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Хлорноватистая кислота и  ионы гипохлори-
та (HOCl/OCl–) образуются в  галогенирующем 
цикле гемсодержащих пероксидаз млекопита-
ющих, важнейшей из которых является миело-
пероксидаза (МПО) (донор: Н2О2-оксидоредук-
таза, EC 1.11.1.7), локализованная преимуще-
ственно в  нейтрофилах (Arnhold, Malle, 2022). 
Стимуляция нейтрофилов к  фагоцитозу сопро-
вождается усилением генерации супероксид-
ных анион-радикалов ( 2O⋅−) НАДФН-оксидазой 

УДК 577.334

ХЛОРНОВАТИСТАЯ КИСЛОТА – ПОТЕНЦИАЛЬНЫЙ  
ВТОРИЧНЫЙ МЕССЕНДЖЕР В ПРОЦЕССЕ РАЗВИТИЯ  

РЕСПИРАТОРНОГО ВЗРЫВА НЕЙТРОФИЛОВ
© 2024 г.     Г. Н. Семенкова1, И. И. Жолнеревич2, М. А. Мурина3, 

Н. В. Амаэгбери2, *, Д. И. Рощупкин4

1 Белорусский государственный медицинский университет, Минск, 220083, Белоруссия
2 Белорусский государственный университет, Минск, 220030, Белоруссия

3 Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины имени академика Ю.М. Лопухина  
Федерального медико-биологического агентства, Москва, 119435, Россия

4 Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова Минздрава России,  
Москва, 117513, Россия

* E-mail: n.amaegberi@gmail.com

Поступила в  редакцию 17.09.2024 
После доработки 24.09.2024 

Принята к  публикации 25.09.2024 

Хлорноватистая кислота и  гипохлорит-ионы (HOCl/OCl–) образуются в  галогенирующем цикле 
миелопероксидазы, локализованной преимущественно в  нейтрофилах, и  играют первостепенную 
роль в антимикробной защите. В работе представлены результаты исследования влияния экзогенных 
HOCl/OCl– в  микромолярных концентрациях на механизмы формирования респираторного взрыва 
стимулированными к фагоцитозу нейтрофилами. Показано, что этот окислитель способен оказывать 
стимулирующее действие на функциональную активность нейтрофилов, что выражается в  увеличе-
нии выхода активных форм кислорода и хлора (АФКХ) и секреторной дегрануляции клеток. Усиле-
ние респираторного взрыва связано с  активацией НАДФН-оксидазы, ФИ-3К, MAP-киназ ERK1/2 
и  уменьшением вклада внутриклеточной миелопероксидазы в  продукцию АФКХ нейтрофилами. 
Установлено, что HOCl/OCl– в  исследуемых концентрациях способны ингибировать активность 
миелопероксидазы. Сделано предположение, что хлорноватистую кислоту следует рассматривать 
в качестве нового потенциального вторичного мессенджера, регулирующего функции нейтрофилов.
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этих клеток (Zeng et al., 2019). Под действием 
супероксиддисмутазы 2O⋅− спонтанно трансфор-
мируется в  пероксид водорода, который в  ре-
акции, катализируемой МПО, взаимодействует 
с  хлорид-ионами с  образованием HOCl/OCl–. 
Хлорноватистая кислота является высокореак-
ционным интермедиатом и  участвует в  реак-
циях хлорирования и  окисления, модифици-
руя или фрагментируя белки, ДНК, липиды 
и  другие соединения (Prütz, 1996; Panasenko et 
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al., 2007; Winter et al., 2008; Andrés et al., 2022). 
Благодаря этим свойствам, HOCl уничтожает 
патогены. Однако, гиперпродукция HOCl может 
приводить к  цитотоксическим эффектам в  от-
ношении клеток хозяина и  провоцировать вос-
паление, которое является причиной развития 
ряда патологий, таких как сердечно-сосудистые 
(Teng et al., 2017; Ndrepepa, 2019), ревматоидные 
(Fernandes et al., 2012; Leopold, Schiller, 2024), 
нейродегенеративные и  др. (Ray, Katyal, 2016; 
Pravalika et al., 2018). Выявлено, что в очаге вос-
паления количество МПО, секретируемой на-
копленными нейтрофилами, достигает 1–2  мМ 
(Weiss, 1989; Kettle, Winterbourn, 1994; Hampton 
et al., 1998), а  в  интерстициальной жидкости 
воспаленных тканей фагоциты продуцируют до 
25–50 мМ/ч HOCl (Ulfig, Leichert, 2021). В  ре-
зультате МПО и  ее основной продукт HOCl 
в  высоких концентрациях регулируют ряд со-
бытий в  очаге воспаления посредством струк-
турной модификации биологически важных 
молекул или их деструкции.

Молекулярные механизмы цитодеструктив-
ного и  регуляторного действия хлорноватистой 
кислоты в  высоких концентрациях при воспа-
лении активно изучаются, но остается до кон-
ца невыясненной роль этого соединения в низ-
ких концентрациях в  процессах метаболизма. 
В настоящее время доказано участие пероксида 
водорода в  процессах сигнализации (Gamaley 
et al., 1994; Kulahava et al., 2007; Ткачук и  др., 
2012; Sies, 2017; Fichman et al., 2024). Следует 
отметить, что уже существуют данные о способ-
ности HOCl выполнять функцию сигнальной 
молекулы. Показано, что экзогенная хлорнова-
тистая кислота усиливает образование суперок-
сидных анион-радикалов и индуцирует апоптоз 
в  опухолевых клетках (Bauer, 2018; Семенкова 
и  др., 2024), вызывает транслокацию транс-
крипционных факторов в  ядро Т-лимфоцитов 
(Schoonbroodt et al., 1997), активирует белки-су-
прессоры опухолей и тем самым регулирует рост 
клеток (Vile et al., 1998), контролирует актив-
ность металлопротеиназ (Fu et al., 2004; Wang 
et al., 2022).

Ранее нами установлено, что для стимули-
рованных адгезией нейтрофилов, подвергшихся 
воздействию нетоксичных концентраций NaOCl, 
характерно нарушение клеточной подвижности, 
изменение формы и  размеров клеток, проис-
ходит реорганизация цитоскелета, обусловлен-

ная перераспределением F-актина (Kuznetsova 
et al., 2017). Это позволяет предположить, что 
хлорноватистая кислота в микромолярных кон-
центрациях может влиять на функциональную 
активность нейтрофилов.

Цель настоящей работы заключалась в  изу-
чении механизмов влияния экзогенной хлорно-
ватистой кислоты в микромолярных концентра-
циях на формированние респираторного взрыва 
нейтрофилами.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Реактивы. В  работе использовали: декст
ран-500, гистопак-1077, люминол, среду 
RPMI-1640, пептид fMLP (N-формилметио-
нил-лейцил-фенилаланин), пероксид водорода, 
гипохлорит натрия, PD-98059 (2-(2-амино-
3-метоксифенил)-4Н-1-бензопиран-4-он), 
DPI (хлорид дифенилениодония), ABAH 
(гидразид 4-аминобензойной кислоты), 
LY294002 (2-(морфолин-4-ил)-8-фенил-4H-1-
бензопиран-4-он), LPS (липополисахарид В), 
ФМА (форбол-12-миристат-13-ацетат), ФГА 
(фитогемагглютинин), GSH (восстановленный 
глутатион), бактерии Micrococcus lysodeikticus, 
МПО, Triton Х-100, Hepes (4-(2-гидроксиэтил)-
1-пиперазинэтансульфоновая кислота), PI (йо
дистый пропидий) (все реагенты фирмы Sigma, 
США); ТМБ (3,3’,5,5’-тетраметилбензидин; 
Carl Roth, Германия); суспензию латекса для 
фагоцитоза (1.5 мкм; “ПанЭко”, Россия). Ком-
поненты для приготовления фосфатного (PBS), 
фосфат-цитратного буферных растворов, а  так-
же сбалансированного буферного солевого рас-
твора Эрла (СБСРЭ) получены от фирм “Ана-
лиз  Х”  (Белоруссия) и  “Реахим” (Россия).

Нейтрофилы выделяли из гепаринизирован-
ной крови кроликов и здоровых людей в гради-
енте плотности гистопака-1077 по стандартной 
методике (Böyum, 1976). Клетки суспендиро-
вали в  среде RPMI-1640 (рН 7.4). Полученные 
суспензии хранили при температуре тающего 
льда. Жизнеспособность клеток, оцениваемая 
с  помощью трипанового синего, составляла 
95–97%. Перед изучением функциональной ак-
тивности клетки переводили в раствор СБСРЭ, 
рН  7.4.

Рабочие растворы гипохлорита натрия (NaOCl) 
готовили из его коммерческого 5%-го раствора 
путем разбавления раствором 0.15 М  NaCl пе-
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ред началом эксперимента. Концентрацию ги-
похлорит-ионов определяли спектрофотометри-
чески по поглощению OCl– при 290 нм и  рН  12 
(молярный коэффициент экстинкции ε290 =  
= 350 М–1 см–1) (Morris, 1966). Конечное значе-
ние pH в  экспериментах было примерно таким 
же, как pKa для HOCl (7.5), поэтому предпола-
гается, что в  растворе присутствуют примерно 
равные количества HOCl и  OCl–. К  контроль-
ным образцам добавляли соответствующее ко-
личество 0.15 М  NaCl.

Регистрация активных форм кислорода и хло-
ра (АФКХ). Генерацию АФКХ нейтрофилами 
человека изучали методом люминол-зависимой 
хемилюминесценции (Люм-ХЛ) на биохемилю-
минометре БХЛ-1 (БГУ, Белоруссия) с  исполь-
зованием системы сбора и  обработки данных 
“Юнихром” (“Новые аналитические системы”, 
Белоруссия). Люм-ХЛ нейтрофилов кролика 
регистрировали на люмиагрегометре (P.I.C.A.) 
(Chrono-log Corporation, США). Концентрация 
люминола составляла 20 мкмоль/л, нейтро-
филов в  суспензии  – 1 млн/мл. Нейтрофилы 
стимулировали к фагоцитозу добавлением к су-
спензии клеток в  СБСРЭ 0.1  мкМ fMLP или 
25 мкг/мл LPS, или 5 мкг/мл ФМА, или 20 мкл 
суспензии латекса, или адгезией к  поверхности 
кварцевого стекла. NaOCl добавляли к  суспен-
зии клеток в  СБСРЭ до внесения стимулятора 
и  люминола. Пробоподготовку и  регистрацию 
Люм-ХЛ проводили при температуре 37 °С. Ин-
тенсивность свечения выражали в  усл. ед. На 
рисунках представлены усредненные зависимо-
сти интегральной интенсивности ХЛ по дан-
ным не менее 5 независимых экспериментов. 
Интегральную интенсивность определяли как 
площадь под кинетической кривой интенсив-
ности ХЛ люминола в  суспензии нейтрофилов, 
рассчитанной с  момента начала стимуляции 
в течение 10 мин регистрации. Светосумму рас-
считывали численным интегрированием кривой 
интенсивности с использованием метода прямо-
угольников (программа Excel 2000).

Использование ингибиторов. Влияние  
NaOCl на процессы внутриклеточной сигна-
лизации в  нейтрофилах определяли с  помо-
щью специфических ингибиторов компонентов 
сигнальных путей, вовлеченных в  генерацию 
АФКХ: DPI для НАДФН-оксидазы; АВАН для 
МПО; вещество PD-98059 для МАР-киназы 
ERK1/2; вещество LY-294002 для фосфатиди-

линозитол-3-киназы (ФИ-3K). NaOCl вносили 
в  суспензию клеток за 10 мин до введения ин-
гибиторов, на 20 мин, затем нейтрофилы стиму-
лировали адгезией и  регистрировали Люм-ХЛ.

Секреторную дегрануляцию определяли по 
выходу лизоцима из клеток (Shugar, 1952). Ак-
тивность лизоцима в  супернатанте оценивали 
по скорости лизиса клеточных стенок бактерий 
Micrococcus lysodeikticus спектрофотометрически 
при длине волны 450 нм на спектрофлуориме-
тре СМ 2203 (“Солар”, Минск, Белоруссия). 
Предварительно свежеизолированные нейтро-
филы обрабатывали NaOCl в  соответствующей 
концентрации и инкубировали в СБСРЭ рН 7.4 
в  течение 15 мин при температуре 37 °С.

Пероксидазную активность МПО опреде
ляли по скорости окисления ТМБ пероксидом 
водорода в  присутствии МПО в  окрашенный 
продукт  – 3,3’,5,5’-тетраметилбензидиндиимин 
(Pulli et al., 2013). В  фосфат-цитратный буфер-
ный раствор (рН 5.0) добавляли МПО (2 ед./
мл), NaOCl в концентрации из диапазона 1–100 
мкМ и  инкубировали 10  мин при 37 °С. Затем 
вносили 1.6  мМ TMБ. Реакцию инициировали 
добавлением 0.3 мМ Н2О2, через 5 мин реакцию 
останавливали добавлением 2 н раствора серной 
кислоты. Оптическую плотность регистрирова-
ли на спектрофлуориметре СМ2203 при длине 
волны 450 нм. Для расчета концентрации про-
дукта ферментативной реакции использовали 
ɛ  = 5.9 × 104 М–1 cм–1.

Жизнеспособность клеток оценивали флуо-
ресцентным методом с  использованием йоди-
стого пропидия (PI; длина волны возбуждения 
и  регистрации соответственно 530 и  640 нм) 
на спектрофлуориметре СМ 2203. Суспензию 
нейтрофилов (1 млн/мл в СБСРЭ) контрольную 
и  содержащую NaOCl (5–100  мкМ) инкубиро-
вали в  течение 15 мин при 37 °С. Затем к  об-
разцам добавляли 10  мкМ раствора PI. Клетки 
перемешивали, выдерживали в  течение 5  мин 
и  измеряли интенсивность флуоресценции Fd1. 
Затем клетки разрушали с  помощью 10%-ного 
раствора тритон Х-100 и регистрировали интен-
сивность флуоресценции Ft1. Жизнеспособность 
клеток определяли по формуле:

( ) ( )
( )

t1 t2 d1 d2

t1 t2

100%,
F F F F

F F

− − −
⋅

−
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где Fd1, Ft2 – параметры интенсивности флуорес-
ценции PI в  клеточной суспензии в  отсутствие 
(Fd1) и  в  присутствии (Ft1) тритона Х-100, Fd2 
и  Ft2  – параметры интенсивности флуоресцен-
ции PI в  СБСРЭ в  отсутствие (Fd2) и  в  присут-
ствии (Ft2) тритона Х-100 соответственно (Kato 
et al., 1999).

Статистическая обработка результатов. Ис-
пользовали однофакторный дисперсионный 
анализ (one-way ANOVA). Различия между кон-
трольной и  экспериментальной группами ана-
лизировали с  помощью теста Даннета. Резуль-
таты представлены в виде среднего значения из 
трех и  более независимых экспериментов и  его 
стандартного отклонения. Различия считали до-
стоверными при Р  < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Исследовано действие гипохлорита на-
трия на усиленную люминолом ХЛ стимули-
рованных ФМА нейтрофилов крови кролика 
(рис.  1). Установлено, что характер действия 
NaOCl зависит от его концентрации. В  низкой 
концентрации (5–10 мкМ) наблюдается усиле-
ние ХЛ; как правило, введение 5–10 мкМ NaOCl 
сопровождается усилением интенсивности све-
чения в  максимуме в  2.5–3 раза соответствен-
но по сравнению с  контролем. Следовательно, 
в  низких концентрациях экзогенный гипохло-
рит оказывает синергический (стимулирующий) 
эффект: в  сочетании с  агонистом (ФМА) резко 
усиливает ХЛ в  системе стимулированные ней-
трофилы–люминол. При более высоких кон-
центрациях NaOCl (20–40 мкМ) наблюдается 
практически полное снижение интенсивности 
свечения (рис. 1, кривые 4, 5). По-видимому, 
тушение Люм-ХЛ в  суспензии нейтрофилов 
гипохлоритом натрия в  концентрации свыше 
20  мкМ свидетельствует о  подавлении функ-
циональной активности самих клеток.

Подобный эффект был зарегистрирован нами 
при изучении влияния NaOCl на способность 
нейтрофилов крови человека генерировать 
АФКХ. Как видно из рис. 2, преинкубирование 
нейтрофилов в течение 10 мин с NaOCl приво-
дит к  значительному повышению интенсивно-
сти Люм-ХЛ при стимуляции к  фагоцитозу как 
специфическими (fMLP, LPS), так и  неспеци-
фическими (латекс и  адгезия) стимуляторами 
(рис. 2а, б), что свидетельствует об усилении 

генерации АФКХ. Увеличение интенсивности 
ХЛ клеток по сравнению с  контролем наблю-
дается в  диапазоне концентраций NaOCl от 
7.5 до 75 мкМ (а  в  случае стимуляции адгези-
ей  – до 50 мкМ). Так, при добавлении 15 мкМ 
NaOCl к  суспензии клеток за 30 мин до начала 
их адгезии к  поверхности стекла интегральная 
интенсивность Люм-ХЛ повышается более чем 
в  3 раза по сравнению с  контролем. При ис-
пользовании других стимуляторов фагоцитоза 
выход Люм-ХЛ повышался в  1.5–2 раза.

Известно, что NaOCl сам индуцирует ХЛ 
люминола (Рощупкин и  др., 2006). При этом 
NaOCl, вносимый в  раствор этого индикатора, 
вызывает кратковременную вспышку ХЛ, дли-
тельность которой не превышает 3–5 с.

Чтобы исключить вклад в  ХЛ нейтрофилов 
свободнорадикальных продуктов, образуемых 
при взаимодействии люминола с  NaOCl, нами 
изучена зависимость максимальной интенсив-
ности ХЛ, возникающей в  реакции окисления 
люминола NaOCl в исследуемом диапазоне кон-
центраций. Как показано на рис. 3, свечение 
практически не регистрируется при концентра-
ции гипохлорита натрия от 1.5 до 45 мкМ.

Рис. 1. Кинетические кривые интенсивности лю-
минол-зависимой хемилюминесценции (ХЛ) ней-
трофилов кролика, стимулированных ФМА в  кон-
троле (1) и при действии гипохлорита натрия (2–5) 
соответственно в конечных концентрациях 1, 10, 20 
и  40 мкМ. ФМА (5  мкг/мл) вводили в  суспензию 
нейтрофилов (106 клеток в  1  мл) сразу после лю-
минола (20 мкМ). Время предварительного инку-
бирования клеток с  гипохлоритом натрия 5  мин. 
Iн, (%) – нормированная интенсивность ХЛ: в кон-
троле (1) в максимуме интенсивность свечения при-
нята за 100%. Представлены усредненные зависимо-
сти интенсивности ХЛ по данным 10 независимых 
экспериментов; разброс данных представлен сред-
неквадратичной ошибкой средней величины.
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Дальнейшее повышение концентрации 
NaOCl до 150 мкМ приводило к  увеличению 
выхода радикальных продуктов. Причем, заре-
гистрированная в  первые 3–5 с  максимальная 
интенсивность ХЛ была в  десятки раз выше, 
чем в  системе NaOCl–люминол–нейтрофилы. 
Следовательно, представленные на рис.  1 и  2 
данные не связаны с  прямым взаимодействием 
люминола с NaOCl, а обусловлены изменением 
функциональной активности нейтрофилов.

Образование АФКХ в  нейтрофилах при их 
стимуляции к  фагоцитозу сопряжено с  акти-
вацией мембранных рецепторов, что в  даль-
нейшем приводит к  запуску процессов внутри-
клеточной сигнализации, включающих сборку 
НАДФН-оксидазного комплекса и  усиление 
транслокации МПО к плазматической мембране 
(Zeng et al., 2019). Как уже отмечалось, некото-

рые типы активных форм кислорода, в  частно-
сти Н2О2, играют роль вторичных мессенджеров 
в формировании функционального отклика кле-
ток (Kulahava et al., 2007; Ткачук и  др., 2012). 
Нами изучено влияние на генерацию АФКХ 
специфических ингибиторов ферментов, уча-
ствующих в  процессах трансдукции актива-
ционного сигнала в  нейтрофилах, до и  после 
их предварительного инкубирования с  15 мкМ  
NaOCl (рис. 4).

После обработки клеточной суспензии ги-
похлоритом натрия степень ингибирования 
продукции АФКХ нейтрофилами возрастает 
при подавлении активности НАДФН-оксида-
зы с  помощью DPI, ФИ-3К  – веществом LY-
294002 и  ERK1/2  – веществом PD-98059. При 
этом степень ингибирования АФКХ значительно 
снижается при блокировании активности МПО 
с  помощью АВАН. Из этих данных следует, 
что преинкубирование нейтрофилов с  15  мкМ 
NaOCl приводит к  перераспределению вклада 
ферментов, продуцирующих активные метабо-
литы: уменьшается продукция хлорноватистой 
кислоты ферментом МПО и  увеличивается 
образование супероксидных анион-радикалов 
НАДФН-оксидазой, что приводит к  увеличе-
нию выхода пероксида водорода в  результате 
дисмутации 2O⋅−.

Обработка клеток, предварительно инкуби-
рованных со специфическими ингибиторами 
ФИ-3К и  ЕRK1/2, а  также NaOCl, приводит 
к  значительному повышению степени инги-

Рис. 2. Зависимость суммарной интенсивности 
люминол-зависимой хемилюминесценции (ХЛ) 
нейтрофилов человека, стимулированных латексом 
и  адгезией (а), а  также fMLP и  LPS (б), от кон-
центрации NaOCl. Интегральная интенсивность ХЛ 
клеток в  присутствии (ΣIХЛ) и  в  отсутствие (ΣIХЛО) 
NaOCl измерена в течение 10 мин с момента добав-
ления люминола. Концентрация fMLP  – 0.1  мкМ, 
LPS – 25 мкг/мл. Время предварительного инкуби-
рования нейтрофилов с  NaOCl 10 мин. Результаты 
представлены как средние значения и  их стандарт-
ные отклонения.

Рис. 3. Зависимость максимальной интенсивности 
хемилюминесценции (Imax) от концентрации гипох-
лорита натрия (NaOCl) в  реакции окисления им 
люминола. Результаты представлены как средние 
значения и  их стандартные отклонения.
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бирования ХЛ, что свидетельствует об увели-
чении вклада этих белков в  генерацию АФКХ 
нейтрофилами по сравнению с контролем. Уве-
личение вклада ФИ-3К и  ЕRK1/2 в  усиленное 
под действием NaOCl образование АФКХ сви-
детельствует о  модификации сигнальных путей 
с вовлечением этих ферментов в формирование 
респираторного взрыва. Известно, что ФИ-3К 
участвует в  активации НАДФН-оксидазы, спо-
собствует перераспределению F-актина и секре-
торной дегрануляции (Hirsch et al., 2000; Paclet 
et al., 2022). ERK1/2 также усиливает секре-
торную дегрануляцию нейтрофилов (Hu et al., 
2015). Как показано нами ранее, в  первые ми-
нуты действия на нейтрофилы 15  мкМ NaOCl 
происходит опосредованная перераспределени-
ем F-актина реорганизация цитоскелета, изме-
няется форма и размеры клеток, повышается их 
адгезивность (Kuznetsova et al., 2017).

Важным свойством стимулированных к  фа-
гоцитозу нейтрофилов является секреторная 
дегрануляция. В  результате этого процесса из 
клеток во внеклеточное пространство выделя-
ется содержимое азурофильных гранул, включа-
ющих лизоцим, МПО, кислые гидролазы, элас-
тазу и  другие ферменты, которые обеспечива-
ют уничтожение чужеродного материала (Lacy, 

2006). На рис. 5 показано влияние NaOCl на 
секрецию лизоцима из нейтрофилов. Видно, что 
инкубирование клеток с 1.5–5 мкМ NaOCl в те-
чение 15 мин не влияет на выход лизоцима во 
внеклеточную среду, тогда как в диапазоне кон-
центраций этого окислителя от 7.5 до 50  мкМ 
секреция лизоцима дозозависимо усиливается, 

Рис. 5. Влияние гипохлорита натрия на секрецию 
лизоцима из нейтрофилов крови человека. Время 
инкубирования клеток с NaOCl – 15 мин. Секрецию 
лизоцима оценивали по скорости лизиса клеточных 
стенок бактерий Micrococcus lysodeikticus. Результаты 
представлены как средние значения и  их стандарт-
ные отклонения.

Рис. 4. Влияние ингибиторов ферментов на степень ингибирования люминол-зависимой ХЛ нейтрофилов крови 
человека в присутствии (светлые столбики) и в отсутствие (темные столбики) NaOCl (15 мкМ). Клетки стимули-
ровали адгезией к поверхности стекла. Время предварительного инкубирования нейтрофилов с NaOCl – 30 мин, 
время регистрации ХЛ – 10 мин; температура – 37 ○С, рН 7.4. Показаны ингибиторы: НАДФН-оксидазы (DPI, 
1  мкМ); миелопероксидазы (АВАН, 50  мкМ); фосфатидилинозитол-3-киназы (LY-294002, 3.5 мкМ) и  МАР-ки-
назы ERK1/2 (PD-98059, 25 мкМ). По вертикали указана степень ингибирования ХЛ ((ΣI0-ΣIi)/ΣI0)·100%), где 
ΣI0 и ΣIi – суммарная интенсивность свечения клеток в отсутствие и в присутствии ингибитора соответственно. 
Результаты представлены как средние значения и  их стандартные отклонения.
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что также подтверждает стимулирующее дей-
ствие гипохлорита натрия на нейтрофилы.

Усиление секреторной дегрануляции ней-
трофилов под действием NaOCl приводит 
к  повышению выхода МПО во внеклеточную 
среду. При этом оценка вклада этого фермента 
в  продукцию АФКХ внутри клеток (см. рис.  4) 
указывает на его снижение. Увеличение выхо-
да ферментов из клеток может быть связано 
с  цитодеструкцией. Чтобы исключить цитоде-
структивное действие NaOCl, мы изучили его 
влияние на жизнеспособность клеток с исполь-
зованием PI. Как видно из табл. 1, через 15 мин 
после добавления NaOCl в  концентрации  
от 5 до 100  мкМ жизнеспособность нейтрофи-
лов по сравнению с  контролем уменьшается не 
более, чем на 12.8 ± 3.2%. Из этого следует, что 
зарегистрированное нами усиление генерации 
АФКХ нейтрофилами после добавления NaOCl 
(рис. 2) в диапазоне концентраций 7.5–75 мкМ 
обусловлено стимулирующим действием гипох-
лорита на функциональную активность клеток 
и  не связано с  его цитотоксичностью.

Учитывая способность хлорноватистой кис-
лоты эффективно взаимодействовать с  моле-
кулами белков (Prütz, 1996; Panasenko et al., 
2007), мы исследовали влияние NaOCl на пе-
роксидазную активность МПО (рис. 6). Видно, 
что гипохлорит натрия в концентрациях от 5 до 
100 мкМ дозозависимо снижает активность ана-
лизируемого фермента. Следовательно, экзоген-
ный гипохлорит натрия в низких концентраци-
ях способен значительно уменьшать активность 
секретированной из клеток МПО.

Ранее установлено, что гипохлорит натрия 
с  наибольшей константой скорости реагирует 
с  сульфгидрильными группами молекул, затем 
инактивируются тиоэфирные и  только после 
этого аминогруппы (Мурина и  др., 1989; Folkes 
et al., 1995). На основании этих данных можно 
предположить, что в  нашем случае гипохло-
рит натрия, взаимодействуя в  первую очередь 
с  сульфгидрильными и,  возможно, с  другими 
функциональными группами мембранных бел-
ков нейтрофилов, предактивирует (праймирует) 
клетки, что приводит к  усилению респиратор-
ного взрыва в ответ на различные стимулы. Из-
вестно, что для избирательной нейтрализации 
экстраклеточных оксидантов можно применять 
непроникающий в клетки восстановленный глу-
татион, действие которого обусловлено исклю-
чительно наличием сульфгидрильной группы.

Использование восстановленного глутатиона 
позволяет отделить АФКХ, образуемые внутри 
клеточных структур и генерируемые в окружаю-
щей среде (Мурина и  др., 2005). Восстановлен-
ный глутатион добавляли к  суспензии нейтро-
филов кроликов после их инкубации в  течение 
3 мин с  5 мкМ NaOCl до добавления ФМА 
(рис. 7). Введение восстановленного глутатиона 
в суспензию нейтрофилов вызывает уменьшение 
интенсивности Люм-ХЛ в максимуме примерно 
на 30–35% (рис. 7, кривая 2). После добавления 
гипохлорита натрия (рис. 7, кривая 3), тушение 
ХЛ в  этой системе восстановленным глутатио-
ном было больше и  составляло примерно 55% 
(рис. 7, кривая 4). Свечение, которое остает-
ся после действия восстановленного глутатио-

Таблица 1. Влияние гипохлорита натрия на жизне-
способность нейтрофилов

Концентрация NaOCl, мкМ Жизнеспособность, %

0 100

5 97.7 ± 1.8

15 95.8 ± 2.2

30 94.3 ± 2.6

50 90.4 ± 2.5

75 89.5 ± 2.9

100 87.2 ± 3.2

Примечание. Клетки инкубировали с  NaOCl в  тече-
ние 15 мин.

Рис. 6. Активность МПО под действием гипохло-
рита натрия. Время предварительного инкубирова-
ния NaOCl/АВАН с МПО – 10 мин. Концентрация 
АВАН – 1 мкМ. Результаты представлены как сред-
ние значения и  их стандартные отклонения.
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на как в  присутствии (рис. 7, кривая 4), так 
и  в  отсутствие (рис. 7, кривая 2) экзогенного 
NaOCl, составляет примерно 65% по сравнению 
с  контролем (рис. 7, кривая 1). Следовательно, 
восстановленный глутатион полностью подав
ляет усиленную гипохлоритом Люм-ХЛ нейтро
филов, обусловленную окислением люминола 
экстраклеточными оксидантами. Причем среди 
таких оксидантов основным является хлор
новатистая кислота, генерируемая МПО, сек
реция которой во внеклеточную среду, как это 
следует из рис.  5, усиливается под действием 
экзогенного NaOCl.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из полученных данных следует, что хлорно-
ватистая кислота и  ионы гипохлорита в  микро-
молярных концентрациях способны оказывать 
стимулирующее воздействие на функциональ-
ную активность нейтрофилов, что выражается 
в  увеличении выхода АФКХ и  усилении секре-
торной дегрануляции клеток, обработанных ин-
дукторами фагоцитоза. Наблюдаемые эффекты 
связаны с перераспределением вклада компонен-

тов трансдукции активационного сигнала в фор-
мирование респираторного взрыва, а  именно: 
с  активацией ФИ-3К и  МАР-киназы ERK1/2. 
Индуцируемое HOCl/OCl– повышение выхода 
АФКХ обусловлено усиленной продукцией под 
действием НАДФН-оксидазы супероксидных 
анион-радикалов, дисмутация которых приводит 
к избыточному образованию субстрата МПО пе-
роксида водорода. Из этого следует, что под дей-
ствием хлорноватистой кислоты во внеклеточной 
среде, где уровень МПО повышен в  результате 
секреции содержимого азурофильных гранул, 
продуцируется дополнительное количество HO-
Cl/OCl–. Однако образование этого окислителя 
не настолько велико, чтобы оказывать цитоде-
структивный эффект, поскольку он дозозависимо 
ингибирует активность МПО. Мы полагаем, что 
образуемую под действием МПО хлорноватистую 
кислоту следует рассматривать в качестве нового 
потенциального вторичного мессенджера, кото-
рый способен регулировать функции нейтрофи-
лов.
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Рис. 7. Действие восстановленного глутатиона (GSH) 
на усиленную гипохлоритом хемилюминесценцию 
люминола в суспензии нейтрофилов крови кролика. 
Кривая 1  – контроль (к  нейтрофилам добавлен 
люминол и  ФМА); 2  – GSH (0.2  мМ) введен в  сус
пензию нейтрофилов до ФМА; 3  – NaOCl (5  мкМ) 
введен в суспензию нейтрофилов за 3 мин до ФМА; 
4 – NaOCl (5 мкМ) введен в суспензию нейтрофилов 
за 3 мин до GSH (0.2 мМ) и ФМА. Iн, – нормирован-
ная к  контролю (100% в  максимуме) интенсивность 
ХЛ. Представлены усредненные зависимости интен-
сивности ХЛ по данным пяти независимых опытов; 
разброс данных представлен среднеквадратичной 
ошибкой средней величины.
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HYPOCHLOROUS ACID  – A POTENTIAL SECONDARY MESSENGER  
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Hypochlorous acid and hypochlorite ions are formed in the halogenating cycle of myeloperoxidase, localized 
mainly in neutrophils, and play a primary role in antimicrobial protection. The paper presents the results 
of a study of the effect of exogenous HOCl/OCl– in micromolar concentrations on the mechanisms of the 
“respiratory burst” formation by neutrophils stimulated to phagocytosis. It is shown that this oxidizer is 
capable of stimulating the functional activity of neutrophils, which is expressed in an increase in the yield 
of reactive oxygen and chlorine species (ROСS) and secretory degranulation of cells. Enhancement of the 
“respiratory burst” is associated with activation of NADPH oxidase, PI-3K, MAP kinase ERK1/2 and a 
decrease in the contribution of intracellular myeloperoxidase to ROСS production by neutrophils. It was 
found that HOCl/OCl– in the studied concentrations is capable of inhibiting myeloperoxidase activity. It is 
suggested that hypochlorous acid should be considered as a new potential secondary messenger regulating 
neutrophil functions.

Keywords: hypochlorous acid, NaOCl, neutrophils, reactive oxygen and chlorine species, myeloperoxidase, 
secretory degranulation


