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РЕЗЮМЕ
Введение. Изучение особенностей экспрессии маркёров CD11a+ и CD309+ в сочетанных условиях воздействия бенз(а)пирена и холодового стресса 
в эксперименте in vivo актуально в аспекте моделирования вероятных эффектов и верификации механизмов формирования нарушений процессов 
иммунорегуляции эндотелиальной функции, обусловленных биоэкспозицией бенз(а)пиреном, на северных территориях.
Материалы и методы. Субхронический эксперимент in vivo выполнен с использованием 48 нелинейных лабораторных мышей, разделённых по 
условиям факторной нагрузки на четыре группы (пероральная биоэкспозиция бенз(а)пиреном в среднесуточной дозе 0,175 мкг/кг в день; холодовой 
фактор – среднесуточная температура воздуха плюс 9,9 ± 2,6 °С). Определение содержания CD11a+- и CD309+-лимфоцитов выполняли методом 
проточной цитофлуориметрии.
Результаты. Результаты пероральной субхронической биоэкспозиции бенз(а)пиреном в дозе 0,175 мкг/кг в день и условия холодового стресса  
в эксперименте in vivo позволили установить гиперэкспрессию CD309+-лимфоцитов на фоне снижения содержания CD11a+-клеток (OR = 5–22,5;  
RR = 2,63–4,2; p = 0,001–0,042). Повышение содержания CD309+-лимфоцитов на 62% относительно контроля преимущественно ассоциируется 
с биоэкспозицией бенз(а)пиреном (OR = 11,25 (1,65–76,85); RR = 2,86 (1,2–6,86); p = 0,026), тогда как снижение содержания CD11a+-лимфоцитов –  
с условиями холодового стресса (OR = 11 (1,77–68,35); RR = 3,5 (1,22–10,05); p = 0,001). Сочетанное воздействие бенз(а)пирена и холодового  
фактора формирует синергические, более чем аддитивные эффекты со стороны клеточного иммунного профиля (OR = 14,67–22,5; RR = 3,15–4,2; 
p = 0,001–0,042).
Ограничения исследования связаны с количественными параметрами выборок, выбранными факторами экспозиции, необходимостью последующего 
подтверждения полученных результатов.
Заключение. Идентифицированный на моделях in vivo дисбаланс адаптивного клеточного иммунного профиля (активация CD309+, дефицит CD11a+) 
отражает запуск негативных сценариев воспалительно-пролиферативных процессов, ассоциированных с развитием болезней системы кровообра-
щения, что позволяет верифицировать механизмы формирования холодового и химического (бенз(а)пирен) стресса и рекомендовать лимфоцитар-
ные кластеры CD11a+ и CD309+ в качестве маркёров эффекта биоэкспозиции бенз(а)пиреном на северных территориях.
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ABSTRACT
Introduction. It is relevant to investigate expression of CD11a+ and CD309+ markers under combined exposure to benzo(a)pyrene and cold factor in an in vivo 
experiment in terms of modelling likely effects and verifying mechanisms of the developing of disorders of endothelial immune regulation caused by biological 
exposure to benzo(a)pyrene in northern areas.
Materials and methods. An in vivo subchronic experiment was performed using forty eight nonlinear laboratory mice divided into 4 groups according to the 
conditions of factor loading (oral biological exposure to benzo(a)pyrene at an average daily dose of 0.175 mcg/kg∙day; exposure to cold, average daily air 
temperature 9.9±2.6 °C). The content of CD11a+ and CD309+ lymphocytes was determined by flow cytofluorometry.
Results. The results of oral subchronic biological exposure to benzo(a)pyrene at a dose of 0,175 µg/kg×day under cold stress in an in vivo experiment 
made it possible to establish CD309+ lymphocytes overexpression against the background of CD11a+ cells decrease (OR=5.00–22.50; RR=2.63–4.20; 
p=0.001–0.042). An increase in CD309+ lymphocytes content by 62% relative to the control is mainly associated with biological exposure to benzo(a)pyrene 
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ноцитов в условиях экспозиции бенз(а)пиреном, усугубля-
ющихся при воздействии холодового фактора.

Таким образом, изучение механизмов развития адаптив-
ных эффектов на экспериментальных моделях чувствитель-
ных кластеров клеточной дифференцировки (на примере 
CD11a+ и CD309+) является актуальной задачей для оценки 
сочетанного воздействия бенз(а)пирена и холодового фак-
тора и разработки профилактических мероприятий по сни-
жению вреда для здоровья населения северных территорий.

Цель работы – оценить в эксперименте in vivo особенно-
сти экспрессии ассоциированных с формированием эндоте-
лиальных воспалительно-пролиферативных процессов мем-
бранных кластеров CD11a+- и CD309+-лимфоцитов мыши 
как ранних признаков болезней системы кровообращения в 
сочетанных условиях экспозиции бенз(а)пиреном и воздей-
ствия холодового фактора.

Материалы и методы
Экспериментальное исследование in vivo выполнено на 

48 разнополых нелинейных лабораторных мышах (масса тела 
20–25 г), которые были разделены на четыре группы: три 
группы наблюдения и одна контрольная. В группе наблюде-
ния 1 (n = 12, 6 самцов и 6 самок) мыши подвергались перо-
ральной экспозиции бенз(а)пирена в стандартных условиях 
вивария со средней температурой воздуха плюс 23,6 ± 3,1 °С. 
Группу наблюдения 2 (n = 12, 6 самцов и 6 самок) содержали 
в условиях холодового стресса при температуре воздуха плюс 
9,9 ± 2,6 °С. В группе наблюдения 3 (n = 10, 6 самцов и 4 сам-
ки) животные подвергались воздействию бенз(а)пирена в ус-
ловиях холодового стресса. Животные контрольной группы 
(n = 14, 6 самцов и 8 самок) содержались в стандартных ус-
ловиях вивария. Всех животных содержали при естественном 
освещении (12 ч свет и 12 ч темнота), они получали стандарт-
ный корм и воду без ограничений, самок и самцов содержали 
раздельно. Субхроническая пероральная экспозиция бенз(а)-
пиреном мышей в группах 1 и 3 выполнялась путём внутри-
желудочного введения через зонд 0,5 мл суспензии бенз(а)-
пирена (ГСО 7515–98) (ООО «Экросхим», Россия) на основе 
изотонического раствора хлорида натрия в среднесуточной 
дозе 0,175 мкг/кг в день (концентрация 7 мкг/л) один раз  
в сутки в течение 21 дня [10, 11]. Концентрация подобрана 
экспериментально с определением жизнеспособности кле-
ток в тесте с трипановым синим на культуре лимфоцитов.  
По завершении экспозиции у всех мышей осуществляли за-
бор крови из подъязычной вены.

Введение
Бенз(а)пирен – один из наиболее распространённых гап-

тенов окружающей среды, который вместе с твёрдыми части-
цами из атмосферного воздуха поступает в почвенные слои и 
поверхностные водоёмы. Это соединение обладает иммуно-
токсическими и канцерогенными свойствами, индуцирует 
дисбаланс пролиферации и дифференцировки лимфоцитов, 
сопряжённый с окислительным стрессом [1, 2]. Известно, 
что изменённый климатический режим конкретных терри-
торий способен модулировать токсические эффекты гап-
тенов. Так, сочетанное воздействие средовых химических 
факторов и холодового стресса на северных территориях 
индуцирует более выраженные нарушения здоровья населе-
ния даже при низкоуровневой экспозиции загрязняющими 
веществами, что может быть связано с дополнительными 
дезадаптационными эффектами длительного воздействия 
низкотемпературного фона окружающей среды [3, 4].

Адаптация к холодовому стрессу у теплокровных ор-
ганизмов, в том числе человека, требует дополнительных 
энергетических затрат, связанных с перераспределением 
энергетических ресурсов на выработку тепла и поддержание 
постоянной температуры тела в условиях пониженной тем-
пературы окружающей среды [5]. Так, воздействие низко-
температурного фона обусловливает угнетение пролифера-
ции Т-лимфоцитов миелоидными клетками-супрессорами 
на фоне усиления передачи сигналов β-адренергическими 
рецепторами [6]. Кроме того, понижение температуры воз-
духа индуцирует активацию бурой жировой ткани у мышей, 
что сопровождается гиперэкспрессией провоспалительных 
цитокинов MCP1, TNFα, IL-1β и IL-6, обладающих пи-
рогенными свойствами [7, 8]. В случае острого холодового 
стресса также наблюдается снижение уровня секреции IL-2, 
IL-4, IFNγ, IL-12 спленоцитами и повышение уровня про-
дукции противовоспалительного цитокина IL-10 макрофа-
гами мыши in vitro, сопряжённое с выраженной и стойкой 
гиперпродукцией активных форм кислорода (АФК), что мо-
жет лежать в основе угнетения иммунных реакций [9].

Следовательно, иммунная система крайне чувствительна 
как к экспозиции средовыми химическими факторами, так 
и к воздействию низких температур. При этом изменения 
клеточного иммунного ответа по критерию экспрессии мем-
бранных кластеров клеточной дифференцировки, включая 
молекулы адгезии CD11a+ и рецептора CD309+ могут быть 
информативными маркёрами нарушений процессов проли-
ферации, дифференциации, миграции и активации имму-

(OR=11.25 (1.65-76.85); RR=2.86 (1.20–6.86); p=0.026) while a decrease in CD11a+ lymphocyte content is associated with cold stress (OR=11.00 
(1.77–68.35); RR=3.50 (1.22–10.05), p=0.001). Combined exposure to benzo(a)pyrene and cold forms synergistic, more than additive effects in the 
cellular immune profile (OR=14.67–22.50; RR=3.15–4.20; p=0.001–0.042).
Limitations. The limitations are related to quantitative parameters of the sample, limited choice of exposure factors, and the need for subsequent confirmation 
of obtained results. 
Conclusion. Thus, the imbalance of adaptive cellular immune profile identified in in vivo models (CD309+ activation, CD11a+ deficiency) reflects the launch 
of negative inflammatory and proliferative scenarios associated with cardiovascular diseases. This makes it possible to verify mechanisms of cold and chemical 
(benzo(a)pyrene) stress formation and recommend CD11a+ and CD309+ lymphocyte clusters to be used as biomarkers of the effect for biological exposure to 
benzo(a)pyrene in northern areas.
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лимфоцитов ассоциировано как с изолированным воздей-
ствием бенз(а)пирена и холодового стресса, так и с сочетанным 
воздействием данных факторов (p < 0,05). Избыточная экс-
прессия CD309+-лимфоцитов у мышей преимущественно 
ассоциирована с пероральной экспозицией бенз(а)пиреном 
(OR = 11,25 (1,65–76,85); RR = 2,86 (1,2–6,86); p = 0,026),  
в то время как снижение содержания CD11a+-лимфоцитов –  
с влиянием холодового фактора (OR = 11 (1,77–68,35);  
RR = 23,5 (1,22–10,05); p = 0,001).

Обсуждение
Маркёр CD11a+ представляет собой α-цепь гетеродиме-

ра LFA-1 (αLβ2, CD11a/CD18) и экспрессируется на цито-
плазматической мембране лейкоцитов, гемопоэтических 
стволовых клеток и астроцитов [12, 13]. CD11a+ играет важ-
ную роль в адгезии лейкоцитов с эндотелиоцитами посред-
ством связывания c хемокинами ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, 
ICAM-4, ICAM-5 и JAM-A, а также участвует в костиму-
лирующей передаче сигналов лимфоцитами, контролирует 
процессы пролиферации и дифференцировки эффекторных 
Т-лимфоцитов, регулирует их эффекторные функции [14].

Выявленное на экспериментальной модели in vivo сниже-
ние содержания CD11a+-лимфоцитов в условиях сочетанной 
с холодовым фактором экспозиции бенз(а)пиреном указы-
вает на признаки угнетения интегринзависимых процессов 
ранней активации лимфоцитов, что согласуется с результа-
тами других исследований [15].

Мембранный маркёр лимфоцитов CD309+, также извест-
ный как рецептор фактора роста эндотелия сосудов VEGFR2, 
рецептор киназного домена вставки KDR у человека или 
FLK-1 у мышей, является основным рецептором, опосреду-
ющим передачу сигнала от лиганда VEGF. VEGFR-2 опосредует  
различные виды VEGF-зависимой клеточной сигнальной 
трансдукции, регулирующей выживание, пролиферацию и 
миграцию эндотелиальных клеток, а также повышает про-
ницаемость сосудов [16, 17]. Данный рецептор является важ-
нейшим регулятором физиологического васкулогенеза и ан-
гиогенеза на эмбриональных и постэмбриональных стадиях 
онтогенеза. Кроме того, VEGF/VEGFR2-сигнальный путь 
регулирует развитие и функционирование нейронов: в част-
ности, увеличивает кратность разветвления аксонов [18].

Активированный VEGFR-2 играет важную роль в об-
разовании новых кровеносных сосудов при различных па-
тологических состояниях и процессах (заживление ран, 
ревматоидный артрит, диабетическая ретинопатия, болезнь 
Альцгеймера, ишемическая болезнь сердца, злокачественные 
новообразования) [19, 20]. Специфическая гиперэкспрессия 
VEGF и VEGFR-2 в опухолевых клетках и эндотелиальных 
клетках вокруг опухоли обусловливает патологический рост 

Содержание CD11a+- и CD309+-лимфоцитов определяли 
методом проточной цитофлуориметрии с использованием 
панели меченых моноклональных антител к соответствую-
щим CD-рецепторам (Becton Dickinson, США) на приборе 
FACSCalibur (Becton Dickinson, США), применяли универ-
сальную программу CellQuestPrO.

Статистическую обработку данных проводили посред-
ством однофакторного дисперсионного анализа ANOVA, 
выполненного с помощью пакета прикладных программ 
Statistica 10.0 (StatSoft, СШA). Результаты исследования пред-
ставлены в виде среднего арифметического (X) и стандартной 
ошибки (SE). Характер распределения данных анализиро-
вали с использованием критерия Колмогорова – Смирнова. 
Для оценки уровня достоверности различий множественного 
сравнения применяли критерии Тьюки – Крамера и Данна. 
Для оценки связи изменения содержания CD11a+- и CD309+-
лимфоцитов в крови мышей при воздействии бенз(а)пирена 
и холодового стресса рассчитывали отношение шансов (OR), 
относительный риск (RR) и их 95%-е доверительные интерва-
лы (95% CI). Различия между выборками считали достовер-
ными при р < 0,05.

Результаты
Результаты пероральной субхронической экспозиции 

бенз(а)пиреном в среднесуточной дозе 0,175 мкг/кг в день в 
условиях экспериментального исследования in vivo показа-
ли достоверное угнетение экспрессии CD11a+-лимфоцитов 
в два раза относительно контрольной группы, в то время как 
при воздействии холодового фактора – в 6,2 раза по отноше-
нию к контрольным значениям (p = 0,001–0,039). При со-
четанном воздействии бенз(а)пирена и холодового фактора 
у мышей наблюдается максимальное отклонение данного 
показателя (в 7,8 раза) от контрольных значений (p = 0,001) 
(см. таблицу)

Содержание лимфоцитов с мембранным CD309+-маркёром 
у мышей при пероральной экспозиции бенз(а)пиреном в дозе 
0,175 мг/кг в день превышает аналогичный показатель кон-
трольной группы на 62,1% (p = 0,026). Воздействие холодового 
фактора повышает экспрессию CD309+ относительно значений 
контрольной группы на 16% без достижения уровня достовер-
ности (p = 0,554). Биоэкспозиция бенз(а)пиреном в условиях 
холодового стресса приводит к максимальному достоверному 
отклонению данного показателя (повышение на 95,1%) отно-
сительно значений контрольной группы (p = 0,042).

При анализе связи выявленных изменений показателей 
клеточного иммунного профиля мышей с пероральной экс-
позицией бенз(а)пиреном в условиях холодового стресса в 
эксперименте in vivo установлено, что повышение содержа-
ния CD309+-лимфоцитов и снижение фенотипа CD11a+-

Содержание CD11a+- и CD309+-лимфоцитов у линейных мышей в условиях биоэкспозиции бенз(а)пиреном и холодовым 
фактором в эксперименте
CD11a+- and CD309+-lymphocytes content under combined biological exposure to benzo(a)pyrene and cold in an in vivo experiment

Показатель
Index

Контрольная 
группа

Control group 
n = 14

Бенз(а)пирен  
0.175 мкг/кг в день 

Benzo(a)pyrene  
0.175 µg/kg ∙ day 

n = 12

Холодовой стресс  
плюс 9.9 ± 2.6 °С 

Cold stress 9.9 ± 2.6 °С 
n = 12

Бенз(а)пирен 0.175 мкг/кг в день + 
холодовой стресс плюс 15.1 ± 2.6 °С

Benzo(a)pyrene 0.175 µg/kg ∙ day +  
cold stress 9.9 ± 2.6 °С 

n = 12

CD11a+- лимфоциты, % 
CD11a+- lymphocytes, %

X ± SE 4.359 ± 0.829 2.145 ± 0.571 0.707 ± 0.097 0.560 ± 0.068
p – 0.039 0.001 0.001
OR (95% CI) – 9.78 (1.55–61.65) 11.00 (1.77–68.35) 14.67(1.97–109.21)
RR (95% CI) – 3.39 (1.17–9.86) 3.50 (1.22–10.05) 4.20 (1.51–11.70)

CD309+- лимфоциты, % 
CD309+- lymphocytes, %

X ± SE 1.693 ± 0.333 2.745 ± 0.290 1.964 ± 0.305 3.303 ± 0.665
p – 0.026 0.554 0.042
OR (95% CI) – 11.25 (1.65–76.85) 5.00 (0.94–26.53) 22.50 (2.11–240.49)
RR (95% CI) – 2.86 (1.20–6.86) 2.63 (1.08–6.39) 3.15 (1.34–7.40)
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рованных с развитием болезней системы кровообращения. 
Повышение содержания CD309+-лимфоцитов преиму-
щественно ассоциируется с экспозицией бенз(а)пиреном  
(OR = 11,25 (1,65–76,85); RR = 2,86 (1,2–6,86); p = 0,026), 
в то время как снижение экспрессии CD11a-лимфоцитов –  
с условиями холодового стресса (OR = 11 (1,77–68,35);  
RR = 3,5 (1,22–10,05); p = 0,001). Результаты эксперимен-
тального моделирования in vivo иммунного профиля (по-
вышение CD309+, снижение CD11a+) условиями биоэк-
спозиции бенз(а)пиреном указывают на ранние признаки 
дисбаланса пролиферации и дифференцировки иммунных 
клеток, ассоциированных с сосудистыми нарушениями и 
онкопролиферацией, усугубляющиеся воздействием холо-
дового фактора, что позволяет верифицировать механизмы 
формирования холодового и химического (бенз(а)пирен) 
стресса и рекомендовать лимфоцитарные кластеры CD11a+ 
и CD309+ в качестве маркёров эффекта биоэкспозиции 
бенз(а)пиреном на северных территориях.

сосудов, снабжающих кислородом и питательными вещества-
ми гипоксические участки опухолевых тканей, способствуя 
росту злокачественной опухоли [21]. Установленное в рамках 
эксперимента повышенное содержание CD309+-лимфоцитов 
у мышей в условиях биоэкспозиции in vivo бенз(а)пиреном, 
обладающим свойствами канцерогена, может свидетельство-
вать о риске формирования воспалительных сосудистых на-
рушений, особенно в сочетании с холодовым стрессом.

Заключение
Пероральная субхроническая экспозиция бенз(а)пире-

ном в дозе 0,175 мкг/кг в день и условия холодового стресса 
в эксперименте in vivo сопровождаются активацией васку-
лярных цитокиновых компартментов (CD309+-лимфоцитов) 
и одновременным угнетением экспрессии интегриновых 
рецепторов CD11a+-клеток, что способствует формирова-
нию воспалительно-пролиферативных процессов, ассоции-
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