNF-α, IL-1β, 
IL-6, IL-10 (Bender MedSystems, Австрия). Реакцию 
оценивали с помощью автоматического иммунофер-
ментного анализатора «Evolis» (Bio-RAD, Германия). 
Содержание фенотипов лимфоцитов определяли ме-
тодом двойной пероксидазной метки с использовани-
ем моноклональных антител (НПЦ «МедБиоСпектр», 
Россия). 

Результаты обработаны с использованием паке-
та прикладных программ «Statistica 6.0» («StatSoft», 
США). Тип исследования ретроспективный, выбор-
ки случайные, одномоментные. Генеральная совокуп-
ность — жители севера Европейской территории Рос-
сии. Достоверность различий между группами оцени-
вали с помощью параметрического t-критерия Стью-
дента для независимых выборок и непараметрическо-
го критерия U-Манна-Уитни. Статистическая досто-
верность присваивалась при значении p<0,05. 

Результаты и обсуждение
Практически здоровые лица по-разному реагиру-

ют на кратковременное общее охлаждение: увели-
чением или снижением активности апоптоза лимфо-
цитов. У 51,35±1,93% обследуемых людей отмечает-
ся увеличение в 2 раза уровня апоптоза лимфоцитов. 
В относительном медианном выражении рост дан-
ных клеток составил с 3,3 (2,9–4,6) до 6,9 (4,7–7,6)%, 
р=0,0011; в абсолютном — с 0,05 (0,04–0,06) до 0,1 
(0,08–0,13)×109 кл/л. У 21,62±1,25% обследуемых лиц 
в динамике холодового воздействия регистрировалось 
сокращение активности программируемой клеточной 
гибели в 2 и более раз:, р=0,003; в абсолютном выра-
жении с 0,19 (0,11–0,23) до 0,06 (0,04–0,13)×109 кл/л. 
У 27,03±1,39% лиц отсутствовали изменения в актив-
ности апоптоза лимфоцитов. Группы были практиче-
ски равноценны по возрасту 29,8±2,5 и 26,2±1,5 года 
и полу (65–70% женщин и 30–35% мужчин).

У людей с увеличением в крови уровня апоптоти-
ческих клеток AnV+/PI– после холодового воздей-
ствия не установлено статистически значимых раз-
личий в общем содержании лимфоцитов 1,68±0,17 и 
1,71±0,18×109 кл/л, p=0,036, однако снижается чис-
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ло клеток, подвергнутых некрозу, AnV+/PI+ с 0,009 
(0,008–0,012) до 0,006 (0,005–0,01)×109 кл/л (в от-
носительном выражении с 0,57 (0,42–0,66) до 0,41 
(0,3–0,56)%), p<0,05. Стабильными остаются кон-
центрации следующих фенотипов лимфоцитов — 
CD8+, CD19+, CD25+, CD71+, HLADR+, CD54+, 
CD56+ (рис. 1). Однако установлено снижение уров-
ня клеток CD3+ с 0,55±0,06 до 0,39±0,04×109 кл/л, 
p=0,011; и клеток CD4+ с 0,46±0,05 до 0,30±0,04×109 

кл/л, p=0,025, с дефицитом содержания последних у 
69,23±4,36% обследуемых лиц данной группы.

Рисунок 1. Содержание фенотипов лимфоцитов до и 
после кратковременного общего охлаждения в пери-
ферической крови людей с увеличением уровня апоп-
тотических клеток AnV+/PI–
Figure 1. The maintenance of phenotypes lymphocytes 
before short-term general cooling in peripheral blood of 
people with increase in level the apoptosis cells AnV+/
PI–

Можно полагать, что программируемой гибели по-
сле холодовой экспозиции подвергаются в основном 
зрелые лимфоциты, преимущественно Т-хелперы. 
Из литературных источников известно, что при анти-
генной стимуляции Т-лимфоцитов периферической 
крови онкологических больных на поверхности кле-
ток снижается локализация CD3-ζ вследствие FasL-
индуцируемого апоптоза [12, 13]. Сокращение лока-
лизации CD3-ζ коррелировало с уменьшением про-
лиферативной активности лимфоцитов и снижением 
ими продукции IFN-γ, IL-2 и IL-4 как по уровню вну-
триклеточного содержания, так и в выражении мРНК 
цитокинов [14]. В нашем исследовании уровень про-
лиферации лимфоцитов, установленный по числу 
клеток с рецептором к IL-2 и трансферрину, значи-
тельным образом не меняется, также как и уровень 
активизации и дифференцировки лимфоцитов в на-
правлении цитотоксичности. В структуре лимфоцито-
граммы не выявлено статистически значимых разли-
чий по содержанию малых, средних и больших форм: 
соответственно 0,99±0,11 и 1,05±0,12; 0,52±0,05 и 
0,53±0,06; 0,15±0,02 и 0,13±0,02×109 кл/л, р>0,05. Это 
может свидетельствовать о сохранении стабильности 
гемодинамики у данной категории обследуемых лиц.

Цитокиновый профиль испытуемых людей после 
холодового воздействия характеризуется отсутстви-
ем изменений со стороны TNF-α, IL-1β, IL-6 и IL-10 
(табл. 1). 

Таблица 1
Концентрация цитокинов в крови до и после кратковременного общего охлаждения 

Table 1 
Concentration of cytotokines in blood before short-term general cooling

Цитокины / 
cytotokines, 

пг/мл 
(pg/ml)

У лиц с повышением в крови уровня апоп-
тотических лимфоцитов AnV+/PI– / Persons 
with increase in blood of level the apoptosis 

lymphocytes AnV+/PI-

У лиц с сокращением в крови уровня апоп-
тотических лимфоцитов AnV+/PI– / Persons 
with reduction in blood of level the apoptosis 

lymphocytes AnV+/PI-
до / before (1) после / after (2) до / before (3) после / after (4)

IL-1β 1,6 (1,5-2,5) 2,3 (2,1-6,3) *1-2 2,2 (2,1-6,8) 2,3 (2,1-2,6) *3-4

IL-6 4,8 (4,5-5,1) 4,8 (4,6-5,2) *1-2 5,2 (5,1-7,2) 4,9 (4,6-5,2) *3-4

IL-10 1,79 (0,83-1,95) 0,79 (0,78-0,89) *1-2 0,88 (0,81-1,02) 0,76 (0,68-1,02) *3-4

TNF-α 12,3 (11,3-14,1) 11,4 (11,2-12,8) *1-2 16,1 (13,6-16,8) 14,5 (10,2-15,5) *3-4

Примечание: *p<0,05 
Note: *p<0,05

Вероятно, инициация программируемой гибели 
лимфоцитов осуществляется внутренним митохон-
дриальным путем, так как в ситуации повышения в 
крови уровня апоптотических клеток AnV+/PI– не ме-
няется концентрация цитокинов. Внутренний путь 
апоптоза управляется протеинами семейства bcl-2 и 

включается при клеточном стрессе (повышение тем-
пературы, повреждение окислителями, тяжелыми ме-
таллами, химическими токсинами и т.д.). Протеины 
этого семейства способствуют нарушению проница-
емости митохондриальной мембраны и высвобожде-
нию различных соединений: прокаспазы-2, -3, -9, ци-
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тохрома с, AIF (apoptosis inducing factor). Оказавшись 
в цитоплазме клетки цитохром с активирует фактор 
APAF-1, а образовавшийся комплекс запускает про-
цессинг каспазы-9 [15]. Последняя, в свою очередь, 
по цепочке задействует каспазу-3 путем протеолити-
ческого расщепления прокаспазы [16, 17]. Таким об-
разом, реализуется митохондриальная индукторная 
стадия апоптоза, она переходит в эффекторную ста-
дию и стадию деградации, которые являются едины-
ми для всех вариантов программируемой гибели.

У лиц с сокращением в крови уровня апоптотиче-
ских лимфоцитов AnV+/PI– после однократного холо-
дового воздействия установлено падение общего чис-
ла лимфоцитов с 2,29±0,25 до 1,77±0,21×109 кл/л, но 
растет показатель некротизированных клеток AnV+/
PI+ с 0,009 (0,006–0,013) до 0,016 (0,015–0,017)×109 

кл/л (в относительном выражении с 0,73 (0,66–0,98) 
до 0,43 (0,36–0,46)%), p<0,05. Снижается содержание 
фактически всех изучаемых в работе фенотипов лим-
фоцитов (рис. 2), за исключением CD56+, уровень ко-
торого не меняется: 0,33±0,04 и 0,32±0,04×109 кл/л, 
р=0,046.

Рисунок 2. Содержание фенотипов лимфоцитов до и 
после кратковременного общего охлаждения в пе-
риферической крови людей с сокращением уровня 
апоптотических клеток AnV+/PI–
Figure 2. The maintenance of phenotypes lymphocytes 
before short-term general cooling in peripheral blood of 
people with reduction of level the apoptosis cells AnV+/
PI–

Можно заключить, что ингибиция апоптоза лимфо-
цитов сочетается с общим сокращением циркулиру-
ющих лимфоцитов за счет падения числа активиро-
ванных, пролиферирующих и дифференцированных 
клеток. В структуре лимфоцитограммы это отража-
ется уменьшением количества средних лимфоцитов с 
0,95±0,08 до 0,55±0,06×109 кл/л, р=0,003. В качестве 
заместительной реакции усиливается интенсивность 
некроза лимфоцитов. Известно, что некроз наступа-
ет при грубых, не совместимых с жизнью нарушени-
ях целостности плазматической мембраны клетки и 

приводит к выделению во внешнюю среду различных 
токсичных реактивных метаболитов, в нормальных 
условиях локально отграниченных безопасным обра-
зом. Происходит деградация органелл, вакуолизация 
и набухание клетки, конденсация молекул ДНК. Био-
химически некроз проявляется выделением в межкле-
точную среду белков HMGB1, стрессиндуцированных 
цитоплазматических белков-шаперонов (gp96, HSP10, 
HSP60, HSP70, HSP90), фрагментов нуклеиновых 
кислот (РНК, ДНК), калгранулинов, формилпептидов 
митохондрий [18]. В нашем исследовании под воздей-
ствием общего охлаждения увеличивается потреб-
ность клеток в дополнительном количестве тепловой 
энергии. Апоптоз замещается некрозом, который не 
требует расходов энергетических ресурсов [19, 20]. 
В этих условиях риск неблагоприятных эффектов не-
кроза как физиологической реакции становится вы-
ше. При нарушении механизмов контроля со стороны 
фагоцитирующих макрофагов и нейтрофилов данная 
некротическая реакция может спровоцировать разви-
тие воспалительных процессов. 

Заключение
Таким образом, после кратковременного общего 

охлаждения у 51,35±1,93% обследуемых людей вы-
явлена активизация митохондриального апоптоза зре-
лых лимфоцитов, преимущественно Т-хелперов. Фо-
ном для этого является более высокое содержание в 
крови IL-10 при низких концентрациях IL-1β. Други-
ми словами, организм человека отвечает на кратков-
ременное общее охлаждение повышением активно-
сти апоптоза на фоне низкой пролиферативной реак-
ции. У 21,62±1,25% обследованных лиц установлено 
снижение программируемой гибели лимфоцитов по-
сле холодового воздействия, что можно рассматри-
вать как негативную реакцию наряду с повышением 
интенсивности некроза, сокращением общего уровня 
пролиферации, активизации и дифференцировки лим-
фоцитов. Замена апоптоза некрозом, не требующим 
дополнительного энергетического ресурса в услови-
ях его дефицита или недостаточности, вполне оправ-
дано, о чем свидетельствуют низкие уровни пролифе-
рации и инициирующих её цитокинов. В этой ситуа-
ции риск некроза становится выше, что подтвержда-
ется возможностью формирования Т-хелперного им-
мунодефицита, в том числе транзиторного.
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