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НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 
МАГНИТНЫХ НАНОЧАСТИЦ ФЕРРИГИДРИТА (IN VITRO)
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Резюме. В статье описываются результаты исследования по оценке воздействия магнитных на-
ночастиц ферригидрита на нейтрофильные гранулоциты крови человека (in vitro) для определения 
биосовместимости и экотоксичности. Объектами исследования являлись нейтрофильные грануло-
циты крови, выделенные у 29 условно здоровых доноров крови и наночастицы, доза препаратов в 
минимальной концентрации составила 25 мг и в максимальной – 50 мг на 106 клеток в 1 мл. В работе 
использован золь наночастиц ферригидрита, полученный биогенным синтезом в результате культи-
вирования микроорганизмов Klebsiella oxytoca. Функциональную активность нейтрофильных гра-
нулоцитов крови определяли с помощью люминол-зависимой хемилюминесценции. Наночастицы 
вносили в опытные пробы непосредственно перед хемилюминесцентным анализом, а также после 
инкубации в течение 30 минут при температуре 37 °С. В результате оценки раннего ответа нейтро-
фильных гранулоцитов на воздействие максимальной концентрации НЧ in vitro было обнаружено 
статистически достоверное уменьшение в 1,6 раза интенсивности, в 2,1 раза площади под кривой 
в зимозан-индуцированной хемилюминесцентной реакции, а также в 2,3 раза индекса активации. 
При оценке позднего ответа нейтрофильных гранулоцитов на воздействие максимальной концентра-
ции наночастиц in vitro было обнаружено статистически достоверное снижение времени выхода на 
пик в 10 раз спонтанной хемилюминесцентной реакции, а также происходит значительное снижение 
максимальной интенсивности в 6 раз и в 5,6 раза снижается площадь под кривой зимозан-индуци-
рованной хемилюминесценции при воздействии НЧ. При снижении в 3,7 раза индекса активации. 
Установлено, что наночастицы ферригидрита интенсивно снижают функциональную активность 
нейтрофильных гранулоцитов. Интенсивность воздействия повышается при предварительной инку-
бации клеток с НЧ. При этом кратковременный эффект НЧ на нейтрофильные гранулоциты может 
быть модулирующим и зависит от исходного уровня реактивности клеток. Выявлено, что действие 
НЧ реализуется только на активированные клетки.

Ключевые слова: хемилюминесценция, люминол, нейтрофильные гранулоциты, магнитные наночастицы ферригидрита, 
функциональная активность



534

Kolenchukova O.A. et al.
Коленчукова О.А. и др. 

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

CHEMILUMINESCENCE ACTIVITY OF NEUTROPHIL 
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Abstract. The article presents the results of studying and evaluating the impact of magnetic nanoparticles of 
ferrihydrite on neutrophil granulocytes in human blood (in vitro) in order to determine their bio compatibility 
and eco toxicity. The subject soft here search were blood neutrophil granulocytes of 29 conditionally-healthy 
donors of blood, as well as magnetic nanoparticles of ferrihydrite (NP), the preparation dose in minimum 
concentration reached 25 mg, in maximum concentration it reached 50 mg per 106 cells/ml. We implemented 
the sol of magnetic NP, obtained by biogenic synthesis in International Scientific Centre for Studying 
Extreme States of an Organism. Functional activity of blood neutrophil granulocytes has been determined 
by luminol-dependent chemiluminescence. Magnetic NP were introduced into pilot samples straight before 
chemiluminescent analysis, and also after the incubation with in 30 minutes under 37 °С entigrade. As a result 
of thee stimation of the early response of neutrophil granulocytes to the influence of minimum concentration 
of magnetic NP in vitro we found statistically true decrease of the intensity (1.6 times), the area under the 
curve (2.1 times) in zymosan-induced chemiluminescent response, the activation index (2.3 times). When 
evaluating the late response of neutrophil granulocytes to the influence of maximum concentration of magnetic 
NP in vitro we have found statistically true lowering of the time of reaching the peak (10 times) of spontaneous 
chemiluminescence. More over we marked consider able lowering of maximum intensity 6 times and the 
reduction of the area under the curve of zymosan-induced chemiluminescence 5.6 times under the influence of 
magnetic NP under the lowering of activation index 3.7 times. The authors determined that magnetic NP were 
intensively decreasing the functional activity of neutrophil granulocytes. The intensity of the impact is higher 
under the preliminary incubation of the cells with magnetic NP. At the same time, short effect of magnetic 
NP to neutrophil granulocytes can be a modulating one and depends on the initial level of cell reactivity. We 
revealed that magnetic NP influence concerns only activated cells.

Keywords: chemiluminescence; luminol; neutrophil granulocytes; magnetic nanoparticles of ferrihydrite; respiratory explosion

Введение
Во всем мире растет внимание к перспективам 

развития нанотехнологий. Наиболее активно раз-
вивающимися направлениями наноиндустрии 
являются нанобиология и наномедицина. Разви-
тие нанотехнологий с использованием белковых, 
липидных молекул, нуклеиновых кислот и их 
синтетических аналогов дает возможность соз-
давать новые высокочувствительные и недоро-
гие системы для ранней диагностики и лечения, 
обеспечивающие пролонгированное поступле-
ние лекарственных веществ, целевую доставку 
в определенные органы и клетки-мишени,  улуч-
шение фармакологических свойств препарата, 
снижение эффективной дозы и системной ток-
сичности [7, 10, 11]. 

Несмотря на существующее многообразие 
препаратов, продолжается поиск лекарств, отве-
чающих определенным параметрам: эффектив-

ность, безопасность, биодоступность, стоимость. 
При этом препараты наночастиц железа с их уни-
кальными свойствами (высокая поверхностная 
энергия; устойчивая сорбция биомолекул; из-
менение физико-химических свойств под дей-
ствием физических полей; малые размеры сопо-
ставимые с биомолекулами) открывают широкие 
перспективы для использования наноматериалов 
в терапии различных заболеваний. Особое вни-
мание уделяется биологическому синтезу желе-
зосодержащих наночастиц, что обусловлено био-
логической совместимостью данных объектов 
и возможностью управления внешним магнит-
ным полем [7, 8]. Преимущества микроорганиз-
мов, как потенциальных источников выделения 
наночастиц, заключаются в возможности управ-
ляемого наращивания их биомассы и получения 
наночастиц с заданными свойствами без суще-
ственных энергетических затрат [12].
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Совокупность научных данных о наноматери-
алах указывает на то, что они относятся к новому 
классу продукции, и характеристика их потен-
циальной опасности для здоровья человека и со-
стояния среды обитания во всех случаях является 
обязательной. В связи с этим изучение безопас-
ности наноматериалов, создание методологии 
по оценке их биосовместимости, биодеградиру-
емости, токсичности, разработка нормативных 
документов являются актуальными проблемами 
для мирового сообщества [3, 9]. 

Таким образом целью исследования является 
оценка воздействия магнитных наночастиц фер-
ригидрита на нейтрофильные гранулоциты кро-
ви человека (in vitro) для определения их биосов-
местимости и экотоксичности.

Материалы и методы
Объектами исследования являлись нейтро-

фильные гранулоциты крови, выделенные у 29 
условно здоровых доноров крови и наночасти-
цы ферригидрита (НЧ), концентрацию которых 
рассчитывали исходя из минимального и макси-
мального количества железосодержащих веществ 
в организме человека [6]. В связи с этим доза пре-
паратов в минимальной концентрации составила 
25 мг, в максимальной – 50 мг на 106 клеток в 1 мл. 
В работе использован золь магнитных наноча-
стиц ферригидрита, полученный из биомассы 
бактерий продуцентов Klebsiella oxytoca. Данный 
вид бактерии в анаэробных условиях способен 
синтезировать секреторный экзополисахарид, 
который связан с наночастицами ферригидри-
та [2, 13]. Использованная бактериальная куль-
тура была выделена из сапропеля озера Боровое 
(Красноярский край) [5, 13].

Оценку состояния здоровья доноров и забор 
крови осуществляли на базе Центра крови № 1. 
Перед процедурой забора крови донору предо-
ставляли форму информационного согласия 
на участие в научно-исследовательской работе.

Респираторный взрыв нейтрофильных 
гранулоцитов крови определяли с помощью 
хемилю минесцентного анализа. Исследование 
спонтанной и зимозан-индуцированной люми-
нол-зависимой хемилюминесценции (ХЛ) осу-
ществляли с помощью биохемилюминесцент-
ного анализатора “CL3606M” (СКТБ «Наука», 
г. Красноярск) [4]. Результаты хемилюминес-
центного анализа характеризовали по следую-
щим параметрам: время выхода на максимум ин-
тенсивности (Tmax), максимальное значение 
интенсивности (Imax) и площадь (S) под хеми-
люминесцентной кривой. Усиление ХЛ, индуци-
рованной зимозаном, оценивали соотношением 
площади индуцированной (Sинд.) к площади 
спонтанной (Sспонт.) и определяли как индекс 
активации (ИА) [1].

Оценку воздействия наночастиц на нейтро-
фильные гранулоциты (in vitro) проводили с по-
мощью определения раннего и позднего хемилю-
минесцентного ответа.

Оценка респираторного взрыва клеток при 
контакте с наночастицами (ранний ответ, про-
токол № 1): наночастицы вносили в опытные 
пробы непосредственно перед хемилюминес-
центным анализом в концентрациях 25 мг и 50 
мг на 106 клеток в 1 мл. Для каждой концентра-
ции готовили 2 кюветы для исследования спон-
танной/зимозан-индуцированной реакции. 
Для сравнения – хемилюминесцентную актив-
ность измеряли в нейтрофильных гранулоцитах 
без воздействия НЧ (контроль). Далее проводили 
хемилюминесцентный анализ. 

Оценка респираторного взрыва клеток при 
длительном контакте с наночастицами (поздний 
ответ, протокол № 2): наночастицы в концентра-
циях 25 мг и 50 мг на 106 клеток в 1 мл вносили 
к нейтрофильным гранулоцитам. Суспензии ин-
кубировали в течение 30 минут при температуре 
37 °С. Для каждой концентрации готовили 2 кю-
веты для исследования спонтанной/зимозан-ин-
дуцированной реакции. Для сравнения нейтро-
фильные гранулоциты инкубировали в течение 
30 минут при температуре 37 оC без воздействия 
НЧ (контроль). Далее проводили хемилюминес-
центный анализ. 

Cтатистический анализ осуществлял-
ся с помощью пакетов прикладных программ 
Statistica 6.1 (StatSoft Inc., 2007). Описание вы-
борки производили с помощью подсчета меди-
аны (Ме) и интерквартильного размаха в виде 
25 и 75 процентилей (Q0,25-Q0,75). Достоверность 
различий между показателями независимых вы-
борок оценивали по непараметрическому кри-
терию Манна–Уитни. Достоверность различий 
между показателями зависимых выборок оцени-
вали по U-критерию Вилкоксона.

Результаты и обсуждение
С помощью люминол-зависимой хемилюми-

несценции определяли базовую активность кле-
ток и резервные возможности нейтрофильных 
гранулоцитов при воздействии на них неспеци-
фического индуктора в виде зимозана. Исследо-
вана способность нейтрофильных гранулоцитов 
к образованию общего пула вторичных радика-
лов кислорода (H2O2, .OH, 1O2, HClO).

При исследовании раннего хемилюминес-
центного ответа нейтрофильных гранулоцитов на 
воздействие наночастиц in vitro в минимальной 
концентрации (25 мг на 106 клеток в 1 мл) не было 
выявлено достоверных различий с контрольной 
группой. Таким образом, было отмечено, что 
уровень респираторного взрыва нейтрофильных 
гранулоцитов не изменяется при воздействии НЧ 
в минимальной концентрации.
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В результате оценки раннего ответа нейтро-
фильных гранулоцитов на воздействие макси-
мальной концентрации НЧ (50 мг на 106 клеток 
в 1 мл) in vitro было обнаружено статистически 
достоверное уменьшение в 1,6 раза показателей 
интенсивности реакции в зимозан-индуциро-
ванном процессе (рис. 1А). Также достоверно 
в 2,1 раза снижалась площадь под кривой хеми-
люминесцентной реакции, стимулированной зи-
мозаном, относительно контроля (рис. 1Б). При 
определении усиленной ХЛ отмечено снижение 
ИА в 2,3 раза при воздействии наночастицами 
(рис. 2А).

При оценке позднего ответа нейтрофильных 
гранулоцитов на воздействие НЧ в минимальной 
концентрации (25 мг на 106 клеток в 1 мл) также 
не обнаружено статистически значимых резуль-
татов. При воздействии максимальной концен-
трации НЧ (50 мг на 106 клеток в 1 мл) на нейтро-
фильные гранулоциты in vitro было обнаружено 

статистически достоверное снижение показате-
ля, характеризующего время выхода на пик (в 10 
раз) в спонтанной хемилюминесцентной реакции 
(рис. 3A), и в 6 раз – показателя максимальной 
интенсивности хемилюминесцентного процесса 
в нагрузочных тестах (рис. 3Б). Хемилюминес-
центный показатель, описывающий площадь 
под кривой зимозан-индуцированной реакции, 
снижался в 5,6 раза после инкубации нейтро-
фильных гранулоцитов с НЧ (рис. 3В). Также при 
длительном воздействии НЧ in vitro происходило 
снижение в 3,7 раза ИА (рис. 2Б).

Взаимодействие наночастиц с биологически-
ми объектами может приводить к их встраиванию 
в мембраны, проникновению в клетки и клеточ-
ные органеллы и даже изменять функции различ-
ных биологических структур. Все эти свойства 
наночастиц определяет их биокинетика и биоло-
гическая активность [7, 10]. 

Рисунок 1. Показатели зимозан-индуцированной 
хемилюминесценции нейтрофильных гранулоцитов 
при воздействии НЧ in vitro (протокол № 1)
Примечание. А – максимальная интенсивность. Б – площади 
под кривой. 
Figure 1. Results zymosan-induced chemiluminescence of 
neutrophil granulocytes under the influence of magnetic NP 
in vitro (protocol No. 1)
Note. A, maximum intensity. B, area.

Рисунок 2. Индекс активации хемилюминесценции 
нейтрофильных гранулоцитов при воздействии НЧ  
in vitro 
Примечание. А – протокол № 1. Б – протокол № 2.
Figure 2. Activation index chemiluminescence of neutrophil 
granulocytes under the influence of magnetic NP in vitro
Note. A, protocol No. 1. B, protocol No. 2.

А (A) А (A)

Б (B) Б (B)
Контроль
Control

p = 0,014

30000

25000

20000

15000

10000

5000

0
НЧ
NP

ilm
ax

iS
ma

x

Контроль
Control

p = 0,009

35

30

25

20

15

10

5

0
НЧ
NP

ИА IA

Контроль
Control

p = 0,006

1200000

100000

800000

600000

400000

200000

0
НЧ
NP

Контроль
Control

p = 0,009

35

30

25

20

15

10

5

0
НЧ
NP

ИА IA



537

2020, Vol. 22,  3
2020, Т. 22, № 3 Нейтрофилы при воздействии наночастиц

Neutrophils in response to nanoparticles

Поверхности наночастиц, обеспечивающие 
взаимодействие с окружающей средой, являются 
областями, где происходит генерация свободных 
радикалов. Генерация свободных радикалов, ин-
дуцирующая оксидативный стресс, по современ-
ным представлениям, является одним из основ-
ных механизмов токсичности наноматериалов 
in vivo [9]. Генерация свободных радикалов может 
протекать как во внеклеточном пространстве, 
так и при попадании наночастиц внутрь клет-
ки. На первом этапе ответа клеток происходит 
активация противоокислительного потенциала 
клеток, способствующая их защите от реактив-
ных форм кислорода [3]. Следовательно, первой 
реакцией на наночастицы в клетках является 
включение защитного механизма, направленного 
на снижение концентрации свободных радика-
лов. На что и указывает низкий уровень позднего 
ответа спонтанной и зимозан-индуцированной 
хемилюминесценции нейтрофильных гранулоци-
тов на воздействие НЧ in vitro и отражает низкую 
концентрацию активных форм кислорода и, та-
ким образом, снижение метаболической актив-
ности клеток при длительном воздействии НЧ. 

Заключение
Установлено, что при воздействии НЧ на клет-

ку значительно снижается интенсивность окси-
дации. Уровень свободнорадикального окисле-
ния снижается при предварительной инкубации 
клеток с НЧ. При этом кратковременный эффект 
НЧ может быть модулирующим и зависеть от ис-
ходного уровня реактивности клеток. Уникаль-
ная особенность НЧ состоит в том, что сниже-
ние оксидативного стресса при их воздействии 
происходит исключительно в стимулирован-
ной реакции. Таким образом, можно отметить, 
что действие НЧ реализуется преимуществен-
но на активированные клетки. Поскольку на-
ночастицы могут накапливаться и достаточно 
длительное время сохраняться в организме, а их 
взаимодействие с биологическими объектами 
в значительной мере определяется свойствами 
наночастиц, становится очевидной необходи-
мость проведения исследований этих процессов 
на системном уровне и привлечение методов 
предсказания свойств наночастиц и моделиро-
вания механизмов взаимодействия наночастиц 
с биологическими молекулами и системами. 

Рисунок 3. Показатели хемилюминесценции 
нейтрофильных гранулоцитов при воздействии НЧ  
in vitro (протокол № 2)
Примечание. А – время выхода на пик в спонтанном 
процессе. Б – максимальная интенсивность в зимозан-
индуцированном процессе. В – площадь под кривой 
в зимозан-индуцированном процессе.
Figure 3. Results chemiluminescence of neutrophil granulocytes 
under the influence of magnetic NP in vitro (protocol No. 2)
Note. A, time of reaching the peak of spontaneous chemiluminescence. 
B, maximum intensity in zymosan-induced chemiluminescence. C, area 
in zymosan-induced chemiluminescence.
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В (C)
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