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Аннотация. Метод компьютерной морфометрии позволяет детально изучать как морфометрические 
особенности нейтрофилов, так и их оптические свойства. Показатель преломления компонентов цитоплазмы 
непосредственно зависит от ее гранулированности, наличия или отсутствия органелл и включений, а по-
казатель преломления хроматина – от его структурной упорядоченности. С учетом этого морфометрические 
и оптические показатели можно использовать в качестве характеристик функциональной и метаболической 
активности нейтрофильных лейкоцитов при воздействии неблагоприятных факторов среды на организм. Це-
лью исследования явилось изучение морфометрических и оптических показателей нейтрофилов крыс на 
различных сроках интоксикации медно-цинковой колчеданной рудой. Материалы и методы. В эксперимен-
те использовались 68 нелинейных крыс-самцов 3–4-месячного возраста (средняя масса тела 210,5±10,5 г), 
которые были разделены на контрольную и три опытных группы в зависимости от срока интоксикации рудой 
(20, 45 и 60 сут.). Морфометрические и оптические показатели нейтрофилов определялись методом компью-
терной морфометрии с помощью комплекса автоматической микроскопии «Мекос-Ц2» (Россия) для анализа 
мазков, установленного на микроскопе AXIO Lab.A1 (ZEISS, Германия). Результаты. Во все сроки экспери-
мента происходило уменьшение общей площади клетки и площади цитоплазмы нейтрофилов на фоне сни-
жения оптической плотности цитоплазмы и ядра. Зафиксированы статистически значимые отрицательные 
корреляции площади ядра и его оптической плотности на всем протяжении эксперимента. Снижение опти-
ческой плотности цитоплазмы нейтрофилов под влиянием руды свидетельствует об уменьшении количества 
гранул в цитоплазме, а ядра – об увеличении доли деконденсированного хроматина. Снижение оптической 
плотности цитоплазмы по всем спектральным компонентам, сочетающееся с уменьшением ее площади, обу-
словлено резким ослаблением функциональных возможностей нейтрофильных гранулоцитов под действием 
руды. Уменьшение оптической плотности ядер нейтрофилов, очевидно, связано с функциональной реоргани-
зацией хроматина, с переходом факультативного гетерохроматина в эухроматин.
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Abstract. The method of computer morphometry allows us to study in detail both the morphometric features 
of neutrophils and their optical properties. The refractive index of cytoplasmic components directly depends 
on the cytoplasm’s granularity and the presence or absence of organelles and inclusions, while the refractive 
index of chromatin depends on its structural ordering. Considering this, morphometric and optical parameters 
can serve as markers of the functional and metabolic activity of neutrophilic leukocytes when exposed to 
adverse environmental factors. The purpose of the research was to investigate the morphometric and optical 
characteristics of rat neutrophils at different stages of exposure to copper-zinc pyrite ore. Materials and methods. 
The experiment involved 68 nonlinear male rats aged 3–4 months (mean weight 210.5 ± 10.5 g), which were 
divided into the control and 3 experimental groups based on the duration of exposure to the ore (20, 45 and  
60 days). Morphometric and optical parameters of neutrophils were determined by computer morphometry using the 
MECOS-C2 automatic microscopy complex (Russia) for smear analysis installed on the AXIO Lab.A1 microscope 
(ZEISS, Germany). Results. During all stages of the experiment, the total cell area and the cytoplasmic area of 
neutrophils was decreasing along with the optical density of the cytoplasm and nucleus. Statistically significant 
negative correlations between the area and optical density of the nucleus were recorded throughout the experiment. 
The decreased optical density of the neutrophil cytoplasm under the influence of ore indicates a declining number 
of granules in the cytoplasm, while the decreased optical density of the nucleus indicates a growing proportion of 
decondensed chromatin. The reduction in cytoplasm optical density in all spectral components, combined with a 
decrease in cytoplasmic area, is due to a sharp weakening of the functional capabilities of neutrophil granulocytes 

Corresponding author: Albina Nikitina, address: ul. Lenina 3, Ufa, 450008, Russia; e-mail: nikitina.albinar@gmail.com

https://orcid.org/0000-0001-8186-8204
https://orcid.org/0000-0002-3923-2736
https://orcid.org/0000-0003-1983-1392
https://orcid.org/0000-0002-7633-4264


224

under the action of ore. The reduction in the optical density of neutrophil nuclei is, apparently, associated with the 
functional reorganization of chromatin, i.e. with the conversion of facultative heterochromatin into euchromatin.
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density, optical density of the cell nucleus, copper-zinc pyrite ore, rats
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Нейтрофильные гранулоциты составляют 
самую большую часть циркулирующих лейко-
цитов [1]. Зрелые нейтрофилы первыми выбра-
сываются в кровоток и мигрируют в очаг вос-
паления [2]. В процессе миграции происходит 
активация нейтрофилов, выражающаяся в мо-
билизации азурофильных гранул с выделени-
ем в ходе экзоцитоза ряда ферментов [3]. Бла-
годаря способности к фагоцитозу и наличию 
мощных бактерицидных и цитотоксических 
продуктов нейтрофилы представляют собой 
неспецифический компонент защиты организ-
ма, являясь участниками местных иммунных 
реакций [1, 4]. 

Морфологически реактивность лейкоци-
тов выражается в изменении общей площади 
клеток и площадей отдельных компонентов. 
В настоящее время благодаря значительно-
му расширению методов лабораторных ис-
следований и внедрению новых технологий 
появилась возможность детального изуче-
ния морфометрических и морфологических 
особенностей нейтрофилов и их оптических 
характеристик. С помощью метода компью-
терной морфометрии можно определить по-
казатель преломления компонентов клетки, 
который непосредственно зависит от концен-
трации, химического состава, агрегатного со-
стояния внутриклеточного вещества, наличия 
или отсутствия в клетке органелл и включе-
ний [4]. Изучение изменений оптических 
свойств ядерного хроматина, обусловленных 
его конформационными превращениями, по-
зволяет количественно и качественно анали-
зировать его структурную упорядоченность и 
динамику, а также оценивать метаболическое 

и физиологическое состояние клеток в целом 
[5–7]. Так, средняя оптическая плотность ядра 
является параметром, который может ука-
зывать на уровень конденсации хроматина и 
степень его биологической активности [8].  
В свою очередь, показатель преломления ци-
топлазмы, отражающий ее гранулированность 
в нейтрофилах, можно использовать в качестве 
характеристики функциональной активности 
клеток людей и лабораторных животных, что 
определяет значимость исследований, направ-
ленных на его изучение [9]. 

Изменение морфометрических параметров 
нейтрофильных гранулоцитов при различных 
патологических состояниях в организме об-
условливает возрастание гетерогенности их 
популяции [1]. Фенотипические особенности 
состава нейтрофилов определяются стадией и 
степенью тяжести патологического процесса и 
могут иметь значение при диагностике и тера-
пии патологии [10]. 

Целью работы явилось изучение морфоме-
трических и оптических характеристик ней-
трофилов крыс на различных сроках инток-
сикации медно-цинковой колчеданной рудой 
(МЦКР).

Материалы и методы. Исследование 
влияния МЦКР на гематологические параме-
тры проведено на 68 белых нелинейных кры-
сах-самцах в возрасте 3–4 мес. с массой тела 
210,5±10,5 г. Они содержались в стандартных 
клетках (n = 6) со свободным доступом к питью 
и еде при средней температуре воздуха в вива-
рии 24±2 °С в соответствии с СП 2.2.1.3218. 
Продолжительность опыта составила 60 сут. 
В зависимости от срока интоксикации МЦКР 
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были сформированы 4 группы: контрольная 
и три опытные. Животным опытных групп 
в течение 20, 45 и 60 сут. перорально вводи-
лась водная суспензия руды (доза 0,6 г/кг мас-
сы тела), образец которой был предоставлен 
Учалинским горно-обогатительным комби-
натом [11]. Взятие периферической крови из 
хвостовой вены и эвтаназия животных путем 
декапитации проводились под эфирным нар-
козом [11]. В ходе эксперимента соблюдались 
принципы гуманного отношения к лаборатор-
ным животным в соответствии с «Междуна-
родной рекомендацией по проведению био-
медицинских исследований с использованием 
животных» (Женева, 1985) и директивой Ев-
ропейского парламента и Совета Европейско-
го Союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о 
защите животных, используемых для научных 
целей. Исследование было одобрено локаль-
ным этическим комитетом Башкирского госу-
дарственного университета (протокол № 5 от 
13.09.2017).

Морфометрические параметры (площадь 
клетки, цитоплазмы и ядра) нейтрофилов опре-
делялись методом компьютерной морфометрии 
в мазках периферической крови, окрашен-
ных по методу Романовского–Гимзы, с помо-
щью комплекса автоматической микроскопии 
«Мекос-Ц2» (Россия), установленного на ми-
кроскопе AXIO Lab.A1 (ZEISS, Германия). При 
просмотре мазков крови для подсчета лейкоци-
тарной формулы визуально определялись типы 
лейкоцитов, создавалась база их изображений 
и после сортировки осуществлялась передача 
данных в MS Excel (Microsoft, США). На осно-
ве вычисления площади 200 клеток в каждом 
образце строились гистограммы распределе-
ния, которые позволили учитывать не только 
средние значения показателей, но и параметры 
распределения, а также соотношение клеток 
разного размера. 

Для анализа цитологических изображений 
лейкоцитов проводилась оценка цитологиче-
ских мазков. С этой целью измерялись пока-
затели удельной оптической плотности (УОП) 
цитоплазмы и ядра нейтрофилов в трех спек-

тральных диапазонах видеокамеры: синем 
(УОПС), зеленом (УОПЗ), красном (УОПК). 
Каждому спектральному диапазону оптиче-
ской плотности соответствовала своя область 
поглощения [12]. Окраска вещества определя-
лась цветом тех лучей, которое оно пропускало. 

Интегральная оптическая плотность цито-
плазмы, зависящая от интенсивности окраски 
цитоплазмы и ее размеров, рассчитывалась по 
формуле ИОП = УСОП∙Sц/Sк, где УСОП – удель-
ная суммарная оптическая плотность, у. е., 
УСОП = УОПК + УОПЗ + УОПС; Sк – площадь 
клетки (нейтрофила), мкм2; Sц – площадь цито-
плазмы нейтрофила, мкм2, Sц = Sк – Sя (Sя – пло-
щадь ядра нейтрофила, мкм2).

Полученные данные обрабатывались с ис-
пользованием пакета статистических программ 
Statistica 12 (StatSoft, США). Для оценки ста-
тистической значимости различий выборок 
использовались непараметрические критерии 
Манна–Уитни и Краскела–Уоллиса, рассчиты-
вались медианы и интерквартильные размахи – 
Ме [Q1; Q3]. Различия считались статистически 
значимыми при p < 0,05 для обоих критериев. 
Оценка связи между параметрами осуществля-
лась с помощью непараметрического коэффи-
циента корреляции Спирмена (r; p < 0,05).

Результаты. На рис. 1, см. с. 226 приведе-
ны размерные показатели зрелых нейтрофиль-
ных гранулоцитов периферической крови крыс 
в зависимости от срока интоксикации МЦКР. 
Из гистограммы видно, что общая площадь 
клетки сегментоядерных нейтрофилов в ходе 
эксперимента постепенно снижалась, при 
этом к 20-м суткам она оказалась на 6 % ниже  
(p = 0,04), чем в контрольной группе, к 45-м – 
на 5 % (p = 0,04), к 60-м – на 17 % (p = 0,03). 
Площадь цитоплазмы также уменьшилась: 
на 20-е сутки было зафиксировано значимое 
снижение на 33 % по сравнению с контролем  
(p = 0,02), на 45-е – на 10 % (p = 0,04) и на  
60-е – на 28 % (p = 0,03). В то же время площадь 
ядра клетки достоверно не изменялась во все 
сроки воздействия МЦКР на организм крыс. 
При этом ядерно-цитоплазматическое отно-
шение (ЯЦО) к концу эксперимента возросло  
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на 35 % при p = 0,02 (ЯЦО в контроле состави-
ло 0,96 у. е., на 60-е сутки – 1,30 у. е.). Причи-
ной изменения ЯЦО было снижение площади 
цитоплазмы.

Выявлено, что одновременно со снижени-
ем площади цитоплазмы клетки наблюдалось 
уменьшение УСОП, определяемое по повы-
шению светопроницаемости, во все сроки 
эксперимента (по сравнению с контролем на 
20-е сутки – на 48 % (p = 0,02), на 45-е сутки – 
на 44 % (p = 0,04) и на 60-е сутки – на 49 % 
(p = 0,03)) (см. таблицу). В ходе эксперимен-
та отмечалось снижение оптической плотно-
сти ядра по всем спектральным диапазонам, 
что свидетельствует о преобразовании вну-
триядерной структуры клетки. Возрастание 
проницаемости ядра указывало на повыше-
ние степени его разрыхления под влиянием 
руды [8]. С учетом того, что изменения УОП 

и площади клеточных структур отражают их 
функциональные модификации, представляет 
интерес изучение корреляций между этими 
параметрами. На рис. 2 представлены корре-
ляции площади ядра с его УОП по всем спек-
тральным диапазонам.

В контроле зафиксированы статистически 
значимые отрицательные корреляции площади 
ядра и УОПК, УОПЗ. Характер связи размер-
ных и оптических свойств сохранялся в ходе 
эксперимента. При этом на 45-е и 60-е сутки 
отрицательные корреляции усиливались (р <  
< 0,05), в то время как площадь ядра в ходе экс-
перимента не изменялась. Наблюдаемое при 
этом уменьшение УОП ядра по всем спектраль-
ным диапазонам свидетельствует об увеличе-
нии степени его разрыхления. Отрицательная 
корреляция УОП с площадью ядра указывает 
на то, что чем меньше оптическая плотность 

Рис. 1. Общая площадь и площади отдельных компонентов сегментоядерных нейтрофилов 
крыс под воздействием МЦКР (Ме): *, #, ● – здесь и далее установлены статистически значимые 
(р < 0,05) отличия по отношению к контролю, 20-м и 45-м суткам соответственно

Fig. 1. Total cell area and areas of   individual components of segmented neutrophils in rats under 
the influence of copper-zinc pyrite ore (Me): *, #, ● – hereinafter, statistically significant (p < 0.05) 
differences were established from the control and day 20 and 45, respectively
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Оптические показатели сегментоядерных нейтрофилов крыс, подвергнутых воздействию МЦКР, Ме [Q1; Q3], у. е.
Optical parameters of segmented neutrophils in rats exposed to copper-zinc pyrite ore, Me [Q1; Q3], conventional units

Показатель Контроль 20-е сутки 45-е сутки 60-е сутки

ИОП цитоплазмы 0,34
[0,23; 0,55]

0,16*
[0,12; 0,21]

0,20#

[0,18; 0,44]
0,15*●

[0,12; 0,18]

УОПК цитоплазмы 0,23
[0,17; 0,35]

0,14*
[0,12; 0,20]

0,16
[0,13; 0,21]

0,12*
[0,11; 0,16]

УОПЗ цитоплазмы 0,33
[0,26; 0,49]

0,16*
[0,15; 0,30]

0,18*
[0,16; 0,28]

0,16*
[0,14; 0,19]

УОПС цитоплазмы 0,15
[0,11; 0,24]

0,07*
[0,07; 0,18]

0,08
[0,05; 0,14]

0,07*
[0,06; 0,08]

УСОП цитоплазмы 0,71
[0,54; 1,08]

0,37*
[0,33; 0,67]

0,40*
[0,37; 0,62]

0,36*
[0,31; 0,43]

УОПК ядра 0,88
[0,69; 1,02]

0,47*
[0,42; 0,49]

0,51*
[0,44; 0,57]

0,52*
[0,43; 0,58]

УОПЗ ядра 1,29
[0,98; 1,52]

0,38*
[0,35; 0,42]

0,39*
[0,32; 0,42]

0,47*
[0,42; 0,54]

УОПС ядра 0,35
[0,23; 0,43]

0,08*
[0,07; 0,09]

0,07*
[0,06; 0,11]

0,10*
[0,09; 0,12]

Рис. 2. Корреляционные связи между площадью и УОП ядра сегментоядерных нейтро-
филов крыс, подвергнутых воздействию МЦКР (представлены только достоверные значе-
ния, р < 0,05)

Fig. 2. Correlations between the area and the specific optical density of the nucleus of 
segmented neutrophils in rats exposed to copper-zinc pyrite ore (only significant values   are 
presented, p < 0.05)
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ядра и больше степень его разрыхления, тем 
большую площадь оно занимает. Эта тенден-
ция усиливалась в ходе эксперимента.

Из рис. 3 видно, что как в контроле, так и 
в ходе эксперимента имели место положитель-
ные корреляции между площадями клетки и 
цитоплазмы, а также площадями клетки и ядра. 
Однако сила этих корреляций в разные сроки 
заметно варьировала. Так, на 20-е сутки тесная 
связь между площадями клетки и цитоплазмы 
ослабла по сравнению с контрольной группой 
(r = 0,52, p = 0,03 против r = 0,87, p = 0,02), но 
усилилась корреляция между площадями клет-
ки и ядра (r = 0,68, p = 0,02 против r = 0,56,  
p = 0,04). На 45-е и 60-е сутки связи между 
площадями клетки и ее структур оказались не-
сколько ниже, чем в исходном состоянии. 

Обсуждение. Установлено, что во все 
сроки эксперимента происходило уменьше-
ние общей площади нейтрофилов, которое 
было наиболее выражено на 60-е сутки. Ана-
лиз динамики ЯЦО позволил предположить, 
что причиной уменьшения общего размера 
нейтрофилов является снижение площади 

цитоплазмы. Существенный вклад площади 
цитоплазмы в варьирование общей площади 
клетки подтверждает также изучение корре-
ляции между площадью клетки и площадью 
цитоплазмы. Причем в контроле влияние пло-
щади цитоплазмы на размер клетки является 
максимальным, а в ходе эксперимента участие 
площади цитоплазмы выражено слабее, осо-
бенно на 20-е сутки. Уменьшение площади 
цитоплазмы могут вызывать разные причины, 
среди которых рядом авторов указывается из-
менение интенсивности экзоцитоза [9, 10]. 
Так, при его усилении происходит снижение 
площади цитоплазмы, сопровождающееся ис-
черпыванием ферментативного запаса клетки 
[9]. С другой стороны, уменьшение размеров 
клетки можно объяснить, по мнению Г.И. Ко-
зинца и соавт., тем, что при нарастании вос-
палительного процесса крупные нейтрофилы 
покидают кровоток и уходят в очаг воспале-
ния, при этом в крови остаются клетки мень-
ших размеров [13]. 

Изучение оптической плотности цитоплаз-
мы, как известно, позволяет оценить степень 

Рис. 3. Корреляционные связи между общей площадью клетки и площадями 
цитоплазмы и ядра сегментоядерных нейтрофилов крыс, подвергнутых воздействию 
МЦКР (представлены только достоверные значения, р < 0,05) 

Fig. 3. Correlations between the total cell area and the cytoplasmic and nuclear areas of 
segmented neutrophils in rats exposed to copper-zinc pyrite ore (only significant values   are 
presented, p < 0.05)
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насыщенности клеток гранулами и, соответ-
ственно, функциональную активность ци-
топлазмы [12]. Наблюдаемое в ходе прове-
денного эксперимента снижение оптической 
плотности во всех спектральных диапазонах 
может свидетельствовать о вакуолизации ци-
топлазмы в гранулоцитах, усилении ее про-
ницаемости и гидратации [12]. В то же время 
оптическая плотность зависит от содержания 
и размеров гранул в цитоплазме. Согласно по-
лученным результатам, под влиянием МЦКР 
произошло уменьшение УОПС, что указы-
вает на снижение количества гранул в цито-
плазме. Поскольку в цитоплазме нейтрофилов 
преобладают азурофильные и специфические 
гранулы, основными компонентами которых 
являются миелопероксидаза и катионные про-
теины, можно прийти к заключению, что под 
влиянием МЦКР происходит потеря фермен-
тативного запаса, приводящая к снижению 
функциональной активности клетки [9]. 

Значимым индикатором морфофункцио-
нального состояния клетки является клеточ-
ное ядро: его размер и форма могут меняться 
в различных условиях, в частности при ста-
рении клетки, патологических состояниях и 
изменении экспрессии генов [14]. При этом 
вариации ядерной морфологии клетки опре-
деляются, прежде всего, структурной мо-
дификацией хроматина. Информационным 
показателем, характеризующим степень кон-
денсации хроматина, является оптическая 
плотность ядра [8]. Зафиксированное нами 
уменьшение оптической плотности ядра под 
воздействием МЦКР свидетельствует о де-
конденсации хроматина в ядре нейтрофилов. 
Структурная перестройка хроматина ядер 
нейтрофилов, очевидно, определяет адаптив-

ную реорганизацию клетки в соответствии с 
потребностями в синтезе РНК и белка в но-
вых условиях жизнедеятельности. Так, из-
вестно, что адаптивные изменения клеточ-
ных реакций иммунной системы начинаются 
с изменения структурной упорядоченности 
хроматина [15]. Установленные нами до-
стоверные отрицательные связи между пло-
щадью ядра клетки и его оптической плот-
ностью подтверждают факт преобразования 
гетерохроматина в эухроматин и изменения 
физиологического состояния нейтрофилов 
под воздействием МЦКР. 

Согласно современным представлениям, 
переход факультативного гетерохроматина 
в транскрипционно-компетентный эухрома-
тин регулируется коровыми гистонами ну-
клеосом и метилированием ДНК, тем самым 
данные процессы могут рассматриваться как 
предпосылки для усиления матричной ак-
тивности ДНК [5, 16]. 

Таким образом, под воздействием МЦКР 
наблюдаются изменения геометрических и 
оптических параметров нейтрофилов крыс. 
Снижение площади и оптической плотности 
цитоплазмы, свидетельствующее о деграну-
ляции нейтрофилов, указывает на развитие 
функциональной недостаточности фермен-
тативного запаса клеток. Уменьшение опти-
ческой плотности ядра нейтрофила в ходе 
эксперимента, очевидно, связано с функцио-
нальной реорганизацией хроматина, перехо-
дом факультативного гетерохроматина в эух-
роматин. Этот факт можно расценивать как 
компенсаторно-приспособительную реакцию 
нейтрофильных лейкоцитов на воздействие 
экстремальных факторов среды, направлен-
ную на мобилизацию организма.
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