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РЕГИСТРАЦИЯ ПРОДУКЦИИ ХЛОРНОВАТИСТОЙ КИСЛОТЫ 
В СУСПЕНЗИИ АКТИВИРОВАННЫХ НЕЙТРОФИЛОВ  

ПРИ ПОМОЩИ КРАСИТЕЛЯ ЦЕЛЕСТИНОВОГО СИНЕГО B 

В. Е. Луценко 

Нейтрофилы, или полиморфноядерные нейтрофильные гранулоциты, 
представляют собой клетки врожденного звена иммунной системы, 
обеспечивающего наиболее быстрые защитные реакции на проникнове-
ние в организм хозяина чужеродных антигенов и появление собствен-
ных дефектных клеток организма. Супероксидный анион-радикал (O·-

2), 
генерируемый НАДФН-оксидазой нейтрофилов, является исходным 
продуктом для образования широкого спектра активных форм кислоро-
да, азота и галогенов (АФГ), в частности, хлорноватистой кислоты 
(HOCl). Образование HOCl катализируется миелопероксидазой (МПО), 
высвобождаемой из азурофильных гранул нейтрофилов во внеклеточное 
пространство в результате дегрануляции или лизиса клеток [1]. Увели-
чение концентрации/активности МПО и продуктов окисления HOCl яв-
ляется маркером различных заболеваний, таких как сердечно-
сосудистые, нейродегенеративные, онкологические и др. [2]. 

Обнаружение HOCl в биологических системах затруднено ввиду его 
высокой реакционной способности. Методы определения HOCl, как 
правило, основаны на измерении окисления соединения под действием 
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галогенидаминов таурина. Данное соединение должно обладать сле-
дующими свойствами: не являться субстратом пероксидазного цикла 
МПО; максимум спектра поглощения должен находиться в видимой об-
ласти и не изменяться в диапазоне рН 5–8; быть устойчивым к милимо-
лярным концентрациям H2O2 [3]. В работе [4] было показано, что всем 
этим условиям удовлетворяет целестиновый синий В (CB). 

Для уточнения длин волн возбуждения и испускания флуоресценции 
была произведена регистрация спектров возбуждения флуоресценции в 
диапазоне 420–520 нм, спектров испускания – 520–620 нм для СВ и СВ, 
окисленного HOCl. Регистрацию флуоресценции осуществляли на спек-
трофлуориметре Solar CM-2203 (Беларусь). 

Спектры возбуждения флуоресценции окисленного СВ имеют широ-
кий пик с максимумом 440±20 нм, эмиссии – 597±20 нм, подобные мак-
симумы отсутствовали в спектрах неокисленного CB (рис. 1а). Для того, 
чтобы при регистрации данных исключить вклад полосы Соре МПО 
(430 нм), высвобождающейся из активированных нейтрофилов, при 
дальнейших исследованиях использовали длины волн возбуждения и 
эмиссии флуоресценции СB 460 и 590 нм, соответственно. 

В качестве агониста для подбора оптимальной концентрации краси-
теля в системе активированных нейтрофилов был выбран 4-форбол-12-
миристат-13-ацетат (ФМА) – прямой активатор нейтрофилов, который 
помимо активации НАДФН-оксидазы вызывает также дегрануляцию 
азурофильных гранул нейтрофилов [5].  

На рис. 1б представлена типичная кинетическая кривая изменения 
интенсивности флуоресценции СВ (20 мкМ) при стимуляции нейтрофи-
лов ФМА (50 нМ) и обозначены параметры окисления СВ, определяе-
мые по кинетическим кривым: h – изменение интенсивности флуорес-
ценции СВ по сравнению с фоновым уровнем через 15 мин после добав-
ления стимулятора (степень), v – скорость окисления CB, определяемая 
как тангенс угла наклона линейного участка кинетической кривой (ско-
рость), t – промежуток времени от момента добавления стимулятора до 
возникновения сигнала флуоресценции (лаг-период). 

На рис. 2 представлены концентрационные зависимости изменения 
параметров окисления СВ в суспензии активированных ФМА нейтрофи-
лов. Из рис. 2а видно, что скорость и степень окисления СВ увеличива-
ются при повышении его концентрации, а максимальные значения дос-
тигаются при концентрации 20 мкМ. При концентрации СВ 20 мкМ дли-
тельность лаг-периода минимальна (рис. 2б). Таким образом, концен-
трация СВ 20 мкМ является оптимальной для регистрации продукции 
АФГ активированными нейтрофилами. 
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Для выяснения механизмов окисления СВ в суспензии нейтрофилов 

исследовано влияние ФМА и N-формил-метионил-лейцил-фенилаланина 
(ФМЛФ), активирующих нейтрофилы по разным механизмам (рис. 3а), и 
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Рис. 2. Концентрационные зависимости параметров окисления CB: 
а – степень (h) и скорость (v), б – лаг-период (t). 
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Рис. 1. Флуоресцентные характеристики целестинового синего В: 
а – спектры возбуждения (сплошные линии) и эмиссии (пунктирные линии) 

СВ (20 мкМ, серые линии) и продукта его реакции с HOCl (10 мкМ, черные линии); 
б – Типичная кинетическая кривая изменения интенсивности флуоресценции СВ (20 мкМ; 

λex=460 нм, λem=590 нм) в суспензии активированных ФМА (50 нМ) нейтрофилов (1·106 кл/мл), 
 где t – лаг-период, h – степень окисления CB, v – скорость окисления СВ 
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ингибиторов активности МПО (гидразида 4-аминобензойной кислоты 
(ABAH) и церулоплазмина (ЦП)) на скорость окисления CB (рис. 3б). 

ФМЛФ действует по рецептор-зависимому механизму и непосредст-
венно инициирует респираторный взрыв нейтрофилов, но не вызывает 
выхода содержимого гранул во внеклеточную среду [5], для последнего 
необходимо присутствие в среде цитохалазина В (cythB), который инги-
бирует полимеризацию примембранного актина, способствуя выходу 
содержимого азурофильных гранул [6]. Действительно, окисление CB в 
суспензии нейтрофилов, активированных ФМЛФ, происходит лишь при 
добавлении к клеткам cythB (рис. 3а). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
АВАН является ингибитором ферментативной активности МПО [7]. 

Так, в присутствие АВАН (50 мкМ) скорость окисления СВ в суспензии 
ФМА-активированных нейтрофилов снижалась на 44±7 % (рис. 3б). 
ЦП – белок острой фазы воспаления, образующий комплексы с МПО и 
ингибирующий как хлорирующую, так и пероксидазную активность 
фермента [8], – подавлял ФМА-активированную флуоресценцию СВ до 
фонового уровня (рис. 3б). 

В результате исследования были определены оптимальные условия 
(длины волн возбуждения и испускания, концентрация СВ), при которых 
основной вклад в изменение флуоресцентных свойств СВ в суспензии 
активированных нейтрофилов вносит HOCl. Продемонстрировано, что 
обязательными условиями для окисления CB в суспензии нейтрофилов 
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Рис. 3. Влияние активаторов нейтрофилов и ингибиторов ферментативной  
активности МПО на скорость окисления СВ: 

а – Скорость окисления СВ (20 мкМ) в суспензии нейтрофилов в присутствии 50 нМ ФМА (1),  
а также 1 мкМ ФМЛФ в присутствии (2) и отсутствии (3) cythB (5 мкг/мл); 

б – Скорость окисления СВ (20 мкМ) в суспензии нейтрофилов, предварительно 
 проинкубированных с 50 мкМ АВАН (2) или 150 мкг/мл ЦП (3), при активации 50 нМ ФМА (1) 
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являются сборка и активации НАДФН-оксидазы, а также выход МПО из 
азурофильных гранул. 
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ВЛИЯНИЕ АП-КОНВЕРСИИ НА РЕДКОЗЕМЕЛЬНЫХ ИОНАХ 
 В КРИСТАЛЛИЧЕСКОЙ СРЕДЕ НА ПОТЕРИ  

ЛАЗЕРНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ 

Д. Д. Матюшевский 

ВВЕДЕНИЕ 

При ап-конверсии в системе ионов редкоземельных элементов, наи-
более существенными механизмами являются поглощение из возбуж-
денного состояния и перенос энергии между ионами [1]. 

В работе проводится точный расчет населенностей уровней системы 
ионов редкоземельного элемента тулия Tm3+. Представлены результаты 
для двух концентраций ионов: низкой, когда процесс переноса энергии 
между ионами имеет маленькую вероятность и основным механизмом 
является поглощение из возбужденного состояния, и высокой, когда пе-
ренос энергии между ионами имеет большую вероятность. 

Интерес к исследованию развития ап-конверсии в системе с низкой 
концентрацией ионов связан с проблемой контроля внутрирезонаторных 


