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Аннотация. Цель – изучение распределения популяций тучных клеток в легких и селезенке в 
зависимости от экспрессии ими протеаз в норме и разные сроки моделируемой гипоксической гипоксии. 
Материал и методы. Гипоксическую гипоксию моделировали на 87 белых беспородных крысах-самцах 
с использованием затравочных камер объемом 200 литров. Животные находились в экспериментальных 
условиях четыре месяца, выведение животных из эксперимента осуществлялось через 30, 60, 90 и 120 су-
ток. После выведения животных из эксперимента извлекались легкие и селезенку фиксировали в 10% 
нейтральном буферном растворе формалина «Labiko». Препараты легких и селезенки окрашивали гема-
токсилином и эозином, по Ван-Гизон. Для иммуногистохимических исследований применяли панель мо-
ноклональных антител: Anti-Mast Cell Tryptase antibody, Anti-Mast Cell Chymase antibody. Результаты. 
При моделировании гипоксии в структурах легких на сроках 30 и 60 суток увеличивалось содержание 
преимущественно триптаза-положительных клеток, а к 90-м и 120-м суткам – химаза-положительных. К 
концу экспериментального воздействия численность триптаза-позитивных клеток увеличивалась в 3 раза, 
а химаза-позитивных – в 7,7 раз по сравнению с контролем. По мере увеличения срока эксперимента в 
селезенке увеличивалось присутствие триптаза-положительных клеток в 3,5 раза, химаза-положительных 
клеток – в 7 раз в структурах красной и белой пульпы. Заключение. На фоне формирования хрониче-
ской гипоксической гипоксии в организме лабораторных животных происходит перераспределение туч-
ных клеток, экспрессирующих триптазу и химазу. Отмечено наиболее существенное увеличение числа 
химаза-позитивных тучных клеток как в легких, так и в селезенке. 
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Abstract. The aim of research was to study the distribution of mast cell populations in the lungs and 
spleen depending on their expression of proteases in normal conditions and different periods of simulated hy-
poxic hypoxia. Material and methods. Hypoxic hypoxia was modeled on 87 outbred male rats using 200 liter 
chambers. The animals were under experimental conditions for four months. Rats were removed from the ex-
periment after 30, 60, 90 and 120 days. After the animals were removed from the experiment, the lungs and the 
spleen  were  removed and fixed in 10%  neutral buffer solution of Labiko formalin. Lung and spleen preparations  
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were stained with hematoxylin and eosin and according to Van Gieson. For immunohistochemical studies, a 
panel of monoclonal antibodies was used: Anti-Mast Cell Tryptase antibody, Anti-Mast Cell Chymase antibody. 
Results. When modeling hypoxia in the structures of the lungs at the terms of 30 and 60 days, the content of 
predominantly tryptase-positive cells increased, and by the 90th and 120th days, the content of chymase-positive 
cells increased. By the end of the experimental exposure, the number of tryptase-positive cells increased by 
3 times, and chymase-positive – by 7,7 times compared with the control. As the duration of the experiment in-
creased, the presence of tryptase-positive cells in the spleen increased by 3,5 times, chymase-positive cells – by  
7 times in the structures of the red and white pulp. Conclusion. During the formation of chronic hypoxic hy-
poxia in the body of laboratory animals, there is a redistribution of mast cells expressing tryptase and chymase. 
The most significant increase in the number of chymase-positive mast cells was noted both in the lungs and in 
the spleen. 
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Введение 
 

В процессе осуществления хозяйствен-
но-производственной деятельности человек 
постоянно сталкивается с возрастающим 
влиянием различных биотических (вирусов, 
бактерий) и абиотических (физических, хи-
мических) факторов [7]. Наиболее восприим-
чивой, вследствие постоянного контакта с ан-
тигенами, находящимися во вдыхаемом воз-
духе, считают дыхательную систему и ее кле-
точные компоненты [3, 4, 6, 10, 11, 12, 16, 17, 
19]. Постоянная антигенная стимуляция 
вредными производственными и биотиче-
скими факторами сопровождается угнетением 
естественных адаптивных и компенсаторных 
реакций, повреждением эпителия дыхатель-
ных путей [15, 18, 20] и снижением регенера-
торного потенциала как бронхиального, так и 
альвеолярного эпителиального барьеров [5, 
10, 22, 23]. Важную роль в восстановительных 
процессах играют клетки иммунной системы: 
лимфоциты, макрофаги, тучные клетки (ТК) 
[14]. ТК способны регулировать значительное 
число процессов в органах и тканях, в том 
числе, в органах иммунной системы. Их го-
меостатическая функция связана с влиянием 
на окружающие клеточные и внеклеточные 
элементы; иммунная – с участием в иммун-
ных и воспалительных процессах; иммунопа-
тологическая – ассоциирована с анафилакси-
ей, гиперчувствительностью и другими пато-
логическими процессами [2]. Направленность 
функциональной активности и степень ее 
проявления будет напрямую зависеть от дей-
ствующего раздражающего агента и выделяе-
мых ТК медиаторов [1, 21]. Различают пресин-
тезированные, а также выработанные после 
дополнительной стимуляции медиаторы. 
Наибольший интерес представляют протеазы, 
относящиеся к пресинтезированным биоло-
гически активным веществам. У человека в 
соответствии с основными типам протеаз раз-
личают триптаза-положительные и химаза-
положительные ТК, а также с коэкспрессией 
обеих протеаз. 

Целью исследования стало изучение 
распределения популяций тучных клеток в 

легких и селезенке в зависимости от экспрес-
сии ими вида протеаз в норме и разные сроки 
моделируемой гипоксической гипоксии. 
 

Материал и методы исследования 
 

Экспериментальное исследование было 
проведено на 87 белых беспородных крысах 
самцах в соответствии с международными 
стандартами и Правилами надлежащей лабо-
раторной практики, утвержденные Приказом 
Минздрава России №199н от 01 апреля 2016 г. 
«Об утверждении правил надлежащей лабо-
раторной практики», о чем имеется заключе-
ние локального этического комитета (прото-
кол №3 от 27.12.2021 г). Выведение животных 
из эксперимента проводилось с помощью рас-
твора этаминала натрия в дозе 40 мг/кг веса 
животного. Согласно методическим рекомен-
дациям по биомедицинскому изучению анти-
гипоксической активности лекарственных 
средств (2017), гипоксическую гипоксию мо-
делировали с использованием специальных 
затравочных камер производства Московско-
го института профзаболеваний и гигиены тру-
да им. Ф.Ф. Эрисмана объемом 200 литров с 
контролируемым составом воздушно-газовой 
смеси [19]. Животных помещали в условия 
камеры, далее по мере потребления живот-
ными кислорода, его содержание во вдыхае-
мом воздухе снижалось до 17,5% [8]. В качест-
ве поглотителя выделяющегося углекислого 
газа использовали натронную известь. Жи-
вотных помещали в условия обедненной ки-
слородной смеси на четыре часа в день, в те-
чение пяти дней в неделю. Эксперимент 
длился четыре месяца, выведение животных 
осуществлялось с периодичностью 1 раз в ме-
сяц – через 30, 60, 90 и 120 суток. Была выде-
лена контрольная группа (n=17). Особей кон-
трольной группы помещали в камеру в анало-
гичном временном режиме, но с обычным 
составом воздуха. После выведения животных 
из эксперимента извлекали легкие и селезен-
ка и помещали в 10% нейтральный буферный 
раствор формалина фирмы «Labiko». Препа-
раты легких и селезенки окрашивали гема-
токсилином и эозином, по Ван-Гизон. 
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Для иммуногистохимических исследований 
парафиновые гистологические срезы готови-
ли на микротоме LEICA RM 2255 (Германия) 
толщиной 5 мкм. Препараты окрашивали при 
помощи иммуногистостейнера Leica 
Microsystems Bond™ (Германия). В качестве 
первичных антител применяли следующую 
панель моноклональных антител: Anti-Mast 
Cell Tryptase antibody (разведение 1:100, клон 
EPR9522, Abcam, Великобритания), Anti-Mast 
Cell Chymase antibody (разведение 1:100, клон 
CC1, Abcam, Великобритания). Для окрашива-
ния использовали непрямую стрептавидин-
биотиновую систему детекции Leica BOND 
(Novocastra™, Германия). Демаскировка анти-
генов проводилась аппаратно путем тепловой 
демаскировки антигенов в буферах с рН 6,0 и 
9,0. Исследование и визуализацию препара-
тов проводили с использованием микроскопа 
Zeiss Axio Scope A1 (Германия) и цифрового 
сканера микропрепаратов Leica Aperio CS2 со 
специализированным программным обеспе-
чением управления настройками и захвата 
изображения. Учитывали умеренное и выра-
женное иммуногистохимическое окрашива-
ние. Статистическую обработку полученных 
результатов проводили с использованием ли-
цензионной программы «Microsoft Excel» из 
пакета MS Office 2016 в среде Windows 10. 
Проверка полученных данных на нормаль-
ность распределения изучаемых признаков 
проводилась путем определения параметров 
«СКОС» и «ЭКСЦЕСС» в разделе «аргументы 
функции» программы «Microsoft Excel». Для 
определения достоверности различия средних 
величин использовали однофакторный дис-
персионный анализ. Различия считались ста-
тистически значимыми при p<0,001. 
 

Результаты и их обсуждение 
 

В работе использовалась классифика-
ция ТК, основанная на типах сериновой про-
теазы, содержащейся в секреторных гранулах. 
Несмотря на то, что эта классификация ис-
пользуется в отношении ТК человека, мы на-
шли возможным выделить соответствующие 
типы ТК у лабораторных животных. Это стало 
возможным благодаря тому, что в ряде работ 
проведена параллель между классификация-
ми ТК по содержанию протеаз и по их пре-
имущественной локализации (соединитель-
нотканные и слизистые), которую использу-
ют, в основном, описывая ТК у крыс [2, 13]. 

Иммуногистохимический анализ экс-
прессии маркеров к триптазе и химазе прово-
дили изолированно, соответственно группа 
ТК с одновременным содержанием химазы и 
триптазы не учитывалась. Определение лока-
лизации ТК с изолированным содержанием 
протеаз связано с отличием реализуемых ими 
эффектов. Были обнаружены следующие осо-
бенности распределения триптаза- и химаза-

положительных ТК в контрольной группе ла-
бораторных животных. 

Единичные триптаза-положительные 
клетки располагались, в основном, периброн-
хиально или периваскулярно. Гранулы в 
триптаза-позитивных клетках имели четкие 
контуры, химаза-положительные клетки были 
обнаружены в межальвеолярных перегород-
ках. Секретом этих клеток также демонстри-
ровал плотную гранулированную форму. 

На фоне моделируемой гипоксической 
гипоксии в структурных компонентах легких 
было выявлено увеличение количества 
ТК (табл. 1). Наиболее выраженные измене-
ния распределения триптаза-положительных 
клеток определялись на 60-е сутки. Они обра-
зовывали скопления вокруг бронхов и крове-
носных сосудов. Однако необходимо отметить, 
что на 60-е сутки содержащаяся в гранулах 
триптаза плотно упакована. К 90-м и 120-м 
суткам присутствовали участки в составе пе-
рибронхиальных и периваскулярных клеточ-
ных скоплений, где маркер располагается 
диффузно, что свидетельствовало о деграну-
ляции ТК и выходе протеазы во внеклеточное 
пространство. 

В отличие от динамики распределения 
триптаза-положительных клеток увеличение 
количества химаза-положительных клеток 
происходило только к 90-м и 120-м суткам, и 
уже с 90-х суток химаза выявлялась, в основ-
ном, диффузно в перибронхиальном и пери-
васкулярном интерстиции, преимущественно 
в клеточных скоплениях вокруг сосудов и 
бронхов. Была отмечена особенность распо-
ложения триптаза- и химаза-положительных 
клеток по отношению к друг другу. Так, при 
увеличении срока моделируемой гипоксии 
отмечалось сближение химаза-позитивных 
клеток друг с другом. 

В белой пульпе селезенки животных 
контрольной группы встречались единичные 
триптаза-позитивные клетки на границе меж-
ду лимфоидным узелком и маргинальной зо-
ной, а также в периартериальной зоне. 
В красной пульпе они располагались, в основ-
ном, по ходу маргинального синуса, то есть на 
границе с белой пульпой, а также по краям 
пульпарных синусов. Что касается химаза-
положительных клеток, то эта разновидность 
ТК встречалась либо на границе с красной 
пульпой, либо единично в составе маргиналь-
ной зоны. Оба вида протеаз располагались 
внутриклеточно и были плотно упакованы в 
гранулах. Таким образом, в контрольной 
группе животных присутствовали гранулиро-
ванные формы ТК с преимущественным со-
держанием триптаз (табл. 2). 

В группе животных с моделируемой ги-
поксией по мере увеличения срока экспери-
мента происходило увеличение числа трипта-
за-позитивных клеток, причем во всех изу-
чаемых зонах. Появлялась эта разновидность 
ТК в структурах лимфоидного узелка к 
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Таблица 1 / Table 1 
Объем популяции тучных клеток в структурных компонентах легких  

лабораторных животных на 1 мм2 

The volume of the mast cell population in the structural components of the lungs  
of laboratory animals per 1 mm2 

 

Срок эксперимента Триптаза-позитивные ТК Химаза-позитивные ТК 
Контроль (n=17) 27,4 ± 1,8 12,7 ± 1,2 

Изолированная нормобарическая гипоксическая гипоксия 
30 суток (n=18) 31,7 ± 3,1 16,7 ± 1,8 
60 суток (n=18) 62,3 ± 3,0* 27,2 ± 2,3* 
90 суток (n=16) 74,6 ± 3,8* 75,3 ± 3,9* 
120 суток (n=18) 83,2 ± 2,1* 98,2 ± 2,8* 

Примечание: * – статистически значимые различия с контролем, р<0,001. 
Note: * – statistically significant differences with control, p<0,001. 
 

Таблица 2 / Table 2 
Объем популяции тучных клеток в структурах селезенки лабораторных животных на 1 мм2 

The volume of the mast cell population in the structures of the spleen of laboratory  
animals per 1 mm2 

 

Срок эксперимента Триптаза-позитивные ТК Химаза-позитивные ТК 
Контроль (n=17) 23,2 ± 2,6 14,7 ± 1,8 
30 суток (n=18) 30,4 ± 4,2 18,3 ± 3,8 
60 суток (n=18) 54,9 ± 4,8* 57,4 ± 4,3* 
90 суток (n=16) 71,3 ± 5,2* 86,3 ± 5,7* 
120 суток (n=18) 82,2 ± 4,1* 102,5 ± 6,8* 

Примечание: * – статистически значимые различия с контролем, р<0,001. 
Note: * – statistically significant differences with control, p<0,001. 
 
60-м суткам эксперимента: и в герминатив-
ном центре, и в мантийной зоне, встречалась в 
периартериальной зоне. Интенсивное увели-
чение числа триптаза-положительных клеток 
отмечалось в красной пульпе челезенки. Наи-
большее количество триптаза-положительных 
клеток было зафиксировано к 120-м суткам 
эксперимента. Изменялся характер распреде-
ления протеаз в ТК – они находились, в ос-
новном, в высвобожденном состоянии, то есть 
диффузно. 

При анализе содержания химаза-
положительных клеток было установлено, что 
достоверное увеличение их численности про-
исходило к 60-м суткам. Появлялись химаза-
положительные клетки в структурах белой 
пульпы: в лимфоидных фолликулах, периар-
териальной зоне, и увеличивали свое присут-
ствие в красной пульпе. При этом были выра-
жены признаки дегрануляции. 

Аналогично изменениям в структурных 
компонентах легких, была отмечена похожая 
особенность расположения триптаза- и хима-
за-положительных клеток в структурных ком-
понентах селезенки. По мере увеличения сро-
ка эксперимента расстояние между соседними 
триптаза-позитивными клетками увеличива-
лось, а вот между химаза-позитивными, на-
оборот, уменьшалось. 
 

Заключение 
 

Таким образом, результаты исследова-
ния показали, что на фоне формирования 
хронической гипоксической гипоксии в орга-
низме лабораторных животных происходит 

перераспределение ТК. В легких и селезенке 
численность тучных клеток возрастает. При 
этом количество триптаза-позитивных клеток 
увеличивается в 3,0 раза в структурах легких и 
3,5 раза – в структурах селезенки, а химаза-
позитивных клеток – в 7,7 и 7,0 раз соответст-
венно. Установлено, что усиление процесса 
дегрануляции ТК зависит от продолжитель-
ности моделируемой гипоксии. 
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