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Аннотация. Изучали влияние однократной и многократной гипоксии вызванной физической на-
грузкой до отказа на количество и площадь лимфоцитов периферической крови белых беспородных 
крыс, а также активность ферментов лимфоцитов, участвующих в различных этапах энергетического 
обмена клеток – лактатдегидрогеназы и сункцинатдегидрогеназы. Установлено, что однократная гипок-
сия приводит к существенному снижению количества лимфоцитов и увеличению неоднородности их 
размеров, с общей тенденцией к уменьшению средней площади поверхности. На фоне морфологических 
изменений наблюдалось существенное изменение показателей анаэробного и аэробного звеньев энерге-
тического обмена, в сторону усиления анаэробных процессов, о чем свидетельствует повышение актив-
ности лактатдегидрогеназы и снижение активности сукцинатдегидрогеназы после однократной нагру-
зочной гипоксии.  

Установлено, что при многократной гипоксии количество лимфоцитов, их средняя площадь, а 
также активность сункцинатдегидрогеназы возвращались к уровню контрольных значений у интактных 
животных, однако при этом оставался существенно высоким уровень активности лактатдегидрогеназы.  

Обнаруженная нормализация морфологических показателей с одновременной активацией ана-
эробного звена энергетического обмена после многократной гипоксии рассматриваются как адаптацион-
ные реакции лимфоцитов, позволяющие им сохранять жизнеспособность и функциональную активность 
в условиях гипоксемии. 
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Abstract. The authors studied an influence of a single and multiple hypoxia caused by exercise stress to 
the full on the quantity and the area of lymphocytes of peripheral blood of white non purebred rats and also ac-
tivity of enzymes of the lymphocytes participating in various stages of energy exchange of cells – lactate dehy-
drogenase and succinate dehydrogenase. It is established that the single hypoxia leads to essential decrease in 
quantity of lymphocytes and increase in inhomogeneity of their sizes, with the common tendency to decrease of 
average area of a surface. Against the background of morphological changes essential change of indexes of anae-
robic and aerobic links of energy exchange, towards strengthening of anaerobic processes was observed what 
increase in activity of a lactate dehydrogenase and decrease of the activity of a succinate dehydrogenase after a 
single load hypoxia testifies to.  

It is established that at a multiple hypoxia the quantity of lymphocytes, their average area and also activi-
ty of a succinate dehydrogenase came back to the level of control values at intact animals, however at the same 
time there was significantly high level of activity of a lactate dehydrogenase.  

The found normalization of morphological indexes with simultaneous activation of an anaerobic link of 
energy exchange after a multiple  hypoxia are considered as the adaptation reactions of lymphocytes allowing 
them to keep viability and the functional activity in the conditions of an hypoxemia.  

Key words: lymphocyte, energy balance, maxim physical activity, hypoxia, glycolysis. 
 
Введение. Лимфоциты крови вследствие своих физиологических особенностей и функциональной 

нагрузки испытывают высокую потребность в энергообеспечении [16]. Вместе с тем, у спортсменов в 
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моменты сверхвысоких физических нагрузок в крови создаются условия для максимальной отдачи ки-
слорода тканям, а в самой крови напряжение кислорода снижается, развивается гипоксемия [3, 17]. Впо-
следствии это приводит к уменьшению количества лимфоцитов в периферической крови и/или сниже-
нию их активности, в том числе и по причине нарушениях их энергетического обмена [20]. Предотвра-
тить неблагоприятные изменения в организме могут предварительные тренировки, направленные на по-
вышение устойчивости организма, в том числе его иммунного звена, к гипоксии. В соответствии с со-
временными исследованиями перестройка метаболизма при развитии гипоксии во всех органах носит 
стереотипный неспецифический характер [1, 11, 12, 14]. Основу таких изменений составляет экономич-
ная утилизация O2 клетками, снижение интенсивности окислительного фосфорилирования, торможение 
биосинтеза продуктов пластического обмена. Такого рода метаболические изменения способствуют бо-
лее рациональному расходованию энергетических ресурсов, которые быстро истощаются при кислород-
ном и субстратном голодании, вызванном гипоксией [6]. Известно, что на определенном этапе гипоксии, 
развивающийся в тканях, энергетический дефицит становится причиной дополнительного повреждения 
клеточных мембран. Его негативное действие проявляется в нарушении работы аденозинтрифосфат-
зависимых ионных насосов [8], ослаблении пластических процессов по замене поврежденных мембран-
ных белков [2]. Адаптация клетки к новым условиям существования и, в частности, к острой или хрони-
ческой гипоксии, может осуществляться только в случае непосредственного вовлечения внутриклеточ-
ных структур, ответственных за синтез и расход энергии, в комплексе развивающихся компенсаторно-
приспособительных реакций. Возможные резервы, предотвращающие неблагоприятные последствия ги-
поксии для иммунитета лежат в области усиления активности гликолитического звена энергоснабжения 
лимфоцитов крови. Как известно лимфоциты крови в основном содержат изофермент лактатдегидроге-
назы (ЛДГ) – ЛДГ3, белковые субъединицы которой обладают большим сродством к пирувату, восста-
навливая его в отсутствии кислорода до лактата. Следовательно, повышение активности ЛДГ в лимфо-
цитах может быть маркером активации гликолитического пути образования энергии [10]. Несмотря на 
то, что в целом для организма накопление лактата в тканях является фактором отрицательным, кратко-
срочная активация гликолиза в лимфоцитах будет играть положительную роль, способствуя их выжива-
нию в условиях гипоксемии [15]. 

В связи с вышеизложенным, целью настоящего исследования являлось изучение в эксперименте 
на лабораторных животных влияния однократной и многократной гипоксии, вызванной интенсивной 
физической нагрузкой до отказа, на содержание лимфоцитов в периферической крови и активность их 
ферментов, участвующих в энергетическом обмене – ЛДГ и сукцинатдегидрогеназы (СДГ). 

Материалы и методы исследования. Материалом исследования служила кровь, полученная от 
белых беспородных крыс. Эксперименты на животных осуществляли в соответствии с требованиями 
Женевской конвенции «International Guiding Principles for Biomedical Research Inroling Animals» (Geneva, 
1990). Животные содержались на стационарном режиме вивария и были разделены на 3 группы: первая 
группа (n=15) – контрольная, вторая группа (n=14) – подвергалась однократной, а третья группа (n=17) – 
восьмикратной физической нагрузке до отказа [19]. После вывода из эксперимента у наркотизированного 
и декапетированного животного забирали кровь, в соответствии с правилами проведения работ с исполь-
зованием экспериментальных животных», утвержденными приказом Минздрава СССР (Москва, 1977) и 
стабилизировали раствором гепарина в дозе 25 Ед/мл. Лимфоциты выделяли на градиенте полиглюкин–
урографин (ρ=1,113) [18]. Подсчет концентрации лимфоцитов в суспензии производили стандартным 
методом в камере Горяева. Содержание лимфоцитов в суспензии составляло не менее 2×106 клеток в 1 мл. 
Для определения площади лимфоцитов использовали метод лазерной интерференционной микроскопии 
(ЛИМ). Для исследования готовили мазок суспензии на зеркальной подложке, просушивали его в токе воз-
духа и определяли площади лимфоцитов при помощи автоматизированного интерференционный микро-
скоп на базе микроскопа МИИ-4М. Выделение фракций митохондрий проводили методом дифференци-
ального центрифугирования с обязательным соблюдением температурного режима, при 0°–+4°С, предва-
рительно охлаждая материал, реактивы и инструменты [5]. Полученную фракцию использовали для оп-
ределения уровня активности фермента СДГ (КФ 1.3.99.1) феррецианидным методом [9]. Концентрацию 
белка в полученной суспензии митохондрий определяли биуретовым методом [7]. Активность ЛДГ в 
суспензии лимфоцитов определяли стандартным спектрофотометрическим методом по восстановлению 
пирувата в лактат в присутствии НАДН(Н+). Полученные данные обрабатывали методом вариационной 
статистики с использованием t-критерия Стьюдента для несвязанных величин в программе MS Excel 2007. 
Критический уровень значимости при проверке статистических гипотез в данном исследовании принима-
ли равным 0,05. 

Результаты и их обсуждение. При изучении количества лимфоцитов было выявлено, что среднее 
количество клеток в крови интактных животных (контрольная группа) составило 3,74±0,118×109 кле-
ток/л, что соответствует норме. После однократной физической нагрузки количество лимфоцитов сни-
жалось в среднем до 69,5% от исходного (t=7,38; p<0,01), что свидетельствует о формировании у живот-
ных состояния стресс-реакции. В крови животных 3 группы после многократной нагрузочной гипоксии 
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количество лимфоцитов приходило к контрольным значениям (табл.). Обнаружена тенденция к умень-
шению площади лимфоцитов в первой опытной группе, что может свидетельствовать о снижении их ме-
таболической активности в условиях гипоксемии, однако вследствие высокой вариабельности показате-
лей достоверность различий оказалась ниже уровня значимости (t=1,88). 

В ходе работы определяли изменение активности ферментов СДГ и ЛДГ лимфоцитов перифери-
ческой крови крыс подвергшихся острой и хронической гипоксии. СДГ катализирует реакцию окисления 
сукцината в фумарат в цикле Кребса, а ЛДГ катализирует заключительный этап гликолиза – обратную 
реакцию восстановления пирувата в лактат.  

 
Таблица  

 
Влияние острой и хронической гипоксии на содержание лимфоцитов и активность  

их дегидрогеназных ферментов 
 

Показатели Контрольная группа 1 опытная группа 2 опытная группа
Количество лимфоцитов,109 клеток /л 3,74±0,118 2,64±0,20** 3,6±0,142 

Средняя площадь лимфоцитов, мкм2 123,21±21,6 76,53±12,34 123,73±14,57 

СДГ, нмоль сукцината/мин на 1мг белка 19,23±1,23 13,19±1,15** 23,05±1,15* 
ЛДГ, ЕД/л 49,17±4,11 127,84±7,19** 129,40±8,25** 

 
Примечание: * – р<0,05; ** – р<0,01 

 
В контрольной группе животных активность СДГ составила 19,23±1,23 нмоль сукцината/мин на 

1мг белка. У животных 1 опытной группы наблюдалось уменьшение активности СДГ до 68,59% от ис-
ходной (t=3,59; p<0,01), по сравнению с контрольной группой. У животных 2 группы после многократ-
ной нагрузочной гипоксии активность СДГ возросла на 19,86% (t=2,27; p<0,05), что, скорее всего, связа-
но с адаптивно-компенсаторными реакциями.  

Активность ЛДГ в контрольной группе животных составила 49,17±4,11 Ед/л. У животных 1 опыт-
ной группы активность ЛДГ увеличилась в 2,56 раз (t=9,50; p<0,01), а у животных 2 опытной группы 
возросла в 2,63 раза (t=8,76; p<0,01), по отношению к контрольным показателям.  

В результате исследований установлено, что на однократную нагрузочную гипоксию лимфоциты 
реагируют как на сильнейший стресс-фактор, способствующий нарушению их аэробного метаболизма, 
что может приводить к их существенной элиминации из периферического кровотока.  

На фоне хронической гипоксии происходит преобразование углеводного обмена внутри клетки. 
Увеличивается соотношение активностей ЛДГ и СДГ, за счет возрастания активности первого фермента 
и снижении – второго. Увеличение активности лактатдегидрогеназы в прямой реакции, при неизменной 
активности ЛДГ в обратной реакции приводит к уменьшению количества пировиноградной кислоты, что 
свидетельствует об ингибировании процессов аэробного гликолиза. Клинически наиболее значимой при-
чиной снижения утилизации пирувата является дефицит клетки по кислороду. Повышение активности 
ЛДГ свидетельствует о повышении интенсивности гликолиза, биологическое значение которого заклю-
чается в образовании богатых энергией фосфорных соединений, способствующих поддержанию жизне-
способности и функциональной активности лимфоцитов. 

Заключение. Таким образом, активация анаэробного пути окисления может быть расценена в ка-
честве компенсаторного механизма повышения адаптации иммунной системы при состоянии хрониче-
ской гипоксии. В этом случае возможна быстрая и адекватная генерации энергии в клетке [4]. Данный 
механизм обеспечивает стабильность энергетического гомеостаза в условиях, когда клетке требуются 
дополнительные эквиваленты энергии, и свидетельствует о сохранности механизмов энергообеспечения 
в лимфоцитах, о чем косвенно указывает сохранность их количества после многократной гипоксии.  
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