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Резюме: Введение. Широкая распространенность соединений хрома и бензола в окружающей среде, связанная с 
работой автотранспорта и промышленности, обусловливает интерес к исследованию данных ксенобиотиков в ус-
ловиях длительного эксперимента. Цель работы – анализ хронического воздействия комбинации хрома и бензола 
на гипоталамо-гипофизарно-адренокортикальную (ГГАКС) и иммунную системы крыс-самцов Вистар. Объект ис-
следования: 80 крыс-самцов Вистар. Методы и подходы. Крысы на протяжении 135 суток вместе с питьевой водой 
получали комбинацию бихромата калия и бензола в дозах, соответствующих одной ПДК. Проведено исследование 
гипоталамуса, гипофиза, надпочечников, тимуса, селезенки с использованием морфометрических, гистологических 
и электронно-микроскопических методов. Для определения экспрессии проапоптотического белка р53 и антиапоп-
тотического белка bcl2 использовали стрептавидин-биотиновый пероксидазный метод. У животных исследовали 
массу тела, тимуса и селезенки, содержание ядросодержащих клеток в тимусе, селезенке, костном мозге и оценивали 
клеточный состав селезенки и костного мозга, а также спонтанную и индуцированную конканавалином А секре-
цию спленоцитами цитокинов ИФНγ, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-10. Результаты. Установлен негативный эффект на функцию 
ГГАКС, выражающийся в активации ее секреторной деятельности, блокировании высвобождения гипоталамичес-
ких нейропептидов на уровне нейрогипофиза и приводящий к ультраструктурным повреждениям нейросекретор-
ных клеток гипоталамуса, аденоцитов гипофиза и клеток коркового вещества надпочечников, а также в увеличении 
программированной гибели тимоцитов. У крыс, подвергнутых данному воздействию, отмечено снижение массы 
тимуса, количества тимоцитов и комплекс структурно-функциональных изменений, свидетельствующих о статусе 
акцидентальной инволюции. Выявлено снижение количества спленоцитов у крыс опытной группы, которое сопро-
вождалось увеличением размеров белой пульпы селезенки. Установлено увеличение индуцированной продукции 
спленоцитами главных иммунорегуляторных цитокинов ИФНγ и ИЛ-4. Выводы. Полученные результаты могут быть 
использованы для анализа нарушений ГГАКС и иммунной системы при профессиональной хронической интокси-
кации у лиц, работающих с бензолом и соединениями хрома, и совместном присутствии данных веществ в произ-
водственной среде.
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Evaluation of Neuroendocrine and Immunological Parameters in Animals Following Chronic 
Combined Exposure to Xenobiotics
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Summary. Background: A high prevalence of chromium and benzene compounds in the environment associated with motor 
vehicle and industrial operations arouses interest in the study of these xenobiotics in a long-term experiment. The objective 
of this work was to analyze effects of a chronic combined exposure to chromium and benzene on the hypothalamic-pitu-
itary-adrenocortical (HPA) and immune systems of male Wistar rats. Materials and methods: Eighty male Wistar rats were 
administered potassium dichromate and benzene with drinking water in doses equaling one maximum permissible concen-
tration (MPC) during 135 days. The hypothalamus, pituitary gland, adrenal glands, thymus, and spleen were then studied 
using morphometric, histological, and electron microscopy methods. The streptavidin-biotin peroxidase method was used to 
determine the expression of pro-apoptotic protein p53 and anti-apoptotic protein bcl2. We also measured the body, thymus 
and spleen weights of animals, nucleated cell counts in the thymus, spleen, and bone marrow and evaluated the cellular 
composition of the spleen and bone marrow as well as spontaneous and concanavalin A-induced secretion of interferon 
gamma (IFN-γ), IL-4, IL-6, and IL-10 cytokines by splenocytes. Results: We established an adverse effect of the exposure on 
the HPA function expressed in the activation of its secretory activity, blocking the release of hypothalamic neuropeptides 
at the level of the neurohypophysis and leading to ultrastructural damage to the neurosecretory cells of the hypothalamus, 
pituitary adenocytes and adrenal cortical cells, as well as in an increase in the programmed death of thymocytes. We also ob-
served a decrease in the thymus weight and thymocyte counts and a complex of structural and functional changes indicating 
the status of its accidental involution in the exposed rats. The revealed decrease in the splenocyte count in the experimental 
group was accompanied by an increase in the size of the white spleen pulp. An increase in the induced production of the 
main immunoregulatory cytokines IFN-γ and IL-4 by splenocytes was found. Conclusion: Our findings can be used to ana-
lyze impairments of the HPA and immune systems in workers with a chronic combined exposure to benzene and chromium 
compounds in the occupational setting.
Keywords: benzene, chromium, rats, hypothalamic-pituitary-adrenocortical and immune systems.
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Введение. Анализ литературных данных 
показывает, что в настоящее время большое 
внимание в токсикологических и экологических 
работах уделяется комплексному исследованию 
хронического воздействия ксенобиотиков как 
на организм человека, так и эксперименталь­
ных животных [1–3]. Одной из таких стратегий 
является оценка хронического комбинирован­
ного действия химических веществ в условиях 
модельного эксперимента. Учитывая широкую 
распространенность соединений хрома и бен­
зола в окружающей среде, связанную с работой 
автотранспорта и промышленности, несом­
ненный интерес представляют исследования 
данных ксенобиотиков в условиях длительного 
эксперимента. Ранее было проведено изучение 
изолированного действия хрома и бензола в 
течение 135 суток на иммунную систему крыс 
Вистар [4, 5]. Наряду с этим является важным 
изучение особенностей морфологических и 
иммунологических параметров организма при 
хроническом комбинированном воздействии 
бензола и хрома в модельном эксперименте [6].

Целью настоящей работы явилась оценка 
длительного комбинированного воздействия 
бензола и хрома на нейроэндокринную и им­
мунную системы крыс Вистар.

Материалы и методы. Экспериментальные 
исследования по изучению влияния бензола, 
бихромата калия и их комбинации проведены на 
80 половозрелых крысах­самцах линии Вистар 
массой 250–300 г. Перед началом эксперимента 
животные содержались в карантине (1 мес.) с 
выбраковкой подозрительных на заболевания 
особей. Все животные, включенные в иссле­
дование, содержались на стандартном пище­
вом рационе и были разделены на 2 группы. 
Животные 1­й группы вместе с питьевой водой 
перорально получали комбинацию бихромата 
калия (из расчета 20 мг/кг/день) и бензола (из 
расчета 0,6 мл/кг/день) в дозах, соответствующих 
одной ПДК1. Животные 2­й группы (контроль) 
содержались в том же виварии и получали воду 
без добавления указанных веществ. Через 135 
суток животные выводились из эксперимента 
декапитацией в соответствии с этическими 
нормами и рекомендациями по гуманизации 
работы с лабораторными животными, отражен­
ными в «Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для 

экспериментальных и других целей» (Страсбург, 
1985). Морфологические исследования прове­
дены на 10 крысах Вистар опытной и 10 крысах 
контрольной групп и включали в себя исследо­
вание гипоталамуса, гипофиза, надпочечников, 
тимуса, селезенки с использованием общепри­
нятых морфометрических, гистологических и 
электронно­микроскопических методов. Для 
определения экспрессии проапоптотического 
белка р53 и антиапоптотического белка bcl2 
использовали стрептавидин­биотиновый пе­
роксидазный метод2. 

Иммунологические исследования проведены 
на 135­й день комбинированного хронического 
воздействия бихромата калия и бензола на 60 
крысах Вистар (30 – опытная группа, 30 – кон­
троль). В соответствии с лабораторными методами 
исследования экспериментальных животных [7] 
определяли массу крыс, тимуса и селезенки, 
содержание ядросодержащих клеток (ЯСК) в 
тимусе, селезенке, костном мозге и оценивали 
клеточный состав селезенки и костного мозга.

Для оценки функциональной активности 
спленоцитов исследовали спонтанную и индуци­
рованную конканавалином А (Кон А) в конечной 
концентрации 5 мкг/мл секрецию цитокинов 
(ИФНγ, ИЛ­4, ИЛ­6, ИЛ­10) в супернатантах 
культур спленоцитов после 24­часовой инку­
бации клеток при 37 °С в атмосфере 5 % СО2 
в полной культуральной среде (RPMI­1640 с 
добавлением 10%­й инактивированной эмбри­
ональной телячьей сыворотки, 2 мМ глутамина 
и 80 мкг/мл гентамицина). Уровень цитокинов 
исследовали в культуральной жидкости мето­
дом ИФА (тест­системы «Bender MedSystems», 
Австрия). Регистрацию результатов прово­
дили на фотометре Multiskan («Labsystems», 
Финляндия). Статистическую обработку прово­
дили с помощью пакета прикладных программ 
STATISTICA 10.0. Соответствие изученных 
параметров нормальному распределению опре­
деляли с помощью критерия Колмогорова –  
Смирнова и описывали средним значением 
M и стандартной ошибкой среднего значения 
m. Независимые группы по количественному 
признаку сравнивали с помощью t­критерия 
Стьюдента. Различия считали статистически 
значимыми при p = 0,05.

Результаты исследования. Cветооптические 
и электронно­микроскопические исследования 

1 ГН 2.1.5.2280–03 «Предельно допустимые концентрации (ПДК) химических веществ в воде водных объектов 
хозяйственно­питьевого и культурно­бытового водопользования». Изм. и доп. к ГН 2.1.5.1315–03. М.: Федеральный 
центр гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора, 2008. 11 с.
2 Киясов А.П. Современные технологии морфологических исследований: Методическое пособие для студентов, 
аспирантов и врачей­патологов. Казань: КГМУ, 2001. 38 с.
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крупноклеточных супраоптических (СО) и 
 паравентрикулярных (ПВ) ядер гипоталамуса 
крыс, а также нейрогипофиза показали значи­
тельную активизацию нейросекреторных клеток 
(НСК) у животных опытной группы (рисунок). 

Это выражалось в увеличении объемов 
цитоплазмы, ядер и ядрышек «светлых», функ­
ционально активных нонапептидергических 
нейронов. Вместе с тем фаза продукции ней­
рогормонов не сопровождалась соответствую­
щим высвобождением секреторных гранул в 
нейрогипофизе экспериментальных животных.

Иммуноцитохимический анализ НСК СО 
и ПВ ядер гипоталамуса (по показателям экс­
прессии проапоптотического протеина р53) 
показал увеличение числа иммунопозитив­
ных клеток. У интактных крыс этот показа­
тель составил 0,22 ± 0,01 промилле (СО) и 
0,24 ± 0,01 (ПВ), в эксперименте через 135 суток 
– 0,95 ± 0,01 и 0,89 ± 0,03 промилле соответствен­
но. Одновременно отмечено уменьшение числа 
bcl2­позитивных клеток. Через 135 суток опыта 
выявлены признаки усиления адренокортикотроп­
ной функции аденогипофиза по сравнению с 
контролем (гипертрофия эндоплазматического 
ретикулума и диктиосом комплекса Гольджи). 
Такая активация носит избыточный характер. У 
опытных крыс отмечены явления кринофагии, 
набухания митохондрий с разрушением крист, 
дискомплексации цитомембран, формирования 
крупных липосом. Таким образом, комбиниро­
ванное воздействие бензола и хрома вызывает не 
только блокирование выделения гипоталамических 
нонапептидов, но и ультраструктурные измене­
ния адренокортикотропоцитов дегенеративного 
характера. Полученные результаты позволяют 
предположить, что комбинированное воздей­
ствие бензола и хрома на организм животных 
может приводить к развитию «апоптотической 
доминанты» в нейросекреторных центрах ги­
поталамуса3.

Гистологическое исследование надпочеч­
ников у крыс, получавших смесь бензола и 
хрома, показало, что усиление секреторной 
деятельности кортикотропоцитов не только 
не сопровождалось адекватной реакцией коры 
надпочечников, но, напротив, отмечалось 
уменьшение протяженности пучковой зоны 
органа (опыт 131,1 ± 1,9 мкм; контроль – 
146,9 ± 5,7 мкм). Это может свидетельствовать 
либо о затруднении выведения кортикотропина 
из аденогипофиза в общий кровоток, либо о 
потере «чувствительности» кортикоцитами 
надпочечников к аденогипофизотропному 
влиянию, либо о сочетании обоих механизмов. 
Определенный вклад в формирование подоб­
ных расстройств регуляторной системы вносит 
описанный нами ранее феномен блокировки 
высвобождения адаптивных гипоталамичес­
ких нонапептидов на уровне нейрогипофиза 
и срединного возвышения гипоталамуса, что 
лимитирует реализацию параденогипофизарного 
пути нейроэндокринной регуляции выработки 
кортикостероидов [8].

Изучение структурно­функциональных 
изменений центральных и периферических 
органов иммунной системы крыс при хрони­
ческом комбинированном воздействии бензола 
и хрома установило снижение массы и числа 
кариоцитов тимуса (табл. 1). Аналогичным 
было уменьшение тимического индекса, а 
также индекса числа ядросодержащих клеток 
в тимусе/масса крысы. В корковом веществе 
долек тимуса крыс опытной группы умень­
шалась плотность тимоцитов на фоне хорошо 
определяемой ретикулоэпителиальной стромы 
органа и нарастании в 2–3 раза числа тимоцитов 
в мозговом веществе. В ретикулоэпителиоцитах 
и тимоцитах (как в корковом, так и мозговом 
веществе долек) появлялись крупные липосомы 
и миелиноподобные структуры. При этом через 
135 суток нарушались  эпителиолимфоцитарные 

3 Ермолина Е.В. Морфофункциональная характеристика гипоталамо­гипофизарно­адренокортикальной и иммун­
ной систем организма экспериментальных животных при воздействии хрома и бензола: автореф. дис. … канд. 
биол. наук. Оренбург, 2013. 26 с.

Рисунок. Размеры функционально активных («светлых») нейросекреторных клеток ядер гипоталамуса крыс Вистар (мкм)
Figure. Dimensions of functionally active (“bright”) neurosecretory cells of the nuclei of the hypothalamus of Wistar rats (µm) 

Примечание: * – обозначены достоверные отличия (р < 0,05) показателей контрольной и опытной групп. 
Note: * – significant differences (p < 0.05) between the indicators of experimental and control groups are indicated.
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контакты. Среди ретикулоэпителиальных клеток 
отмечались явления кариопикноза и кариорек­
сиса, а тельца Гассаля идентифицировались не 
только в мозговом, но и корковом веществе 
долек тимуса.

На 135 сутки эксперимента в мозговом 
веществе долек тимуса встречались кисты или 
трубочки, стенки которых были образованы куби­
ческим или цилиндрическим эпителием, проду­
цирующим слизистый секрет. Следует заметить, 
что ранее были описаны подобные структуры 
в данном органе при стрессовых воздействиях 
на организм [9]. Кортико­медулярная граница 
долек четко не прослеживалась. Отмечались 
процессы усиления коллагенoгeнеза парен­
химатозных структур уменьшенных по своим 
размерам долек тимуса. В своей совокупности 
получены факты, которые свидетельствуют о 
статусе акцидентальной инволюции органа. 

Выявлено снижение количества спленоцитов 
у крыс опытной группы (табл. 1), которое сопро­
вождалось увеличением размеров белой пульпы 
селезенки и размеров лимфоидных фолликулов. 
Гиперпластическая реакция герминативных зон 
сочетается с накоплением в них плазмоцитов и 
макрофагов. Морфометрический анализ показал, 
что увеличение массы белой пульпы селезенки 
происходит за счет возрастания в 2,7–3 раза 
территории В­зон (опыт – 1231,7 ± 7,7 мкм; 
контроль – 810,8 ± 10,6 мкм). На фоне активации 
плазмоцитарно­макрофагальных элементов в 
реактивных зонах регистрируются клетки с при­
знаками кариопикноза и кариорексиса. Размеры 
Т­зависимых (периартериальных) зон достоверно 
не отличались (опыт – 200,9 ± 3,7 мкм; кон­

Таблица 1. Влияние комбинации бензола и бихромата калия на иммунологические параметры крыс Вистар (М ± m) 
Table 1. A combined effect of benzene and potassium dichromate on immunological parameters of Wistar rats (M ± m)

Показатель / Indicator
Группа / Group

Показатель / Indicator
Группа / Group

1  
 n = 30

2  
 n = 30

1  
n = 30

2  
n = 30

Тимус / Thymus Селезенка / Spleen
Масса животного (г) / Animal 
body weight (g) 332,25 ± 10,88 316,00 ± 8,66 Масса животного (г) / Animal 

body weight (g) 332,25 ± 10,88 316,00 ± 8,66

Масса тимуса (мг) / Thymus 
weight (mg) 177,67 ± 17,01* 246,74 ± 9,50 Масса селезенки (мг) / Spleen 

weight (mg) 945,58 ± 58,24 1041,62 ± 22,54

Кариоциты тимуса (х106) / 
Thymus karyocytes (x106) 329,25 ± 25,97* 434,23 ± 22,91 Кариоциты селезенки (х106) / 

Spleen karyocytes (x106) 694,67 ± 61,59* 1030,85 ± 29,61

Тимический индекс (мг/г) / 
Thymic index (mg/g) 0,53 ± 0,04* 0,82 ± 0,05 Селезеночный индекс (мг/г) / 

Splenic index (mg/g) 2,84 ± 0,13* 3,40 ± 0,15

ЯСК тимуса/масса тела 
(х106/г) / Nucleated thymus 
cells/body weight (x106/g)

1,00 ± 0,09* 1,45 ± 0,10
ЯСК селезенки / масса тела 
(х106/г) / Nucleated spleen 
cells/body weight (x106/g)

2,10 ± 0,19* 3,40 ± 0,18

ЯСК тимуса/масса тимуса 
(х106/мг) / Nucleated thymus 
cells/thymus weight (x106/mg)

1,97 ± 0,20 1,80 ± 0,09
ЯСК селезенки/масса селезен-
ки (х106/мг) / Nucleated spleen 
cells/spleen weight (x106/mg)

0,74 ± 0,06* 1,01 ± 0,03

Примечание: * – обозначены достоверные отличия (р < 0,05) показателей 1 и 2 групп.
Notes: * – significant differences (p < 0.05) between the indicators of groups 1 and 2 are indicated.

троль – 196,7 ± 4,6 мкм). При этом в селезенке 
обнаруживались многочисленные сидерофаги в 
красной пульпе органа. В некоторых участках 
селезенки вокруг резко расширенных пульпар­
ных сосудов отмечены мелкие очаги некроза и 
диапедезные кровоизлияния. С другой стороны, 
в органе экспериментальных животных через 
135 суток эксперимента нами отмечено фор­
мирование вторичных лимфатических узелков 
с герминативными центрами, содержащими 
макрофагальные клетки. 

Индуцированная Кон А выработка цитокинов 
спленоцитами крыс (табл. 2) характеризовалась 
увеличением уровня главных иммунорегулятор­
ных цитокинов ИЛ­4 и ИФН­γ, тенденцией к 
снижению содержания ИЛ­6. Концентрация 
противовоспалительного цитокина ИЛ­10 досто­
верно не отличалась от уровня стимулированной 
продукции ИЛ­10 спленоцитами контрольной 
группы крыс. Аналогичное усиление продукции 
ИЛ­4 при воздействии бензола на животных 
ранее отмечено в работе [10].

Исследование костного мозга у крыс не 
выявило существенных изменений количества 
миелокариоцитов (опыт – (88,3 ± 2,2) × 106; 
контроль – (81,2 ± 4,1) × 106). Отмечено уве­
личение числа клеток лимфоидного ряда и, 
напротив, снижение уровня миелоидного ряда 
и нейтрофилов в костном мозге опытных крыс 
на 135 сутки комбинированного воздействия 
бензола и хрома. 

При обсуждении полученных результатов 
необходимо отметить, что снижение массы ти­
муса и числа тимоцитов у крыс опытной группы 
может быть обусловлено  перераспределением 

Таблица 2. Индуцированная секреция цитокинов спленоцитами крыс Вистар при воздействии  
комбинации бензола и хрома (пг/мл) 

Table 2. Induced cytokine secretion by Wistar rat splenocytes following combined exposure to benzene and chromium (pg/ml)

Группа / Group  ИЛ­4 / IL­4 ИЛ­6 / IL­6 ИЛ­10 / IL­10 ИФН­γ / IFN­γ
1  

n = 9 58,29 ± 18,68* 93,24 ± 11,47 95,20 ± 11,24 91,79 ± 14,36*

2  
n = 18 4,58 ± 0,86 129,24 ± 15,47 85,23 ± 15,84 46,83 ± 2,04

Примечание: * – обозначены достоверные отличия (р < 0,05) показателей.
Notes: * – significant differences (p < 0.05) between the indicators of groups 1 and 2 are indicated.
Abbreviations: IL, interleukin; IFN­γ – interferon gamma.
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тимоцитов в связи с необходимостью пополнения 
пула лимфоцитов в крови и периферических 
лимфоидных органах [11–13]. Другой причиной 
снижения количества клеток в тимусе может 
быть выявленное значительное увеличение 
уровня апоптоза тимоцитов [14, 15]. Кроме того, 
сдвиги клеточного состава также обусловлены 
прямым цитотоксическим действием на них 
бензола (или его метаболитов, в частности 
1,4­бензохинона) [16]. 

Полученные результаты могут быть ис­
пользованы для анализа нарушений ГГАКС 
и иммунной системы при профессиональной 
хронической интоксикации у лиц, работающих 
с бензолом и соединениями хрома и совместном 
присутствии данных веществ в производствен­
ной среде [17, 18].

Выводы 
1. Длительное воздействие комбинации 

бензола и хрома выражалось в негативном 
эффекте на функцию ГГАКС, проявляющемся 
в активизации ее секреторной деятельности на 
фоне блокирования высвобождения гипоталами­
ческих нейропептидов на уровне нейрогипофиза 
и приводящей к ультраструктурным поврежде­
ниям нейросекреторных клеток гипоталамуса, 
аденоцитов гипофиза и коркового вещества 
надпочечников. 

2. Комбинированное поступление хрома и 
бензола в организм крыс на протяжении 135 
суток приводило к снижению массы тимуса 
и его акцидентальной инволюции, лимфоре­
тикулярной гиперплазии и плазмоцитарно­
мак рофагальной трансформации селезенки, 
индуцированию программированной гибели 
тимоцитов и лимфоцитов в Т­зонах селезенки, 
увеличению индуцированной продукции ИЛ­4 
и ИФН­γ спленоцитами. 
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