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СПИСОК ОСНОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

ACKR Атипичные рецепторы хемокинов (англ. Atypical 

chemokine receptors) 

CXCR Рецепторы хемокинов (англ. C-X-C chemokine receptors) 

CR Рецептор(-ы) комплемента (англ. Complement receptors) 

DAG ДАГ, диацилглицерин (англ. Diacylglycerol) 

DAMP Молекулярные паттерны, ассоциированные с повре-

ждением (англ. Damage-associated molecular patterns) 

ERK Киназа, регулируемая внеклеточными сигналами (англ. 

Extracellular signal-regulated kinase) 

fMLF фМЛФ, N-формилметионин-лейцил-фенилаланин (англ. 

N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine) 

FCR Рецептор(-ы) Fc (кристализующегося фрагмента имму-

ноглобулина, англ. fragment crystallizable region) 

FPR Рецепторы формилированных пептидов (англ. Formyl 

peptide receptors) 

GAP ГТФаза-активирующий белок (англ. GTPase-activating 

protein)  

G-CSF Г-КСФ, гранулоцитарный колониестимулирующий 

фактор (англ. Granulocyte colony-stimulating factor) 

GM-CSF ГМ-КСФ, гранулоцитарно-макрофагальный колоние-

стимулирующий фактор (англ. Granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor) 

GDI Ингибитор диссоциации гуанина (англ. Guanine nucleo-

tide dissociation inhibitor) 

GEF Фактор обмена гуанина (англ. Guanine nucleotide ex-

change factor) 

GPCR Рецепторы, сопряженные с G-белком (англ. G-protein-

coupled receptors) 

GRK Киназы рецепторов, связанных с G-белками (англ. G-

protein-coupled receptor kinases) 

IP3 ИФ3, инозитол 1,4,5-трифосфат (англ. Inositol 1,4,5-

trisphosphate) 
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ITAM Активационный мотив иммунорецептора на основе ти-

розина (англ. Immunoreceptor tyrosine-based activation 

motif) 

ITIM Ингибиторный мотив иммунорецептора на основе ти-

розина (англ. Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 

motif) 

LTA4 ЛТА4, лейкотриен A4 (англ. Leukotriene A4) 

LTB4 ЛТБ4, лейкотриен Б4 (англ. Leukotriene B4) 

LXA Липоксин (англ. Lipoxin) 

МАРК Митоген-активируемая протеинкиназа (англ. Mitogen-

activated protein kinase) 

PAF ФАТ, фактор активации тромбоцитов (англ. Platelet-

activating factor) 

PAFR Рецептор фактора активации тромбоцитов (англ. 

Platelet-activating factor receptor) 

PAMPs Молекулярные паттерны, ассоциированные с патогена-

ми (англ. Pathogen-associated molecular patterns) 

PI3K Фосфатидилинозитол-3-киназа(-ы) (англ. 

Phosphoinositide 3-kinase) 

PIP2 Фосфатидил-инозитол-4,5-бифосфат (англ. Phosphati-

dylinositol 4,5-bisphosphate) 

PIP3 Фосфатидил-инозитол-3,4,5-трифосфат (англ. Phospha-

tidylinositol (3,4,5)-trisphosphate) 

PKB Протеинкиназа B (англ. Protein kinase B, также известна 

как AKT) 

PKC Протеинкиназа(-ы) C (англ. Protein kinase C) 

PLC Фосфолипаза C (англ. Phospholipase C) 

PTEN Гомолог фосфатазы и тензина (англ. Phosphatase and 

tensin homolog) 

TLR Толл-подобные рецепторы (англ. Toll-like receptors) 

АПК Антиген-презентирующие клетки 

АФК Активные формы кислорода (англ. ROS, Reactive oxy-

gen species) 

ДК Дендритные клетки 



7 

ИЛ Интерлейкин (англ. IL, interleukin) 

ИФН Интерферон 

ЛПС Липополисахарид (англ. LPS, lipopolysaccharide) 

МПО Миелопероксидаза 

НВЛ Нейтрофильные внеклеточные ловушки (англ. NETs, 

neutrophil extracellular traps) 

НСТ Нитросиний тетразолий 

СОД Супероксиддисмутаза 

ФНО-α Фактор некроза опухоли-альфа (англ. TNF-α, tumor ne-

crosis factor-alpha) 

ХГБ Хроническая грануломатозная болезнь 

ХЛ Хемилюминесценция 

  



8 

ВВЕДЕНИЕ 

Иммунная система отвечает за защиту организма от разнообраз-

ных инфекционных агентов и собственных поврежден-

ных/апоптотических/некротических клеток. Первая линия защиты 

обеспечивается барьерными механизмами кожи и слизистых и клет-

ками врожденной иммунной системы, к которым относятся грануло-

циты, макрофаги и дендритные клетки. Эти клетки способны к хемо-

таксису, захвату (фагоцитированию) инфекционных агентов, их пере-

вариванию внутри фаголизосом, продукции цитотоксических факто-

ров. Еще одной частью врожденного иммунитета являются натураль-

ные (естественные) киллеры, которые специализируются на поиске и 

уничтожении собственных клеток организма, инфицированных виру-

сами или измененных вследствие онкологической трансформации. 

Клетки врожденной иммунной системы играют решающую роль 

в инициации и последующем направлении адаптивных иммунных от-

ветов, а также участвуют в удалении патогенов, на которые нацелен 

адаптивный иммунный ответ. Более того, поскольку для развертыва-

ния адаптивного иммунного ответа обычно нужно 4-7 дней, врож-

денный иммунный ответ играет решающую роль в борьбе с инфекци-

ями в течение этого периода.  

При попадании в организм микробы встречаются с клетками и 

молекулами, отвечающими за врожденный иммунный ответ (рис. 1). 

Макрофаги и дендритные клетки несут поверхностные рецепторы, ко-

торые способны распознавать и связывать общие компоненты многих 

патогенов – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны. Моле-

кулы патогена стимулируют фагоцитоз и секрецию биологически ак-

тивных веществ: цитокинов и хемокинов, которые привлекают из кро-

вотока нейтрофилы и моноциты, то есть инициируют процесс воспа-

ления. Местное воспаление и фагоцитоз могут быть вызваны актива-

цией белков комплемента на поверхности бактериальных клеток. Кас-

кад реакций высвобождает небольшие пептиды, которые также спо-

собствуют воспалению. 
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Рис. 1. Реализация иммунного ответа 

 

Цитокины и фрагменты комплемента оказывают важное влия-

ние на адгезивные свойства эндотелия, заставляя циркулирующие 

лейкоциты прилипать к эндотелиальным клеткам стенки кровенос-

ных сосудов и мигрировать между ними к месту инфекции, куда их 

привлекают хемокины. Основными эффекторами на начальных эта-

пах воспаления являются нейтрофилы, которые в большом количе-

стве накапливаются в воспаленной инфицированной ткани. Как и 

макрофаги, они имеют поверхностные рецепторы для общих бакте-

риальных компонентов и комплемента и уничтожают вторгшиеся 

микроорганизмы. Врожденный иммунный ответ вносит решающий 

вклад в активацию адаптивного иммунитета.  
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Воспалительная реакция сопровождается увеличением потока 

лимфы, содержащей антиген и антиген-презентирующие клетки 

(АПК), в лимфоидную ткань. Фрагменты комплемента на микробных 

поверхностях и индуцированные изменения в клетках, которые по-

глотили микроорганизмы, обеспечивают сигналы, которые синерги-

чески активируют лимфоциты, рецепторы которых связываются со 

специфическими микробными антигенами.  

Индукция адаптивного иммунного ответа начинается, когда па-

тоген встречается с незрелой дендритной клеткой в инфицированной 

ткани. Дендритные клетки (ДК) в течение жизни находятся в тканях. 

Незрелая дендритная клетка несет на своей поверхности рецепторы, 

которые распознают общие молекулы антигенов, например, про-

теогликаны клеточной стенки бактерий. Незрелые дендритные клетки 

также постоянно поглощают внеклеточный материал, включая любые 

вирусные частицы или бактерии, посредством рецептор-

независимого механизма макропиноцитоза.  

Функция дендритных клеток состоит в первую очередь не в 

уничтожении патогенов, а в переносе антигенов к периферическим 

лимфоидным органам и их передаче Т-лимфоцитам. Если дендритная 

клетка захватывает патоген в инфицированной ткани, она активиру-

ется и перемещается к лимфатическому узлу. Активация запускает 

созревание и превращение ДК в высокоэффективную антиген-

презентирующую клетку, что позволяют ей активировать патоген-

специфические лимфоциты. Активированные дендритные клетки 

секретируют цитокины, которые влияют как на врожденный, так и на 

адаптивный иммунный ответ, определяя, будет ли и каким образом 

будет иммунная система реагировать на присутствие инфекционных 

агентов [1]. 

Адаптивная иммунная система по сравнению с врожденной бо-

лее специфичная – она может быть нацелена на определенный анти-

ген и помогает справиться с патогенами, которые не смогла обезвре-

дить система врожденного иммунитета. Адаптивный иммунный ответ 

более медленный, но более точный, к тому же он обеспечивают за-
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щиту от последующей повторной инфекции [1].  

К клеткам адаптивной иммунной системы относятся T- и B-

лимфоциты. Лимфоциты – небольшие клетки с однородной цито-

плазмой. B-лимфоциты продуцируют антитела, Т-лимфоциты отве-

чают за уничтожение инфицированных вирусами клеток и регулиру-

ют активность других клеток иммунной системы. Для ответа лимфо-

цитов требуются два сигнала: связывание антигена с рецепторами и 

сигнал от другой иммунной клетки. Наивные Т-клетки обычно акти-

вируются ДК, для В-клеток активаторами служат сигналы Т-клеток. 

Макрофаги также могут напрямую опосредовать врожденные иммун-

ные ответы и вносить вклад в эффекторную фазу адаптивного им-

мунного ответа. В-клетки презентируют части антигенов и секрети-

руют антитела, которые могут распознавать практически на любой 

антиген. В организме одновременно присутствует множество различ-

ных потенциально продуцирующих антитела клеток, каждая из кото-

рых обладает способностью вырабатывать антитела с разной специ-

фичностью, эти антитела служат рецептором для антигена. При свя-

зывании антигена клетка активируется, чтобы делиться и произво-

дить множество идентичных потомков – клонов, за счет чего проис-

ходит клональная экспансия лимфоцитов. 

Лимфоциты, моноциты и гранулоциты составляют три основных 

типа лейкоцитов (рис. 2). T- и B-лимфоциты, а также натуральные 

киллеры, относятся к клеткам лимфоидного ряда и происходят от 

общего предшественника лимфоцитопоэза. Моноциты и гранулоциты 

происходят от общего предшественника миелопоэза, который диффе-

ренцируется в миелобласт. Миелобласт далее превращается в моно-

бласт, из которого происходят моноциты, или промиелоцит, который 

дифференцируется через ряд потомков в три вида гранулоцитов: 

нейтрофилы, базофилы и эозинофилы. 
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Рис. 2. Основные типы лейкоцитов и их функции 

 

Моноциты, которые при миграции в ткани превращаются в мак-

рофаги, совместно с гранулоцитами составляют группу фагоцитов. 

Фагоциты содержат специфические лизосомы, которые сливаются с 

фагоцитарными везикулами (фагосомами) и уничтожают фагоцитиро-

ванные микроорганизмы с помощью высокореакционных молекул су-

пероксида (
.
O2

-
) и гипохлорита (HClO

-
), а также концентрированной 

смеси лизосомальных гидролитических ферментов. Макрофаги намно-

го крупнее и долговечнее гранулоцитов. Они отвечают за распознава-

ние и удаление стареющих, мертвых и поврежденных клеток и обла-

дают способностью поглощать крупные микроорганизмы [2, 3]. 

Гранулоциты являются наиболее распространенными лейкоци-

тами в организме человека. Гранулоциты и/или их предшественники 

обычно составляют до 60-70 % ядерных клеток в костном мозге и кро-

вотоке. Гранулоциты содержат многочисленные лизосомы и секретор-

ные везикулы (или гранулы) и подразделяются на три класса в соот-

ветствии с морфологией и окраской органелл. Базофилы секретируют 

гистамин, провоцируя воспалительные реакции. Эозинофилы помога-

ют уничтожать паразитов и модулировать аллергические воспалитель-

ные реакции. Нейтрофилы составляют основную часть гранулоцитов 

и, в целом, лейкоцитов и отвечают за врожденный противомикробный 

иммунитет [4]. Нейтрофилы – крайне подвижные клетки, которые 

способны отвечать на широкий спектр стимулов, особенно на так 

называемые «патоген- и повреждение-ассоциированные молекуляр-
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ные паттерны» (англ. pathogen/damage-associated molecular patterns – 

PAMPs/DAMPs) [5]. Нейтрофилы «общаются» с макрофагами, денд-

ритными клетками лимфоцитами с помощью межклеточных контак-

тов или растворимых медиаторов [6, 7]. 

Зрелые нейтрофилы человека живут в крови 6-8 часов, а затем 

еще около 2-3 дней в тканях. В норме в костном мозге взрослого че-

ловека ежедневно продуцируется около 1-2×10
11

 нейтрофилов. Во 

время инфекции продолжительность жизни нейтрофилов увеличива-

ется, усиливается гранулоцитопоэз, и большое количество нейтрофи-

лов быстро рекрутируется в очаг инфекции. Гранулоцитарный коло-

ниестимулирующий фактор (G-CSF) и гранулоцитарно-

макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF) могут 

повышать количество и ускорять созревание нейтрофилов во время 

инфекции [8, 9].  

Традиционно гранулоциты рассматривались как простые корот-

коживущие клетки, которые высвобождают антимикробные агенты в 

очаге воспаления, пока более специализированные клетки не прибу-

дут туда и не запустят эффективную атаку на патогены. Однако со-

временные технологии показывают, что функции нейтрофилов гораз-

до сложнее. Они гетерогенны, как фенотипически, так и функцио-

нально, и играют важную роль в развитии заболеваний [10]. Доказа-

но, что нейтрофилы участвуют в запуске, регуляции и прекращении 

воспалительных реакций, вовлечены в заживление ран и поддержание 

гомеостаза тканей. Более того, нейтрофилы активно участвуют в ре-

гуляции функций других иммунных клеток [7, 11]. 

После распознавания и фагоцитоза нейтрофилы используют 

набор микробицидных средств для уничтожения инфекционных аген-

тов. К кислород-зависимым микробицидным средствам относятся ак-

тивные формы кислорода (АФК), кислород-независимые включают 

дегрануляцию и высвобождение литических ферментов и бактери-

цидных пептидов [4]. Помимо фагоцитоза, продукции АФК и дегра-

нуляции крайне активированные нейтрофилы могут выбрасывать 

сеть из нитей ДНК с протеазами и антибактериальными молекулами, 
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так называемые нейтрофильные внеклеточные ловушки (НВЛ, англ. 

neutrophil extracellular traps, NET) [12]. 

Очевидно, что высокий цитотоксический потенциал подразуме-

вает, что активация и миграция нейтрофилов находится под жесткой 

регуляцией для предотвращения избыточного воспаления, которое 

может привести к поражению тканей. Передвижение и активация 

нейтрофилов зависит от взаимодействия целого комплекса адгезион-

ных молекул, цитокинов и протеаз, ключевую роль в этих процессах 

играют хемоаттрактанты и их рецепторы.  

Таким образом, врожденная иммунная система в лице грануло-

цитов и моноцитов/макрофагов обеспечивает неспецифическую ре-

акцию против любых чужеродных агентов, внедрившихся в орга-

низм: бактерий, вирусов, грибов, синтетических препаратов. К за-

щитным механизмам относятся хемотаксис, фагоцитоз, секреторная 

дегрануляция, продукция активных форм кислорода и азота [4]. Реа-

лизация функций врожденного иммунитета в данном учебном посо-

бии будет рассмотрена на примере гранулоцитов, а именно нейтро-

филов. 

 

Вопросы для самоконтроля:  

1. Какие типы иммунных клеток вы знаете? 

2. Каковы основные функции лимфоцитов? 

3. Каковы основные функции гранулоцитов и моноцитов?  
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ГЛАВА 1. ФУНКЦИИ ГРАНУЛОЦИТОВ 

1.1. Хемотаксис 

Нейтрофилы находятся в авангарде врожденной иммунной си-

стемы, эти клетки снабжены впечатляющим антимикробным «арсе-

налом» и потому обладают мощным цитотоксическим потенциалом. 

Участие нейтрофилов является необходимым условием для борьбы с 

микробами, для сохранения гомеостаза, для модулирования воспале-

ния и прекращения воспалительных реакций, для заживления ран и 

восстановления тканей. Для достижения очага воспаления нейтрофи-

лы используют хемотаксис – движение клеток по градиенту раство-

ренного вещества, представляющего «сигнал тревоги». 

Гранулоциты и моноциты экспрессируют рецепторы хемоат-

трактантов и хемокинов. Оба типа рецепторов активируют двига-

тельные реакции клеток за счет реорганизации цитоскелета и форми-

рования ламеллоподий. До недавнего времени считалось, что разли-

чие между хемоаттрактантами и хемокинами заключается в направ-

ленности движения: хемоаттрактанты вызывают направленное дви-

жение, тогда как хемокины просто хаотичное «броуновское» движе-

ние клеток. Однако, в свете данных о том, что рецепторы хемокинов 

ответственны за хоуминг (англ. homing) раковых клеток в костный 

мозг, это утверждение является не совсем верным и требует уточне-

ния.  

По биохимическим свойствам хемоаттрактанты можно разде-

лить на четыре семейства: хемотаксические липиды (фактор актива-

ции тромбоцитов, лейкотриены), формилированные пептиды (fMLF и 

другие), анафилатоксины комплемента (C5a) и хемокины [13]. Хемо-

аттрактанты вовлечены в регуляцию выхода нейтрофилов из костного 

мозга, а также в пространственную и временную регуляцию переме-

щения нейтрофилов между органами. Хемоаттрактанты и хемокины 

преимущественно действуют через рецепторы, сцепленные с G-

белками (англ. G-protein-coupled receptors, GPCRs), но существуют и 

атипические рецепторы хемокинов (ACKR), которые не связаны с G-

белками. Уровень экспрессии рецепторов зависит от степени созре-
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вания нейтрофилов и уровня активации. 

Зрелые нейтрофилы достигают очага воспаления или инфекции 

через посткапиллярные венулы, где сосудистая стенка достаточно 

тонкая, и нейтрофилы могут контактировать с эндотелиальными 

клетками. Миграция нейтрофилов состоит из нескольких этапов: свя-

зывание хемоаттрактанта и активация селектин-опосредованного пе-

рекатывания нейтрофила по эндотелию; медленное перекатывание с 

последующим усилением адгезии посредством интегринов, пропол-

зание через эндотелий и окончательная миграция в ткани [6] (рис. 3). 

Воспаление или повреждение тканей запускает продукцию G-CSF, 

что стимулирует мобилизацию нейтрофилов из костного мозга в кро-

веносное русло. Взаимодействие между селектинами и их рецептора-

ми запускает перекатывание нейтрофила вдоль эндотелия сосуда. 

Градиент хемоаттрактанта определяет направление миграции 

нейтрофила. В очаге инфекции нейтрофил может фагоцитировать 

(захватывать) патогены, генерировать АФК и другие микробицидные 

компоненты, высвобождать ферменты для деградации, а также вы-

брасывать нейтрофильные внеклеточные ловушки. 

 

Рис. 3. Активация и миграция нейтрофилов в очаг воспаления под 

действием хемоаттрактантов 
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Сигнальные каскады при активации миграции клеток зависят от 

типа хемоаттрактанта и его рецептора. Эти молекулы запускают дозо-

зависимую миграцию нейтрофилов, определяют направление движе-

ния, активируют усиление адгезии и регулируют финальную транс-

миграцию. Схожесть в функциях хемоаттрактантов и особенностях 

их рецепторов может создавать ощущение избыточности, но каждый 

тип хемоаттрактантов регулирует движение нейтрофилов уникаль-

ным способом. Во-первых, хемоаттрактанты различаются по тому, в 

какой клетке организма они синтезируются, в какой временной про-

межуток и где высвобождаются. Во-вторых, промежуточные хемоат-

трактанты (LTB4 и хемокины) отличаются от конечных (формилиро-

ванные пептиды и C5a): нейтрофилы в сложном окружении умеют 

расставлять приоритеты и следуют, в первую очередь, за конечными 

хемоаттрактантами. Таким образом, хемоаттрактанты слаженно дей-

ствуют во времени и пространстве в соответствии со своей иерархи-

ей, чтобы регулировать миграцию клеток. Это было подтверждено в 

эксперименте на мышах на модели стерильного воспаления. Началь-

ный хемотаксис нейтрофилов в здоровой ткани в сторону очага вос-

паления зависел от внутрисосудистого градиента хемокинов, а фи-

нальные этапы миграции в поврежденную ткань регулировались 

формилированными пептидами, которые высвобождались из погиба-

ющих клеток. В исследовании на мышиной модели цитотоксичности 

печени, индуцированной ацетаминофеном, было обнаружено что, хе-

мокины, взаимодействующие с CXCR2, и продукты распада мито-

хондриальных белков, связывающиеся с FPR, действуют сообща в ак-

тивации миграции нейтрофилов и полномасштабного воспаления (по 

обз. [14]).  

Разные семейства хемоаттрактантов активируют разные функ-

ции во время финальных этапов трансмиграции нейтрофилов. 

Например, хемокин CXCL2, высвобождаемый отчасти и нейтрофи-

лами, выполняет определяющую роль в разрушении межклеточных 

соединений эндотелиальных клеток для облегчения миграции. Дей-
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ствие хемоаттрактанта бактериального происхождения fMLF ведет к 

проникновению нейтрофилов сквозь эндотелиальные клетки.  

Использование термина «хемоаттрактант» может привести к 

ложному впечатлению, что функция этих молекул ограничена регу-

ляцией миграции, но хемоаттрактанты и их рецепторы также вовле-

чены в другие аспекты активации нейтрофилов, это крайне динами-

ческий процесс, выстроенный таким образом, чтобы обеспечить мак-

симальный ответ в правильном месте и только тогда, когда это необ-

ходимо. Циркулирующие нейтрофилы находятся в состоянии покоя в 

гомеостатических условиях, но могут перейти в состояние «повы-

шенной готовности» при встрече с воспалительными агентами, вклю-

чая хемокины и фактор активации тромбоцитов (PAF), либо вслед-

ствие механического стресса. Это состояние повышенной готовности 

также называют праймированным состоянием. В зависимости от 

праймирующего агента и условий праймированный фенотип может 

быть временным или устойчивым. Праймированные нейтрофилы мо-

гут быть полностью активированы, но также могут и спонтанно вер-

нуться в состояние покоя, что подчеркивает их пластичность. Акти-

вированные нейтрофилы реагируют более агрессивно при последова-

тельной стимуляции LTB4, fMLF и C5a за счет предактивации сиг-

нальных компонентов, что было продемонстрировано по усиленной 

продукции АФК [15], дегрануляции, фагоцитозу и повышенной 

склонности к нетозу. 

 

1.1.1. Хемотаксические липиды 

LTB4 вызывает хемотаксис различных лейкоцитов, но более из-

вестен как мощный хемоаттрактант именно нейтрофилов. Во время 

воспаления LTB4 быстро синтезируется de novo в ответ на воспали-

тельные цитокины (ИЛ-2 и фактор некроза опухоли альфа), бактери-

альные продукты (ЛПС) или другие хемоаттрактанты (PAF и C5a). 

LTB4 секретируется клетками миелоидного ряда, то есть сами 

нейтрофилы служат важными продуцентами этого метаболита арахи-

доновой кислоты, и их активность может регулироваться LTB4 по 
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механизму обратной связи. На начальных стадиях синтеза критично 

участие фермента фосфолипазы А2, которая усиливает мобилизацию 

арахидоновой кислоты к ядерной мембране, где другой фермент, ли-

поксигеназа, превращает арахидоновую кислоту в 5-HPETE, которая 

метаболизируется в LTA4 и далее в LTB4. 

Другие хемотаксические липиды, факторы активации тромбоци-

тов PAF, регулируют множество функций, включая миграцию и акти-

вацию лейкоцитов. Факторы активации тромбоцитов относится к ге-

терогенному классу молекул, которые различаются на основании то-

го, какие группы находятся в sn-1 положении молекулы глицерина. 

Молекулы, содержащие алкильные группы C16:0, C18:0 или C18:1, 

имеют наибольший биологический потенциал среди различных фак-

торов активации тромбоцитов. Синтез факторов активации тромбо-

цитов может запускаться множеством цитокинов, таких как ИЛ-1, 

ИЛ-6, ИЛ-12 и ФНО-альфа, под действием ангиотензина II и эндоте-

лина в различных иммунных клетках и тромбоцитах. PAF может про-

дуцироваться как за счет модификации мембранных липидов, так и за 

счет de novo синтеза посредством многостадийного ферментативного 

процесса. 

 

1.1.2. Анафилотоксины комплемента 

Белки-предшественники комплемента синтезируются в печени и 

циркулируют в периферической крови в неактивном виде. Активация 

комплемента усиливает протеолитический сплайсинг пятого компо-

нента комплемента (С5) с образованием анафилотоксинов C5a и C5b. 

C5a является основным продуктом активации комплемента, который 

обладает хемотаксическими свойствами в отношении нейтрофилов. 

C3a, продукт протеолиза С3, также обладает некоторой хемотаксиче-

ской активностью, но даже несмотря на то, что нейтрофилы экспрес-

сируют специфические рецепторы к C3a, не способен вызвать полно-

ценный ответ нейтрофилов. 

 

1.1.3. Формилированные пептиды 
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Пептиды, которые несут в своем составе формилированный ме-

тионин (fMet) на N-конце, обычно образуются в результате деграда-

ции бактериальных и митохондриальных белков, формируя «патоген-

ассоциированные» либо «повреждение-ассоциированные молекуляр-

ные паттерны», распознающиеся клетками врожденного иммунитета. 

Наиболее известный формил-метионин-содержащий пептид, fMLF – 

бактериальный продукт, который воздействует в качестве хемоат-

трактанта на нейтрофилы и многие другие клетки. Человеческие 

нейтрофилы экспрессируют три типа рецепторов формилпептидов: 

FPR1, FPR2 (который также называют рецептором липоксина А4 

(LXA4) или ALX) и FPR3. Рецепторы FPR1 и FPR2 способны отве-

чать на очень низкие концентрации бактериальных формилпептидов 

и фенол-растворимых модулинов [16].  

 

1.1.4. Хемокины 

Хемокины – это специализированные хемотаксические цитоки-

ны, продуцируемые различными клетками, в том числе лейкоцитами 

и клетками соединительной ткани. В настоящее время известно около 

50 хемокинов и, по крайней мере, 19 их рецепторов. Они выполняют 

гомеостатическую и воспалительную функции, в зависимости от типа 

лиганда продуцируются постоянно либо в ответ на микробные или 

эндогенные воспалительные медиаторы.  

Хемокины классифицируются по количеству цистеиновых 

остатков и промежуткам между ними в N-концевой области белка 

(CC, CXC, CX3C и C). В отличие от других хемоаттрактантов, хе-

мокины селективны по отношению к специфическим популяциям 

лейкоцитов. Функции хемокинов регулируются альтернативным 

сплайсингом их транскриптов, модуляцией транскрипции, стабильно-

стью мРНК, взаимодействием с атипичными рецепторами хемокинов, 

посттрансляционными модификациями (цитруллинированием, гид-

ролизом, присоединением азотсодержащих групп, гликозилировани-

ем) самих хемокинов и их рецепторов.  
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1.1.5. Рецепторы хемоаттрактантов и их сигнальные пути 

Рецепторы хемоаттрактантов относятся к классу А G-белок 

сцепленных рецепторов (родопсиноподобные), то есть, при связыва-

нии агониста они передают сигнал внутрь клетки через гетеротри-

мерные G-белки. Эти рецепторы содержат семь трансмембранных 

доменов, соединенных тремя внутриклеточными и тремя внеклеточ-

ными петлями. N-конец рецептора является экстраклеточным, C-

конец внутриклеточным. Большинство клеточных ответов, возника-

ющих вследствие связывания рецептора хемоаттрактанта с лигандом, 

чувствительно к действию коклюшного токсина, из чего было заклю-

чено, что эти рецепторы, в основной массе, связаны с ингибиторным 

подтипом альфа-субъединицы G-белка (Gαi). Рецептор фактора акти-

вации тромбоцитов (PAFR) может также связываться с Gαq субъеди-

ницей, но хемотаксис, вызванный PAFR, зависит только от Gαi-

опосредованных сигнальных событий [17]. После связывания с аго-

нистом рецепторы хемоаттрактантов претерпевают конформацион-

ные изменения, что приводит к обмену ГДФ на ГТФ и диссоциации 

α-субъединицы от βγ-димера. Gαi субъединица ингибирует аденилат-

циклазу, что вызывает снижение концентрации эндогенного цАМФ.  

Субъединицы Gβγ активируют, по крайней мере, два параллель-

ных сигнальных каскада. Во-первых, активированный мембрано-

ассоциированный фермент фосфолипаза С-бета (PLCβ) гидролизует 

фосфоинозитол-(4,5)-бисфосфата (PIP2) до диацилглицерола (DAG) и 

инозитолтрифосфата (IP3), последний вызывает мобилизацию каль-

ция из эндоплазматического ретикулума и активацию кальций-

зависимых протеинкиназ, включая различные изоформы протеинки-

назы С (PKC). Во-вторых, субъединицы Gβγ активируют фермент 

фосфоинозитол-3-киназу (PI3K) гамма, которая фосфорилирует PIP2 

с образованием фосфоинозитол-(3,4,5)-трифосфата (PIP3), с после-

дующей активацией киназ, регулируемых внеклеточными сигналами 

(англ. extracellular signal–regulated kinases, ERK), и протеинкиназы В 

(PKB; также известна как AKT).  

Нейтрофилы экспрессируют три тирозиновые киназы семейства 
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Src: Hck, Fgr и Lyn, которые могут быть вовлечены в сигнализацию, 

вызванную хемоаттрактантами. По всей видимости, функционально 

активация Src-киназ может быть важна для последующей активации 

p38 митоген-активируемых протеинкиназ (МАРК) [18]. Механизм ак-

тивации Src-киназ до сих пор не ясен, предполагается участие бета-

аррестинов, субъединиц G-белка и/или непосредственно самого ре-

цептора; по-видимому, эта активация идет параллельно с PI3K- и 

PLCβ-зависимой сигнализацией [19].  

Важно, что сигнальные пути промежуточных и конечных хемо-

аттрактантов отличаются. Так, активация рецептора промежуточным 

хемоаттрактантом зависит от PI3K и PTEN-зависимых путей, тогда 

как конечные хемоаттрактанты вызывают Src-зависимое фосфорили-

рование р38 МАРК [20]. Следует отметить, что рецепторы конечных 

хемоаттрактантов, предположительно, обладают высокой конститу-

тивной активностью по сравнению с рецепторами промежуточных 

хемоаттрактантов. Отличительная особенность GPCR, включая и ре-

цепторы хемоаттрактантов, в том, что они подвержены быстрой го-

мологичной десенситизации в ответ на стимуляцию агонистами. Го-

мологичная десенситизация осуществляется за счет фосфорилирова-

ния активированного рецептора внутриклеточной киназой (GRK) и 

последующим присоединением белка бета-аррестина к сайту фосфо-

рилирования, что ведет к инактивации рецептора. Независимо от спо-

собности к выключению сигнализации GPCR, бета-аррестины могут 

сами напрямую активировать последующие сигнальные пути для 

тонкой регуляции двигательной активности клеток [21]. Кроме того, 

при взаимодействии хемокинов и атипичных рецепторов ACKR, ко-

торые не ассоциированы с G-белками, сигнализация обычно идет по 

бета-аррестин-зависимому пути. Более того, возможна гетерологич-

ная десенситизация при активации рецепторов хемоаттрактантов раз-

личных семейств: например, была показана реципрокная десенсити-

зация кальциевого ответа, полимеризация актина и миграция при 

стимуляции fMLF и компонентом комплемента C5a [22]. Предвари-

тельная стимуляция любым из этих хемоаттрактантов вызывала де-
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сенситизацию к другим хемокинам, например, ингибируя ответы 

нейтрофилов на CXCL1 и CXCL8. В эксперименте на мышах показа-

но, что непептидный агонист FPR приводил к подавлению экспрессии 

CXCR2 в нейтрофилах и неспособности к кальциевой мобилизации и 

хемотаксису в ответ на C5a, LTB4 или CXCL1 [23]. Активация PAFR 

реактивирует десенситизированные FPR актин-зависимым способом, 

что приводит к усиленной продукции АФК [24]. Было показано, что 

при активации PAFR сигналы от субъединицы Gαq критичны для ак-

тивации Gαi-сцепленных рецепторов FPR [25]. Обобщенная схема ве-

роятных внутриклеточных сигнальных путей рецепторов хемоаттрак-

тантов представлена на рис. 4. 

 

Рис. 4. Схема сигнальных путей хемотаксических рецепторов 

 

В активации двигательных функций клетки важную роль игра-

ют механизмы гидролиза и фосфорилирования фосфоинозитидов, а 
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также каскады серин/треонинового и тирозинового фосфорилирова-

ния белков. PLC гидролизует фосфоинозитолы до DAG и PIP3, кото-

рые, в свою очередь, активируют протеинкинзу С и запускают вы-

свобождение кальция из внутриклеточных депо. PI3K фосфорилиру-

ет фосфоинозитолы по третьему положению в инозитольном кольце 

до PIP3, который затем взаимодействует с плекстриновыми (РН и 

РХ) доменами белков, тем самым активируя их. Также было показа-

но, что при стимуляции рецепторов хемоаттрактантов наблюдается 

активация киназ семейства Src.  

 

Вопросы для самоконтроля: 

1. Что такое хемотаксис? 

2. Что запускает реакцию хемотаксиса? 

3. Какие виды хемоаттрактантов различают? 

4. Какие рецепторы хемоаттрактантов известны? 

5. Какая основная особенность рецепторов, относящихся к 

классу GPCRs? 

6. В чем заключается принцип иерархии рецепторов хемоат-

трактантов? 

7. Каковы основные сигнальные пути рецептор-опосредованной 

активации хемотаксиса? 

 

1.2. Фагоцитоз 

Функционально нейтрофилы относятся к фагоцитам, т.е. клет-

кам, которые способны к захвату чужеродных частиц и собственных 

апоптотических клеток. Фагоцитоз необходим для поддержания го-

меостаза тканей и для реализации ответов врожденного иммунитета. 

Фагоцитозом считается захват частиц диаметром более 0.5 мкм в 

окруженную мембраной вакуоль. К фагоцитозу способны также мак-

рофаги и дендритные клетки. Большинство механизмов фагоцитоза 

были изучены на макрофагах, меньше известно о фагоцитозе нейтро-

филов, в основном из-за того, что это короткоживущие клетки, кото-

рые трудно поддаются генетическим модификациям.   
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1.2.1. Фагоцитоз опсонизированных частиц 

Опсонины – антитела и факторы системы комплемента, способ-

ные адсорбироваться на поверхности антигена, они распознаются 

иммунными клетками и усиливают фагоцитоз. В зависимости от при-

роды частиц процесс фагоцитоза может сильно различаться, следова-

тельно, различаются механизмы и сигнальные пути активации.  

При изучении механизмов фагоцитоза для опсонизации частиц 

довольно часто используют иммуноглобулины G (IgG) или компо-

ненты комплемента. Для интернализации опсонизированных IgG ча-

стиц требуется расширение мембраны, привлечение тирозиновой ки-

назы Syk и продукция провоспалительных медиаторов, в то время как 

захват опсонизированной комплементом частицы происходит как по-

гружение/потопление частицы в клетку и не сопровождается продук-

цией провоспалительных медиаторов. При фагоцитозе патогенов 

можно наблюдать оба процесса [26]. 

Fc-рецепторы (FcR) нейтрофилов участвуют в распознавании 

патогенов, опсонизированных иммуноглобулинами G и иммунными 

комплексами. Нейтрофилы человека экспрессируют высокоаффин-

ный рецептор FcγRI и низкоаффинные FcγRIIA и FcγRIII (A и B, 

CD16), которые содержат ITAM мотивы в своем внутриклеточном 

домене (англ. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). ITAM 

представляет собой специфическую последовательность аминокислот 

YxxL/Ix(6-12)YxxL/I, где х – это любая аминокислота.  

FcγRIIA и FcγRIIIB необходимы при активации нейтрофилов 

человека иммунными комплексами [27, 28]. FcγRIIA является одно-

цепочечным трансмембранным белком. Димеризация FcγRIIA ведет к 

фосфорилированию ITAM, что вызывает активацию тирозиновых ки-

наз Syk, которые запускают дальнейшую сигнализацию [29]. FcγRIIIB 

– полностью внеклеточная молекула, «заякоренная» в плазматиче-

ской мембране посредством GPI мотива. FcγRI экспрессируются 

нейтрофилами в ответ на стимуляцию цитокинами IFN-γ или G-CSF, 

покоящиеся нейтрофилы не имеют этих рецепторов. 

Другой класс рецепторов содержат мотив ITIM (англ. Immunore-
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ceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif), который привлекает фосфата-

зы, ингибирующие передачу сигнала. К таким рецепторам относится 

FcγRIIB [26, 30]. 

 Белки комплемента активируются через Ig-зависимые и Ig-

независимые механизмы. Частицы, опсонизированные компонентами 

комплемента, узнаются и захватываются специфическими рецепто-

рами комплемента: рецептор комплемента 1 (CR1), рецептор компле-

мента 3 (CR3, αMβ2 integrin, CD11b/CD18, или Mac-1) и рецептор 

комплемента 4 (CR4, αXβ2 integrin, CD11c/CD18, или gp150/95). 

Нейтрофилы экспрессируют все три рецептора. CR1 может связывать 

компоненты комплемента C1q, C3b, C4b, а также маннан-

связывающий лектин (англ. mannan-binding lectin, MBL), но в оди-

ночку он не может обеспечить захват частицы без дополнительных 

сигналов. Интегрин αMβ2 и CR4 связывают iС3b-опсонизированные 

частицы [26]. αMβ2 может опосредовать фагоцитоз опсонизирован-

ных и неопсонизированных частиц, но при этом нуждается в допол-

нительных сигналах как хемокины, цитокины (ФНО-альфа) и мик-

робные продукты (ЛПС).  

 

1.2.2. Фагоцитоз неопсонизированных частиц 

Фагоцитоз неопсонизированных частиц запускается за счет пря-

мого узнавания мишени. Патогены экспрессируют молекулы, необ-

ходимые для их собственного внедрения и выживания (патогенности) 

в организме, PAMP. Эти молекулы узнаются специфическими пат-

терн-распознающими рецепторами на поверхности клетки, PRR 

(англ. Pathogen Recognition Receptors). Примерами таких патоген-

ассоциированных молекул являются бета-глюканы, маннаны и хити-

ны, входящие в состав клеточной стенки грибов. Нейтрофилы экс-

прессируют на поверхности рецепторы для распознавания PAMP: 

лектиновый рецептор С типа (CLR) и Толл-подобные рецепторы 

(TLR). CLR нейтрофилов (Dectin-1, Dectin-2 и Mincle) узнают бета-

глюканы и альфа-маннозу [31]. Зимозан является частицей клеточной 
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стенки дрожжей Saccharomyces cerevisiae и состоит, в основном, из 

альфа-маннозы и бета-глюканов; макрофаги и нейтрофилы человека 

способны к Dectin-1-опосредованному фагоцитозу неопсонизирован-

ных частиц зимозана [32, 33]. 

 

Вопросы для самоконтроля: 

1. Что такое фагоцитоз? 

2. Что такое опсонины? 

3. Какие рецепторы отвечают за фагоцитоз опсонизированных 

частиц? 

4. Какие рецепторы обеспечивают фагоцитоз неопсонизирован-

ных частиц? 

 

1.3. Респираторный взрыв 

1.3.1. Активные формы кислорода 

Важным защитным механизмом в арсенале нейтрофилов являет-

ся продукция активных форм кислорода (АФК). Процесс сопровож-

дается бурным потреблением энергии АТФ и молекулярного кисло-

рода, вследствие чего этот процесс также получил название респира-

торного взрыва. Нейтрофилы способны синтезировать супероксид-

анион (·O2-) в ответ на стимуляцию различными частицами (фагоци-

тоз-активированная продукция АФК) или растворимыми воспали-

тельными стимулами такими, как fMLF, иономицин и ЛПС. Суперок-

сид-анион является предшественником других АФК (рис. 5).  

 

Рис. 5. Продукция активных форм кислорода  

(по [34] c изменениями) 

 



28 

Основным ферментом, катализирующим продукцию АФК фаго-

цитами, является НАДФН-оксидаза. Мембранный комплекс НАДФН-

оксидазы продуцирует супероксид анион, который дисмутирует в пе-

рекись водорода (H2O2) под действие фермента супероксиддисмутазы 

(СОД), превращается в гидроксил радикал (OH
-
) в присутствии ионов 

железа в реакции Фентона или в синглетный кислород (
1
O2-). Миело-

пероксидаза (МПО) превращает перекись водорода в гипохлорит 

анион (HOCl). 

АФК играют важную роль в защите организма от бактерий, ви-

русов и грибов и в процессах воспаления. Их недостаток позволяет 

бактериям выживать и колонизировать органы и ткани, что приводит 

к затяжным повторяющимся бактериальным инфекциям и сепсису. 

Нерегулируемая продукция АФК ведет к окислительному стрессу и 

способствует хроническому воспалению. 

Нейтрофилы высвобождают большие количества АФК в очаге 

инфекции вследствие активации поверхностных рецепторов. Связы-

вание лигандов GPCR, TLR, рецепторов цитокинов могут праймиро-

вать нейтрофилы на более мощный ответ при последующей стимуля-

ции. В зависимости от концентрации бактериального пептида fMLF 

его связывание с FPR может вызывать либо праймирование клеток, 

либо продукцию АФК [15]. Активация сигнальных путей, приводит к 

активации эффекторных белков, сборке компонентов НАДФН-

оксидазы и продукции АФК. В свою очередь, АФК могут активиро-

вать выброс протеаз и образование нейтрофильных внеклеточных ло-

вушек. Кроме того, некоторые АФК могут проникать через мембрану 

бактерий и повреждать её и внутриклеточные компоненты. Некото-

рые патогены эволюционно приспособились противосто-

ять/предупреждать респираторный взрыв фагоцитов за счет секреции 

специфических ингибиторов или токсинов, которые препятствуют 

сборке комплекса НАДФН-оксидазы либо подавляют сигнальные пу-

ти активации.  

Таким образом, кислород-зависимые иммунные механизмы эф-

фективно устраняют патоген, но при этом могут вызвать локальные 
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или обширные долгосрочные повреждения. Обширные повреждения 

могут привести к поражению ткани, нейродегенеративным процес-

сам, старению, канцерогенезу. Кроме того, неконтролируемая проти-

вомикробная активность нейтрофилов может послужить пусковым 

механизмом тяжелых воспалительных и аутоиммунных заболеваний, 

таких как системная красная волчанка, ревматоидный артрит и сахар-

ный диабет первого типа [11].  

 

1.3.2. Структура НАДФН-оксидазного комплекса 

В ответ на активацию клетки провоспалительными медиаторами 

(бактериальные компоненты, объекты фагоцитоза, лиганды PRR) 

происходит активация и сборка компонентов НАДФН-оксидазы. Ок-

сидаза фагоцитов (англ. phagocyte oxidase, phox) состоит из пяти 

субъединиц: gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, и p67phox [35].  

В покоящейся клетке субъединицы gp91phox и p22phox образу-

ют гетеродимерную субъединицу, флавоцитохром b558, которая со-

ставляет каталитический центр НАДФН-оксидазы. Цитохром b558 

находится в мембранах клеток: мембране фагосом, секреторных ве-

зикул, специфических гранул и плазматической мембране. Субъеди-

ница gp91phox является электронтрансферазой, её цитозольный до-

мен принимает электроны от молекулы НАДФН и переносит через 

мембрану на молекулу кислорода с образованием супероксид аниона. 

У млекопитающих было выявлено семь белков семейства NOX-

изоформ gp91phox (NOX2): NOX1-5, DUOX1 и DUOX2. Все белки 

NOX имеют шесть трансмембранных доменов, участки связывания 

НАДФ и ФАД и консервативные спаренные гистидины для связыва-

ния с гемовыми группами [36].  

Субъединица gp91phox (или β субъединица цитохрома b558) ко-

дируется геном CYBB, который находится на X-хромосоме в локусе 

21.1. Субъединица gp91phox синтезируется как белок с молекулярной 

массой 58 кДа, который затем гликозилируется с образованием белка 

с массой 65 кДа в эндоплазматическом ретикулуме. Этот белок свя-

зывается с гемом и образует гетеродимер с белком p22phox. Гетеро-
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димер переносится к аппарату Гольджи, где он гликозилируется до 

зрелого белка с массой 91 кДа, имеющего три сайта гликозилирова-

ния аспарагина: Asn132, Asn149, Asn240 [37, 38]. Белок gp91phox со-

стоит из 570 аминокислот, 300 аминокислот в N-конце образуют 

шесть трансмембранных альфа-спиралей, цитозольный С-концевой 

домен содержит сайты связывания для ФАД и НАДФН и парные ги-

стидины для связывания гема. Электроны переносятся от НАДФН к 

ФАД, а затем на гем для восстановления кислорода до супероксид 

аниона. 

Было показано, что в активированных нейтрофилах субъединица 

gp91phox фосфорилируется протеинкиназой С, и это фосфорилирова-

ние повышает диафоразную активность (т.е. катализ восстановления 

НАДФН) цитозольного домена флавопротеина gp91phox и его связы-

вание с белками Rac2, p67phox, and p47phox [39]. 

Белок p22phox (α-субъединица цитохрома b558) кодируется ге-

ном CYBA, который находится в локусе 16q24. Субъединица p22phox 

состоит из 195 аминокислот, образуя белок с молекулярным весом в 

22 кДа. P22phox связывается с белком gp91phox и вносит вклад в его 

созревание и стабилизацию. N-концевая область белка p22phox со-

держит, по крайней мере, две альфа-спирали; С-концевой цитоплаз-

матический домен лишен какой-либо специфической структуры, за 

исключением пролин-обогащенного участка с мотивом PxxP (PRR 

домен, где x – это любая аминокислота). Этот мотив может связывать 

SH3 домены (Src homology 3) белка p47phox [37, 40]. Фосфорилиро-

вание протеинкиназой C аминокислоты Thr147, которая расположена 

близко к пролин-обогащенному участку, усиливает активность 

НАДФН оксидазы и регулирует взаимодействие белков p22phox и 

p47phox на мембране [41]. Субъединица p22phox действует как место 

посадки регуляторного тримерного комплекса за счет взаимодействия 

с субъединицей p47phox. В покоящихся клетках регуляторный ком-

плекс, состоящий из субъединиц p40phox, p47phox и p67phox, нахо-

дится в цитозоле. Такое разделение компонентов на две группы и их 

распределение между разными клеточными регионами предотвраща-
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ет спонтанную активацию оксидазы и потенциальное повреждение 

покоящейся клетки. Более того, такое разделение обеспечивает мно-

жество точек регуляции продукции АФК. В ответ на активацию цито-

зольные компоненты перемещаются к мембране и взаимодействуют с 

мембранными компонентами, запуская перенес электронов.  

В дополнение к специфичным компонентам при сборке окси-

дазного комплекса привлекается белок Rac2. Rac2 принадлежит к се-

мейству малых ГТФаз Rho. Он не активен, когда связан с ГДФ, и ак-

тивируется при связывании с ГТФ. Факторы обмена гуанинового 

нуклеотида (GEF) ускоряют высвобождение ГДФ и позволяют белку 

связаться с молекулой ГТФ. ГТФаза-активирующий белок (GAP) по-

вышает скорость гидролиза ГДФ и подавляет сигнализацию ГТФазы. 

Ингибиторы диссоциации гуаниновых нуклеотидов (GDI) удержива-

ют ГДФ-связанные формы некоторых ГТФаз в цитозоле, тем самым 

предотвращают их перемещение к мембране и активацию.  

Известны две изоформы белка Rac: Rac1 и Rac2. Оба белка со-

стоят из 192 аминокислот и имеют 92% гомологию. Rac1 экспресси-

руется практически во всех тканях, тогда как Rac2 только в гемопоэ-

тических клетках и их потомках. Rac1 и Rac2 подвергаются геранил-

геранилированию на С-концевом участке, благодаря чему усиливает-

ся их взаимодействие с мембранами. В покоящемся состоянии белки 

находятся в цитозоле вследствие взаимодействия с RhoGDI [37, 42]. 

Белок p40phox кодируется геном NCF4, который расположен в 

локусе 22q13.1. Белок состоит из 339 аминокислот, его молекулярный 

вес 39 кДа. Функциональные домены p40phox включают PX (англ. 

Phox homology), SH3 и PB1 (англ. Phox and Bem1) домены (рис. 6). 

p40phox усиливает привлечение белков p67phox и p47phox к мем-

бране в ответ на стимуляцию форболовым эфиром. Более того, счита-

ется, что p40phox играет ключевую роль в сборке оксидазы на мем-

бране фагосомы [43-46].  

Взаимодействие белков p40phox и p67phox происходит посред-

ством их PB1 доменов с формированием очень плотного комплекса 

[37]. SH3 домен белка p40phox взаимодействует с PRR доменом С-
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концевого участка белка p47phox, но это взаимодействие очень сла-

бое по сравнению с взаимодействием между p47phox и p67phox [47]. 

PX домен специфически связывается с фосфоинозитидами. 

 

Рис. 6. Структура и взаимодействие компонентов НАДФН 

оксидазы (по [45] с изменениями) 

 

Белок p47phox кодируется геном NCF1, который локализован в 

локусе 7q11.23. Белок p47phox состоит из 390 аминокислот, его моле-

кулярный вес составляет 44,7 кДа. В своем составе он содержит PX 

домен, два близко находящихся SH3 домена (SH3A и SH3B), полиос-

новную область (PBR, polybasic), богатую агринином и лизином, и, 

по крайней мере, один PRR домен (рис. 6). Пролин-обогащенный 

участок PRR белка p47phox взаимодействует со вторым SH3 доменом 

белка p67phox (p67phox-SH3B) [37, 48].  

В покоящемся состоянии оба SH3 домена внутри одной молеку-

лы взаимодействуют с С-концевой областью нефосфорилированного 

белка p47phox (так называемой авто-ингибиторной областью), а SH3B 

домен взаимодействует с PX доменом [49]. Полагают, что во время 

активации эти регионы раскрываются. Это позволяет PX домену свя-

зываться с мембранными анионными фосфолипидами, и два SH3 до-

мена белка p47phox взаимодействуют с С-концевой областью белка 
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p22phox. Для «освобождения» белка p47phox от самоингибирования и 

его перемещения к мембране необходимо множественное фосфори-

лирование. Как было показано, у больных хронической гранулома-

тозной болезнью, у которых отсутствует функциональный белок 

p47phox, имеются нарушения в сборке оксидазного комплекса, Rac2 

не перемещается к мембране, белок p67phox, не достаточно связыва-

ется с белками цитоскелета [50]. Для p47phox было выявлено одинна-

дцать сайтов фосфорилирования серина 303, 304,310, 315, 320, 328, 

345, 348, 359, 370 и 379. Сериновые остатки 303, 304, 310, 315, 320 и 

328 находятся в PBR домене и потому являются частью самоингиби-

рующего сегмента. Наиболее важными для активации оксидазы яв-

ляются серины 303, 304 и 328 [37]. Достаточно одной мутации с за-

меной серина в положении 379 на аланин, чтобы полностью предот-

вратить перемещение к мембране и ингибировать активацию НАДФН 

оксидазы. Мутации с заменой серина на аланин по положениям 303 

либо 304, либо 328, либо 359, либо 370 подавляют активность 

НАДФН-оксидазы на 50%, в то время как мутации с заменой серина 

на аланин по положениям 315, либо 320, либо 348 не оказывают ни-

какого эффекта [48]. Внесение двойных мутаций показало, что для 

активации НАДФН оксидазы необходимо фосфорилирование спа-

ренных серинов 303 + 304 и 359 + 370. In vitro p47phox может быть 

фосфорилирован различными киназами: PKC α, β, δ, и ζ; PKA; MAPK 

ERK2 и p38MAPK; CKII; AKT; IRAK-4; PAK и Src киназы (по обз. 

[48]). In vivo в фосфорилировании p47phox также могут участвовать 

очень многие киназы: PKC α, β и δ; ERK1/2; AKT; PAK. Провоспали-

тельные цитокины GM-CSF и ФНО-α вызывают частичное фосфори-

лирование белка p47phox по серину 345 через киназы ERK1/2 или 

p38MAPK, запуская сборку, но не активацию НАДФН-оксидазы. 

Фосфорилирование p47phox киназами PKC, PAK и AKT также оказы-

вает стимуляторный эффект на активацию НАДФН оксидазы [48], то-

гда как фосфорилирование p47phox киназами PKA или CKII может 

иметь подавляющий эффект. 

Белок p67phox кодируется геном NCF2, который расположен в 
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локусе 1q25. Белок p67phox состоит из 526 аминокислот, молекуляр-

ный вес составляет 59,8 кДа. Он содержит четыре тетратрикопептид-

содержащих домена (tetratricopeptide repeat-containing domain, TPR), 

PRR и два SH3 домена, которые разделены PB1 доменом (рис. 13). 

Белок p67phox способен в одиночку усилить ток электронов от 

НАДФН к флавин-содержащему центру НАДФН оксидазы [51].  

Белок Rac связывается с TPR областью белка p67phox, который 

имеет одинаковое сродство к Rac1 и Rac2 [52]. Аминокислотные 

остатки Ala27 и Gly30 белка Rac важны как для взаимодействия с 

p67phox и формирования комплекса p67phox-Rac, так и для активации 

НАДФН-оксидазы. Мутации с заменой обеих аминокислот в Rac бел-

ке ведут к полной неспособности связывания с p67phox и активации 

оксидазы. Первый SH3 домен белка p67phox (p67phox-SH3A) повы-

шает сродство белка к оксидазному комплексу [53]. Белок p67phox 

способен связываться с триадой Cys-Gly-Cys в дегидрогеназной обла-

сти белка gp91phox [54]. Cys-Gly-Cys отсутствует в других белках 

Nox, поэтому p67phox-SH3A не участвуют в активации Nox1 и Nox3 

[53], позволяя предположить, что p67phox играет специфическую 

роль в активации gp91phox. 

В покоящейся клетке белки p40phox, p47phox и p67phox нахо-

дятся в цитозоле в виде комплекса и связаны в стехиометрическом 

соотношении 1:1:1. После стимуляции белок p47phox фосфорилиру-

ется, и затем цитозольный комплекс p40phox-p47phox-p67phox пере-

мещается к мембране, взаимодействует с субъединицами gp91phox и 

p22phox с образованием активной НАДФН-оксидазы. Для активации 

также необходимы Rac ГТФазы; при активации Rac связывается с 

молекулой ГТФ и перемещается к мембране наряду с цитозольным 

комплексом [37, 42].  

Самые сложные вопросы возникают по поводу взаимодействий 

между субъединицами и их динамики. Так, было показано, что субъ-

единица p67phox остается в мембране фагосом до конца продукции 

АФК [55]. Li и соавторы [56] показали, что через несколько минут по-

сле замыкания фагосомы пропадает связь между субъединицами 
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p67phox и p47phox. Faure и соавторы [57] показали, что белки p47phox 

и Rac2 временно аккумулируются у мембраны фагосом и диссоции-

руют от мембраны до окончания продукции АФК. Таким образом, 

взаимодействия Rac-p67phox и p67phox-p47phox важны для активации 

НАДФН-оксидазы, но динамика активации оксидазы на мембране фа-

госом и плазматической мембране могут различаться. Здесь важную 

роль могут играть белки цитоскелета, актин усиливает перемещение 

цитозольных компонентов. Было показано, что белки p67phox, 

p40phox, Rac2 ассоциированы с актиновым цитоскелетом как в покоя-

щихся, так и в активированных нейтрофилах. Белок p47phox связан с 

актином цитоскелета в покоящихся клетках, что происходит с этой 

связью при активации нейтрофилов до сих пор остается спорным во-

просом [48, 58, 59]. Недавние исследования подтверждают, что белки 

p47phox, Rac1 и в меньшей степени Rac2, но не p67phox, напрямую 

связываются с альфа- и бета-актином [60, 61]. Кроме того, было обна-

ружено, что субъединица p40phox может прямо связываться с F-

актином посредством PX домена [62]. Компоненты НАДФН-оксидазы 

могут также взаимодействовать с актином опосредованно через актин-

связывающие белки, такие как WAVE1, моэзин и кортактин [59]. 

 

1.3.3. АФК и иммунитет 

Активные формы кислорода, которые продуцирует НАДФН-

оксидаза, играют важную роль в уничтожении патогенов. Приблизи-

тельная оценка концентрации АФК в фагосоме составила 25 мкM для 

O2
- 

и 2 мкМ для H2O2 [63]. Любопытно, что разные бактерии по-

разному отвечают на воздействие перекисью, в связи с чем возникает 

вопрос, как клетка решает сколько и какого типа АФК нужны для 

уничтожения патогенов.  

По сравнению с O2
- 
и H2O2, HClO

-
 является более мощным окис-

лителем. Образование HOCl- из перекиси водорода и ионов хлора ка-

тализируется ферментом миелопероксидазой (MPO). HClO
-
 крайне 

цитотоксичен и бактерициден, например, стафилококки уничтожают-

ся внутри фагосом в основном только за счет HClO
-
 [64]. 
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Хроническая грануломатозная болезнь (ХГБ) – редкое генетиче-

ское нарушение, вызванное мутацией в гене одной из субъединиц 

НАДФН-оксидазного комплекса. Приблизительная частота случаев 

заболевания составляет 1:200 000. При этом хроническая гранулома-

тозная болезнь является наиболее частым клиническим нарушением 

функционирования нейтрофилов [65]. Около 70 % всех гранулома-

тозных нарушений возникают вследствие связанного с Х-хромосомой 

рецессивного дефекта в гене, кодирующем белок gp91phox, аутосом-

но-рецессивные мутации p47phox являются причиной 25-30 % случа-

ев ХГБ. До 10 % случаев болезни связано с дефектами генов p22phox 

и p67phox [65-68].  

Для больных ХГБ с раннего детства и подросткового возраста, 

характерны повторяющиеся инфекции, особенно инфицирование 

грибами рода Aspergillus и каталаза-положительными бактериями 

(Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia, Serratia marcescens и No-

cardia spp.) [65, 69]. Нейтрофилы со сниженным количеством функ-

циональных белков p47phox по-прежнему могут продуцировать не-

большое количество АФК [70], в то время как у пациентов с наруше-

ниями gp91phox, p22phox или p67phox наблюдаются более тяжелые 

клинические проявления [71]. На мышиной модели было показано, 

нокаут по CYBB приводит к повышенному высвобождению ИЛ-1α и 

G-CSF при поражении тканей; затем высокий уровень цитокинов 

приводит к гипервоспалению. Авторы предполагают, что нормальная 

продукция АФК может даже уменьшать воспаление за счет снижения 

секреции цитокинов через модуляцию транскрипционного фактора 

NF-κB, который контролирует транскрипцию ДНК, продукцию цито-

кинов и выживание клетки [72]. 

Патогены со своей стороны вырабатывают способы противосто-

яния защитным механизмам организма и выживания внутри клеток 

организма. Микроорганизмы могут нарушать сборку и активацию 

НАДФН-оксидазы. Человеческий гранулоцитарный анаплазмоз – 

клещевая риккетсиозная инфекция, вызываемая Anaplasma phago-

cytophilum [73]. Инфицированные A. phagocytophilum нейтрофилы и 
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HL-60 теряют способность продуцировать АФК вследствие подавле-

ния транскрипции белков gp91phox и Rac2 [74] и снижения уровня 

белка p22phox [75]. Еще одно заболевание – туляремия, мультиси-

стемная чума, вызванная Fransicella tularensis, которая, будучи за-

ключенной в фагосому, может удалить флавоцитохром b558 из мем-

браны [76]. Helicobacter pylori, известная грамотрицательная бакте-

рия, которая вызывает гастрит и инфекции желудка, иногда приводя-

щие к язвенной болезни или даже раку, нарушает нацеливание 

НАДФН-оксидазы, и её компоненты собираются на плазматической, 

а не фагосомальной мембране; в результате супероксид анионы вы-

брасываются из клетки, не накапливаясь внутри фагосомы. Сформи-

рованные фагосомы с Helicobacter содержат b558, но не могут эффек-

тивно привлекать и связывать белки p47phox или p67phox [77]. 

 

1.3.4. Окислительный стресс и регуляция продукции АФК 

НАДФН-оксидаза фагоцитов может действовать и на собствен-

ный организм. Избыточная или неуместная продукция АФК вносит 

свой вклад в развитие широкого спектра патологий, таких как травма, 

инфаркт миокарда, ишемический инсульт, некоторые типы гематоло-

гических и респираторных заболеваний. Излишняя выработка АФК 

может усугубить осложнения, связанные с сердечной реперфузией 

[78]. Излишняя продукция АФК также оказывает нейротоксичное 

действие, вызывая нейродегенерации. Увеличение выработки АФК 

и/или снижения уровня антиоксидантной способности клеток способ-

ствует развитию нейродегенеративных заболеваний, например, бо-

лезни Паркинсона и Альцгеймера [79]. 

Одним из механизмов избыточной продукции АФК является 

сверхэкспрессия НАДФН-оксидазы. Это может происходить на 

уровне транскрипции, пост-транскрипционном уровне и даже на 

уровне трансляции. Транскрипция белка gp91phox регулируется через 

сигнальный путь ИФН-γ/JAK-STAT. Промоторная область гена 

gp91phox содержит последовательность сайта связывания (так назы-

ваемая γ-активируемая последовательность) STAT1, который служит 
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посредником в запуске транскрипции гена gp91phox, вызванной ин-

терфероном-γ. Промоторные области генов Nox1, Nox4, p22phox, 

p47phox, и p67phox также содержат γ-активируемую последователь-

ность, которая может быть ответственна за усиление транскрипции 

этих генов. Кроме того, гены белков Nox1, p22phox, NOXO1, и 

p67phox содержат сайты связывания белка AP-1, который является 

транскрипционным фактором, регулирующим экспрессию генов в от-

вет на многие стимулы, включая цитокины, ростовые факторы, стресс 

и микробные инфекции [80, 81].  

Как говорилось выше, фосфорилирование компонентов 

НАДФН-оксидазы является необходимым шагом в ее активации. По-

вышение концентрации внутриклеточного цитоплазматического 

кальция также действует как сигнал к активации НАДФН-оксидазы. 

Известно, что кальций стимулирует активность оксидазы за счет уси-

ления слияния гранул, активации протеинкиназы С и других опосре-

дованных эффектов [45]. Процессы повышения концентрации каль-

ция, фосфорилирование и другие внутриклеточные реакции запуска-

ются в ответ на активацию рецепторов и контролируют привлечение 

регуляторных компонентов к мембранам для активации НАДФН-

оксидазного комплекса [39, 48, 82-84]. После связывания рецептора 

сборка НАДФН-оксидазы может быть запущена одновременно двумя 

событиями: во-первых, активацией белка Rac2 путем замены ГДФ на 

ГТФ и/или Са
2+

/РКС-зависимым путем, во-вторых, фосфорилирова-

нием белка p47phox по сериновым остаткам [35, 45]. Таким, образом, 

белок Rac2 и фосфорилированный комплекс белков p47phox-p40phox-

p67phox одновременно, но независимо друг от друга, движутся к 

мембране и взаимодействуют с цитохромом b558, образуя НАДФН-

оксидазный комплекс [85, 86]. Как только оксидазный комплекс со-

бирается, он начинает перенос электронов от цитозольного НАДФН к 

внеклеточному кислороду, генерируя супероксид анионы.  
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Вопросы для самоконтроля: 

1. Что такое респираторный взрыв? 

2. Опишите типы АФК и их происхождение. 

3. Структура ферментного комплекса НАДФН-оксидазы. 

4. Какие функциональные домены субъединиц оксидазы обес-

печивают их сборку на мембране, взаимодействие друг с другом и ак-

тивацию? 

5. Какая химическая модификация субъединиц является крити-

ческой в активации НАДФН-оксидазы? 

6. Какие механизмы используют бактерии, чтобы противосто-

ять оксидазной активности фагоцитов? 

7. Что может активировать респираторный взрыв фагоцитов? 

 

1.4. Секреторная дегрануляция 

Нейтрофилы могут уничтожать патогены различными путями, 

включая фагоцитоз или формирование внеклеточных нитей. Эти про-

цессы происходят при участии нейтрофильных гранул, в которых со-

держится множество противомикробных белков и протеолитических 

ферментов.  

 

1.4.1. Гранулы нейтрофилов 

Нейтрофилы содержат три основных типа гранул: первичные 

азурофильные гранулы, вторичные специфические и третичные же-

латиназные гранулы.  

Азурофильные гранулы нейтрофилов образуются при созрева-

нии в костном мозге и содержат миелопероксидазу, нейтральные 

протеазы (эластаза, катепсин G, протеиназа 3 и азуроцидин), мик-

робицидные белки: лизоцим, дефенсины и белки, усиливающие пер-

меабилизацию бактерий (англ. bacterial permeability-increasing 

proteins).  

Большая часть гранул нейтрофилов представлена специфиче-

скими вторичными гранулами. По содержанию и по функции специ-

фические гранулы перекрываются с желатиназными гранулами, но их 
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можно различить по наличию лактоферрина (специфические грану-

лы) и металлопротеиназы-9 (желатиназные гранулы). Белки в обоих 

типах гранул важны для разрушения внеклеточного матрикса, выхода 

нейтрофилов из кровеносного русла и миграции. Секреторные вези-

кулы обеспечивают дополнительный набор белков, усиливающих 

выход из кровеносного русла: рецепторы формилпептидов (англ. 

formyl peptide receptors, FPR), рецепторы хемокинов (англ. chemokine 

receptors, CXCR), CD16, Mac-1 и рецепторы компонентов комплемен-

та. Секреторные везикулы содержат сывороточный альбумин челове-

ка, поглощенный в процессе эндоцитоза [87, 88]. И, наконец, фико-

лин-обогащенные гранулы содержат большое количество фиколина-1 

(ficolin-1), микроб-связывающего лектина, имеющего структурную 

гомологию с белком комплемента C1q, за счет чего происходит акти-

вация каскада комплемента при взаимодействии с микробами [89].  

Азурофильные пероксидаза-позитивные гранулы содержат мие-

лопероксидазу, сериновые протеазы 3 (PR3), нейтрофильные эласта-

зы (NE), катепсин G (CG), дефенсины и др. [90, 91]. Вторичные и тре-

тичные гранулы не содержат пероксидазу. Вторичные гранулы со-

держат широкий спектр противомикробных соединений, таких как 

лактоферрин, нейтрофильный липокаин, ассоциированный с желати-

назой (NGAL), hCAP-18 и лизоцим [92]. Третичные гранулы меньше 

по размеру, чем вторичные, и гораздо легче высвобождаются по 

сравнению с вторичными. Кроме этих гранул, нейтрофилы также 

имеют в своем арсенале секреторные везикулы, являющиеся резерву-

арами для мембран-ассоциированных рецепторов, которые могут 

утилизироваться по мере необходимости в воспалительном ответе 

клеток. Мембрана секреторных везикул богата такими белками как 

αMβ2 интегрин, рецептор комплемента 1 (CR1), рецепторы формили-

рованных пептидов (FPR), рецептор липополисахарида и липотейхо-

иковой кислоты (CD14), FcγIII-рецептор (CD16) и металлопротеаза 

лейколизин [92]. CR1 является одним из наиболее изученных марке-

ров секреторных везикул, он отсутствует на мембране неактивиро-

ванных нейтрофилов и гранул [91]. Основные белки, ассоциирован-
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ные с гранулами нейтрофилов, приведены в таблице 1.  

Таблица 1  

Белки нейтрофильных гранул [91] 

Белок Первичные 

гранулы 

Вторичные 

гранулы 

Третичные 

гранулы 

Секреторные 

везикулы 

М
ем

б
р

ан
н

ы
е 

CD63, CD68 + - - - 

CD10 - - - + 

CD11b/CD18 - ++ + + 

CD15 - - - + 

CD16 - - - + 

CD35 - - - + 

CD66 - + - - 

CD67  - + - - 

CD177 - ++ + - 

NOX2 - ++ + + 

MMP-25 - - + ++ 

NRAMP2 - - - + 

FPR - - + - 

SCAMP - + ++ +++ 

VAMP2 - - + ++ 

Синтаксин-4 - - - - 

М
ат

р
и

к
сн

ы
е 

МПО + - - - 

BPI + - - - 

Дефенсины + - - - 

Эластаза + - - - 

Азуроцидин + - - - 

Катепсин G + - - - 

Протеиназа 3 + - - - 

NSP4 + - - - 

AI-at + + - ++ 

Лизоцим + ++ + - 

Аргиназа I - - + - 

B2M - + - - 

Коллагеназа - + - - 

Желатиназа - + + - 

Гаптоглобин - + - + 
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Белок Первичные 

гранулы 

Вторичные 

гранулы 

Третичные 

гранулы 

Секреторные 

везикулы 

hCAP-18 - + - - 

Продолжение таблицы 1 

Белок Первичные 

гранулы 

Вторичные 

гранулы 

Третичные 

гранулы 

Секреторные 

везикулы 

М
ат

р
и

к
сн

ы
е 

Лактоферрин - + - - 

NGAL - + - - 

Фиколин I - - + - 

Пентраксин 3 - + - - 

SLPI - + - - 

OLFM4 - + - - 

Белки плазмы - - - + 

 

После активации нейтрофилов растворимыми веществами или 

фагоцитируемыми частицами происходит мобилизация гранул и их 

слияние с плазматической мембраной или мембраной фагосом [93]. 

Самыми первыми высвобождаются секреторные везикулы, затем тре-

тичные гранулы, потом вторичные и первичные гранулы [92]. Все 

гранулы связаны с актином, но его количество различается, 

наименьшее количество связано с первичными гранулами [94]. Это 

подразумевает наличие актин-связывающего белка на мембране гра-

нул, ответственного за процесс дегрануляции [91]. Для азурофильных 

гранул таким белком может быть Rac [95].  

Белки семейства SNARE высококонсервативны и встречаются 

повсеместно, принимают участие в процессах возникновения и слия-

ния везикул. Белки t-SNARE и синтаксин-4 присутствуют в плазма-

тической мембране. Белки v-SNARE и VAMP2, в основном, находят-

ся в мембране секреторных везикул, а также некоторых желатиназ-

ных и специфических гранул и отсутствуют в азурофильных гранулах 

[91]. Хотя доказано, что белки семейства SNARE необходимы для 

слияния везикул, ничего пока не известно об их взаимодействии с 

белками цитоскелета в регуляции секреторной дегрануляции нейтро-

филов.   
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1.4.2. Противомикробные белки 

Нейтрофилы несут множество противомикробных белков, кото-

рые действуют против грамположительных и грамотрицательных 

бактерий, вирусов и грибов. Различают несколько типов противомик-

робных белков: катионные пептиды; белки, которые связываются с 

мембраной бактерий, протеолитические ферменты и белки, которые 

лишают микроорганизмы необходимых питательных веществ [90]. К 

катионным противомикробным пептидам относятся дефенсины и ка-

телицидины, а также противомикробные белки BPI. Спектр протео-

литических ферментов нейтрофилов широк: лизоцим, сериновые про-

теазы PR3, CG и NE, азуроцидин. Лизоцим разрушает бактериальную 

стенку независимо от своей ферментативной активности [96, 97]. 

Азуроцидин, даже не обладая протеазной активностью, способен 

убивать бактерии [90]. Нейтрофилы содержат хелаторы металлов, ко-

торые необходимы для жизнедеятельности микроорганизмов, напри-

мер, лактоферрин ингибирует пролиферацию бактерий за счет со-

кращения количества железа в фагосоме [98], а кальпротектин, инги-

бирует рост S. aureus за счет захвата необходимых бактериям ионов 

Mn
2+

 and Zn
2+

 [99]. 

 

Вопросы для самоконтроля: 

1. В чем заключается процесс секреторной дегрануляции? 

2. Какие секреторные гранулы различают? 

3. Каков состав нейтрофильных гранул, различия между 

гранулами? 

4. Какие виды противомикробных белков встречаются в 

нейтрофилах? 

 

1.5. Нетоз 

Нейтрофилы способны уничтожать патогены за счет выброса 

так называемых внеклеточных нитей-ловушек (НВЛ) [12]. Выброс 

внеклеточных ловушек может быть стимулирован бактериями, гри-

бами, вирусами, например, ВИЧ, и прочими патогенами [100].  

Нетоз отличается от апоптоза и некроза: во время нетоза ядро 

разбухает, и хроматин деконденсируется, длинные нити деконденси-

рованной ДНК, несущей различные белки, выбрасываются из клетки 
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во внеклеточное пространство, [12, 101]. В большинстве своем это 

белки гранул, в меньшей степени ядерные белки и очень небольшое 

количество цитозольных белков. Таким образом, белки НВЛ - это, 

как правило, катионные ДНК-связывающие бактерицидные белки: 

дефенсины, эластаза, протеиназа 3, гепарин-связывающий белок, ка-

тепсин G, лактоферрин и МПО [102].  

Для образования НВЛ необходимо прикрепление нейтрофилов к 

субстрату, которое стимулируется интегринами αMβ2 [103]. В сус-

пензии нейтрофилов образование НВЛ идет крайне слабо, по-

видимому, это механизм защиты от выброса НВЛ в кровеносном рус-

ле и формирования тромбов [100]. Образование нитей зависит от 

уровня продукции перекиси водорода НАДФН-оксидазой и от актив-

ности МПО. Нейтрофилы пациентов с ХГБ или дефицитом MПO не 

способны к выбросу нейтрофильных внеклеточных ловушек [104, 

105].  

НВЛ, как и АФК, имеют двойственную природу: с одной сторо-

ны, они служат защитным механизмом, а с другой могут оказывать 

повреждающее действие. Благодаря нетозу может произойти пред-

ставление собственных молекул (обычно скрытых внутри клеток) 

иммунной системе. Так, было показано, что НВЛ вовлечены в пато-

генез аутоиммунных заболеваний, таких как системная красная вол-

чанка, когда продуцируются анти-нейтрофильные цитоплазматиче-

ские антитела, в основном против МПО и PR3, или антитела против 

хроматина [100, 106]. Также НВЛ были обнаружены в жидкостях 

верхних дыхательных путей у больных муковисцидозом, они могут 

повышать вязкость мокроты и нарушать функционирование легких 

[107]. 

 

Вопросы для самоконтроля: 

1. Что такое нетоз? 

2. Какие условия необходимы для активации нетоза? 

3. Какие белки могут входить в состав НВЛ?  
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ГЛАВА 2. МЕТОДЫ ВЫДЕЛЕНИЯ ГРАНУЛОЦИТОВ 

Гранулоциты после созревания теряют способность к делению и 

активной транскрипции/трансляции и в крови живут недолго, вслед-

ствие чего очень плохо поддаются генетическим модификациям. На 

сегодняшний день не существует постоянной культуры нормальных 

нейтрофилов и методов получения долгоживущих первичных куль-

тур. Разработаны методики дифференцировки промиелобластных 

клеток, например, линии HL-60 в гранулоциты и макрофаги, но их 

применение ограничено модельными исследованиями [108]. Для изу-

чения роли гранулоцитов в развитии заболеваний, фундаментальных 

и прикладных аспектов клеточной сигнализации и других процессов 

in vitro необходимы свежевыделенные жизнеспособные гранулоциты.  

Наиболее часто используемый источник гранулоцитов – пери-

ферическая кровь, она наиболее доступна как при исследованиях че-

ловеческих клеток, так и клеток крупных лабораторных животных, 

например, кроликов и приматов. Для грызунов, конечно, сложнее по-

лучить большие объемы крови, но выделение клеток из крови крыс 

или мышей также возможно. Для взятия крови у кроликов обычно 

используют ушные вены, у грызунов - вены хвоста. Разработка мето-

дов получения генетических модифицированных мышей позволила 

проводить выделение и изучение функций нейтрофилов с заданными 

свойствами, например, моделировать мутации, приводящие к разви-

тию патологий врожденной иммунной системы [109].  

 

2.1. Цельная кровь как источник лейкоцитов 

Лейкотромбоцитарная фракция в норме составляет не более 1% 

всего объема крови (рис. 7). В крови содержится 4,5-11,0 × 10
3
 лейко-

цитов/мкл, 59% составляют нейтрофилы, около 34% лимфоциты, 4% 

моноциты, 2,7% эозинофилы и менее 1% базофилы.  
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Рис. 7. Состав цельной крови 

 

При взятии крови для выделения клеток применяются различ-

ные антикоагулянты – вещества, предотвращающие образование кро-

вяного сгустка и сохраняющие кровь в жидком состоянии. Обычно 

используют два типа антикоагулянтов: ингибиторы тромбина и хела-

торы ионов Ca
2+

. В таблице 2 представлены антикоагулянты, исполь-

зующиеся в коммерческих системах для взятия крови. 

Антикоагулянты могут влиять на функционирование различных 

ферментных и сигнальных систем клетки, поэтому при выборе анти-

коагулянта важно учитывать, с какой целью производится забор кро-

ви. Так, гепарин ингибирует ПЦР, стимулирует агрегацию лейкоци-

тов и тромбоцитов, обесцвечивает мазки крови за счет закисления 

среды. ЭДТА-К3 также провоцирует слипание лейкоцитов, способ-

ствуя ошибкам подсчета количества клеток. Фторид натрия ингиби-

рует некоторые ферментативные реакции, включая превращение 

фосфоглицерата в фосфоенолпируват, предотвращает гликолиз, за 

счёт чего блокирует активность уреазы и некоторых других фермен-

тов, поэтому образцы крови с фторидом натрия нельзя использовать 

для прямого определения ферментов. За счет связывания Са
2+

 и уве-

личения внеклеточного калия и натрия в образцах крови с фторидом 

натрия/ЭДТА калия происходит выход воды и гемоглобина из эрит-

роцитов, и наблюдается заметный гемолиз.  
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Таблица 2  

Механизм действия антикоагулянтов 

Антикоагулянт Механизм действия 

Гепарин Гепарин активирует создание комплексных 

соединений между антитромбином III и факторами 

свертывания крови. В таком комплексе факторы 

свертывания инактивируются необратимо. 

ЭДТА ЭДТА и его щелочные соли способны создавать 

хелатные соединения с ионами кальция с 

образованием растворимых высокостабильных 

комплексов.  

Фторид натрия и 

ЭДТА калия 

Фторид натрия и ЭДТА калия выступают в качестве 

антикоагулянтов, связывая ионы Са
2+

, фторид натрия 

стабилизирует уровень глюкозы.  

Цитрат натрия Антикоагуляционные свойства цитрата проявляются в 

формировании комплекса с ионами Са
2+

 и 

эффективном удалении их из крови, за счет чего 

нарушаются Са
2+

-зависимые механизмы образования 

кровяного сгустка. 

Цитрат натрия, 

теофилин, аденозин и 

дипиридамол 

Предотвращение активации тромбоцитов 

Цитрат натрия, 

лимонная кислота и 

декстроза 

Лимонная кислота является буфер-антикоагулянтом и 

поддерживает постоянный рН. Декстроза продлевает 

срок жизни клеток. 

Апротинин и ЭДТА Апротинин – ингибитор протеаз. ЭДТА – 

хелатирующий антикоагулянт, усиливает действие 

апротинина. 

 

2.2. Лейкоциты в костном мозге 

Ещё одним источником лейкоцитов является костный мозг. 

Суспензию клеток костного мозга можно разделить теми же способа-

ми, что и клетки крови. Костный мозг как источник лейкоцитов чаще 

используется при работе с мелкими грызунами. При исследовании 

клеток человека периферическая кровь более доступна, к тому же в 
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костном мозге человека нейтрофилы гетерогенны и функционально 

незрелы [110]. Костный мозг мыши, например, содержит большее ко-

личество зрелых нейтрофилов, чем костный мозг человека. Функцио-

нально зрелые нейтрофилы костного мозга мыши имеют большую 

жизнеспособность, чем гранулоциты крови, что расширяет возмож-

ности их использования в длительных экспериментах. Еще одним 

преимуществом использования костного мозга грызунов для выделе-

ния гранулоцитов является возможность получения большого коли-

чества клеток. Для выделения костного мозга животных используют 

крупные трубчатые кости, смывая клетки из полости и головки кости. 

Полученную суспензию используют для разделения фракций лейко-

цитов на градиенте плотности или иммунологическими методами 

[109]. 

 

2.3. Выделение лейкоцитов из крови и костного мозга 

2.3.1. Приготовление растворов 

1. NaCl 0,9%: растворить 0,9 г NaCl в 100 мл ддH2O, стерили-

зовать фильтрованием или автоклавированием. 

2. Раствор Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

: 0,4 г KCl, 0,06 г KH2PO4, 8 

г NaCl, 0,35 г NaHCO3, 0,04788 г Na2HPO4, 1 г глюкозы растворить в 

стерильной воде, довести объём до 1000 мл, стерилизовать фильтро-

ванием, хранить при 4 °C. 

3. Рабочий раствор декстрана (3%): для приготовления 3% 

рабочего раствора взвесить 3 г декстрана-500 (молекулярный вес 200 

000–500 000), растворить в 100 мл стерильного 0,9% NaCl, при необ-

ходимости нагреть до полного растворения.  

4. Раствор для лизиса эритроцитов 10X: 8,02 г NH4Cl, 0,84 г 

NaHCO3, 0,37 г натрия ЭДТА растворить в стерильной воде, довести 

объём до 100 мл, стерилизовать фильтрованием, хранить при 4 °C до 

6 месяцев. Перед использованием развести в 10 раз стерильной хо-

лодной водой для получения 1Х буфера для лизиса эритроцитов. 

5. Tрипановый синий 0,5%: растворить 0,5 г трипанового си-

него в 100 мл 0,9% NaCl, профильтровать. 
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6. Рабочий раствор желатина (2,5%): 2,5 г желатина смешать 

с ~10-20 мл фосфатного буфера (ФСБ) комнатной температуры, оста-

вить на 1-2 часа для набухания, затем довести объем до 100 мл. При 

необходимости нагреть до ~40 °C до полного растворения желатина, 

стерилизовать фильтрованием.  

7. Фосфатный буфер 1Х: 0,2 г KH2PO4 (1,47 мМ), 1,15 г 

Na2HPO4×7H2O (4,29 мМ), 8 г NaCl (137 мМ), 0,2 г KCl (2,68 мМ) 

растворить в стерильной воде, довести объем до 1000 мл; pH ~ 7,3, 

при необходимости довести NaOH. Стерилизовать фильтрованием 

или автоклавированием. 

8. Фиколл с плотностью 1,077 г/мл: 5,7 г фиколла-400 и 9 г 

диатризоата натрия растворить в 100 мл стерильной воды. Для приго-

товления растворов большей или меньшей плотности увеличить или 

уменьшить количество фиколла-400. Измерить плотность получив-

шегося раствора при помощи ареометра, при небольшом отклонении 

довести до нужного значения путем добавления сухого фиколла-400 

или воды. Стерилизовать фильтрованием. 

Для получения интактных неактивированных клеток все ис-

пользуемые материалы и реагенты должны быть стерильными, без 

эндотоксинов и пирогенов. Работу предпочтительно проводить в 

ламинарном боксе II класса защиты. 

 

2.3.2. Выделение общей популяции лейкоцитов методом 

осаждения декстраном 

Метод основан на различной скорости оседания эритроцитов и 

лейкоцитов в присутствии декстрана. В качестве антикоагулянта при 

взятии крови используется гепарин, ЭДТА или цитрат натрия. Декс-

трановое осаждение может быть использовано как самостоятельная 

методика для выделения общей фракции лейкоцитов или как предва-

рительный этап перед дальнейшим фракционированием. Схема выде-

ления представлена на рисунке 8. 
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Рис. 8. Выделение лейкоцитов методом осаждения декстраном 

 

Материалы и оборудование: 

1. NaCl 0,9%; 

2. Раствор Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

; 

3. Рабочий раствор декстрана (3%); 

4. Опционально: раствор для лизиса эритроцитов 1X; 

5. Опционально: гемоцитометр, трипановый синий 0,5%, све-

товой микроскоп; 

6. Автоматические пипетки с наконечниками; 

7. Центрифужные пробирки объемом 15-50 мл, штативы; 

8. Центрифуга для пробирок объемом 15-50 мл с охлаждени-

ем до 4 °C и ускорением до 500 × g. 

 

Протокол выделения: 

1. Приготовить свежий рабочий раствор 3% декстрана. 

2. В коническую центрифужную пробирку добавить равное 

количество свежей цельной крови с антикоагулянтом и 3% рабочего 

раствора декстрана. 

3. Перемешать содержимое пробирки переворачиванием 

(около 10 раз) и оставить пробирку в вертикальном положении на 20 

мин при комнатной температуре. 

4. Отобрать в чистую пробирку верхний слой, содержащий 
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плазму и лейкоциты.  

5. Осадить клетки центрифугированием в течение 10 мин при 

500 × g с охлаждением до 4 °C, удалить супернатант.  

При необходимости провести лизис эритроцитов: Непосред-

ственно перед работой развести 10Х буфер для лизиса эритроцитов 

до 1Х; к 1 мл суспензии клеток добавить ~5-10 мл холодного 1Х бу-

фера для лизиса эритроцитов, инкубировать ~10 мин с покачивани-

ем. При разрушении эритроцитов раствор приобретает равномер-

ную красную окраску, интенсивность которой зависит от количе-

ства эритроцитов в суспензии. Осадить клетки центрифугировани-

ем в течение 10 мин при 300 × g 4 °C, удалить супернатант. 

6. Ресуспендировать осадок в 10 мл 0,9% NaCl, аккуратно пе-

ремешать.  

7. Повторить отмывку (п. 5), чтобы удалить остатки декстра-

на. После последней отмывки для получения концентрированной 

суспензии (при необходимости) развести клетки 1-2 мл раствора 

Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

. При проведении дополнительного фракцио-

нирования можно приступить к следующим этапам без повторной 

отмывки.  

8. Провести подсчет количества и жизнеспособности клеток в 

гемоцитометре с использованием трипанового синего или аналогич-

ным методом. 

 

2.3.3. Выделение лейкоцитов мыши c применением желатина 

Как и декстран, желатин способен осаждать эритроциты и лей-

коциты с разной скоростью. Желатиновый метод может быть исполь-

зован для выделения общей лейкотромбоцитарной фракции или гра-

нулоцитов [111]. 

Материалы и оборудование: 

1. Рабочий раствор желатина (2,5%);  

2. Фосфатный буфер 1Х; 

3. Опционально: раствор для лизиса эритроцитов 1X; 

4. Опционально: гемоцитометр, трипановый синий 0,5%, све-
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товой микроскоп; 

5. Автоматические пипетки с наконечниками; 

6. Центрифужные пробирки, штативы; 

7. Центрифуга для пробирок с ускорением до 400 × g. 

 

Протокол выделения лейкоцитов мыши: 

1. Цельную кровь с антикоагулянтом центрифугировать в тече-

ние 15 мин при 755 × g. 

2. Удалить плазму и лейкотромбоцитарный слой.  

3. Нижний слой, содержащий гранулоциты и эритроциты, сме-

шать с 4-5 мл 2,5% раствора желатина в фосфатном буферном рас-

творе (pH 7,2).  

4. Инкубировать смесь при 37 °C в течение 30 мин, отобрать 

супернатант, содержащий гранулоциты. 

5. Осадить клетки центрифугированием 10 мин при 400 × g при 

комнатной температуре.  

При необходимости провести лизис эритроцитов (см. стр. 51).  

6. Ресуспендировать клетки в фосфатно-солевом буфере или 

растворе Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

, центрифугировать 10 мин при 

300-400 × g. Повторить отмывку (п. 5-6) два раза. 

 

2.3.4. Центрифугирование на градиенте плотности  

Различия в плотности используются для разделения клеток кро-

ви на фракции и выделения отдельных популяций лейкоцитов. Цен-

трифугированием на градиенте плотности разделяют цельную кровь, 

форменные элементы или только лейкоцитарную фракцию. При ра-

боте с небольшими объемами можно центрифугировать на градиенте 

цельную кровь, затем проводить дополнительную очистку. В изопик-

нических условиях, когда плотность клеток и раствора одинаковые, 

клетки задерживаются в растворе и остаются неподвижными. Для 

разделения применяют смеси полисахарида фиколла-400 с метризо-

атом/диатризоатом (далее – фиколл, коммерческие градиенты Ficoll-

Hypaque, Histopaque), растворы перколла, сахарозы, бычьего сыворо-
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точного альбумина и других веществ [4].  

Принцип разделения крови на градиенте фиколла методом зо-

нального центрифугирования для выделения мононуклеарных клеток 

человека (моноцитов и лимфоцитов) и гранулоцитов представлен на 

рисунке 9.  

 

Рис. 9. Фракционирование клеток крови методом зонального 

центрифугирования на градиенте плотности фиколла 

 

При больших объемах крови целесообразно провести предвари-

тельное осаждение эритроцитов декстраном, затем разделять лейко-

цитарную массу на фракции. Перед началом работы необходимо под-

готовить клеточную суспензию: лейкоцитарную фракцию, получен-

ную методом декстранового осаждения, форменные элементы или 

цельную кровь. Форменные элементы необходимо предварительно 

разбавить 0,9% NaCl в соотношении не менее 1:3, кровь разбавить в 

соотношении не менее 1:1.  



54 

Материалы и оборудование: 

1. Раствор фиколла с плотностью 1,077 г/мл; 

Удобнее использовать готовый (коммерческий) раствор фикол-

ла, но при необходимости его можно приготовить самостоятельно 

(см. раздел 2.3.1.) 

2. NaCl 0,9%; 

3. Раствор Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

; 

4. Опционально: раствор для лизиса эритроцитов 1X; 

5. Опционально: гемоцитометр, трипановый синий 0,5%, све-

товой микроскоп; 

6. Автоматические пипетки с наконечниками; 

7. Центрифужные пробирки объемом 15-50 мл, штативы; 

8. Центрифуга для пробирок объемом 15-50 мл с охлаждени-

ем до 4 °C и ускорением до 500 × g с регулировкой скорости разгона 

и торможения. 

 

Протокол выделения: 

1. Налить в центрифужную пробирку 2-3 мл фиколла с плот-

ностью 1,077 г/мл на 10 мл суспензии клеток (увеличить количество 

пропорционально при необходимости) и аккуратно наслоить сверху 

клеточную суспензию, избегая перемешивания слоёв.  

2. Центрифугировать при 400 × g в течение 40 мин при ком-

натной температуре; необходимо использовать центрифугу с функци-

ей регулировки скорости разгона и торможения и установить мини-

мальную скорость. 

3. После центрифугирования на границе плазмы и фиколла 

собираются мононуклеарные клетки, под слоем фиколла – эритроци-

ты и гранулоциты. Для сбора мононуклеаров отобрать верхний слой, 

содержащий плазму и солевой раствор, затем собрать клетки и пере-

нести их в чистую пробирку. Для сбора фракции эритроци-

тов/гранулоцитов удалить слой фиколла, не затрагивая клеточную 

фракцию. 

4. К мононуклеарам и гранулоцитам добавить не менее 10 мл 
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охлажденного раствора Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

, затем центрифугиро-

вать 500 × g 10 мин при 4 °С, удалить супернатант.  

5. При наличии небольшой примеси эритроцитов провести 

лизис (см. стр. 51). При выделении клеток из цельной кро-

ви/форменных элементов в гранулоцитарной фракции содержится 

большое количества эритроцитов. Для отделения эритроцитов можно 

применить метод декстранового осаждения (см. раздел 2.3.2).  

6. Повторить отмывку (п. 4), ресуспендировать клетки в 1-2 мл 

раствора Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

. 

7. Провести подсчет количества и жизнеспособности клеток в 

гемоцитометре с использованием трипанового синего или аналогич-

ным методом. 

 

Мононуклеарная фракция, полученная при разделении на гради-

енте фиколла с плотностью 1,077 г/мл, содержит примесь тромбоци-

тов и других клеток. Чтобы более четко разделить фракции, можно 

использовать последовательное или параллельное центрифугирова-

ние на градиентах с разной плотностью. Например, в одном из под-

ходов используется тройной градиент фиколла: последовательно 

наслаиваются растворы с плотностью 1,091, 1,077 и 1,064 г/мл, затем 

разбавленная кровь/лейкотромбоцитарная фракция, и проводится 

фракционирование при помощи центрифугирования. Моноцит-

обогащенная фракция остается над слоем фиколла 1,064 г/мл, лимфо-

цитарная между 1,064 и 1,077 г/мл, гранулоцитарная – между 1,077 и 

1,091 г/мл, эритроциты – в слое фиколла с плотностью 1,091 г/мл 

(рис. 10).  

Для разделения мононуклеаров или выделения фагоцитов из 

общей лейкоцитарной массы также используют способность моноци-

тов и гранулоцитов к адгезии, которая не характерна для лимфоци-

тов. После разделения на градиенте плотности (например, фиколла 

1,077 г/мл) мононуклеарные клетки помещают в культуральные 

планшеты, покрытые желатином или фибронектином, и инкубируют 

2 ч при 37 °C. Неприкрепленные клетки смывают, затем отделяют 



56 

прикрепившиеся клетки от поверхности планшета механическим спо-

собом [112]. 

 

Рис. 10. Разделение клеток на тройном градиенте  

плотности фиколла 

 

Разделение лейкоцитов на градиенте плотности может прово-

диться с использованием йодиксанола (коммерческая среда OptiPrep). 

Из цельной крови при помощи центрифугирования сначала удаляют 

большую часть эритроцитов. Плазму, обогащенную лейкоцитами, 

смешивают с раствором йодиксанола до достижения плотности около 

1,100 г/мл. Смесь помещают на дно пробирки, затем последовательно 

наслаивают градиенты с плотностью 1,084 и 1,068 г/мл и солевой 

раствор и центрифугируют при 600-800 × g в течение 15-20 мин. При 

центрифугировании моноциты мигрируют в толщу раствора 1,068 

г/мл, лимфоциты на границу между слоями 1,068 и 1,084 г/мл, а гра-

нулоциты на границу между слоем с плотностью 1,084 и исходным 
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образцом (рис. 11) [113]. 

 

Рис. 11. Разделение клеток на градиенте плотности OptiPrep 

 

При центрифугировании цельной крови и получении плазмы, 

обогащенной лейкоцитами, теряется часть моноцитов. Использование 

OptiPrep с плотностью 1,072 г/мл позволяет получить фракцию моно-

цитов из цельной крови. Разведенный OptiPrep смешивают с цельной 

кровью, получая смесь с плотностью около 1,110 г/мл, затем на эту 

смесь наслаивают раствор с плотностью 1,072 г/мл и раствор Хэнкса 

и центрифугируют при 700 × g в течение 30 мин с охлаждением. Мо-

ноциты собирают в верхней части слоя с плотностью 1,072 г/мл. При 

таком подходе можно получить фракцию моноцитов с чистотой до 90 

% и выходом около 40 %. Использование раствора OptiPrep с плотно-

стью 1,074 г/мл даёт более высокий выход моноцитов (до 60 %), но 

снижает чистоту популяции до 85 % [114]. 
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Перколл (Percoll) – коллоидный раствор кремниевых частиц 

диаметром 15-30 нм, покрытых поливинилпирролидоном. В солевом 

буфере перколл образует градиенты плотности при центрифугирова-

нии при 10 000 × g в течение 15 мин. Клетки можно смешать с пер-

коллом перед центрифугированием, и разделение клеток будет про-

ходить совместно с формированием градиента (изопикническое цен-

трифугирование). Также перколл используют для зонального цен-

трифугирования, наслаивая клетки на готовые растворы с разной 

плотностью.  

Методы центрифугирования на градиенте плотности использу-

ются как для выделения клеток человека, так и клеток животных. Для 

фракционирования клеток крови грызунов обычно используются рас-

творы с большей плотностью (табл. 3). 

Таблица 3  

Плотность растворов для разделения лейкоцитов [4, 111] 

Тип клеток Плотность, г/мл 

Перколл
1
 Фиколл Йодиксанол 

Клетки человека 

Моноциты 1,060 1,073 1,068 

Лимфоциты  1,080 1,077 1,084 

Гранулоциты 1,090 1,090 1,100 

Клетки мыши 

Моноциты 1,083 1,077 1,076 

Лимфоциты  1,090 1,084 1,084 

Гранулоциты 1,110 1,119 1,119 
1
 – согласно инструкции производителя 

 

2.4. Метод вызванных фагоцитов 

Альтернативой в получении достаточно большого количества 

фагоцитов лабораторных животных является метод вызванных гра-

нулоцитов и макрофагов (рис. 12). В данном подходе используется 

способность фагоцитов мигрировать в очаг воспаления: животным 
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делают внутрибрюшинную инъекцию воспалительного либо асепти-

ческого раздражающего агента и через 3-5 часов смывают гранулоци-

ты, пришедшие в очаг воспаления. Через 10-12 часов в брюшной по-

лости животного уже будут преобладать макрофаги. Преимущество 

данного метода в том, что выделяется большое количество клеток, 

причем чистота популяции гранулоцитов достигает 98-99 %. Однако 

при таком способе выделения клетки предактивированы, и для неко-

торых видов исследований это существенное ограничение. 

 

Рис. 12. Метод вызванных фагоцитов 

 

2.5. Получение очищенных популяций лейкоцитов 

иммунологическими методами 

Для дополнительного обогащения клеток и выделения минор-

ных популяций используются методы, основанные на взаимодей-

ствии антиген-антитело: сортировка на магнитных частицах или сор-

тировка при помощи цитофлуориметра-сортировщика. Цитофлуори-

метрия дает дополнительные возможности дифференцировать лейко-

циты по размеру и гранулярности (рис. 13) [115].  
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Рис. 13. Схема разделения лейкоцитов по размеру,  

гранулярности и экспрессии CD-маркеров  

при проведении цитофлуориметрического анализа  

 

Таблица 4 

CD-маркеры клеток крови человека [115] 

Клетки Маркер 

Все лейкоциты CD45 

Т-лимфоциты CD3, CD4, CD8 

B-лимфоциты CD19, CD20 

Дендритные клетки CD11c, CD123 

Натуральные киллеры CD56 

Гемопоэтические стволовые клетки CD34 

Моноциты и макрофаги CD14, CD33 

Гранулоциты CD66b 

Тромбоциты CD41, CD61, CD62 

Эритроциты CD235a 
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Кластеры дифференцировки лейкоцитов (англ. CD, cluster of 

differentiation) – поверхностные антигены лейкоцитов. Они представ-

ляют собой рецепторы, белки клеточной адгезии и другие белки, 

участвующие во взаимодействии клеток. В настоящее время доступ-

но множество готовых коммерческих антител и наборов для выделе-

ния популяций клеток методами позитивной или негативной селек-

ции. В таблице 4 приведены основные CD-маркеры, характеризую-

щие отдельные типы клеток крови человека. Помимо перечисленных, 

лейкоциты экспрессируют множество других поверхностных марке-

ров, отвечающих за различные функции. Основные CD-маркеры гра-

нулоцитов представлены в таблице 7 (Приложение 1). 
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ГЛАВА 3. ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ОЦЕНКА ГРАНУЛОЦИТОВ 

3.1. Анализ миграции клеток 

Миграция лейкоцитов – важный механизм, участвующий в реа-

лизации воспаления и защиты от инфекций. Множество эндогенных и 

экзогенных факторов может стимулировать движение клеток. В зави-

симости от направления движения выделяют несколько видов мигра-

ции. Направленная миграция по градиенту концентрации вещества 

называется хемотаксисом. Направленная миграция против градиента 

концентрации – обратный хемотаксис (или фугетаксис, англ. “fu-

getaxis”). Случайная ненаправленная миграция, хемокинез, происхо-

дит при равномерном распределении аттрактанта. Разделение аттрак-

тантов по типу миграции зачастую является условным. Один из 

наиболее сильных хемоаттрактантов, ИЛ-8, может вызывать хемотак-

сис или хемокинез в зависимости от наличия или отсутствия градиен-

та, а в высокой концентрации обратный хемотаксис [116]. 

Для исследования хемотаксиса клеток обычно используется ка-

мера Бойдена, в которой клетки мигрируют под действием хемоат-

трактанта через полупроницаемую мембрану. На основе камеры Бой-

дена разработаны сходные устройства, например, камеры Зигмонда и 

Данна. Другие подходы для исследования миграции включают мик-

рофлюидные системы, 3D гели и приборы для автоматического ис-

следования в реальном времени [116].  

Исследование миграции лейкоцитов и опухолевых клеток, име-

ющих эпителиальное происхождение, значительно отличается. Лей-

коциты, особенно гранулоциты, относятся к быстро мигрирующим 

клеткам, поэтому исследование проводится в течение 15-120 минут. К 

тому же работа с нейтрофилами, выделенными из крови, ограничива-

ется коротким временем их жизни, что не позволяет использовать не-

которые медленнодействующие ингибиторы. Также гранулоциты 

значительно мельче, и размер пор мембраны в камере Бойдена не 

должен превышать 3-5 мкм.  

Для исследования миграции при помощи камеры Бойдена тре-

буется культуральный планшет во вставками (рис. 14). Вставки 
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должны иметь мембрану с порами, покрытую фибриногеном или дру-

гим адгезивным агентом. Коммерческие наборы обычно содержат го-

товые к использованию планшеты с покрытием. Возможно использо-

вание различных форматов планшетов и вставок. В качестве хемоат-

трактанта для изолированных нейтрофилов можно использовать 1,25 

нМ ИЛ-8, 100 нМ fMLF, 11 нМ C5a [117].  

 

Рис. 14. Анализ миграции клеток при помощи камеры Бойдена 

 

Материалы и оборудование: 

1. Суспензия изолированных гранулоцитов (см. Главу 2); 

2. Фибриноген для культур клеток; 
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3. Питательная среда для культур клеток (RPMI-1640 или 

DMEM без сыворотки); 

4. Хемоаттрактант; 

5. 0,5 M ЭДТА; 

6. Опционально: а) гемоцитометр и трипановый синий 0,5%, 

световой микроскоп; б) кальцеин или MTS и планшетный флуори-

метр с соответствующими фильтрами; 

7. Планшет для культур клеток с крышкой и вставками с по-

лупроницаемой мембраной, диаметр пор мембраны 3-5 мкм; 

8. Автоматические пипетки и наконечники; 

9. Микропробирки, штативы; 

10. Инкубатор на 37 °С; 

11. Ламинарный бокс II класса защиты. 

Работы проводятся в стерильных условиях с использованием 

стерильных материалов, не содержащих эндотоксины и пирогены. 

Количество реагентов приведено для 24-луночного планшета со 

вставками диаметром 12 мм. 

 

Покрытие фибриногеном [117]: 

1. Приготовить 2,5 мг/мл раствор фибриногена в ФСБ.  

2. 600 мкл раствора фибриногена добавить в ячейку планшета 

(нижняя камера), 200 мкл нанести на мембрану (верхняя камера) и 

инкубировать в течение 1 ч при 37 °С.  

3. После инкубации промыть камеру ФСБ два раза и высушить 

в течение 10-12 часов.  

 

Анализ миграции клеток [117]: 

1. Подготовить суспензию клеток с концентрацией 2×10
6
 кл/мл. 

Один экспериментальный образец (ячейка) содержит 0,4-0,5 млн кле-

ток в 200 мкл среды. 

2. Внести 600 мкл среды, содержащей хемоаттрактант, в ниж-

нюю камеру и 200 мкл суспензии клеток в верхнюю камеру.  

3. Инкубировать при 37 °С в течение 2 ч. 
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4. Добавить в нижнюю камеру 60 мкл 0,5 M ЭДТА, инкубиро-

вать 10-15 мин 4 °C для диссоциации  

5. Удалить вставку и определить количество клеток в нижней 

камере.  

Для подсчета числа мигрировавших клеток можно использо-

вать гемоцитометр или окрашивание клеток в последующим изме-

рением окраски при помощи планшетного флуориметра.  

При использовании гемоцитометра важно получить однород-

ную суспензию клеток и аккуратно отбирать аликвоты для подсче-

та. В качестве флуориметрических красителей для анализа количе-

ства мигрировавших клеток наиболее часто используются кальцеин 

и MTS. Для количественной оценки в пустые ячейки планшета добав-

ляются суспензии клеток с известной концентрацией, и по окраши-

ванию таких ячеек строится калибровочная кривая. 

 

3.2. Исследование продукции активных форм кислорода 

Исследования продукции АФК фагоцитами можно проводить 

как в суспензии изолированных клеток, так и в цельной крови. Суще-

ствует несколько методов и подходов для оценки продукции АФК 

клетками. Пожалуй, наиболее распространенными методами можно 

назвать хемилюминесценцию с использованием люминесцентных 

зондов, а также флуоресценцию. Оба метода позволяют оценить при-

жизненную продукцию АФК в клетке.  

Люминесцентные зонды при взаимодействии с АФК испускают 

кванты света, которые затем детектируются с помощью фотоумножи-

теля. На рис. 15 представлена схема окисления люминола и образова-

ние 3-аминофтолата, который при переходе из электронно-

возбужденного в основное состояние испускает кванта света [118]. 

Кроме люминола в хемилюминесценции используются и другие зон-

ды, например, люцигенин и кумарин [118, 119]. Преимущество лю-

минол-зависимой хемилюминесценции в том, что она позволяет изу-

чать общую продукцию АФК: внеклеточную в ответ на растворимые 

стимулы (например, fMLF), внутриклеточную/внутрифагосомальную, 
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в ответ на фагоцитоз-опосредованную активацию респираторного от-

вета (например, зимозаном). 

 

 

Рис. 15. Химические превращения люминола под действием 

радикалов гидроксила и супероксида 

 

В настоящее время широкое применение находят и флуорес-

центные зонды для детекции АФК в клетках (некоторые из них пред-

ставлены в таблице 5 Приложения 1). Инструменты и методы, при 

помощи которых можно регистрировать флуоресцентные сигналы 

для оценки продукции АФК, также довольно разнообразны: флуорес-

центная микроскопия, проточная цитометрия, флуориметрия в план-

шетах и т.д.  

Для каждого из вышеперечисленных способов оценки продук-

ции АФК есть свои преимущества и недостатки. Флуоресцентные 

зонды имеют ограничения по фотостабильности (склонность к выго-

ранию, либо, напротив, повышению свечения под действием лазера), 

в то время как люминесцентные зонды не имеют таких ограничений. 

Регистрация ответов в планшетах/кюветах дает возможность оценить 

суммарный ответ всех клеток в ячейке. Проточная цитометрия и мик-

роскопия позволяют оценить функции отдельных клеток и популя-

ций. 
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 Существуют и колориметрические методы оценки. Достаточно 

давно известен так называемый НСТ-тест или тест восстановления 

нитросинего тетразолия, который отражает суммарную продукцию 

АФК нейтрофилами. В основе метода лежит способность превраще-

ния красителя нитросинего тетразолия, поглощенного фагоцитом, в 

диформазан под влиянием активных форм кислорода. Недостаток ме-

тода в том, что он не дает возможности прижизненной регистрации 

продукции АФК в клетках.  

 

3.2.1. Люминол-зависимая хемилюминесценция 

Материалы и оборудование: 

1. Суспензия изолированных гранулоцитов (см. Главу 2); 

2. Раствор Хэнкса без кальция: 138 мМ NaCl, 6 мМ KCl, 1 мМ 

MgSO4, 1 мМ Na2HPO4, 5 мМ NaHCO3, 5,5 мМ глюкоза, 10 мМ 

HEPES; рН 7,2-7,4; довести pH при помощи 0,1 М HCl, стерилизовать 

фильтрованием; 

3. Раствор Хэнкса с кальцием: раствор Хэнкса с добавлением 

CaCl2; рН 7,2-7,4; довести pH при помощи 0,1 M HCl, стерилизовать 

фильтрованием; 

4. Раствор для регистрации ХЛ: раствор Хэнкса с 1,2 мМ 

кальцием с добавлением 0,35 мМ люминола; готовить непосред-

ственно перед экспериментом, профильтровать и хранить в темноте; 

5. Люминол (3-аминофталгидрозид): растворить в капле 

ДМСО, затем довести стерильной ддH2O до концентрации 10 мМ, 

полученный мутный раствор титровать гидроксидом натрия до рН 

8,0. Аликвоты хранить при −20 °C до использования. Рабочая кон-

центрация люминола в ячейке 0,35 мМ;  

6. fMLF: приготовить стоковый раствор 50 мМ в стерильном 

ДМСО, разделить на аликвоты и хранить при −20 °C до использова-

ния; рабочие растворы готовятся разведением в растворе Хэнкса 

непосредственно перед использованием; 

7. PMA: приготовить стоковый раствор 1 мМ в стерильном 

ДМСО, разделить на аликвоты и хранить при −20 °C до использова-
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ния; рабочие растворы готовятся разведением в растворе Хэнкса 

непосредственно перед использованием; 

8. Планшет 96-луночный с оптически прозрачным дном, ра-

бочий объем ячейки не менее 200 мкл;  

9. Автоматические пипетки, дозатор (степпер) на 1-10 мкл с 

наконечниками; 

10. Планшетный хемилюминометр с термостатированием; 

11. Центрифуга с ротором для планшетов. 

 

Ход работы: 

1. Подготовить суспензию изолированных клеток в растворе 

Хэнкса, концентрация 10
6
 кл/мл  

2. В ячейки внести 180 мкл раствора для регистрации ХЛ.  

3. Добавить 20 мкл суспензии клеток, каждая ячейка содержит 

20 000 клеток, конечная концентрация CaCl2 в ячейке 1 мМ.  

Гранулоциты довольно быстро адгезируются на поверхности 

планшета, кроме того, после добавления можно осадить их на цен-

трифуге (не более 300 × g в течение 5 мин). Каждая проба, включая 

контроль, готовится в трех повторах. 

При исследовании модулирующего действия вещества добавить 

его в ячейку за 10-20 минут (или более в зависимости от вещества) 

до активации клеток и инкубировать в термостате на 37 °С. ВАЖ-

НО! Предварительно необходимо проверить, не способно ли данное 

вещество/его растворитель само окислять люминол или быть ло-

вушкой АФК. Это можно сделать в бесклеточной среде с использо-

ванием системы ксантин/ксантиноксидаза. 

4. Поместить клетки в хемилюминометр с термостатированием 

на 37 °С. 

При работе с адгезионными клетками регистрацию осуществ-

ляют со дна ячеек.  

5. Для оценки спонтанного уровня синтеза АФК клетками про-

вести регистрацию ХЛ в течение 5 минут до добавления стимула. 
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6. После регистрации спонтанного уровня, добавить стимул 

(например, fMLF, в концентрации от 0,01 до 1 мкМ или РМА 1 мкМ) 

и продолжить регистрацию клеточных ответов. 

Не рекомендуется заполнять все ячейки планшета одновремен-

но при работе с активаторами, вызывающими быстрые ответы, 

например, fMLF. Для добавления стимула удобно использовать степ-

пер или многоканальную пипетку.  

7. Оценку продукции АФК можно провести по нескольким па-

раметрам: максимальная амплитуда ответа, площадь под кривой (ин-

теграл) зависимости интенсивности ответа от времени (что соответ-

ствует общей продукции АФК за определенный промежуток време-

ни), скорость нарастания и спада ответа. 

 

3.2.2. Оценка продукции АФК с помощью флуоресценции 

Материалы и оборудование: 

1. Суспензия изолированных гранулоцитов (см. Главу 2); 

2. Раствор Хэнкса (см. раздел 3.2.1.);  

3. Раствор Хэнкса с 1,2 мМ кальцием (см. раздел 3.2.1.);  

4. Стоковый раствор fMLF (см. раздел 3.2.1.); 

5. Стоковый раствор PMA (см. раздел 3.2.1.) 

6. Планшет 96-луночный с оптически прозрачным дном для 

флуориметрии, рабочий объем ячейки не менее 200 мкл;  

7. Стоковый раствор дигидрородамина-123 (dihydrorhodamine 

123): 10 мM в ДМСО, аликвоты хранить на −80 °C до использования.  

При использовании другого зонда приготовить стоковый рас-

твор согласно рекомендации производителя.  

8. Автоматические пипетки, дозатор (степпер) на 1-10 мкл с 

наконечниками; 

9. Планшетный флуориметр с термостатированием и переме-

шиванием; 

10. Центрифуга с ротором для планшетов. 

 

Протокол оценки продукции АФК методом с помощью план-

шетного флуориметра [120]: 
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1. Подготовить суспензию изолированных клеток в растворе 

Хэнкса, концентрация 10
6
 кл/мл; 

2. Для нагрузки клеток дигидрородамином-123 добавить 1 

мкл стокового раствора на 1 мл суспензии клеток, инкубировать в те-

чение 30 мин при 37 °С, периодически перемешивая.  

3. Трижды промыть клетки раствором Хэнкса, центрифугиро-

вать при 300 × g в течение 5 мин. 

Нагрузку клеток другим флуоресцентным зондом провести со-

гласно рекомендации производителя.  

ВАЖНО! Флуоресцентные зонды обладают некоторой цито-

токсичностью и потому для каждого типа клеток нужно подби-

рать рабочую концентрацию зонда эмпирически. В качестве буфера 

для нагрузки можно использовать фосфатный буфер или раствор 

Хэнкса. 

4. Внести в ячейки 180 мкл раствора Хэнкса с 1,2 мМ кальци-

ем, добавить 20 мкл суспензии нагруженных флуорофором клеток, 

осадить клетки центрифугированием при 300 × g в течение 5 мин.  

Каждая проба, включая контроль, готовится в трех повторах. 

В каждый планшет включаются контрольные ячейки для регистра-

ции фонового свечения флуоресцентного зонда (фон), когда в ячейки 

добавляются только нагруженные зондом клетки и никакого стиму-

ла. В качестве положительного контроля можно использовать экзо-

генные АФК (перекись водорода). 

5. Установить длины волн возбуждения и эмиссии: 510 и 540 

нм, соответственно, для дигидрородамина-123; установить термоста-

тирование на 37 °С.  

6. Поместить клетки в прибор, провести регистрацию спон-

танной продукции АФК в течение 5 мин до добавления стимула. 

7. Внести стимул (например, fMLF 1 мкМ) и продолжить ре-

гистрацию.  

При оценке кинетики респираторного ответа крайне важно 

учитывать фотостабильность используемого зонда. Флуоресцент-

ные зонды на основе флуоресцеина склонны к фотовыгоранию, а ро-

дамин, напротив, начинает самопроизвольно светиться. В виду это-
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го, в каждом эксперименте необходимо найти оптимальные времен-

ные интервалы считывания интенсивности свечения. Так, например, 

оптимальным при работе с медленными ответами (например, на зи-

мозан или РМА) будет считывание каждые 5-10 минут в течение 

часа, для быстрых и коротких ответов (fMLF) – каждые 5-15 с в 

течение 5-10 минут. При анализе данных для каждого эксперимента 

из значений, полученных в контрольных и опытных ячейках, нужно 

вычесть значения интенсивности свечения в ячейках фонового свече-

ния. 

Аналогично хемилюминесценции можно оценить амплитуду от-

вета, общую продукцию АФК как интеграл зависимости интенсив-

ности флуоресценции от времени, скорость нарастания и убывания 

ответов. 

Регистрацию флуоресценции можно проводить при помощи 

проточного цитометра. Подготовка клеток к проточной цитомет-

рии происходит аналогичным образом: нагрузка, отмывка, короткий 

покой. Подготовить стимулы и пробы: отрицательный контроль – 

нагруженные зондом клетки без стимула, положительный контроль 

– экзогенные АФК, опытные образцы. Стимуляцию следует прово-

дить при температуре 37 °С в темном месте, затем как можно 

быстрее проводить измерение. Предварительно необходимо иден-

тифицировать популяции клеток по прямому и боковому светорас-

сеянию, затем отрегулировать напряжение, используя нестимулиро-

ванные и стимулированные контрольные образцы. 

 

3.2.3. Тест на восстановление нитросинего тетразолия 

Тест на восстановление нитросинего тетразолия (НСТ) является 

одним из первых разработанных методов оценки оксидазной актив-

ности фагоцитов [121, 122]. Метод основан на превращении погло-

щенного фагоцитом растворимого красителя нитросинего тетразолия 

в нерастворимый диформазан под влиянием супероксид-аниона, об-

разующегося в НАДФН-оксидазной реакции. Был предложен способ 

спектрофотометрического определения супероксида с использовани-
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ем раствора НСТ в ДМСО. НСТ переходит в моноформазан при кон-

центрации супероксида, меньшей или равной удвоенной концентра-

ции НСТ, максимум поглощения моноформазана в ДМСО наблюда-

ется при 680 нм. При концентрации супероксида, превышающей кон-

центрацию НСТ в 4 и более раз, весь НСТ превращается в диформа-

зан, максимум поглощения которого около 730 нм. В присутствии 

щелочи весь НСТ и диформазан превращается в моноформазан [123].  

Нарушение способности нейтрофилов к восстановлению НСТ 

отражает дефекты кислородзависимых бактерицидных механизмов и 

может служить прогностическим критерием инфекционных осложне-

ний. При проведении анализа используют живые клетки, которые 

фиксируют лишь после инкубации с НСТ. Тесты разделяют на спон-

танный (без дополнительной стимуляции) и индуцированный или 

стимулированный НСТ-тест (при стимуляции нейтрофилов in vitro). 

Спонтанный НСТ-тест отражает степень функциональной активации 

клеток in vivo, индуцированный – бактерицидный резерв клетки. 

 

Материалы и оборудование: 

1. Суспензия изолированных клеток с концентрацией 0,5×10
6
 

кл/мл в растворе Хэнкса с Ca
2+

 и Mg
2+

; 

2. ФСБ; 

3. Раствор НСТ 0,1% в ФСБ; 

4. NaOH 0,2 н; 

5. PMA 10 мкМ в ФСБ; 

6. ДМСО; 

7. Планшет для ИФА 96-луночный; 

8. Автоматические пипетки с наконечниками; 

9. Инкубатор/термостат для планшетов на 37 °C; 

10. Планшетный спектрофотометр на 680 нм. 

 

Ход работы: 

1. Внести по 100 мкл суспензии клеток в ячейки 96-луночного 

планшета (50 тыс. на лунку). В ячейки с холостой пробой (blank) вне-
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сти 100 мкл раствора Хэнкса с Ca
2+

 и Mg
2+

. 

Все образцы готовятся в трех повторах.  

2. Инкубировать 1 час при 37 °C для прикрепления клеток. 

3. Промыть ячейки 2-3 раза 200 мкл тёплого ФСБ. 

4. Добавить в ячейки 100 мкл 0,1% раствора НСТ. 

5. Внести в ячейки с образцами 10 мкл PMA (конечная кон-

центрация 1 мкМ), в контрольные ячейки и в ячейки с холостой про-

бой 10 мкл ФСБ. 

6. Инкубировать 1-2 часа при 37 °C. 

7. Промыть ячейки 2-3 раза 200 мкл тёплого ФСБ. 

8. Удалить раствор из ячеек, высушить планшет. 

9. Добавить в ячейки 100 мкл NaOH 0,2 н, инкубировать 15 

мин при 37 °C. 

10. Добавить в ячейки 100 мкл ДМСО. 

11. Измерить оптическую плотность при 680 нм. 

12. Вычесть из результатов, полученных для контрольных и 

опытных ячеек, оптическую плотность холостой пробы. 

13. Рассчитать индекс стимуляции как отношение оптической 

плотности образца к контролю.  

 

3.3. Оценка созревания и окисления фагосом 

В настоящее время разработано множество методов оценки фа-

гоцитоза, одним из наиболее удобных является использование ча-

стиц, конъюгированных с флуоресцентными зондами. Эти зонды поз-

воляют оценить не только захват частиц, но и физиологию процесса, 

а именно созревание фаголизосом. Наиболее простой способ оценки 

фагоцитоза – детекция захваченных латексных частиц при помощи 

проточного цитометра. Современные технологии позволяют получать 

живые бактерии, экспрессирующие флуоресцентные белки, при до-

бавлении таких бактерий к суспензии фагоцитов происходит их за-

хват и формирование фагосом. Клетки отмывают от незахваченных 

бактерий с помощью среды, содержащей антибиотик, затем проводят 

подсчет внутриклеточных бактерий [124, 125].  
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Фагоцитоз — это не только и не столько захват чужеродных ча-

стиц, бактерий и вирусов. Внутри фагосомы запускаются последова-

тельные реакции, начиная от продукции АФК и окисления за счет 

привлечения протонной помпы, до слияния с лизосомами, содержа-

щими гидролизующие ферменты. Все эти процессы направлены на 

уничтожение патогена.  

Для оценки продукции АФК внутри фагосом используются 

упомянутые выше флуоресцентные зонды. Эти зонды «пришивают-

ся» к зимозану, латексным и другим частицам. Для оценки окисления 

внутрифагосомального пространства используют частицы с рН-

чувствительными зондами, например, pHrodo Red Zymosan Bioparticle 

Conjugate for Phagocytosis (Thermo Fisher Scientific, США). В 

нейтральной среде флуорофор pHrodo неактивен, но он начинает све-

титься в присутствии протонов. Кроме того, частицы для фагоцитоза 

можно конъюгировать двумя флуорофорами, один из которых не 

чувствителен к рН и является маркером присутствия, а второй рН-

чувствительным зондом pHrodo. Это позволяет отслеживать частицы 

в режиме реального времени при флуоресцентной микроскопии за 

счет маркерного флуорофора, а затем при попадании частицы внутрь 

фагосомы и ее окислении по свечению pHrodo. 

 

3.3.1. Исследование созревания фагосом с помощью 

рН-чувствительного флуоресцентного зонда 

Материалы и оборудование: 

1. Полная ростовая среда RPMI-1640 или DMEM; 

2. ФСБ; 

3. Частицы с рН-чувствительным флуоресцентным зондом 

pHrodo Red Zymosan Bioparticle Conjugate for Phagocytosis;  

4. Автоматические пипетки с наконечниками; 

5. Микропробирки, штативы; 

6. Чашки Петри 35 мм со стеклянным дном для микроскопии; 

7. Флуоресцентный или лазерный сканирующий (конфокаль-

ный) микроскоп c модулем для термостатирования; 

8. Микроцентрифуга; 
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9. Ультразвуковой дезинтегратор; 

10. СО2-инкубатор для культур клеток. 

Ход работы: 

1. Частицы pHrodo Red Zymosan Bioparticle Conjugate for Phago-

cytosis восстановить в фосфатном буфере, дважды отмыть, ресуспен-

дировать в ФСБ в концентрации 2 мг/мл.  

В таком виде частицы могут храниться при температуре 4 °С 

в течение недели, для более длительного хранения добавить азид 

натрия. 

2. 20-30 мкл суспензии изолированных клеток поместить в цен-

тральной стеклянной части чашки Петри, накрыть крышкой и оста-

вить на 2-5 минут в термостате на 37 °С для прикрепления клеток.  

3. Аккуратно добавить 1-2 мл теплой среды, чтобы смыть не 

прикрепившиеся клетки, удалить среду, добавить 2-3 мл свежей теп-

лой среды и оставить клетки на 1-2 часа в СО2-инкубаторе. 

4. Подготовить частицы: обработать их ультразвуком в течение 

2-5 минут, чтобы разбить агрегаты, развести в 10 раз ФСБ (~0,2 

мг/мл). 

5. Подготовить микроскоп, модуль для термостатирования, 

настроить канал регистрации: длина возбуждения 560 нм, эмиссии 

590 нм. 

6. Установить чашку Петри с клетками на предметный столик, 

найти группу не менее пяти клеток. Определить границы z-

сканирования, провести съемку неактивированных клеток с шагом 

~ 1 мкМ. 

7. Внести 10-20 мкл частиц непосредственно над клетками, 

начать регистрацию.  

В зависимости от состояния клеток по мере оседания частиц 

они будут захватываться клетками, и будет появляться свечение 

pHrodo.  

8. Проводить съемку в течение 40-60 мин с интервалом 5-10 

мин. 

9. Провести анализ зависимости интенсивности флуоресценции 

pHrodo от времени. 
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Процесс созревания фагосом может отличается для грануло-

цитов и моноцитов/макрофагов. Моноциты экспрессируют меньше 

НАДФН-оксидазы на поверхностной мембране, но больше на мем-

бране фагосом, их основная задача – презентация антигена, в связи с 

чем эти клетки должны убить бактерию и деградировать ее белки 

до коротких пептидов и презентировать с помощью главного ком-

плекса гистосовместимости. Для этого процесса необходимо эф-

фективное окисление внутрифагосомального пространства, т.к. 

оптимальные значения рН для протеаз ~ 4,0-5,0. 

 

3.3.2. Оценка окисления фагосом с помощью флуориметрии 

Материалы и оборудование: 

1. Раствор Хэнкса (см. раздел 3.2.1); 

2. Раствор Хэнкса с кальцием (см. раздел 3.2.1); 

3. ФСБ; 

4. Частицы с рН-чувствительным флуоресцентным зондом 

pHrodo Red Zymosan Bioparticle Conjugate for Phagocytosis;  

5. Автоматические пипетки с наконечниками; 

6. Микропробирки, штативы; 

7. Планшет 96-луночный с оптически прозрачным дном для 

флуориметрии, рабочий объем ячейки не менее 200 мкл;  

8. Флуоресцентный спектрофотометр c модулем для термо-

статирования и перемешивания; 

9. Микроцентрифуга; 

10. Ультразвуковой дезинтегратор; 

11. СО2-инкубатор для культур клеток. 

 

Ход работы: 

1. Подготовить частицы для анализа (см. раздел 3.3.1. или ин-

струкцию производителя). 

2. Ресуспендировать клетки с растворе Хэнкса в концентра-

ции 0,5×10
6
 кл/мл. 
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3. Внести в ячейки 180 мкл раствора Хэнкса с 1,2 мМ каль-

ция, добавить 20 мкл суспензии клеток (5 000 – 10 000 клеток на лун-

ку).  

4. Инкубировать клетки 1-2 часа при 37 °C и 5 % СО2. 

5. Добавить 10 мкл меченых pHrodo частиц (концентрация 0,2 

мг/мл), для синхронизации захвата в каждой ячейке центрифугиро-

вать при 300 × g в течение 5 минут. 

6. Перенести планшет во флуориметр с термостатированием 

при 37 °C, регистрировать флуоресценцию с интервалом 3-5 минут, 

длины волн возбуждения и эмиссии 560/590 нм, соответственно. 

7. Построить кривые зависимости интенсивности флуорес-

ценции от времени, оценить скорость накопления флуоресценции. 

 

3.4. Анализ дегрануляции 

После активации клеток различными стимулами содержимое 

гранул выбрасывается в фагосому или внеклеточное пространство – 

этот процесс называется дегрануляцией. Дегрануляцию можно оце-

нить по количеству и активности ферментов, содержащихся в грану-

лах [4]. 

 

3.4.1. Подготовка образцов для анализа 

Протокол составлен на основании работы Bedouhene с соавто-

рами [4] с изменениями. 

Материалы и оборудование: 

1. Цитохалазин B: стоковый раствор 0,5 мг/мл в стерильном 

ДМСО. Разделить на аликвоты, хранить при -20 °C до использования.  

2. Раствор Хэнкса без Ca
2+

 и Mg
2+

 (см. раздел 2.3.1.); 

3. ФСБ с 0,5% ЦТАБ; 

4. fMLF или другой стимул; 

5. Микропробирки, штативы; 

6. Автоматические пипетки с наконечниками; 

7. Ёмкость со льдом; 

8. Термостат (термошейкер) для микропробирок на 37 °C; 
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9. Центрифуга для микропробирок с ускорением до 15 000 × 

g; 

10. Ультразвуковой дезинтегратор. 

 

Ход работы: 

1. Подготовить суспензию нейтрофилов с концентрацией 10
7
 

кл/мл в растворе Хэнкса;  

2. В микропробирки поместить 500 мкл суспензии (5×10
6
 кле-

ток), инкубировать 5 мин при 37 °C. 

3. Добавить 5 мкл цитохалазина B до конечной концентрации 

5 мкг/мл, аккуратно перемешать, инкубировать 2 мин при 37 °C. 

4. Добавить 1 мкМ fMLF, аккуратно перемешать, инкубиро-

вать в течение 2 мин при 37 °C. 

5. Перенести пробирки на лёд, оставить на 5 мин; 

6. Центрифугировать 30 с при 12 000 × g. 

7. Перенести супернатант в новую пробирку, осадок поме-

стить на лёд. 

8. Центрифугировать супернатант 10 мин при 15 000 × g, пе-

ренести супернатант в новую пробирку, поместить на лёд до начала 

измерений. 

9. К осадку клеток добавить 500 мкл холодного ФСБ с 0,5% 

ЦТАБ, обработать ультразвуком 2 раза по 10 с. 

10.  Центрифугировать 10 мин при 15 000 × g при 4 °C, перене-

сти супернатант в чистую пробирку и поместить на лёд до начала из-

мерений. 

 

3.4.2. Измерение активности миелопероксидазы 

Миелопероксидаза во внеклеточном супернатанте характеризует 

первичные гранулы нейтрофилов: их количество в клетках, эффек-

тивность дегрануляции в ответ на стимул и активность ферментов. 

Методика измерения активности МПО основана на способности ор-

то-дианизина образовывать окрашенные продукты при окислении пе-



79 

роксидом водорода. Протокол составлен на основании протокола 

Bedouhene с соавторами [4] с изменениями. 

Материалы и оборудование: 

1. Образцы внеклеточных супернатантов (раздел 3.4.2. п. 8) и 

клеточных лизатов (раздел 3.4.2. п. 10); 

2. Орто-дианизин дигидрохлорид: раствор 1,67 мг/мл в ФСБ; 

готовить непосредственно перед измерением; 

3. Раствор H2O2 0,005%; 

4. Микропробирки, штативы; 

5. Автоматические пипетки с наконечниками; 

6. Кюветный/планшетный спектрофотометр; 

 

Ход работы: 

1. Смешать 50 мкл супернатанта (опыт) или лизата клеток 

(контроль) и 350 мкл ФСБ. 

2. Добавить 50 мкл 1,67 мг/мл раствора орто-дианизин дигид-

рохлорида. 

3. Добавить 50 мкл 0,005% раствора H2O2. 

4. Перемешать реакционную смесь, перелить в кювету или 

ячейку планшета. 

При измерении в планшете или микрокювете объем компонен-

тов реакционной смеси можно уменьшить в 2 раза. 

5. Измерить кинетику оптической плотности при 460 нм в те-

чение 10 мин при комнатной температуре. 

6. Активность МПО рассчитывается как отношение скорости 

ферментативной реакции (изменение оптической плотности) в опыт-

ном и контрольном образце. 

Дегрануляцию можно исследовать методами иммуноблота или 

ИФА. Анализ данных проводится аналогично анализу активности 

МПО: рассчитывается отношение количества белка во внеклеточ-

ных супернатантах и лизатах клеток. Для исследования нейтро-

фильных ферментов подходят стандартные методики [126], но 

обычно требуется увеличить количество ингибиторов протеаз, по-
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скольку их высокая концентрация в образцах вызывает деградацию 

исследуемых белков-ферментов гранул. 

 

3.4.3. Измерение активности протеолитических ферментов гранул 

Для исследования активности протеаз используют хромогенные 

субстраты, например, короткие пептиды, конъюгированный с хромо-

фором p-нитроанилидом (pNA). Свободный pNA, который высво-

бождается при деградации субстрата, можно детектировать спектро-

фотометрически при длине волны 410 нм. Примеры субстратов и 

специфичных ферментов приведены в таблице 5. 

Таблица 5 

Субстраты для исследования активности протеаз 

Субстрат Фермент 

MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA 

(70967-90-7)
1
 

Эластаза лейкоцитов человека 

NAc-Ile-Glu-Pro-Asp-pNA 

(216757-29-8) 

NAc-Ile-Glu-Thr-Asp-pNA 

(219138-21-3) 

Каспаза 8 и гранзим B 

N-Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA 

(70967-97-4) 
Катепсин G лейкоцитов человека 

Gly-Pro-pNA 

(103213-34-9) 
Дипептидилпептидаза IV 

H-Leu-pNA Cl 

(16010-98-3) 
Лейциновая аминопептидаза  

H-Lys-pNA 2HBR 

(40492-96-4) 

Лизиновые аминопептидазы и раз-

личные протеазы 

BZ-Tyr-pNA 

(6154-45-6) 

Сериновые карбоксипептидазы и 

различные протеазы 

Suc-Phe-pNA 

(2440-62-2) 
Химотрипсин  

Pyr-Glu-Phe-Leu-pNA 

(85901-57-1) 

Тиоловые протеазы (папаин, фицин 

и бромелаин) 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=85901-57-1&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=en&region=RU&focus=product
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N-Suc-Ala-Ala-Ala-pNA 

(52299-14-6) 

Химотрипсин-подобные сериновые 

протеазы, эластазы и сериновые 

пептидазы  
1
 – в скобках приведен CAS номер соединения 

 

Эластаза – нейтральная сериновая протеаза, которая продуциру-

ется клетками поджелудочной железы и фагоцитами. Субстратами 

эластазы служат эластины и другие белки внеклеточного матрикса, 

компоненты клеточной мембраны, белки кровяного сгустка, системы 

комплемента, антитела, цитокины. Эластаза в составе белков первич-

ных гранул продуцируется нейтрофилами в ответ на стимуляцию ци-

токинами и хемоаттрактантами, такими как ФНО-α, ИЛ-8, C5а, ЛПС, 

fMLF [127]. Для измерения активности эластазы используется суб-

страт MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA [128]. 

 

Материалы и оборудование: 

1. Образцы внеклеточных супернатантов (раздел 3.4.2. п. 8) и 

клеточных лизатов (раздел 3.4.2. п. 10); 

2. Буфер: 0,1 М ХЕПЕС (pH 7,5) или 100 мM Трис HCl (pH 

8,0); 

3. Субстрат: MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA 2 мг/мл в буфере; 

4. Контрольный раствор эластазы 1 мкг/мл; 

5. Планшет для ИФА 96-луночный; 

6. Автоматические пипетки с наконечниками; 

7. Термостат для планшетов на 25 °С; 

8. Планшетный спектрофотометр на 405 нм с термостатиро-

ванием на 25 °С. 

 

Ход работы: 

1. Приготовить реакционную смесь из расчета 170 мкл буфе-

ра и 20 мкл субстрата на реакцию, перемешать.  

Все пробы готовятся в 3 повторах. 

2. Внести по 190 мкл реакционной смеси в ячейки планшета, 

помесить планшет в термостат на 25 °С. 
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3. В ячейки, содержащие реакционную смесь, внести: 

а. 10 мкл буфера в ячейки с холостой пробой (blank); 

б. 10 мкл раствора эластазы в контрольные ячейки; 

в. 10 мкл внеклеточных супернатантов или клеточных 

лизатов в ячейки с образцами; 

4. Аккуратно перемешать содержимое планшета на шейкере; 

5. Перенести планшет в спектрофотометр, измерять оптиче-

скую плотность при 410 нм в течение 5 мин с интервалом 30-60 с. 

6. Определить скорость реакции (V=ΔA410/мин). 

7. Рассчитать активность фермента (ед./мл) по формуле: 

         

   
 

Vобр – скорость реакции в образце, Vхол – скорость реакции в хо-

лостой пробе, 8,8 – коэффициент экстинкции pNA.  

 

3.5. Исследование внеклеточных ловушек нейтрофилов 

Нейтрофильные внеклеточные ловушки (НВЛ) – нити ДНК 

клетки, которые выбрасываются наружу и удерживают патогены. 

НВЛ состоят из деконденсированного хроматина, связанного с цито-

плазматическими белками и белками гранул.  

Для визуализации НВЛ окрашивают красителем ДНК, который 

не проникает через мембрану интактных клеток, например, пропидия 

йодидом или SYTOX (ThermoFisher Scientific, США), затем исследу-

ют при помощи микроскопа. На основании этой методики также бы-

ли разработаны протоколы прижизненной оценки НВЛ у мышей. 

Флуориметрия используется для оценки содержания двуцепочечной 

ДНК в супернатантах культивируемых клеток с применением краси-

теля PicoGreen [129]. Для НВЛ не обнаружено специфических белков, 

но НВЛ можно определять по колокализации нескольких белков ци-

топлазмы и гранул, например, МПО, эластазы и гистонов [4]. В неко-

торых случаях исследование белков даёт лучший результат, посколь-

ку катионные белки НВЛ могут ингибировать связывание флуорес-

центного красителя с ДНК ловушек. 
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Нейтрофилы способны к выбросу НВЛ только после адгезии, 

поэтому исследование нетоза проводится на прикрепленных клетках. 

Нейтрофилы довольно легко прикрепляются к любому субстрату, 

особенно если в среде содержатся двухвалентные катионы, кальций и 

магний. Для усиления адгезии можно провести предварительную 

подготовку поверхности, например, коллагеном или фибронектином. 

 

3.5.1. Флуориметрический анализ НВЛ 

Материалы и оборудование: 

1. Суспензия изолированных клеток с концентрацией 

0,05×10
6
 кл/мл в RPMI-1640 без фенолового красного с 1% ЭБС; 

2. RPMI-1640 без фенолового красного с 1% ЭБС; 

3. Раствор ЛПС 2 мг/мл в ФСБ; 

4. Раствор PicoGreen; 

5. Планшет для флуориметрии 96-луночный; 

6. Автоматические пипетки с наконечниками; 

7. CO2-инкубатор для культур клеток; 

8. Планшетный флуориметр. 

 

Ход работы: 

1. Добавить в ячейки планшета по 200 мкл суспензии изоли-

рованных клеток. 

Образцы, в том числе контрольные, должны занимать не более 

½ планшета. При исследовании модулирующего вещества добавить 

его в ячейку планшета вместе с клетками. 

2. Инкубировать не менее 20 мин при 37 °С и 5% CO2. 

3. Добавить ЛПС в ячейки с образцами (конечная концентра-

ция 2-200 мкг/мл); в контрольные ячейки добавить соответствующее 

количество ФСБ. 

4. Инкубировать 6 часов при 37 °С и 5% CO2. 

5. Перенести 100 мкл супернатанта в свободные ячейки 

планшета.  

6. Добавить краситель PicoGreen в соответствии с инструкци-

ей производителя в ячейки с клетками и супернатантом. 
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В ячейках с клетками определяется количество НВЛ, связанных 

с клетками, в ячейках с супернатантом – свободных НВЛ. 

7. Установить режим детекции: длина волны возбуждения 

480 нм, эмиссии – 520 нм. Перенести планшет в прибор и провести 

измерение. 

8. Оценить количество НВЛ в стимулированных клетках по 

отношению к интактным (контрольным) клеткам. 
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3.5.2. Визуализация НВЛ при помощи флуоресцентной 

микроскопии 

Материалы и оборудование: 

1. Суспензия изолированных клеток с концентрацией 

0,05×10
6
 кл/мл в RPMI-1640 без фенолового красного с 1% ЭБС; 

2. RPMI-1640 без фенолового красного с 1% ЭБС; 

3. Раствор ЛПС 2 мг/мл в ФСБ; 

4. Раствор SYTOX green 5 мМ в ДМСО; 

5. Планшет для микроскопии с оптически прозрачным дном 

96-луночный; 

6. Автоматические пипетки с наконечниками; 

7. CO2-инкубатор для культур клеток; 

8. Планшетный флуориметр. 

 

Ход работы: 

1. Провести посев и активацию клеток аналогично разделу 

3.5.1 п. 1-4. 

2. Промыть лунки два раза RPMI-1640 без фенолового крас-

ного с 1% ЭБС. 

3. Добавить в лунки 10 нM–1 мкM SYTOX green, инкубиро-

вать не менее 10 мин. 

4. Провести съемку при длине волны возбуждения 500 и 

эмиссии 520 нм. 

5. Оценить количество НВЛ в интактных и активированных 

образцах. 
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Приложение 1 

Справочная информация 

 

Таблица 6  

Флуоресцентные зонды для определения АФК  

и их производные 

Зонд Тип АФК, особенности 

использования 

Длина волны 

возбуждения и 

эмиссии, нм 

CellROX Orange В цитоплазме живых клеток 545/565 

CellROX Green В цитоплазме и митохондриях жи-

вых клеток; выдерживает фиксацию 

формалином; может связываться с 

ДНК 

485/520 

 

CellROX Deep Red В живых клетках; можно использо-

вать в средах с добавлением сыво-

ротки 

644/665 

Dihydrorhodamine- 

123 

 

В митохондриях живых клеток 510/540 

 

OxyBURST Green 

H2DCFDA succin-

imidyl ester 

В живых клетках; при конъюгации с 

частицами может использоваться 

для оценки АФК внутри фагосом 

или других везикул 

490/525 

CM-H2DCFDA В живых клетках; проникает через 

мембрану, окисление красителя дает 

продукт, который надолго задержи-

вается в клетке, позволяя проводить 

длительные эксперименты. 

490/525 

Carboxy-H2DFFDA В живых клетках; проникает через 

мембрану, фотостабилен. 

490/525 

Di(Acetoxymethyl Es-

ter) (6-Carboxy-2',7'-

Dichloro-

dihydrofluorescein 

Diacetate) 

В живых клетках; проникает через 

мембрану 

490/525 
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Dihydroethidium в живых клетках; связываясь с АФК, 

дает яркое голубое свечение, при 

связывании с ДНК дает красное све-

чение. 

500/600 

BODIPY 665/676 Пероксильные радикалы 665/676 

 

BODIPY 581/591 C11 

undecanoic acid 

В живых клетках и мембранах; 

при окислении полиненасыщенной 

бутадениловой части красителя идет 

смещение пика эмиссии с ~590 нм 

на ~510 нм 

581/591 

 

Singlet Oxygen Sensor 

Green 

Оценка количества синглетного 

кислорода. Светится слабым голу-

бым светом, в присутствии синглет-

ного кислорода свечение становится 

зеленым. Не проникает через мем-

брану 

504/525  

APF (Aminophenyl 

fluorescein) 

Взаимодействует с гидроксил ради-

калом, гипохлорит анионом и перок-

синитритом. 

490/515 нм 

MitoSOX Red Mito-

chondrial Superoxide 

Indicator 

Супероксид анион. Проникает через 

мембраны и накапливается в мито-

хондриях. Окисленный продукт мо-

жет связываться с ДНК, при этом 

дает яркое свечение. 

510/580 нм 

DPPP (diphenyl-1-

Pyrenylphosphine) 

Оценка количества гидроперекисей 

в липидах, сыворотке, тканях 

359/382 нм 

 

DAF-FM Diacetate Свечение возникает только после 

реакции с NO и образования флуо-

ресцентного продукта бензотриазола 

495/515 нм 
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Таблица 7 

Основные поверхностные маркеры гранулоцитов 

Обозначение в 

CD-номенклатуре 

Альтернативные 

обозначения 

Функция 

CD11a LFA-1α, Integrin 

αL 

Взаимодействие лейкоцитов с 

клетками эндотелия 

CD11b Integrin αM, CR3, 

Mo1, C3niR, Mac-

1 

Адгезия лейкоцитов 

CD11c Integrin αX, 

p150,95, AXb2, 

CR4 

Взаимодействие лейкоцитов при 

реализации воспалительной реакции 

CD13 ANPEP, AAP, 

APM, LAP1, 

P150, PEPN, APN, 

gp150, EC 3.4.11.2 

Аминопептидаза, мембранная 

металлопротеиназа, участвует в 

инвазии клеток и презентации 

антигена 

CD14  Рецептор ЛПС 

CD15 X-Hapten, Lewis 

X, SSEA-1, 3-

FAL, FUT4 

Селектин-опосредованная активация 

лейкоцитов 

CD16а  FCRIIIA Низкоаффинный FcR, отвечает за 

фагоцитоз 

CD16b  FCRIIIB Трансэндотелиальная миграция 

лейкоцитов 

CD17 LacCer Связывание бактерий, адгезия, 

фагоцитоз 

CD18 Integrin β2 Адгезия 

CD23 FceRII, B6, 

BLAST-2, Leu-20 

Участвует в продукции IgE, 

активации лимфоцитов 

CD24  BBA-1, HSA Регуляция адгезии 

CD29  Platelet GPIIa, 

Integrin β1, GP 

Адгезия 

CD31 

 

PECAM-1, 

endoCAM, PECA1 

Адгезия, миграция, активация 

клеток 

 

 



89 

Продолжение таблицы 7 

Обозначение в 

CD-номенклатуре 

Альтернативные 

обозначения 

Функция 

CD32a  

 

FCγRII, Fc-γ 

receptor 2, 

FCGR2A 

Низкоаффинный FcR, участвует в 

фагоцитозе 

CD32b  FCG2, FCGR2B, 

IGFR2 

Рецептор Fc, участвует в фагоцитозе 

CD32c  FCG2, FCGR2C, 

IGFR2 

Рецептор Fc, участвует в фагоцитозе 

CD35  

 

CR1, C3b/C4b 

receptor 

 

Рецептор комплемента 

CD44 ECMRII, H-CAM, 

Pgp-1 

 

Адгезия и миграция 

CD45 LCA, T200, 

B220, Ly5, PTPRC 

Регуляция роста и дифференцировки 

CD46  

 

MCP, TRA2.10 Ингибиторный рецептор 

комплемента 

CD50  ICAM-3 Адгезия 

CD58  LFA-3 Адгезия 

CD59  1F5Ag, H19, 

Protectin, MACIF, 

MIRL, P-18 

Регуляция каскада комплемента 

CD60a  GD3 Активация клеток 

CD62L  L-Selectin, LAM-

1, LECAM-1, 

MEL-14, Leu8, 

TQ1 

Адгезия 

CD63 

 

LIMP, MLA1, 

gp55, NGA, 

Granulophysin, 

TSPAN30, 

OMA81H, ME491, 

LAMP-3, 

Регулировка роста и подвижности 

клеток, взаимодействие с 

интегринами 
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Продолжение таблицы 7 

Обозначение в 

CD-номенклатуре 

Альтернативные 

обозначения 

Функция 

CD64a  

 

FcgRI, FcgRIA Рецептор Fc, участвует в фагоцитозе 

CD82  4F9, C33, IA4, 

KAI1, R2, ST6, 

SAR2, GR15 

Активация клеток через TCR 

CD85G 

 

LILRA4,  

ILT7, 

MGC129597, 

MGC129598 

Активация эозинофилов 

CD88  C5R1, C5aR, 

C5AR, C5A 

Рецептор C5a, запускает хемотаксис, 

дегрануляцию и продукцию АФК 

CD89  FCAR Рецептор Fc региона IgA 

CD93  

 

C1QR1,C1qRP, 

MXRA4, C1qR(P), 

Dj737e23.1, 

GR11 

Адгезия, уничтожение 

апоптотических клеток 

CD97  TM&LN1, BL-

KDD/F12 

Адгезия и последующая активация 

лейкоцитов 

CD107a  LAMP-1, 

LAMPA, CD107a, 

LGP120 

Селектин-опосредованная адгезия 

CD107b  LAMP-2, LAMPB Адгезия лизосом 

CD114  CSF3R, G-CSFR, 

HG-CSFR 

Пролиферация и дифференцировка 

нейтрофилов 

CD115  c -fms, CSF-1R, 

M-CSFR, FIM2, 

FMS 

Пролиферация и дифференцировка 

нейтрофилов и макрофагов 

CD116 

 

GM-CSFRα, 

CDw116, CSF2R 

 

Пролиферация и дифференцировка 

нейтрофилов и макрофагов 

CD119  IFNγR, IFNγRa Рецептор ИФН-гамма 

CD120a, CD120b  Рецепторы ФНО-альфа 

CD123  

 

CD123, IL3R, 

IL3RAY, IL3RX 

Альфа-субъединица рецептора ИЛ-3 
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Продолжение таблицы 7 

Обозначение в 

CD-номенклатуре 

Альтернативные 

обозначения 

Функция 

CD125  IL-5Rα Альфа-субъединица рецептора ИЛ-5 

CD130  gp130, IL6ST, 

IL6-β  

Субъединица рецептора ИЛ-6 

CD131  CSF2RB, IL3RB, 

IL5RB, CDw131 

Бета-субъединица рецепторов ИЛ 

CD132  IL-2Rγ Гамма-субъединица рецептора ИЛ-2 

CD162  PSGL-1 Качение лейкоцитов по стенке 

сосуда 

CD177  

 

NB1, HNA-2a, 

NB1gp, PRV1 

Трансмиграция нейтрофилов 

CD181  CD128a, CXCR1, 

IL-8Rα 

Альфа-субъединица рецептора ИЛ-

8, хемотаксис 

CD182  

 

CD128b, CXCR2, 

IL-8Rβ, 

CMKAR2, 

IL8R2 

Бета-субъединица рецептора ИЛ-8, 

хемотаксис 

CD183  

 

CXCR3, GPR9, 

CKR-L2, MKAR3, 

IP10, Mig-R, TAC 

Рецептор хемокинов, адгезия и 

хемотаксис 

CD192 

 

CCR2, CKR2, 

CCR2A, CCR2B, 

CKR2A, 

CMKBR2, MCP-

1-R 

Рецептор MCP-1, адгезия и 

хемотаксис 

CD193  

 

CCR3, CKR3, 

CMKBR3, CC-

CKR-3 

Рецептор хемокинов, адгезия 

CD195  

 

CCR5, CMKBR5, 

IDDM22, CC-

CKR-5, FLJ78003 

Активация, хемотаксис, 

трансэндотелиальная миграция 

CD217 IL-17R, CDw217 Рецептор ИЛ-17 

CD218a, CD218b 

 

 Рецептор ИЛ-18 

CD220  INSR, IR Рецептор инсулина 
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Продолжение таблицы 7 

Обозначение в 

CD-номенклатуре 

Альтернативные 

обозначения 

Функция 

CD281 TIL, CD281, 

rsc786, 

TIL. LPRS5, 

TLR1 

Распознавание патогена и активация 

врожденного иммунитета 

CD282  TIL4, CD282, 

TLR2 

Распознавание патогена и активация 

врожденного иммунитета, 

иммунный ответ против 

грамположительных бактерий 

CD289  TLR9, TOLL-like 

receptor 9 

Распознавание патогена и активация 

врожденного иммунитета 

CD290  TLR10, TOLL-like 

receptor 10 

Распознавание патогена и активация 

врожденного иммунитета 

CD294  

 

CRTH2, PGRD2,  

GPR44, DL1R, 

DP2 

Рецептор простагландина D2, 

участвует в хемотаксисе 

эозинофилов 

CD295  LEPR, OBR Рецептор лептина 

CD302  DCL1 Адгезия, миграция, фагоцитоз 

CD321  JAM1, F11 

receptor 

Межклеточные взаимодействия, 

трансмиграция 

CD354  TREM1 Стимуляция иммунного ответа 

нейтрофилов и макрофагов 
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