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В работе предложен новый способ анализа функциональной активности нейтрофилов, 
основанный на последовательной стимуляции двумя стимулами с использованием метода 
активированной хемилюминесценции. Проанализирован хемилюминесцентный ответ 
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нин, фМЛФ и 4β-форбол-12-миристат-13-ацетат, ФМА), определены оптимальные условия 
проведения анализа. Методика, основанная на двухстадийной стимуляции клеток ФМА и 
фМЛФ, применена для исследования крови здоровых доноров. В результате предложен 
новый способ оценки функциональной активности нейтрофилов, адаптированный для 
применения в клинической практике. 
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ВВЕДЕНИЕ

Нейтрофильный гранулоцит является од-
ной из наиболее активных клеток, в числе 
первых отвечающей на антигенную агрессию 
и воздействие повреждающих факторов. 
Кислородзависимая микробицидность фаго-
цитов реализуется за счёт генерации спектра 
активных форм кислорода (АФК), при этом 
многообразные цитотоксичные метаболиты 
кислорода образуются в цепи превращений, 
в начале которой стоит супероксидный ради-
кал [1]. Генерация супероксидного радикала 
происходит благодаря сборке и активации 
НАДФ-Н оксидазного комплекса в клеточной 
мембране и мембранах фагосом [2]. 

Существует ряд методик, позволяющих 
оценить функциональную активность ней-
трофилов в отношении выработки ими АФК 
[3]. Наиболее распространённым вследствие 
простоты исполнения и возможности исполь-
зования недорогого оборудования стал НСТ-
тест в различных вариациях. Однако этот тест 
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имеет ряд недостатков: он не позволяет заре-
гистрировать выработку АФК в динамике, 
регистрация результатов посредством визу-
альной микроскопии увеличивает количество 
субъективных ошибок и не позволяет прово-
дить большое количество исследований [4]. 

Ряд методов тестирования окислительного 
метаболизма нейтрофильных гранулоцитов 
основан на изменении оптической плотности 
индикаторов под действием ферментов кле-
ток: восстановление цитохрома с [5], окис-
ление фенолового красного [6], фотометри-
ческий вариант НСТ-теста [7]. Эти методы 
относительно просты в исполнении, однако 
так же, как и классический НСТ-тест, не дают 
возможности оценки динамики синтеза АФК 
клетками. Кроме того, указанные фотомет-
рические методы требуют выделения чистой 
популяции фагоцитов, что приводит к допол-
нительному воздействию на клетки и ограни-
чивает количество исследований. 

Цитометрические методы оценки кисло-
родного метаболизма обладают хорошими 
показателями чувствительности и специфич-
ности, однако требуют применения дорого-
стоящего оборудования [8].

Методики оценки окислительного мета-
болизма клеток, основанные на регистрации 
хемилюминесценции (ХЛ), широко исполь-
зуются исследователями начиная с 70-х годов 
ХХ века. К достоинствам хемилюминесцент-
ного анализа относятся возможность реги-
страции клеточной активации в процессе её 
развития и высокая чувствительность. На се-
годняшний день разработан ряд методик, ос-
нованных на применении различных актива-
торов ХЛ (люминол, люцигенин, другие более 
редкие активаторы) и стимулов оксидатив-
ного взрыва нейтрофилов (зимозан, латекс, 
сульфат бария, ФМА, фМЛФ и др.).

Самым простым способом оценки синтеза 
АФК нейтрофилами является регистрация 
собственного свечения стимулированных 
клеток без использования активатора ХЛ. 
Свечение в данном случае объясняют выде-
лением синглетного кислорода в процессе ме-
таболизма АФК, образуемого при стимулиро-
вании фагоцитов [9]. Однако интенсивность 
собственной ХЛ, обусловленной синтезом 
АФК клетками, очень мала, поэтому при реги-
страции собственной ХЛ клеток приходится 
брать много клеток для анализа. 

После работ Р. Аллена и соавторов в начале 
1970-х годов широкое распространение по-
лучило использование люминола в качестве 

химического активатора ХЛ [7] [10]. ХЛ, ин-
дуцированная люминолом, обусловлена окис-
лением последнего АФК и взаимодействием 
окисленных форм люминола с супероксид-
ным радикалом или пероксидом водорода [1]. 

Проведено большое количество исследова-
ний, направленных на оценку окислительно-
го метаболизма различных популяций клеток 
(полиморфно-ядерные лейкоциты, мононук-
леары или тканевые макрофаги), но в послед-
нее время ведётся активная разработка мето-
дов регистрации ХЛ разбавленной цельной 
крови [11]. Работа с цельной кровью имеет 
ряд преимуществ и недостатков по сравне-
нию с исследованием выделенных популяций 
фагоцитов. Проведение исследований на чи-
стой клеточной популяции позволяет исклю-
чить в ходе анализа влияние микроокруже-
ния (гуморальные факторы и межклеточная 
кооперация) на фагоциты. С другой стороны, 
процесс выделения клеток может их травми-
ровать и привести к их активации, что затруд-
няет оценку истинного состояния клеток [12]. 
Кроме того, выделение определённой популя-
ции клеток требует много времени и труда и, 
к тому же, сопряжёно с большими экономи-
ческими затратами. 

Этого недостатка лишены методы, осно-
ванные на измерении хемилюминесценции 
цельной крови, разбавленной изотоническим 
солевым раствором, в котором жизнеспособ-
ность клеток сохраняется. Однако в исследо-
ваниях, проведенных на этом объекте, разные 
авторы использовали различные среды, раз-
ные активаторы окислительного метаболизма 
фагоцитов (стимулы) брали разные объёмы 
тестируемых проб. В итоге к настоящему вре-
мени не выработаны ни стандартные протоко-
лы ХЛ-анализов, ни единые критерии оценки 
их результатов, и потому трудно судить о про-
гностической и диагностической значимости 
этих методов при различных видах патологии.

В настоящей работе предлагается новый 
подход к хемилюминесцентному исследова-
нию функциональной активности нейтро-
филов, основанный на последовательной 
стимуляции нейтрофилов в образце цельной 
крови двумя стимулами. Такой подход, по 
мнению авторов, позволит нивелировать раз-
личия между клеточным ответом, связанным 
с выделением и хранением образцов крови, и 
максимально использовать радикал-продуци-
рующий ресурс клеток, улучшив, таким обра-
зом, чувствительность и воспроизводимость 
анализа. 



420 И.В. Образцов и др. 

РОССИЙСКИЙ  ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ  ЖУРНАЛ, 2015, том 9(18), № 4

МАТЕРИАЛЫ  И  МЕТОДЫ

В опытах использована кровь 115 практи-
чески здоровых доноров. При подборе опти-
мальных условий эксперимента сформирова-
ны 4 группы по 8 человек в каждой (средний 
возраст – 24, 28, 35 и 36 лет, соответственно) 
для оценки: (1) формы ХЛ-ответа на фМЛФ; 
(2) зависимости ХЛ-ответа от временнóго 
интервала между взятием крови и анализом; 
(3) зависимости ХЛ-ответа от концентрации 
фМЛФ; (4) зависимости ХЛ-ответа от кон-
центрации (разведения) крови. Для оценки 
ХЛ-ответа при стимуляции сочетаниями акти-
ваторов исследована кровь трёх доноров. Во 
всех опытах взятие 5 мл крови осуществляли 
из кубитальной вены в вакутейнеры с гепа-
рином (конечная концентрация гепарина – 
5 ЕД/мл).

В сформированной контрольной группе из 
90 доноров средний возраст обследованных 
составил 32,4 года при стандартном отклоне-
нии 11 лет. Приоритетную часть контрольной 
группы доноров составляли мужчины (69,6%). 

Использовали реагенты: раствор Хенкса с 
глюкозой (Институт полиомиелита и вирус-
ных энцефалитов им. М.П. Чумакова РАМН), 
люминол, HEPES, фМЛФ (рабочий раствор 
концентрацией 100 мкМ), ФМА (рабочий рас-
твор концентрацией 0,5 мкг/мл) (все Sigma-
Aldrich). 

Регистрация ХЛ выполнена на 12-кюветном 
хемилюминометре Lum-12 (ДИСофт, Россия) 
с оригинальным программным обеспечени-
ем PowerGraph 3.0. Подсчёт нейтрофилов 
проводили на гематологическом анализаторе 
Abacus Junior 30 (Diatron, Австрия).

Во всех экспериментах в кювету хемилю-
минометра вносили раствор Хенкса с HEPES 
в качестве среды, раствор люминола (1 мМ) 
до конечной концентрации 45 мкМ, аликвоту 
цельной крови (45 мкл, конечное разведение 
в 22 раза, кроме методики 3) и растворы сти-
мулов в разных концентрациях. Общий объём 
раствора в кювете составлял 1,000 мл. Кровь 
до анализа хранили при комнатной темпера-
туре. Для каждого образца крови исследовали 
по три параллельных пробы (средний уровень 
вариации в параллельных пробах не превы-
шал 15%). Ниже описаны методики:

1. Исследование зависимости ХЛ ответа 
от продолжительности хранения крови. Ис-
следованы восемь образцов крови с увеличе-
нием времени хранения образца от момента 
взятия крови до анализа от 0 до 180 минут с 

шагом 20 минут. В системе, содержащей сре-
ду, люминол и пробу крови, регистрировали 
спонтанную ХЛ в течение 20 минут, затем 
вносили 100 мкМ раствор фМЛФ в конечной 
концентрации 4 мкМ и регистрировали ин-
дуцированный ХЛ ответ в течение не менее 
60 минут.

2. Исследование зависимости ХЛ ответа 
от концентрации фМЛФ. Проанализирова-
ны восемь образцов крови, хранившихся при 
комнатной температуре в течение 2 часов ±
± 30 минут. В системе, содержащей люминол 
и пробу крови, регистрировали спонтанную 
ХЛ в течение 20 минут, затем вносили фМЛФ 
(конечные концентрации 0, 1, 2, 4, 8, 10, 15 и 
20 мкМ) и регистрировали индуцированный 
ХЛ ответ в течение не менее 60 минут.

3. Исследование зависимости ХЛ ответа 
от концентрации (разведения) крови. Из 
образца, хранившегося в течение 2 часов ± 
± 30 минут, отбирали аликвоты такого объе-
ма, чтобы в кювете достигалось разведение в 
2; 5,5; 8; 11; 22; 44 и 88 раз, что соответствовало 
конечной концентрации крови 50; 18; 12,5; 
9,09; 4,55; 2,27 и 1,14%. В системе с люминолом 
и пробой крови регистрировали спонтанную 
ХЛ в течение 20 минут, затем вносили фМЛФ 
(конечная концентрация 10 мкМ) и регистри-
ровали индуцированный ХЛ ответ в течение 
не менее 60 минут.

4. Исследование эффекта двойной после-
довательной стимуляции ФМА + фМЛФ. 
Проанализировано три образца крови, хра-
нившихся в течение 2 часов. В системе с 
люминолом и пробой крови регистрировали 
спонтанную ХЛ в течение 15 минут, затем вно-
сили ФМА (конечная концентрация 50 нг/мл). 
После 20 минут инкубации проводили 
стимуляцию фМЛФ (конечная концентрация 
10 мкМ) и регистрировали индуцированный 
ХЛ ответ в течение не менее 60 минут.

Изучали аналитические показатели – сред-
нюю активность нейтрофила спонтанную и 
после стимуляции, коэффициент активации и 
коэффициент затухания. Для статистической 
обработки данных и графического представ-
ления её результатов использованы стандарт-
ные программные продукты: пакеты Excel 
(с приложением StatPad) (Microsoft, США) и 
STATISTICA (StatSoft, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1 представлена типичная кинетика 
ХЛ ответа клеточной суспензии на внесение 
фМЛФ. После внесения стимула наблюдали 



Функциональная активность нейтрофилов методом двухстадийной стимуляции 421

РОССИЙСКИЙ  ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ  ЖУРНАЛ, 2015, том 9(18), № 4

резкое нарастание свечения, а затем посте-
пенный спад с выходом на плато или медлен-
ным нарастанием. В качестве аналитического 
сигнала использовали амплитуду пика Iинд. На 
первом этапе были подобраны оптимальные 
условия проведения анализа: время хранения 
крови (методика 1), концентрация основного 
стимула фМЛФ (методика 2) и концентрация 
(разведение) крови в кювете (методика 3).

По мере увеличения времени хранения 
пробы отмечали нарастание интенсивности 
ХЛ, что может быть обусловлено постепен-
ным праймингом фагоцитов, реагирующих 
на изменение окружающей среды, а затем ее 
спад (рис. 2а), последнее, вероятно, связано с 
истощением энергетических запасов клеток. 
Максимальную интенсивность свечения на-
блюдали при времени хранения образцов от 
80 до 120 минут. Изменение интенсивности 
ХЛ-ответа по мере удлинения временнóго 
интервала между взятием крови и анализом 
обусловливает необходимость стандартиза-
ции указанного параметра при исследовании 
клеточной ХЛ. Мы рекомендуем использовать 
двухчасовой временной интервал, так как он 
характеризуется максимальной интенсивно-
стью респираторного взрыва нейтрофилов 
и является достаточным для осуществления 
преаналитического этапа (транспортировка 
крови в лабораторию, подготовка пробы к 
анализу). 

Из зависимости Iинд от концентрации фМЛФ 
мы выбрали оптимальную концентрацию сти-
мула 10 мкМ, обеспечивающую максималь-
ную активацию нейтрофилов (рис. 2б).

Зависимость интенсивности ХЛ-ответа от 
концентрации крови в кювете имела вид кри-
вой с максимумом (рис. 2в). При небольших 

концентрациях крови число нейтрофилов не-
велико, с одной стороны, а при больших кон-
центрациях крови проявляется мешающий 
эффект самопоглощения ХЛ. Таким образом, 
для проведения экспериментов было выбрано 
оптимальное разведение крови в 22 раза (кон-
центрация крови в кювете 4,55%).

Выбранные аналитические условия были 
использованы для проведения дальнейших 
исследований.

Для подбора стимулов и порядка их добав-
ления исследовали растворимые стимулы 
ФМА и фМЛФ. ФМА относится к стимулам 

Рис. 1. Кинетика ХЛ-ответа клеточной суспензии на 
введение фМЛФ. Стрелкой показан момент внесения 
стимула. Iинд – амплитуда пика вспышки хемилюминес-
ценции. Условия эксперимента описаны в методике 1. 

Рис. 2. Интенсивность индуцированного ХЛ-ответа 
(Iинд) клеточной суспензии при различных эксперимен-
тальных условиях: а – при различных временны́х ин-
тервалах между взятием крови и анализом, методика 1; 
б – при различных концентрациях фМЛФ, методика 2; 
в – при различных концентрациях крови, методика 3. 
Точки – средние значения Iинд. Показана ошибка сред-
него. 
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с внутриклеточным механизмом действия, 
стимул проникает в клетку путем пассивной 
диффузии и активирует протеинкиназу С. 
ФМЛФ характеризуется внеклеточным ре-
цепторным механизмом, причем стимуля-
ция фМЛФ обусловлена последовательной 
сменой внеклеточного и внутриклеточного 
синтеза АФК [10]. Взаимодействие фМЛФ со 
специфическими рецепторами приводит к не-
медленной выработке АФК во внеклеточную 
среду НАДФ-Н оксидазными комплексами, 
находящимися на плазматической мембране. 
Активация рецепторов фМЛФ стимулирует 
растянутый во времени процесс фагоцитоза и 
образование фагосом, в которых также про-
исходит синтез АФК [13]. 

Опыты с последовательным внесением сти-
мулов (методика 4) выявили значительный по-
тенцирующий эффект внесения ФМА перед 
стимуляцией фМЛФ. После внесения ФМА 
(предстимуляция) наблюдали относительно 
слабое нарастающее во времени свечение. 
Нарастание уровня сигнала при внесении 
ФМА в клеточную суспензию обусловлено 
его механизмом поступления в клетку за 
счёт пассивной диффузии. После добавления 

фМЛФ (рис. 3) практически сразу наблюдали 
развитие интенсивной хемилюминесценции 
(вспышку), интенсивность которой на по-
рядок превышала эффект стимуляции еди-
ничным стимулом фМЛФ. Эти наблюдения 
подтверждают данные об эффекте потенци-
рования рецепторов фМЛФ за счёт действия 
ФМА, приведённые в [9]. 

Разработанный подход был применен для 
обследования группы здоровых доноров (ме-
тодика 4). На рис. 4 показана хемилюмино-
грамма здорового человека и отмечены пара-
метры, использованные для анализа.

Кривая развития ХЛ состоит из трех частей: 
спонтанная ХЛ нейтрофилов, ФМА-предсти-
мулированная ХЛ, и ФМА+фМЛФ стимули-
рованная ХЛ нейтрофилов. С клинической 
точки зрения интерес могут представлять сле-
дующие показатели: нормированная ампли-
туда сигнала (максимальная интенсивность, 
деленная на число нейтрофилов) спонтанной 
и фМЛФ-стимулированной хемилюминес-
ценции: А*

сп, и А*
фМЛФ, а также коэффициент 

затухания Kd, равный отношению интенсив-
ностей ХЛ на 23-й минуте после вспышки к 
амплитуде пика А+23

фМЛФ /АфМЛФ. В среднем в 

Рис. 3. Типичная хемилюминограмма крови здорового человека. Условия эксперимента описаны в методике 4: 1 – 
спонтанный ответ; 2 – предстимуляция ФМА; 3 – основной стимул фМЛФ. Асп – амплитуда спонтанного ХЛ 
ответа; АФМА – амплитуда ответа, индуцированного ФМА; АфМЛФ – амплитуда ответа, индуцированного фМЛФ.

Таблица 1. Проверка принадлежности выборок 
данных к нормальному распределению 

А*
сп А*

фМЛФ Kd

W p W p W p

Мужчины, 
n=57

0,92 0,002 0,93 0,004 0,71 <0,001

Женщины, 
n=33

0,73 <0,001 0,81 <0,001 0,90 0,008

Таблица 2. Проверка принадлежности выборок 
мужчин (n=57) и женщин (n=33) к одному 

распределению

U z p

А*
сп 860 –1,57 0,12

А*
фМЛФ 989 –0,35 0,73

Kd 567     0,99 0,32
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ряде случаев в этот момент наступает замедле-
ние спада ХЛ, а при обследовании пациентов 
с острым воспалительным процессом (ожого-
вый сепсис) было зарегистрировано развитие 
дополнительного свечения.

Данные были проверены на нормальность 
распределения по критерию Шапиро–Уилка 
(табл. 1). 

Распределение данных не является нор-
мальным, поэтому дальнейшие оценки прово-
дили по непараметрическим критериям. По 
критерию Манна–Уитни для независимых 
выборок подтверждается гипотеза об отсут-
ствии статистически значимых различий 
между выборками мужчин и женщин для всех 
определенных параметров (табл. 2). 

Влияние возраста на параметры ХЛ-ответа 
клеток также оказалось статистически не зна-
чимо. В дальнейшем рассматривали объеди-
ненную по полу и возрасту группу. Описание 
массива данных приведено в табл. 3. В качест-
ве референтного принят интервал, в который 
попадает 95% значений параметров. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработан новый подход оценки функ-
циональной активности нейтрофильных гра-
нулоцитов в образце цельной крови, основан-
ный на последовательной стимуляции клеток 
двумя стимулами с различным механизмом 
действия. Регистрация аналитического сиг-
нала осуществляется методом активирован-
ной хемилюминесценции. За счет двойной 
стимуляции реализуется максимальное ис-
пользование радикал-продуцирующего ре-
сурса нейтрофилов, а хемилюминесцентное 
детектирование обеспечивает высокую чув-
ствительность определения аналитических 
параметров. Таким образом, предложенная 
методика характеризуется высокой точно-
стью и воспроизводимостью.

Методика была апробирована на образцах 
крови 90 практически здоровых доноров. 
Предложены аналитические сигналы, имею-

щие клиническую значимость, и определены 
их референтные интервалы. Разработанный 
подход оценки функциональной активности 
нейтрофилов с двойной стимуляцией может 
быть использован для оценки функциональ-
ного состояния иммунной системы человека.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (про-
ект № 14-15-00375).
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AN  EVALUATION  OF  NEUTROPHIL FUNCTION  IN  WHOLE  

BLOOD  SAMPLES  WITH  TWO-STEP  STIMULATION:  A NEW  

APPROACH  TO  THE CHEMILUMINESCENCE  ANALYSIS

I.V. Obraztsov*, M.A. Godkov**, A.M. Polimova***, E.M. Dyomin***, 
E.V. Proskurnina***, Yu.A. Vladimirov***
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In this study we propose a new approach to neutrophil function evaluation. It is based on  enhanced 
chemiluminescence with subsequent stimulation by two stimuli. We analyzed CL-response of the 
whole blood under various experimental conditions using combinations of two stimuli (N-formyl-
Met-Leu-Phe (fMLP) and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and found the optimal analytical 
decigh. As a result, a procedure for the evaluation of a neutrophil function based on a double-step 
stimulation of the cells by PMA and fMLP is proposed. Using our approach we analyzed blood 
samples from healthy donors. As a result, a new method for the evaluation of a phagocyte function 
applicable in clinical practice is suggested. 

Key words: chemiluminescence, neutrophil functional activity, PMA, fMLP, two-step 
stimulation
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