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Резюме. В свете современных представлений респираторный взрыв, напрямую связанный с процессами фа-

гоцитоза, характеризует функциональную активность фагоцитирующих клеток. В данном обзоре представ-

лены современные методы оценки состояния респираторного взрыва фагоцитов, основанные на цитофлюо-

риметрическом и хемилюминесцентном анализе. Подробно представлены последовательность и механизмы 

реакций синтеза активных форм кислорода (АФК) в процессе респираторного взрыва клеток. Охарактери-

зована последовательность синтеза от АФК с низкой бактерицидной активностью к АФК с высокой бакте-

рицидной активностью. В обзоре подробно описаны наиболее популярные красители для цитофлюориме-

трического анализа для оценки уровней синтеза АФК. Приводятся характеристики и примеры применения 

таких красителей, как дигидроэтидин, дихлородигидрофлуоресцеин и дигидрородамин 123. Представлены 

основные этапы и механизмы хемилюминесцентной реакции. Описаны особенности применения основных 

индикаторов (люминол и люцигенин) хемилюминесцентной реакции. Приводится механизм оценки показа-

телей хемилюминесцентной реакции, характеризующие особенности состояния и кинетики респираторного 

взрыва фагоцитирующих клеток. Отдельный раздел обзора посвящен роли респираторного взрыва фагоци-

тирующих клеток при различных иммунопатологических состояниях. Представлены данные литературы 

о патогенетическом значении изменения интенсивности и кинетики респираторного взрыва фагоцитов при 

инфекционных, воспалительных и онкологических заболеваниях. Приводятся примеры новых методов диа-

гностики и прогноза характера течения иммунопатологических состояний на основе оценки респираторного 

взрыва фагоцитирующих клеток. Данные литературы показывают, что в настоящее время при диагностике 

и оценке характера течения заболеваний состояние респираторного взрыва определяется у различных типов 

клеток врожденного иммунитета: нейтрофилы, моноциты и т. д. Делается заключение о том, что оценка ре-

спираторного взрыва фагоцитирующих клеток позволяет охарактеризовать как фундаментальные механизмы 

реагирования клеток врожденного иммунитета на патогенные и регуляторные воздействия, так разрабаты-

вать новые высокочувствительные методы диагностики и прогноза развития и исхода различных иммунопа-
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тологических состояний. Представленные методы проточной цитометрии и хемилюминесцентного анализа 

позволяют определять как интегральное состояние респираторного взрыва, так и уровни и кинетические па-

раметры синтеза отдельных АФК.

Ключевые слова: респираторный взрыв, фагоцитирующие клетки, нейтрофилы, моноциты, активные формы кислорода, 

супероксид-радикал, инфекционно-воспалительные заболевания.
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Abstract. According to the modern concepts the respiratory burst directly related to the processes of phagocytosis charac-

terizes the functional activity of phagocytic cells. This review presents modern methods for assessing the respiratory burst 

state of phagocytes based on cytofluorometric and chemiluminescent analysis. The sequence and mechanisms of the reac-

tions of reactive oxygen species (ROS) synthesis in the process of respiratory cell burst are presented in detail. The sequence 

of synthesis from ROS with low bactericidal activity to ROS with high bactericidal activity is characterized. The review 

describes in detail the most popular dyes for cytofluorometric analysis to assess the levels of ROS synthesis. Characteristics 

and examples of the use of such dyes as dihydroethidine, dichlorodihydrofluorescein and dihydrorhodamine 123 are given. 

The main stages and mechanisms of the chemiluminescence reaction are presented. The features of the use of the main 

indicators (luminol and lucigenin) of the chemiluminescence reaction are described. A mechanism for estimating the pa-

rameters of the chemiluminescence reaction characterizing the features of the state and kinetics of the respiratory burst 

of phagocytic cells is given. The separate section of the review is devoted to the role of a respiratory burst in phagocytic 

cells in various immunopathological states. Data on the pathogenetic significance of changes in the intensity and kinetics 

of respiratory burst of phagocytes in infectious, inflammatory and oncological diseases were presented. Examples of new 

methods for diagnosing and predicting the course of the immunopathological states characters are presented on the basis 

of an assessment of the respiratory burst of phagocytic cells. The literature data show that at present, in the diagnosis and 

evaluation of the nature of the diseases characters the state of a respiratory burst is evaluated in various types of cells of in-

nate immunity: neutrophils, monocytes, etc. It is concluded that the evaluation of the respiratory burst of phagocytic cells 

can be characterized as the fundamental mechanisms of reacting cells of innate immunity to pathogenic and regulatory 

effects, so to develop new highly sensitive methods for diagnosing and predicting the development and outcome of various 

immunopathological conditions. The presented methods of flow cytometry and chemiluminescence analysis make it pos-

sible to determine both the integral state of the respiratory explosion, and the levels and kinetic parameters of the synthesis 

of individual ROS.

Key words: respiratory burst, phagocytic cells, neutrophils, monocytes, active oxygen species, superoxide radical, infectious 

and inflammatory diseases.

Введение

Одним из древнейших механизмов иммун-

ной защиты, возникшим на самых ранних 

этапах эволюции живых организмов, является 

фагоцитоз [21]. Впервые явление фагоцитоза 

(от греч. «phagos» — пожирающий и «cytos» — 

клетка) было открыто и изучено И.И. Мечнико-

вым (1882). Он установил, что фагоцитоз — это 

врожденная реакция организма, проявляюща-

яся в способности клеток-фагоцитов захваты-

вать, проникающие в тело животного, инород-

ные частицы с последующим их переваривани-

ем [35]. Фагоцитирующие клетки в организме 

человека и животных представлены двумя ти-

пами. Во-первых, это полиморфно-ядерные 

лейкоциты, из которых нейтрофильные грану-

лоциты являются основными эффекторными 

клетками острого воспаления. Они первыми 

мобилизуются в очаг воспаления, от их фагоци-

тарной активности во многом зависит эффек-

тивность противомикробной защиты организ-

ма [10]. И, во-вторых, это клетки макрофагаль-

но-фагоцитарной системы, в которую, кроме 

моноцитов и макрофагов, в последнее время 

также включают незрелые дендритные клетки. 

В процессе фагоцитоза макрофагами из орга-

низма также удаляются стареющие и погибшие 

клетки [13].

Независимо от типа фагоцитирующих кле-

ток процесс фагоцитоза обязательно сопро-

вождается респираторным взрывом. Под ре-
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спираторным взрывом (дыхательный взрыв, 

respiratory burst) в фагоцитирующих клетках 

понимается процесс повышения синтеза ак-

тивных форм кислорода (АФК), который разви-

вается в клетках при фагоцитозе и регулятор-

ных воздействиях. При этом клетки начинают 

активно потреблять кислород. В понятие АФК, 

на сегодняшний день, включают широкий 

спектр реакционно-активных форм соедине-

ний кислорода (радикалы, анионы), связанных 

с первичным синтезом супероксид-радикала. 

Все АФК делятся на две основные группы пер-

вичные АФК и вторичные. К первичным АФК 

относятся такие молекулы, как супероксид-ра-

дикал (O2
● –) и монооксид азота (NO). Послед-

ний, как отмечено в работе Ю.А. Владимирова 

и Е.В. Проскурниной (2009), также может опре-

деляться как активная форма азота [2].

Первичные АФК, обладающие регулятор-

ным и умеренным бактерицидным действием, 

синтезируются в клетках в процессе фермен-

тативной реакции: супероксид-радикал в фер-

ментативной системе НАДФН-оксидазы, моно-

оксид азота — NO-оксидазой.

Образование первичных АФК активиру-

ет комплекс ферментов, которые синтезируют 

вторичные АФК. К ним, в частности, относятся 

перекись водорода (H2O2), синтезируемая су-

пероксиддисмутазой из супероксид-радикала, 

хлорноватистая кислота (HOCl), синтезируемая 

миелопероксидазой из H2O2 [17]. Некоторые вто-

ричные АФК образуются в процессе нефермен-

тативных реакций. Так, супероксид-радикал 

может вступать в реакцию с NO с образование 

пероксинитрита (OONO–), который способен 

окислять NH- и SH-группы белков [2]. Все вто-

ричные АФК обладают выраженной бактери-

цидной активностью.

Синтез АФК связан не только с механизма-

ми респираторного взрыва, но и с процессами 

окислительного стресса. Под окислительным 

стрессом (оксидативный стресс, oxidative stress) 

понимаются процессы повреждения клеток 

и биологических молекул в результате окис-

ления, которое развивается при повышении 

количества прооксидантов и уменьшении со-

держания антиоксидантов [2]. Кроме того, АФК 

могут синтезироваться в клетках и вне клеток 

за счет различных физиологических и патофи-

зиологических процессов. Доказано, что 95% 

всего потребляемого клеткой кислорода по-

падает в митохондрии и участвует в реакци-

ях окислительного фосфорилирования [17]. 

К другим важным физиологическим процессам 

с участием АФК относятся: стимуляция митоза 

и апоптоза, участие в межклеточных коммуни-

кациях, высвобождение свободной арахидо-

новой кислоты из мембраны с последующим 

синтезом иммуноактивных соединений и т. д. 

[32]. Широко известным патофизиологическим 

процессом с участием АФК является перекис-

ное окисление липидов, которое активируется 

при развитии широкого спектра заболеваний 

[2]. В ряде случаев АФК кислорода могут инду-

цировать канцерогенез [20].

Синтез АФК в процессе 
респираторного взрыва 
фагоцитирующих клеток

Способность к продукции активных форм 

кислорода является одним из универсальных 

свойств фагоцитов позвоночных и беспозво-

ночных животных. В ответ на антигенный 

стимул или регуляторный сигнал повышается 

интенсивность потребления кислорода фаго-

цитирующими клетками. Кислород необходим 

не только для процессов жизнедеятельности 

самих клеток (например, аэробное дыхание), 

но и является основой для синтеза АФК, необ-

ходимых для уничтожения фагоцитированных 

объектов [2, 17].

Ключевым событием образования АФК 

является сборка ферментативного комплек-

са НАДФН-оксидазы (NADPH-oxidase, NOX) 

[17]. Фермент представляет собой клеточный 

мембрано-связанный мультимолекулярный 

комплекс, локализующийся преимущественно 

на цитоплазматической мембране и в некото-

рых органеллах. В организме человека и млеко-

питающих выделяют 7 типов NOX, различаю-

щихся по составу субъединиц, клеточной спе-

цифичности, регуляции и некоторым другим 

параметрам (NOX1–5, LNOX1 и LNOX2) [42]. 

Например, NOX1 локализуется в различных 

типах клеток (эндотелий, клетки гладкой мус-

кулатуры, эпителий кишечника, остеокласты, 

нейроны, глиальные клетки и фибробласты), 

участвует в регуляции кровеносного давления, 

в росте и миграции гладкомышечных клеток. 

NOX2 преимущественно экспрессируется в мо-

ноцитарных и миелоцитарных клетках, иници-

ирует развитие респираторного взрыва. Осно-

вой НАДФН-оксидазы являются две мембран-

ные единицы: p91phox и p22phox. Субъединица 

p91phox содержит участок связывания НАДФН 

и простетическую группу FAD в C-концевой 

(цитоплазматической) части. «Phox» в составе 

белков характеризует фагоцитарную роль фер-

мента (phagocyte oxidase). В процессе активации 

НАДФН-оксидазы к мембранным субъеди-

ницам присоединяются цитоплазматические 

субъединицы (p47phox, p67phox, p40phox) и ма-

лый G-белок Rac1. Процесс сборки начинается 

с белка p47phox, который предварительно дол-

жен быть фосфорилирован протеинкиназой С. 

Необходимым условием этого являются сигна-
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лы от рецепторов фагоцитирующих клеток, от-

вечающих за распознавание патогена. Сборка 

ферментативного комплекса приводит к тому, 

что один из его компонентов, а именно gp91phox, 

приобретает конформацию, способную пере-

давать электрон, полученный от цитоплазма-

тического НАДФН, на молекулу кислорода О2 

(реакция 1 на рис. 1). В результате этой реак-

ции образуется короткоживущий супероксид-

радикал или супероксид-анион (O2
● –), сочета-

ющий в себе свойства аниона и радикала. Сам 

по себе он относится к АФК с низкой бактери-

цидной активностью, но способен запускать по-

следующую цепь реакций, приводящих к фор-

мированию токсичных для микроорганизмов 

активных форм кислорода. Также необходимо 

отметить, что НАДФН синтезируется в пентозо-

фосфатном цикле, что определяет зависимость 

активности НАДФН-оксидазы от внутрикле-

точных метаболических процессов.

В ходе следующей реакции супероксид-ра-

дикал (реакция 2 на рис. 1) взаимодействует 

с протонами, в результате чего образуется пере-

кись водорода (H2O2), обладающая выражен-

ной антимикробной активностью. Эта реакция 

протекает в присутствии фермента супероксид-

дисмутазы (СОД). Перекись водорода способ-

на вызывать окисление SH-групп у различных 

белков и вызвать перекисное окисление нена-

сыщенных жирных кислот. В организме челове-

ка и млекопитающих существует три типа СОД, 

различающихся по локализации, массе и виду 

переходного металла-кофактора в активном 

центре [18]. СОД1 локализуется в цитоплазма-

тическом компартменте, СОД2 — в митохонд-

риях, СОД3 является внеклеточной формой. 

Атом Zn является структурным компонентом, 

тогда как атом Cu в ходит в состав активно-

го центра СОД1 и СОД3. В составе активного 

центра СОД2 находится атом Mn. В составе ак-

тивного центра СОД, выделяемых из бактерий, 

также обнаруживается атом Fe.

Образование перекиси водорода запускает 

каскад процессов, приводящих к формиро-

ванию еще более токсичных форм кислорода. 

Так, в присутствии миелопероксидазы начи-

нается формирование галоидных производных 

(реакция 3 на рис. 1). При наличии протонов 

и ионов хлора реакция протекает с образова-

нием хлорноватистой (гипохлорной) кислоты 

(HOCl), обладающей высоким антимикробным 

эффектом. При взаимодействии хлорноватис-

той кислоты с аминокислотами происходит об-

разование хлораминов, которые также облада-

ют микробицидным действием.

НOCl может окисляться перекисью водорода 

(реакция 4 на рис. 1) с образованием синглет-

ного кислорода (1O2), основной мишенью ко-

торого являются полиненасыщенные жирные 

кислоты. Результатом перекисного окисления 

последних является деструкция поверхностной 

мембраны микроорганизмов. С другой сторо-

ны, при взаимодействии с белками 1O2 спосо-

бен разрушать ковалентные связи между моле-

кулами углерода. НOCl может взаимодейство-

вать с O2
● – (реакция 5 на рис. 1), в результате 

чего образуется гидроксильный радикал (HO●). 

Этот же радикал образуется и в ходе еще одной 

Рисунок 1. Механизм синтеза АФК фагоцитирующими клетками (по Beutler)

Figure 1. Mechanism of the ROS synthesis by phagocytic cells (according to Beutler)
Примечание: цифрами в рамках на рисунке обозначен номер реакции (пояснения в тексте).
Note: the numbers in the frame indicate the reaction number (explanation in the text).
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реакции — спонтанной дисмутации (реакция 6 

на рис. 1), которая протекает в присутствии 

ионов железа. В результате этой реакции про-

исходит взаимодействие супероксид-радикала 

с перекисью водорода (реакция Фентона) [2]. 

Образовавшийся гидроксильный радикал счи-

тается одним из самых токсичных метаболитов 

кислорода. Под его действием происходит раз-

рыв нитей ДНК и пептидных связей внутри 

белковых молекул, окисление сульфгидриль-

ных групп и т. д.

Супероксид-радикал принимает участие 

еще в нескольких реакциях, например (реак-

ция 7, рис. 1), в формировании пероксинитри-

та (OONO–), окисляющего сульфгидрильные 

группы различных молекул. Кроме этого при 

взаимодействии супероксидрадикала с водой 

идет формировании озона (О3), также обладаю-

щего широким антимикробным действием.

Методы оценки синтеза АФК 
с помощью проточной цитометрии

Проточная цитофлуориметрия — современ-

ная технология быстрого измерения характе-

ристик клеток при помощи моноклональных 

антител или других зондов, позволяющая су-

дить об их типе (по наличию того или иного на-

бора клеточных маркеров) и функциональном 

состоянии (по изменению протекающих в них 

процессах). Принципиальным преимуществом 

проточной цитометрии по сравнению с други-

ми общепринятыми и доступными лаборатор-

ными методами клеточного анализа является 

анализ индивидуальных параметров каждой 

клетки проанализированного образца. Анализ 

осуществляется в проточной ячейке прибора, 

где при помощи «гидродинамического фокуси-

рования» частицы выстраиваются таким обра-

зом, чтобы проходить через зону анализа по оче-

реди — одна за другой. Кроме того, современные 

приборы могут регистрировать несколько пара-

метров для каждой отдельной клетки со скоро-

стью до 105 клеток в секунду, тогда как анализ 

большого количества клеток (до 107 клеток и бо-

лее в одном образце) позволяет достигать высо-

кой статистической достоверности получаемых 

результатов. Применение логических ограниче-

ний (введение в протокол исследования различ-

ных зон анализа для клеток или «гейтов» одно-

временно) допускает определение нескольких 

субпопуляций клеток в одном образце. Это осо-

бенно важно при характеристике гетерогенных 

клеточных популяций — например, лейкоциты 

периферической крови, среди которых можно 

выявить отдельно нейтрофилы и моноциты для 

оценки уровня продукции АФК каждой клеточ-

ной популяции (рис. 2).

Как уже отмечалось, процесс поглощения 

объекта фагоцитоза клеткой сопровождает-

ся образованием в фаголизосоме широкого 

спектра АФК, обладающих бактерицидным 

действием. Для исследования различных про-

дуктов этих реакций широко применяются 

методы проточной цитофлюориметрии. В на-

стоящее время использование специфических 

флуоресцентных красителей позволило изу-

чить продукцию практически всех кислород-

ных радикалов у фагоцитов. В таблице приве-

дены некоторые из этих красителей. Несмотря 

на широкий спектр известных красителей, 

наиболее часто в иммунологических исследо-

ваниях применяются только три, а именно — 

дигидроэтидин, дихлородигидрофлуоресцеин 

и дигидрородамин 123. Все эти красители спо-

собны спонтанно диффундировать сквозь мем-

брану клеток и накапливаться в цитоплазме. 

Для эффективного возбуждения этих краси-

телей применяются источники света с длиной 

волны около 488 нм, то есть самые распростра-

ненные и доступные большинству диагности-

ческих лабораторий. Для регистрации флуорес-

ценции в случае дигидроэтидина используется 

фильтр с длиной волны пропускания около 

610 нм (канал проточного цитометра, где идет 

регистрации фикоэритрина), тогда как в случае 

дихлородигидрофлуоресцеина и дигидророда-

мина 123 регистрация сигнала осуществляется 

в диапазоне 510–520 нм, что соответствует ка-

налу для регистрации ФИТЦ.

Гидроэтидин (дигидроэтидин). Дигидроэти-

дин применяется для исследования продукции 

супероксид-радикала. После спонтанного про-

никновения через мембрану фагоцитирующей 

клетки, обусловленного наличием липофиль-

ных свойств, дигидроэтидин взаимодействует 

с O2
● – с образованием двух флуоресцирующих 

форм — этидиума (Е+) и 2-гидроксиэтидиума 

(2-OH-E+). При этом показано, что формиро-

вание Е+ вызвано неспецифическими окисли-

тельно-восстановительными реакциями, кото-

рые не имеют прямого отношения к образова-

нию супероксид-радикала [50]. В то же время 

2-гидро ксиэтидиум, спектральные характери-

стики которого весьма близки к таковым Е+, на-

капливается в клетках только в присутствии су-

пероксид-радикала. Оба образовавшихся в ходе 

окисления вещества способны при облучении 

источником света с длиной волны около 500 нм 

испускать флуоресценции в красной части 

спект ра с максимумом в районе 610 нм. Однако 

интенсивность их флуоресценции значительно 

возрастает после накопления в митохондриях 

или после перемещения в ядро клетки, где они 

связываются с ДНК [16]. Особо следует подчерк-

нуть тот факт, что другие активные формы 

кислорода — например, ONOO–, OH● и H2O2 — 
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Рисунок 2. Продукция активных форм кислорода нейтрофилами (гистограмма А–В) и моноцитами 

(Г–Е) периферической крови

Figure 2. Reactive oxygen species production by peripheral blood neutrophils (histogram A–C) and monocytes (D–F)
По оси абсцисс — интенсивность флуоресценции дигидроэтидина (А и Г), 2,7-дихлородигидрофлуоресцеина (Б и Д) 
и дигидрородамина 123 (В и Е) соответственно; по оси ординат — количество проанализированных клеток. 
Серым цветом представлена спонтанная продукция АФК, черным — продукция АФК посте 15 мин инкубации клеток 
периферической крови в присутствие 50 нг/мл форболового эфира. Нейтрофилы выделены на основании экспрессии 
CD16, моноциты — на основании экспрессии CD14.
X-axis — the fluorescence intensity of dihydroethidine (A and G), 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (B and D) 
and dihydrorhodamine 123 (B and E), respectively; the y-axis — the number of cells. Gray — spontaneous ROS production, 
black — peripheral blood cells were incubated in the presence of 50 ng/ml of for 15 min PMA. Neutrophils were isolated based 
on CD16 expression, while monocytes were isolated based on CD14 expression.

Таблица. Флуоресцентные красители, применяемые для исследования продукции активных форм 

кислорода при помощи проточной цитофлюориметрии

Table. Fluorescent dyes widely used by flow cytometry to study the reactive oxygen species production

Краситель

Fluorescent dye
Ex/Em, нм

Ex/Em, nm
Лиганд

Ligand

Гидроэтидин (дигидроэтидин)/Hydroethidine (dihydroethidine) 520/610 O2
● –

H2DCFH, 2',7'-дигидродихлорофлуоресцеина диацетат/
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate

498/522 H2O2, OH●, ROO●

Amplex Red 360/460 H2O2,

DHR, дигидрородамин 123/dihydrorhodamine 123 505/529 H2O2, HOCl, ONOO–

DMA, 9,10-диметилантрацен/9,10-dimethylanthracene 375/436 1O2

CHD, 1,3-циклогександион/1,3-cyclohexanedione 400/452 OH●

APF, аминофенилфлуоресцеин/aminophenyl fluorescein 500/520 HOCl, HO●

DPBF, 1,3-дифенилизобензофурат/1,3-diphenylisobenzofuran 410/455 O2
● –, 1O2

β-фикоэритрин/β-phycoerythrin 520/580 ROO●
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способны окислять дигидроэтидин именно 

до E+, что не позволяет рассматривать данный 

краситель в качестве специфического для опре-

деления уровня продукции O2
● – фагоцитиру-

ющими клетками. Вместе с тем использование 

дигидроэтидина позволяет судить о способнос-

ти клеток к формированию активных форм кис-

лорода в целом, что не снижает его клинической 

значимости при диагностике и прогнозе харак-

тера течения широкого спектра заболеваний, 

связанных с нарушениями фагоцитарного звена 

врожденного иммунитета [33]. На модели экс-

периментальных животных на основе реакции 

дигидроэтидина разработан протокол опре-

деления активности миелопероксидазы in vivo 

и ex vivo в артериях для оценки воспалительных 

процессов и заболеваний сосудов [43].

Ограничения, связанные с неспецифичес-

ким формированием флуоресцирующих форм 

дигидроэтидина, распространяются и на его 

два основных аналога — гидропропидин 

и MitoSOX™ Red. Гидропропидин является 

водорастворимым аналогом дигидроэтидина, 

лишенным липофильных свойств, благода-

ря наличию сильного положительного заряда 

у молекулы [31]. Данная особенность строения 

молекулы предотвращает ее поглощение клет-

ками, что позволяет использовать этот флуо-

ресцентный зонд для измерения внеклеточного 

супероксид-радикала при помощи флуоримет-

рии, а не проточной цитометрии. Краситель 

MitoSOX™ Red применятся для оценки уровня 

супероксид-радикала в митохондриях клеток 

при помощи флуоресцентной микроскопии 

и проточной цитофлуориметрии [38].

Альтернативой дигидроэтидина могут слу-

жить высокоспецифические красители, флуо-

ресценция которых не зависит от окислительно-

восстановительных реакций. Например, соеди-

нения типа бис-(2,4-динитробензолсульфонил) 

флуоресцеинов [34].

H2DCFH (2,7-дихлородигидрофлуоресцеин). 

2,7-дихлородигидрофлуоресцеин получил ши-

рокое распространение в иммунологичес ких 

и цитологических исследованиях благодаря 

тому, что в форме диацетата (DCFH-DA) он 

способен спонтанно проникать через мембра-

ну клеток [15]. После прохождения мембраны 

под действием неспецифических эстераз, лока-

лизованных в цитоплазме клеток, он превра-

щается в нефлюоресцирующее соединение — 

дихлородигидрофлуоресцеин (DCFH). В при-

сутствии пероксидазы происходит окисление 

DCFH за счет H2O2, после чего DCFH пере-

ходит в форму дихлорофлуоресцеина (DCF), 

обладающего выраженной флюоресценцией 

в зеленой части спектра. Именно эта форма 

красителя и регистрируется в клетках при про-

ведении анализа с помощью методов проточ-

ной цитофлуоримет рии. Например, Wang Y. et 

al. (2017) на основе анализа с DCFH-DA охарак-

теризовали состояние респираторного взрыва 

макрофагов при формировании атеросклеро-

тической бляшки [47].

Несмотря на широкое применение данного 

красителя в иммунологических исследовани-

ях и в клеточной биологии в целом, DCFH-DA 

не может служить надежным индикатором для 

определения внутриклеточной H2O2 и других 

АФК по целому ряду причин. Во-первых, этот 

краситель непосредственно с H2O2 не реагирует 

с формированием флуоресцентного соедине-

ния, используемого для регистрации флуорес-

ценции при помощи цитометрии. Во-вторых, 

помимо перекиси водорода в цитоплазме кле-

ток окисление DCFH может происходить и под 

действием гидроксильных (HO●), пероксиль-

ных (ROO●) радикалов и некоторых других. 

Также существенным ограничением является 

и тот факт, что промежуточная форма красите-

ля DCFH — DCF•– — способна самостоятельно 

реагировать с кислородом с образованием су-

пероксид-радикала, который, в свою очередь, 

в ходе дисмутации формирует внутриклеточ-

ную перекись водорода. Последнее событие 

приводит в более эффективному окислению 

DCFH во флуоресцирующую форму и сопро-

вождается «искусственной» амплификацией 

флуо ресцентного сигнала, регистрируемого 

при анализе клеток [24]. И, наконец, редокс-

активные ионы металлов (например, Fe2+), вхо-

дящие в состав активных центров широкого 

спектра внутриклеточных ферментов, способ-

ны катализировать окисление DCFH, что тоже 

выражается в усилении флуоресценции клеток. 

Эти обстоятельства накладывают существен-

ные ограничения на применение DCFH-DA 

как высокоспецифического флуоресцентного 

красителя для оценки уровня продукции АФК 

клетками, однако не снижают его популяр-

ности как показателя для оценки различных 

окислительно-восстановительных процессов, 

протекающих в живых системах [30, 48].

Дигидрородамин 123 (DHR123). Как и дихло-

родигидрофлуоресцеин, дигидрородамин 123, 

обладающий липофильными свойствами, спо-

собен спонтанно диффундировать через боль-

шинство клеточных мембран в виде нефлуо-

ресцирующего соединения. Уже в цитоплазме 

под действием окислителя, в качестве которого 

выступает перекись водорода (а также в при-

сутствие пероксидазы, цитохрома С или двух-

валентного железа), краситель превращается 

в родамин 123, флуоресцирующий в зеленой 

части спектра с максимумом около 529 нм. Так 

как родамин 123 обладает катионными свой-

ствами, то обычно он накапливается в составе 

митохондрий.
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Окисление дигидрородамина может проис-

ходить под действием HOCl и пероскинитрита 

ONOO–, формирующегося в ходе реакции ок-

сида азота и супероксид-радикала, образовав-

шимися в результате быстрого и спонтанного 

распада пероксинитрита. Таким образом, дан-

ный краситель окисляется ONOO– опосредо-

ванно и не может рассматриваться в качестве 

специфического маркера для его регистрации 

в клетках. Более того, промежуточный радикал 

дигидро родамин — DHR● — способен реагиро-

вать с молекулами кислорода, что сопровожда-

ется искусственной амплификацией флуорес-

ценции клеток за счет действия молекул кра-

сителя, накопившихся в клетке [49]. Несмотря 

на столь низкую специфичность в выявление 

конкретных АФК в клетках, дигидрородамин 

широко применяется в иммунологических ис-

следования. Более того, именно этот флуорес-

центный краситель является «золотым стан-

дартом» в диагностике такого первичного им-

мунодефицитного состояния как хроническая 

гранулематозная болезнь [45].

В работе Havixbeck J.J. et al. (2015) проде-

монстрирован многопараметрический подход, 

основанный на платформе для визуализации 

проточной цитометрии для изучения анти-

микробных реакций фагоцитов против грам-

отрицательных бактерий Aeromonas veronii [27]. 

Известно, что этот возбудитель вызывает выра-

женные воспалительные реакции у различных 

видов животных, включая людей. Установлено, 

что интенсивность фагоцитоза A. veronii в ис-

следуемом промежутке времени находилась 

в прямой зависимости от активности респира-

торного взрыва. Вместе с тем с помощью про-

точной цитометрии выделены фракции ма-

крофагов, в которых связывание и фагоцитоз 

A. veronii не коррелировал с уровнем синтеза 

АФК. Авторы отмечают, что представленный 

ими многопараметрический подход, основан-

ный на проточной цитометрии на основе ана-

лиза изображений, позволяет провести сегрега-

цию уникальных популяций фагоцитов и изу-

чить их последующие антимикробные реакции.

Хемилюминесцентный анализ 
респираторного взрыва 
фагоцитирующих клеток

Другим методом оценки состояния респира-

торного взрыва фагоцитирующих клеток явля-

ется хемилюминесцентный анализ. Под люми-

несценцией понимается широкий ряд реакций, 

в которых возбужденные молекулы переходят 

в основное состояние с испусканием кван-

та света [2, 10]. Люминесценция химических 

реакций называется хемилюминесценцией. 

Хемилюминесценция довольно часто возника-

ет в реакциях окисления или при рекомбина-

ции радикалов. Для ее возникновения прежде 

всего необходимо, чтобы общая выделяемая 

энергия была больше 70 ккал/моль (это соот-

ветствует диапазону энергий видимой области 

спектра 400–700 нм). В этих условиях может 

образоваться электронно-возбужденный про-

дукт, возвращение которого в основное состо-

яние сопровождается излучением видимого 

света. Свечение это довольно слабое, посколь-

ку квантовый выход электронно-возбужденно-

го продукта невысок (0,001–0,1). При этом под 

квантовым выходом хемилюминесценции по-

нимается число испущенных квантов на один 

акт реакции [2].

Выделяют 3 главных этапа хемилюминес-

центной реакции [2, 10, 14]. Первым является 

подготовительный этап, в рамках которого осу-

ществляется превращение исходных реаген-

тов. С точки зрения механизма респираторного 

взрыва на этом этапе осуществляется синтез 

АФК. Второй этап определяется как ключевой, 

в рамках которого образуются продукты хими-

ческой реакции (то есть взаимодействие ионов 

и радикалов) — часть из них находится элект-

ронно-возбужденном состоянии. И на третьем 

этапе осуществляется испускание кванта света, 

а также различные процессы безызлучательной 

дезактивации эмиттера хемилюминесценции 

и, соответственно, переход электронно-воз-

бужденной молекулы в «спокойное» состояние. 

Данный этап характеризуется такими показа-

телями, как время жизни эмиттера и кванто-

вый выход люминесценции. В связи с тем, что 

образовавшиеся на ключевой стадии электрон-

но-возбужденная молекула эмиттера не всег-

да дезактивируется испусканием кванта света, 

квантовый выход люминесценции многих воз-

бужденных продуктов бывает низким. Для уси-

ления интенсивности хемилюминесцентной 

реакции используют метод сенсибилизации 

излучения. Для этого в хемилюминесцент-

ную пробу добавляют специальный акцептор 

изучения (индикатор, активатор, вторичный 

эмиттер), на который осуществляется безыз-

лучательный перенос энергии электронно-воз-

бужденной молекулы с последующим испуска-

нием кванта света. Квантовый выход подобных 

хемилюминесцентных реакций значительно 

увеличивается. В зависимости от присутствия 

в реакционной смеси индикаторов или их от-

сутствия хемилюминесцентная реакция опре-

деляется, соответственно, как активированная 

(зависимая от индикатора) или неактивиро-

ванная [14]. Обязательным требованием к по-

добным индикаторам хемилюминесцентной 

реакции является отсутствие какого-либо воз-

действия на биологические объекты.
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В качестве основных индикаторов, которые 

на сегодняшний день используются в хеми-

люминесцентном анализе оценки состояния 

респираторного взрыва выступают люминол 

и люцигенин [2, 10]. Люминол (C8H7N3O2) пред-

ставляет собой белые или светло-желтые кри-

сталлы, хорошо растворимые в полярных орга-

нических растворителях и практически не рас-

творимые в воде. Люминол взаимодействует 

со всеми формами АФК. Это, безусловно, опре-

деляет невозможность его использования для 

оценки уровня синтеза конкретной АФК, но, 

с другой стороны, позволяет интегрально оха-

рактеризовать состояние респираторного взры-

ва фагоцитирующих клеток.

Кроме люминола, в качестве хемилюминес-

центного индикатора также широко исполь-

зуется люцигенин (N,N-диметилбиакридил-

нитрат). Представляет собой золотисто-желтые 

кристаллы хорошо растворимые в воде. Наи-

более чувствителен к супероксид-радикалу. 

В связи с этим, люцигенин-зависимая хемилю-

минесценция преимущественно используется 

для оценки уровня синтеза данной первичной 

АФК [2, 10].

Также для оценки состояния респираторного 

взрыва фагоцитирующих клеток используют-

ся и другие хемилюминесцентные индикаторы. 

Так, аналогом люминола является индикатор 

L-012 (8-амино-5-хлор-7-фенилпиридо[3,4-d]

пиридазин-1,4-(2H,3H)дион). Считается, что 

интенсивность хемилюминесценции при ис-

пользовании L-012 в 100 раз выше, чем в лю-

минол-зависимой хемилюминесценции [2, 51]. 

Кроме того, разработаны молекулы еще более 

усиливающие хемилюминесцентную актив-

ность L-012. Так, в работе Ichibangase T. et al. 

(2014) сообщается, что чувствительность опре-

деления Н2О2 в хемилюминесцентной реакции 

L-012 в комплексе с 2-(4-гидроксифенил)-4,5-

ди(2-пиридил)имидазолом и 4-йодфенолом со-

ставила 0,29 и 1,5 пмоль соответственно [29].

Разработан хемилюминесцентный индика-

тор 2-метил-6-[p-метоксифенил]-3,7-дигидро-

имидазо[1,2-a]пиразин-3-он (MCLA), который 

является чувствительным к синглетному кис-

лороду и супероксид-радикалу [46]. В работе 

Hosaka S. et al. (2005) продемонстрирован метод 

оценки эффективности антиоксидантов по их 

снижению интенсивности MCLA-зависимой 

хемилюминесценции [28].

Таким образом, в запасе исследователей ре-

спираторного взрыва фагоцитирующих клеток 

имеется широкий спектр хемилюминесцент-

ных индикаторов, позволяющих с высокой 

степенью чувствительности оценивать как ин-

тегральное состояние респираторного взрыва 

(весь синтезируемый клетками комплекс АФК), 

так и отдельные АФК.

Кинетика хемилюминесцентной реакции 

при оценке респираторного взрыва нейтрофи-

лов крови у здоровых людей на примере люми-

нола представлена на рисунке 3, где отображены 

спонтанная хемилюминесценция (1) и зимо-

зан-индуцированная (2) нейтрофильных гра-

нулоцитов. Наличие четко выраженной кине-

тики спонтанной хемилюминесценции связано 

с действием комплекса различных регулятор-

ных факторов на клетки (например, изменение 

состава среды, температуры и т. д.). Опсонизи-

рованный зимозан является наиболее распро-

страненным индуктором дыхательного взрыва 

фагоцитирующих клеток [10]. Зимозан пред-

ставляет собой полисахарид, содержащийся 

в стенках дрожжей Saccharomyces cerevisiae. Кро-

ме индукции респираторного взрыва фагоци-

тов, зимозан также способен активировать ком-

племент в присутствии пропердина по альтер-

нативному пути. Опсонизированный зимозан 

индуцирует более интенсивный респираторный 

взрыв фагоцитирующих клеток, чем исходный.

Характеристику состояния респираторного 

взрыва осуществляют по следующим показате-

лям, регистрируемым отдельно для спонтанной 

и индуцированной хемилюминесценции: вре-

мя выхода на максимум (3), максимум интен-

сивности хемилюминесценции (4), площадь под 

кривой хемилюминесценции и индекс актива-

Рисунок 3. Кинетика спонтанной (1) и зимозан-

индуцированной (2) хемилюминесценции 

нейтрофилов крови здоровых людей

Figure 3. Kinetics of spontaneous (1) and zymosan-
induced (2) chemiluminescence of blood neutrophils 
in healthy people
Примечание: цифрами на рисунке обозначены: 
3 — время выхода на максимум хемилюминесценции; 
4 — максимум хемилюминесценции.
Note: the digits in figure is indicated: 3 — time to peak 
chemiluminescence; 4 — maximum of chemiluminescence.
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ции. Время выхода на максимум характеризует 

длительность развития максимальной актив-

ности синтеза АФК от момента антигенной 

или регуляторной индукции респираторного 

взрыва фагоцитирующих клеток. Этот период, 

прежде всего, зависит от состояния внешней 

цитоплазматической мембраны и метаболиз-

ма клеток [10]. При острых инфекционно-вос-

палительных заболеваниях, когда нейтрофилы 

находятся в активированном состоянии, время 

выхода на максимум хемилюминесценции со-

кращается [11]. В то же время при хронических 

воспалительных процессах, на фоне снижения 

активности основных метаболических процес-

сов в фагоцитов, время выхода на максимум 

хемилюминесцентной активность увеличива-

ется. Максимум интенсивности хемилюминес-

ценции определяет максимальную активность 

синтеза АФК клеткой. Площадь под кривой 

хемилюминесценции интегрально характери-

зует весь комплекс АФК, вырабатываемых фа-

гоцитами за исследуемый период. Максимум 

интенсивности и площадь под кривой также 

зависят от функционально-метаболического 

состояния фагоцитирующих клеток. Индекс 

активации вычисляется через отношение пло-

щади под кривой индуцированной хемилюми-

несценции к площади под кривой спонтанной 

хемилюминесценции и характеризует наличие 

внутриклеточных метаболических резервов 

для реализации респираторного взрыва.

В целом, можно заключить, что хемилюми-

несцентный анализ является высокочувстви-

тельным и дает возможность получения бескон-

тактной информации о состоянии респиратор-

ного взрыва фагоцитирующих клеток. Кроме 

того, на основе хемилюминесцентного анализа 

также имеется возможность оценки влияния 

различных регуляторных факторов и патогенов 

на функцию фагоцитов.

Роль респираторного взрыва 
фагоцитирующих клеток при различных 
иммунопатогенетических состояниях

Изменение состояния респираторного взры-

ва фагоцитирующих клеток выявляется при 

многих иммунопатологических состояниях. 

Наиболее выраженные изменения в синте-

зе АФК фагоцитами обнаружены при инфек-

ционно-воспалительных заболеваниях. Так, 

О.В. Бердюгина и А.В. Ершова (2016) с помо-

щью методов проточной цитометрии устано-

вили, что при фиброзно-кавернозной форме 

туберкулеза у больных в периферической кро-

ви снижается процент моноцитов способных 

к синтезу супероксид-радикала [1]. Причем 

снижение количества данной фракции моно-

цитов осуществлялось синхронно понижению 

поглотительной способности клеток. В работе 

Scharn C.R. et al. (2016) показано, что макро-

фаги легких слабее синтезировали первичные 

АФК (супероксид-радикал и монооксид азота) 

при туберкулезе [40]. Saengmuang P. et al. (2014) 

обнаружили снижение интенсивности респи-

раторного взрыва нейтрофилов и фагоцитоза 

при инфицировании клеток внутриклеточной 

патогенной бактерией Burkholderia pseudomallei 

[39]. Наиболее выраженные нарушения функ-

циональной активности фагоцитов выявлены 

у пожилых людей и лиц с нарушенным глике-

мическим обменом.

Вирусные инфекции также влияют на состо-

яние респираторного взрыва фагоцитов. Уста-

новлено, что воздействие на трансмембранный 

рецептор вируса герпеса (HVEM), который экс-

прессируется на нейтрофильных гранулоцитах, 

вызывает активацию эффекторных функций 

клеток данной популяции, включая респира-

торный взрыв, дегрануляцию, секрецию IL-8 

и фагоцитоз [26]. Такой эффект определяется 

тем, что HVEM входит в состав семейства рецеп-

торов фактора некроза опухоли. Развитие ре-

спираторного взрыва нейтрофилов крови в от-

вет на вирусную инфекцию зависит от их сте-

пени зрелости и фенотипа. В работе Pliyev B.K. 

et al. (2012) показано, что на фоне гриппозной 

инфекции в крови повышалось количество 

нейтрофилов с фенотипом CD35–CD49d+, ко-

торые были охарактеризованы как клетки 

с уменьшенной зернистостью и признаками 

метамиелоцитов [36]. При этом у CD35–CD49d+-

нейтрофилов также выявлялся более низкий 

уровень респираторного взрыва и фагоцитоза. 

Tripathi S. et al. (2015) представлено исследова-

ние стимулирующей активности кателицидина 

LL-37 (cathelicidin LL-37, лизосомальный белок 

макрофагов и нейтрофилов) на состояние ре-

спраторного взрыва нейтрофилов на фоне ин-

фекции вирусом гриппа [44]. Установлено, что 

кателицидин LL-37 стимулирует респиратор-

ный взрыв полиморфноядерных гранулоцитов 

посредством взаимодействия через формил-

пептидный рецептор 2 (FPR-2).

Как отмечалось выше, хемилюминесцент-

ный анализ позволяет оценивать и регулятор-

ные особенности респираторного взрыва фа-

гоцитирующих клеток. Так, на основе хемилю-

минесцентного анализа респираторного взрыва 

нейтрофилов крови разработан метод оценки 

клеточной чувствительности к IFNα2 [5]. В ра-

боте Л.М. Куртасовой с соавт. (2016) показано, 

что у детей с инфекцией, вызванной вирусом 

Эпштейна–Барр, в острый период заболевания 

отмечается уменьшение диапазона клеточной 

чувствительности лейкоцитов крови к IFNα2 

и наблюдается зависимость клеточной чув-
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ствительности от дозы препарата и тяжести за-

болевания [4]. Полученные данные, по мнению 

авторов, свидетельствуют о необходимости ин-

дивидуального подхода к интерферонотерапии 

у детей с инфекционным мононуклеозом, вы-

званным вирусом Эпштейна–Барр.

Выраженные изменения синтеза АФК фа-

гоцитирующими клетками обнаружены при 

инфекционно-воспалительных заболеваниях. 

Обнаружено, что у больных распространенным 

гнойным перитонитом состояние респиратор-

ного взрыва нейтрофилов характеризуется по-

вышением уровня синтеза как первичных, так 

и вторичных АФК [11]. Повышается скорость ак-

тивации НАДФН-оксидазы, что, однако, может 

привести к быстрому метаболическому истоще-

нию нейтрофилов. Установлена информатив-

ность показателей респираторного взрыва ней-

трофилов в прогнозе развития абдоминального 

сепсиса у больных распространенным гнойным 

перитонитом (РГП) [6]. У больных РГП, у кото-

рых в динамике послеоперационного периода 

разовьется абдоминальный сепсис, хемилю-

минесцентная активность нейтрофилов крови 

характеризуется пониженным уровнем спон-

танного синтеза первичных АФК и повышен-

ным уровнем спонтанного синтеза вторичных 

АФК. Уровни синтеза первичных и вторичных 

АФК нейтрофилами при индукции респира-

торного взрыва опсонизированным зимозаном 

незначительно различаются в группах больных 

РГП в зависимости от последующего развития 

сепси са в послеоперационном периоде [7]. Ав-

торами выявлена зависимость хемилюминес-

центных показателей нейтрофилов от содержа-

ния TNFα и IL-6 в крови.

В работе Sikora J.P. et al. (2008) представлены 

результаты исследования особенностей син-

теза АФК нейтрофилами у детей с ожоговой 

болезнью на фоне развития системного вос-

палительного ответа [41]. Продемонстриро-

вана зависимость состояния респираторного 

взрыва нейтрофилов от концентрации некото-

рых цитокинов в крови. Установлено, что при 

развитии системного воспалительного ответа 

у детей с ожоговой болезнью интенсивность 

кислородного метаболизма фагоцитирующих 

клеток снижается. Авторы отмечают наличие 

клинической значимости показателей цито-

метрического анализа на основе BURSTTEST 

в прогнозе характера течения системного вос-

палительного ответа.

В работе О.В. Смирновой с соавт. (2016) по-

казано, что у больных механической желтухой 

(МЖ), вызванной желчекаменной болезнью, 

интенсивность спонтанной и зимозан-индуци-

рованной люминол-зависимой хемилюминес-

ценции нейтрофилов была снижена по сравне-

нию с контрольными значениями [12]. При МЖ 

злокачественного генеза обнаружено повыше-

ние интенсивности зимозан-индуцированной 

хемилюминесценции нейтрофилов. Также при 

МЖ обнаружена зависимость между интен-

сивностью хемилюминесценции нейтрофилов 

и уровнем билирубина в крови.

В настоящее время интенсивно исследуется 

роль различных типов фагоцитирующих кле-

ток в онкогенезе. Большой интерес вызывают 

исследования функции нейтрофилов и моно-

цитов крови, что связано с их ролью в регуля-

ции иммунных реакций и в реализации воспа-

лительных процессов при опухолевом росте [3, 

9]. Актуальность изучения физиологии и функ-

ции дендритных клеток определяется необхо-

димостью расшифровки фундаментальных ме-

ханизмов инициации адаптивного иммунитета 

и практической значимостью при разработке 

клеточных технологий иммунотерапии [19]. 

Ряд исследований посвящено неоднозначной 

роли макрофагов в опухоли [22, 37]. Не мень-

ший интерес вызывают исследования роли 

нейтрофилов в онкогенезе. Это связано, с тем, 

что нейтрофилы, являясь высокореактивными 

клетками, реагируют практически на любые 

изменения внутренней среды организма, в том 

числе и на опухолевый рост [8, 13]. Доказано 

цитотоксическое действие нейтрофильных 

гранулоцитов на раковые клетки. Кроме того, 

обнаружено, что если на ранних стадиях разви-

тия опухоли нейтрофилы реализуют противо-

опухолевую стратегию, то на поздних стадиях 

онкогенеза выявляется проопухолевая актив-

ность нейтрофилов [25].

С помощью хемилюминесцентного анализа 

обнаружено, что у больных раком почки наблю-

дается повышенный уровень респираторного 

взрыва нейтрофилов крови, который определя-

ется синтезом как первичных, так и вторичных 

АФК [8]. При этом обнаружены взаимосвязи 

между уровнем синтеза АФК и фенотипическим 

составом нейтрофилов. Так, если у здоровых 

людей интенсивность респираторного взрыва 

была положительно взаимосвязана с количе-

ством CD11b+-, CD62L+- и CD64+-нейтрофилов, 

то при онкологическом заболевании данные 

корреляции были потеряны.

В работе Л.М. Куртасовой с соавт. (2016) 

установлены особенности изменения состо-

яния респираторного взрыва нейтрофилов 

у больных раком почки и мочевого пузыря 

в динамике заболевания [3]. Обнаруженные из-

менения зависят от локализации опухолевого 

процесса. У больных раком почки изменения 

преимущественно затрагивают продукцию 

первичных АФК, у больных раком мочевого 

пузыря — начальные стадии окислительного 

метаболизма и вторичные АФК. Обнаружено, 

что восстановление компенсаторных метаболи-
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ческих возможностей нейтрофилов крови в по-

слеоперационном периоде быстрее происходит 

у больных раком мочевого пузыря. При иссле-

довании активности респираторного взрыва 

и фенотипа моноцитов крови у больных раком 

почки обнаружено, что интенсивность синтеза 

АФК снижена [9]. При этом установлены осо-

бенности в распределении интенсивности ре-

спираторного взрыва по субпопуляциям моно-

цитов: снижается активность респираторного 

взрыва в моноцитах с фенотипом CD14+CD16–, 

но повышается в моноцитах с фенотипом 

CD14+CD16+ и CD14lowCD16+.

Таким образом, оценка респираторного взры-

ва фагоцитирующих клеток позволяет охарак-

теризовать фундаментальные механизмы реаги-

рования клеток врожденного иммунитета на па-

тогенные и регуляторные воздействия, а также 

разрабатывать новые высокочувствительные ме-

тоды диагностики и прогноза развития и исхода 

различных иммунопатологических состояний. 

Представленные методы проточной цитометрии 

и хемилюминесцентного анализа позволяют 

определять как интегральное состояние респи-

раторного взрыва, так и уровни и кинетические 

параметры синтеза отдельных АФК.
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