
Введение
В течение последних лет сделано несколько

важных открытий в изучении основных этапов пато�

генеза аутоиммунного тиреотоксикоза, получены

данные о роли генетически детерминированного на�

рушения иммунологической  регуляции и возмож�

ности ее контроля с помощью регуляторных Т�лим�

фоцитов (Трег) [8–10]. Однако существование раз�

личий в свойствах и структуре регуляторных клеток

[3, 10] не позволяет специфически применять в кли�
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Роль иммунологического регулирования и возможности его контроля с помощью оценки функции регуляторных

Т�лимфоцитов актуальны, учитывая распространенность аутоиммунных заболеваний щитовидной железы, в частности

болезни Грейвса (БГ). Доступными для практической оценки нарушения толерантности Т� и В�лимфоцитов при БГ

являются сывороточные уровни Th1� и Th2�маркерных цитокинов. В созданной модели экспериментального

тиреотоксикоза у животных (крысы Вистар) получили достоверное повышение сывороточного уровня ИЛ�1α, ИФН�γ
и ИЛ�10, сопряженное с повышением содержания тиреоидных гормонов, а также достоверное нарушение соотношения

про� и противовоспалительных цитокинов в супернатанте щитовидных желез животных на фоне тиреотоксикоза со

смещением в сторону Th1�маркерных цитокинов. Обнаружены также изменения пролиферативной активности

тиреоцитов с изменением среднего диаметра фолликулов щитовидной железы.
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In view of abundance of autoimmune diseases of thyroid gland, Graves’ Disease in particular, the role of immune

regulation and the possibility of controlling it by estimating the function of regulatory T�limphocytes are important

questions today. Available for practical estimation of T� and B� lymphocytes tolerance disorder in GBD are serum

levels of Th1� and Th2� marker cytokines. Experimental thyrotoxicosis in Wistar rats showed significant increase in

serum Il�1α, IFN�γ and Il�10 depending on the increase of thyroid hormones, as well as significant changes in cor�

relation between pro� and anti�inflammatory cytokines with the shift towards Th1�marker cytokines in supernatant

thyroid glands of the animals with thyrotoxicosis. Are found out also changes of proliferative activity thyrocytes with

change of average diameter of follicles of a thyroid gland.
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нической практике препараты для усиления функ�

циональной или пролиферативной активности Трег.

Многочисленные исследования при аутоиммунных

заболеваниях щитовидной железы (ЩЖ) продемон�

стрировали достоверную взаимосвязь между высоким

уровнем тиреоидных гормонов и цитокинов [3, 5,

10], которая в основном базировалась на способнос�

ти цитокинов при их парентеральном введении вы�

зывать соответствующие гормональные реакции,

но приоритетная роль цитокинов в патогенезе болез�

ни Грейвса (БГ) окончательно не подтверждена. 

Для комплексного мониторинга течения БГ,

адекватности проводимого лечения необходимы до�

полнительные достоверные критерии оценки раз�

вития и прогнозирования течения болезни. Такими

доступными для применения критериями оценки

могут быть секретируемые Трег цитокины, которые,

как показано в многочисленных исследованиях,

не только являются продуктами функционирования

Т�клеток, но и сами образуют самостоятельную сис�

тему регуляции гомеостаза [2, 3, 7]. Особый интерес

представляют такие аспекты проблемы, как особен�

ности влияния функциональной активности ЩЖ на

избыточную продукцию Th1� и Th2�маркерных ци�

токинов, пролиферативную активность тиреоцитов

и возможности оценки взаимодействия иммунной

и эндокринной систем при наличии антигенной сти�

муляции Т�лимфоцитов, в том числе без специфиче�

ской стимуляции аутоантителами.

Целью работы явилась оценка влияния экзоген�

ного тиреотоксикоза на уровень про� и противовоспа�

лительных цитокинов в сыворотке крови и локально

в ткани ЩЖ, а также морфологическая верифика�

ция этого воздействия.

Материал и методы
Эксперименты были выполнены на 6�месячных

белых крысах�самках породы Вистар с массой тела

245 ± 15 г. В первой части эксперимента животные

были разделены на 3 группы: у животных 1�й группы

(n = 6) вызывали экспериментальный гипертиреоз

путем введения натощак за 1 ч до утреннего кормле�

ния с помощью внутрижелудочного зонда лиотиро�

нина (трийодтиронина) в дозе 50 мкг на 1 кг массы

тела, растворенного в 1 мл физиологического рас�

твора, длительность эксперимента – 30 сут. Живот�

ные 2�й группы (n = 6) получали аналогичным путем

растворенный левотироксин в дозе 50 мкг/кг, также

в течение 30 сут. 3�я группа (6 животных) была кон�

трольной. У крыс всех групп, помимо лабораторных

показателей, определяли ректальную температуру

и массу тела до начала и в конце исследования. 

До начала эксперимента животные содержались

в условиях вивария Тихоокеанского института био�

органической химии Дальневосточного отделения

РАН (Владивосток) в течение 6 мес без каких�либо

манипуляций в стандартных условиях обитания

и питания. Методы обезболивания животных при

взятии крови и декапитации проводились в соответ�

ствии с “Правилами проведения работ с использова�

нием экспериментальных животных” (приложение

к приказу Министерства здравоохранения СССР от

12.08. 77 г. № 755 и приложение к приказу Минис�

терства высшего и среднего специального образо�

вания СССР от 13.11.84 г. № 742). У всех животных

исходно и в конце эксперимента оценивали показа�

тели сывороточного уровня цитокинов: ИЛ�1α,

ИФН�γ и ИЛ�10 (с помощью видоспецифичных ди�

агностических наборов R&D Diagnostics Inc., США)

методом твердофазного иммуноферментного анали�

за  (ИФА) и определяли показатели сывороточного

уровня свободных Т3, Т4 (fT3; fT4) методом ИФА

(с помощью диагностических наборов фирмы

F. Hoffmann – La Roche, Швейцария). Содержание

ИЛ�1α, ИФН�γ, ИЛ�10 определяли также в супер�

натанте ЩЖ, полученном после декапитации нар�

котизированных крыс при окончании эксперимен�

та. Были исследованы гистологические препараты

ЩЖ крыс контрольной и опытных групп. Отобран�

ный материал (ЩЖ) фиксировали в 10% растворе

нейтрального формалина, затем образцы обезвожи�

вали в возрастающей концентрации спирта, впос�

ледствии заливали в парафин�воск. Серийные пара�

финовые срезы толщиной 6–8 мкм изготавливали на

универсальном автоматизированном микротоме

НМ�360 фирмы Mikrom (Германия). Изучение общей

морфологической картины в световом микроскопе

(Olympus CX 31) проводили после окраски гистоло�

гических срезов гематоксилином и эозином, а мор�

фометрию гистологических срезов ЩЖ – по мето�

дике Г.Г. Автандилова (1991), определяли средний

диаметр фолликулов с использованием программы

Image Scope v. 10 [1]. 

Анализ полученных результатов проводили с по�

мощью программы SPSS v.16, выборки проверяли на

нормальность распределения с помощью критерия

Шапиро–Уилке, при получении ненормального рас�

пределения оцениваемых показателей  применяли

U�критерий и другие непараметрические критерии

(Мода – Мо, Медиана – Ме). Критический уровень

значимости при проверке статистических гипотез

принимался равным 0,05.

Результаты и их обсуждение 
При осмотре и обследовании животных конт�

рольной группы (3�я группа) выявлено, что их масса

тела (247 ± 12 г) и ректальная температура

(37,8 ± 0,1°С) как исходно, так и по завершении экс�
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перимента существенно не изменились. У живот�

ных, получавших лиотиронин и левотироксин (1�я

и 2�я группы) отмечалось снижение массы тела в ди�

намике в среднем на 15 ± 6 г (6,3% от исходной мас�

сы тела) за 30 дней эксперимента. Ректальная темпе�

ратура в группах с гипертиреозом была достоверно

выше, чем в контрольной группе, и составила к кон�

цу эксперимента 39,1 ± 0,2° С (p < 0,05). Не было

выявлено статистически значимых различий рек�

тальной температуры у животных 1�й и 2�й группы.

Уровни циркулирующих fT3 и fT4 у крыс кон�

трольной группы  находились в следующих пределах:

уровень fТ3 составил 5,25 ± 1,65 пмоль/л, fТ4 – 15,73

± 2,29 пмоль/л, что достоверно отличалось от пока�

зателей в опытных группах животных, принимавших

тиреоидные гормоны. В 1�й группе аналогичные по�

казатели были выше (fT3 7,25 ± 1,05 пмоль/л и fT4

52,43 ± 12,17 пмоль/л), чем во 2�й группе (6,90 ± 1,85

и 48,13 ± 11,60 пмоль/л соответственно), но статис�

тически значимых различий  по этим показателям

между опытными группами не установлено (p > 0,05).

Особый интерес, на наш взгляд, представляют

показатели про� и противовоспалительных цитоки�

нов (ИЛ�1α, ИФН�γ и ИЛ�10) в сыворотке крови

экспериментальных животных, а также содержание

указанных медиаторов в супернатанте ЩЖ крыс,

при этом наиболее значимые различия в уровне ци�

токинов в группах отмечались в сыворотке крови

(см. таблицу).

Так, содержание ИЛ�1α в сыворотке крови жи�

вотных при экзогенном тиреотоксикозе достоверно

превышало аналогичный показатель у здоровых

крыс – 26,98 ± 8,81 против 6,75 ± 1,59 пг/мл

(p = 0,041). U�критерий (Манна–Уитни) был равен

46. При сравнении показателей в группах, прини�

мавших лиотиронин и левотироксин, выявлены

более высокие значения в 1�й группе: Ме1 = 21,80

(15,42–38,20) против Ме2 = 10,09 (0,80–17,87) пг/мл

(p = 0,009).

При анализе содержания провоспалительного

ИЛ�1α в супернатанте ЩЖ животных в конце экспе�

римента получена другая картина: при достоверно

более высоком, чем в сыворотке крови, уровне

ИЛ�1α в супернатанте (37,65 ± 7,30 пг/100 мкг белка

против 6,75 ± 1,59 пг/мл; p = 0,041) группы кон�

троля, в группах с гипертиреозом (1�я и 2�я группы)

как в супернатанте, так и в сыворотке крови опреде�

лялись соизмеримые значения ИЛ�1α: 29,97 ± 

± 25 пг/100 мкг белка и 26,98 ± 11,75 пг/мл сыворот�

ки; p > 0,05. 

При рассмотрении результатов в двух опытных

группах более высокие значения цитокина в супер�

натанте зафиксированы в 1�й группе: Ме1 = 42,82

(12,83–52,76) против Ме2 = 17,31 (13,38–19,26)

пг/100 мкг. Сравнивая с группой контроля, можно

предположить, что продукция ИЛ�1α осуществляет�

ся при экспериментальном тиреотоксикозе в основ�

ном экстратиреоидными лимфоцитами, стимулиро�

ванными также экстратиреоидными гормонами

(в основном трийодтиронином), вводимыми per os.

В результате нашего эксперимента были полу�

чены интересные данные о сывороточном уровне

ИФН�γ –в группе животных с гипертиреозом он

был достоверно выше, чем в группе контроля

(54,56 ± 11,67 против 7,41 ± 0,90 пг/мл) (p = 0,009).

При анализе содержания ИФН�γ в супернатанте

ЩЖ крыс Вистар достоверных отличий по этому

показателю между животными с тиреотоксикозом

и контрольной группой не выявлено: Ме1,2 =

92,91 (29,84–133,13) пг/100 мкг белка против Ме3 =

16,55 (14,87–163,28) пг/100 мкг (p > 0,05). Однако,

если при сравнении медиан показателей ИФН�γ здо�

ровых животных в сыворотке и супернатанте  было

установлено достоверное превышение показателей

в супернатанте – 16,55 (14,87–163,28) пг/100 мкг

против 5,96 (4,41–10,06) пг/мл (p = 0,009), то при

тиреотоксикозе показатели ИФН�γ были сравни�

мы – 92,91 (29,84–133,13) пг/100 мкг и 19,58

(10,06–68,32) пг/мл (p > 0,05). 

ИЛ�10 у грызунов в большей степени отвечает за

иммуносупрессивную роль при гиперактивности

воспалительных реакций и синтезируется активиро�

ванными Th2�типа [3, 7]. При тиреотоксикозе у жи�

вотных уровень  сывороточного ИЛ�10 был досто�

верно выше  (19,43 ± 2,84 пг/мл), чем в контрольной

группе (p = 0,016). В 1�й и 2�й группах достоверных

различий по уровню ИЛ�10 не выявлено (p > 0,05).

В супернатантах ЩЖ существенных отличий

в содержании ИЛ�10 между группами не обнаруже�

но, как и при сравнении количества цитокина при ти�

реотоксикозе в супернатанте и в сыворотке опытных

групп: 13,23 ± 2,31 пг/мл и 19,43 ± 2,83 пг/100 мкг

белка (p > 0,05). Достоверными были различия в со�

держании ИЛ�10 (см. таблицу) в супернатанте и сы�

воротке крови животных группы контроля (p < 0,01),

что свидетельствует в пользу прямой связи содержа�

ния тиреоидных гормонов и цитокинов, в данном

случае противовоспалительного ИЛ�10.

При анализе гистологических препаратов в кон�

трольной группе было выявлено, что ЩЖ животных

имели средне� и крупновакуольный тип строения,

при этом коллоид в большинстве фолликулов был

компактный, интенсивно окрашенный, без призна�

ков активной резорбции. При этом средний диаметр

фолликулов в группе контроля составил 275,82 ±

± 10,91 мкм, что достоверно отличалось от аналогич�

ного показателя в группах животных с тиреотокси�

козом – 346,34 ± 11,75 мкм (p = 0,010). В 1�й и 2�й
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группах были обнаружены также и другие морфоло�

гические отличия от контрольной группы, а именно:

преобладали фолликулы со слабоокрашенным

“жидким” коллоидом, с очаговой прикраевой вакуо�

лизацией, в некоторых полях зрения коллоид прак�

тически полностью отсутствовал, в просветах

фолликулов обнаруживались лишь его хлопьевид�

ные остатки. Пролиферация эпителия наблюдалась

преимущественно в виде активного образования

микрофолликулов, не содержащих коллоида, сфор�

мированных из округлых клеток со светлой цито�

плазмой и крупным ядром. Все вышеперечисленные

изменения в ЩЖ при тиреотоксикозе не противоре�

чат характерной для тиреотоксикоза гистологичес�

кой картине [6], за исключением отсутствия уве�

личения высоты фолликулярных эпителиоцитов,

которые были преимущественно низкими призмати�

ческими или кубическими. Выявление достоверных

отличий размеров фолликулов и пролиферативной

активности тиреоцитов при непродолжительном эк�

зогенном тиреотоксикозе указывает на необходи�

мость дальнейшего изучения взаимодействия имму�

ноцитов, тиреоцитов и их рецепторов при БГ.

Для уточнения вышесказанных предположений

был проверен коэффициент соотношения содержа�

ния ИФН�γ / ИЛ�10 в сыворотке крови и суперна�

танте ЩЖ животных: у здоровых животных данный

показатель составил в сыворотке крови 1,1, в суперна�

танте 0,66; при тиреотоксикозе данные коэффициен�

ты резко изменились (1,2 и 11,35 соответственно)

в сторону повышения в супернатанте, что свидетель�

ствует об активации Th1 в ЩЖ у крыс при создании

искусственного тиреотоксикоза. 

Результаты проведенных исследований позво�

ляют сделать ряд предварительных выводов: 

1. Увеличение уровня сывороточных цитокинов

в ответ на повышение содержания тиреоидных гор�

монов свидетельствует о вторичных изменениях

в иммунитете, которые, вероятно, по закону обрат�

ной связи поддерживают имеющиеся изменения

в гормональном статусе, влияя на Т�хелперы и сти�

мулируя выработку антител. 

2. Соотношение про� и противоспалительных

цитокинов в норме у млекопитающих в сыворотке

крови и в ЩЖ приближено к 1, с незначительным

преобладанием Th2�маркерных цитокинов in situ,

тогда как при тиреотоксикозе происходит изменение

соотношения на органном уровне в сторону Th1�

маркерных цитокинов.
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Показатели уровня оппозиционных цитокинов в сыворотке крови и супернатанте ЩЖ крыс Вистар

Медиана значений цитокинов в группах (Ме)

Показатели контрольная группа группы с тиреотоксикозом 
(n = 6) (n = 12)

Сыворотка, ИЛ�10 5,62 (2,68–18,20) 16,59 (11,80–28,08)**
пг/мл: ИЛ�1α 1,90 (0,01–8,98) 15,42 (0,80–38,20)*

ИФН�γ 5,96 (4,41–10,06) 19,58 (10,06–68,32)**

Супер�натант, ИЛ�10 25,07 (1,94–40,52) 8,19 (5,39–20,48)
пг/100 мкг белка: ИЛ�1α 17,31 (16,69–64,24) 19,26 (12,83–42,82)

ИФН�γ 16,55 (14,87–163,28) 92,91 (29,84–133,13)

Примечание. Статистическая значимость различий между показателями по U�критерию Манна–Уитни: * – p < 0,05, 
** – p < 0,01.
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