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Особый интерес вызывает изучение роли пуринергической сигнализации форменных элементов крови 
при нарушениях процессов физиологической регенерации, частными случаями которых могут выступать 
воспалительные процессы, а также старение организма. Большое значение для качественной реализации 
иммунных реакций лейкоцитами имеет функциональное состояние их плазмалеммы, основными характе-
ристиками которой являются жесткость, потенциал поверхности и сила межклеточной адгезии. В выпол-
ненном исследовании с целью активации элементов пуринергической сигнальной системы использована 
модель механического стресса in vitro. Функциональные свойства лейкоцитов определяли методами атом-
но-силовой микроскопии – полуконтактного сканирования и силовой спектроскопии, а также с помощью 
тестов на миграционную активность лейкоцитов. При моделировании условий механической деформации 
клеток уровень аденозинтрифосфата в крови увеличился в 2,3 раза по сравнению с контролем. Заряд кле-
точной поверхности и жесткость гранулоцитов снизились. Жесткость лимфоцитов увеличилась, потенциал 
их поверхности стал более отрицательным по сравнению с контролем. Миграционная активность грануло-
цитов значительно возросла. Увеличилась сила адгезии между эритроцитами и лейкоцитами. Таким обра-
зом, исследование показало, что молекула аденозинтрифосфата и ее производные могут оказывать влияние 
на изменение функциональных свойств лейкоцитов посредством ауто- и паракринной регуляции. Полу-
ченные экспериментальные данные расширяют имеющиеся знания о механизмах взаимодействия между 
гранулоцитами и лимфоцитами в сосудах периферического русла, что может быть полезно в коррекции 
нарушений иммунного ответа при старении организма.

Ключевые слова:  пуринергическая сигнальная система, форменные элементы крови, потенциал по-
верхности, модуль Юнга, сила адгезии, миграционная активность, старение организма.
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Изучение пуринергической сигнальной 
системы, рецепторные комплексы которой и 
ассоциированные с ними лиганды выступают 
паракринными и внутриклеточными регулято-
рами функциональной активности различных 
клеток организма, вызывает особый интерес. 
Краткосрочные пуринергические сигналы от-
мечаются при регуляции экзокринной и эндо-
кринной секреции, агрегации-дезагрегации 
тромбоцитов, вазодилатации, механочувстви-
тельной трансдукции [1]. Долгосрочные пури-
нергические сигналы участвуют в регуляции 
клеточной пролиферации, дифференциации, 
миграции и гибели клеток, заживлении ран, 
старении и канцерогенезе [2]. Такие сигналы 
обусловлены наличием пуриновых рецепторов 
на мембране клеток практически всех органов 
и тканей, в т. ч. и на плазмалемме форменных 
элементов крови [3, 4]. 

Известно, что во время прохождения через 
узкие просветы капилляров эритроциты, меха-
нически деформируясь, освобождают молеку-
лы аденозинтрифосфата (АТФ), производные 
которых в виде аденозиндифосфата и адено-
зина активно взаимодействуют с рецепторами 
Р2-семейства на эритроцитарной поверхно-
сти, что приводит к еще более выраженному 
выбросу АТФ [5]. В межклеточном простран-
стве молекулы АТФ в результате эктонуклео-
тидазного каскада реакций [6] расщепляются 
на нуклеотиды, активно взаимодействующие 
с пуриновыми рецепторами на иммунных 
клетках.

Цель работы – изучить функциональные 
свойства лейкоцитов периферической крови 
людей зрелого возраста при активации пури-
нергической сигнальной системы.

Материалы и методы. Эксперименты вы-
полнены с использованием периферической 
венозной крови практически здоровых лю-
дей-добровольцев (I группа здоровья) зрелого 
возраста (от 36 до 59 лет, n = 30, женского и 
мужского пола), проходивших диспансериза-

цию на базе областной клинической больницы 
г. Белгорода. Забор крови осуществляли из лок-
тевой вены с участием специализированного 
медперсонала. Исследования выполнены с со-
блюдением требований Хельсинкской деклара-
ции (с изменениями 2013 года), было получено 
информированное согласие всех субъектов экс-
перимента.

Активацию пуринергических сигнальных 
путей форменных элементов крови осущест-
вляли путем моделирования механической 
деформации мембран. Для этой цели была ис-
пользована модель механического стресса in 
vitro  согласно методике, описанной в работе 
[7]. Каждый образец крови был разделен на 
опытную и контрольную пробы. Опытные про-
бы крови подвергали механическому стрессу, 
контрольные оставляли без воздействия.  

Концентрацию АТФ, вырабатываемого 
эритроцитами при моделировании механиче-
ского стресса in vitro, в исследуемых пробах 
определяли колориметрическим методом2, ис-
пользуя фотометр фотоэлектрический КФК-3 
(Россия, 2008), по разности оптических плот-
ностей между пробиркой, в которой прово-
дили гидролиз фосфатных связей, и пробой 
без гидролиза фосфатных связей при помощи 
калибровочного графика. Калибровочный гра-
фик строили, используя раствор фосфат-ио-
нов (ГСО 7791–2000) в концентрациях от 50 
до 500 мкг/мл с шагом 50 мкг/мл. Измерение 
концентрации АТФ выполняли в трех повтор-
ностях для каждой пробы.

Цельную кровь разделяли на эритроцитар-
ную и лейкоцитарную массы путем центрифу-
гирования при 1500 об./мин в течение 5 мин. 
Лейкоцитарное кольцо отбирали в отдельную 
пробирку, полученную суспензию лейкоцитов 
с помощью магнита для клеточной сепарации 
EasySep Magnet  и набора для выделения лим-
фоцитов EasySep/EasySep Direct Human Total 
Lymphocyte Isolation Kit (StemCell) разделяли 
на гранулоциты и лимфоциты. 

2Алейникова Т.Л., Рубцова Г.В. Руководство к практическим занятиям по биологической химии. М.:  
Высш. шк., 1988. 238 с.
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Биофизические свойства поверхности фор-
менных элементов крови изучали с использо-
ванием атомно-силового микроскопа (АСМ) 
«ИНТЕГРА Вита» (конфигурация на базе инвер-
тированного оптического микроскопа Olympus 
IX-71; производитель NT-MDT, г. Зеленоград, 
2009). Электрические свойства мембраны гра-
нулоцитов и лимфоцитов оценивали, выполняя 
измерения поверхностного потенциала (ПП) в 
режиме зонда Кельвина на АСМ. Подготовку су-
спензии клеток для измерения ПП и процедуру 
измерения ПП осуществляли согласно способу, 
изложенному в работе [8]. Для исследования ис-
пользовали кантилеверы с токопроводящим тита-
новым покрытием серии NSG03/TiN (Nanoworld, 
США). Из каждой пробы сканировали по 
20 клеток каждой популяции, обработку полу-
ченных сканов осуществляли в программе Nova 
(NT-MDT).

Жесткость клеточной поверхности оце-
нивали по числовым данным модуля Юнга. 
В основе метода регистрации модуля Юнга 
лежит измерение степени деформации поверх-
ности образца при взаимодействии его с вер-
шиной зонда АСМ. В работе использованы 
модифицированные АСМ-зонды, изготовлен-
ные коллективом авторов на основе полимер-
ных микросфер с радиусом закругления 5 мкм 
[9]. Измерение модуля Юнга осуществляли 
на АСМ «ИНТЕГРА Вита» в режиме силовой 
спектроскопии, согласно алгоритму, описанно-
му в работе [10]. Из каждой пробы сканирова-
ли по 20 клеток каждой популяции.

Для измерения сил адгезии в системах «эри-
троцит–гранулоцит» и «эритроцит–лимфоцит»  
применяли биосенсорный чип, изготовленный 
на основе нативного эритроцита и типлесса 
CSG11 (США) согласно способу, изложенному 
в работе [11]. Силу межклеточной адгезии из-
меряли, регистрируя силовые кривые с поверх-
ности 20 клеток, и рассчитывали с помощью 
программного обеспечения Nova.

Миграционную активность лейкоцитов 
оценивали в прямом капиллярном тесте с уче-
том жизнеспособности лимфоцитов не менее 
95 % [12].

Результаты экспериментальных исследо-
ваний обрабатывали методами вариационной 
статистики. Статистическую значимость раз-
личий между контрольными и опытными про-
бами определяли с использованием t-критерия 
Стьюдента при критическом уровне значимо-
сти p < 0,05 и нормальном распределении. Дан-
ные представлены в виде среднего значения 
(М) и статистической ошибки (m).

Результаты. При активации пуринергиче-
ской сигнальной системы установлено увели-
чение концентрации АТФ в крови в 2,3 раза по 
сравнению с контролем (см. рисунок).

В условиях механического стресса по-
казано изменение биофизических свойств 
лейкоцитов. В опытных пробах крови за-
ряд гранулоцитов снизился на 47 % (р < 0,05), 
что повлекло за собой увеличение адгезивной ак-
тивности клеточной поверхности (табл. 1). Сила 
адгезии между эритроцитом и гранулоцитом воз-
росла на 18 % (р < 0,05) по сравнению с контроль-
ной группой. Кроме того, модуль Юнга, характе-
ризующий жесткость поверхности, снизился на 
16,8 % (р < 0,05) по сравнению с контролем.

Изменение концентрации АТФ в крови людей 
зрелого возраста под влиянием механического стресса in 
vitro: * – установлены статистически значимые различия 
между показателями в опытной и контрольной группах 
по критерию Стьюдента (p < 0,05)
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При активации элементов пуринергической 
сигнальной системы произошло изменение 
биофизических свойств плазмалеммы лимфо-
цитов. Модуль Юнга увеличился на 26 % (р <  
< 0,05) по сравнению с контролем (табл. 1). 
В опытных пробах крови заряд лимфоцитов 
снизился на 27 % (р < 0,05), что сопровожда-

лось увеличением адгезивной активности кле-
точной поверхности на 49,7 % (р < 0,05).

При моделировании механического стресса 
изменилась миграционная активность клеток 
(табл. 2). Так, доля мигрировавших грануло-
цитов повысилась в 2,8 раза (р < 0,05) по срав-
нению с контролем.

Таблица 1
ВЛИЯНИЕ МЕХАНИЧЕСКОГО СТРЕССА in vitro  

НА БИОФИЗИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА КЛЕТОЧНОЙ ПОВЕРХНОСТИ ЛЕЙКОЦИТОВ  
В КРОВИ ЛЮДЕЙ ЗРЕЛОГО ВОЗРАСТА (M±m) 

Показатель Контроль Опыт

Гранулоциты
Сила адгезии в системе «эритроцит–гранулоцит», нН   35,9±0,2 43,9±1,1*
Модуль Юнга, мкПа     4,16±0,01   3,56±0,02*
Потенциал поверхности, мВ –31,76±1,52 –46,7±4,32*

Лимфоциты
Сила адгезии в системе «эритроцит–лимфоцит», нН   35,9±0,2  71,5±0,8*
Модуль Юнга, мкПа     9,16±0,01  11,56±0,02*
Потенциал поверхности, мВ –19,72±0,23         –27,15±0,32*

Примечание: * – установлены статистически значимые различия между показателями по критерию Стьюдента 
(p < 0,05).

Таблица 2
ВЛИЯНИЕ МЕХАНИЧЕСКОГО СТРЕССА in vitro  

НА МИГРАЦИОННУЮ АКТИВНОСТЬ ЛЕЙКОЦИТОВ  
В КРОВИ ЛЮДЕЙ ЗРЕЛОГО ВОЗРАСТА (M±m)

Показатель Контроль Опыт

Гранулоциты
Количество клеток в 1 мкл:

до миграции
после миграции

5290,0±186,1
746,7±43,9

  4660,0±212,7*
1700,0±92,4*

Доля мигрировавших клеток, % 12,5±0,5   36,2±0,7*
Лимфоциты

Количество клеток в 1 мкл:
до миграции
после миграции

1893,3±100,0
786,7±37,1

 726,7±55,5*
 313,3±26,6*

Доля мигрировавших клеток, % 42,0±0,9 43,3±1,5
Примечание: * – установлены статистически значимые различия между показателями по критерию Стьюдента 
(p < 0,05).
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Обсуждение. Cмоделированные в дан-
ном эксперименте условия механического 
стресса in vitro, максимально приближенные 
к физиологическим параметрам микроцирку-
ляторного русла, привели к активации пури-
нергической сигнальной системы [13]. Прове-
денное исследование установило повышение 
концентрации АТФ в пробах крови, подверг-
шихся механическому стрессу, практически в  
2,5 раза. Полученные данные подтверждают 
факт экскреции в межклеточное пространство 
молекул АТФ эритроцитами в ответ на сило-
вое воздействие со стороны смещающихся 
слоев плазмы [14]. 

Паракринные влияния эндогенного АТФ 
наблюдались в снижении жесткости и ПП плаз-
малеммы гранулоцитов, в увеличении силы 
адгезии между гранулоцитом и эритроцитом. 
Подобные изменения могут быть связаны с за-
пуском и реализацией пуринергического сиг-
нального каскада под влиянием механического 
воздействия [6]. Преобладающими подтипами 
рецепторов пуринергической сигнальной си-
стемы на плазмалемме гранулоцитов являются 
P2Y1, 2, 4, 6, 11 [15]. В ряде работ показано, 
что рецептор P2Y2, локализованный на по-
верхности нейтрофилов, отвечает за полимери-
зацию актина и, как следствие, за ориентацию 
клеток и их движение в ответ на хемотаксиче-
ские стимулы [16]. Кроме того, на поверхности 
гранулоцитов обнаружен А2-рецептор к адено-
зину, который посредством аутокринной регу-
ляции обеспечивает миграцию клеток [17], что 
согласуется с установленным в нашей работе 
повышением миграционной активности грану-
лоцитов при механическом стрессе.

Выявлено, что выброс молекул АТФ клет-
ками крови приводит к увеличению жесткости 
лимфоцитов и силы адгезии в системе «эритро-
цит–лимфоцит», при этом плазмалемма кле-
ток приобретает более отрицательный заряд. 
В ряде работ описаны рецепторы P2X- и P2Y-
семейств, локализованные на поверхности лим-
фоцитов и представляющие собой мембранные 
ионные каналы [18]. Возможно, высвобож-
дение молекул АТФ во время механического 

стресса запускает пуринергическую сигналь-
ную систему за счет  повышения концентра-
ции цитозольного Ca2+ [19, 20]. Молекула АТФ 
может являться средством взаимодействия Т- и 
В-популяций лимфоцитов. Так, В-клетки могут 
гидролизовать внеклеточный АТФ до аденози-
на, А2-рецепторы к которому обнаружены на 
поверхности Т-лимфоцитов [21].

Таким образом, в условиях  механической 
деформации клеток крови показано увеличе-
ние концентрации АТФ и изменение биофи-
зических свойств плазмалеммы лейкоцитов 
в крови людей зрелого возраста. При акти-
вации пуринергической сигнальной системы 
ПП гранулоцитов и лимфоцитов стал более 
отрицательным. Под влиянием механическо-
го стресса модуль Юнга лимфоцитов увели-
чился, а гранулоцитов – снизился. В то же 
время силы адгезии в системах «эритроцит–
гранулоцит» и «эритроцит–лимфоцит» воз-
росли. Миграционная активность грануло-
цитов повысилась. Результаты исследования 
указывают на то, что молекула АТФ оказыва-
ет значительное влияние на изменение био-
физических свойств плазмалеммы как грану-
лоцитов, так и лимфоцитов. 

Полученные экспериментальные данные о 
влиянии факторов внеклеточных пуринерги-
ческих сигнальных путей на функциональные 
свойства форменных элементов крови людей 
зрелого возраста существенно расширяют 
знания о механизмах взаимодействия между 
гранулоцитами,  как основными клетками, 
формирующими первую линию защиты от 
чужеродных микроорганизмов посредством 
фагоцитарной активности, и лимфоцитами, 
обеспечивающими гуморальные иммунные 
реакции. Результаты данной работы будут ис-
пользованы для дальнейших исследований 
форменных элементов крови людей пожилого 
возраста, что позволит проследить изменение 
функциональных свойств лейкоцитов при на-
рушении иммунных реакций, сопровождаю-
щем старение организма.
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FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF PERIPHERAL BLOOD LEUKOCYTES  
IN PEOPLE AGED 36–59 YEARS AT ACTIVATION  

OF THE PURINERGIC SIGNALLING SYSTEM

It is of particular interest to study the role of purinergic signalling of blood cells in cases of disturbed 
physiological regeneration, such as inflammatory processes and ageing. For leukocytes to realize 
their immune responses properly, the functional state of their plasma membrane is important, its main 
characteristics being stiffness, surface potential and strength of intercellular adhesion. To activate 
the elements of the purinergic signalling system, we applied a model of mechanical stress in vitro. 
Erythrocyte functional properties were studied using the methods of atomic force microscopy, namely, 
tapping mode and force spectroscopy, as well as tests for leukocyte migration activity. At simulated 
mechanical cell deformation, the level of adenosine triphosphate (ATP) in the blood increased by the 
factor of 2.3 as compared with the control. The cell surface charge and granulocyte stiffness decreased. 
Lymphocyte stiffness increased, while their surface potential became more negative, compared to the 
control. Granulocyte migration activity increased significantly. Moreover, a greater strength of adhesion 
between erythrocytes and leukocytes was detected. Thus, the findings indicate that the ATP molecule 
and its derivatives can affect leukocyte functional properties through auto- and paracrine regulation. 
The obtained experimental data expand the existing knowledge about the mechanisms of intercellular 
interaction between granulocytes and lymphocytes in the peripheral vessels, which can be of use when 
correcting abnormal immune response at ageing.

Keywords: purinergic signalling system, blood cells, surface potential, Young’s modulus, adhesive 
strength, migration activity, ageing.
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