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А. М. Горчаков, Ф.Т. Горчакова, Н.Г. Кручинский
НИИ экологической и профессиональной патологии, г. Могилев

КЛИНИЧЕСКИЙ И АНТРОПОЭКОЛОГИЧЕСКИЙ 
БИОМОНИТОРИНГ НА ОСНОВЕ ЛЮМИНЕСЦЕНТНОГО АНАЛИЗА

ФАГОЦИТАРНОЙ И СЕКРЕТОРНОЙ АКТИВНОСТИ  
НЕЙТРОФИЛОВ КРОВИ

Актуальной проблемой практической иммунологии всегда была и остается необхо 
димость интенсивного исследования иммунного статуса человека в различных ситуаци- 
ях. Например, известно, что значительная часть болезней человека имеет экологичес- 
кую и/или производственную (в неблагоприятных условиях труда) обусловленность. Это 
связано с хроническим воздействием на человеческий организм химически загрязненны 
воды и воздуха, акустического шума, вибрации, электромагнитных излучений и т.п. [13]. 
Концептуально все это сформулировано в виде экологической модели медицины, в ко- 
торой отражена роль иммунологических исследований при данном виде патологии [5]. 
При этом подразумевается, что производство является замкнутой на себя (закрытой) 
моделью естественной открытой экосистемы с неблагоприятными для жизнеобеспече- 
ния обитающих там живых организмов условиями.

В настоящее время в центре внимания иммунологов оказались нейтрофильные лей- 
коциты, роль которых в сохранении целостности организма, на наш взгляд, ранее не- 
сколько принижалась. Между тем, функции нейтрофилов весьма многообразны - от фа- 
гоцитоза до прямого или косвенного участия в воспалительных процессах и регуляции 
пролиферации клеток различных типов [14].

Фагоцитоз сегодня считают одним из основных критериев иммунного статуса. Он 
является фундаментальной составляющей иммунной защиты организма. Расстройство 
фагоцитарных функций существенным образом ослабляет в организме всю систему его 
защитных механизмов Очевидно, это обусловлено тем, что филогенетически фагоцитоз 
является наиболее древним защитным приспособлением организма, на основе которого 
эволюционно сформировалась уже вся система иммунной защиты. Возможно по этой же 
причине нарушение фагоцитарной реакции лейкоцитов происходит раньше других функ- 
циональных сдвигов при действии на организм неблагоприятных факторов, особенно 
эволюционно ему чуждых [6,10].

Помимо фагоцитоза - одного из проявлений эндоцитоза, - нейтрофильные лейкоци- 
ты осуществляют активную секреторную деятельность, которая физиологически проте- 
кает в очаге воспаления в виде экзоцитоза [1]. Патологическое проявление секреторной 
активности тех же нейтрофилов непосредственно в кровяном русле может иметь серьез- 
ные негативные последствия для организма Показано, например, что трансмембранный 
выброс содержимого гранул, включая лизосомы, нейтрофилов в кровь может иницииро- 
вать развитие аллергического воспаления [11]. При различных проявлениях патологии в 
виде ишемии, гипоксии, ацидозе, сепсисе и т.п. в крови повышается содержание лизосо- 
мальных гидролитических ферментов (р - глюкоронидазы, кислой фосфатазы, пептида- 
зы, нуклеаз), главным источником которых являются лизосомы нейтрофилов, вызываю-
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щих нарушение поверхностных и субклеточных мембран контактирующих клеток. Подоб
ный феномен может запустить целый каскад патологических реакций, протекающих на 
молекулярно-клеточном уровне [11,17,18].

Таким образом, оценка фагоцитарной и секреторной активности нейтрофилов крови 
может служить ценным диагностическим критерием при лабораторно-клиническом мо
ниторинге состояния здоровья и при массовом иммунологическом скрининге, особенно 
экологической направленности. Однако, применяющиеся на практике методы оценки 
функциональной активности нейтрофилов либо чрезмерно громоздки, что не позволяет 
их эффективно применять при массовых иммунологических исследованиях, либо не дают 
полноценной информации о функциональном состоянии лейкоцитов. Например, широко 
распространенный в клинической иммунологии латексный тест оценки фагоцитоза не 
позволяет анализировать наиболее важную функцию фагоцитов - их переваривающую 
(бактерицидную) активность. В то же время нельзя не отметить, что некоторые наиболее 
патогенные микроорганизмы способны персистировать в функционально дефектных 
фагоцитирующих клетках, разрушать их и входить в новый жизненный цикл с соответ
ствующими последствиями для организма-носителя.

Оценка секреторной активности лейкоцитов в лабораторной практике в основном 
базируется на достаточно трудоемких биохимических и иммунохимических методах.

В последние годы в медико-биологических и экологических исследованиях стали 
широко применяться разнообразные методы и техника люминесцентного анализа кле
ток. Это, прежде всего, разные виды микрофлуориметрии, люминесцентный микроспект- 
ральный анализ и люминесцентный анализ видеоизображения клетки (цифровая микро
скопия). Люминесцентный анализ не имеет аналогов по чувствительности, поэтому именно 
этот подход наиболее отвечает целям и задачам биомониторинга, тем более, что принци
пы метода были уже разработаны нами ранее и апробированы на практике [7, 2, 8, 15].

Основополагающие данные были получены нами при обследовании рабочих завода 
железобетонных изделий (г Новополоцк), работающих в условиях сильного (превышаю
щего ПДК) силикатного запыления рабочей зоны. Контрольными группами являлись лица 
из администрации завода и здоровые добровольцы, не связанные ни с каким производ
ством Дополнительно были получены данные при мониторинге состояния фагоцитарной 
системы у некоторых из этих же рабочих, госпитализированных в связи с выявлением у 
них заболеваний бронхо-легочного аппарата, при проведении курсовой гемосорбции [4, 
12]. Для диагностики были применены также и методы люминесцентного анализа имму
нокомпетентных клеток крови [3].

В качестве объекта фагоцитоза наиболее удобны обычные живые пекарские дрож
жи S. cerevisiae. Во-первых, они хорошо дифференцируются под люминесцентным мик
роскопом при флуорохромировании акридиновым оранжевым (АО) как поглощенные и 
непоглощенные фагоцитами. Во-вторых, сахаромицеты - одноклеточные грибы, а в мире 
нарастает число системных микозов, поэтому, помимо оценки фагоцитоза, можно одно
временно вывить и потенциальную уязвимость тестируемого лица в отношении микозов. 
В-третьих, в клеточной стенке сахаромицетов содержится зимозан, что не требуют до
полнительной опсонизации при выполнении тестов и значительно упрощает постановку 
фагоцитарной реакции.

Реакцию фагоцитоза проводили следующим образом: 2,0 г сухих дрожжей растворяли 
в 100,0 мл физиологического раствора в течение 1 часа с помощью магнитной мешалки. 
Затем раствор выдерживали 30 мин на водяной бане при 25°С и фильтровали через 3-4 
слоя марли. После этого разливали по 1,0 мл и замораживали для длительного хранения.

Непосредственно перед постановкой реакции 1,0 мл суспензии размораживали и 3 
раза отмывали физиологическим раствором путем центрифугирования при 1000 об/мин 
по 5 мин. Для приготовления рабочей концентрации дрожжей к 0,1 мл осадка добавляли 
9,9 мл физиологического раствора. Затем, после естественной седиментации эритроци
тарной массы в пробирке с венозной кровью, у границы раздела эритроцитарной массы 
и плазмы забирали 0,5 мл плазмы, содержащей все фракции клеток белой крови, и до
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бавляли 0,5 мл 1% суспензии дрожжей. Пробирку встряхивали и центрифугировали 5 
мин при 1000 об/мин. После этого инкубировали 40 мин при 37°С.

Для последующего анализа на предметное стекло наносили 50,0 мкл осадка, добав
ляли к нему 50,0 мкл раствора АО на буфере с pH 7,2-7,4 в концентрации 2,5x10 5 М и 
накрывали покровным стеклом.

Основное исследование проводили на двухканальном мультиволновом микрофлуо- 
римете “Радикал ДМФ - 2М’’ в двух вариантах. В первом варианте регистрировали интег
ральную люминесценцию сразу всех поглощенных нейтрофилом дрожжей при прибор
ном зонде размером 0,8 мм и рабочем напряжении на обоих ФЭУ - 1100 В. Оценивали 
фагоцитарную активность 100 нейтрофилов. Во втором варианте регистрировали люми
несценцию каждой отдельной поглощенной дрожжевой частицы также в 100 нейтрофи
лах, но при зонде 0,4 мм (соответствующем размерам дрожжевой клетки) и напряжении 
на ФЭУ- 1300 В.

Для контроля регистрировали спектры люминесценции живых нейтрофилов и погло
щенных ими дрожжей на микроспектрофлуориметре МСФ - 2М и на этом же приборе 
проводили анализ их люминесцентного видеоизображения.

У поглощенных дрожжей производили измерение отношения интенсивностей крас
ной и зеленой люминесценции (Y/X) с максимумом полос, соответственно, X = 640 нм и 
X = 530 нм. Этот параметр (в иной терминологии безразмерный параметр а) количествен
но характеризует, как будет показано ниже, уровень их переваривания. По окончанию 
анализа с помощью компьютерной программы “MICROFLUOR" выстраивали гистограм
му распределения значений Y/X. Параллельно рассчитывали еще несколько параметров 
фагоцитоза:

- Фагоцитарный индекс (ФИ) -число (%) нейтрофилов, участвующих в фагоцитозе;
- Фагоцитарное число (ФЧ) - среднее число дрожжей, поглощенных 1 фагоцитом;
- Число активных фагоцитов (АФ) - число (%) фагоцитов, содержащих хотя бы одну 

активно перевариваемую дрожжевую клетку;
- Индекс переваривания (ИП) - процентное отношение числа активно переварива

емых дрожжевых клеток ко всем поглощенным 100 нейтрофилами.
Для исследования секреторной активности нейтрофилов мазки крови фиксировали 

в смеси спирт - ацетон (1:1), доводили в спиртовой батарее с понижающейся концентра
цией до воды и проводили двойное флуорохромирование водными растворами этидиум 
бромида (10-4М) и флуоресцеин изотиоцианата (Ю^М). Популяционному анализу состо
яния нейтрофилов с помощью двухволновой микрофлуориметрии также предшествова
ло получение их спектров люминесценции. Измерения проводили при приборном зонде 
диаметром 0,8 мм и рабочем напряжении на ФЭУ - 1300 В.

Для количественной оценки секреторной активности нейтрофилов нами был введен 
безразмерный параметр Ь, характеризующий содержание белковых субстанций в клетке 
согласно уравнению:

р = X/Y = 1540/1610 » В белок/НК,,

где В - коэффициент пропорциональности, связанный с доступностью субстрата для 
флуорохрома, а НК2 - двухспиральная нуклеиновая кислота (в данном случае - ДНК).

Для практического же использования оказалось более удобным применение об
ратной величины этого параметра, те. 1/р. Гистограммы распределения значений этого 
параметра характеризуют именно секреторную активность популяции нейтрофилов.

Пояснения относительно физико-химической природы использованных парамет
ров приведены ниже.

Первые видимые изменения у поглощенных нейтрофилами дрожжей начинают 
проявляться через 15 минут после начала инкубации в виде повышения яркости зелено
го свечения при флуорохромировании АО. При дальнейшей инкубации зеленая люми
несценция поглощенных дрожжей меняется на желтую, а затем на ярко-оранжевую. Эта 
стадия переваривания протекает в течение 40-45 минут. Весь процесс активного перева
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ривания завершается через 1-1,5 часа полным лизисом поглощенных дрожжей и визу
ально наблюдается в виде пустых вакуолей. У непоглощенных дрожжевых клеток, вклю
чая аттрактированные, и у поглощенных, но неактивными фагоцитами, люминесценция 
так и остается зеленой. Но, и в активных фагоцитах обычно встречаются дрожжи, находя
щиеся на разных стадиях переваривания. Это хорошо видно из их спектров люминесцен
ции Очевидно, это связано с различиями в функциональном состоянии лизосомного ап
парата нейтрофилов.

Прежде чем продолжить анализ фагоцитарной активности нейтрофилов в раз
личных ситуациях, необходимо разобраться с вопросом, с чем связано изменение люми
несценции у перевариваемых дрожжей. Из модельных экспериментов и исследований 
различных клеток in situ известно, что АО обладает ярко выраженной способностью к 
метахромазии, те. в данном случае давать интенсивную зеленую и красную люминес
ценцию [7, 9]. Эта особенность АО связана с тем, что этот флуорохром способен суще
ствовать в растворе или взаимодействовать с субстратом (в первую очередь с нуклеино
выми кислотами) в форме мономеров, димеров или агрегатов более высокого порядка 
Излучение в зеленой области спектра (1 max = 530 нм) характерно для мономеров АО, 
тогда как его димеры и агрегаты обладают люминесценцией в красной (X max = 640 нм) 
области спектра.

Обычно изучаемые клетки содержат 2-спиральные (преимущественно ДНК) и 1 - спи
ральные (РНК, однонитевые участки ДНК) нуклеиновые кислоты. В низких концентраци
ях АО будет преимущественно связываться с 2-спиральными нуклеиновыми кислотами, 
поскольку константа связывания красителя с ними значительно выше таковой с 1-спи
ральными нуклеиновыми кислотами (2,6x10s и 0,29х 10s л/моль1 соответственно). Моле
кулы АО в этих условиях интеркалируют между парами оснований 2-спиральных нуклеи
новых кислот, находясь на значительном расстоянии друг от друга (в форме мономеров), 
и поэтому не способны взаимодействовать между собой. При возбуждении таких моле
кул они и люминесцируют в зеленой области спектра

Соотношение интенсивностей красной и зеленой полос излучения окрашенных АО 
клеток а = lM0 / 1530 может характеризовать разнообразные стороны их жизнедеятельнос
ти. В частности, параметр а может характеризовать жизнеспособность клеток, их биосин
тетическую активность или состояние лизосомного аппарата клеток, если флуорохроми
рованию подвергались живые клетки в определенных условиях.

Если исследуемые клетки были предварительно фиксированы (убиты) или специ
альным образом предварительно обработаны, то параметр а может характеризовать от
ношение содержащихся в клетке 1-спиральных нуклеиновых кислот (НК,) к 2-спираль- 
ным (HKj): а = = А НК,/ НК,,, где А - коэффициент пропорциональности, связанный
с доступностью для красителя нуклеиновых кислот.

Известно, что сам АО в определенных условиях может денатурировать ДНК in situ, 
переводя ее из 2-спиральной в 1-спиральную форму [16]. Очевидно, нарастающее пере
варивание дрожжевых клеток лизосомными ферментами нейтрофилов дестабилизирует 
содержащуюся в них ДНК и облегчает ее денатурацию с соответствующим изменением 
спектра люминесценции таких дрожжей. Не подвергающиеся перевариванию дрожжи 
сохраняют нативную форму ДНК и, соответственно, зеленую люминесценцию. Поскольку 
все исследования проводились при одной и той же концентрации АО и никаких признаков 
биосинтеза РНК мы не наблюдали, то остается полагать, что именно с изменением кон
формации ДНК связано изменение спектра люминесценции перевариваемых дрожжей.

Одиночные спектры люминесценции поглощенных дрожжей мало что дают для по
пуляционного анализа функционального состояния нейтрофилов. Для этих целей целе
сообразнее применять двухволновую микрофлуориметрию. Этот вид люминесцентного 
анализа позволяет выводить на фазовую плоскость в координатах интенсивностей зеле
ной и красной люминесценции объекта на выбранных диапазонах частот (длинах волн) в 
виде точки сигналы любого количества клеток различного типа и видовой биологической 
принадлежности.
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Полученные данные показывают, что любое агрессивное воздействие на организм 
активизирует его фагоцитарную систему, что выражается в любом случае, прежде всего] 
в повышении поглотительной активности фагоцитов. Однако мы заметили, что всегда 
повышение поглотительной активности фагоцитов негативным образом отражается на 
их переваривающей способности (рис. 1).

Рис 1. Зависимость переваривающей активности нейтрофилов крови 
от числа поглощенных дрожжевых частиц S. cerevisiae:

а) - люминесцентный микроскопический способ анализа;
б) - люминесцентный микроспектральный вид анализа.

Такая же тенденция наблюдается и при переходе патологического процесса в хрони
ческий. Установлена отрицательная обратная связь между функциональным состоянием 
лизосомного аппарата (секреторной активностью) и их переваривающей способностью. 
Курс эфферентной терапии [12] восстанавливает в какой-то степени переваривающую 
активность фагоцитов.

Таким образом, можно констатировать, что люминесцентный анализ фагоцитарного 
звена иммунной системы организма может служить надежным критерием его общего со
стояния при практически любом экстремальном воздействии, включая ползучие или яв
ные экологические катастрофы и любые клинические ситуации.
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