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Используя методы сканирующей лазерной и зондовой микроскопии, исследовано поглощение нейтрофильными грануло-
цитами крови человека квантовых точек (КТ ⎯ частиц CdSe/ZnS-меркаптоуксусной кислоты диаметром 5 нм). Результаты 
демонстрируют разделение нейтрофильных гранулоцитов на 3 субпопуляции: 1) клетки, не поглощавшие КТ (10,0±2,0%); 
2) клетки, аккумулировавшие в своем объеме КТ (28,0±1,9%); 3) клетки, окруженные ореолом КТ (59,0±2,2%). Дисперсия 
характеристик может свидетельствовать о различной проницаемости для КТ внешних мембран нейтрофильных грануло-
цитов.
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Нейтрофильные гранулоциты (НГ) представ-
ляют собой неоднородную клеточную популяцию, 
играющую важную роль в системе неспецифиче-
ской резистентности [3]. Накоплено большое коли-
чество данных о различиях в строении и функцио-
нальных характеристиках НГ, что позволяет на 
основании разных базовых признаков разделить 
их на субпопуляции [1, 6]. Морфологические и 
биохимические особенности НГ определяют раз-
личия в их поведении [2].

Квантовые точки (КТ) представляют собой 
полупроводниковые наночастицы, размером от 
2 до 6 нм, поведение которых описывается зако-
нами квантовой механики [7]. В последнее время 
предпринимаются попытки использовать КТ для 
неинвазивной визуализации внутренних структур 
организма (в том числе для диагностики зло-
качественных новообразований) и исследований 
внутриклеточного транспорта [8].

Цель настоящей работы ⎯ оценка способно-
сти НГ к поглощению КТ, определение динамики 
и особенностей процесса их поглощения у разных 
субпопуляций НГ.

 
Матери а л  и  ме т о ды .  НГ выделяли из венозной крови 

здоровых доноров (n=12) на двойном градиенте фикол-
ла-верографина по методике И.В. Подосинникова и соавт. 
[5]. НГ отмывали забуференным изотоническим раствором 
натрия хлорида и взвешивали в растворе Хенкса в начальной 
концентрации 1 млн/мл. Выделенные НГ вносили в термо-
статируемую жидкостную ячейку (37°С) конфокального 

флюоресцентного микроскопа Carl Zeiss Axiovert 200M LSM 
510 META (Германия). В течение 90 мин вели покадровую 
съемку контроля (интактные НГ) с 8-секундным интервалом 
(об. 100). В подопытных пробах проводили наблюдение за НГ 
в течение 100 мин после внесения в систему КТ, после чего 
подсчитывали в разных полях 100 НГ, которые разделяли 
на 3 субпопуляции: не поглощавшие КТ, аккумулировавшие 
в своем объеме КТ и окруженные ореолом КТ. В каждой 
серии экспериментов определяли относительное содержание 
каждой субпопуляции.
КТ в представленной работе использовали в качестве 

объекта поглощения: благодаря такому их уникальному свой-
ству, как устойчивость к фотовыцветанию, удается отслежи-
вать динамику процесса.
КТ CdSe/ZnS-МУК (меркапто-уксусная кислота) взвеши-

вали в фосфатно-солевом буфере в начальной концентрации 
0,06 мг/мл и вносили в термостатируемую жидкостную ячей-
ку к НГ в объемном соотношении 1:1.
Поглощение НГ КТ исследовали в течение 100 мин, с 

интервалом между кадрами 16 с, после чего клетки фик-
сировали метанолом и исследовали методом сканирующей 
зондовой микроскопии [4].

Р е з у л ь т а ты  и с с л е д о в а н и я .  В течение 
90 мин проводили наблюдение за нативными клет-
ками в термостатируемой жидкостной ячейке. 
НГ демонстрировали миграционную активность 
разной степени интенсивности. Отчетливо выде-
лялось движение гранул в клетках.

Через 10–15 мин после внесения в ячейку 
КТ CdSe/ZnS-МУК (0, 03 мг/мл) наблюдалось 
по   степенное их концентрирование внутри неко-
торых из НГ (рис. 1). Однако образования псев-
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доподий у данных НГ за все время наблюдения не 
происходило. 

Формирование изображения в режиме 3D 
показало, что в данном случае КТ заполняют 
отдельные компартменты клетки, концентрируясь 
в них (рис. 2).

Через 45 мин после добавления CdSe/ZnS-
МУК у небольшого числа НГ появлялась высо-
кая степень двигательной активности. Строение 
клеток существенно изменялось, в распластанной 
части клетки визуализировались атипично круп-
ные гранулы (см. рис. 1). Клетки формировали 
псевдоподии, однако не поглощали КТ.

Через 100 мин от начала инкубации с КТ 
четко выделялись 3 типа клеток: 1) клетки, акку-

мулировавшие в своем объеме КТ, ⎯ 28,0±1,9%; 
2) клетки, не поглощавшие КТ, ⎯ 10,0±2,0% и 
3) клетки, окруженные ореолом КТ, ⎯ 59,0±2,2% 
(см. рис. 1). Возникновение ореола происходило в 
разное время наблюдения (от 40 до 90 мин).

Полученные результаты демонстрируют 
изменение строения клеток, в частности, клетки 
второго типа имеют отчетливо видимое сегмен-
тированное ядро, тогда как клетки третьего типа 
характеризуются отсутствием ядра и хорошо кон-
трастируются ореолом из КТ (рис. 3).

Об с уж д е н и е  п о л у ч е н ны х  д а н ны х . 
Анализ полученных данных свидетельствует об 
особенностях процесса поглощения НГ КТ. Во-
первых, при используемой концентрации 5 нм 
CdSe/ZnS-МУК (0,03 мг/мл) НГ не формируют 
псевдоподии для их поглощения. По всей вероят-
ности, малые размеры КТ не дают возможности 
клеткам проводить «классический» фагоцитоз, 
и КТ поступают в клетку трансмембранно, хотя 
требуются дополнительные доказательства такой 
возможности. Во-вторых, результатом поглоще-
ния КТ явилось разделение клеток на 3 группы: 
клетки, аккумулирующие в своем объеме КТ; 
клетки, не поглощающие КТ, и клетки, окружен-
ные ореолом из КТ.

Имеется сходство морфологической гра-
дации клеток с результатами, полученными 
В.П. Сапрыкиным и С.Л. Кузнецовым [6]. Эти 
авторы, используя метод электронной микроско-
пии, разделили все НГ крови на 3 субпопуляции: 
1) клетки с хорошо выраженной зернистостью 
цитоплазмы ⎯ 58,0±1,0%; 2) клетки с умерен-
но выраженной зернистостью цитоплазмы ⎯ 
30,0±1,2% и 3) НГ с отсутствием зернистости 
цитоплазмы ⎯ 12,0±0,9%.

Таким образом, относительное содержание 
морфологических субпопуляций клеток практи-
чески идентично тому, что получено в ходе наших 
экспериментов. Возможно, такое совпадение слу-
чайно. Однако НГ, отнесенные В.П. Сапрыкиным и 
С.Л. Кузнецовым к активированным (12,0±0,9%), 
и в нашем эксперименте обнаруживают наибо-
лее высокую степень двигательной активности: 
подвижность; быстрое формирование атипично 
крупных гранул, активно перемещавшихся внутри 
цитоплазмы. По нашим данным, доля таких НГ 
составила 10,0%. Именно эти клетки, несмотря на 
высокую двигательную активность, не способны к 
поглощению КТ, что определяется по отсутствию 
в них КТ от начала до конца наблюдения. У 28% 
клеток не проявлялось признаков хемотаксиче-
ской активности, но они быстро аккумулирова-
ли КТ. При этом во всех случаях наблюдалось 
накопление КТ только в отдельных компартмен-
тах клеток (только там, где отсутствовало ядро). 

20 мкм

Рис. 1.  Три субпопуляции нейтрофильных гранулоцитов, 
различаемые по способности поглощать квантовые 
точки (КТ ⎯ белые).
А ⎯ клетки, аккумулировавшие в своем объеме КТ; Б ⎯ 
клетки, не поглощавшие КТ; В ⎯ клетки, окруженные оре-
олом КТ. Изображение получено с помощью конфокально-
го микроскопа через 60 мин после внесения КТ.

Рис. 2.  Аккумулирование квантовых точек в объеме нейтро-
фильного гранулоцита первого типа.
Светлый участок ⎯ границы клетки; темный ⎯ аккумули-
рованные КТ. 3D-изображение получено с помощью конфо-
кального микроскопа.

5 мкм
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Наиболее многочисленную субпопуляцию НГ 
составили клетки, окруженные ореолом из КТ. 
Этот ореол четко визуализировался методом ска-
нирующей лазерной микроскопии и прописывался 
зондом в сканирующей зондовой микроскопии. 

Таким образом, на основании изложенного, 
можно сделать заключение о функциональной 
неоднородности НГ. Выделены 3 субпопуляции 
клеток, различающиеся по способности к интер-
нализации и накоплению КТ.
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DIFFERENCES IN THE FUNCTIONAL 

ACTIVITY OF HUMAN NEUTROPHILIC 

GRANULOCYTES IN THEIR INTERACTIONS 

WITH SEMICONDUCTOR QUANTUM DOTS

S.N. Pleskova, I.V. Balalayeva, Yu.Yu. Gushchina, 
Ye.A. Sergeyeva, T.A. Zdobnova, S.M. Deyev and 
I.V. Turchin

The uptake of quantum dots (QD – 5 nm particles of CdSe/
ZnS-mercaptoacetic acid) by human neutrophilic granulocytes 
was studied using the methods of scanning laser and scanning 
probe microscopy. The results show that the neutrophilic granu-
locytes may be subdivided into three subpopulations: 1) the cells 
with no uptake of QD (10.0±2.0%); 2) cells that accumulate 
QD in their volume (28.0±1.9%), and 3) cells, surrounded by a 
halo of QD (59.0±2.2%). The dispersion of these characteristics 
may suggest the differences in neutrophilic granulocyte plasma 
membrane permeability.

Key words: neutrophilic granulocytes, semiconductor quan-
tum dots, scanning laser microscopy, scanning probe micros-
copy.
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Рис. 3.  Субпопуляции нейтрофильных гранулоцитов второго типа, не поглощавших КТ (а), и третьего типа, окруженных орео-
лом квантовых точек (б). 
а ⎯ отчетливо видно сегментированное ядро и отсутствие включений; б ⎯ крупные агрегаты КТ отчетливо видны по периферии кле-
ток, тогда как ядро не визуализируется. Клетки фиксированы метанолом и сканированы в воздушной среде с помощью сканирующего 
зондового микроскопа (слева представлена шкала высот).

а б


