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PERIPHERAL BLOOD INDICATORS OF RATS WITH ADjUVANT-INDUCED 
ARTHRITIS IN VARIOUS CORRECTION SCHEMES
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Serdyukova O. A., Novikov I. A., Laikova E. V., Shaymardanova L. R.

V. I. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russian Federation

Изучены изменения лейкоцитарных индексов крыс с адъювант-индуцированным ревматоидным артритом при 
лечении в течение трех недель препаратами базисной терапии и инновационными экспериментальными средства-
ми. Не выявили отличий между эффектами от лечения базисными препаратами и экспериментальными препарата-
ми на основе антисмысловых олигонуклеотидов, что свидетельствует об их схожей эффективности.

Ключевые слова: гематологические показатели, ревматоидный артрит, антисмысловые олигонуклеотиды, фак-
тор некроза опухоли

Changes in leukocyte indices of rats with adjuvant-induced rheumatoid arthritis were studied after three weeks of treat-
ment with basic therapy drugs and innovative experimental means. No differences were found between the effects of treat-
ment with basic drugs and experimental drugs based on antisense oligonucleotides, which indicates their similar effective-
ness.
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Показатели периферической крови оста-
ются удобным диагностическим призна-
ком, отражающим текущее состояние 

иммунной системы организма [1, 2]. При ауто-
иммунных процессах показательны не только 
изменения количества различных классов им-
мунокомпетентных клеток, но и их соотноше-
ния, высчитываемые по целому ряду индексов 
иммунологической реактивности, расширяя не 
только диагностические, но и прогностические 
возможности клиницистов [3, 4]. В частности, 
широко используются: лейкоцитарный индекс 
интоксикации, отражающий соотношение меж-
ду нейтрофилами и остальными лейкоцитами; 
ядерный индекс интоксикации, вычисляемый 
как отношение незрелых форм гранулоцитов к 
зрелым и показывающий истощение гранулоци-
топоэза; лимфоцитарный индекс, отражающий 
соотношение лимфоцитов к числу сегментоя-
дерных нейтрофилов; индекс сдвига лейкоцитов 
крови, показывающий соотношение гранулоци-
тов к агранулоцитам. 

Углубление знаний о механизмах развития, тече-
ния и исходов аутоиммунных процессов, влючая рев-
матоидный артрит, позволяет внедрять новые, пато-
генетически обоснованные в экспериментальной и 
клинической практике методы коррекции [5, 6], кото-
рые требуют объективизации оценки их эффективно-
сти и безопасности.

Цель работы – изучение лейкоцитарной формулы 
и лейкоцитарных индексов периферической крови 
крыс с моделированным ревматоидным артритом и 
различными схемами лечения.

Материал и методы. Эксперимент проведен на 
42 крысах линии Вистар обоих полов в возрасте 6– 
7 недель. Все манипуляции с животными проводили 
в соответствии с директивой Европейского союза 
по защите животных, используемых в научных целях 
(2016). Ревматоидный артрит моделировали путем 
введения полного адъюванта Фрейнда субплантар-
но в левую заднюю лапу на протяжении трех недель 
три раза в неделю в объеме 0,04 мл. После созре-
вания модели приступали к лечению по несколь-
ким схемам: 1) преднизолон внутримышечно в дозе 
0,02 мл ежедневно в течение 2 недель; 2) Хумира в 
дозировке 0,04 мл один раз в неделю субплантар-
но; 3)  АСОН ORN2 (блокирует синтез белка в клет-
ках) в дозировке 0,05 мл дважды в неделю в течение  
21 дня; 4) АСОН Cyto1 (блокирует синтез TNF-α) по 
той же схеме; 5) комбинация из двух АСОН по анало-
гичной схеме. Отдельную группу составили живот-
ные, которым лечение не проводилось (контроль), 
а также интактные животные. Перед началом лече-
ния, а также каждые 7 дней в течение эксперимен-
та у животных под эфирным наркозом брали кровь 
из подъязычного сплетения и изготавливали мазки, 
которые после высушивания окрашивали стандарт-
ным протоколом по Романовскому – Гимзе. На по-
лученных мазках подсчитывали количество лейко-
цитов, нейтрофилов, моноцитов и эозинофилов на  
100 клеток.

Индексы высчитывали по следующим формулам:
– лейкоцитарный индекс интоксикации (по  

Я. Я. Кальф-Калифа):
ЛИИ=2П+С/(М+Л)*(Э+1);

– ядерный индекс интоксикации (по Г. А. Дашта-
янцу):

ЯИИ=(М+П)/С;
– лимфоцитарный индекс:

ЛИ=Л/С;
– индекс сдвига лейкоцитов крови (по Яблучан-

скому):
ИСЛК=(Э+Н)/(М+Л),

где П – палочкоядерные нейтрофилы; С – сегменто-
ядерные нейтрофилы; Н  – общее число всех форм 
нейтрофилов; М  – моноциты; Л  – лейкоциты; Э  –  
эозинофилы.

Полученные числовые значения подвергались 
статистической обработке с помощью ПО Statistica 
10. Использовали методы описательной статистики 
(определение нормальности распределения призна-
ка методом Шапиро – Уилка, вычисление среднего 
арифметического, медианы), отличия между группа-
ми вычисляли методом Краскела – Уоллиса для не-
связанных выборок. Достоверными считали отличия 
при вероятности ошибки р<0,05. Методом ANOVA 
определяли степень влияния фактора (метода и/или 
продолжительности лечения) на показатели перифе-
рической крови.

Результаты и обсуждение. Среди всех формен-
ных элементов наибольшему влиянию формы лече-
ния и его продолжительности подвергались значения 
количества сегментоядерных нейтрофилов и лимфо-
цитов.

На момент начала лечения лейкоцитарная фор-
мула показывала картину хронического воспаления. 
Снижение лимфоцитов и увеличение сегментоядер-
ных нейтрофилов отразилось на изменении всех ис-
числяемых нами индексов, кроме ЯИИ. Рост ЛИИ 
является клиническим показателем хронического 
воспаления, равно как и снижение ЛИ. Снижение 
числа агранулоцитов произошло за счет уменьшения 
лимфоцитов и привело к росту ИСЛК (рис.).

На 7-е сутки лечения изменения количества лим-
фоцитов и нейтрофилов зависели от применяемого 
препарата. Достоверно значимое увеличение нейтро-
филов (на 90 %) и уменьшение лимфоцитов (на 34 %) 
наблюдали в группе без лечения. В остальных группах 
противовоспалительные препараты компенсировали 
эти изменения. Показатели лейкоцитарных индексов 
подтвердили нарастающее воспаление в группе без 
лечения и компенсацию воспаления в группах с ле-
чением. Среди всех применяемых препаратов пред-
низолон оказался отличным по способу компенсации. 
Если в группах с генетическими препаратами (Хумира, 
АСОН Сyto1, АСОН ORN2) индексы показывали лег-
кую степень эндогенной интоксикации, отражающую 
сдерживание воспалительных процессов, то в группе 
с преднизолоном механизм действия направлен на 
синтез молодых форм нейтрофилов, что нашло свое 
отражение в росте ЛИ (p<0,05) и ЯИИ (рис. С, D).

На 14-е сутки лечения динамика изменений ока-
залась таковой, что достоверные отличия между 
группами практически отсутствовали. Тем не менее 
сохранялись тенденции к уменьшению ЛИИ и увели-
чению ЛИ в группах с лечением и обратные тенденции 
в группе без лечения. По многим параметрам наблю-
далась большая внутригрупповая дисперсия показа-
телей, однако анализ ANOVA показал отсутствие до-
стоверных изменений в периферической крови.

АСОН	–	антисмысловые олигонуклеотиды
ИСЛК	–	индекс сдвига лейкоцитов крови 
ЛИ	 –	лимфоцитарный индекс

ЛИИ	 –	лейкоцитарный индекс интоксикации
ЯИИ	 –	ядерный индекс интоксикации
TNF-α	–	фактор некроза опухоли альфа
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На третью неделю лечения значения индексов и 
лейкоцитарной формулы достигли наибольшего ста-
тистического различия в группах с разными схема-
ми лечения. Показательно, что достоверных отличий 
от контрольной группы достигли группы с лечени-
ем препаратами Хумира, АСОН Cyto1 и АСОН ORN2 
(p<0,05). В группе лечения Хумирой значение ЯИИ 
значительно превышало аналогичный показатель 
других групп, включая интактных животных. Такое из-
менение было вызвано не столько увеличением чис-
ла палочкоядерных нейтрофилов, сколько снижением 
зрелых сегментоядерных форм.

Известно, что хроническое воспаление отража-
ется увеличением лейкоцитов в периферической 
крови, в первую очередь нейтрофилов и моноци-
тов. Увеличивается также и соотношение нейтро-
филов к лимфоцитам [1, 7]. При ревматоидном 
артрите эндотелиоциты и клетки синовиальной 
оболочки поврежденных суставов экспрессируют 
медиаторы воспаления, такие как IL-1, IL-2, TNF-α и 
др. [8]. Это провоцирует выход в периферическую 
кровь моноцитов и сегментоядерных нейтрофи-
лов, пролиферацию т-лимфоцитов. Применение 
противоцитокиновых препаратов для лечения рев-
матоидного артрита кажется перспективным на-
правлением в медицине. Одним из наиболее попу-
лярных препаратов является блокатор рецепторов 
к TNF-α – АСОН Cyto1. Он представляет собой анти-
тело к названному рецептору и прерывает цепочку 
взаимодействий между лейкоцитами, формирую-
щими воспалительную реакцию. Как ожидалось, 
после применения данного препарата показатели 
крови, свидетельствующие о воспалении, пришли 
в норму.

Показатели периферической крови крайне видо-
специфичны. Если у человека наиболее многочис-
ленной популяцией лейкоцитов являются нейтрофи-

лы, то у крыс среди белых клеток крови преобладают 
лимфоциты, составляющие до 80 % от всех лейкоци-
тов. По этой причине интерпретация значения лейко-
цитарных индексов человека на животных и обратно 
невозможна. Выводы об изменении иммунореактив-
ности можно сделать, отталкиваясь не от абсолютных 
значений, а от тенденции изменения того или иного 
показателя в процессе лечения. 

У интактных крыс показатели крови не изменя-
лись с течением эксперимента. В группе без лече-
ния значения индексов ЛИИ и ИСЛК, отражающих 
эндогенную интоксикацию, возрастали с течением 
эксперимента, что вполне закономерно. При этом 
в группах с лечением данные показатели постепен-
но нормализовывались, что свидетельствует о сни-
жении интенсивности воспалительного процесса. 
Характерно, что в группах с преднизолоном и АСОН 
ORN2 после 14-х суток начинался незначительный 
рост этих индексов, тогда как в группах с генетиче-
скими антицитокиновыми препаратами продолжа-
лось снижение индексов.

ЯИИ отражает скорость регенерации моноцитов 
и нейтрофилов, а также продолжительность их цир-
куляции в периферической крови. Наименьших зна-
чений данный показатель достигал в группе АСОН 
Сyto1 на 14-е сутки. Несмотря на его повышение 
к 21-м суткам, достоверных отличий от интактной 
группы не наблюдалось. Это объясняется сниже-
нием циркулирующих моноцитов после блокировки 
синтеза TNF-α. В группе без лечения данный индекс 
также был низок, однако за счет значительного по-
вышения уровня сегментоядерных нейтрофилов. 
Такая картина характерна для истощенного имму-
нитета, в результате чего высок риск вторичных бак-
териальных осложнений [7]. Лимфоцитарный ин-
декс оказался пониженным в группах без лечения, 
c АСОН ORN2 и преднизолоном (начиная с 14-х су-

Рис. Показатели лейкоцитарных индексов периферической крови крыс в разные сроки эксперимента: А – ЛИИ,  
В – ИСЛК, С – ЛИ, D – ЯИИ; И – интактные животные; К – контрольная группа с моделированным артритом без лечения; 
П – группа животных, получавших лечение преднизолоном; Х – группа с лечением Хумирой; ORN2 – группа с лечением 

экспериментальным олигонуклеотидом ORN2; Cyto1 – группа с лечением экспериментальным олигонуклеотидом Cyto1; 
C+O – группа животных, получавших комбинацию двух олигонуклеотидов

(ᴥ – p<0,05 отличия от интактной группы, * – p<0,05 отличия от контрольной группы)
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ток), тогда как в группах, получавших Хумиру, АСОН 
Cyto1 и комбинацию АСОН, данный показатель рос 
на протяжении всего эксперимента. Это может сви-
детельствовать об успешной блокировке воспали-
тельных процессов в организме эксперименталь-
ных животных [8]. 

Заключение. Таким образом, на основании ди-
намики гематологических показателей крыс с адъю-
вант-индуцированным артритом можно сделать вы-
вод об эффективности препаратов, направленных на 
блокировку провоспалительных цитокинов. При этом 
применение экспериментальных олигонуклеотидов, 
направленных на блокировку синтеза TNF-α, не усту-
пает в эффективности препарату Хумира, используе-
мому в терапии ревматоидного артрита.

Финансирование. Исследования проведены при 
поддержке программы развития Крымского фе-

дерального университета им. В. И. Вернадского  
(Рег. № АААА-А19-119122390041-9 от 23/12/2019).

Информированное согласие: Основные правила 
содержания и ухода за экспериментальными жи-
вотными соответствовали нормативам, данным в 
приказе Минздрава России № 708н от 23.08.2010 
«Об утверждении правил лабораторной практики 
в Российской Федерации», этическим принципам, 
установленным Европейской конвенцией по защи-
те позвоночных животных, используемых для экс-
периментальных и других научных целей (приня-
той в Страсбурге в 18.03.1986 и подтвержденной в 
Страсбурге 15.06.2006). Эксперимент одобрен ко-
митетом по этике Крымского федерального универ-
ситета имени В. И. Вернадского.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. 
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