
ВВЕДЕНИЕ

В последние десятилетия в области
биомедицинских технологий опубликовано огромное
количество работ, посвящённых разработке 
новых стратегий доставки лекарств, однако
трансляция фундаментальных исследований 
в клиническую практику идёт достаточно 
медленно, что связано с проблемами
биосовместимости и безопасности, сложными
процедурами утверждения и государственного
регулирования лекарственных препаратов. В связи 
с этим исследователи обращают внимание 
на системы доставки на основе материалов, которые
уже одобрены для биомедицинского использования.
Один из них — карбонат кальция (СаCO3) [1]. 
Этот нетоксичный природный биоминерал
используется в качестве безопасного буферного 
агента для пищевых продуктов, средств 
гигиены и косметики. СаCO3 может существовать 
в виде нескольких полиморфов, среди которых 
в последнее время особое внимание исследователей
заслужил ватерит.

Ватерит имеет ряд преимуществ относительно
других форм CaCO3 для биомедицинского применения.
Его отличают лёгкость получения, размер частиц,
регулируемый условиями синтеза, пористая структура,
позволяющая включать в ватерит различные
биологически активные молекулы, мукоадгезивные
свойства [2], способность легко растворяться 
в жидкостях организма (например, при низком
значении рН). Благодаря этим свойствам ватерит
претендует на роль перспективного контейнера 
для доставки лекарственных препаратов. Однако
ватерит не лишён и недостатков, которые ограничивают
его применение. Среди них стоит отметить присущую
ватериту метастабильность, довольно быструю
перекристаллизацию в водных средах в более
стабильный кальцит, а также быстрое высвобождение
положительно заряженных молекул [1].Эти недостатки
могут быть устранены дополнительным введением
полимеров при формировании микрочастиц 
ватерита (CC) и получением так называемых
“гибридных” CC [3–5]. Модификация CC различными
биополимерами приводит не только к изменению 
их физико-химических свойств (площадь поверхности,

227

Биомедицинская химия, 2025 том 71, вып. 3, с. 227–238.

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ НА АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ 
ГИБРИДНЫХ МИКРОЧАСТИЦ ВАТЕРИТА C РАЗЛИЧНЫМИ ПОЛИСАХАРИДАМИ

Д.В. Григорьева1*, Е.В. Михальчик2, Д.В. Мосиевич3, П.И. Мишин3, 
Н.Г. Балабушевич3, О.М. Панасенко2, А.В. Соколов2,4, И.В. Горудко1

1Белорусский государственный университет, 
220030, Беларусь, Минск, пр. Независимости, 4; *эл. почта: dargr@tut.by

2Научно-клинический центр физико-химической медицины имени академика Ю.М. Лопухина, 
119435, Москва, ул. Малая Пироговская, 1а

3Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
119991, Москва, Ленинские горы, 1

4Научно-исследовательский институт гриппа имени А.А. Смородинцева, 
197376, Санкт-Петербург, ул. проф. Попова, 15/1

В последнее время для разработки новых систем доставки лекарств всё чаще используют носители 
на основе природных биоминералов. В данной работе были исследованы эффекты нативных (CC) и гибридных
микрочастиц ватерита c включением декстрансульфата (CCDS), хондроитинсульфата (CCCS), гепарина (CCHE),
фукоидана (CCFU) и пектина (CCPE) на жизнеспособность и функциональную активность нейтрофилов. 
Среди протестированных препаратов только CCFU оказывали небольшое цитотоксическое действие. 
Сами по себе CC стимулируют реорганизацию актинового цитоскелета, а также продукцию активных форм
кислорода (АФК) клетками, которая снижалась в присутствии хлорида дифенилениодония (DPI), ингибитора 
сборки NADPH-оксидазы. CC-индуцированная активация NADPH-оксидазы снижалась в присутствии ингибиторов
нерецепторных тирозинкиназ семейства Src, фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) и фосфолипазы С (PLC). 
Подобно нативным CC, гибридные микрочастицы ватерита также инициировали продукцию АФК нейтрофилами.
После добавления CC и гибридных микрочастиц ватерита (за исключением CCDS) было зарегистрировано
увеличение количества нейтрофилов, характеризующихся бóльшими значениями величины бокового светорассеяния,
что свидетельствует об изменении морфологических характеристик клеток. Учитывая способность гибридных
микрочастиц ватерита с полисахаридами активировать NADPH-оксидазу нейтрофилов, они представляются
перспективными системами для доставки антибактериальных и противовирусных препаратов.
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размер пор, дзета-потенциал) [3, 5], но также 
может оказывать дополнительный терапевтический
эффект. Например, показано, что в присутствии
микрочастиц ватерита с пектином (CCPE) 
рост бактерий E. coli лабораторного штамма Mg1655
усиливался, а рост бактерий клинического изолята 
от пациента с болезнью Крона SharL, наоборот,
снижался; при этом нарушалась проницаемость
клеточной стенки бактерий вследствие её повреждения,
о чём свидетельствовало увеличение концентрации
внеклеточного АТР [6]. Включение декстрана и 
его производных в состав CC усиливало их адгезию 
к эндотелиальным клеткам [7, 8].

В последнее время достигнуты значительные
успехи в разработке способов иммобилизации 
в ватерит широкого спектра биологически активных
веществ, таких как белки [9], в том числе 
ферменты [10], РНК [11], синтетические препараты [1],
в том числе противогрибковые и неорганические
наночастицы [8, 12]. 

Однако для эффективного использования 
данных носителей в качестве средств доставки
лекарственных препаратов необходим всесторонний
анализ их влияния на клетки, которые, прежде всего,
вовлечены в воспалительные реакции организма. 
Это связано с тем, что введение в организм
микро/наноразмерных структур может приводить 
к активации клеток иммунной системы. 

Нейтрофилы, или полиморфно-ядерные
гранулоциты, — наиболее многочисленная популяция
из циркулирующих в кровотоке иммунных клеток.
Они первыми попадают в очаги воспаления, 
где выполняют антимикробные эффекторные функции,
включающие: фагоцитоз, генерацию активных форм
кислорода (АФК) и галогенов (АФГ), дегрануляцию 
с секрецией цитотоксических ферментов гранул
(миелопероксидазы (МПО), эластазы, лизоцима и др.)
и высвобождение нейтрофильных внеклеточных
ловушек (НВЛ), которые улавливают микроорганизмы
для их изоляции и предотвращения последующего
распространения. На настоящий момент влияние
гибридных CC на нейтрофилы изучено недостаточно.
Показано, что гибридные CC с муцином активируют
генерацию АФК нейтрофилами, агрегацию этих
клеток, а также образование НВЛ-подобных 
структур [13]. Включение пектина в CC отменяет
эффект адсорбированного муцина на активацию
нейтрофилов [14].

Важно отметить, что гибридные CC не только
более стабильны в биологических средах и более
эффективно удерживают доставляемые соединения
(например, катионные молекулы), но и способны
проявлять дополнительную биологическую активность
благодаря самим полимерам.Недавно был синтезирован
и охарактеризован ряд гибридных CC с различными
полисахаридами [3], свойства которых зависят 
от природы включённого в их состав полисахарида. 
В данной работе впервые проведён сравнительный
анализ влияния гибридных CC с декстрансульфатом
(CCDS), хондроитинсульфатом (CCCS), гепарином
(CCHE), пектином (CCPE), фукоиданом (CCFU) 
на функциональную активность нейтрофилов. 

МЕТОДИКА

Реагенты
В работе использовали фукоидан (FU) 

из Fucus vesiculosus (20–200 кДа, содержание 
серы 7–11%), пектин (PE) из яблок 
(30–100 кДа, степень этерификации 50–75%, 
6,7% метоксигрупп, 74% галактуроновой кислоты),
хондроитинсульфат А (CS) из трахей быков 
(20–30 кДа), скополетин, пероксидазу хрена, 
форбол 12-миристат 13-ацетат (РМА), NaOCl, 
4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая
кислота (HEPES), гистопак-1077, декстран Т70,
трипановый синий, метоксиверапамил, NiCl2, 
4-амино-5-(4-хлорфенил)-7-(t-бутил)пиразоло[3,4-d]
пиримидин (PP2), вортманнин, цитохалазин b (cyt b),
1-[6-((17β-3-метоксиэстра-1,3,5(10)-триен-17-ил)амино)
гексил]-1H-пиррол-2,5-дион (U73122), тритон Х-100,
воднуюмонтажную среду Fluoromount и этиленгликоль-
бис(β-аминоэтиловый эфир) N,N,N′,N′-тетрауксусной
кислоты (EGTA; “Sigma-Aldrich”, США);
декстрансульфат (DS) Leucononostoc ssp. (500 кДа, 
2,3 сульфогруппы на звено; “Fluka”, Германия);
гепарин (HE) (10–20 кДа; “Spofa”, Чехия);
параформальдегид (“Panreac”, Испания); 
поли-L-лизин (“Santa Cruz Biotechnology”, США);
фура-2AM, 2′,7′-дихлородигидрофлуоресцеин диацетат
(H2DCFDA), пропидиум йодид (PI), конъюгированный
Alexa Fluor 488фаллоидин и хлорид дифенилениодония
(DPI; “Molecular Probes”, Нидерланды); 
наборы ЛДГ-2-ОЛЬВЕКС и КАЛЬЦИЙ-ОЛЬВЕКС
(“ОЛЬВЕКС ДИАГНОСТИКУМ”, Россия). Остальные
реактивы были производства “Реахим” (Россия) и
“Белмедпрепараты” (Беларусь).

Получение нативных и гибридных 
микрочастиц ватерита

Нативные и гибридные CC были полученыметодом
спонтанной кристаллизации путём смешивания
растворов CaCl2 и Na2CO3 в 0,05 М трис-буфере 
(рН 7,0), как это было описано ранее [3, 5]. 
Для синтеза гибридных CC с полисахаридами
предварительно смешивали раствор CaCl2
с полисахаридами. Осадки нативных и гибридных CC
промывали бидистиллированной водой и высушивали
лиофильно. Средний диаметр сферических 
нативных и гибридных CC, который определяли
методом сканирующей электронной микроскопии
(микроскоп Zeiss Merlin, “Zeiss”, Германия), составил:
для CC 3,6±0,7 мкм, для CCDS 3,8±0,8 мкм, 
для CCCS 1,9±0,5 мкм, для CCHE 2,0±0,3 мкм, 
для CCFU 2,1±0,5 мкм, для CCPE 2,3±0,7 мкм [3].
Дзета-потенциал нативных и гибридных CC, 
который изучали методом динамического
светорассеяния на установке Malvern Zetasizer Nano ZS
(“Malvern Panalytical”, Великобритания), составил:
для CC 2±1 мВ, для CCDS -13±2 мВ, 
для CCCS -12±2 мВ, для CCHE -9±2 мВ, 
для CCFU -12±2 мВ, для CCPE -12±2 мВ [3].

Выделение нейтрофилов
Нейтрофилы выделяли из венозной крови

здоровых доноров, полученной в Республиканском
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научно-практическом центре трансфузиологии и
медицинских биотехнологий (Минск, Беларусь), 
как описано в [15].Кровь, стабилизированнуюцитратом
натрия (109 мМ) в соотношении 9/1 (v/v), смешивали 
с 6% декстраном Т70 в соотношении 5/1 (v/v) и
выдерживали в течение 40 мин для оседания
эритроцитов. Остатки эритроцитов в обогащённой
лейкоцитами плазме удаляли осмотическим 
лизисом путём добавления к клеточной взвеси
последовательно 3 мл 0,2% NaCl и 3 мл 1,6% NaCl,
содержащего 20 мг/мл D-глюкозы. Обогащённую
лейкоцитами плазму наслаивали на гистопак-1077 и
центрифугировали при 450 g в течение 15 мин. Осадок
нейтрофилов отмывали фосфатно-солевым буфером
(ФСБ: 137 мМ NaCl, 10 мМ Na2НРО4/KH2PO4, 
2,7 мМ KCl, рН 7,4) и ресуспендировали в 1 мл ФСБ,
содержащего 1 мг/мл D-глюкозы. Выделенная таким
образом клеточная суспензия обычно содержала 
не менее 95% нейтрофилов, жизнеспособность
которых по тесту с трипановым синим составляла 
не менее 95%.

Оценка жизнеспособности нейтрофилов

Для оценки влияния нативных и гибридных CC 
на жизнеспособность нейтрофилов, клетки 
(1×106 кл/мл) в ФСБ, содержащем 1 мМ CaCl2 и 
0,5 мМ MgCl2, инкубировали в течение 1 ч при 37°С 
с тестируемыми образцами или полисахаридами 
в концентрации 0,25 мг/мл, после чего к образцам
добавляли PI (1мкг/мл) и инкубировали в течение 5мин
при комнатной температуре в защищённом 
от света месте. В качестве положительного 
контроля использовали хлорноватистую кислоту
(HOCl, 250 мкМ), которую получали путём 
разведения коммерческого раствора NaOCl в ФСБ.
Концентрацию HOCl в разведённом коммерческом
растворе NaOCl определяли спектрофотометрически,
используя молярный коэффициент поглощения 
350 M–1см–1 на длине волны 290 нм при рН 12,0 [16].
Поскольку при физиологических значениях рН 
HOCl (pKa=7,5) находится как в молекулярной форме, 
так и в качестве аниона, в данной работе под HOCl
будем понимать смесь OCl– и HOCl. После 
завершения инкубации образцы разводили в 3 раза
ФСБ, содержащим 1 мМ CaCl2 и 0,5 мМ MgCl2, и
анализировали на проточном цитометре CytoFocus 820
(“Healicom”, Китай). Для каждого из образцов
анализировали не менее 20000 одиночных клеток.
Популяцию нейтрофилов определяли по соотношению
показателей прямого (FSC) и бокового (SSC)
светорассеяния. Для возбуждения флуоресценции PI
использовали лазер с длиной волны 488 нм, 
для регистрации — фильтр 620±20 нм (ECD канал). 
В качестве количественного параметра,
характеризующего жизнеспособность нейтрофилов,
использовали процент PI-положительных клеток 
в популяции нейтрофилов, который определяли 
при помощи прилагаемого к проточному цитометру
программного обеспечения.

Жизнеспособность нейтрофилов, проинкуби-
рованных с нативными или гибридными CC,
определяли также по активности лактатдегидрогеназы

(ЛДГ) в надосадочной жидкости нейтрофилов 
с помощью коммерческого набора ЛДГ-2-ОЛЬВЕКС.
Для этого к 1 мл рабочего реагента добавляли 
10 мкл надосадочной жидкости нейтрофилов и
регистрировали оптическую плотность раствора 
при длине волны 340 нм с интервалом в 1 мин 
в течение 3 мин с помощью спектрофотометра PB 2201
(“СОЛАР”, Беларусь). Далее рассчитывали среднее
значение скорости изменения оптической плотности
за 1 мин (ΔD340/мин). 

Регистрация продукции АФК нейтрофилами 

Внеклеточную продукцию Н2О2 нейтрофилами
оценивали флуоресцентным методом с использованием
системы скополетин-пероксидаза хрена [16]. 
К суспензии нейтрофилов (1×106 кл/мл) в ФСБ,
содержащем 1 мМ CaCl2 и 0,5 мМ MgCl2, добавляли
скополетин (флуоресцентный субстрат пероксидазы
хрена, 1 мкМ), пероксидазу хрена (20 мкг/мл), 
NaN3 (ингибитор каталазы и МПО, 1 мМ) и 
нативные или гибридные CC, или полисахариды 
в концентрации 0,25 мг/мл. В серии экспериментов 
до внесения CC нейтрофилы инкубировали 
в течение 5минпри 37°Ссингибиторами (DPI (20 мкМ),
PP2 (100 мкМ), вортманнин (100 нМ), cyt b (5 мкМ),
NiCl2 (1 мМ), метоксиверапамил (100 мкМ), 
U73122 (620 нМ)). Снижение интенсивности
флуоресценции скополетина регистрировали на длине
волны 460 нм (при возбуждении флуоресценции 
на длине волны 350 нм) с помощью
компьютеризированного спектрофлуориметра CM 2203
(“СОЛАР”). Для количественной характеристики
внеклеточной продукции нейтрофилами Н2О2
рассчитывали максимальный наклон
зарегистрированных кинетических кривых снижения
интенсивности флуоресценции скополетина.

Внутриклеточную продукцию АФК нейтрофилами
изучали методом проточной цитометрии 
с использованием H2DCFDA, который позволяет
оценить общий уровень окислителей внутри 
клетки [17]. Нейтрофилы (1×106 кл/мл) в ФСБ,
содержащем 1 мМ СаCl2 и 0,5 мМ MgCl2,
инкубировали с H2DCFDA (2,5 мкМ) в течение 10 мин
при комнатной температуре, а затем добавляли
нативные или гибридные CC (0,25 мг/мл),
полисахариды (0,25 мг/мл) или PMA (50 нМ) 
(в качестве положительного контроля) и 
инкубировали в течение 30 мин при 37°С. 
В серии экспериментов перед добавлением CC
нейтрофилы инкубировали в течение 5 мин при 37°С 
с ингибиторами (DPI (20 мкМ), PP2 (100 мкМ),
вортманнин (100 нМ), cyt b (5 мкМ), NiCl2 (1 мМ),
метоксиверапамил (100 мкМ), U73122 (620 нМ)).
Далее клеточную суспензию разбавляли в 3 раза 
ФСБ, содержащим 1 мМ CaCl2 и 0,5 мМ MgCl2, и
анализировали на проточном цитометре CytoFocus 820.
Для каждого из образцов анализировали 
не менее 20000 одиночных клеток. Популяцию
нейтрофилов определяли по соотношению FSC и SSC.
Для возбуждения флуоресценции 2′,7′-дихлоро-
дигидрофлуоресцеина (DCF) использовали лазер 
с длиной волны 488 нм, для регистрации — 
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фильтр 525±40 нм (FITC канал). В качестве
количественного параметра, характеризующего
внутриклеточную продукцию АФК нейтрофилами,
использовали медиану интенсивности флуоресценции
DCF в популяции DCF-положительных нейтрофилов,
которую определяли при помощи прилагаемого 
к проточному цитометру программного обеспечения.

Определение внутриклеточной концентрации
свободных ионов кальция в нейтрофилах

Внутриклеточную концентрацию свободных
ионов кальция ([Ca2+]i) в нейтрофилах определяли 
с применением флуоресцентного зонда фура-2АМ, 
как было описано ранее [18]. К 1 мл (107 кл/мл)
отмытых нейтрофилов в 20 мМ HEPES-буфере 
(pH 7,4), содержащем 120 мМ NaCl, 4,7 мМ KCl, 
1,2 мМ KH2PO4, 4,4 мМ MgSO4, 1,7 мМ CaCl2 и 
11 мМ D-глюкозы, добавляли 2мкл фура-2АМ (0,5 мМ)
и инкубировали в течение 40 мин при 37°C и
постоянном перемешивании. Нагруженные зондом
клетки отмывали дважды от инкубационной среды
HEPES-буфером без CaCl2 при 400 g в течение 5 мин.
Отмытые нейтрофилы сохраняли в качестве 
исходной суспензии в концентрации 107 кл/мл. 
Для измерения [Ca2+]i в кювету спектрофлуориметра
вносили 0,9 мл HEPES-буфера и 100 мкл исходной
суспензии клеток, а затем добавляли CC 
в различных концентрациях. Измерение
интенсивности флуоресценции проводили на длине
волны 510 нм (возбуждение флуоресценции — 
340 нм и 380 нм) при 37°С в кинетическом 
режиме с использованием компьютеризированного
спектрофлуориметра CM 2203. [Ca2+]i в нейтрофилах
рассчитывали, как описано ранее [19], используя
метод ратиометрической калибровки.

Исследование морфологических 
характеристик нейтрофилов

Анализ морфологических характеристик
нейтрофилов проводили методом проточной
цитометрии [20]. Нейтрофилы инкубировали 
с нативными или гибридными CC (0,25 мг/мл) в ФСБ,
содержащем 1 мМ CaCl2 и 0,5 мМ MgCl2, 1 ч при 37°С.
Образцы, проинкубированные с тестируемыми
препаратами, анализировали по процентному
содержанию клеток с большей величиной SSC
(площадь импульса), чем пороговое значение,
определённое в образце без CC (процент
положительных событий <10%). 

Для исследования изменений в организации
актинового цитоскелета нейтрофилов,
проинкубированных с CC, использовали
конфокальную микроскопию, как описано ранее [16].
Нейтрофилы (3×106 кл/мл) в ФСБ, содержащем 
1 мМ СаСl2 и 0,5 мМ MgCl2, инкубировали 
с или без CC (0,25 мг/мл) в течение 15 мин при 37°С;
затем клетки фиксировали 4% параформальдегидом 
в течение 10 мин при комнатной температуре, 
после чего образцы отмывали от фиксатора 
дважды путём центрифугирования при 450 g
в течение 5 мин и ресуспендирования осадка в ФСБ.
Отмытые нейтрофилы наносили на покровные 

стёкла, предварительно покрытые поли-L-лизином 
в течение 1 ч. После прикрепления клеток к стёклам
образцы промывали 3 раза ФСБ. Далее покровные
стёкла с нейтрофилами инкубировали в течение 5 мин
с 0,1% тритоном Х-100 для пермеабилизации мембран,
затем образцы отмывали 3 раза ФСБ.Далее покровные
стёкла с нейтрофилами инкубировали в темноте 
в течение 40 мин при комнатной температуре 
с фаллоидином (0,165 мкМ), конъюгированным 
Alexa Fluor 488, после чего стёкла отмывали 
от избытка флуоресцентно меченого зонда ФСБ 
(2 раза по 10 мин) и дистиллированной водой 
(1 раз 10 мин). Покровные стёкла с нейтрофилами
закрепляли на предметных стёклах, предварительно
обезжиренных 96% спиртом, с использованием
водной монтажной среды Fluoromount. Полученные
образцы анализировали с помощью спектрально-
аналитического комплекса на основе сканирующего
конфокального микроскопа Nanofinder (“Tokio
Instruments” Япония). Возбуждение флуоресценции
красителя Alexa Fluor 488 осуществляли лазером 
с длиной волны 488 нм, детекцию флуоресценции —
фильтром 505–550 нм. Результаты экспериментов
были обработаны с использованием программного
обеспечения “NanoFinder Data Viewer”.

Статистическая обработка данных

Результаты представлены в виде среднего
значения ± стандартная ошибка среднего значения
(М±SEM). Минимальное количество независимых
экспериментов, проводимых для каждой
экспериментальной точки, — 5–7 при отсутствии
других указаний. Достоверность различий средних
рассчитывали с применением t-критерия Стьюдента,
принимая различия достоверными при уровне
значимости р<0,05.Кинетические кривые представлены
как типичные для серии из 5–7 независимых
экспериментов. Статистическую обработку данных
проводили с использованием программного пакета
Origin 7.0 (“OriginLab Corporation”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка цитотоксичности микрочастиц ватерита 
и полисахаридов

Жизнеспособность нейтрофилов в присутствии
полисахаридов, нативных или гибридных CC 
была оценена методом проточной цитометрии 
с использованием связывающегося с нуклеиновыми
кислотами PI, который не проникает в живые клетки и
обычно используется для обнаружения мёртвых клеток
в популяции. Как видно из данных, представленных 
на рисунке 1а, ни один из используемых
полисахаридов (0,25 мг/мл, 1 ч при 37°С) не нарушал
целостность плазматической мембраны нейтрофилов.
При исследовании влияния на жизнеспособность
нейтрофилов нативных и гибридных CC 
(0,25 мг/мл, 1 ч при 37°С) лишь после инкубации
нейтрофилов с CCFU количество нежизнеспособных
клеток увеличивалось примерно в 2 раза 
по сравнению с контролем. Необходимо отметить, 
что цитометрический метод с PI нельзя было
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применить для оценки влияния на жизнеспособность
нейтрофилов CCDS в связи с интеркаляцией в них PI,
что приводило к одновременному окрашиванию и
нейтрофилов и CCDS (данные не представлены).
Поэтому дополнительно для оценки
жизнеспособности нейтрофилов был использован
спектрофотометрический метод по измерению
активности ЛДГ во внеклеточной среде. После
инкубации нейтрофилов с CCFU активность ЛДГ 
во внеклеточной среде достоверно увеличивалась, 
что свидетельствует о нарушении жизнеспособности
нейтрофилов и согласуется с результатами теста с PI.
После инкубации нейтрофилов с CCDS была 
отмечена тенденция к увеличению активности ЛДГ 
во внеклеточной среде, однако достоверных различий
выявлено не было (рис. 1б).

Продукция АФК нейтрофилами при действии
микрочастиц ватерита и полисахаридов

Продукцию АФК нейтрофилами при действии
нативных и гибридных CC, а также полисахаридов
исследовали двумя способами: флуоресцентным
методом с использованием скополетина, который
регистрирует внеклеточную продукцию Н2О2, 
и методом проточной цитометрии с использованием
H2DCFDA, который регистрирует преимущественно
внутриклеточную продукцию различных АФК. 
На рисунке 2а приведены типичные кинетические
кривые окисления скополетина в суспензии
нейтрофилов, активированных нативными CC 
в различных концентрациях.Видно, чтоCC инициируют
дозо-зависимую (рис. 2а,б) продукцию Н2О2
нейтрофилами, что согласуется с данными 
литературы [21, 22]. Как показано на рисунке 2в,
добавление гибридных CC к нейтрофилам также
сопровождалось активацией клеток. Следует при этом
отметить, что эффект CCHE на продукцию Н2О2
(скополетиновый тест) был выше по сравнению 
с эффектом нативных CC, а в присутствии CCPE,

наоборот, активация респираторного взрыва
нейтрофилов была ниже (рис. 2в) по сравнению 
с эффектом CC.

Как видно из данных, представленных 
на рисунке 2в, в присутствии HE, так же, 
как и при действии FU, DS или CS была
зарегистрирована продукция Н2О2 нейтрофилами,
однако эффекты данных полисахаридов были меньше
по сравнению с эффектами нативных и гибридных CC.
Сравнительный анализ влияния нативных и
гибридных CC на активность нейтрофилов показал,
что включение в состав CC полисахаридов приводит 
к изменению свойств CC таким образом, что активация
нейтрофилов усиливается (в случае включения 
в состав CC HE) или уменьшается (в случае включения
в состав CC PE), то есть эффект гибридных CC 
не является аддитивным (суммированием эффектов
CC и полисахаридов). 

Активация NADPH-оксидазы нейтрофилов 
при действии полисахаридов, а также нативных и
гибридных CC была исследована методом проточной
цитометрии с использованием флуоресцентного зонда
H2DCFDA, позволяющего оценить внутриклеточную
продукцию АФК в клетках [16]. Как видно из данных,
представленных на рисунке 2г, после инкубации 
с нативными CC интенсивность флуоресценции DCF 
в нейтрофилах увеличивалась. Однако необходимо
отметить, что эффект самих CC был на порядок
меньше, чем эффект стандартного активатора
нейтрофилов — форболового эфира РМА (данные 
не представлены). При проведении сравнительного
анализа влияния гибридных CC на внутриклеточную
продукцию АФК нейтрофилами было выявлено, 
что эффекты гибридных CC сопоставимы с эффектами
самих CC, за исключением CCPE, в присутствии
которых интенсивность флуоресценции DCF была
достоверно выше по сравнению с эффектом CC 
(рис. 2г). При исследовании влияния самих
полисахаридов на внутриклеточную продукцию АФК
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Рисунок 1. Влияние нативных и гибридных CC (0,25 мг/мл) (а (тест с PI) и б (тест с ЛДГ)) и полисахаридов 
(0,25 мг/мл) (а (тест с PI)) на жизнеспособность нейтрофилов. Нейтрофилы инкубировали с тестируемыми
препаратами в течение 1 ч при 37°С. *p<0,05 по сравнению с контролем. #p<0,05 по сравнению с эффектом CC. 



нейтрофилами было выявлено, что все используемые
полисахариды вызывают небольшую внутриклеточную
продукцию АФК (рис. 2г), однако эффекты
полисахаридов выражены значительно слабее 
по сравнению с эффектами CC.

Активация продукции Н2О2 нейтрофилами 
при действии CC снижалась при наличии 
в среде инкубации DPI — ингибитора сборки 
NADPH-оксидазы, что указывает на активацию
респираторного взрыва нейтрофилов (рис. 3а). 
Кроме того, торможение CC-индуцированной
продукции Н2О2 нейтрофилами наблюдалось 
в присутствии РР2 — ингибитора нерецепторных
цитозольных тирозинкиназ семейства Src 
(Lck, Fyn и Hck), вортманнина — селективного и
необратимого ингибитора PI3K и U73122 —
ингибитора PLC (рис. 3а), что указывает на участие
данных сигнальных молекул в респираторном взрыве
нейтрофилов в ответ на CC. Cyt b, ингибирующий
полимеризацию актина, не влиял на внеклеточную
продукцию Н2О2 нейтрофилами в ответ на CC. 

В ответ на CC в бескальциевой среде 
было отмечено некоторое снижение скорости
окисления скополетина (рис. 3а). Кроме того, 
при использовании NiCl2, неорганического блокатора
Са2+-каналов Т-типа, или метоксиверапамила,
ингибитора потенциал-зависимых Са2+-каналовL-типа,
CC-индуцированная продукция Н2О2 нейтрофилами
снижалась на 20–60% (рис. 3а). 

Эти данные свидетельствуют о вовлечённости Са2+

в сигнальные процессы, приводящие к активации
респираторного взрыва нейтрофилов в ответ на CC.
Действительно, как показано на рисунке 3б,
добавление CC к суспензии нейтрофилов 
приводило к дозо-зависимому увеличению [Ca2+]i,
которое снижалось на 57% в присутствии NiCl2
и на 48% в присутствии метоксиверапамила, 
указывая на роль Са2+-каналов плазматической
мембраны в CC-индуцированном увеличении [Ca2+]i
в нейтрофилах. Следует отметить, что увеличение
входа Ca2+ в цитозоль нейтрофилов не обусловлено
увеличением концентрации Са2+ во внеклеточной среде
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Рисунок 2. Влияние нативных и гибридных CC, а также полисахаридов на продукцию АФК нейтрофилами. 
а – типичные кинетические кривые окисления скополетина в суспензии нейтрофилов после добавления CC 
в концентрации 0,1 мг/мл; 0,25 мг/мл; 0,5 мг/мл; б – зависимость скорости окисления скополетина от концентрации CC;
в и г – влияние нативных и гибридных CC (0,25 мг/мл), а также полисахаридов (0,25 мг/мл) на внеклеточную (в) и
внутриклеточную (г) продукцию АФК нейтрофилами. Используемые концентрации CC на панели а указаны числами
рядом с кривыми в мг/мл. *p<0,05 по сравнению с контролем. #p<0,05 по сравнению с эффектом нативных CC. 



из-за растворения CC, поскольку, при инкубации CC 
в буферных растворах (ФСБ или HEPES-буфер) 
в течение 1 ч количество высвобождаемых Са2+

составляет 6–15 нМ на 0,1–0,25 мг CC.
Далее был проведён ингибиторный анализ

внутриклеточной продукции АФК нейтрофилами
после взаимодействия с CC. Как видно из данных,
представленных на рисунке 3в, внутриклеточная
продукция АФК нейтрофилами в ответ на CC
снижалась в бескальциевой среде, в присутствии 
DPI, PP2, вортманнина, NiCl2, U73122, а также 
в присутствии cyt b, нарушающего внутриклеточную
динамику актина.

Анализ морфологических характеристик
нейтрофилов в присутствии микрочастиц ватерита

Взаимодействие CC с нейтрофилами может
сопровождаться изменением морфологии клеток 
в результате запуска внутриклеточных сигнальных
процессов и реорганизации актинового 
цитоскелета [23]. Далее методом конфокальной
микроскопии была исследована организация

актинового цитоскелета нейтрофилов при действииCC.
Как видно из данных, представленных на рисунке 4а,
в контрольных клетках ярко выражен кортикальный
цитоскелет (по краям клеток) и менее интенсивно
выражено распределение F-актина (цитозольный
цитоскелет) по всей клетке; после инкубации
нейтрофилов с CC наблюдается образование
псевдоподий различной формы, что свидетельствует 
о реорганизации актинового цитоскелета.

Метод проточной цитометрии позволяет
определить широкий спектр параметров: объём и
морфологическую структуру клеток, состояние
мембраны, поверхностные и внутриклеточные
клеточные маркеры и т.д. Величина FSC зависит 
от объёма клетки, в то время как значение SSC,
связанное с такими клеточными параметрами 
как форма ядра, количество и тип цитоплазматических
гранул и шероховатость мембран, зависит 
от морфологии клетки. Известно, что в процессе
активации клетки и изменения её морфологии
величина SSC возрастает [22, 24]. На рисунке 4б
представлено распределение популяции контрольных
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Рисунок 3. Влияние ингибиторов на внеклеточную продукцию Н2О2 нейтрофилами (а), изменение [Ca2+]i
в нейтрофилах (б), внутриклеточную продукцию АФК нейтрофилами (в) при действии CC. Используемые
концентрации: CC – 0,25 мг/мл, DPI – 20 мкМ, PP2 – 100 мкМ, вортманнин – 100 нМ, cyt b – 5 мкМ, NiCl2 – 1 мМ,
метоксиверапамил – 100 мкМ, U73122 – 620 нМ. Используемые концентрации CC на панели б указаны числами
рядом с кривыми в мг/мл, стрелкой отмечен момент добавления CC. #p<0,05 по сравнению с эффектом CC.



клеток и нейтрофилов, проинкубированных с CC 
(0,25 мг/мл, 1 ч при 37°С) по величине SSC. Видно,
что после инкубации нейтрофилов с CC количество
клеток, характеризующихся бóльшими значениямиSSC,
увеличивалось, что может быть обусловлено
адсорбцией и/или поглощением CC [25].Вприсутствии
всех гибридных CC, за исключением CCCS,
морфологические характеристики нейтрофилов
изменялись (рис. 4в). Однако наибольшие изменения
значения SSC регистрировались при действии CCPE,
которые также оказывали наибольший активирующий
эффект на внутриклеточную продукцию АФК 
(тест с H2DCFDA).

ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами были получены и охарактеризованы
гибридные CC с полисахаридами (FU, HE, CS, PE, DS)
для увеличения их стабильности в биологических
системах и эффективного включения в их состав

целевых молекул для разработки средств доставки
лекарственных препаратов [3, 4].

Для предполагаемого применения CC в качестве
специфической транспортной системы биологически
активных молекул решающую роль играет
биосовместимость. Оказалось, что CCDS, CCCS,
CCHE и CCPE не проявляют цитотоксичность 
по отношению к нейтрофилам, которые представляют
собой ключевое звено врождённого иммунитета 
(рис. 1а,б). Среди протестированных гибридных CC
только CCFU оказывали небольшое цитотоксическое
действие (рис. 1). Сам по себе FU не нарушал
целостность мембраны нейтрофилов (рис. 1а), 
что согласуется с данными работы [26], в которой
было показано, что FU не влияет на жизнеспособность
опухолевых и неопухолевых клеточных линий.

При исследовании влияния CC на респираторный
взрыв нейтрофилов оказалось, что сами по себе CC
способны активироватьNADPH-оксидазу нейтрофилов
(тест с H2DCFDA и со скополетином).Продукция АФК

ВЛИЯНИЕ ГИБРИДНЫХ МИКРОЧАСТИЦ ВАТЕРИТА НА НЕЙТРОФИЛЫ

234

Рисунок 4. Влияние нативных и гибридных CC на морфологические характеристики нейтрофилов: 
а – организация актинового цитоскелета в контрольных клетках и в нейтрофилах, проинкубированных с CC 
(0,25 мг/мл); б – распределение контрольных клеток и нейтрофилов, проинкубированных с CC (0,25 мг/мл), 
по величине SSC; в – количество нейтрофилов в гейте Р2 в контроле, а также после инкубации с нативными или
гибридными CC (0,25 мг/мл). *p<0,05 по сравнению с контролем. #p<0,05 по сравнению с эффектом нативных CC.
Масштабная линейка на панели а – 10 мкм. 



нейтрофилами снижалась в присутствии DPI —
ингибитора сборки NADPH-оксидазы, а также 
в присутствии ингибиторов нерецепторных
тирозинкиназ семейства Src, PI3K и PLC (рис. 3а,в).
Продукция АФК нейтрофилами при действии CC
снижалась в присутствии блокатора Са2+-каналов 
Т-типа NiCl2. Кроме того, тест со скополетином
выявил снижение продукции АФК нейтрофилами 
при действии CC в присутствии метоксиверапамила —
блокатора Са2+-каналов L-типа. Флуоресцентным
методом с применением фура-2АМ было выявлено
увеличение [Сa2+]i в нейтрофилах. Ранее была
показана способность другого изоморфа СаСО3
(арагонита) повышать [Ca2+]i в клетках [27]. 

Тест с H2DCFDA показал, что активация 
NADPH-оксидазы в мембране эндо/фагосом 
в ответ на CC снижалась также в присутствии cyt b —
ингибитора реорганизации актинового цитоскелета
(рис. 3в). Возможно, CC, размеры которых 
превышают 1 мкм, могут поглощаться нейтрофилами
путём макропиноцитоза [23]. Так, активация
нейтрофилов при действии CC сопровождалась 
также полимеризацией актина с образованием
филлоподий у одного края клетки (рис. 4а), 
что является одним из этапов инвагинации
плазматической мембраны и образования везикул [28].
Кроме того, после инкубации нейтрофилов с CC
увеличивалось количество клеток, имеющих бóльшую
величину SSC (рис. 4б,в), (т.е. имеющих более
высокие рассеивающие свойства), что свидетельствует
об изменении морфологии нейтрофилов в результате
активации процессов реорганизации цитоскелета и
возможном захвате CC клетками [25]. Однако 
для подтверждения проникновения CC в нейтрофилы
необходимы дополнительные исследования.

Подобно нативным CC, гибридные CC также
инициировали продукцию АФК нейтрофилами.
Следует, однако, отметить, что в отличие 
от нативных CC, эффект CCHE на генерацию Н2О2
в тесте со скополетином был выше, а CCPE — ниже.
При исследовании влияния гибридных CC 
на продукцию АФК внутри клеток (тест с H2DCFDA)
было выявлено, что CCPE оказывают 
наибольший стимулирующий эффект. Как и в случае 
с нативными CC, после добавления всех
исследованных гибридных CC, за исключением CCDS,
было отмечено увеличение количества нейтрофилов,
характеризующихся бóльшими значениями 
величины SSC, что свидетельствует об изменении
морфологических характеристик клеток. Количество
нейтрофилов, характеризующихся бóльшими
величинами SSC, было выявлено в образце,
проинкубированном с CCPE, при действии которых
была зарегистрирована наиболее сильная
внутриклеточная продукция АФК.

Различия в действии гибридных CC на активацию
нейтрофилов могут быть обусловлены вкладом
разных по природе полисахаридов, входящих 
в их состав. Так, при действии всех полисахаридов, 
за исключением PE, было выявлено небольшое,
однако достоверное увеличение скорости окисления
скополетина. Что касается продукции АФК внутри

клеток, которую регистрировали с применением
H2DCFDA, то её достоверное увеличение было
отмечено при действии всех полисахаридов. 
Согласно данным литературы [29, 30], полисахариды
могут связываться с т.н. образ-распознающими
рецепторами (паттерн-рецепторами) и запускать
внутриклеточные сигнальные каскады, опосредующие
функциональные ответы клеток. Известна, например,
иммуномодулирующая активность FU: задержка
апоптоза нейтрофилов и индукция выработки ими
провоспалительных цитокинов [31, 32], усиление
TNF-α-индуцированного образования НВЛ [33],
праймирование респираторного взрыва фагоцитов [34],
усиление фагоцитарной активности макрофагов [35].
При действии HE выявляется стимуляция продукции
АФК нейтрофилами [36] и моноцитами [37]. Показано
связывание HE с изолированными нейтрофилами и
стимуляция выхода из клеток МПО [38]. Нейтрофилы,
выделенные из крови, стабилизированной HE,
характеризовались увеличенной [Ca2+]i и усиленной
активацией в ответ на РМА [39]. При действии PE
регистрируется усиление миграции нейтрофилов,
повышение их фагоцитарной активности и
образование АФК в этих клетках [40, 41].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Включение биополимеров в CC не только
изменяет физико-химические свойства самих CC [2–6],
но и позволяет модулировать функции нейтрофилов.
Гибридные CC, способные усиливать продукцию АФК
в цитозоле нейтрофилов (например, CCHE), 
могут быть использованы для разработки 
на их основе средств доставки антибактериальных и
противовирусных препаратов, что может усиливать 
их действие за счёт дополнительной активации
нейтрофилов. С другой стороны, CCPE представляют
интерес для доставки лекарственных средств 
в воспалённые ткани без высвобождения АФК 
во внеклеточное пространство.
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EFFECT OF HYBRID VATERITE MICROPARTICLES 
WITH VARIOUS POLYSACCHARIDES ON NEUTROPHILS ACTIVITY
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Carriers based on natural biominerals attract much attention in the context of the development 
of new drug delivery systems. In this study, the effects of native (CC) and hybrid vaterite microparticles with 
the inclusion of dextran sulfate (CCDS), chondroitin sulfate (CCCS), heparin (CCHE), fucoidan (CCFU), and 
pectin (CCPE) have been investigated on the viability and functional activity of neutrophils. Among the tested
preparations, only CCFU exhibited a slight cytotoxic effect. Native CC stimulated actin cytoskeleton rearrangements
and cell production of reactive oxygen species (ROS), which decreased in the presence of diphenyleneiodonium
chloride (DPI), an inhibitor of NADPH oxidase assembly. The CC-induced NADPH oxidase activation was reduced 
in the presence of inhibitors of non-receptor tyrosine kinases of the Src family, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K),
and phospholipase C (PLC). Similar to native CC, hybrid vaterite microparticles also initiated ROS production 
by neutrophils. After addition of CC and hybrid vaterite microparticles (except CCDS), an increase in the number 
of neutrophils characterized by higher values of the side scattering value was detected thus indicating 
a change in the morphological characteristics of the cells. Given the ability of hybrid vaterite microparticles 
with polysaccharides to activate neutrophil NADPH oxidase, they could be promising systems for the delivery 
of antibacterial and antiviral drugs.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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