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Диагностика стресс-реактивности по анализу гормонального состояния организма, является сложной, экономически затрат-
ной и трудоемкой процедурой исследования . В связи с этим актуален поиск информационных технологий, которые доста-
точно легко реализуются в любой медицинской лаборатории и позволяют оценить стресс-реакцию организма . Цель работы 
– оценка диагностических возможностей электрофоретической подвижности эритроцитов и клеток буккального эпителия 
в  процессе развития стрессовой реакции . Методика. Для моделирования стресса использовали внутрибрюшинное введе-
ние крысам раствора адреналина-гидрохлорида (0,1 мг/кг) однократно или ежедневно в течение 3 сут эксперимента соот-
ветственно . Контролем служили крысы, получавшие физиологический раствор (в/б) в том же объеме . Буккальный эпителий 
исследовали на 7-е сут после введения адреналина . Мазки клеток эпителия окрашивали по Романовскому-Гимза, на препа-
ратах подсчитывали количество клеток с микроядрами на 1000 клеток . Электрофоретическую подвижность эритроцитов 
оценивали методом микроэлектрофореза . Результаты. Наблюдалась качественно однотипная динамика показателя элек-
трофоретической подвижности эритроцитов, количественно зависящая от силы воздействия . При слабых стимулах скорость 
изменений электрофоретической подвижности эритроцитов незначительна и сочетается с развитием адаптивных процессов, 
связанных с репарацией генетических повреждений . Увеличение степени стрессового  воздействия путем  трехкратного вве-
дения адреналина приводит к резкому изменению электрофоретической подвижности эритроцитов и росту числа эпители-
оцитов с различными патологическими изменениями . Заключение. Показана возможность использования данного метода 
в качестве маркерной характеристики интенсивности стрессовой реакции с выявлением ее генотоксичности .  
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Diagnostics of stress reaction using an analysis of hormonal state is a difficult, costly, and labor-consuming research . Therefore, searching for 
information technologies, which could be easily used in any medical laboratory and would allow evaluating the stress reaction is relevant . 
We studied the electrophoretic mobility of red blood cells (RBC) and buccal epithelial cells of rats exposed to stress induced by a single 
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or repeated intraperitoneal epinephrine injection . This study showed that these methods could be used as the marker characteristics 
of stress reaction intensity and genotoxicity . Qualitative changes in the electrophoretic mobility of RBC were similar but quantitative 
characteristics depended on the acting force . Under a weak stimulus, changes in the electrophoretic mobility of RBC were slight and 
associated with development of adaptive processes related with repair of genetic damage . A further increase in the acting force led to 
a sharp change in the electrophoretic mobility of RBC and an increase in the number of epithelial cells with pathological alterations . 
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Введение
 Жизнедеятельность человека в современных усло-

виях часто, а нередко систематически сопровождает-
ся перенапряжением функций организма, при этом 
действие экстремальных факторов вызывает развитие 
стрессовой реакции. Стресс может рассматриваться как 
предвестник болезни, необходимое, но недостаточное 
ее условие, которое реализуется (или не реализуется) в 
болезнь по исчерпании резервов, защитных ресурсов 
организма.  Стресс   обусловлен выбросом в кровь гор-
монов стресса – катехоламинов и кортикостероидов 
[1].  Активация симпатоадреналовой системы связана 
с увеличением содержания в крови адреналина и но-
радреналина, и отмечается уже с первых минут дей-
ствия стрессора [2]. Активация гипофизарно-гипота-
ламо-надпочечниковой системы может приводить к 
развитию адаптивных реакций,  направленных на вос-
становление нарушенного гомеостаза, при недостаточ-
ности ресурсов которой может происходить срыв адап-
тационных процессов, приводящий к развитию пато-
логии.

Диагностика состояния гипофизарно-гипоталамо-
надпочечниковой системы систем по анализу гормо-
нального профиля организма, является сложной, эко-
номически затратной и трудоемкой процедурой иссле-
дования. Поэтому актуальным является поиск 
информационных технологий, которые достаточно 
легко реализуются в любой медицинской лаборатории. 
Ранее нами показано, что эффективным критерием 
выраженности стресс-реакции организма на экстре-
мальные воздействия является электрофоретическая 
подвижность эритроцитов (ЭФПЭ) [3, 4]. 

Интенсивные стрессовые воздействия угнетают 
выработку лимфоцитами интерлейкинов, гамма-ин-
терферона [5], вызывают апоптоз активированных Т- 
и В-клеток. С одной стороны,  это приводит к ограни-

чению чрезмерной активации иммунной системы, с 
другой – может переходить в патологическую имму-
нодепрессию [6]. Ослабление иммунной системы кле-
ток сопровождается появлением цитогенетически 
аберрантных клеток [7]. Представляется важным в ди-
агностике стресса не только оценка степени вовлечен-
ности стресс-реализующих систем, но и оценка гено-
токсичности,  обусловленной эффектами данных си-
стем.

На сегодняшний день неинвазивным, обладающим 
простотой и доступностью методом оценки поврежде-
ния ДНК может служить микроядерный тест (МЯТ) 
[7]. Показано, что МЯТ  по чувствительности не усту-
пает тесту по изучению хромосомных аберраций в 
клетках костного мозга животных, при этом являясь 
одновременно гораздо менее трудоемким. Цитомор-
фологическое исследование буккального эпителия по-
зволяет оценить интенсивность процессов пролифе-
рации и дифференцировки эпителия, выраженность 
воспалительных процессов, а также охарактеризовать 
явления клеточной атипии и ядерного полиморфизма, 
цитогенетические изменения [8].

 Цель работы – оценка диагностических возмож-
ностей электрофоретической подвижности эритроци-
тов и клеток буккального эпителия в  процессе разви-
тия стрессовой реакции. 

Методика
Исследования осуществляли в соответствии с пра-

вилами Европейской конвенции по использованию 
животных  для экспериментов или в иных научных це-
лях и  Приказом МЗ России «Об утверждении Правил 
надлежащей лабораторной практики».

Исследование проведено на 60 нелинейных белых 
половозрелых крысах массой 180–200 г. Животных со-
держали в виварии, в условиях согласно требованиям 
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«Санитарных правил по устройству, оборудованию и 
содержанию экспериментально-биологических кли-
ник (вивариев)» № 1045-73. В ходе исследования бы-
ли сформированы 4 группы животных с одинаковым 
количеством особей в каждой. Для моделирования 
стресса животным 1-й опытной группы однократно 
внутрибрюшинно вводили раствор  адреналина-ги-
дрохлорида (0,1 мг/кг), во 2-й опытной группе раствор 
адреналина-гидрохлорида (0,1 мг/кг) вводили внутри-
брюшинно ежедневно в течение 3 сут эксперимента. 
Контролем служили крысы, получавшие физиологи-
ческий раствор (в/б) в том же объеме. Кровь для ана-
лиза брали из подъязычной вены через 1 ч, 1 и 7 сут по-
сле введения адреналина. Анализ буккального эпите-
лия проводили на 7-е сут после введения адреналина, 
что обусловлено временем выхода базальных клеток (в 
которых образуются микроядра) в поверхностный 
слой, используемый при анализе  [9]. Все оперативные 
вмешательства проводили под золетил-ксилазиновым 
наркозом  («Zoletil 50» в дозе 0,5 мг/кг в/м + 5 мг/кг 
ксилазина внутримышечно). Наркоз верифицировали 
по исчезновению реакции на болевые раздражители 
(укол лапы) и угнетению роговичного рефлекса [10].  
Поскольку используемые манипуляции с животными 
относятся к типу А: манипуляции, не причиняющие 
боли, либо причиняющие минимальную боль и дис-
комфорт [11] золетил использовали в минимальной до-
зе 0,5 мг/кг массы тела крыс, что обеспечивает адек-
ватную анестезию при одновременном сокращении 
времени выхода крысы из наркоза и отсутствие после-
операционных осложнений1. 

Измерение электрофоретической подвижности 
эритроцитов (ЭФПЭ) проводили методом микроэлек-
трофореза [12]. Для определения ЭФПЭ готовили 
взвесь отмытых эритроцитов. Взвесь отмытых эритро-
цитов получали путем центрифугирования консерви-
рованной крови и максимального удаления плазмы и 
лейкотромбослоя, с последующим 3-х-кратным цен-
трифугированием с изотоническим 0,9% раствором на-
трия хлорида при температуре +4°С и удалением надо-
садочной жидкости [13]. При данном способе дости-
гается фактически полное отделение эритроцитов от 
плазмы, лейкоцитов и тромбоцитов [14].

Суспензию клеток разводили 10 мМ трис - HCl бу-
фером (pH 7,4) и измеряли ЭФПЭ микроэлектрофоре-
зом. Принцип микрометода заключается в том, что в  
микрокамере с помощью секундомера и окулярной сет-

ки измеряется под микроскопом скорость перемеще-
ния эритроцитов в электрическом поле [15]. Установка 
для определения ЭФПЭ состоит из горизонтальной ми-
крокамеры, микроскопа, источника постоянного тока. 
Используют электроды системы Ag/AgCI. Для измере-
ния подвижности фиксируют перемещение клеток при 
силе тока в 12 мА. В каждом опыте фиксируют время 
перемещения 10 клеток в двух направлениях, изменяя 
знак заряда на электродах полярным переключателем. 
Величину ЭФПЭ определяют по формуле:

U=S/TH,   где: 
S – расстояние, на которое перемещались клетки; 
Т – время перемещения клеток на расстояние S;   

Н – градиент потенциала. 
Величину градиента потенциала определяют по 

формуле: 
Н=I/ gχ,     где: 
I – сила тока;  
g – поперечное сечение камеры; 
χ – удельная электропроводимость среды. 
Соскобы со слизистой щек брали с помощью шпате-

ля, мазки клеток эпителия окрашивали красителем по 
Романовскому-Гимза. Анализ препаратов осуществляли 
под микроскопом AXIOSTAR PLUS (Karl Zeiss, Герма-
ния) при увеличениях 16×40 и 16×100. На препарате под-
считывали число клеток с микроядрами, просматривая 
не менее 1000 клеток. Анализировали хорошо расправ-
ленные неповрежденные,  отдельно лежащие эпители-
альные клетки без наложений в монослое, при этом ис-
ключались клетки, на поверхности которых имелись мно-
гочисленные микроорганизмы. Микроядра 
идентифицировали как округлые храматиновые тельца 
с непрерывным гладким краем, лежащие в цитоплазме 
отдельно от ядра в одной плоскости с ним и имеющие 
окраску той же интенсивности.  Кроме того, учитывали 
двуядерные клетки, клетки с аномальным ядром,  кари-
опикнозом, кариорексисом, кариолизисом [16]. 

Для статистической обработки полученных резуль-
татов использовали табличный редактор Microsoft Excel 
2007 и программу Statistica 6.0. После доказательства 
принадлежности экспериментальных данных к нор-
мальному распределению с использованием критерия 
Шапиро-Уилка определяли значения средних ариф-
метических и стандартных отклонений. 

Результаты и обсуждение
Результаты исследования показали, что адреналин 

уменьшал ЭФПЭ как при однократном, так и при мно-
гократном его внутрибрюшинном введении крысам 
(табл. 1). При этом однократное введение адреналина 
приводило к непродолжительному действию, при ко-

1 Сонова М.М., Бургова Е.В., Гулиев М.Т., Адамян Л.В., Арс-
ланян К.Н., Сереженков В.А., Зайратьянц О.В., Максимова Ю.В 
Способ применения наркоза при многоэтапном эксперименте при 
моделировании эндометриоза. Патент РФ 2466753. 2012. 4 с.
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тором значимые изменения ЭФПЭ регистрировались 
в течение суток. Многократное введение адреналина 
определило снижение ЭФПЭ на протяжении всего экс-
перимента с максимальным изменением показателя к 
1 сут на 50% относительно значений контроля.

Анализ ЭФПЭ совпадает с ранее полученными на-
ми результатами при исследовании различных видов 
стрессов [17] и данными литературы. свидетельствую-
щими о снижении ЭФПЭ крови у больных при различ-
ных видах патологии. 

Учитывая, что стресс вызывает увеличение коли-
чества эритроцитов с хромосомными аберрациями [18], 
было проведено исследование клеток буккального эпи-
телия. При анализе цитограмм было обнаружено ста-
тистически значимое уменьшение количества нормаль-
ных клеток и существенное увеличение числа клеток 
с признаками цитоморфологических и цитогенетиче-
ских изменений по сравнению с контролем (табл. 2).

При цитоморфологических исследованиях бук-
кального эпителия животных опытной группы, полу-
чивших однократную дозу адреналина,  у большинства 
животных были выявлены клетки буккального эпите-
лия с одним и несколькими микроядрами. Микроядра 
представляли собой округлые или овальные,  с глад-
ким краем,  образования сиреневого или фиолетового 
цвета. Полученные значения статистически значимо 
превышали показатель контрольной группы на 15%. 
Определялись единичные клетки без четкой простран-
ственной ориентации с фрагментированными ядрами, 
неправильными контурами. 

Довольно часто в цитограммах определялись клет-
ки с ранней стадией деструкции ядра, клетки с конден-
сацией хроматина (сморщенное ядро с уплотненным 
хроматином) и клетки с перенуклеарной вакуолью. 
Клетки с конденсацией хроматина встречались в био-
материале опытной группы на 10% чаще, клетки с пе-
ренуклеарной вакуолью на 43% чаще, чем у животных 
контрольной группы (р<0,05).

Выявленные формы некроза клеток свидетельству-
ют о деструктивных изменениях мембраны ядра и нару-
шении ее барьерной и транспортной функций. Резуль-
татом некротического процесса клеточной деструкции 
является кариолизис, которому предшествуют появле-
ния перенуклеарной вакуоли или вакуолизация ядра [9, 
16]. Не было выявлено статистически значимых отличий 
в частоте клеток с признаками кариолизиса у животных 
контрольной и опытной группы. Однако статистически 
значемое повышение доли клеток с начальными призна-
ками некротического пути деструкции у животных опыт-
ной группы, косвенно подтверждает развитие стресса. 

Естественной формой апоптоза клеток буккально-
го эпителия считается кариопикноз. Обнаруженная 
разница частоты встречаемости клеток с кариопикно-
зом у животных опытной и контрольной группы не-
значительна и статистически незначима. Это свиде-
тельствует о сохранении механизмов естественного 
процесса деструкции клеток буккального эпителия.

При изучении цитограмм животных, получавших 
адреналин многократно, установлено статистически 
значимое увеличение (на 25%) числа клеток, содержа-
щих микроядра, по сравнению с животными контроль-
ной группы, что свидетельствует о развитии патологи-

Таблица 1

Динамика изменения электрофоретической подвижности эри-
троцитов (мкм∙см/В∙с) при различных видах воздействия (М ± m)

Вид воздействия
Время после воздействия

60 мин 1 сут 1 нед
Адреналин (однократно) 0,72±0,08* 0,83±0,09* 0,94±0,07
Контроль 1,02±0,02 1,07±0,03 1,00±0,03
Адреналин (многократно) 0,67±0,02* 0,52±0,03* 0,76±0,02*
Контроль 1,04±0,02 1,02±0,04 1,00±0,04

Примечание. *- статистически значимые различия (р<0,05) с кон-
трольными животными.

Таблица 2

Особенности цитоморфологии клеток буккального эпителия при различных видах воздействия (среднее число клеток из 1000 учтен-
ных в поле зрения)

Цитоморфологические показатели Адреналин (однократно) Контроль Адреналин (многократно) Контроль
Норма 685,21±70,59* 720,28±68,38 631,42±67,59* 711,82±67,03
Микроядерность 59,42±5,19* 51,67±6,49 65,35±6,39* 52,28±6,39
Клетки с конденсацией хроматина 33,71±4,42* 30,65±4,58 45,68±4,40* 32,55±4,28
Клетки с перенуклеарной вакуолью 17,46±2,25* 12,21±2,28 22,41±2,24* 10,19±2,21
Кариорексис 32,74±4,11 29,72±4,91 47,70±4,70* 32,67±4,91
Кариопикноз 72,25±7,05 73,23±7,11 88,23±7,67* 71,21±8,13
Кариолизис 99,21±6,39 82,24±6,25 99,19±7,01* 89,28±7,05

Примечание. * ─ статистически значимые различия (р<0,05) с контрольными животными.
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ческих изменений в структуре буккального эпителия 
и нарушении стабильности генетического материала. 
У животных опытной группы эпителиоциты были 
уменьшены в размерах за счет уменьшения объема ци-
топлазмы, выявлялись эпителиоциты с признаками 
поздних стадий деструкции ядра (кариопикноз, кари-
орексис и полный кариолизис).  

При объединении всех типов цитологических и ядер-
ных нарушений у животных опытных групп оказалось, 
что в группе животных, получавших однократную дозу 
адреналина, преобладают цитогенетические нарушения 
(клетки с микроядрами, клетки с атипичным ядром) и 
клетки с ранней стадией деструкции ядра (конденсация 
хроматина). У животных, получавших адреналин много-
кратно, увеличивается число клеток с показателями за-
вершения деструкции ядра (кариопикноз, кариорексис, 
полный кариолизис). Учитывая, что генетические нару-
шения элиминируются посредством иммунной системы 
[20], можно полагать, что многократное введение адре-
налина сопровождается понижением эффективности ра-
боты иммунной системы, связанной с иммунодепрессив-
ным действием стресса высокой интенсивности, что про-
является в снижении ЭФПЭ в 2 раза. Ослабленная 
иммунная система не распознает и не элиминирует ге-
нетически поврежденные эпителиоциты, что способству-
ет накоплению поврежденных клеток и нарушению ста-
бильности генетической системы организма [7]. 

Заключение
 Проведенный анализ свидетельствует, что при воз-

действии извне вводимого в организм адреналина на-
блюдается уменьшение ЭФПЭ относительно контро-
ля.  При однократном введении адреналина скорость 
нарастания изменений ЭФПЭ выражена незначитель-
но и сочетается с развитием адаптационных процессов 
и репарацией генетических повреждений. Увеличение 
степени воздействия при многократном введении адре-
налина приводит к резкому изменению ЭФПЭ и уве-
личению числа эпителиоцитов с различными патоло-
гическими изменениями. 
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