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НА ИХ КОЛИЧЕСТВО И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ
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Резюме. Несмотря на множество разнообразных методов выделения нейтрофилов из перифериче-
ской крови, сохраняется актуальной проблема получения достаточного количества жизнеспособной 
клеточной популяции высокой степени чистоты для количественного определения нейтрофильных 
цитокинов и экспрессии их мРНК. Рекомендуемые многоэтапные способы очистки нейтрофилов 
значительно увеличивают по времени продолжительность процесса выделения, могут приводить к 
активации или апоптозу клеток и сопровождаются их значительными потерями. Наиболее критич-
ным по продолжительности и количеству дополнительных разнообразных манипуляций с клетками 
является этап предварительной очистки нейтрофилов. В связи с этим актуальным вопросом является 
сравнение различных методов предварительной изоляции нейтрофилов и выбор наиболее оптималь-
ного из них для получения достаточного количества жизнеспособных периферических нейтрофи-
лов, что и явилось целью данной работы. Нами были изучены особенности влияния трех различных 
протоколов предварительного выделения клеточной взвеси (центрифугирование цельной крови на 
одинарном градиенте плотности с последующим осаждением эритроцитов декстраном; центрифуги-
рование цельной крови на двойном градиенте плотности; быстрое выделение лейкоцитов с использо-
ванием реагента, способствующего агрегации эритроцитов) на количество и жизнеспособность ней-
трофилов, очищенных на заключительном этапе с использованием негативной иммуномагнитной 
селекции. Установлено, что процедура предварительного выделения нейтрофилов для последующей 
иммуномагнитной изоляции влияет на их количество и жизнеспособность: максимальное количество 
жизнеспособных нейтрофилов получается при их выделении традиционным методом центрифугиро-
вания крови на градиенте плотности с последующим осаждением эритроцитов декстраном. В то же 
время исследуемые нами три разных метода предварительного выделения нейтрофилов не показали 
статистически значимых различий по количественному выходу жизнеспособных клеток после им-
муномагнитной изоляции, что предполагает использование любого из этих методов в зависимости 
от возможностей и предпочтений исследователей. В целом наша работа подтверждает данные лите-
ратуры о том, что многоступенчатый процесс изоляции нейтрофилов позволяет получить клеточную 
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взвесь высокой степени чистоты (> 99,1%), которую можно использовать в дальнейшем для исследо-
вания их цитокин-секретирующей активности. Однако такая многоступенчатая изоляция значитель-
но снижает количество нейтрофилов, что может быть критичным при исходно малых объемах крови.

Ключевые слова: нейтрофилы, цитокин-секретирующая активность, изоляция, градиентное центрифугирование, 
иммуномагнитная селекция, декстран, гидроксиэтилкрахмал

EFFECT OF MULTISTAGE ISOLATION OF NEUTROPHILS 
ON THEIR COUNTS AND VIABILITY
Shvydchenko I.N.a, b, Bykovskaya E.Yu.c, Golubtsov V.V.b
a Kuban State University of Education, Sport and Tourism, Krasnodar, Russian Federation  
b Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
c Children’s Regional Clinical Hospital, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. Despite numerous separation methods of neutrophils from peripheral blood, isolation of sufficient 
quantities of high-purity viable cells for quantitative determination of neutrophil cytokines and their mRNA 
expression still remains an actual issue. The recommended multi-step purification methods significantly 
prolong the cell isolation process, potentially leading to cell activation or apoptosis and resulting in significant 
cell loss. Preliminary purification of neutrophils is the most critical stage in terms of time spent, and several 
additional manipulations with cells. To address this challenge, our study aimed to compare various methods 
of preliminary neutrophil isolation in order to select the optimal approach to obtaining a sufficient number of 
viable peripheral neutrophils. 

We studied the effects of three different protocols for preliminary isolation of cell suspensions: (a) 
centrifugation of whole blood at a single-step density gradient followed by sedimentation of red blood cells 
with dextran; (b) centrifugation of whole blood on a double density gradient; (c) rapid isolation of leukocytes 
using a reagent that promotes red blood cell aggregation. The cell counts and viability of purified neutrophils 
were tested at the final stage using negative immunomagnetic selection. Our study has shown that the methods 
used for preliminary neutrophil isolation significantly affect both the number and viability of the cells. The 
highest number of viable neutrophils was obtained using a conventional method of blood centrifugation at a 
density gradient followed by dextran sedimentation of red blood cells. However, the three studied methods of 
preliminary neutrophil isolation did not show statistically significant differences with respect to quantitative 
yield of viable cells after immunomagnetic isolation. These findings suggest that any of these methods may 
be applied, depending on capabilities and preferences of the researchers. In summary, our findings confirm 
previous studies indicating that the multistep process of neutrophil isolation allows for obtaining a high-purity 
cell suspension (> 99.1%) which can be used in future studies of their cytokine-secreting activity. However, such 
multi-stage isolation significantly reduces the yield of neutrophils, thus being critical for studying of initially 
small blood volumes.

Keywords: neutrophils, cytokine-secreting activity, isolation, gradient centrifugation, immunomagnetic selection, dextran, 
hydroxyethyl starch
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Введение
Функционирование нейтрофилов, количе-

ственно преобладающей популяции лейкоцитов 
в острой фазе развития воспаления, имеет крити-
ческое значение в антибактериальной защите [9, 
28, 33, 34]. Наряду с эфферентными функциями 

нейтрофилы являются важным фактором регу-
ляции врожденного и адаптивного иммунитета, 
благодаря своей способности синтезировать и 
секретировать широкий спектр цитокинов и хе-
мокинов. Цитокин-продуцирующая активность 
нейтрофилов обеспечивает также их функцио-
нальное участие в различных физиологических и 
патологических процессах, таких как кроветво-
рение, ангиогенез, тканевая репарация, аутоим-
мунные и опухолевые заболевания [11, 13, 17, 29, 
30, 31, 32]. 
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В настоящее время методология исследований 
цитокин-секретирующей функции нейтрофилов 
широко описана в научной литературе [43]. При 
этом сохраняется актуальной проблема стандар-
тизации и валидации методов выделения жизне-
способной клеточной взвеси для количественно-
го определения нейтрофильных цитокинов.

Изучение нейтрофилов периферической крови 
ex vivo всегда сталкивается с методологическими 
проблемами, обусловленными их физиологиче-
скими особенностями, такими как ограниченная 
продолжительность жизни и невозможность дли-
тельного культивирования in vitro, вследствие на-
хождения на терминально дифференцированной 
стадии клеточного развития [6, 42]. Кроме того, 
нейтрофилы являются чрезвычайно чувствитель-
ными клетками и активируются при воздействии 
практически любых физико-химических раздра-
жителей и даже следовых количеств таких аген-
тов, как липополисахарид (ЛПС). В связи с этим 
процесс выделения нейтрофилов из перифериче-
ской крови должен быть по возможности очень 
быстрым и проходить с тщательно подобранны-
ми условиями (апирогенная посуда и реагенты, 
полипропиленовые пробирки, физиологическое 
рН среды и отсутствие двухвалентных катионов, 
температура, параметры центрифугирования и 
пр.) для исключения искусственной активации 
и/или апоптоза клеток [7, 21, 24, 26]. 

Кроме ограниченной жизнеспособности и 
потенциальной возможности активации и/или 
апоптоза нейтрофилов в процессе выделения при 
изучении механизмов нейтрофильной секреции 
цитокинов и экспрессии их мРНК перед иссле-
дователями встает еще одна не менее важная про-
блема, связанная с чистотой выделенной нейтро-
фильной взвеси. Данная проблема обусловлена 
тем, что нейтрофилы человека содержат в 10-20 
раз меньше общей РНК, чем другие лейкоци-
ты [44], и, соответственно, в пересчете на одну 
клетку обычно секретируют чрезвычайно мало 
цитокинов, в отличие от основных продуцен-
тов – моноцитов/макрофагов, лимфоцитов или 
дендритных клеток [46, 50]. Установлено, что 1% 
мононуклеарных клеток в нейтрофильной взвеси 
дает 30% контаминирующей РНК [44]. Исключе-
ние составляют такие цитокины, как антагонист 
рецептора интерлейкина 1 (interleukin-1 receptor 
antagonist, IL-1ra), B-клеточный активирующий 
фактор (B-cell activating factor, BAFF), фактор ро-
ста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth 
factor, VEGF), и хемокиновые (С-С) лиганды 19 и 
23 (chemokine (C-C motif) ligand, CCL19, CCL23), 
секреция которых нейтрофилами может быть 
довольно значительной [4, 38, 39, 40]. В связи с 
этим показано, что для правильной и надежной 
количественной оценки профилей продуциру-

емых цитокинов, или генов, экспрессируемых 
нейтрофилами в состоянии покоя или при их ак-
тивации, обязательна работа с клеточными попу-
ляциями чрезвычайно высокой чистоты [12, 43]. 

Самым первым и наиболее распространенным 
из известных методов выделения нейтрофилов 
является метод, предложенный в 1968 г. Boyum A. 
и соавт. [10], который был в последующем моди-
фицирован Ferrante A. и Thong Y.H. (1980) [16]. 
Процедура состоит из наслоения цельной крови 
на среду с градиентом плотности раствора поли-
сахарида, центрифугирования, отделения слоя 
нейтрофилов от эритроцитов при помощи дек-
страновой седиментации и лизиса остаточных 
эритроцитов. Принцип данного метода лежит в 
основе разнообразных последующих модифика-
ций, включающих, в том числе использование 
двойного градиента плотности для более быстро-
го и чистого отделения нейтрофилов [1, 2, 3, 14, 
18]. Одностадийное центрифугирование цель-
ной крови на градиенте плотности с использо-
ванием коммерчески доступных сред, таких как 
Фиколл-Пак (Ficoll-Paque) или Полиморфпреп 
(Polymorphprep), представляющих собой смесь 
метризоата натрия и декстрана, позволяет полу-
чить нейтрофилы с чистотой клеточной взвеси 
приблизительно 94-98% [15, 27, 35]. Достаточно 
низкий процент (2-6%) контаминирующих кле-
ток, присутствующих в суспензиях нейтрофилов 
после использования методов изоляции на гра-
диенте плотности, часто считается приемлемым 
уровнем загрязнения для большинства исследо-
ваний, связанных с изучением их реактивности. 
В то же время данный уровень загрязнения пред-
ставляет собой потенциальную проблему при 
количественном изучении цитокин-секретиру-
ющей функции нейтрофилов с использованием 
иммуноферментного анализа (ИФА) и таких вы-
сокотехнологических методов, как количествен-
ная полимеразная цепная реакция (ПЦР) или 
секвенирование РНК (RNA-Seq). 

Основными контаминирующими клетками в 
нейтрофильной взвеси, выделенной с помощью 
градиентного центрифугирования, являются эо-
зинофилы и лимфоциты, в меньшей степени – 
моноциты и другие гранулоциты [25, 47]. Уровень 
лейкоцитарной контаминации, кроме того, зави-
сит от донора и часто также от технических навы-
ков исследователя. Показано, что процент конта-
минирующих клеток в препаратах нейтрофилов, 
выделенных с использованием Polymorphprep, 
может варьировать от 1% до 17% в отдельных об-
разцах крови здоровых людей [15].

Современные методы иммуномагнитной изо-
ляции с использованием магнитных наночастиц, 
связанных с моноклональных антителами к ней-
трофильным маркерам (позитивная иммуно-
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магнитная селекция), или антителами к марке-
рам контаминирующих лейкоцитов (негативная 
иммуномагнитная селекция) позволяют быстро 
получать обогащенную нейтрофильную кле-
точную взвесь высокой степени чистоты [6, 25, 
26]. В настоящее время использование негатив-
ной иммуномагнитной селекции нейтрофилов 
является общепризнанным подходом при про-
ведении исследований, связанных с изучением 
нейтрофильной секреции цитокинов и экспрес-
сии их мРНК [12, 43, 44, 45]. Различные коммер-
ческие одноэтапные наборы, предназначенные 
для быстрой иммуномагнитной изоляции пери-
ферических нейтрофилов, в своих технических 
описаниях указывают чистоту нейтрофильной 
взвеси в диапазоне 98-99%. Однако даже такая 
чистота клеточной взвеси не всегда гарантирует 
отсутствие ложноположительных результатов. 
Так, анализируя экспрессию мРНК и продукцию 
цитокинов в ответ на R848 (синтетический ими-
татор вирусной одноцепочечной РНК, распоз-
наваемой Toll-подобным рецептором (TLR) 8) 
нейтрофилами, выделенными с использованием 
метода одноэтапной иммуномагнитной очистки, 
F. Calzetti и соавт. (2017) получили много ложно-
положительных результатов, наиболее значимы-
ми из которых являются продукция IL-10 и экс-
прессия IL-6 мРНК, источником которых, как 
выяснили авторы, оказались не нейтрофилы, а 
контаминирующие slan+CD16+ моноциты, при-
сутствующие в клеточной взвеси в очень малом 
количестве (0,1%-0,6%) [12]. 

Значительную роль в «вопросе нейтрофиль-
ной контаминации» при оценке цитокин-се-
кретирующей функции нейтрофилов играют 
стимулирующие условия. Показано, что про-
цесс одноэтапной быстрой иммуномагнитной 
очистки оказывается вполне достаточным в от-
ношении аккумуляции и продукции мРНК IL-8 
или экспрессии мРНК фактора некроза опухо-
ли альфа (tumor necrosis factor alpha, TNFa) при 
инкубации нейтрофилов с TNFa. А наиболее 
строгие требования к чистоте клеточной взвеси 
предъявляются при стимуляции нейтрофильных 
популяций агонистами TLRs [43]. В связи с этим 
в таких экспериментах настоятельно рекоменду-
ется многоэтапная очистка нейтрофилов с пред-
варительным выделением нейтрофильной взвеси 
на градиенте плотности и последующим этапом 
иммуномагнитной изоляции [12, 43].

Критическим моментом многоступенчатой 
очистки является появление дополнительных 
разнообразных манипуляций с клетками, что 
увеличивает по времени продолжительность про-
цесса выделения и может влиять на жизнеспособ-
ность нейтрофилов и их активационный статус, 
приводя в итоге к значительной потере клеток. 

В связи с этим актуальным вопросом является 
сравнение различных методов предварительной 
изоляции нейтрофилов и выбор наиболее опти-
мального из них для получения достаточного ко-
личества жизнеспособных периферических ней-
трофилов, что и явилось целью данной работы. 

Материалы и методы
Примечание: нейтрофилы были выделены из 

венозной крови здоровых доноров. Доноров кро-
ви невозможно было идентифицировать, не было 
никакого взаимодействия с живыми людьми или 
знания идентифицируемой личной информации. 

Донорская кровь в вакуумных одноразовых 
пробирках с ЭДТА доставлялась в лабораторию не 
позднее 2-3 часов после ее забора. Процедуры по 
изоляции нейтрофилов проводили с использова-
нием стерильных растворов, посуды и расходных 
материалов, полипропиленовых пробирок. Перед 
проведением негативной иммуномагнитной се-
лекции обогащенную нейтрофилами клеточную 
взвесь выделяли из цельной крови, используя три 
различных протокола, а именно: 1) центрифуги-
рование цельной крови на одинарном градиенте 
плотности (1,077 г/ мл) с последующим осажде-
нием эритроцитов декстраном – NeuG1/D; 2) 
центрифугирование цельной крови на двойном 
градиенте плотности (1,119/1,077 г/ мл) – NeuG2; 
3) быстрое выделение лейкоцитов с использова-
нием реагента, способствующего агрегации эри-
троцитов, HetaSep (StemCell Technologies, Кана-
да, #07906) – NeuHS.

1) Выделение нейтрофилов центрифугиро-
ванием цельной крови на одинарном градиенте 
плотности (1,077 г/мл) с последующим осажде-
нием эритроцитов декстраном (NeuG1/D), про-
водили с использованием модифицированного 
протокола, любезно предоставленного д-ром 
Federica Calzetti (Университет Вероны, Верона, 
Италия). Венозную кровь, предварительно раз-
бавленную фосфатно-солевым раствором Дуль-
бекко (DPBS, Gibco, #14190169) в соотношении 
4 части крови к 1 части DPBS, наслаивали на 
Гистопак-1077 (Histopaque-1077, Sigma-Aldrich, 
США, #10771) в соотношении 4:3. Центрифуги-
ровали при 400 × g 30 мин при комнатной тем-
пературе. После удаления слоя мононуклеарных 
клеток собирали нейтрофилы, лежащие на по-
верхности эритроцитов, в пробирку, содержащую 
5  мл DPBS. Клетки осаждали центрифугирова-
нием при 250 × g 5 мин при комнатной темпера-
туре, удаляли супернатант. Добавляли к осадку 
8 мл DPBS и 2 мл 4%-ного раствора декстрана 500 
(Sigma-Aldrich, США, #31392) в DPBS. Осторож-
но перемешивали переворачиванием пробирки 
и оставляли клеточную взвесь на 20-30 мин при 
комнатной температуре для седиментации эри-
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троцитов. Обогащенный гранулоцитами супер-
натант переносили в новую пробирку и осажда-
ли центрифугированием при 250 × g 5 мин при 
комнатной температуре. Контаминирующие 
эритроциты удаляли осмотическим лизисом: 
клеточный осадок ресуспендировали в 1,5  мл 
0,2% NaCl; осторожно перемешивали не более 
50-60 сек, затем добавляли 4,5 мл 1,2% NaCl (рас-
творы NaCl готовили из 5М NaCl Sigma, США, 
#s6316) и DPBS до 12 мл, центрифугировали при 
250 × g 5 мин при комнатной температуре и уда-
ляли супернатант. При необходимости процедуру 
повторяли. Ресуспендировали клеточный осадок 
в 1 мл среды DPBS с 2% эмбриональной телячьей 
сывороткой (2%FCS) (StemCell Technologies, Ка-
нада, #07905) и 2мМ EDTA (Sigma-Aldrich, США, 
#ED2P). 

2) Выделение нейтрофилов (гранулоцитов) 
центрифугированием цельной крови на двойном 
градиенте плотности (NeuG2) проводили соглас-
но инструкции к Гистопак-1119 (Histopaque-1119, 
Sigma-Aldrich, США, #11191). В пробирку в соот-
ношении 1:1:2 последовательно наслаивали Ги-
стопак-1119, Гистопак-1077 и венозную кровь, 
предварительно разбавленную DPBS (1:1). Цен-
трифугировали 40 мин при 400 × g при комнатной 
температуре. После удаления слоя мононуклеар-
ных клеток, на границе между двумя градиентами 
плотности собирали нейтрофильное «кольцо» в 
пробирку, содержащую 5 мл DPBS. Клетки осаж-
дали центрифугированием при 250 × g 5 мин при 
комнатной температуре, удаляли супернатант, 
повторно отмывали в 5 мл DPBS с последующим 
центрифугированием и удалением супернатанта. 
При неполном осаждении эритроцитов, прово-
дили их удаление при помощи осмотического ли-
зиса, аналогично способу, описанному выше. Ре-
суспендировали клеточный осадок в среде DPBS 
+ 2%FCS + 2мМ EDTA. 

3) Быстрое выделение лейкоцитов с ис-
пользованием HetaSep (NeuHS). Данный метод 
рекомендуется производителями набора для не-
гативной иммуномагнитной селекции нейтрофи-
лов (StemCell Technologies, Канада). HetaSep со-
держит 6%-ный раствор гидроксиэтилкрахмала 
(ГЭК), стимулирующий агрегацию эритроцитов, 
и используется для быстрого отделения ядро-
содержащих клеток от эритроцитов в цельной 
крови. Согласно инструкции производителя, до-
бавляли 2 мл HetaSep к 10 мл цельной крови (1:5) 
в 15-мл полипропиленовую пробирку и хорошо 
перемешивали. Центрифугировали при 110 × g 6 
мин при комнатной температуре. Оставляли на 
10-15 мин для дальнейшего осаждения эритро-
цитов. Удаляли обогащенный лейкоцитами слой 
плазмы (приблизительно 40% объема) в другую 
пробирку и промывали, добавляя 4 части DPBS 

на 1 часть плазмы с клетками. Центрифугировали 
при 500 × g 10 мин при комнатной температуре. 
Удаляли супернатант, отмывали клетки для уда-
ления тромбоцитов, добавляя 5 мл DPBS и цен-
трифугируя при 120 × g 10 мин при комнатной 
температуре. После удаления надосадочной жид-
кости остаточные эритроциты удаляли осмотиче-
ским лизисом, аналогично способу, описанному 
в первом протоколе. Ресуспендировали клеточ-
ный осадок в среде DPBS + 2%FCS + 2мМ EDTA. 

Клеточная взвесь, выделенная одним из ука-
занных выше способов, на следующем этапе 
подвергалась негативной иммуномагнитной се-
лекции, которую проводили в соответствии с 
инструкцией производителя, используя набор 
для обогащения нейтрофилов человека EasySep 
Human Neutrophil Enrichment Kit (StemCell 
Technologies, Канада, #19257) и магнит PURPLE 
EASYSEP® MAGNET (StemCell Technologies,  Ка-
нада, #18000). Набор содержит покрытые дек-
страном магнитные наночастицы и комбина-
цию моноклональных антител к поверхностным 
антигенам клеток крови человека (CD2, CD3, 
CD9, CD19, CD36, CD56, гликофорин А), биспе-
цифичных к декстрану, что позволяет обеспечить 
«сшивку» контаминирующих клеток с магнитны-
ми наночастицами и их последующее «прилипа-
ние» к стенкам пробирки, помещенной в магнит. 
Очищенная таким образом от контаминирующих 
клеток нейтрофильная взвесь переносится в чи-
стую пробирку.

Подсчет выделенных нейтрофилов с одновре-
менной оценкой их жизнеспособности методом 
эксклюзии трипанового синего на автоматиче-
ском анализаторе клеток TC20 (Bio-Rad, США) 
осуществляли до и после иммуномагнитной изо-
ляции. Количество клеток пересчитывали на 1 
мл цельной крови, используемой для выделения 
нейтрофилов.

Чистоту клеточной взвеси после много-
этапного выделения оценивали с помощью 
FACS-окрашивания клеток на проточном ци-
тофлюориметре BD FACSCanto II с флуорес-
центно конъюгированными антителами к CD66b 
(BD Biosciences, США, #560995) и CD16 (BD 
Biosciences, США, #561927). 

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводился с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 7.0 (StatSoft Inc., 
США). В связи с отсутствием нормального рас-
пределения данных в соответствии с критерием 
Шапиро–Уилка, центральные тенденции и дис-
персии количественных признаков описывали 
медианой (Me) и интерквартильным интервалом 
(25-й и 75-й процентили, Q0,25 и Q0,75). Сравнение 
групп по количественным признакам проводили 
с использованием непараметрических критериев 
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Краскела–Уоллиса для множественных сравне-
ний и Манна–Уитни для сравнения независи-
мых переменных попарно. Непараметрический 
критерий Вилкоксона использовали для сравне-
ния связанных выборок (до и после иммуномаг-
нитной изоляции). Наблюдаемые различия счи-
тались не случайными при p < 0,05. 

Результаты
В первой серии экспериментов на большом 

количестве образцов крови была проведена срав-
нительная оценка влияния трех различных про-
токолов предварительной изоляции нейтрофилов 
на их количество и жизнеспособность. Анализ 
полученных результатов показал, что максималь-
ное количество нейтрофилов получается при их 
выделении методом центрифугирования крови 
на градиенте плотности с последующим осаж-
дением эритроцитов декстраном (NeuG1/D). 
Количество нейтрофилов NeuG1/D превыша-
ло в 2,07 раза (p < 0,05) количество клеток, вы-
деленных с использованием двойного градиента 
плотности (NeuG2), и в 2,67 раза (p < 0,05) – с 
применением HetaSep (NeuHS). Кроме того, 
нейтрофилы NeuG1/D имели повышенную жиз-
неспособность (все p < 0,05) по сравнению с ней-
трофилами NeuG2 и NeuHS (табл. 1). 

Во второй серии экспериментов мы оценивали 
влияние исследуемых протоколов предваритель-
ного выделения нейтрофилов на их количество и 
жизнеспособность до и после проведения после-
дующей иммуномагнитной изоляции. Аналогич-
но первой серии экспериментов максимальное 
количество нейтрофилов на предварительном 
этапе очистки было получено при их выделении с 
использованием протокола центрифугирования 
крови на градиенте плотности с последующим 
осаждением эритроцитов декстраном: количе-
ство нейтрофилов NeuG1/D превышало в 1,96 
раза (p < 0,05) количество нейтрофилов NeuG2, 
выделенных на двойном градиенте плотности, и 
в 2,92 раза (p < 0,05) – количество клеток NeuHS, 
выделенных при помощи HetaSep (табл.  2). По-
сле проведения иммуномагнитной изоляции ко-
личество нейтрофилов во всех трех исследуемых 
группах значительно уменьшилось: NeuG1/D – в 
7,8 раза (p < 0,05), NeuG2 – в 6,7 раза (p < 0,05), 
NeuHS – в 10 раз (p = 0,0679). Несмотря на то, 
что количество нейтрофилов, выделенных на 
предварительном этапе с использованием перво-
го протокола (с декстраном), после иммуномаг-
нитной очистки также существенно превышало 
количество нейтрофилов, изолированных двумя 
другими методами, статистически значимые раз-
личия между группами по данному параметру от-
сутствовали (табл. 2, рис. 1). 

Рисунок 1. Количество нейтрофилов до и после 
отрицательной иммуномагнитной селекции в 
зависимости от разных методов предварительной 
изоляции клеточной взвеси
Примечание. Данные представлены в виде медианы 
и интерквартильного интервала. NeuG1/D – нейтрофилы, 
выделенные центрифугированием цельной крови на 
одинарном градиенте плотности с последующим осаждением 
эритроцитов декстраном; NeuG2 – нейтрофилы, выделенные 
центрифугированием цельной крови на двойном градиенте 
плотности; NeuHS – нейтрофилы (лейкоциты), выделенные 
с использованием HetaSep.
Figure 1. Number of neutrophils before and after negative 
immunomagnetic selection depending on different methods 
of preliminary isolation of cell suspension
Note. Data are presented as median and interquartile range. NeuG1/D, 
neutrophils isolated by centrifugation of whole blood on a single density 
gradient followed by sedimentation of red blood cells with dextran; NeuG2, 
neutrophils isolated by centrifugation of whole blood on a double density 
gradient; NeuHS, neutrophils (leukocytes) isolated using HetaSep.

Рисунок 2. Жизнеспособность нейтрофилов до 
и после отрицательной иммуномагнитной селекции 
в зависимости от разных методов предварительной 
изоляции клеточной взвеси
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Viability of neutrophils before and after negative 
immunomagnetic selection depending on different methods 
of preliminary isolation of cell suspension
Note. As for Figure 1.
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ РАЗНЫХ МЕТОДОВ ПРЕДВАРИТЕЛЬНОЙ ИЗОЛЯЦИИ НЕЙТРОФИЛОВ НА ИХ КОЛИЧЕСТВО 
И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. EFFECT OF DIFFERENT METHODS OF PRELIMINARY ISOLATION OF NEUTROPHILS ON THEIR NUMBER AND 
VIABILITY, Me (Q0,25-Q0,75)

Показатель
Indicator

NeuG1/D
n = 18

(1)

NeuG2
n = 59

(2)

NeuHS
n = 7
(3)

p
(Kruskal–

Wallis 
ANOVA)

p
(Mann–Whitney U Test)

1 ↔ 2 1 ↔ 3 2 ↔ 3

Количество клеток, 
выделенных из 1 мл 
крови (×× 106)
Number of cells isolated 
from 1 mL of blood (× 106)

2,75 
(2,08-
3,20)

1,33 
(1,05-
1,83)

1,03 
(0,83-
1,56)

0,0000 0,0000 0,0009 0,2834

Жизнеспособность, %
Viability, %

87,5 
(82,0-
92,0)

84,0 
(73,0-
88,0)

78,0 
(76,0-
81,0)

0,0191 0,0182 0,0100 0,3169

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ РАЗНЫХ МЕТОДОВ ПРЕДВАРИТЕЛЬНОГО ВЫДЕЛЕНИЯ КЛЕТОЧНОЙ ВЗВЕСИ НА 
КОЛИЧЕСТВО И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ ДО И ПОСЛЕ ИММУНОМАГНИТНОЙ СЕЛЕКЦИИ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. INFLUENCE OF DIFFERENT METHODS OF PRELIMINARY ISOLATION OF CELL SUSPENSION ON THE NUMBER 
AND VITABILITY OF NEUTROPHILS BEFORE AND AFTER IMMUNOMAGNETIC SELECTION, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

NeuG1/D
n = 6
(1)

NeuG2
n = 16

(2)

NeuHS
n= 4
(3)

p
(Kruskal–

Wallis 
ANOVA)

p
(Mann–Whitney U Test)

1 ↔ 2 1 ↔ 3 2 ↔ 3

Количество клеток, 
выделенных из 1 мл 
крови (×× 10 1066) ) 
NumberNumber of cells isolated 
from 1 mL of blood 
(× 106)

До
Before

3,50 
(2,95-
4,25)

1,79 
(0,82-
2,34)

1,20 
(1,00-
1,30)

0,0036 0,0017 0,0105 0,4497

После
After

0,45 
(0,28-
0,70)

0,29
(0,18-
0,63)

0,12
(0,08-
1,70)

0,0870

p
(Wilcoxon Matched 
Pairs Test)

0,0277 0,0005 0,0679

Жизнеспособность, %
Viability, %

До
Before

90,00 
(82,00-
94,00)

82,50 
(75,00-
88,50)

78,00 
(73,50-
84,00)

0,1262

После
After

90,00 
(85,00-
95,00)

84,00 
(81,50-
89,50)

90,50 
(81,00-
91,00)

0,0894

p
(Wilcoxon Matched 
Pairs Test)

0,1730 0,2209 0,2851

В отличие от количественного содержания 
жизнеспособность нейтрофилов не только со-
хранилась на высоком уровне у нейтрофилов 
NeuG1/D, но и наблюдались тенденции к ее по-
вышению в двух других группах, особенно у ней-
трофилов NeuHS после иммуномагнитной изо-
ляции (рис. 2), в результате чего во второй серии 
экспериментов статистически значимые разли-

чия между группами по данному показателю так-
же отсутствовали (табл. 2). 

Независимо от способа предварительного вы-
деления нейтрофилов, проведение многоэтапной 
очистки с использованием на заключительной 
стадии метода негативной иммуномагнитной 
селекции позволило получить клеточную взвесь 
высокой степени чистоты: содержание нейтро-
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Рисунок 3. Оценка гомогенности нейтрофильной популяции методом проточной цитофлуориметрии
Примечание. Приведены данные для клеточной взвеси, полученной до (А) и после (Б) проведения отрицательной 
иммуномагнитной селекции. Внизу справа показана чистота обогащенной нейтрофильной взвеси: количество CD16+CD66b+ 
нейтрофилов составляет 98,5% до проведения иммуномагнитной селекции (А) и 99,1% – после (Б). CD16 и CD66b – 
специфические поверхностные маркеры нейтрофилов человека.
Figure 3. Assessment of homogeneity of the neutrophil population by flow cytometry
Note. Data are presented for the cell suspension obtained before (A) and after (B) negative immunomagnetic selection. The bottom right shows 
the purity of enriched neutrophil suspension: the number of CD16+CD66b+ neutrophils is 98.5% before immunomagnetic selection (A) and 99.1% 
after (B). CD16 and CD66b are specific surface markers of human neutrophils.

филов в обогащенной фракции превышало 99,1% 
(рис.  3).

Обсуждение
В данной работе мы сравнивали три различ-

ных способа предварительного выделения ней-
трофилов: традиционный метод центрифугиро-
вания цельной крови на одинарном градиенте 
плотности с последующим осаждением эритро-
цитов декстраном – NeuG1/D; выделение ней-
трофилов центрифугированием цельной крови 
на двойном градиенте плотности – NeuG2; бы-
строе выделение лейкоцитов с использованием 
HetaSep – NeuHS. 

Анализ полученных результатов показал, 
что максимальное количество жизнеспособных 
клеток на предварительном этапе получается 
при выделении нейтрофилов с использованием 
одинарного градиента плотности и декстрана 
(NeuG1/D). После проведения дополнительной 
очистки нейтрофильной взвеси от контамини-
рующих клеток с помощью негативной иммуно-

магнитной селекции количество нейтрофилов 
значительно уменьшилось, независимо от ис-
пользуемого протокола их предварительного вы-
деления. Тенденции к повышенному содержанию 
NeuG1/D сохранились, однако статистических 
различий между группами при окончательной 
оценке числа нейтрофилов обнаружено не было. 

Точный механизм существенного уменьше-
ния количества нейтрофилов после проведения 
негативной иммуномагнитной селекции при 
многоэтапной очистке неизвестен. Сравнитель-
ный анализ, проведенный V. Kremer и соавт. 
(2023), показывает, что одноэтапная негатив-
ная иммуномагнитная изоляция нейтрофилов 
дает наибольший выход клеток на 1 мл крови по 
сравнению с методами, использующими разные 
режимы градиентного центрифугирования [25], 
а также является наиболее быстрым и щадящим 
методом выделения нейтрофилов [6]. И хотя есть 
сведения о том, что данный метод ускоряет апоп-
тоз нейтрофилов, это наблюдается только через 
24 ч культивирования [20]. Наши результаты так-

А (А) Б (B)FACSDiva Version 6.1.3 FACSDiva Version 6.1.3
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же не подтверждают снижение жизнеспособно-
сти нейтрофилов.

Можно предположить, что причиной суще-
ственного уменьшения количества нейтрофилов 
при многоэтапной очистке является их актива-
ция в процессе предварительного выделения и 
последующее удаление при иммуномагнитной 
изоляции, вследствие возможного неспецифиче-
ского связывания с магнитными наночастицами. 

Влияние процесса выделения нейтрофилов 
на их функциональный статус широко описано 
в литературе. Уровень активации и дегрануляции 
нейтрофилов сильно коррелирует с количеством 
этапов и типами манипуляций, используемых во 
время выделения [14]. 

Известно, что методы выделения нейтрофи-
лов на одинарном или двойном градиенте плот-
ности с помощью центрифугирования дают 
самый высокий уровень их активации и дегра-
нуляции [6, 14, 25, 49]. Нейтрофилы, изолиро-
ванные с помощью градиентного центрифугиро-
вания, характеризуются отчетливым паттерном 
экспрессии нескольких маркеров, связанных с 
активацией, а именно – повышенной экспресси-
ей CD11b (альфа-субъединица интегрина aMβ2, 
MAC-1), CD63 (мембранный маркер азурофиль-
ных гранул), CD66b (гранулоцит-специфический 
маркер), CD177 (специфический маркер нейтро-
фильной активации), FPR1 (рецептор формил-
пептида-1), CD35 (рецептор комплемента-1) 
и CD32 (Fcγ-рецептор II, FcγRII), снижением 
уровня CD62L (L-селектин), CD16 (низко-аф-
финный Fcγ-рецептор III, FcγRIII), и BLTR1 
(лейкотриена В4 рецептор-1) [6, 14, 25]. Кроме 
того, установлено, что нейтрофилы, выделен-
ные на градиенте плотности, экспрессируют не-
сколько атипичных маркеров, таких как CD11c 
(альфа-субъединица интегрина aXβ2), CXCR3 и 
CXCR4 (хемокиновые рецепторы), FPR2 (рецеп-
тор формилпептида-2), CD14 (корецептор TLR4) 
и антигенпрезентирующие молекулы HLA-DR и 
HLA-DQ, обычно отсутствующих на нейтрофи-
лах, изолированных более щадящим иммуномаг-
нитным методом [6]. 

Активация и дегрануляция нейтрофилов 
при центрифугировании на градиенте плотно-
сти может в свою очередь способствовать их не-
специфическому связыванию с антителами и 
последующее удаление в процессе иммуномаг-
нитной изоляции. Нейтрофилы содержат боль-
шое количество катионных белков, включая ми-
елопероксидазу и дефенсины [8], которые могут 
опосредовать неспецифические связывающие 
взаимодействия с анионными областями кон-
струкций антител [14, 23, 37, 41]. Еще одним из 
механизмов потери клеток в процессе иммуно-
магнитной изоляции нейтрофилов при много-

этапном выделении может быть их способность 
легко формировать комплексы с другими типа-
ми лейкоцитов, образуя нейтрофил-лейкоци-
тарные мультиплеты. Показано, что изоляция 
нейтрофилов с использованием как одинарного, 
так и двойного градиента плотности может уве-
личивать частоту образования мультиплетов на 
46- 73% [14]. 

Применение декстрана для седиментации 
эритроцитов (в первом протоколе) также может 
быть одной из причин потери клеток в процес-
се иммуномагнитной изоляции. Установлено, 
что седиментация эритроцитов с декстраном при 
выделении нейтрофилов стимулирует деграну-
ляцию специфических гранул, увеличивает экс-
прессию поверхностных молекул CD11b и CD16, 
усиливает адгезию и оксидазную активность, 
снижая при этом хемотаксис нейтрофилов [5, 36, 
49]. Интересно, что стимулирующий эффект дек-
страна авторы наблюдали только тогда, когда се-
диментация эритроцитов предшествовала гради-
ентному центрифугированию нейтрофилов, при 
проведении данных этапов в обратном порядке 
активирующего воздействия декстрана на ней-
трофилы не обнаруживалось [5, 36]. Считается, 
что декстран оказывает опосредованное действие 
на нейтрофилы через активацию моноцитов и 
высвобождение ими TNFa [36], поэтому его ак-
тивирующее влияние на нейтрофилы минималь-
но в отсутствие моноцитов. В нашей работе мы 
проводили седиментацию с декстраном после 
градиентного центрифугирования, что должно 
было минимизировать активирующее влияние 
декстрана на нейтрофилы, опосредованное мо-
ноцитами. Однако не исключены стимулирую-
щие эффекты градиентного центрифугирования, 
наличие контаминирующих моноцитов, а также 
вероятность неспецифических взаимодействий, 
обусловленных декстраном. Необходимо отме-
тить, что декстран является важным компонен-
том набора для негативной иммуномагнитной се-
лекции, и производитель (StemCell Technologies) 
не рекомендует использовать декстран в качестве 
седиментирующего эритроциты агента при под-
готовке клеточной взвеси. 

Использование на предварительном этапе вы-
деления нейтрофилов эритроцит-агрегирующе-
го агента HetaSep (рекомендованного StemCell 
Technologies) также не обеспечило высокого вы-
хода нейтрофилов после иммуномагнитной изо-
ляции. В отличие от градиентного центрифугиро-
вания, при помощи данного метода изначально 
выделяется не нейтрофильная, а лейкоцитарная 
взвесь. Несмотря на довольно быструю процеду-
ру, причиной потери клеток здесь также может 
быть их неспецифическое связывание с анти-
телами вследствие активации. В данном случае 
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стимулирующим эффектом может обладать ги-
дроксиэтилкрахмал (ГЭК), основной компонент 
HetaSep, несмотря на противоречивость сведений 
о его специфических влияниях на нейтрофилы. 
Известно, что ГЭК ингибирует адгезию нейтро-
филов и трансэндотелиальную миграцию [19], но 
вызывает высвобождение эластазы [22]. На осно-
вании экспериментальных данных предполагают, 
что ГЭК может вести себя как физиологический 
субстрат для интегринов (MAC-1). Более того, 
связывание ГЭК с MAC-1 может активировать 
внутриклеточные сигнальные каскады (ГЭК спо-
собен активировать путь PI3K/Akt, не влияя на 
p38/MAPK), модулирующие ответы нейтрофи-
лов, такие как жизнеспособность и окислитель-
ный «взрыв» [48]. Дополнительным негативным 
моментом при использовании этого метода явля-
ется необходимость неоднократного проведения 
осмотического лизиса остаточных эритроцитов, 
количество которых оказывается довольно су-
щественным (согласно инструкции производи-
теля до 5-10% исходных эритроцитов могут не 
осаждаться и, таким образом, все еще оставаться 
в лейкоцитарной фракции). Лизис эритроцитов 
может провоцировать нейтрофилы к неспецифи-
ческому связыванию антител [14, 25]. 

В целом наша работа подтверждает данные 
литературы [12, 43, 44, 45] о том, что многосту-
пенчатый процесс изоляции нейтрофилов по-
зволяет получить клеточную взвесь высокой 
степени чистоты, которую можно использовать 
в дальнейшем для исследования их цитокин-се-
кретирующей активности. Однако такая много-

ступенчатая изоляция значительно снижает их 
количество, что может быть критичным при ис-
ходно малых объемах крови. Исследуемые нами 
три разных метода предварительного выделения 
нейтрофилов не показали статистически зна-
чимых различий по количественному выходу 
жизнеспособных нейтрофилов после иммуно-
магнитной изоляции, что предполагает исполь-
зование любого из этих методов в зависимости от 
возможностей и предпочтений исследователей. 
Тем не менее, основываясь на собственных полу-
ченных результатах, можно сделать вывод о том, 
что предварительная очистка нейтрофилов мето-
дом центрифугирования на одинарном градиенте 
плотности с последующей седиментацией эри-
троцитов декстраном, несмотря на все ее недо-
статки, обладает наиболее щадящим воздействи-
ем на клетки, что подтверждается повышенным 
выходом жизнеспособных нейтрофилов на этапе 
предварительного выделения и после иммуно-
магнитной очистки. Кроме того, этот метод явля-
ется наиболее экономичным, из рассмотренных 
нами, в плане трудозатрат, времени и стоимости 
реактивов.
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