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Одним из наиболее широко используемых 
методов оценки продукции активных форм 
кислорода фагоцитами (АФК), связанной с ак-

тивацией НАДФH-ок си да зы, является реак-
ция люминолзависимой хемилюминесценции 
(ЛЗХЛ) [1]. В качестве стимулятора фагоцитиру-
ющих клеток наиболее часто используют опсони-
зированный зимозан [2]. С учетом возможности 
прямого активирующего действия неопсони-
зированного зимозана через TLR2/TLR6, бе та-
глю ка но вые рецепторы (в частности, дек тин-1) 
на продукцию АФК [1], а также на фагоцитоз 
через рецепторы к Fc-фраг мен ту иммуноглобу-
линов и к другим опсонинам [2] представляется 
необходимым оценить их вклад в стимулирован-
ную реакцию ЛЗХЛ. Показано и дифференциро-
ванное влияние рецепторов к Fc-фраг мен ту IgG 
и к C3b-фраг мен ту комплемента на хемотаксис 
и поглотительную активность нейтрофилов 
при их активации зимозаном, опсонизирован-
ным свежей и прогретой при 56 °C сывороткой 
крови [3].

Цель работы – исследование влияния опсо-
нинов свежей и инактивированной при 56 °C 
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в течение 30 мин сыворотки крови на зимозан-
индуцированную продукцию АФК лейкоцита-
ми крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили на интактных самцах 
нелинейных белых крыс в возрасте 4–6  месяцев. 
Лейкоциты крови выделяли методом седимен-
тации с 0,1% метилцеллюлозой (Sigma-Aldrich, 
США), а клетки костного мозга –  промыванием 
полости бедренной кости. При постановке ре-
акции ЛЗХЛ в стимулированном варианте в лун-
ках планшета (3915 Assay Plate 96 Well Flat botton 
Black Polysterene, Corning Inc. Costar) смешивали 
70 мкл раствора Хенкса без фенолового красно-
го, 10 мкл натриевой соли люминола (Luminol 
sodium salt, Sigma, США) на растворе Хенкса 
(конечная концентрация 2×10–4M), 10 мкл кле-
ток (25×106/мл) и 10 мкл неопсонизированного 
или опсонизированного аутологичной свежей 
или прогретой при 56 °C в течение 30 мин сыво-
роткой крови зимозана (конечные концентрации 
15, 150 и 1500 мкг/ мл). Для опсонизации зимо-
зана смесь равных объемов суспензии зимоза-
на (в концентрации 15000 мкг/мл) и сыворотки 
инкубировали при 37 °C в течение 30 мин. По-
сле трехкратного отмывания центрифугирова-
нием с избытком изотонического раствора NaCl, 
концентрацию зимозана доводили до исходной. 
В спонтанном варианте реакции ЛЗХЛ смешива-
ли те же компоненты, но вместо зимозана вноси-
ли 10 мкл раствора Хенкса. Измерение проводи-
ли на люминометре Luminoskan Ascent® Thermo 
Labsystems (тип измерения –  kinetic, integration 
time –  1000 ms, интервал –  3 мин, meas. count –  60) 
в течение 180 мин. Для статистического анализа 
использовали интегральный показатель хемилю-
минесценции за весь период измерения (integral, 
RLU). Статистический анализ проводили с ис-
пользованием методов описательной статистики 
и парного критерия Дункана.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что внесение неопсонизиро-
ванного зимозана приводит к статистически 
значимой и дозозависимой активации продук-
ции АФК как лейкоцитами крови, так и клетка-
ми костного мозга в сравнении с показателями 
спонтанного варианта реакции ЛЗХЛ. Полу-
ченные данные подтверждают стимулирующее 
действие зимозана на продукцию АФК через 
паттернраспознающие рецепторы как клас-
сического PAMP, представляющего собой бе-

та-глю кан с бе та-1-3-гли ко зид ны ми связями. 
Установлено, что при внесении зимозана, оп-
сонизированного прогретой при 56 °C в течение 
30 мин сывороткой, продукция АФК клетками 
костного мозга дозозависимо повышается при-
мерно в два раза в сравнении с неопсонизиро-
ванным зимозаном в тех же концентрациях. Оп-
сонизирующее действие прогретой сыворотки 
на продукцию АФК лейкоцитами крови выраже-
но слабее и статистически значимо в сравнении 
с неопсонизированным зимозаном только при 
добавлении зимозана в самой высокой из иссле-
дованных концентраций (1500 мкг/ мл). Ранее 
было показано, что прогревание сыворотки кро-
ви полностью отменяет ее способность стимули-
ровать хемотаксис нейтрофилов, в то время как 
способность стимулировать адгезию и поглоще-
ние объектов фагоцитоза сохраняется [3]. В этой 
же работе методом проточной лазерной цитоме-
трии доказано отсутствие на поверхности таких 
частиц зимозана C3b-компонента комплемента 
и наличие антител класса Ig G. Установлено, 
что самая высокая активация продукции АФК 
выявляется при добавлении к клеткам костного 
мозга зимозана, опсонизированного непрогре-
той сывороткой. Интегральные показатели хе-
милюминесценции примерно в 10‒11 раз выше 
в сравнении с неопсонизированным зимозаном 
в тех же концентрациях (p<0,0001), и в 3‒6 раз 
выше в сравнении с теми же концентрациями 
зимозана, опсонизированного прогретой сыво-
роткой (p<0,002). Эта же закономерность выяв-
ляется и при исследовании продукции АФК лей-
коцитами крови, но выраженность активации 
в сравнении с миелоцитами значительно ниже.
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The production of reactive oxygen species by blood leukocytes and bone marrow cells in the reaction 
of luminol-dependent chemiluminescence under the action of non-opsonized zymosan and zymosan 
opsonized with fresh or inactivated autologous serum at 56 °C was investigated. It was established that an 
increase in the chemiluminescence levels takes place in all three variants of phagocyte activation, but it is 
most pronounced when using fresh serum.
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