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В экспериментах на крысах исследовалось участие со-медиаторов симпатической нервной системы в
угнетающем влиянии глубокого охлаждения на антителообразующую функцию селезенки. Изучалось:
1) воздействие глубокого охлаждения (снижение глубокой температуры на 3–4°С), 2) введение медиа-
тора симпатической нервной системы норадреналина (НА, 1 мг/мл), 3) его со-медиатора АТФ (0.01  и
10 мг/мл) и 4) блокатора P2X-пуринергических рецепторов PPADS на количество антителообразующих
клеток селезенки в ответ на иммунизацию эритроцитами барана. Глубокое охлаждение и АТФ угнета-
ли, тогда как НА стимулировал антителообразование в селезенке. Блокада P2X-пуринергических ре-
цепторов с помощью PPADS стимулировала антителообразование в норме. На фоне блокады P2X-пу-
ринергических рецепторов угнетающее действие АТФ и глубокого охлаждения на антителообразова-
ние не проявлялось. Полученные результаты свидетельствуют о разнонаправленном влиянии со-
медиаторов симпатической нервной системы на антителообразование в селезенке и позволяют счи-
тать, что угнетающее действие холода на антителообразование в селезенке происходит с участием АТФ
через P2X пуринергические рецепторы.
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ВВЕДЕНИЕ
Реакция организма на воздействие того или иного

фактора является комбинацией ответов различных
физиологических систем организма. Охлаждение
оказывает влияние практически на все функцио-
нальные системы организма, включая иммунную.
Показано, что глубокое охлаждение приводит к угне-
тению иммунного ответа на антиген в селезенке,
причем это проявляется в угнетении как антигенсвя-
зывания, так и антителообразования [1–4].

Хорошо известно, что холодовое воздействие на
организм вызывает активацию симпатической
нервной системы, которое сопровождается выбро-
сом норадреналина в кровь из симпатических
нервных окончаний [5–8]. Механизм реализации
действия эндогенного и экзогенного норадренали-
на на функцию различных органов и тканей пред-
полагает вовлечение различных групп адреноре-
цепторов [9, 10].

К настоящему времени наглядно продемон-
стрирована симпатическая и пуринергическая со-
трансмиссия, т.е. при активации симпатических

нервных окончаний выделяется не только норад-
реналин (НА), но и другие биологически активные
вещества, в том числе и аденозин-5'-трифосфат
(АТФ) [11–15]. Симпатическая нервная система,
иннервируя иммунные органы, выделяет свои со-
трансмиттеры – НА и АТФ – в непосредственной
близости от иммунных клеток [16, 17]. АТФ, дей-
ствуя как сигнальная молекула и активируя пури-
нергические рецепторы, может участвовать в фор-
мировании иммунного ответа организма [18]. АТФ
взаимодействует с пуринергическими рецептора-
ми клеток и индуцирует их различные реакции.

Существование со-медиаторов предполагает ва-
риации механизмов нейромодуляции иммунных
процессов. Роль АТФ, как нейротрансмиттера, в
формировании иммунного ответа организма на хо-
лодовое воздействие не исследовалась. Учитывая
то, что АТФ является со-медиатором норадренали-
на, важно понять, на какие составляющие иммун-
ной реакции оказывают влияние каждый из этих
медиаторов, а также через какие типы пуринерги-
ческих рецепторов реализуется влияние АТФ. Для
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изучения физиологической роли вещества, действу-
ющего через рецепторы клеточной мембраны, необ-
ходимы специфические блокаторы этих рецепторов.
Показано, что пиридоксальфосфат-6-азофенил-2',4'-
дисульфоновая кислота (PPADS) блокирует ионо-
тропные Р2Х рецепторы АТФ [19, 20].

В настоящем исследовании предпринята по-
пытка выяснить вклад пуринергической системы в
механизмы взаимоотношения терморегуляторной
и иммунной систем в условиях глубокого охлажде-
ния организма. Мы попытались ответить на следу-
ющие вопросы: (1) какой из со-медиаторов симпа-
тической нервной системы НА или АТФ ответстве-
нен за угнетение антителообразования в селезенке,
которое происходит при глубоком охлаждении, (2)
выяснить возможность участия Р2Х пуринергиче-
ских рецепторов в эффектах АТФ и глубокого
охлаждения на антителообразование.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Животные

В экспериментах использовались крысы-самцы
Вистар массой 270–290 г, содержавшиеся в стан-
дартных условиях вивария со свободным доступом
к воде и пище. Все процедуры, включая фиксацию
термопары, ионофорез, охлаждение и иммуниза-
цию на пике охлаждения, проводились на анесте-
зированных крысах, чтобы исключить эмоцио-
нальную составляющую и движение животных.
Каждое животное использовалось только один раз.

Введение АТФ, НА и PPADS
Ионофорез биологически активных веществ

АТФ (Fluka, BioChemika) и норадреналин (НА)
(Sigma) производили с использованием системы
доставки лекарств (медицинский гальванизатор
“Поток”, Россия); сила тока составляла 0.08 мА/см2

на площади 25 см2 в течение 20 мин. PPADS (Sigma)
вводили внутрибрюшинно. Температура применяе-
мых растворов составляла 37–38°С. В опытных груп-
пах животным перед охлаждением проводилось вну-
трибрюшинное введение или ионофорез 1 мл того
или иного вещества в кожу живота (область после-
дующего приложения холодового стимула).

Охлаждение
Эксперименты проводились при температуре

воздуха в помещении 24–25°С. Исходно с помо-
щью водяного термода и термостата поддержива-
лись температура кожи живота 37.3 ± 0.13°С, рек-
тальная температура 38.1 ± 0.11°С. Использовалась
модель быстрого охлаждения с вовлечением дина-
мической и статической компонент активности
кожных терморецепторов. Охлаждение проводи-
лось с помощью термода и термостата в области

живота, предварительно освобожденной от шер-
сти, со скоростью 0.1°С/c, площадь охлаждаемой
поверхности составляла 25 см2. Во всех случаях глу-
бина охлаждения животных была одинаковой, до
снижения ректальной температуры на 3–4°С. Для
контроля глубины и скорости охлаждения ректаль-
ную температуру и температуру кожи измеряли с
помощью термопар и регистрировали с помощью
системы “BIOPAC” (Biopac Systems Inc., Goleta,
CA, США).

Экспериментальные группы животных
Для выявления иммуномодулирующих эффек-

тов животных подвергали экспериментальному
воздействию по одной из указанных схем: (1) ане-
стезия, иммунизация (контроль, n = 19); (2) анесте-
зия, охлаждение, иммунизация на пике охлажде-
ния (влияние быстрого глубокого охлаждения,
предшествующего иммунизации, на иммунный от-
вет (БГО, n = 12 ); (3) анестезия, ионофорез биологи-
чески активных веществ, иммунизация (влияние
биологически активных веществ на иммунный ответ
в термонейтральных условиях (АТФ 0.001 мг/мл, n =
= 13; АТФ 10 мг/мл, n = 11; НА 1 мг/мл, n = 10; PPADS
0.001 мг/мл, n = 12; АТФ 0.001 мг/мл + PPADS
0.001 мг/мл, n = 12)); и (4) анестезия, ионофорез био-
логически активных веществ, быстрое глубокое охла-
ждение (БГО), иммунизация (влияние охлаждения
на фоне биологически активных веществ на иммун-
ный ответ (НА 1 мг/мл + БГО, n = 10; PPADS
0.001 мг/мл + БГО, n = 10; АТФ 0.001 мг/мл + PPADS
0.001 мг/мл + БГО, n = 14).

Иммунизация и забор материала
Животных иммунизировали эритроцитами ба-

рана (внутрибрюшинное введение 5 × 108 эритро-
цитов барана в 0.5 мл 0.9%-ного NaCl) на пике
охлаждения, в момент снижения ректальной тем-
пературы на 3–4°C. На пятые сутки после процедур
охлаждения и иммунизации животных декапити-
ровали и производили забор селезенки для имму-
нологического анализа.

Выделение клеток селезенки
Селезенку забирали во флакончик со средой,

затем вынимали, очищали от жира и взвешивали.
Из середины селезенки, захватывая все слои,
ножницами отрезали кусочек, взвешивали на
торсионных весах, помещали в среду. Вес кусоч-
ка составлял 100–200 мг. Результаты взвешива-
ния фиксировали в журнале.

В гомогенизатор наливали 1.5 мл среды Хенкса и
гомогенизировали вышеуказанную часть селезен-
ки двумя плавными движениями. Добавляли еще
1.5 мл среды, встряхивали. Полученную смесь
фильтровали через металлическую сеточку. Ядро-
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содержащие клетки, если было необходимо знать
их количество, подсчитывали в камере Горяева.

Иммунная реакция
Антителообразование (АОК) в селезенке оцени-

валось по количеству бляшкообразующих клеток с
помощью метода локального гемолиза [21, 22].
Принцип метода заключается в следующем: им-
мунные лимфоциты инкубируются с эритроцита-
ми барана (ЭБ), которыми проводили иммуниза-
цию. Секретируемые иммунными лимфоцитами
антитела диффундируют в окружающее простран-
ство и фиксируются на эритроцитах. Добавление
комплемента вызывает лизис эритроцитов с при-
соединенными антителами, и вокруг лимфоцитов,
выделивших антитела, образуются прозрачные зо-
ны гемолиза, число которых можно сосчитать.

Для определения АОК в жидкой среде готовили
инкубационную смесь: 0.8 мл разведенной в 50 раз
клеточной суспензии, 0.1 мл суспензии ЭБ (4 × 109)
и 0.1 мл разведенной в 1.5 раза сыворотки морской
свинки (источник комплемента). Компоненты пе-
ремешивали, смесь заливали в стеклянные камеры
для подсчета зон гемолиза. Объем камеры фикси-
ровался для последующего подсчета антителообра-
зующих клеток во всей селезенке.

Расчет АОК на селезенку производили по следу-
ющей формуле:

Где А – количество АОК в селезенке;
n – количество АОК в камере;
Vk – объем камеры;
S – разведение;
V1 – исходный объем;

( )
= × × ×

×
1

1
20.8 k

MnA S V
V M

M1 – масса всей селезенки;
M2 – масса кусочка селезенки.

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов проводи-

ли с помощью пакета программ Statistica 8 (Statsoft
Russia). Проверку на нормальность распределения
проводили с помощью критерия Колмогорова-
Смирнова. Для сравнения идентичных показателей в
контрольной и экспериментальной группах исполь-
зовали t-критерий Стьюдента. Данные представлены
как среднее значение ± стандартная ошибка среднего
(M ± SEM). Критический уровень значимости при-
нимался равным 5% (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Быстрое глубокое охлаждение (БГО) со снижени-

ем ректальной температуры на 3–4°C приводило к
угнетению антителообразования в селезенке, ко-
личество антителообразующих клеток в селезенке
снижалось в два раза (p < 0.05) при быстром глубо-
ком охлаждении (рис. 1). Что подтверждает дан-
ные, ранее полученные нами и другими исследова-
телями [4, 23, 24].

Для выявления ведущего медиатора в эффекте
глубокого охлаждения на антителообразование
проводились следующие исследования.

Ионофоретическое введение НА (1 мг/мл) вызывало
стимуляцию антителообразования в селезенке в два
раза (рис. 2), т.е. эффект НА в данном случае был
противоположным эффекту глубокого охлаждения
(БГО). Глубокое охлаждение на фоне предваритель-
ного введения НА также приводило к угнетению
уровня антителообразования в селезенке (число ан-
тителообразующих клеток селезенки – контроль:
349125.70 ± 42928.28, n = 10; НА+ БГО: 160651.20 ±
± 55435.45, n = 7; t = 2.62, p < 0.05), как и при охлажде-
нии без воздействия веществами (рис. 1).

Ионофоретическое введение АТФ, как в концен-
трации 0.001 мг/мл, так и в концентрации 10 мг/мл
приводило к угнетению антителообразования в се-
лезенке более, чем в два раза (рис. 2). Эффект АТФ
оказался однонаправленным с действием холода и
противоположным эффекту НА, который вызывал
стимуляцию антителообразования.

Участие Р2Х пуринергических рецепторов в эффек-
тах АТФ на антителообразование. Блокада Р2Х ре-
цепторов с помощью РРАDS в противоположность
АТФ вызывала значительную (в 2 раза) стимуляцию
антителообразования в селезенке (рис. 3).

Введение же АТФ на фоне блокады Р2Х рецеп-
торов уже не вызывало статистически значимых
изменений антителообразования в селезенке.

Угнетающее влияние глубокого охлаждения на
антителообразование в селезенке не проявлялось,

Рис. 1. Влияние быстрого глубокого охлаждения (БГО,
RDC-Rapid Deep Cooling) на показатели антителообра-
зования в селезенке у крыс. Контроль принят за 100% –
исходные показатели у животных в термонейтральных
условиях без воздействия холода. * – p < 0.05 по сравне-
нию с контролем. AFC (Antibody Forming Cells) – АОК
(антителообразующие клетки).
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если охлаждение проводилось после предваритель-
ного введения блокатора Р2Х рецепторов (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Полученные результаты показали, что два со-ме-
диатора симпатической нервной системы могут по-
разному изменять характер антителообразования в
селезенке. НА преимущественно стимулирует анти-
телообразование, тогда как АТФ в исследованных
дозах, наоборот, угнетает. Угнетающий эффект глу-
бокого охлаждения на антителообразование, по-ви-
димому, связан именно с АТФ. Об этом свидетель-
ствуют следующие результаты, полученные в на-
стоящем исследовании. В термонейтральных
условиях НА стимулирует антителообразование,
тогда как АТФ его угнетает. Глубокое охлаждение
на фоне НА угнетает антителообразование, т.е.
предварительное введение НА не снимает угнетаю-
щего эффекта глубокого охлаждения. АТФ угнета-
юще влияет на антителообразование в термоней-
тральных условиях, при этом предварительная
блокада пуринергических Р2Х рецепторов предот-
вращает это угнетающее действие АТФ. Угнетаю-
щее действие глубокого охлаждения также не про-
является на фоне блокады Р2Х рецепторов.
Это свидетельствует о том, что именно Р2Х рецеп-
торы вовлечены в угнетающее действие АТФ на ан-
тителообразование при глубоком охлаждении.
В литературе имеются немногочисленные факты,
свидетельствующие о специфической температур-
ной чувствительности пуринергических P2X3 ре-
цепторов [25, 26], и взаимосвязи P2X7 рецепторов с

регулированием температуры тела, особенно при
воспалении [27, 28].

Попав в кровь, АТФ, помимо паракринной роли
как межклеточного мессенджера, высвобождаемый
клетками, также может действовать аутокринно, что
помогает регулировать и настраивать функции кле-
ток [18, 29]. Высвобождение АТФ из иммунных кле-

Рис. 2. Влияние норадреналина (НА 1мг/мл) и АТФ
(0.001 и 10 мг/мл) на показатели антителообразова-
ния в селезенке у крыс в термонейтральных услови-
ях. Контроль принят за 100% – исходные показатели
у животных в термонейтральных условиях без воздей-
ствия веществ. * – p < 0.05; ** – p < 0.01 по сравнению с
контролем. AFC (Antibody Forming Cells) – АОК (анти-
телообразующие клетки).
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Рис. 3. Влияние АТФ (0.001 мг/мл), блокатора пуринер-
гических рецепторов PPADS и PPADS на фоне предва-
рительного введения АТФ на показатели антителооб-
разования в селезенке у крыс в термонейтральных
условиях. Контроль принят за 100% – исходные пока-
затели у животных в термонейтральных условиях без
воздействия веществ. * – p < 0.05; ** – p < 0.01 по срав-
нению с контролем. AFC (Antibody Forming Cells) –
АОК (антителообразующие клетки).
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Рис. 4. Влияние быстрого глубокого охлаждения (RDC)
после предварительного введения PPADS или сочета-
ния PPADS+АТФ на антителообразование в селезенке
у крыс. Контроль принят за 100% – исходные показате-
ли у животных в термонейтральных условиях без воз-
действия веществ или холода. ** – p < 0.01 по сравне-
нию с контролем. AFC (Antibody Forming Cells) – АОК
(антителообразующие клетки).
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ток происходит в субклеточных доменах, где ло-
кально высвобождаемый АТФ стимулирует пури-
нергические рецепторы, которые регулируют
функциональные клеточные ответы [30–32]. Им-
мунные клетки, например, высвобождают АТФ в
ответ на различные стимулы и формируют око-
локлеточные горячие точки АТФ, которые активи-
руют соседние пуринергические рецепторы, и тем
самым помогают инициировать и управлять после-
дующими функциональными клеточными реакци-
ями, такими как миграция клеток, распознавание
антигена и другие важные задачи, необходимые
для защиты организма [33–35]. Такие локализо-
ванные пуринергические сигнальные домены об-
наруживаются на поверхности нейтрофилов, Т-
клеток и других иммунных клеток [36–38].

Ранее нами были получены данные об участии
НА и адренорецепторов в модуляции функции ан-
тигенсвязывания [4, 9]. Возможно, что два эти про-
цесса, антигенсвязывание и антителообразование,

по-разному реагируют на со-медиаторы симпати-
ческой нервной системы. Нами было показано, что
при неглубоком охлаждении, когда повышение
концентрации НА в крови значительно меньше,
чем при глубоком [5], наблюдается стимуляция ан-
тигенсвязывания с участием α-адренорецепторов.
При глубоком охлаждении и более значительном вы-
бросе НА в кровь, происходит угнетение антигенсвя-
зывания, но уже с участием β-адренорецепторов [9].
Антителообразование при неглубоком охлаждении
также стимулируется, а при глубоком – угнетается,
но это угнетение, как показывают результаты насто-
ящей работы, связано уже не с НА, а с АТФ и Р2Х
пуринергическими рецепторами. Следовательно,
можно полагать, что при активации симпатиче-
ской нервной системы два со-медиатора НА и АТФ
преимущественно регулируют разные компоненты
иммунного ответа организма.

Интересно также отметить, что в механизмах фор-
мирования терморегуляторных реакций, НА и АТФ
также регулируют разные составляющие терморегу-
ляторного ответа на холод. НА преимущественно
влияет на сосудистую реакцию, несократительный
термогенез и первую срочную фазу метаболического
ответа, тогда как АТФ ответственна за сократитель-
ный мышечный термогенез – дрожь [39].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании полученных результатов и преды-

дущих исследований, а также данных литературы
можно представить следующую схему развития ре-
акции организма на глубокое охлаждение (рис. 5).
Внешнее холодовое воздействие активирует перифе-
рические кожные терморецепторы через термочув-
ствительные ионные каналы (например, TRPM8,
TRPА1). Термосенсоры посылают сигнал в струк-
туры мозга, где формируется эфферентный сигнал,
который стимулирует симпатическую нервную си-
стему. Со-трансмиттеры симпатической нервной
системы норадреналин (НА) и АТФ действуют на
эффекторные органы, вызывая констрикцию кож-
ных кровеносных сосудов через α-адренорецепто-
ры, усиливая активность бурой жировой ткани и
повышая эффект теплового сокращения мышц,
через β-адренорецепторы, усиливая терморегуля-
торную активность скелетных мышц (дрожь) и
угнетая антителообразование клеток (АОК) селе-
зенки через Р2Х-рецепторы. В то же время НА и
АТФ воздействуют на кожные термочувствитель-
ные афференты через Р2Х и адренорецепторы, из-
меняя их чувствительность к температуре и осу-
ществляя, таким образом, обратную связь с пери-
ферическими афферентами.

Таким образом, и прежние данные, и результа-
ты настоящего исследования демонстрируют нали-
чие разных путей реализации у со-медиаторов сим-
патической нервной системы, т.е. АТФ и НА, воздей-
ствуя на различные компоненты, обусловливают

Рис. 5. Схема развития реакций организма на внешнее
охлаждение. Переработано и дополнено из [40]. Факты,
установленные в настоящем исследовании, подчеркну-
ты. АОК – антителообразующие клетки.
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комплексную регулируемую эффекторную реакцию.
Уточнение роли каждого из со-медиаторов симпати-
ческой нервной системы в эффекторных реакциях
требует дополнительных исследований.
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MEDIATORS OF THE SYMPATHETIC NERVOUS SYSTEM ATP 
AND NORADRENALINE IN THE MODULATION OF ANTIBODY 

FORMATION DURING DEEP COOLING OF THE ORGANISM
T. V. Kozyrevaa,# and E. S. Meytaa,##

aScientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, Novosibirsk, Russia
#e-mail: kozyrevatv@neuronm.ru;

##e-mail: meytaes@neuronm.ru

In experiments on rats, the participation of co-mediators of the sympathetic nervous system in the suppressive
effect of deep cooling on the antibody-forming function of the spleen was studied. Studied: 1) the effect of deep
cooling (decrease in deep temperature by 3–4°С), 2) the introduction of the mediator of the sympathetic nervous
system norepinephrine (NE, 1 mg/ml), 3) its co-transmitter ATP (0.01 mg/ml and 10 mg/ml) and 4) P2X-puri-
nergic receptor blocker PPADS on the number of antibody-forming cells of the spleen in response to immuniza-
tion with sheep erythrocytes. Deep cooling as well as ATP inhibited, while NE stimulated antibody formation in
the spleen. Blockade of P2X-purinergic receptors by PPADS stimulated antibody formation in the norm. Against
the background of blockade of P2X-purinergic receptors, the inhibitory effect of ATP and deep cooling on anti-
body formation was not manifested. The results obtained indicate the opposite effects of co-mediators of the
sympathetic nervous system on antibody formation in the spleen and suggest that the inhibitory effect of cold on
antibody formation in the spleen occurs with the participation of ATP through P2X-purinergic receptors.

Keywords: cold, norepinephrine, ATP, immune response, P2X purinergic receptor blocker, PPADS
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