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Осуществлено изучение влияния концентрации ионов кальция 
на функциональные свойства лейкоцитов крови крыс. Установлено, 
что повышение концентрации ионов кальция в питьевой воде приво­
дит к изменениям морфометрических характеристик белых клеток 
крови. В отличие от лимфоцитов, использование мембранного резерва 
нейтрофилами выражено сильнее. Осморегуляторные реакции лим­
фоцитов протекают эффективнее по сравнению с нейтрофилами. Не­
посредственное воздействие на лейкоциты крови ионов кальция при­
водит к увеличению объёма клеток.
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Введение

Ионы кальция участвую т во многих физиологических реакциях, протекающ их 
в организме. Имеются данны е об участии ионов кальция в формировании клеточных 
адаптивных реакций [1, 2, 3, 4], перераспределении цитоскелета и перемещ ении цен­
тров адгезии на мембране [5]. И збыточное поступление ионов кальция и накопление 
его в клетке может вызывать изменения структуры и функций ряда органоидов [6, 7].

Ц елью  данного исследования является изучение влияния норм альной и по­
вы ш енной концентрации ионов кальция на м орф оф ункциональны е свойства л ей ­
коцитов крови.

Объекты и методы исследования

Эксперименты  проведены на лабораторны х крысах линии Вистар, которых де­
лили на группы случайным образом. Для изучения влияния концентрации ионов 
кальция (C a2+) на функциональные и морфометрические свойства лейкоцитов было 
проведено две серии опытов.

В первой серии изучали влияние концентрации C a 2+ на лейкоциты в опытах in 
vivo. Ж ивотны х экспериментальной группы в течение 6 месяцев поили ж есткой водой, 
концентрация C a2+ составляла 66.5 мг/л, контрольная группа получала имитаты пить­
евой воды с концентрацией C a2+ 9.75 мг/л. Суспензию лейкоцитов, выделенную из 
крови ж ивотны х экспериментальной и контрольной групп, использовали для оценки 
осморегуляторных реакций и мембранного резерва белых клеток крови при помощ и 
комплексного метода [8].

Во второй серии изучали непосредственное влияние различны х концентраций 
C a2+ на лейкоциты  в опытах in vitro. Для этого в суспензию лейкоцитов, разделенную 
на две части, добавляли раствор CaCl2. Первая часть суспензии -  контрольная (кон­
центрация C a2+ -  2.23 ммоль/л), вторая часть -  экспериментальная (концентрация 
C a2+ -  2.52 ммоль/л). Содерж ание C a2+ в контрольной пробе соответствовало концен­

1 Работа выполнена при поддержке Госконтракта 14.740.11.0956 от 29.04.2011 г. и федеральной 
целевой программы «Научные и научно-педагогические кадры инновационной России» на 2009-2013 
годы по теме: «Клеточный ответ на растворимые и нерастворимые (в форме наночастиц) металлы в опы­
тах in vivo и in vitro» (шифр заявки «2010-1.3.2-203-002-010»).
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трации этого иона в сыворотке крови крыс интактной группы в опытах in vivo, а в экс­
периментальной -  концентрации Ca2+ в сыворотке крови животных, употреблявш их 
жесткую воду. Контрольную и экспериментальную пробы инкубировали 30 мин в тер­
мостате при температуре +37°С.

Для исследования степени влияния фиксатора на геометрические характери­
стики белых клеток крови суспензию лейкоцитов делили на три равные части -  сус­
пензия клеток №  1, суспензия клеток №  2 и суспензия клеток №  3. Первую после ин­
кубации в изотоническом и сильно-гипотоническом растворах хлорида натрия поме­
щали в камеру Горяева. Клетки второй суспензии сразу после инкубации фиксировали 
глутаровым альдегидом в лунке планш етки, после чего готовили мазок. Из клеток 
третьей суспензии после инкубации готовили мазки и затем фиксировали глутаровым 
альдегидом.

Для оценки использования мембранного резерва и осморегуляторных реакций 
клеток лейкоциты  подвергали гипоосмотическим нагрузкам в 0.2% растворе NaCl. П о­
сле всех экспозиционны х нагрузок готовили мазки, которые фиксировали глутаровым 
альдегидом. Клетки сканировали на атомно-силовом микроскопе «И Н ТЕГРА Вита» 
(HT-MDT, Россия) полуконтактным методом с последующ им определением морфо­
метрических показателей (диаметра, высоты, объёма, площади поверхности клеток). 
По измеренным геометрическим характеристикам рассчитывали коэффициент упло- 
щенности (КУ) -  отнош ение площ ади эллипса (проекция в плоскости длинны х осей) к 
их высоте -  с последующ ей оценкой пластичности клеток.

Результаты и их обсуждение

Установлено, что лейкоциты, не подвергавш иеся действию фиксатора, имели 
больш ий диаметр, чем клетки, фиксированные в лунке планш етки, что обусловлено 
незначительным гипертоническим сжатием клеток под влиянием раствора глутарово- 
го альдегида (таблица 1).

Таблица 1
Диаметры лейкоцитов после инкубации в растворах кальция (Ca2+) 

двух разных концентраций (M±m)

Группа
Суспензия клеток № 1 Суспензия клеток № 2

NaCl 0.9% NaCl 0.2% NaCl 0.9% NaCl 0.2%

Контроль 8.80i0.09 10.51i0.15 * 5.99i 0.05 ° 6.23i0.07 * °

Р-р кальция № 1 8.49i 0.15 11.16i0.10 * a 6.13i 0.05 ° 6.10i0.06 °

Р-р кальция № 2 9.71i0.25 a b 10.74i0.20 * b 5.97i 0.07 ° 6.04i0.05 ° a

Примечание:
* — достоверность различий по сравнению с изотоническим раствором NaCl (критерий Стьюден- 

та, p<0.01);
° — достоверность различий по сравнению с суспензией клеток № 1 (критерий Стьюдента,

p<0.01);
a — достоверность различий по сравнению с клетками контрольной группы животных (критерий 

Стьюдента, p <0.01);
b — достоверность различий по сравнению с клетками, инкубированными в растворе кальция № 

1 (критерий Стьюдента, p<0.01).

Общая картина изменений морфометрических показателей, а также использо­
вания мембранного резерва клеток, не подвергавш ихся фиксации, была сходна с ана­
логичными показателями лейкоцитов, фиксированных на стекле. При фиксации кле­
ток в лунке планш етки геометрические параметры и показатели относительного мем­
бранного резерва отличались от таковы х у  нефиксированных клеток (рис. 1 и 2).

Следовательно, метод фиксации лейкоцитов, помещ енных на стекло в виде 
мазка, является наиболее приемлемым для проведения подобных исследований.
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Рис. i. Относительный мембранный резерв лейкоцитов (суспензия клеток № 1)
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Рис. 2. Относительный мембранный резерв лейкоцитов (суспензия клеток № 2 и № з)

В экспериментах in vivo  по изучению влияния Ca2+ было выявлено, что мем­
бранный резерв использовался лимфоцитами контрольной и опытной групп ж ивот­
ных, употреблявш их жесткую воду, примерно одинаково. Увеличение диаметра клеток 
после инкубации в 0.2% -ом растворе N aCl составляло 26.4% -  контрольная группа и 
25.4% -  опытная группа. М ембранный резерв нейтрофилов в опытной группе исполь­
зовался эффективнее, чем в контрольной группе ж ивотных. Увеличение диаметра ге- 
моцитов после инкубации в о.2% -ом растворе N aCl составляло 24.1% в опытной группе 
и 20.7% в группе контроля (таблица 2).
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Осморегуля- 
торные реакции, 
характеризующ иеся 

восстановлением 
размера клеток по­
сле длительной ин­
кубации (1 час) в
0.45%  растворе 
NaCl, эффективнее 
проявлялись у
лимфоцитов по 
сравнению с ней- 
трофилами (табли­
ца 3). В опытной 
группе восстанов­

ление исходного объёма было менее эфф ективным как у  лимфоцитов, так и у  нейтро- 
филов по сравнению с группой контроля.

Таблица 3
Диаметры лейкоцитов в изотоническом и умеренно-гипотоническом растворах 

__________ хлорида натрия при разном времени инкубации (M ± m)__________

Группа Лейкоциты NaCl 0.9%
NaCl 0.45%,

время инкубации 
60 секунд

NaCl 0.45%
время инкубации 

1 час

Контроль
лимфоциты

6.7±0.04 7.4±0.04 * 6.9±0.04

Опыт 6.7±0.04 7.6±0.05 * a 7.0±0.04 °

Контроль
нейтрофилы

9.2±0.06 9.9±0.07 * 9.5±0.08 °

Опыт 8.7±0.06 9.7±0.07 * 9.2±0.07 °

Таблица 2

Диаметры лейкоцитов в изотоническом и сильно­
гипотоническом растворах хлорида натрия (M±m)

Группа
NaCl 0.9 % NaCl 0.2 %, 60 с

нейтрофилы,
мкм

лимфоциты,
мкм

нейтрофилы,
мкм

лимфоциты,
мкм

Контроль 9.2±0.06 6.7±0.04 11.1±0.06 * 8.4±0.05 *

Опыт 8.7±0.06 6.7±0.04 10.8±0.06 * а 8.4±0.04 *

Примечание:
* — достоверность различий по сравнению с изотоническим раствором 

(0.9% NaCl) (критерий Стьюдента, p<0.01); 
а — достоверность различий по сравнению с интактными животными 

(критерий Стьюдента, p<0.01).

Примечание:
* — достоверность различий по сравнению с 0.9% раствором NaCl (критерий Стьюдента, p<0.01); 
а — достоверность различий по сравнению с контролем (критерий Стьюдента, p<0.01);
° — достоверность различий по сравнению с 0.45% раствором NaCl (время инкубации 60 с) (критерий 

Стьюдента, p<0.01).

В опытах in vitro  было установлено увеличение объёма лейкоцитов в экспери­
ментальной пробе при экспозиции в изо- и гипотоническом растворах N aCl по срав­
нению с контролем. Объём белых клеток крови составлял 80.8±10.3 мкм3 (0.9% рас­
твор N aCl) и 96.7±11.9 мкм3 (0.2% раствор N aCl), а в контрольной пробе 54.9±9.2 мкм3 
и 87.4±44.7 мкм3, соответственно. В экспериментальной пробе при инкубации в 0.2% 
растворе N aC l объём увеличивается на 19.7%, тогда как в контрольной этот показатель 
составляет 59.0% (p<0.05).

Параметры высоты белых клеток экспериментальной пробы превыш али зна­
чения, полученные в контроле, на 36.4%. Значения коэффициента уплощ енности лей­
коцитов экспериментальной пробы свидетельствуют о снижении распластанности бе­
лы х клеток крови в результате воздействия повыш енной концентрации ионов кальция 
на 23% (0.9% раствор N aCl) и на 41% (0.2% раствор N aCl) (табл. 4).

a — достоверность раз­
личий по сравнению с 
контрольной группой 
(непарный критерий
Вилкоксона, p<0.05). 
b — достоверность разли­
чий по сравнению с изо­
тоническим раствором 
(непарный критерий
Вилкоксона, p<0.05).

Таблица 4

Показатели высоты лейкоцитов крови (M±m)

Группа
Средняя высота клеток, мкм Коэффициент уплощённости

NaCl - 0.9% NaCl - 0.2% NaCl -0.9% NaCl -0.2%

Контроль 1.1±0.19 1.1±0.37 74.1±21.84 109.7±38.64 b

Ca2+ 2.52 
ммоль/л

1.5±0.13 a 1.5±0.23 a 56.9±10.26 a 64.8±11.28 a b
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Заключение

При повыш ении концентрации ионов кальция в питьевой воде происходит из­
менение морфометрических характеристик лейкоцитов. И спользование мембранного 
резерва нейтрофилами осущ ествляется эффективнее по сравнению с лимфоцитами. 
Осморегуляторные реакции реализую тся лейкоцитами опытной группы менее выра- 
женно по сравнению с контролем. Восстановление исходного объёма клеток происхо­
дит эфф ективнее у  лимфоцитов по сравнению с нейтрофилами. Ионы кальция при 
непосредственном воздействии на лейкоциты  способствуют увеличению  объёма кле­
ток по сравнению с контролем. Рост показателей объёма лейкоцитов после инкубации 
в растворе с повыш енной концентрацией кальция осущ ествляется вследствие увели­
чения высоты белых клеток крови, а не за счет их распластанности на поверхности 
подложки.
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INFLUENCE OF CALCIUM  LOADING ON FUNCTIO NAL PROPERTIES OF LEUKOCYTES 
IN THE IN VIVO AND  IN VITRO EXPERIM ENTS
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There has been held an investigation of calcium ions influence 
on functional properties of rats’ blood leukocytes. The increase of cal­
cium concentration in drinking water leads to changes of white blood 
cells’ morphometric characteristics. In comparison with lymphocytes 
the usage of membrane reserve by neutrophils is higher. Blood cells' 
osmoregulation reactions are more effectively used by lymphocytes in 
contrast to neutrophils. The influence of calcium ions on leukocytes 
promotes growth of the cells' volume.

Key words: calcium ions, leukocytes, reserve of membrane, os­
moregulation.
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