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Макрофаги являются ключевыми клетками тимуса, которые принимают участие в антигеннезави-
симой дифференцировке Т-лимфоцитов и их дальнейшей селекции. По уровню макрофагов можно 
судить об изменении функций исследуемого органа. Селен является незаменимым микроэлементом, 
который входит в состав множества белков и ферментов, обеспечивающих цитопротективное, анти-
мутагенное и антиканцерогенное действие. Также он играет значительную роль в функционирова-
нии иммунной системы, увеличивая активность естественных киллеров, продукцию интерлейкинов 
и стимулируя фагоцитоз. Главная цель данного исследования — изучение реакции макрофагов ти-
муса на фоне приёма селена и введения химического канцерогена. В ходе эксперимента выявлено 
увеличение уровня CD68-положительных клеток у всех опытных животных, получавших селен, 
канцероген и при сочетанном влиянии этих факторов, что может быть связано с иммуностимулиру-
ющим действием селена.
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Macrophages are the key thymic cells that take part in the antigen-independent differentiation of T-lympho-
cytes and their further selection. The level of macrophages indicates changes in the functions of the organ 
under study. As an essential trace element, selenium is part of a variety of proteins and enzymes, which 
perform cytoprotective, antimutagenic, and anticancerogenic action. Selenium also plays a signifi cant role 
in the functioning of the immune system, increasing the activity of natural killers, production of inter-
leukins, and stimulation of phagocytosis. This study was aimed at investigating the response of thymic 
macrophages to the administration of selenium and a chemical carcinogen. During the experiment, an 
increase in the level of CD68-positive cells was revealed in all experimental animals receiving selenium 
and a carcinogen, as well as under their combined action. The observed effects were assumed to be related 
to the immune-stimulating effect of selenium.
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Введение
Макрофаги играют одну из главных ро-

лей в регуляции работы иммунной системы, 
относятся к клеткам врождённого иммуни-
тета и выполняют в организме большое ко-
личество функций, что возможно в связи 
с их гетерогенностью и пластичностью [10]. 
Это клетки гемопоэтического происхожде-
ния, которые определяются практически 
во всех органах и тканях организма, — 
клетки Купфера в печени, альвеолярные 
макрофаги в лёгких, остеокласты в костной 
ткани и т. д., и составляют 10–15% от об-
щего количества клеток. Несмотря на мор-
фологическое и функциональное разно-
образие макрофагов, выполняемые ими 
функции универсальны [20]. Они участву-
ют в формировании архитектуры тканей, 
их ремоделировании и репарации, поддер-
жании тканевого гомеостаза, фагоцитозе 
апоптотических клеток, иммунном ответе 
на поступающие в организм чужеродные 
агенты [11]. Благодаря широкому спектру 
функций макрофагов их можно рассматри-
вать одним из главных элементов, опреде-
ляющих роль остальных клеток иммунной 
системы. Существует понятие о системе 
мононуклеарных фагоцитов, к которым 
относятся моноциты, тканевые макрофаги 
и клетки-предшественники [13]. 
Уровень макрофагов может изменяться 

путём дифференцировки циркулирующих 
моноцитов при участии макрофагаль-
ного колониестимулирующего (M-CSF) 
и гранулоцитарно-макрофагального коло-
ниестимулирующего фактора (GM-CSF) 
[9]. При участии M-CSF моноциты диф-
ференцируются в макрофаги с противово-
спалительным фенотипом про-М2, а GM-

CSF приводит к образованию макрофагов 
с провоспалительным фенотипом про-М1 
[7]. Про-М1 и про-М2 становятся макро-
фагами 1-го и 2-го типа при воздействии 
многообразных факторов [19]. Макрофаги 
1-го типа секретируют интерлейкин-1β, ин-
терлейкин-6, фактор некроза опухоли, уча-
ствуют в развитии Th1-опосредованных 
иммунных реакций, обеспечивающих 
устойчивость к внутриклеточным пато-
генам и опухолям. Макрофаги 2-го типа 
экспрессируют маннозные и галактозные 
рецепторы, принимают участие в развитии 
Th2-опосредованных иммунных реакций, 
в ограничении воспаления, иммунорегуля-
ции, ремоделировании тканей и ангиогене-
зе [17].
Селен относится к эссенциальным ми-

кроэлементам и играет одну из главных 
ролей в широком спектре физиологических 
процессов, включая и иммунные реакции. 
Ферменты, содержащие в своём соста-
ве селен, обладают антиканцерогенным 
действием за счёт подавления экспрессии 
онкогенов, ингибирования активности 
протеинкиназы С, торможения процес-
сов ангиогенеза, повышения активности 
противоопухолевых клонов естественных 
киллеров, стимуляции продукции интер-
лейкина-1 и интерлейкина-2 [4, 15, 16]. 
Селен обладает иммуностимулирующим 
действием, что измеряется широким спек-
тром параметров, включая пролиферацию 
Т-клеток, активность NK-клеток, функции 
врождённых иммунных клеток [8]. Селен 
влияет на воспалительную сигнальную 
способность и антипатогенную активность 
макрофагов. Селен индуцирует переключе-
ние в активации макрофагов с фенотипа М1 
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на противовоспалительный фенотип М2 
[12]. Результаты исследований показали, 
что селен и селенопротеины регулируют 
миграцию и процессы фагоцитоза в макро-
фагах [5]. 
В настоящее время известно более ты-

сячи веществ, относящихся к химиче-
ским канцерогенам. Одним из них явля-
ется уретан, который классифицирован 
Международным агентством по изучению 
рака как «вероятный канцероген для че-
ловека» — группа 2А. Уретан, или этило-
вый эфир карбаминовой кислоты в насто-
ящее время используется в химической 
промышленности в качестве растворителя 
для различных органических материалов, 
при производстве пестицидов и фумиган-
тов, является промежуточным продуктом 
при производстве органических химикатов, 
фармацевтических препаратов, необходим 
при получении аминосмол и при проведе-
нии исследований в биохимических лабо-
раториях. В экспериментальных моделях 
под влиянием уретана у крыс и мышей раз-
вивается рак лёгкого [14].

CD68 является членом семейства лизо-
сомальных и эндосомально-ассоциирован-
ных мембранных гликопротеинов, который 
в высокой степени экспрессируется моно-
цитами человека и тканевыми макрофагами. 
Белок в основном локализуется в лизосомах 
и эндосомах, меньшая часть циркулирует 
на клеточной поверхности. Это интеграль-
ный мембранный белок типа I с сильно гли-
козилированным внеклеточным доменом, 
который связывается с тканеспецифиче-
скими и органоспецифическими лектина-
ми или селектинами. Белок также является 
членом семейства рецепторов-мусорщиков, 
стимулирующих фагоцитоз, привлечение 
и активацию макрофагов [6].

Цель исследования — изучить ре-
акцию макрофагов тимуса у крыс на фоне 
приёма селена и введения химического кан-
церогена. 

Материалы и методы
Работа выполнена на 32 крысах-самцах 

Wistar исходной массой 120–150 г, получен-
ных из вивария медицинского факультета 
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный 
университет им. И.Н. Ульянова». Возраст 
животных на начало эксперимента состав-
лял 2 мес. Исследование было одобрено 
на заседании локального этического коми-
тета ФГБОУ ВО «Чувашский государст-
венный университет им. И.Н. Ульянова». 
На протяжении всего эксперимента жи-
вотных содержали в стандартных услови-
ях вивария, в соответствии с ГОСТ 33216-
2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила 
содержания и ухода за лабораторными 
грызунами и кроликами», ГОСТ 33215-
2014 «Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными. Правила 
оборудования помещений и организации 
процедур». Все действия, предусматри-
вавшие контакты с экспериментальными 
животными, проводились с соблюдением 
международных принципов Хельсинкской 
декларации о гуманном отношении к жи-
вотным (2008) и Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов или в иных на-
учных целях (1986).
Крысы были разделены на четыре груп-

пы. Первая (n=7) — интактная. Вторая 
(n=8) — животные после приёма селена 
с питьевой водой в дозировке 20 мкг/кг 
массы тела в сутки в течение 1 мес. (кур-
совой приём селена). Третья (n=8) — сам-
цы с однократным внутрибрюшинным 
введением уретана в дозировке 1,0 г/кг 
массы тела. Четвёртая (n=9) — животные, 
которых ежедневно в течение месяца пои-
ли водой с селеном в дозировке 20 мкг/кг 
массы тела с последующим однократным 
внутрибрюшинным введением уретана 
в дозе 1,0 г/кг массы тела. Доза селена была 
выбрана как средняя профилактическая, 
исходя из имеющихся данных научных ис-
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следований [1–3]. Дозировка уретана была 
выбрана из того расчёта, чтобы она обеспе-
чивала развитие опухоли лёгкого у экспери-
ментальных животных [18, 21].
Выведение животных из эксперимента 

проводилось через 30 дней после введения 
канцерогена и окончания приёма селена 
путём цервикальной дислокации с приме-
нением телазола из расчёта 15 мг/кг вну-
тримышечно. Объектом исследования слу-
жил тимус. Тимус крыс опытной группы 
сравнивался с тимусом интактных живот-
ных соответствующего возраста. В экспе-
рименте участвовали только те животные, 
у которых при однократном введении уре-
тана были обнаружены изменения в ткани 
лёгких, верифицированные классическими 
общегистологическими методами исследо-
вания. 

Материалы и методы
Измерение массы тела крыс и массы ти-

муса проводили с помощью порционных 
весов SW-02 и электронных лабораторных 
весов серии «Эва» Ска-120В.
Осуществлялась окраска гематоксилином 

и эозином с последующей морфометрией 
коркового и мозгового вещества тимуса.
Использовался иммуногистохимиче-

ский метод с применением моноклональ-
ных антител к кластеру дифференцировки 
68-го типа (CD68) для идентификации ма-
крофагов в структурах тимопоэтического 
и нетимопоэтического микроокружения 
долек тимуса («Leica», Великобритания). 
Материал фиксировали 10%-ным ней-
тральным формалином в течение 24 ч, зали-
вали в парафин, готовили срезы толщиной 
4 мкм, которые наносили на высокоадгезив-
ные стёкла и высушивали при температуре 
37 °С в течение 18 ч. Восстановление анти-
генной активности проводили в цитратном 
буфере рН=6,0 в автоклаве при температу-
ре 96 °С в течение 20 мин с последующим 
остыванием в течение 90 мин. Для выяв-
ления иммуногистохимических реакций 

в работе применялась система визуализа-
ции Leica ChromoPlexTM 1 Dual Detection 
for BOND. C целью внутреннего контроля 
реакции использовали неиммунизирован-
ную кроличью сыворотку. Результаты реак-
ций оценивали с применением микроскопа 
МИКРОМЕД 3 ЛЮМ. Положительной 
реакцией на CD68 считали коричневую 
окраску цитоплазмы клеток. Площадь им-
муногистохимической реакции оценивали 
методом автоматического выделения и под-
счёта площади интересующего цветового 
спектра (окрашенного DAB) по отношению 
к площади снимка. Полученные числовые 
значения переводились в процентное отно-
шение к общей площади снимка.
Электронная микроскопия — исследо-

вание ультратонких срезов тимуса толщи-
ной 60–80 нм методом просвечивающей 
электронной микроскопии проводилось 
в HRTEM режиме на просвечивающем 
электронном микроскопе Hitachi HT 7700 
Exalens при ускоряющем напряжении 
100 кэВ с разрешением 0,144 нм.
Компьютерная морфометрия — изме-

рение площади мозгового и толщины 
коркового вещества тимуса выполнено 
с применением лицензионной программы 
«Микро-Анализ» (Россия).
Статистическую значимость получен-

ных данных определяли по t-критерию 
Стьюдента. Данные представляли в виде 
средней арифметической величины (M) 
и её средней ошибки (m). Корреляционный 
анализ проводился по непараметрическому 
критерию Вилкоксона — Манна — Уитни.

Результаты исследований
При патоморфологическом исследова-

нии препаратов лёгких у крыс, получавших 
в течение 30 дней селен, не обнаружено 
отличий от лёгких животных интактной 
группы. Через 30 дней после однократно-
го введения уретана выявлено полнокровие 
ткани лёгкого, периваскулярное скопление 
лимфоцитарных клеток. При сочетанном 
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воздействии селена и канцерогена наблю-
далось выраженное полнокровие лёгких. 
При проведении эксперимента не было 

зафиксировано достоверного увеличения 
массы крыс по сравнению с интактными жи-
вотными, но отмечалось достоверное уве-
личение массы тимуса у крыс во всех опыт-
ных группах (табл. 1). Корреляционный 
анализ показал отрицательную связь меж-
ду массой тимуса интактных крыс и полу-
чавших селен (r=–0,997; p<0,05), а также 
при сочетанном воздействии двух факторов 
(r=–0,997; p<0,05). Положительная корре-
ляция отмечается при однократном введе-
нии канцерогена (r=0,999; p<0,05).
У крыс, получавших селен в течение 

1 мес., паренхима тимуса отчётливо раз-
делена соединительнотканными септами 
на дольки округлой или полигональной 
формы с выраженной границей между кор-
ковым и мозговым веществом, отмечается 
расширение и полнокровие сосудов мозго-
вого вещества. Анализ проведённой мор-
фометрии выявил достоверное увеличение 
площади мозгового вещества по сравнению 
с интактной группой в 9,5 раза. Отмечается 
достоверная отрицательная корреляционная 
связь между толщиной коркового вещества 
тимуса интактных животных и получавших 
курсовой приём селена (r=–0,994; p<0,05). 
На фоне введения уретана происходят 

изменения в цитоархитектонике тимуса. 
Появляются дольки пальцевидной или пря-
моугольной формы. Достоверных измене-

ний толщины коркового и площади мозго-
вого вещества не обнаружено.
При сочетанном воздействии двух факто-

ров строение тимуса отличается от тимуса 
интактных крыс значительным увеличени-
ем площади мозгового вещества в 17 раз.
При иммуногистохимическом исследова-

нии тимуса выявлено изменение экспрес-
сии клеток СD68 во всех опытных группах 
по сравнению с интактными животными. 
В тимусе крыс, получавших селен, увели-
чивается количество CD68+-клеток в корко-
вом веществе в 5,5 раза, в мозговом веще-
стве — в 2 раза. Определяется достоверная 
отрицательная корреляционная связь меж-
ду корковым веществом тимуса интактных 
животных и получавших курсовой приём 
селена (r=–0,972; p<0,05). 
Экспрессия CD68+-макрофагов в корко-

вом и мозговом веществе превышает значе-
ния интактных животных в 2,5 раза у крыс 
с однократным внутрибрюшинным введе-
нием уретана. Высчитывается достоверная 
отрицательная корреляционная связь меж-
ду площадью мозгового вещества тимуса 
интактных животных и получивших вну-
трибрюшинно уретан (r=–0,994; p<0,05). 
У животных с сочетанным воздействи-

ем селена и канцерогена количество CD68-
положительных макрофагов увеличивается 
в 1,6 раза в корковом и мозговом веществе 
по сравнению с крысами контрольной груп-
пы. При этом отмечается достоверная от-
рицательная корреляционная связь между 

Таблица 1. Масса крыс и тимуса, площадь мозгового и толщина коркового вещества тимуса в интактной 
и опытных группах
Table 1. Mass of rats and the thymus, area of the medulla and thickness of the thymus cortex in the intact and experi-
mental groups

  П  оказатель Интактные Введение селена Введение 
уретана

Сочетанное 
влияние двух 
факторов

Масса крысы, г 268,33±8,3 241,3±1,2 181,5±0,5 255,5±11,3
Масса тимуса, мг 109,5±22,04 192,35±9,25* 248,95±16,15* 241,1±33,1*

Площадь мозгового вещества, 
мкм2×103 31413±3731,05 298796,4±26365,79* 199494±51363,12 531751,3±44134,18*

Толщина коркового вещества, мкм 266,7±20,05 253,58±7,65 342,68±61,12 333,183±54,77
Примечание: * — p<0,01 по сравнению с показателями у интактных крыс.
Note: * — p<0.01 compared to intact rats.
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корковым (r=–0,826; p<0,05) и мозговым 
(r=–0,933; p<0,05) веществом тимуса интакт-
ных животных и получавших селен и уретан.
По результатам электронной микроско-

пии тимус крыс, получавших селен, по сво-
ей организации не отличается от тимуса 
животных интактной группы. 
Ультрамикроскопическое исследование 

тимуса у крыс с введением уретана показало 
увеличение количества митохондрий со свет-
лым матриксом до 8–10 шт. и большое коли-
чество электронно-прозрачных включений — 
10–12 шт. в одной клетке. Визуализируются 
апоптотические тельца. У всех клеток отме-
чается нечёткий контур плазмолеммы.
При сочетанном воздействии селена 

и канцерогена определяется 6–8 мито-
хондрий в одной клетке. Присутствует 
7–8 электронно-прозрачных включений.

Обсуждение результатов
Таким образом, нами выявлено, 

что на фоне приёма селена происходят до-
стоверные изменения размеров корково-
го и мозгового вещества тимуса, а также 
количества CD68+-клеток, что, возможно, 
связано с изменениями микроциркуляции 
в исследуемом органе, приводящими к уси-
лению миграции макрофагов, и это обеспе-
чивает иммуностимулирующее действие 
данного микроэлемента. Уретан относит-
ся к химическим канцерогенам, и при его 
попадании в организм увеличение уровня 
макрофагов связано с их фагоцитирую-
щей и антиген-презентирующей функцией. 
Изменение уровня CD68-положительных 
макрофагов при сочетанном воздействии 
селена и уретана может быть обусловлено 
усилением апоптоза повреждённых клеток.
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