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Для инструментального исследования фаго-
цитоза и созревания фагосом, сопровождаю-
щегося их ацидификацией (снижением pH до 
4,0‒4,5), на современном этапе используются 
pH-сен си тив ные флуоресцентные красители, 
которые флуоресцируют только при низких 
значениях pH внутри фагосом, но не светят-
ся при физиологических уровнях pH вне кле-

ток [1, 2]. Наиболее часто используют грамне-
гативные и грампозитивные бактерии, частицы 
зимозана, меченые флуорохромами pHrodo™ 
green (Ex/Em 509/533 нм) и pHrodo™ red (Ex/
Em 560/585 нм) [1, 2]. Исследование фагоцито-
за с этими флуорохромами возможно методами 
конфокальной микроскопии, проточной лазер-
ной цитометрии, а при кинетической оценке 
в режиме реального времени –  с помощью со-
временных планшетных флуориметров и план-
шетных инвертированных микроскопов с се-
рийной съёмкой непосредственно в инкубаторе 
(Essen Biosciences IncuCyte FLR, IncuCyte Zoom, 
IncuCyte S3, NanoEnTek JuLI Stage) [2]. Ранее 
этот подход был адаптирован нами для проточ-
ного лазерного цитометра Guava EasyCyte (Mil-
lipore) [3].

Цель работы – исследование изменения по-
казателей фагоцитоза с маркером ацидифика-
ции фагосом pHrodo™ при зимозановом пери-
тоните у крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования выполнены на самцах белых 
неинбредных крыс в возрасте 3‒6 месяцев. 
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Для индукции перитонита животным вводи-
ли стерильную суспензию зимозана А внутри-
брюшинно в дозе 50 мг/кг массы тела. Живот-
ных выводили из эксперимента под наркозом. 
Перитонеальные фагоциты выделяли методом 
промывания брюшной полости 20 мл среды 
199 с добавлением 20 ЕД/мл гепарина. Клетки 
костного мозга извлекали из бедренной кости 
методом промывания костномозговой полости 
2 мл среды 199. Лейкоциты крови выделяли ме-
тодом осаждения эритроцитов в 0,1% растворе 
метилцеллюлозы (Sigma-Aldrich, США). После 
двукратного отмывания центрифугированием 
и подсчёта абсолютного числа лейкоцитов в ка-
мере Нейбауэра (AC1000 Improved Neubauer, 
Hawksley, Великобритания) их концентрацию 
доводили до 25×106 клеток в 1 мл в полной пи-
тательной среды (ППС) следующего состава: 
среда RPMI-1640 без L-глу та ми на с добавлени-
ем 2 мМ GlutaMAX™, 1 мМ пирувата натрия, 1% 
заменимых аминокислот в MEM (все Gibсо®, 
Life technologies™), 10 мМ HEPES (Sigma-Al-
drich). В пробирках Эппендорф объёмом 0,2 мл 
смешивали 88 мкл ППС, 4 мкл суспензии лей-
коцитов (25×106 клеток/ мл) и 8 мкл преинкуби-
рованной для опсонизации при 37 °C в течение 
30 мин смеси равных объемов частиц зимоза-
на, меченого зеленым pHrodo™ (100×106 час-
тиц/ мл; pHrodo™ Green Zymosan Bioparticles™ 
Conjugate for Phagocytosis, Thermo Fisher Scien-
tifi c, P35365) и аутоплазмы. Параллельно стави-
ли пробы с неопсонизированными частицами 
(вместо аутоплазмы вносили ППС), а также не-
гативные контрольные пробы без объектов фа-
гоцитоза (аутофлуоресценция) и без лейкоци-
тов. Пробы инкубировали при 37 °C в течение 
120 мин, после чего пробирки помещали на лед 
и их содержимое количественно переносили 
в плоскодонные 96-лу ноч ные планшеты (Мед-
полимер, Россия), используя для отмывания 
и увеличения объема каждой пробы по 100 мкл 
охлажденного до 4˚C раствора Версена (Биолот, 
Россия) с pH, доведенной до 7,4. Анализ интен-
сивности флуоресценции проводили с помо-
щью планшетного проточного лазерного ци-
тометра Guava EasyCyte (Hayward, CA, США), 
который непосредственно позволяет оценить 
абсолютное количество клеток на микролитр 
без использования эталонных частиц благодаря 
использованию стандартизированного микро-
капилляра и высокоточного микронасоса (The 
Lee Company, США). Далее данные анализиро-
вали в программе Guava CytoSoft 5.3, где в мо-

дулях Guava Express Plus и Guava Express PRO 
проводили последовательное гейтирование 
гистограмм, полученных с датчика переднего 
светорассеяния (Forward Scatter) по количеству 
флуоресцентых событий по датчику Green Fluo-
rescence. При этом все отгейтированные клетки 
объективно отражают уровень ацидификации 
фагосом, так как при физиологических значе-
ниях pH вне клетки green pHrodo™ не флуорес-
цирует, и интенсивность флуоресценция прямо 
пропорциональна снижению pH до 4,0–4,5 при 
ацидификации фагосом. Результаты выражали 
в виде абсолютного числа флуоресцирующих 
событий на всю брюшную полость для пери-
тонеальных клеток, на костный мозг одной бе-
дренной кости для миелоцитов и на 1 мкл крови, 
которое отражает общее число клеток с ациди-
фицированными фагосомами. Статистический 
анализ проводили с помощью методов описа-
тельной статистики и t-критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установлено, что у крыс с 12-часовым зи-
мозановым перитонитом фагоцитарная актив-
ность перитонеальных фагоцитов с опсонизи-
рованным и неопсонизрованным зимозаном 
статистически значимо выше, чем у интактных 
самцов крыс. Аналогичные изменения (стати-
стически значимая активация фагоцитоза) от-
мечаются и при исследовании фагоцитарной 
активности лейкоцитов крови и клеток костного 
мозга, что указывает на системный характер ак-
тивации фагоцитирующих клеток. В связи с тем, 
что длительность контакта фагоцитов с объек-
тами фагоцитоза in vitro в наших экспериментах 
составляет 120 мин (именно это время требуется 
для созревания и ацидификации фагосом), ста-
тистически значимые различия показателей аб-
солютного числа светящихся событий в пробах 
с опсонизированным зимозаном в сравнении 
с неопсонизированным отсутствуют. С учетом 
того, что по данным микроскопического анали-
за, максимальный уровень поглощения зимо-
зана (плато) достигается уже через 30 мин, при 
инкубации в течение 120 мин фактор влияния 
ли ганд-ре цеп тор ной адгезии объектов фагоци-
тоза к мембране фагоцита становится несуще-
ственным. Число светящихся событий в этих 
условиях отражает количество клеток с фагосо-
мами, подвергшимися ацидификации.

Работа выполнена при поддержке гран-
та РФФИ № 17-44-590995 и Администрации 
Пермского края, а также в рамках государствен-
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гистрации темы: 01201353248.
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The changes in phagocytosis under 12-hour zymosan-induced peritonitis in rats were investigated us-
ing fl ow laser cytometry using zymosan labeled with pH-sensitive fl urochrome green pHrodo™ (Thermo 
Fisher Scientifi c). An increase in the absolute parameters of phagocytosis was found in the study of peri-
toneal exudate cells, blood leukocytes and bone marrow cells in rats with peritonitis in comparison with 
intact animals.
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