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ВЛИЯНИЕ ЭКЗОГЕННОГО ATP НА ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОТВЕТЫ 
ГРАНУЛОЦИТОВ КОСТНОГО МОЗГА МЫШИ
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Внеклеточный ATP – мощный воспалительный медиатор и регулятор активности нейтрофильных
гранулоцитов (нейтрофилов) в очаге воспаления, роль которого в регуляции функционально ин-
тактных гранулоцитов костного мозга не изучена. Исследовано влияние ATP на динамику измене-
ния концентрации ионов кальция ([Ca2+]i) в цитоплазме, генерацию активных форм кислорода
(АФК) и адгезию гранулоцитов. Изменение [Ca2+]i оценивали методом флуоресцентной видеомик-
роскопии с использованием Fura-2 АМ. Поиск клеток с кальциевой активностью проводили с по-
мощью разработанной нами автоматизированной процедуры. АФК регистрировали с использова-
нием метода люминол-зависимой хемилюминесценции. Адгезию оценивали в стандартном адгези-
онном тесте. В популяции гранулоцитов мыши идентифицированы клетки, отвечавшие генерацией
кальциевых спайков на 10 мкМ ATP (35.2 ± 4.0%). Автоматизированный поиск позволил выделить
четыре субпопуляции клеток: без кальциевой активности (53.1 ± 8.2%), отвечавших на ATP (23.4 ±
± 4.9%), на добавку раствора Хенкса (16.9 ± 2.5%), на ATP и раствор Хенкса (6.7 ± 1.5%). ATP зна-
чительно усиливал адгезию гранулоцитов. Апираза, гидролизующая эндогенный ATP, не вызывала
значительных изменений адгезии. ATP не влиял на дыхательный взрыв, индуцированный бактери-
альным пептидом N-формил-MLF (fMLF). Ответ на fMLF значительно усиливался под действием
апиразы, в присутствии цитохалазина D данный эффект не наблюдался. Таким образом, экзоген-
ный ATP усиливал генерацию кальциевых спайков в популяции гранулоцитов костного мозга мы-
ши и их адгезионные свойства. Вероятно, частичное подавляющее действие эндогенного ATP на
дыхательный взрыв обусловлено механизмом, вовлекающим цитоскелет.
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ВВЕДЕНИЕ
Нейтрофильные гранулоциты (нейтрофилы)

являются ключевыми эффекторами врожденного
иммунитета, они играют важную роль в инакти-
вации патогенов. Нейтрофилы выполняют мно-
гочисленные функции, включая фагоцитоз, дегра-
нуляцию, генерацию активных форм кислорода
(АФК) [1], а также участвуют в функционирова-
нии адаптивного иммунитета [2]. Известно, что
даже у одного вида животных состояние нейтро-
филов зависит от их локализации [3]. Гранулоци-
ты костного мозга отличаются от гранулоцитов из
очага острого воспаления, активированных in vivo,
интактным статусом.

Внеклеточный ATP, высвобождаемый при ин-
фекции, механическом повреждении тканей,

апоптозе или некрозе клеток, является одним из
ключевых активаторов иммунных клеток [4, 5].
В ряде случаев сами нейтрофилы могут быть ис-
точником ATP, который высвобождается через
поры, образованные коннексином 43, в частно-
сти, при стимуляции бактериальным пептидом
N-формил-Met-Leu-Phe (fMLF) [6]. Секретируе-
мый ATP усиливал миграцию и активируемый
fMLF дыхательный взрыв нейтрофилов мыши,
выделенных из очага острого воспаления [7]. Его
действие на гранулоциты костного мозга не ис-
следовано.

Нейтрофилы человека экспрессируют широ-
кий спектр пуриновых рецепторов, чувствитель-
ных к ATP: P2X1, P2X5, P2X7, P2Y2, P2Y6, P2Y11
[8–12]. На нейтрофилах мыши локализованы ре-
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цепторы P2X1, P2X7 и P2Y2 [9, 10, 13]. Рецептор
P2X7 обнаружен на гранулоцитах костного мозга
мыши, P2X1 и P2Y2 – на нейтрофилах из очага
воспаления. Рецепторы семейства P2X представ-
ляют собой тримерные лиганд-управляемые ка-
тионные каналы, рецепторы семейства P2Y – се-
мидоменные трансмембранные рецепторы, ассо-
циированные с G-белками [8]. Активация
рецепторов семейств P2X и P2Y приводит к уве-
личению концентрации кальция в цитоплазме,
запуску внутриклеточных сигнальных каскадов,
регулирующих функциональные ответы грануло-
цитов: хемотаксис, адгезию, продукцию АФК
[7, 13, 14]. Цитоплазматический кальций являет-
ся универсальным вторичным мессенджером, ре-
гулирующим β2-интегрин-зависимую адгезию
нейтрофилов [15], сборку NADPH-оксидазы и ге-
нерацию АФК [16]. Концентрация ионов кальция
([Ca2+]i) в цитоплазме служит важной характери-
стикой функциональной активности нейтрофи-
лов. Экспрессия рецепторов P2X2 и P2Y2 на ней-
трофильных гранулоцитах костного мозга и их
участие в регуляции функциональных ответов на
ATP не исследованы.

В работах, посвященных влиянию ATP на
функции нейтрофилов из очага воспаления, не
учитывали неоднородность популяции нейтро-
филов [7, 10]. Однако накапливаются факты, по-
казывающие фенотипическую гетерогенность и
функциональную многосторонность популяции
нейтрофилов [17]. Получены экспериментальные
данные, указывающие на неоднородность экс-
прессии поверхностных маркеров в популяции
нейтрофилов (например, CD16, CD11b) и про-
дукции АФК в ответ на fMLF [18]. Описаны ней-
трофилы нормальной плотности с классической
провоспалительной активностью и нейтрофилы
пониженной плотности, проявляющие иммуно-
супрессирующие свойства [19, 20]. Ранее мы об-
наружили неоднородность популяции грануло-
цитов из очага острого воспаления по чувстви-
тельности к никотину: только 30% клеток
отвечали на никотин генерацией кальциевых
спайков [21]. Вопрос о неоднородности популя-
ции нейтрофильных гранулоцитов по чувстви-
тельности к другим биологически активным ве-
ществам, в частности к ATP, на сегодняшний
день остается открытым. В настоящей работе ис-
следовано влияние ATP на функциональные от-
веты гранулоцитов в популяции в целом, оценена
неоднородность популяции по динамике измене-
ния [Ca2+]i. в ответ на ATP. Рассмотрены такие
функциональные ответы, связанные с изменени-
ем [Ca2+]i, как генерация АФК и адгезия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы. В работе использовали аденозин-5'-
трифосфат (ATP), бактериальный пептид N-фо-
мил-MLF (fMLF), ATP-дифосфогидролазу ([EC
3.6.1.5], апираза), цитохалазин D, 5-амино-2,3-
дигидро-1,4-фталазиндион (люминол), перколл
(все Sigma Aldrich, США); двухволновой каль-
ций-чувствительный зонд Fura-2 AM (Thermo
Fisher Scientific, США), культуральную среду RP-
MI 1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific, США),
антитела (клон RB6-8C5) к рецептору Ly-6G/Ly-
6C (Gr-1), меченные фикоэритрином (PE) (Bio-
Legend, США), бисбензидин H 33258 (2-[2-(4-
гидроксифенил)-6-бензимидазол]-6-(1-метил-
l4-пиперазил)-бензимидазол) (Merck/Millipore,
Германия), краситель Романовского-Гимза (Ми-
нимед-Р, Россия), этанол, изопропанол (Эпи-
фань, Тульская обл., Россия).

Животные. В исследовании использованы мы-
ши-самцы линии BALB/c массой 22–30 г. Жи-
вотные были приобретены в питомнике лабора-
торных животных “ПУЩИНО” (ФИБХ РАН,
Пущино, Россия). Все эксперименты проведены
в соответствии с протоколами, одобренными ко-
митетом по этике Института биофизики клетки
РАН (No.12306, 2006). Животные были адаптиро-
ваны к конвенциональным условиям и получали
питье и корм accesso libero.

Изоляция гранулоцитов. Гранулоциты костно-
го мозга выделяли методом центрифугирования в
градиенте плотности перколла по стандартной
методике [21]. Выделенные клетки промывали и
ресуспендировали в среде Хенкса (мМ): 138 NaCl,
6 KCl, 1 MgSO4, 1 Na2HPO4, 5 NaHCO3, 5.5 глюко-
за, 10 HEPES, pH 7.3. Клетки хранили при 4°С в
течение 1 ч перед началом эксперимента. Ней-
трофильные гранулоциты идентифицировали по
окрашиванию антителом к Gr-1, меченным PE, и
форме ядра, которое окрашивали с помощью
бисбензидина H 33258. Доля сегментоядерных
Gr-1+ клеток составляла более 80%. Выживае-
мость клеток, оцениваемая по окраске трипано-
вым синим, составляла 98–100%.

Оценка концентрации ионов кальция в цито-
плазме гранулоцитов. Влияние ATP на динамику
концентрации свободного кальция в цитоплазме
определяли по следующему протоколу: клетки
(106 клеток/мл) наносили на круглое покровное
стекло (диаметр 25 мм) в капле полного сбаланси-
рованного солевого раствора Хенкса объемом
100 мкл и инкубировали во влажной камере в те-
чение 20 мин при 37°С для прикрепления. Клетки
окрашивали 5 мкМ Fura-2 AM в течение 45 мин
при 37°C в присутствии апиразы (1 ед. акт. мл–1)
для удаления эндогенного АТР.
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Непосредственно перед измерением стекло с
клетками помещали в камеру для покровных сте-
кол (Warner Instruments, США), трижды промы-
вали 1 мл раствора Хенкса. Регистрировали флуо-
ресценцию клеток в поле зрения при возбуждаю-
щих длинах волн 340 (F340) и 380 (F380) нм с
помощью флуоресцентной имиджинг-системы,
собранной Асташевым М.Е. [22]. Измерения про-
водили при постоянном протоке солевой среды и
термостатировании при 37°С, что обеспечивалось
подогревом предметного столика с камерой для
покровных стекол и подаваемых растворов.
В каждом эксперименте оценивали [Ca2+]i без
воздействий (базовый уровень) в течение 1 мин
после добавки раствора Хенкса (контроль, 1 мин)
или 10 мкМ ATP (2 мин).

Запись и первичную обработку данных прово-
дили с помощью программного обеспечения
WinFluorXE (J. Demster, Strathclyde Electrophysiol-
ogy Software, Великобритания), дальнейшую об-
работку – с помощью программы ImageJ (NIH,
США). Изменение [Ca2+]i оценивали по отноше-
нию F340/F380. Для автоматического поиска кле-
ток с кальциевыми спайками использовали про-
грамму, основанную на расчете статистических
моментов третьего (асимметрия, As) и четвертого
(эксцесс, Ex) порядков для распределения значе-
ний F340/F380 по частоте встречаемости в записи
от каждой отдельной клетки [23].

Кальциевые спайки представляют собой тран-
зиентные сигналы: кратковременное увеличение
исследуемого параметра (F340/F380) с последую-
щим восстановлением до исходного уровня.
В астрофизике для поиска транзиентых сигналов
применяется подход, основанный на рассмотре-
нии последовательности измерений динамиче-
ской характеристики в виде набора индивидуаль-
ных независимых измерений. В этом случае про-
водят анализ формы распределения значений
исследуемого параметра по частоте встречаемо-
сти путем вычисления статистических характери-
стик распределения – моментов [24]. Формула
для вычисления момента n-го порядка μn имеет вид:

где – среднее арифметическое ряда данных, N –
количество изменений.

Второй момент μ2 – это среднеквадратическое
отклонение, применяемое как мера размаха ряда
данных. Моменты более высоких порядков также
имеют геометрический смысл для описания фор-
мы распределения. Третий момент μ3 позволяет

1
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N

n
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i

x x
N =
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x

вычислить безразмерную величину асимметрии
(As) распределения:

Величина As показывает степень асимметрич-
ности формы распределения. При наличии тран-
зиентных сигналов в экспериментальной записи
величина As будет принимать положительные
значения, при отсутствии – колебаться около ну-
ля [25].

Четвертый момент μ4 позволяет оценить без-
размерную величину эксцесса (Ex). Величина Ex
характеризует островершинность или плосковер-
шинность распределения [24, 26]. В случае появ-
ления транзиентных сигналов данная величина
принимает положительные значения, при отсут-
ствии транзиентных сигналов – варьирует около
нуля.

Величины As и Ex рассчитывали по указанным
формулам. В каждом образце анализировали не
менее 500 клеток. Для каждой клетки в автома-
тическом режиме строили временнóй ряд
F340/F380 и вычисляли значения As и Ex для всех
вариантов эксперимента: As0, Ex0 (база), As1, Ex1
(добавка раствора Хенкса) и As2, Ex2 (добавка
10 мкМ ATP). Строили двумерные гистограммы
распределения клеток в системах координат:
As0Ex0, As1Ex1, As2Ex2. В каждом эксперименте вы-
деляли область, соответствующую клеткам с
транзиентными кальциевыми ответами, и под-
считывали количество клеток, попадающих в вы-
деленную область, оценивая таким способом долю
активных клеток (рис. 2а, 2б). Для оценки неод-
нородности популяции по доле клеток с харак-
терной активностью строили двумерные диа-
граммы распределения в системе координат As1As2 в
каждом эксперименте, затем данные усредняли по
всем экспериментам (рис. 2в, 2г). Для каждого из
экспериментальных условий проведено пять неза-
висимых измерений, каждое из которых выполнено
на клетках отдельного животного.

Адгезионная проба. Адгезионная проба выпол-
нена по протоколу, описанному ранее [21]. Сус-
пензию гранулоцитов (по 3 × 105 клеток) добавля-
ли в лунки 96-луночного планшета (Corning,
США), содержащие раствор Хенкса с добавлени-
ем 1 мМ Ca2+. В определенные лунки предвари-
тельно добавляли 10 мкМ ATP или апиразу
(1 ед. акт. мл–1). После фиксации 96% этанолом,
окрашивания красителем Романовского-Гимза и
лизиса изопропанолом измеряли светопоглоще-
ние образцов при длине волны 492 нм (OD492) на

3
3 2
2

.As μ=
μ

4
2
2

3.Ex μ= −
μ
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микропланшетном фотометре Infinity F50 (Tecan,
Австрия). Значения OD492 в каждом образце нор-
мировали по значениям OD492, полученным на
контрольных клетках. Проведено шесть незави-
симых измерений, каждое из которых выполнено
на клетках отдельного животного.

Оценка продукции АФК. Продукцию АФК гра-
нулоцитами оценивали методом люминол-зави-
симой хемилюминесценции (ХЛ) по стандартной
методике [21]. Для каждого измерения готовили
12 образцов: рабочий объем 200 мкл, 2 × 105 кле-
ток в среде Хенкса, содержащей 1 мМ Ca2+ и
0.35 мМ люминол. Образцы инкубировали в при-
сутствии 10 мкМ ATP или апиразы (1 ед. акт. мл–1)
или апиразы (1 ед. акт. мл–1) в сочетании с 5 мкМ
цитохалазином D в течение 20 мин при 37°C.
Контролем служили клетки, инкубируемые без
добавок. ХЛ регистрировали на приборе ХЕМИ-
ЛЮМ-12, разработанном Санталовым Б.Ф.
(ИБК РАН, Пущино). После регистрации базо-
вого уровня ХЛ инициировали респираторный
взрыв 5 мкМ fMLF. Образование АФК оценивали
по максимальному и интегральному значениям
интенсивности ХЛ (интенсивность и продукция
АФК соответственно). Продукцию АФК рассчи-
тывали за 50 с после стимуляции fMLF. Эффект
исследуемого вещества рассчитывали как отно-
шение параметра, полученного от клеток, обра-
ботанных исследуемым агентом, к параметру
контрольных клеток, принятому за 100%.

Статистическая обработка результатов. Резуль-
таты обрабатывали с помощью программы Sigma-
Plot (Systat Software, Cranes Software International
Ltd.). Экспериментальные данные представлены
в виде среднего значения со стандартной ошиб-
кой. Статистическую значимость различий оце-
нивали по критерию Вилкоксона.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Са2-активность

В популяции гранулоцитов до воздействий
присутствовали клетки со спонтанной кальцие-
вой активностью (рис. 1а) и без нее (рис. 1б). Рас-
пределение значений F340/F380 в клетках без ис-
ходной кальциевой активности имело вид
симметричных пиков и характеризовалось вели-
чинами As ≤ 0.6 и Ex ≈ 0 (рис. 1г). Клетки, генери-
рующие кальциевые спайки, характеризовались
распределениями F340/F380 со значениями As >
> 0.6 и Ex > 0. Распределения F340/F380 актив-
ных клеток были шире по сравнению с распреде-
лениями неактивных клеток и имели форму мно-
жественных пиков (рис. 1в). Таким образом, по
значениям As, отражающим форму распределе-
ния F340/F380, можно оценивать наличие каль-

циевых спайков в каждой отдельной клетке.
Часть клеток отвечала генерацией Ca2+-спайка на
добавление раствора Хенкса и/или реагировала
на последующую аппликацию 10 мкМ ATP (рис. 1д).
Ответы клеток не были синхронными и происхо-
дили с лаг-периодом, длительность которого ва-
рьировала. В популяции присутствовали клетки,
не отвечающие на добавку ATP (рис. 1е).

Во всех экспериментальных условиях распре-
деление клеток в координатах As и Ex имело под-
ковообразную форму (пример на рис. 2а). Клет-
ки, не проявлявшие Са2+-мобилизующей актив-
ности, находились в основании “подковы”,
характеризовались значениями Ex и As, близкими
к 0. Отрицательные значения As со значениями
Ex > 10 характерны для клеток с непрерывным
монотонным увеличением [Са2+]i (“натекающие”
клетки). При дальнейшем анализе указанные
клетки не учитывались (рис. 2а). Клетки, отве-
тившие на 10 мкМ ATP кальциевыми спайками,
идентифицировали по значениям As > 0.6 и Ex > 0.
Статистический анализ показал, что до каких-ли-
бо воздействий кальциевая активность присут-
ствует в среднем у 17.1 ± 2.7% клеток (рис. 2б). На
добавку раствора Хенкса реагировали 23.0 ± 2.5%
гранулоцитов. Доля гранулоцитов, ответивших
на 10 мкМ ATP, составляла 35.2 ± 4.0%, что было
статистически выше количества активных клеток
при базовых условиях или при добавке раствора
Хенкса (n = 5, p < 0.05). Полученные данные ука-
зывают на присутствие субпопуляции гранулоци-
тов с высокой чувствительностью к ATP.

Далее мы проанализировали полученные дан-
ные в координатах As1As2, т.е. для каждой клетки
были сопоставлены значения асимметрии после
добавки раствора Хенкса без ATP и в его присут-
ствии (рис. 2в). Были выделены четыре субпопу-
ляции клеток: 1) без Ca2+-активности в ходе всего
эксперимента; 2) генерирующие Ca2+-спайки в
ответ на добавку раствора Хенкса (механическое
воздействие); 3) генерирующие Ca2+-спайки в от-
вет на 10 мкМ ATP; 4) генерирующие Ca2+-спайки
в ответ на ATP и добавку раствора Хенкса. Оказа-
лось, что к первой группе относится 53.1 ± 8.2%
клеток, ко второй – 16.9 ± 2.5%, к третьей –
23.4 ± 4.9%, к четвертой – 6.7 ± 1.5% (рис. 2г). Та-
ким образом, популяция гранулоцитов костного
мозга неоднородна по способности клеток гене-
рировать кальциевые спайки в ответ на ATP.

Функциональные ответы

Далее мы исследовали влияние ATP на функ-
ции, в которых участвует Ca2+-сигнализация: ад-
гезия и дыхательный взрыв [15, 16]. Мы оценива-
ли эффект ATP на популяцию изолированных
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гранулоцитов костного мозга в целом. Известно,
что гранулоциты разных фенотипов в популяции
могут проявлять себя специфическим образом в
функциональных ответах [27, 28]. Однако изуче-
ние реакций отдельных групп клеток требует до-
полнительных процедур механического разделе-
ния, что не входило в задачи данной работы.

Гранулоциты реагировали на 10 мкМ ATP уси-
лением адгезии практически в 2 раза по сравне-
нию с контрольными клетками (рис. 3). Апираза

(1 ед. акт. мл–1) не оказывала значительного вли-
яния на адгезию, что указывает на отсутствие
влияния эндогенного ATP на адгезию гранулоци-
тов, тогда как экзогенный ATP может значитель-
но модифицировать адгезионные свойства грану-
лоцитов.

Добавление 10 мкМ ATP не влияло на базовый
уровень генерации АФК гранулоцитами и не
инициировало респираторный взрыв. Респира-
торный взрыв, инициированный 5 мкМ fMLF, не

Рис. 1. Кальциевая активность в популяции гранулоцитов костного мозга мыши и ее анализ. Примеры записей
F340/F380 клеток со спонтанной кальциевой активностью (а) и без нее (б). Примеры распределений значений
F340/F380 по частоте встречаемости для активных (в) и неактивных (г) клеток. Примеры записей F340/F380 одиноч-
ных клеток, ответивших (д) или не ответивших (е) кальциевыми спайками на 10 мкМ ATP (момент добавки отмечен
стрелкой). В блоках в, г, д, е указаны значения асимметрии (As) и эксцесса (Ex) для распределения значений F340/F380
по частоте встречаемости.
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изменялся при действии 10 мкМ ATP (рис. 4а).
Предварительная инкубация клеток с апиразой
(1 ед. акт. мл–1) статистически значимо увеличи-
вала амплитуду ответа и продукцию АФК в ответ
на 5 мкМ fLMF (рис. 4б). При совместном дей-
ствии апиразы и 5 мкМ цитохалазина D ответ на
5 мкМ fMLF не изменялся по сравнению с отве-
том контрольных клеток (рис. 4в, 4г), что указы-

вает на участие актинового цитоскелета в регуляции
эндогенным ATP продукции АФК гранулоцитами.

ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно результатам работы, ATP участвует в

регуляции активности гранулоцитов костного
мозга: экзогенный ATP вызывает генерацию

Рис. 2. Анализ гетерогенности популяции гранулоцитов костного мозга мыши. а – Двумерная гистограмма распреде-
ления клеток по асимметрии As2 и эксцессу Ex2, рассчитанных для распределений F340/F380 клеток в одной из ана-
лизируемых популяций в присутствии 10 мкМ ATP. На гистограмме отображены параметры клеток после подачи 10 мкМ
ATP. Выделенная сплошной линией область – клетки с характеристиками As > 0.6 и Ex > 0. Выделенная пунктиром
область – клетки с характеристиками As ≤ 0 и Ex > 10, N – количество клеток, попавших в выделенные области. б –
Среднее значение доли клеток с кальциевыми спайками в популяции при базовых условиях (1), после добавки раство-
ра Хенкса (2) или в присутствии 10 мкМ ATP (3), p < 0.05, n = 5. в – Двумерная гистограмма распределения клеток в
системе координат As1 (подача раствора Хенкса) и As2 (10 мкМ ATP): слева внизу (As1 ≤ 0.6, As2 ≤ 0.6) – неактивные клетки;
справа снизу (As1 > 0.6, As2 ≤ 0.6) – клетки, ответившие кальциевыми спайками только на добавку раствора Хенкса; слева
сверху (As1 ≤ 0.6, As2 > 0.6) – клетки, ответившие только на 10 мкМ ATP; справа сверху (As1 > 0.6, As2 > 0.6) – клетки, отве-
тившие на обе добавки. N – количество клеток в каждой из четвертей (всего 634 клетки). г – Диаграмма, отражающая
усредненное соотношение гранулоцитов костного мозга мыши по чувствительности к 10 мкМ ATP и/или механиче-
скому воздействию (добавка раствора Хенска). В каждом образце анализировали не менее 500 клеток.
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кальциевых спайков в 35.2 ± 4.0% клеток и в 2 ра-
за усиливает адгезивные свойства; эндогенный
ATP, вероятно, регулирует интенсивность дыха-
тельного взрыва по механизму, вовлекающему
цитоскелет (рис. 5).

В популяции гранулоцитов содержатся клетки
с разной чувствительностью к ATP. Неоднород-
ность клеток по чувствительности к ATP прояв-
лялась не только в наличии или отсутствии каль-
циевого ответа, но отражалась на временных ха-
рактеристиках ответов (рис. 1д). Часть клеток
отвечала на ATP c незначительной задержкой по-
сле подачи стимула, другая часть – с задержкой
около минуты. Кальциевые ответы в течение пер-
вых секунд после добавки ATP, вероятно, вызва-
ны активацией ионотропных рецепторов семей-
ства P2X [9]. Кальциевые спайки, возникшие с
задержкой после добавки ATP, возможно, обу-
словлены активацией метаботропных рецепторов
семейства P2Y либо внутриклеточного сигналь-
ного каскада, запускаемого входом кальция через
рецепторы семейства P2X [8]. Предположение ос-
новано на экспериментальном определении экс-
прессии рецепторов семейств P2X и P2Y в грану-
лоцитах [7–10, 28]. Разнородность гранулоцитов
по чувствительности к ATP, возможно, объясня-
ется присутствием в популяции клеток с разным
набором и уровнями экспрессии рецепторов се-
мейств P2X и/или P2Y. Также могут играть роль
другие факторы, в частности, экспрессия поверх-
ностных маркеров зрелости [7, 19]. Идентифика-
ция типов рецепторов, регулирующих функцио-
нальные ответы гранулоцитов мыши, требует
дальнейших исследований.

Мы впервые применили автоматизированный
алгоритм поиска клеток с кальциевыми спайками
в популяции на основе анализа статистических
моментов третьего и четвертого порядков. Дан-
ный подход снижает время, затрачиваемое на об-
работку данных, и исключает субъективную ин-
терпретацию анализируемых сигналов, что зача-
стую происходит при выборе клеток вручную.

Обнаруженная нами группа гранулоцитов, от-
вечающая кальциевыми спайками на добавку
раствора Хенкса, вероятно, обладает высокой
чувствительностью к напряжению сдвига, что
усиливает адгезию нейтрофилов к эндотелию и
эндотелиальной трансмиграции [30]. Напряже-
ние сдвига вызывает увеличение экспрессии
CD11b/CD18 на нейтрофилах человека и измене-
ние их морфологии, а также усиливает эффект
фактора активации тромбоцитов на указанные
параметры [31].

Нами впервые обнаружено усиление адгезии
гранулоцитов костного мозга мыши в ответ на
ATP (рис. 3). Полученный результат согласуется с
данными, полученными на изолированных ней-

трофилах человека [8, 32]. Показано, что в ней-
трофилах мыши действие ATP может быть опо-
средовано рецепторами P2X1 [13]. Усиление адге-
зии гранулоцитов в ответ на ATP, вероятно,
связано с увеличением доли клеток с кальциевы-
ми спайками (рис. 1 и 2), так как известно, что
кальциевая сигнализация регулирует функцио-
нирование интегринов и адгезию клеток [33].

Нами показано, что 10 мкМ ATP не модифи-
цировал вызванную fMLF продукцию АФК гра-
нулоцитами костного мозга мыши (рис. 4). Одна-
ко обнаружено усиление продукции АФК ней-
трофилами периферической крови человека под
действием ATP [7]. Авторы оценивали продук-
цию АФК по изменению мембранного потенциа-
ла митохондрий. Расхождение наших результатов
с этими данными может объясняться различиями
в исследуемых объектах и в методике оценки про-
дукции АФК. Показано также, что ATP вызывает
генерацию кальциевых спайков в нейтрофилах
человека, но не индуцирует заметного усиления
активности NADPH-оксидазы [14], что согласу-
ется с нашими результатами. Противоречие меж-
ду увеличением [Са2+]i под влиянием АТР и от-
сутствием эффекта АТР на уровень продукции
АФК частично можно объяснить тем, что нейтро-
филы несут на своей поверхности эктоапиразы
CD39 и CD73, которые гидролизуют ATP до AMP
и AMP до аденозина соответственно [34, 35]. Та-
ким образом, внесение ATP может привести к ак-
тивации не только рецепторов семейств P2X или
P2Y, но и рецепторов аденозина (AR) [36]. Адено-
зин распознается рецепторами A2B и A3, актива-

Рис. 3. Влияние ATP на адгезию гранулоцитов кост-
ного мозга. ATP вносили в конечной концентрации
10 мкМ, апиразу – 1 ед. акт. мл–1. Эффект исследуе-
мого вещества рассчитывали как отношение пара-
метра, полученного от клеток, обработанных данным
агентом, к параметру контрольных клеток, принято-
му за 100%. *p < 0.05, n = 6.
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ция которых снижает продукцию АФК нейтро-
филами [36, 37]. При этом полного ингибирова-
ния дыхательного взрыва не происходит, потому
что на мембране нейтрофилов экспрессирована
F0F1-ATP-синтаза, катализирующая синтез ATP
de novo [38]. Отсутствие эффекта экзогенного ATP
на респираторный взрыв гранулоцитов может
объясняться балансом регуляторного действия
рецепторов АТР и аденозина на активность
NADPH-оксидазы [5]. Нельзя исключить также
влияние адгезии на дыхательный взрыв [39]. Об-
наружено, что адгезия нейтрофилов человека,
праймированных липополисахаридом, к необра-
ботанной поверхности ингибировала дыхатель-
ный ответ на 1 мкМ fMLF [40]. Вероятно, полу-
ченные результаты также объясняются ингибиру-
ющим влиянием адгезии на генерацию АФК

гранулоцитами костного мозга мыши при дей-
ствии ATP.

Апираза усиливала ответ гранулоцитов на
fMLF (рис. 4), что может указывать на роль эндо-
генного ATP в отрицательной регуляции продук-
ции АФК гранулоцитами мыши. Показано, что
стимуляция нейтрофилов fMLF приводит к сек-
реции эндогенного ATP через поры, образован-
ные коннексином 43 [6, 7]. Цитохалазин D блоки-
ровал эффект апиразы на респираторный взрыв
(рис. 4), что указывает на совместное функцио-
нирование пуриновых рецепторов и цитоскелета
в регуляции продукции АФК гранулоцитами
костного мозга. Взаимосвязь с цитоскелетом
свойственна рецепторам, сопряженным с G-бел-
ками [41]. Наличие лаг-периода в кальциевых от-
ветах (рис. 1) свидетельствует в пользу участия ас-
социированных с G-белками рецепторов P2Y1

Рис. 4. Влияние ATP на вызванный fMLF дыхательный взрыв гранулоцитов костного мозга мыши. Дыхательный
взрыв инициировали 5 мкМ fMLF (отмечено стрелкой). Пробы предварительно инкубировали без добавок (контроль)
или с 10 мкМ ATP, или с апиразой (1 ед. акт. мл–1), или с 5 мкМ цитохалазином D в течение 20 мин во влажной камере
при 37°С. Приведены примеры экспериментальных записей люминол-зависимой хемилюминесценции в ответ на
fMLF в контроле и после инкубации с ATP (a) или апиразой (б) в течение 20 мин, момент добавки fMLF показан
стрелкой. в – Действие ATP, апиразы и цитохалазина D на максимальную интенсивность люминол-зависимой хеми-
люминесценции, вызванной fMLF. г – Действие ATP, апиразы и цитохалазина D на продукцию АФК в течение 50 с
после добавки fMLF. Эффект исследуемого вещества рассчитывали как отношение параметра, полученного от клеток,
обработанных данным агентом, к параметру контрольных клеток, принятому за 100%. *p < 0.05, n = 6.
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и/или запуска внутриклеточных сигнальных кас-
кадов ионами Са2+, поступившими в клетку через
рецепторы P2X. Ранее было показано, что акти-
новый цитоскелет гранулоцитов костного мозга
мыши участвует в регуляции продукции АФК, ак-
тивируемой через низкоаффинные рецепторы
формилпептидов mFPR2 и RhoA/ROCK-сиг-
нальный путь [42], поэтому блокирование дей-
ствия апиразы цитохалазином D, возможно, ча-
стично обусловлено его влиянием на сигнализа-
цию mFPR2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ATP влияет на кальциевые ответы, адгезию и
респираторный взрыв гранулоцитов костного
мозга мыши. Выявлена неоднородность популя-
ции клеток по чувствительности к ATP, которая
проявлялась, в частности, в генерации кальцие-
вых спайков. Экзогенный ATP усиливал адгезию
гранулоцитов и не влиял на fMLF-индуцирован-
ную продукцию АФК. Эндогенный ATP, вероят-

но, действует как отрицательный регулятор ак-
тивности NADPH-оксидазы.
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The Influence of Exogenous ATP on Functional Responses 
of Murine Bone Marrow Granulocytes

D. A. Serov1, *, M. E. Astashev1, I. V. Tikhonova1, V. G. Safronova1

1Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences, 
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Extracellular ATP is a potent inflammatory mediator and a regulator of neutrophil activity in an inflamma-
tory site. The role of ATP in the regulation of bone marrow granulocyte functions remains unexplored. The
aim of this work was to study effects of ATP on the cytoplasmic Ca2+ concentration ([Ca2+]i), generation of
reactive oxygen species (ROS), and adhesion of bone marrow granulocytes. Changes of [Ca2 +]i were estimat-
ed by f luorescence imaging with Fura-2 AM ratiometric probe. For detection of cells with calcium activity in
a population we developed an automated procedure based on the calculation of skewness and kurtosis of the
[Ca2 +]i distribution. ROS generation was recorded using luminol-dependent chemiluminescence technique.
Cell adhesion was evaluated by a standard absorbance (492 nm) method. The population of bone marrow
granulocytes contained cells that generated calcium spikes in response to 10 μM ATP (35.2 ± 4.0%). Four groups
of cells were identified: responding to ATP (23.4 ± 4.9%), to the addition of Hanks’ solution (16.9 ± 2.5%), to both
ATP and Hanks’ solution (6.7 ± 1.5%), and cells not responding to either stimulus (53.1 ± 8.2%). ATP in-
creased the adhesion of granulocytes, while apyrase, which hydrolyzes ATP, did not significantly change the
adhesion. ATP did not influence the respiratory burst initiated by the bacterial peptide N-formyl-MLF (fMLF).
Apyrase significantly enhanced the response to fMLF, and cytochalasin D inhibited this effect. In summary,
exogenous ATP enhances adhesion and generation of calcium spikes in a population of bone marrow granu-
locytes. Endogenous ATP likely blocks respiratory burst through a mechanism involving the cytoskeleton.
The studied granulocyte population contains cells with different ATP sensitivity.

Keywords: neutrophilic granulocytes, ATP, cytoplasmic calcium, adhesion, respiratory burst
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