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Резюме. В условиях гипоксии изменение морфофункционального состояния компонентов микроциркуляторного 

русла будет сопровождаться изменением адекватности и полноценности иммунного ответа и гемопоэза. Цель исследования - 
определение морфофункционального состояния сосудистого компонента красного костного мозга и селезенки в различные 
сроки моделируемой гипоксии и выявлении степени влияния на это состояние CD68-позитивных клеток. Хроническая гипо-
ксия моделировалась на 246 белых беспородных крысах мужского пола с использованием специальных затравочных камер и 
природного газа Астраханского газового месторождения (Россия) в концентрации, не превышающей предельно допустимой. 
Эксперимент длился в течение 120 суток, ингаляция проводилась пять дней в неделю в течение четырех часов в день, выведе-
ние животных из эксперимента проводилось каждые 30 суток. Функциональную активность сосудистого компонента красного 
костного мозга определяли с помощью метода лазерной допплеровской флоуметрии. Иммуногистохимическим методом 
определяли степень экспрессии индуцибельной (iNOS) и эндотелиальной (eNOS) NO-синтаз и распределение CD68-
позитивных клеток в структурах селезенки. Исследование показало, что по мере увеличения срока хронической моделируемой 
гипоксии происходит уменьшение показателя микроциркуляции, нарастание миогенного тонуса и показателя шунтирования, 
что, в совокупности, указывает на ухудшение перфузии органа и подтверждает формирование гипоксического состояния. 
Анализ функциональной активности, проведенный с помощью иммуногистохимического исследования экспрессии iNOS и 
eNOS в структурах селезенки, показал, что по мере увеличения срока эксперимента происходит снижение уровня эндотели-
альной и нарастание уровня индуцибельной синтазы. Возможно, это связано с влиянием биологически активных веществ, 
выделяемых активированными при гипоксии макрофагами. Это подтверждается увеличением присутствия CD68-позитивных 
клеток в красной пульпе и по ходу соединительнотканных трабекул по мере увеличения экспериментального воздействия. 

Ключевые слова: красный костный мозг; селезенка; гипоксия; микроокружение; кровеносные сосуды  
Статья поступила в редакцию 15 июля 2021 

Статья принята к публикации 15 ноября 2022 

 
MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL STATE  

OF THE VASCULAR COMPONENT OF HEMATOPOIESIS ORGANS  
IN DIFFERENT TIMES OF SIMULATED HYPOXIA IN THE EXPERIMENT 

1Naumov AV, 2Nikityuk DB, 1Ovsyannikova OA, 1Shishkina TA, 1Naumova LI 
 

1Astrakhan State Medical University, Astrakhan; 2Federal Research Center for Nutrition and Biotechnology, Moscow, 
Russia, e-mail: naumov_histo@mail.ru 

For the citation:  
Naumov AV, Nikityuk DB, Ovsyannikova OA, Shishkina TA, Naumova LI. Morphological and functional state of the vascular component of hema-
topoiesis organs in different times of simulated hypoxia in the experiment. Morfologicheskie Vedomosti – Morphological newsletter. 2022;30(4):747. 
https://doi.org/10.20340/mv-mn.2022.30(4).747 

 
Summary. Under conditions of hypoxia, a change in the morphological and functional state of the components of the micro-

vasculature bed will be accompanied by a change in the adequacy and usefulness of the immune response and hematopoiesis. The pur-
pose of the study was to determine the morphofunctional state of the vascular component of the red bone marrow and spleen at various 
times of simulated hypoxia and to identify the degree of influence of CD68-positive cells on this state. Chronic hypoxia was modeled on 
246 outbred male rats using special chambers containing natural gas from the Astrakhan gas field (Russia) at a concentration not ex-
ceeding the maximum allowable. The experiment was continued for 120 days, inhalation was carried out five days a week for four 
hours a day, the removal of animals from the experiment was carried out every 30 days. The functional activity of the vascular compo-
nent of the red bone marrow was determined using the method of laser Doppler flowmetry. The degree of expression of inducible (iN-
OS) and endothelial (eNOS) NO synthases and the distribution of CD68-positive cells in the spleen structures were determined by im-
munohistochemical method. The study showed that as the duration of chronic simulated hypoxia increases, there is a decrease in the 
microcirculation index, an increase in myogenic tone and shunting index, which, taken together, indicates a deterioration of organ per-
fusion and confirms the formation of a hypoxic state. An analysis of the functional activity, carried out using an immunohistochemical 
study of the expression of iNOS and eNOS in the structures of the spleen, showed that as the duration of the experiment increased, the 
level of endothelial synthase decreased and the level of inducible synthase increased. Perhaps this is due to the influence of biologically 
active substances secreted by macrophages activated during hypoxia. This is supported by an increase in the presence of CD68-positive 
cells in the red pulp and along the connective tissue trabeculae as the experimental exposure increases. 
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Введение. Органы кроветворения, 
как центральные, так и периферические, 
играют важную роль в поддержании по-
стоянства количественного и качественно-
го состава в каждом клеточном звене си-
стемы крови, в том числе иммунном звене. 
При этом красный костный мозг является 
универсальным кроветворным органом, в 
котором происходит как процесс деления, 
такпроцесс частичной дифференцировки 
клеточных элементов, а периферические 
органы кроветворения осуществляют 
окончательную дифференцировку и мо-
дулируют условия для полноценного вза-
имодействия иммунокомпетентных кле-
ток и антигенов с последующей элимина-
цией повреждающих факторов.  

Основным связующим звеном меж-
ду центральным и периферическим ком-
понентами системы кроветворения явля-
ется сосудистая система, представляющая 
одновременно сосудистый компонент ге-
мопоэзиндуцирующего микроокружения 
для гемопоэтических клеточных элемен-
тов [1-2]. От ее состояния зависит адекват-
ность и полноценность реализуемых 
функций каждого конкретного крове-
творного органа. Сосудистый компонент 
органов кроветворения представлен эндо-
телиальными клетками синусоидальных 
капилляров и периваскулярными стро-
мальными элементами. Эндотелиальные 
клетки красного костного мозга могут 
поддерживать пролиферацию и диффе-
ренцировку гемопоэтических и иммуно-
компетентных клеток [3], а также контро-
лировать их перемещение и выход в кро-
воток [4-6].  

Среди периваскулярных стромаль-
ных элементов особое внимание стоит 
уделить макрофагам, которые в условиях 
гипоксии претерпевают значительные 
морфофункциональные изменения и спо-
собны, в свою очередь, оказывать влияние 
на функциональную активность сосуди-
стого компонента [7-10]. Межклеточные 
взаимодействия в условиях формирую-
щейся хронической гипоксии сопровож-
даются высвобождением значительного 
числа медиаторов эндогенной интоксика-
ции, таких как продукты свободно-
радикального окисления, цитокины, 

острофазные белки, оказывающие отри-
цательные эффекты в т.ч. и на сосудистый 
компонент органов кроветворения и им-
муногенеза [11-13]. 

Материалы и методы исследова-
ния. Экспериментальное моделирование 
гипоксии было проведено на 246 белых 
беспородных крысах-самцах, которые 
находились в условиях стандартного сер-
тифицированного вивария в соответствии 
с нормами и правилами обращения с ла-
бораторными животными. Манипуляции 
в ходе эксперимента были выполнены в 
соответствии со стандартами Хельсинской 
декларации и Правилами лабораторной 
практики в РФ (приказ МЗ РФ от 
19.06.2003 № 267), подтвержденные заклю-
чением локального этического комитета 
№ 3 от 27.12.202 [14-15]. Моделировали ги-
поксию с помощью затравочных камер 
производства Московского института 
профзаболеваний и гигиены труда им. 
Ф.Ф. Эрисмана объемом 200 литров, в ко-
торых использовалась обедненная по кис-
лороду воздушная смесь с добавлением 
природного газа Астраханского место-
рождения в концентрации 3 мг/м³. Изна-
чально подаваемая воздушная смесь со-
держала 17,5% кислорода, что соответству-
ет рО2 – 133,2 мм. рт. ст. [16]. В качестве 
контролирующих приборов были исполь-
зованы газоанализаторы фирмы «Анкат». 
Животные помещались в описанные усло-
вия четыре часа в день в течение пяти 
дней в неделю. Эксперимент длился четы-
ре месяца, выведение животных осуществ-
лялось кратностью один раз в месяц – че-
рез 30, 60, 90 и 120 суток. Также была выде-
лена контрольная группа животных, кото-
рую помещали в камеру в аналогичном 
временном режиме, но с обычным соста-
вом воздуха.  

Для оценки функционального со-
стояния микроциркуляторного русла 
красного костного мозга использовался 
метод лазерной доплеровской флоумет-
рии [17-19]. Изучали функциональную 
активность сосудистого компонента крас-
ного костного мозга в условиях острого 
опыта. Внутрибрюшинно вводили раство-
ра этаминала натрия (4 мг на 100 г массы 
тела животного), после чего производился 
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доступ к проксимальному метафизу бед-
ренной кости, которая щадяще фенестри-
ровалась с формированием отверстия 
диаметром в 1,5 мм для оценки микро-
циркуляции костного мозга. Для получе-
ния данных о микроциркуляции исполь-
зовалось оборудование НПП «Лазма» – 
ЛАКК-02 (Россия). Результаты лазерной 
допплеровской флоуметрии регистриро-
вали в относительных единицах, которые 
отражали степень перфузии за единицу 
времени.  

Морфологическую оценку сосуди-
стого компонента проводили на срезах се-
лезенки, окрашенных гематоксилином и 
эозином и по Ван-Гизон. Иммуногистохи-
мический анализ проводили на парафи-
новых гистологических срезах, изготов-
ленных на микротоме LEICA RM 2255 
(Германия) толщиной 4 мкм и окрашен-
ных с помощью иммуногистостейнера 
Leica Microsystems Bond™ (Германия). 
Применяли панели моноклональных ан-
тител: CD68 (Ready-to-Use, клон 514H12, 
Leica Biosystems Bond™, Германия), Anti-
eNOS antibody (разведение 1:200, клон 
EPR19296, Abcam, Великобритания), Anti-
iNOS antibody (разведение 1:200, Abcam, 
Великобритания). Была использована не-
прямая стрептавидин-биотиновая система 
детекции Leica BOND (Novocastra™, Гер-
мания). Исследование, визуализацию, фо-
тографирование и последующий анализ 
препаратов проводили с использованием 
микроскопа Zeiss Axio Scope A1 (Герма-
ния) и цифрового сканера микропрепара-
тов Leica Aperio CS2 со специализирован-
ным программным обеспечением управ-
ления настройками и захвата изображе-
ния. Для оценки результатов производили 
подсчет индексов экспрессии CD68, iNOS 
и eNOS в процентах на 1000 клеток в 10 
случайным образом отобранных полях 
зрения с учетом умеренного и выражен-
ного иммуногистохимического окраши-
вания. 

Результаты исследования и об-
суждение. Исследование показателя мик-
роциркуляции на фоне моделируемой 
гипоксии с использованием сероводород-
содержащего газа дало следующие резуль-
таты. По сравнению с группой контроля, в 
которой было зарегистрировано 

наибольшее значение, исследованный па-
раметр уменьшается по мере увеличения 
срока эксперимента. Подобное изменение 
свидетельствует об уменьшении притока 
крови в исследуемую область. Для уточ-
нения состояния различных звеньев мик-
роциркуляции проводился анализ 
вейвлет-преобразования амплитудно-
частотного спектра динамики перфузии. 
Были изучены активные механизмы регу-
ляции просвета и тонуса сосудов - мио-
генный, нейрогенный и эндотелиальный. 
Миогенные колебания отображают ло-
кальную регуляцию мышечного тонуса, 
определяемую состоянием гладких мио-
цитов в составе средней оболочки прека-
пилляров [20-21]. Чем выше амплитуда 
миогенных движений по стенке сосуда, 
тем она более расслаблена и раздута, по-
добно парусу, и тем, соответственно, ниже 
миогенный тонус сосуда [22]. На фоне ги-
поксии, вызванной действием сероводо-
родсодержащего газа, амплитуда миоген-
ных колебаний статистически достоверно 
уменьшилась на всех сроках эксперимен-
та, и, таким образом, миогенный тонус со-
судов возрос. Амплитуда нейрогенных ко-
лебаний, также как и нейрогенный ком-
понент тонуса, статистически достовер-
ных изменений не продемонстрировала, 
что, возможно, связано с низким воздей-
ствием серосодержащего газа на симпати-
ческую иннервацию сосудов. 

Эндотелиальный компонент тонуса 
реализуется эндотелиоцитами, синтези-
рующими и выделяющими в кровь биоло-
гически активные вещества, способные 
влиять на тонус и диаметр сосудов, в част-
ности NO [23-25]. Первые два месяца экс-
перимента достоверного изменения дан-
ного компонента тонуса выявлено не бы-
ло, а к 90 и 120 суткам было выявлено 
снижение амплитуды и повышение тону-
са, что свидетельствует об увеличении вы-
деления эндотелиальными клетками ок-
сида азота. Скорее всего, это связано с уве-
личением активности индуцибельной 
синтазы. 

Совокупность всех флаксмоций 
(максимальных амплитуд колебаний кро-
вотока) представляет такой параметр мик-
роциркуляции, как показатель шунтиро-
вания, определяющий эффективность ка-
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пиллярного кровотока [22]. Наименьший 
показатель шунтирования регистрировал-
ся в контрольной группе животных, что 
свидетельствует о максимальном поступ-
лении крови в нутритивное звено. Макси-
мальный показатель выявляется в группе 
животных, находившихся в условиях ги-
поксии в сочетании с ингаляцией при-
родного газа в течение 120 суток. Это сви-
детельствует о значительном сбросе арте-
риальной крови через шунты в венозную 
часть русла, минуя капилляры, что, в свою 
очередь, ведет к формированию смешан-
ной гипоксии. Нарушения регуляции со-
судистого тонуса мы подтвердили с по-
мощью иммуногистохимических исследо-
ваний, дополнительно исследовав роль 
макрофагов (CD68-позитивных) клеток. В 
качестве модели была выбрана селезенка 
тех же животных, находившихся в услови-
ях ингаляции природного газа в течение 
120 суток. Маркер CD68+ в структурах се-
лезенки контрольной группы животных 
локализовался в красной пульпе, в белой 
пульпе CD68-позитивные клетки были вы-
явлены в маргинальной зоне, в небольшом 
количестве в В-зависимых зонах лимфо-
идных узелков. В Т-зависимых участках 
CD68–позитивные клетки присутствовали 
единично. К 60 суткам экспериментально-
го воздействия число CD68-позитивные 
клетки уменьшается в структурах белой 
пульпы, и они перемещаются в красную 
пульпу. К концу 90 суток эксперимента 
они отмечены в субкапсулярной зоне и 

соединительнотканных трабекулах, где 
наблюдается их увеличение (рис. 1).  

По результатам иммуногистохими-
ческого окрашивания максимальная экс-
прессия eNOS была обнаружена в кон-
трольной группе животных (рис. 2-а), по 
мере увеличения срока эксперимента 
концентрация этого фермента прогрес-
сивно снижалась. При этом пропорцио-
нально уменьшению eNOS происходило 
увеличение iNOS, достигая максимума к 
120 суткам (рис 2-б). Активное перемеще-
ние CD68-позитивных клеток по ходу кро-
веносных сосудов связано с их стимуляци-
ей продуктами распада клеток и другими 
антигенами в результате хронической ги-
поксии.  

 

 
 
Рис. 1. Микрофото препарата селезенки. 
CD68-позитивные клетки (коричневый 
цвет) в красной пульпе. Окр. иммуноги-
стохимическим методом с докраской ядер 
гематоксилином. Ув.: х600 
 

 
Рис. 2. Микрофото препарата селезенки. 120-е сутки эксперимента; а - экспрессия eNOS в 
структурах красной пульпы контрольной группы животных (а); б - экспрессия iNOS в 
структурах белой пульпы экспериментальной группы животных. Локализация маркеров – 
коричневые гранулы. Окр. иммуногистохимическим методом с докраской ядер гематокси-
лином. Ув.: а - х500, б - х240 
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Этот процесс сопровождается по-
вышением функциональной активности 
макрофагов с последующей продукцией 
биологически активных веществ и цито-
кинов. Результатом совокупного действия 
этих факторов становится изменение 
функциональной активности эндотелия, а 
также последующее переключение актив-
ности с эндотелиальной NO-синтазы на 
индуцибельную.  

Заключение. Таким образом, про-
веденные в настоящем исследовании экс-
перименты по моделированию хрониче-
ской гипоксии на лабораторных крысах-
самцах с использованием образцов при-
родного газа Астраханского месторожде-
ния показали, что индуцибельная синтаза 

инициирует образование оксида азота в 
цитотоксических дозах в структурах селе-
зенки животных под воздействием гипо-
ксии. Нарастание концентрации оксида 
азота сопровождается изменением его 
биодоступности и реализацией цитоток-
сических эффектов. При повышении 
функциональной активности эндотели-
альных клеток сосудистого компонента 
кроветворных органов происходит не уси-
ление микроциркуляции, а реализация 
токсических эффектов по отношению к 
иммунокомпетентным клеткам. Как видно 
из полученных результатов далеко не по-
следнюю роль в этом играют макрофаги. 
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