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Клеточная иммунология

© Коллектив авторов, 2014

УДК 612.112.91.083

Воробьева Н.В.1, Голубева Н.М.2, Пинегин Б.В.2

Роль актинового цитоскелета в регуляции дегрануляции 
нейтрофилов человека, активированных опсонизированным 
зимозаном
1Кафедра иммунологии биологического факультета МГУ им. М.В. Ломоносова, 119992, г. Москва, Ленинские 
горы, 1/12; 2ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, г. Москва

Изучено действие вещества, вызывающего диссоциацию филаментного актина, цитохалазина В (ЦБ), на дегра-
нуляцию нейтрофилов человека, индуцированную опсонизированным зимозаном. Впервые показано, что низкие 
дозы ЦБ усиливают экзоцитоз азурофильных и специфических гранул относительно стимуляции одним опсони-
зированным зимозаном на 26 и 33% соответственно. Высокие дозы ЦБ дозозависимо ингибируют дегрануляцию 
клеток. Предложена модель, описывающая экзоцитоз гранул у нейтрофилов человека в зависимости от динами-
ческого состояния филаментного актина.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  нейтрофил; экзоцитоз гранул; актиновый цитоскелет; компартментализация мембраны; 
опсонизированный зимозан

Vorob’yova N.V., Golubeva N.M., Pinegin B.V.
Essential role of actin cytoskeleton in regulation of granule exocytosis in human 
neutrophils activated with opsonized zymosan

Here, a comprehensive analysis of actin dissociating drug cytochalasin B (CB) on exocytosis of human neutrophils induced 
with opsonized zymosan have been performed. For the first time we showed that low doses of CB stimulated an exocytosis 
of azurophilic and specific granules, while high doses of CB decreased it in a dose-dependent manner. We conclude that 
in accordance with a model «fence» and «pickets» low doses of CB facilitated the clasterization of FcγR, while high doses 
of CB inhibited actin reorganization and prevented particle internalization and granule exocytosis. Based on our data, a 
model of degranulation in dependence on functional state of cortical actin is proposed.

K e y  w o r d s :  neutrophil; granule exocytosis; actin cytoskeleton; membrane compartmentalization; opsonized zymosan

Однако эта модель не могла объяснить некоторые про-
цессы, происходящие в мембране; например, подвижность 
белков в цитоплазматической мембране была гораздо ниже, 
чем в искусственных бислоях со сходным липидным со-
ставом. В связи с этим A. Kusumi и соавт. [6, 7] выдвинули 
новую концепцию организации мембраны. Используя высо-
коскоростной метод отслеживания индивидуальных частиц 
SPT (high-speed single-particle tracking), авторы показали, что 
мембрана представляет собой не гомогенный жидкий слой, 
а состоит из компартментов (corrals). Внутри этих компар-
тментов диффузия белков и липидов происходит свободно, 
однако возможно и их перескакивание в соседние компар-
тменты. Экспериментально показано, что такая компартмен-
тализация обусловлена актиновым цитоскелетом, выстилаю-
щим цитозольную поверхность плазматической мембраны. 
По данным A. Kusumi и соавт. [6–8], именно кортикальный 
актин образует решетчатую структуру, ограничивающую ла-
теральное передвижение мембранных белков (модель fence). 
Кроме того, белковые молекулы, пронизывающие кортикаль-
ный цитоскелет и мембрану одновременно, действуют как 
“колья”, ограничивающие диффузию липидов и других бел-
ков между компартментами (модель pickets).

В связи с отказом от традиционной жидкомозаичной 
структуры мембраны в пользу компартментализованной (мо-
дель fence и pickets) появилась необходимость пересмотреть 
подвижность мембранных рецепторов, в частности FcγR, при 
фагоцитозе. Так, V. Jaumouille и S. Grinstein, используя метод 
SPT на модели FcγRIIA первичных макрофагов человека, 
показали, что рецепторы к иммуноглобулинам в покоящих-
ся клетках существуют главным образом в виде мономеров. 

Нейтрофилы человека играют существенную роль в защи-
те хозяина от патогенов, бактерий, грибов и вирусов [1]. Как 
только патоген инфицирует хозяина, нейтрофилы немедленно 
мигрируют в участки инфекции, привлекаемые хемоаттрак-
тантами [2]. Здесь они распознают патогенассоциированые 
молекулярные паттерны при участии таких трансмембранных 
паттернраспознающих рецепторов, как TM-like-рецепторы. 
Далее нейтрофилы быстро фагоцитируют патогены, опсони-
зированные антителами или комплементом. Процесс фаго-
цитоза сопровождается активацией нейтрофила, приводящей 
к синтезу активных форм кислорода (АФК), высвобождению 
протеолитических ферментов и антимикробных пептидов в 
результате экзоцитоза гранул [3].

Долгое время существовало каноническое представле-
ние, согласно которому поглощение мишеней фагоцитами 
происходит при взаимодействии рецепторов с лигандами, 
что напоминает “застежки молнии”. Такая модель была осно-
вана на предположении, согласно которому мономерные IgG-
рецепторы равномерно распределены по клеточной поверх-
ности фагоцита и свободно диффундируют в соответствии с 
броуновским движением, пока не столкнутся с подходящим 
лигандом [4]. Эта концепция соответствовала жидкомоза-
ичной модели организации цитоплазматической мембраны, 
предложенной S. Singer и G. Nicolson [5].
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различной концентрации в течение 5 мин при 37оС. Далее клет-
ки стимулировали зимозаном, опсонизированным пуловой 
сывороткой, который добавляли в концентрации 400 мкг/мл.  
Инкубация продолжалась 20 мин при 37оС, после чего клет-
ки фиксировали 2% раствором параформальдегида 15 мин  
при КТ, промывали 1 раз в PBS и осаждали в планшете. 
Для определения экспрессии маркеров азурофильных и 
специфических гранул нейтрофилы инкубировали 30 мин 
с РЕ-конъюгированными моноклональными антителами к 
CD63 и FITC-конъюгированными моноклональными антите-
лами к CD66b. По окончании инкубации клетки промывали 
PBS, переносили в цитометрические пробирки и доводили 
объем буфера до 400 мкл. Анализ проводили на проточном 
цитофлюориметре Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США) 
с использованием FL1-детектора (488 нм аргоновый лазер, 
возбуждение флюоресценции при 520 нм) и FL2-детектора 
(возбуждение флюоресценции при 570 нм).

Хемилюминесценция. Образование АФК (“дыхательный 
взрыв”) нейтрофилами человека оценивали с помощью люми-
нолзависимой хемилюминесценции (ХЛ) с помощью люмино-
метра фирмы LKB (Швеция), как описано ранее [11].

Для оценки выхода АФК использовали лейкоцитарную 
суспензию, которую получали, смешивая 2 мл гепаринизиро-
ванной крови с 1 мл 3% желатины на PBS. После спонтанной 
седиментации эритроцитов при 37оС в течение 15 мин отби-
рали верхний слой жидкости. Лейкоциты осаждали при 200 g  
в течение 10 мин и доводили концентрацию клеток до 2·106 мл-1  
по сегментоядерным лейкоцитам.

На планшете смешивали 2·105 клеток в объеме 100 мкл, 
100 мкл люминола (конечная концентрация 10 мкМ), 300 
мкл PBS. Где указано, добавляли OZ или ФМЛФ (конечная 
концентрация 200 нМ), а также различные дозы ЦБ. Объем 
жидкости в ячейках составил 500 мкл. ХЛ определяли в те-
чение 40 мин и оценивали следующие параметры (в отно-
сительных люминесцентных единицах): пики спонтанной и 
стимулированной ХЛ, пики ХЛ при добавлении различных 
доз ЦБ. Степень подавления (стимуляции) ХЛ выражали в % 
относительно контроля (ХЛ нейтрофилов в отсутствие ЦБ и 
стимуляторов).

Результаты. Влияние ингибиторов филаментного ак-
тина на OZ-стимулированный выход АФК. Известно, что OZ 
индуцирует образование АФК нейтрофилами человека. Для 
определения дозы OZ, вызывающей максимальный выход 
АФК, нейтрофилы инкубировали с опсонизированным зимо-
заном в диапазоне концентраций 10–400 мкг/мл и измеряли 
люминолзависимую ХЛ. Полученные результаты показали, 
что OZ (10–400 мкг/мл) индуцировал четкое повышение 
образования АФК нейтрофилами. Эффект был дозозависи-
мым с максимальным ответом, полученным в присутствии 
400 мкг/мл OZ. Концентрация OZ 1 мкг/мл не индуцировала 
большего выхода АФК (данные не показаны).

Далее в присутствии 400 мкг/мл OZ к нейтрофилам до-
бавляли ЦБ в концентрации 10-6–2·10-5 М и оценивали обра-
зование АФК с помощью люминолзависимой ХЛ. Получен-
ные результаты показали, что ЦБ в дозе 10-6 М увеличивал 
ХЛ, полученную в присутствии одного лишь OZ, а в дозах 
ЦБ выше 10-6 и до 2·10-5 М ХЛ дозозависимо снижалась (рис. 
1).

В следующей серии экспериментов определяли действие 
различных доз ЦБ при стимуляции нейтрофилов ФМЛФ. 
Концентрацию ФМЛФ, вызывающую максимальный выход 
АФК, подобрали в предварительной серии экспериментов, 
она составила 200 нМ. Дальнейшее повышение дозы ФМЛФ 
не влияло на образование АФК нейтрофилами (не показано). 
Добавление ЦБ в концентрации 10-6–10-5 М в присутствии 200 
нМ ФМЛФ дозозависимо усиливало «дыхательный взрыв», а 
доза ЦБ, равная 2·10-5 М, снижала выход АФК (см. рис. 1).

Разрушение кортикального цитоскелета регулирует эк-
зоцитоз азурофильных и специфических гранул при стиму-
ляции OZ. Показано, что фагоцитоз, индуцированный такими 
нерастворимыми стимулами, как OZ, происходит с участи-
ем рецепторов и сопровождается интернализацией частиц и 

Однако при активации макрофагов появляются две различ-
ные субпопуляции FcγRIIA, отличающиеся по подвижности 
в плоскости мембраны. Одна из них представлена свободно 
диффундирующими мономерами, другая – рецепторами, 
ограниченными компартментами, которые образованы кор-
тикальным актином [9].

Основываясь на новых представлениях об организации 
мембраны и данных V. Jaumouillé и S. Grinstein [9], касаю-
щихся подвижности Fcγ-рецепторов при фагоцитозе, мы 
предположили, что связывание рецепторов с лигандами бу-
дет усиливаться при мягком разрушении актинового цито-
скелета благодаря повышению латеральной подвижности 
мономерных рецепторов. В соответствии с нашим предпо-
ложением добавление низких доз препаратов, вызывающих 
диссоциацию филаментного актина, например цитохалазина 
B (ЦБ), должно активировать фагоцитоз и сопровождающий 
его экзоцитоз гранул. Однако более высокие концентрации 
ЦБ должны подавлять ремоделирование актина в фагоци-
тарной чаше, необходимое для интернализации мишени, и 
блокировать фагоцитоз и соответственно экзоцитоз нейтро-
фильных гранул. Это предположение было проверено на мо-
дели дегрануляции нейтрофилов человека, активированных 
зимозаном, который опсонизирован пуловой сывороткой, и 
обработанных различными дозами ЦБ.

Материалы и методы. Трипептид N-формил-метионил-
лейцил-фенилаланин (ФМЛФ), ЦБ, зимозан, люминол 
(5-амино-2,3-дигидро-1,4-фталазиндион) были предостав-
лены Sigma-Aldrich Corp (США). Среды 199 и RPMI-1640, 
HEPES, Ficoll/Hypaque, фосфатно-солевой буфер (PBS), па-
раформальдегид были получены от “ПанЭко” (Россия). Все 
моноклональные антитела были предоставлены Beckman 
Coulter (США), а 96-луночные планшеты – компанией Nunc 
(Дания).

Зимозан, полученный из S. cerevisia, обработали сы-
вороткой от 20 доноров (OZ). Суспензию зимозана в PBS  
(5 мг·мл-1) кипятили на водяной бане в течение 20 мин. За-
тем суспензию центрифугировали, супернатант отбрасыва-
ли, а осадок инкубировали с сывороткой (5 мг зимозана и 
1 мл сыворотки) при 37оС в течение 30 мин. Зимозан отмы-
вали в PBS и ресуспендировали до конечной концентрации  
20 мг·мл-1. Аликвоты хранили при -70оС.

Выделение нейтрофилов. Периферическую кровь здоро-
вых доноров забирали в утренние часы натощак в полипро-
пиленовые пробирки, предварительно добавив в них гепа-
рин (20 МЕ/мл крови). Нейтрофилы выделяли по методу A. 
Böyum [10] с модификациями. Для этого цельную кровь раз-
водили средой 199 в 2 раза и наслаивали на одноступенчатый 
градиент Ficoll/Hypaque плотностью 1,077 г/мл. Центрифу-
гирование проводили при 400 g течение 25 мин. Осадок, обо-
гащенный нейтрофилами, ресуспендировали в среде 199 и 
добавляли декстран до конечной концентрации 1,3% для се-
диментации эритроцитов, которая продолжалась 30 мин при 
комнатной температуре (КТ). После этого отбирали верхний 
слой жидкости, гранулоциты осаждали центрифугированием 
при 1200 об/мин 10 мин. Полученный осадок клеток про-
мывали в PBS, а примесные эритроциты лизировали в гипо-
тоническом растворе (0,2% NaCl/1 мМ ЭДТА) 30 с при 4оС. 
Клетки осаждали центрифугированием, промывали в PBS 
и ресуспендировали в полной культуральной среде (ПКС), 
включающей RPMI-1640, 10 мМ HEPES, 2 мМ α-глутамина, 
40 мкг/мл гентамицина с добавлением 1% инактивирован-
ной эмбриональной телячьей сыворотки. Полученные клет-
ки были представлены более чем на 97% нейтрофилами, их 
жизнеспособность составляла более 98%, что определяли по 
исключению трипанового синего. Концентрацию нейтрофи-
лов доводили до 5·106 мл-1 в ПКС и оставляли при температу-
ре тающего льда на 1 ч.

Экзоцитоз гранул. Экзоцитоз азурофильных и специфи-
ческих гранул определяли по экспрессии на цитоплазматиче-
ской мембране CD63 и CD66b соответственно, используя ме-
тод проточной цитофлюориметрии, как описано ранее [11]. 
Покоящиеся нейтрофилы инкубировали в присутствии ЦБ в 
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