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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬЮ ИССЛЕДОВАНИЯ являлся мониторинг клеточного состава крови и костного мозга крыс через 24 часа и 7 суток 
после однократной внутрибрюшинной инъекции циклофосфамида (20 и 40 мг/массы тела животного) и попытка коррек­
ции наблюдающихся изменений при помощи облучения кожи электромагнитными волнами крайне высокой частоты (КВЧ). 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ. Эксперименты проведены на 50 крысах-самцах линии Вистар. Определены изменения относи­
тельного и абсолютного количества лейкоцитов крови и миелокариоцитов костного мозга через 24 часа и 7 суток после 
инъекции циклофосфамида (20 и 40мг/кг массы тела животного), КВЧ-облучения кожи (37-53 GHz, 7,1мм, 20 мВт) и при 
сочетании этих воздействий. РЕЗУЛЬТАТЫ. Показано, что однократное в/б введение циклофосфамида приводит к сниже­
нию количества нейтрофилов и лимфоцитов в крови, лимфоидных клеток и общего количества недифференцированных 
клеточных элементов костного мозга через 24 часа после инъекции. Через 7 суток отмечена лимфопения и увеличение 
количества недифференцированных клеточных элементов в костном мозге. КВЧ-облучение кожи приводит к повышению 
количества палочкоядерных нейтрофилов в крови, уменьшению количества палочкоядерных и сегментоядерных нейтро­
филов в костном мозге крыс через 24 часа и нивелирует циклофосфамид-индуцированное повышение количества недиф­
ференцированных клеток костного мозга через 7 суток после воздействия. ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Введение циклофосфамида 
вызывает цитопению в крови и костном мозге крыс через 24 часа. Через 7 суток после введения циклофосфамида в 
костном мозге количество зрелых форменных элементов остается пониженным, но возрастает число недифференциро­
ванных клеточных форм. КВЧ-облучение кожи приводит к снижению степени интенсивности наблюдаемых изменений.
Ключевые слова: циклофосфамид, КВЧ, лимфоциты, нейтрофилы, кровь, костный мозг.

ABSTRACT
THE AIM of the research was to monitor the content of blood cells and bone marrow of rats in 24 hours and 7 days after a single 
intraperitoneal injection of cyclophosphamide (20 and 40 mg of body weight of the animal) and to attempt correction of the 
observed alterations using irradiation of the skin with extremely high frequency (EHF) waves. MATERIAL AND METHODS. The 
experiments were performed in 50 male Wister rats. The quantity of blood leukocytes and bone marrow myelocytes were 
determined in 24 hours and 7 days after injection of cyclophosphamide (20 and 40 mg), EHF irradiation of the skin (37-53 GHz, 7.1 
mm, 20 mWt), and a combination of these factors. RESULTS. A single i.p. injection of cyclophosphamide was shown to result in 
a decreased quantity of blood neutrophils and lymphocytes, lymphoid cells and total quantity of nondifferentiated cell elements 
of the bone marrow in 24 hours after injection. Lymphopenia and increased number of nondifferentiated cell elements of the bone 
marrow were noted in 7 days after injection. EHF irradiation of skin leads to the increased quantity of band neutrophils in blood 
and decreased band and segmental neutrophils in bone marrow of rats in 24 hours and levels the cyclophosphamide-induced 
increase of the quantity of nondifferentiated cells in bone marrow in 7 days. CONCLUSION. Injection of cyclophosphamide causes 
cytopenia in blood and bone marrow of rats in 24 hours. In 7 days after injection of cyclophosphamide the quantity of mature cells 
remains diminished, but the number of nondifferentiated cell forms is increased. EHF irradiation of skin leads to decreased 
intensity of the observed alterations.
Key words: cyclophosphamide, EHF, lymphocytes, neutrophils, blood, bone marrow.

ВВЕДЕНИЕ

Препараты цито статического действия широ­
ко применяются при комплексной терапии нефро-

логических, онкологических и аутоиммунных забо­
леваний [1]. Одной из существенных проблем, ко­
торые возникают при проведении данной терапии,
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является неизбирательное повреждающее дей­
ствие цитостатиков на все быстроделящиеся клет­
ки, в том числе и иммунокомпетентные. Примене­
ние циклофосфамида (ЦФ) приводит к значитель­
ному снижению количества лимфоцитов в крови, 
подавлению их функциональной активности и ока­
зывает токсическое воздействие на костный мозг 
[2,3,4]. Последствиями лейкопении являются ин­
фекционные осложнения, которые развиваются в 
основном в период наибольшего снижения количе­
ства лейкоцитов в крови пациентов.

Известно, что применение ЦФ в основном при­
водит к повреждению или гибели кроветворных 
клеток, находящихся на поздних стадиях развития. 
Поскольку препарат не обладает кумулятивным 
угнетающим действием на костномозговое крове­
творение, после прекращения химиотерапии чис­
ленность популяций костномозговых клеток восста­
навливается за счет костномозгового резерва ство­
ловых клеток и клеток-предшественников.

Поскольку показано, что КВЧ-облучение спо­
собствует нормализации функционального состоя­
ния клеток крови при разных формах патологии [5] 
и КВЧ-терапия используется в настоящее время 
при лечении заболеваний различной этиологии: не­
врологических [6,7], кардиологических [8], онколо­
гических [9] и ряда других, представлялось целе­
сообразным провести анализ изменений количества 
клеток крови и дифференцированных клеточных 
элементов костного мозга, вызываемых введени­
ем циклофосфамида и попытаться воздействовать 
на интенсивность этих изменений, применив КВЧ- 
облучение кожи.

Целью данной работы являлось исследование 
влияния в/б введения циклофосфамида и КВЧ-об- 
лучения кожи на клеточный состав крови и кост­
ного мозга крыс.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Эксперименты выполнены на 50 крысах-сам- 
цах линии «Wistar» массой 180-220 г. До введения 
в эксперимент животных в течение 5 дней адапти­
ровали к экспериментальной обстановке: каждый 
день в 10 часов утра крыс помещали в пластмас­
совые цилиндрические контейнеры, соответству­
ющие размеру крысы. Через 2-3 дня животные 
привыкали к помещению в контейнер и спокойно 
находились в них сначала в течение 20, а затем -  
30 и 40 минут.

Источником КВЧ-излучения служил генератор 
электромагнитного поля (модель G4-141, г. Пущи­
но, Россия), с диапазоном частот 37-53 GHz. Крыс 
подвергали КВЧ-облучению при длине волны 7,1 
мм и мощности 20 мВт. Кожу крыс облучали в трех

точках: кожу обеих голеней 3 мм ниже и 3 мм ла- 
теральнее центра колена и кожу на задней поверх­
ности шеи между 7-м шейным и 1-м грудным по­
звонками по медиальной линии (соответственно 
проекциям St 36 и DU 14 акупунктурных точек). 
КВЧ-облучение проводили двукратно по 40 минут 
с 40-минутным интервалом между облучениями.

Циклофосфамид вводили однократно, внутри­
брюшинно в дозе 20 и 40 мг на кг массы тела жи­
вотного сразу же после окончания первого 40-ми­
нутного КВЧ-облучения.

Все исследования были проведены на живот­
ных следующих экспериментальных групп: 1- на­
ходящиеся в контейнере, подвергнутые ложному 
облучению (с присоединением волноводов, но не 
при включенном аппарате) и однократной в/б инъ­
екции физиологического раствора (ФР); 2 -  под­
вергнутые ложному облучению и однократной в/б 
иньекции ЦФ в дозе 20 мг/кг; 3 -  подвергнутые 
ложному облучению и получившие однократную 
в/б иньекцию ЦФ в дозе 20 мг/кг; 4 -  подвергну­
тые КВЧ-облучению двукратно по 40 мин с одно­
кратной инъекции ФР; 5 -  подвергнутые КВЧ-об­
лучению двукратно по 40 мин с введением ЦФ в дозе 
20 мг/кг; 6 -  подвергнутые КВЧ-облучению двукрат­
но по 40 мин с введением ЦФ в дозе 40 мг/кг.

Относительное количество форменных элемен­
тов крови и костного мозга определяли, подсчиты­
вая на мазках цельной крови (окрашенных по Май- 
Грюнвальду) количества отдельных видов клеток 
на каждые 100 форменных элементов крови. Для 
пересчета в абсолютные величины подсчитывали 
в камере Горяева общее количество лейкоцитов 
крови или миелокариоцитов.

Забор крови осуществляли из левого желудоч­
ка сердца. Для оценки морфологического состава 
костного мозга вычленяли бедренную кость кры­
сы, удаляли мягкие ткани и проксимальный эпи­
физ, в дистальный эпифиз вводили иглу и выдува­
ли с помощью резинового баллона костный мозг 
на предметное стекло. Костный мозг суспендиро­
вали на предметном стекле с помощью капилля­
ра. Затем 5 мкл суспензии переносили в 200 мкл 
аутентичной сыворотки и тщательно перемешива­
ли встряхиванием. Смесь костного мозга и сыво­
ротки разбавляли 3% уксусной кислотой до полу­
чения разведения 1:1000. Полученную гомогенную 
костномозговую взвесь использовали для подсчета 
абсолютного количества ядросодержащих клеток 
костного мозга (миелокариоцитов) на единицу объе­
ма в камере Горяева по стандартной методике.

Приготовленные нефиксированные мазки из 
смеси костного мозга и сыворотки окрашивали 
краской Май-Грюнвальда (неразбавленной) в те-
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чение 3 минут, затем с добавлением 
воды 1:1 в течение 1 минуты. Промы­
вали и высушивали. Затем окрашива­
ли краской Романовского-Гимзе (в 
разведении 1: 30 с PBS) в течение 30 
минут. Общую миелограмму подсчи­
тывали путем дифференциации 400 
клеток с последующим пересчетом в 
абсолютные величины.

Полученные результаты анализи­
ровали стандартными методами ва­
риационной статистики (программа 
«Statistica»), определяя достоверность 
полученных изменений при помощи t- 
критерия Стьюдента. Для оценки вза­
имосвязи изменений клеточного со­
става крови и костного мозга приме­
няли корреляционный анализ.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В ходе работы оценивали лейко-
Рис. 1. Количество лейкоцитов крови крыс через 24 часа после в/б введения 
циклофосфамида и КВЧ-облучения кожи. 1 - палочкоядерные нейтрофилы, 
2 -  сегментоядерные нейтрофилы, 3 -  лимфоциты, 4 -  общее количество 
лейкоцитов. По оси ординат количество клеток (х109/мл). * -  P<0,05; ** - 
P<0,01; *** -  P<0,001 -  по сравнению с количеством клеток после введениия 
ФР: ♦ -  P<0,05 -  по сравнению с количеством клеток после введения цикло­
фосфамида в дозе 40 мг/кг.

цитарный состав крови и костного 
мозга: количество палочкоядерных и 
сегментоядерных нейтрофилов и лим­
фоцитов крови и костного мозга, об­
щее количество лейкоцитов крови и 
миелокариоцитов костного мозга.
Кроме того, в костном мозге опреде­

ляли общее число дифференцированных 
(зрелых форменных элементов) и недиф­
ференцированных клеточных форм (ядро­
содержащих клеток, у которых отсутству­
ют характерные морфологические призна­
ки зрелых форменных элементов). 
Проведенные исследования позволили вы-

Животные после введения:
I I физиологического раствора (ФР)
I I циклофосфамида (ЦФ) (20 мг/кг)
I I ЦФ (40 мг/кг)
II111II после КВЧ-облучения кожи сочетанного с введением ФР 
V72 ЦФ (20 мг/кг) 
m  ЦФ (40 мг/кг)

Рис. 2. Количество лейкоцитов крови крыс через 7 суток после в/б вве­
дения циклофосфамида и КВЧ-облучения кожи. 1 -  палочкоядерные 
нейтрофилы, 2 -  сегментоядерные нейтрофилы, 3 -  лимфоциты, 4 - 
общее количество лейкоцитов. По оси ординат количество клеток (х109/ 
мл). # - P<0,05 -  по сравнению с соответствующими показателями 
через 24 часа после воздействия.

явить изменения клеточного состава кро­
ви и костного мозга крыс при в/б введе­
нии ЦФ и КВЧ-облучении кожи крыс.

Клеточный состав крови крыс пос­
ле в/б введения ЦФ и КВЧ-облучения 
кожи. Через 24 часа после инъекций ЦФ 
в дозах 20 и 40 мг/кг наблюдали снижение 
числа палочкоядерных и сегментоядерных 
нейтрофилов, лимфоцитов и общего числа 
лейкоцитов крови крыс по сравнению с по­
казателями, характерными для животных, 
которым вводили ФР (рис. 1).

КВЧ-облучение кожи приводило к уве­
личению числа палочкоядерных нейтрофи­
лов в крови животных, которым вводили 
ФР или ЦФ в дозе 40 мг/кг (см. рис. 1). 
Общее количество лейкоцитов, палочкоя­
дерных и сегментоядерных нейтрофилов 
при сочетании КВЧ-облучения и введения
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Животные после введения:
I I физиологического раствора (ФР)
I I циклофосфамида (ЦФ) (20 мг/кг)
I I ЦФ (40 мг/кг)
II1111 после КВЧ-обпучения кожи сочетанного с введением ФР 
У/A ЦФ (20 мг/кг)
Г*т4 ЦФ (40 мг/кг)

циклофосфамида в дозе 40 мг/кг было выше, чем 
при применении только циклофосфамида.

Через 7 суток после введения ЦФ или КВЧ- 
облучения кожи достоверных изменений клеточ­
ного состава крови крыс не обнаружено (рис. 2).

Количество палочкоядерных и сегментоядер­
ных нейтрофилов, лимфоцитов и общее количество 
лейкоцитов через 7 суток после введения ЦФ (20 и 
40 мг/кг) было выше, чем через 24 часа после этих 
инъекций (рис. 2).

Клеточный состав костного мозга крыс пос­
ле в/б введения ЦФ и КВЧ-облучения кожи. При­
менение ЦФ в дозах 20 и 40 мг/кг приводило к 
уменьшению количества палочкоядерных нейтро­
филов, лимфоцитов, общего количества миелока- 
риоцитов, дифференцированных и недифференци­
рованных клеток костного мозга через 24 часа пос­
ле введения (рис. 3).

КВЧ-облучение кожи в сочетании с введением 
физиологического раствора приводило к снижению

количества палочкоядерных и сегментоя­
дерных нейтрофилов через 24 часа после 
воздействия по сравнению с их числом у 
интактных животных. На фоне введения цик­
лофосфамида подобного эффекта примене­
ния КВЧ-облучения не наблюдали (рис. 3).

Через 7 суток после инъекции ЦФ в дозе 
20 мг/кг происходило снижение количества 
лимфоцитов и общего числа дифференци­
рованных клеточных форм костного мозга 
крыс (рис. 4) по сравнению с их количеством 
у животных, которым вводили ФР. Приме­
нение ЦФ в дозе 40 мг/кг вызывало умень­
шение количества лимфоцитов и общего 
числа дифференцированных клеток и повы­
шало количество недифференцированных 
клеточных форм. При сочетании КВЧ-об­
лучения и введения ЦФ в дозе 40 мг/кг вы­
явлено снижение общего количества недиф­
ференцированных клеточных форм.

В костном мозге, так же как и в пери­
ферической крови, наблюдали различия 
между изменением количества форменных 
элементов через 24 часа и 7 суток после 
воздействия. Через 7 суток после введения 
ЦФ в дозе 20 мг/кг количество палочкоя­
дерных нейтрофилов, дифференцированных 
и недифференцированных клеток костного 
мозга, общее количество лейкоцитов выше, 
чем через 24 часа после введения препара­
та. При сочетании введения ЦФ и КВЧ-об­
лучения кожи через 7 дней также наблюда­
ли повышение количества лимфоцитов (20 
и 40 мг/кг), дифференцированных (40 мг/кг) 

и недифференцированных (20 и 40 мг/кг) клеточ­
ных форм и общего количества миелокариоцитов 
(40 мг/кг) по сравнению с их количеством, харак­
терным для результатов исследования клеточного 
состава костного мозга через 24 часа после воз­
действия (рис. 4).

Таким образом, в ходе проведенного исследо­
вания определено, что через 24 часа после введе­
ния циклофосфамида наблюдается цитопения в 
крови и костном мозге крыс. Через 7 суток после 
введения циклофосфамида количество зрелых фор­
менных элементов в костном мозге остается по­
ниженным, но возрастает число недифференци­
рованных клеточных форм. КВЧ-облучение кожи 
приводит к снижению степени интенсивности на­
блюдаемых изменений.

ОБСУЖДЕНИЕ

Как выяснилось в ходе проведенного исследо­
вания, уменьшение количества лейкоцитов в крови

Р и с .  3 .  К о л и ч е с т в о  к л е т о к  в  к о с т н о м  м о з г е  к р ы с  ч е р е з  2 4  ч а с а  п о с л е  

в / б  в в е д е н и я  ц и к л о ф о с ф а м и д а  и  К В Ч - о б л у ч е н и я  к о ж и .  1 -  п а л о ч к о ­

я д е р н ы е  н е й т р о ф и л ы ,  2  -  с е г м е н т о я д е р н ы е  н е й т р о ф и л ы ,  3  -  л и м ­

ф о ц и т ы ,  4  -  м и е л о к а р и о ц и т ы ,  5  -  д и ф ф е р е н ц и р о в а н н ы е  к л е т к и ,  6  -  

н е д и ф ф е р е н ц и р о в а н н ы е  к л е т к и .  П о  о с и  о р д и н а т  к о л и ч е с т в о  к л е т о к  

( х 1 0 9/ м л ) .  *  -  P < 0 , 0 5 ;  * *  -  P < 0 , 0 1  -  п о  с р а в н е н и ю  с  к о л и ч е с т в о м  

к л е т о к  п о с л е  в в е д е н и и я  Ф Р .
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5 6
Животные после введения:

I I физиологического раствора (ФР)
I I циклофосфамида (ЦФ) (20 мг/кг)
I I ЦФ (40 мг/кг)
пттп после КВЧ-облучения кожи сочетанного с введением ФР 
У7~\ ЦФ (20 мг/кг)
Г«т<1 ЦФ (40 мг/кг)

Рис. 4. Количество клеток в костном мозге крыс через 7 суток после в/б 
введения циклофосфамида и КВЧ-облучения кожи. 1 - палочкоядерные 
нейтрофилы, 2 -  сегментоядерные нейтрофилы, 3 -  лимфоциты, 4 - мие- 
локариоциты, 5 -  дифференцированные клетки, 6 - недифференцирован­
ные клетки. По оси ординат количество клеток (х109/мл). * -  P<0,05 -  по 
сравнению с количеством клеток после введения ФР. ♦ - P<0,05 -  по срав­
нению с количеством клеток после введения циклофосфамида в дозе 40 
мг/кг; # - P<0,05; ## P<0,01 -  по сравнению с соответствующими показа­
телями через 24 часа после воздействия.

крыс, через 24 часа после в/б введения ЦФ (20 и 
40 мг/кг) происходит в результате снижения коли­
чества клеток основного гранулоцитарного звена 
(палочкоядерные и сегментоядерные нейтрофилы) 
и лимфоидных клеток. В костном мозге при вве­
дении ЦФ в дозах 20 и 40 мг/кг выявлено умень­
шение количества лимфоцитов, общего количества 
миелокариоцитов, дифференцированных и недиф­
ференцированных клеток, а при введении ЦФ в дозе 
20 мг/кг -  палочкоядерных нейтрофилов. Извест­
но, что для нейтрофилов характерна высокая ско­
рость замещения циркулирующих клеток. Одновре­
менное уменьшение количества нейтрофилов в 
крови и костном мозге может свидетельствовать 
об угнетении одного или более этапов развития 
пролиферирующего пула нейтрофильных грануло- 
цитов. Уменьшение числа лимфоцитов в крови

может быть связано не только с воз­
можной гибелью клеток, находящихся 
в стадии пролиферации [10], но и их пе­
рераспределением между кровью и 
лимфоидной системой [11].

Через 7 суток после в/б введения 
ЦФ не обнаружено изменений клеточ­
ного состава крови, тогда как в кост­
ном мозге наблюдается выраженная 
лимфопения, а количество недифферен­
цированных клеточных форм увеличи­
вается, что свидетельствует об актива­
ции процесса гемопоэза [13]. Данный 
факт может отражать как развитие ком­
пенсаторной реакции на элиминацию 
клеток при применении цитостатика, так 
и аномальное увеличение пролифератив­
ной активности клеток костного мозга. 
Известно, что применение циклофосфа­
мида при противоопухолевой химеоте- 
рапии может приводить к возникнове­
нию вторичных злокачественных обра­
зований, в том числе миелом [12].

Следует отметить, что в ряде слу­
чаев зарегистрировано более высокое 
количество клеточных элементов в кро­
ви и костном мозге через 7 суток пос­
ле воздействий, по сравнению с их ко­
личеством, регистрируемым через 24 
часа после воздействия. Гипермиело- 
поез через 7-10 суток после однократ­
ного введения цитостатических препа­
ратов, в том числе цитоксана, показан 
при исследованиях морфологических 
изменений костного мозга [13].

Через 24 часа после КВЧ-облуче­
ния кожи, сочетанного с введением 

физиологического раствора, повышается количе­
ство палочкоядерных нейтрофилов в крови и умень­
шается количество палочкоядерных и сегментоя­
дерных нейтрофилов в костном мозге крыс, что 
может свидетельствовать о стимулирующем вли­
янии КВЧ-облучения кожи на процесс миграции ней­
трофилов из костного мозга в кровяное русло, хотя 
статистически значимой корреляции между этими 
изменениями выявлено не было. Не исключено, что 
возрастание количества нейтрофилов в крови свя­
зано также с мобилизацией секвестрированных (на­
ходящихся в депонированном состоянии) нейтрофи­
лов. Увеличение количества палочкоядерных форм 
нейтрофилов в костном мозге через 24 часа проис­
ходило также и при КВЧ-облучении кожи на фоне 
введения ЦФ в дозе 40 мг/кг по сравнению с эф­
фектом действия ЦФ.
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Через 7 суток применение КВЧ-облучения кожи 
нивелировало ЦФ-индуцированное повышение ко­
личества недифференцированных клеток костного 
мозга, но изменений в количестве зрелых формен­
ных элементов крови и костного мозга не наблю­
дали. Вероятно КВЧ-облучение кожи снижает из­
быточное повышение пролиферативной активнос­
ти клеток костного мозга, вызванное действием 
циклофосфамида.

В ряде работ показано, что клетки крови чув­
ствительны к КВЧ-воздействию. Например, при 
псориазе изменяются морфо-функциональные ха­
рактеристики эритроцитов, а применение КВЧ-воз- 
действия приводит к их нормализации [5].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, введение циклофосфамида 
вызывает цитопению в крови и костном мозге крыс 
через 24 часа. Через 7 суток после введения цик­
лофосфамида в костном мозге количество зрелых 
форменных элементов остается пониженным, но 
возрастает число недифференцированных клеточ­
ных форм. КВЧ-облучение кожи приводит к сниже­
нию степени интенсивности наблюдаемых измене­
ний, что выражается в нивелировании ЦФ-индуци- 
рованного снижения количества нейтрофилов крови 
через 24 часа и повышения количества недиффе­
ренцированных клеток костного мозга через 7 су­
ток после воздействия.

Авторы выражают благодарность Фонду 
Р. Фокса за финансовую поддержку данного 
исследования.
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