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ским метаболизмом. В качестве одного из основ-
ных сигнальных мессенджеров фактически во всех 
типах живых клеток используются цитоплазмати-
ческие ионы кальция. В клетках крови изменение 
концентрации внутриклеточного кальция ассоции-
ровано с множеством клеточных событий, включая 
активацию клеточных киназ и фосфатаз, регуляцию 
цитоскелетсвязывающих белков, транскрипцион-
ный контроль и модуляцию поверхностных рецеп-
торов [4]. В Т-лимфоцитах повышение концентра-
ции внутриклеточного Са2+ при связывании 
Т-клеточного рецептора с чужеродным антигеном 
запускает транскрипционные программы, ведущие 
к секреции эффекторных цитокинов и координации 
иммунного ответа [5]. Снижение уровня ионов 
кальция в клетке приводит к ослаблению активации 
Т-клеток и развитию различных форм иммуноде-
фицита [6]. Возрастание концентрации внутрикле-
точного кальция в клетках крови, как и во всех 
эукариотических клетках, осуществляется двумя 
путями: высвобождением компартментализован-
ного Са2+ из внутриклеточных депо и путем акти-

ВВЕДЕНИЕ
В многоклеточном организме выживание кле-

ток находится под контролем множества цитокинов 
различной природы. Такой контроль необходим для 
поддержания гомеостаза тканей, который достига-
ется за счет баланса между скоростями клеточной 
пролиферации и клеточной гибели. Так, установ-
лено, что ИЛ-4, ИЛ-6 и ИЛ-7 значительно продле-
вают время жизни покоящихся Т-лимфоцитов в 
культуре in vitro [1]. Кроме того, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-7 
и ИЛ-15, а также интерфероны α и β полностью 
предотвращают гибель активированных Т-клеток 
in vitro [2]. Наряду с данными о контроле клеточ-
ного выживания паракринными факторами, есть 
результаты, указывающие на то, что контроль вы-
живания клеток могут осуществлять также ауто-
кринные факторы [3]. Имеются немногочисленные 
сведения о том, что механизм контроля выживания 
клеток непосредственно связан с их энергетиче-
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Аннотация. Исследовано влияние УФ-света (240—390 нм) в дозах 151 и 755 Дж/м2 на интенсив-
ность процессов пероксидного окисления липидов, активность Са2+-АТФазы плазматических мембран 
и уровень энергообеспеченности лимфоцитов крови доноров в отсутствие и в присутствии аутоло-
гичной плазмы крови. Показано, что при инкубации УФ-облученных лимфоцитов в присутствии 
плазмы происходит снижение интенсивности и светосуммы спонтанной люминол-зависимой хеми-
люминесценции, что, вероятно, связано с защитным антиоксидантным действием компонентов 
плазмы. Установлено, что изменение активности Са2+-АТФазы плазматических мембран фотомоди-
фицированных лимфоцитов в ходе их инкубации направлено на нормализацию внутриклеточной 
концентрации Са2+. Вследствие чего УФ-облученные лимфоциты приобретают способность к вос-
становлению внутриклеточного уровня АТФ, что отражает адаптационные возможности клеток.
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Abstract. Infl uence of UV-light (240—390 nm) in dozes 151 and 755 J/m2 on intensity of processes of 
lipid peroxidation, activity of Са2+-ATPase of plasma membrane and level of energy of lymphocytes of blood 
of donors in the presence and absence of autologous plasma was investigated. It was shown, that during 
incubation of UV -irradiated lympocytes at presence of plasma there is a decrease in intensity and light 
summ spontaneous luminol-dependent chemiluminescence, which is probably related to the protective an-
tioxidant action of components of plasma. It was established, that change of activity Са2+-ATPase of plasma 
membrane of photomodifi ed lymphocytes during their incubation is directed toward normalization of endo-
cellular concentration of Са2+. Due to this UV-irradiated lymphocytes getting ability to restoration of endo-
cellular level of ATP that refl ects adaptive abilities of cells.
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вации входа Са2+ через плазматическую мембрану 
из наружной среды. Поскольку объем эндоплазма-
тического ретикулума составляет всего около 1 % 
от общего объема Т-лимфоцитов, считается, что 
только вход экстраклеточного Са2+ через ионные 
каналы может обеспечить в течение многих часов 
и даже дней необходимый для активации лимфо-
цитов уровень внутриклеточного Са2+ [7].

Установлено, что УФ-облучение изолированной 
крови индуцирует многообразные структурно-
функциональные изменения как клеток, так и 
плазмы [8]. Известно, что непосредственно после 
УФ-облучения суспензии лимфоцитов происходит 
дозозависимое увеличение уровня пероксидного 
фотоокисления липидов [9] за счет фотоиндуциро-
ванного образования активных форм кислорода 
(АФК). Последние принимают участие во внутри-
клеточной и межклеточной передачах активацион-
ного сигнала [10]. Кроме того, важную роль в 
межклеточной сигнализации играют полипептид-
ные ростовые факторы, которые могут иницииро-
вать множественные эффекты: от процессов регу-
ляции роста, дифференцировки и экспрессии генов 
до инициирования апоптоза. Выявлено, что дефи-
цит факторов роста воспринимается клеткой как 
сигнал к апоптозу. Так, культивирование лимфоци-
тов в бессывороточной питательной среде, лишен-
ной ростовых факторов, индуцировало гибель 
половины количества клеток здоровых доноров 
путем апоптоза [11]. В работе [12] показано, что 
при культивировании УФ-облученных лимфоцитов 
с аутологичной облученной плазмой крови клетки 
не обнаруживают такого увеличения числа хромо-
сомных нарушений и такого подавления пролифе-
ративного ответа на митоген, какие регистрируют-
ся при культивировании с необлученной плазмой. 

Целью нашей работы было исследование пара-
метров энергообеспеченности, интенсивности 
процессов пероксидного окисления липидов 
(ПФОЛ) и активности Са2+-АТФазы лимфоцитов 
под действием УФ-света в дозах 151 и 755 Дж/м2, 
что соответствует терапевтическому диапазону доз, 
применяемых при аутотрансфузии УФ-облученной 
крови (АУФОК).

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Выделение лимфоцитов из периферической 

крови доноров осуществляли путем ее центрифуги-
рования в градиенте плотности фиколл-урографина 
(r = 1,077 г/см3). 

УФ-облучение лимфоцитов (2∙106 клеток/мл) и 
аутологичной плазмы проводили при их непре-

рывном перемешивании магнитной мешалкой в 
термостатируемой кювете (20 ± 1 °С) с помощью 
ртутно-кварцевой лампы типа ДРТ-400 через све-
тофильр УФС-1 с полосой пропускания 240—
390 нм в течение 1 и 5 минут. Интенсивность об-
лучения составляла 151 Дж/(м2∙мин). Объем вно-
симого в кювету образца — 2 мл. 

 Облученные лимфоциты инкубировали в пи-
тательной среде RPMI-1640 в отсутствие и с до-
бавлением 18 % аутологичной необлученной плаз-
мы при температуре 37 °С в атмосфере с [СО2] = 
5 %. Нативные лимфоциты инкубировали при тех 
же условиях как без добавления плазмы, так и с 
добавлением необлученной и облученной аутоло-
гичной плазмы.

Концентрацию АТФ определяли с помощью 
люциферазной биолюминесцентной реакции с ис-
пользованием стандартного набора реагентов 
(«Люмтек», Россия). Регистрацию интенсивности 
люминесценции проводили на спектрофлюориме-
тре Shimadzu RF-1501 (Япония). 

Для определения активности Са2+-АТФазы 
клетки лизировали путем гипоосмотического шока 
и центрифугированием осаждали плазматические 
мембраны [13]. Активность Са2+-АТФазы плазма-
тических мембран определяли по методу [14]. Все 
измерения проводили на спектрофотометре Shi-
madzu RF-5301 PC (Япония).

Об интенсивности процессов пероксидного 
окисления липидов (ПОЛ) судили по уровню спон-
танной (нестимулированной) люминол-зависимой 
хемилюминесценции [15]. Регистрацию проводили 
в течение 500 с на биохемилюминометре БХЛ-06М, 
оценивали максимальную интенсивность и свето-
сумму хемилюминесценции.

Статистическую обработку результатов иссле-
дований проводили с помощью пакета программ 
«Excel». Отличия величин тестируемых показате-
лей в контрольных и опытных сериях эксперимен-
тов оценивали с помощью метода попарной стати-
стики, используя t-критерий Стьюдента, с уровнем 
значимости 5 %.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выявлено, что непосредственно после УФ-

облучения суспензии лимфоцитов в дозах 151 и 755 
Дж/м2, в клетках происходит дозозависимое увели-
чение уровня спонтанной люминолзависимой хе-
милюминесценции (рис. 1). Накопление продуктов 
ПОЛ приводит к изменению свойств как бислойных 
участков мембраны, свободных от белковых ком-
понентов, так и липопротеидных мембранных 
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комплексов. Действие процесса ПОЛ на мембра-
носвязанные белки наиболее ярко проявляется на 
интегральных белках, структурно-функциональная 
организация которых существенно определяется 
свойствами липидного микроокружения [16]. Нами 
показано, что активность Са2+-АТФазы плазмати-
ческих мембран увеличивается на 13 % после об-
лучения клеток в дозе 755 Дж/м2. Использование 
меньшей дозы облучения не приводит к статисти-
чески достоверному изменению активности фер-
мента. Эффект активации Са2+-АТФазы, по-
видимому, имеет в своей основе действие первич-
ных молекулярных продуктов ПОЛ − гидроперок-
сидов фосфолипидов, обладающих детергентным 
эффектом, а более позднее (через 4 часа после об-
лучения) ингибирование фермента (рис. 2) может 
быть обусловлено главным образом изменениями, 
возникающими при накоплении конечных продук-
тов ПОЛ [17]. Снижение активности Са2+-АТФазы 
приводит к повышению внутриклеточной концен-
трации Са2+, который, в свою очередь, может акти-
вировать ферменты метаболизма и запускать транс-
крипционные программы. С другой стороны, уве-
личение внутриклеточного Са2+ вызывает актива-
цию апоптоза при истощении запасов АТФ в 
клетках. Определение концентрации АТФ в облу-
ченных лимфоцитах показало, что через 4 часа 
после облучения уровень АТФ снижается, что свя-
зано с ингибированием ключевых ферментов окис-
ления глюкозы [9]; через сутки инкубации облучен-

ных лимфоцитов уровень АТФ незначительно 
возрастает. В случае инкубирования облученных 
клеток с плазмой уровень АТФ возвращается к ис-
ходным показателям (рис. 3). Это, по-видимому, 
связано с защитным антиоксидантным действием 
компонентов плазмы: через сутки инкубации в при-
сутствии плазмы в лимфоцитах снижается уровень 
ПОЛ: максимальная интенсивность хемилюминес-

а б

Рис. 1. Изменение уровня спонтанной люминол-зависимой хемилюминесценции при УФ-облучении лимфоцитов 
(а — интенсивность, б — светосумма). Обозначения: 1 — лимфоциты непосредственно после облучения; 2, 3 — 
лимфоциты после 24-часовой инкубации в отсутствие и в присутствии плазмы соответственно

Рис. 2. Изменение активности Са2+-АТФазы лимфоцитов 
под действием УФ-света. Обозначения: 1 — нативные 
лимфоциты; 2 — фотомодифицированные в дозе 
755 Дж/м2 лимфоциты, инкубируемые в отсутствие 
аутологичной плазмы крови; 3, 4 — фотомодифициро-
ванные в дозе 151 и 755 Дж/м2 лимфоциты, инкубируе-
мые в присутствии аутологичной плазмы крови
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ценции облученных лимфоцитов уменьшилась на 
25 % относительно инкубируемых нативных клеток 
(рис. 1). 

При добавлении облученной плазмы к лимфо-
цитам уровень АТФ в процессе инкубации клеток 
через 4 часа не отличается от исходного, а через 
сутки даже превышает данный параметр (рис. 3). В 
этом случае выявляется также незначительное сни-
жение активности Са2+-АТФазы через 4 часа с по-
следующим возвратом к исходному значению 
(рис. 2). В работе [18] было показано, что УФ-
облучение лимфоцитов в дозе 151 Дж/м2 приводит 
к нормализации внутриклеточной концентрации 
Са2+, что осуществляется с участием компонентов 
фосфоинозитидного механизма передачи сигнала. 
Результаты нашей работы указывают на участие 
Са2+-АТФазы плазматических мембран лимфоцитов 
в регуляции внутриклеточной концентрации Са2+, 
который является одним из модуляторов функцио-
нальных свойств лимфоцитов в условиях воздей-
ствия УФ-излучения. По всей видимости, кроме 
того, что плазма оказывает антиоксидантное дей-
ствие, при фотомодификации плазмы происходит 
быстрое увеличение пула ростовых факторов, вы-
ходящих из тромбоцитов, что, в свою очередь, при-
водит к повышению митогенной активности плазмы 
крови [12]. Таким образом, способность клеток к 
восстановлению или поддержанию уровня внутри-
клеточного АТФ отражает адаптационные возмож-
ности облученных лимфоцитов и свидетельствует 
об их функциональной активности.
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