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АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ ЭНДОГЕННЫХ И ЭКЗОГЕННЫХ ФАКТОРОВ 

НА ФУНКЦИОНАЛЬНУЮ АКТИВНОСТЬ КЛЕТОК КРОВИ У БЫКОВ6 

 

Цель исследования: изучение зависимости функциональной активности (ФА) антигенактиви-
рованных in vitro клеток крови быков от эндогенных и экзогенных факторов. Выявлены значимые 
факторы, влияющие на генерацию активных форм кислорода (АФК) клетками крови; установле-
ны параметры влияния этих факторов. Исследована кровь клинически здоровых быков-
спермодоноров А  «Красноярскгосплем» разного возраста в различные сезонные периоды. ФА 
клеток оценивали по кинетике генерации АФК, регистрируемой микрометодом люминолусилен-
ной хемилюминесценции с использованием аппаратурно-программного комплекса Хемилюмино-
метр 3604  ЭВМ (СКТБ «Наука» С  РАН). Установлено, что ФА клеток крови быков-
производителей имеет двухфазную кинетику и характеризуется закономерной возрастной ди-
намикой и сезонной зависимостью. Время достижения первого и второго максимумов хемилю-
минесцентной кривой кинетики генерации АФК у клинически здоровых быков постоянно. Соот-
ношение величин амплитуд максимумов кинетики генерации АФК зависит от сезона, при этом 
параметры первого максимума (Imax1) изменяются незначительно. Наименьшее значение Imax1 
зафиксировано у быков в возрасте 49–60 месяцев (726±73 имп/с) в весенний период и наиболь-
шее в возрасте 26–36 мес. (1795±208 имп/с) в осенний период. Выявлены колебания величин 
второго максимума (Imax2) от (1133±115 имп/с) в возрастной группе 19–24 мес. осенью до 
(3887±525 имп/с) в группах старше 61 мес. весной с общей тенденцией снижения величины обоих 
пиков в возрасте 37–48 мес.  бъем (S) генерируемых АФК к 5–6-летнему возрасту увеличивает-
ся, зависит от сезона (выше зимой).  ри компонентном анализе кинетики генерации АФК клет-
ками крови, отражающем участие клеточных и ферментных структур по параметрам модель-
ной интегральной хемилюминесцентной кривой (по Magrisso M.Y. et al.,2000), оценены основные 
функциональные состояния клеток: весна – состояние «отдыха»; осень и зима – состояние 
«альтернативной активации». Увеличение интегрального объема продукции всех видов АФК 
определяется ростом максимальной интенсивности и объема третьей компоненты генерации 
свободных радикалов кислорода, не связанной с процессом фагоцитоза. 

Ключевые слова: хемилюминесценция, активные формы кислорода, крупный рогатый скот, 
селекция, функциональная активность. 
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ENDOGENOUS AND EXOGENOUS FACTORS' INFLUENCE ANALYSIS 

ON BLOOD CELLS FUNCTIONAL ACTIVITY IN BULLS 
 

Research objective is to study the dependence of the functional activity (FA) of antigen-activated in 
vitro blood cells of bulls on endogenous and exogenous factors. The study revealed significant factors in-
fluencing the generation of reactive oxygen species (ROS) by blood cells; established the parameters of 
these factors’ influence. The blood of clinically healthy sperm donor bulls of JSC "Krasnoyarskgosplem" of 
different ages in different seasonal periods was studied. FA of cells was assessed by the kinetics of ROS 
generation, recorded by the micro-method of luminol-enhanced chemiluminescence using the hardware-
software complex Chemiluminometer 3604-PC (SKTB Nauka SB RAS). It was found that FA of blood cells 
of bulls-producers has two-phase kinetics and is characterized by regular age-related dynamics and sea-
sonal dependence. The time to reach the first and second maxima of the chemiluminescence curve of the 
kinetics of ROS generation in clinically healthy bulls is constant. The ratio of the amplitudes of the maxima 
of the kinetics of ROS generation depends on the season, while the parameters of the first maximum 
(Imax1) change insignificantly. The smallest Imax1 value was recorded in bulls aged 49–60 months (726 ± 
73 counts/s) in the spring and the highest at the age of 26–36 months. (1795 ± 208 counts/s) in the au-
tumn. The fluctuations in the values of the second maximum (Imax2) from (1133 ± 115 counts/s) were re-
vealed in the age group of 19–24 months in autumn up to (3887 ± 525 imp / s) in groups older than 61 
months in spring, with a general tendency to decrease the value of both peaks at the age of 37–48 
months. The volume (S) of generated ROS increases by the age of 5–6 years, depending on the season 
(higher in winter). In the component analysis of the kinetics of ROS generation by blood cells, reflecting the 
participation of cellular and enzyme structures according to the parameters of the model integral 
chemiluminescence curve (according to Magrisso M.Y. et al., 2000), the main functional states of cells 
were assessed: spring – the state of "rest"; autumn and winter – the state of "alternative activation". An 
increase in the integral volume of production of all types of ROS is determined by an increase in the max-
imum intensity and volume of the third component of the generation of free oxygen radicals, which is not 
associated with the process of phagocytosis. 

Keywords: chemiluminescence, reactive oxygen species, cattle, selection, functional activity. 
 

Введение. Эффективное управление реали-
зацией генофонда высокопродуктивных сель-
скохозяйственных животных возможно лишь на 
основании научно обоснованных данных, полу-
ченных с помощью разноуровневых индикато-
ров. Проявление высокой продуктивности сель-
скохозяйственных животных обеспечивается 

интенсивным функционированием всех органов 

и систем организма, стабильность и устойчи-
вость работы которых зависит от множества 
факторов эндогенной и экзогенной природы. 
Отклонение последних от оптимальных преде-
лов приводит к сбою гомеостатического режима 
работы данного организма с потерей не только 

продуктивности и здоровья, но и даже его жиз-
неспособности [1, 2]. В связи с этим выявление 

первичных критических моментов изменения 
состояния организма является актуальной за-
дачей, решение которой позволяет на ранних 
стадиях классифицировать неблагоприятное 
влияние и принять меры к устранению воздей-
ствия. Одной из главнейших связующих систем 
целостного организма является перифериче-

ская кровь. Она не только обеспечивает нор-

мальное функционирование организма, но и 
является активно действующей составной ча-
стью системы неспецифической резистентности 
и специфического иммунитета. Исследование 
цитоморфологического состава и биохимиче-
ских характеристик периферической крови име-

ет большое диагностическое значение [1, 2]. 
Особую роль в обеспечении неспецифической 
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резистентности, как первичной защитной реак-
ции на экзогенные и эндогенные раздражители, 

играют клетки крови, способные к фагоцитозу 
[3]. Проявление функциональной активности 
фагоцитов на всех этапах фагоцитарного про-
цесса сопровождается продукцией активных 
форм кислорода (АФК), слабо выраженной в 
состоянии нормы и протекающей в виде респи-
раторного взрыва в состоянии антигенной акти-

вации [3]. В зависимости от объема генерируе-
мые АФК способны повреждать не только чуже-
родные агенты, но и собственные молекуляр-
ные структуры. В норме регуляция продукции 
АФК и свободных радикалов в тканях и органах 
осуществляется многоуровневой физиологиче-

ской антиоксидантной системой, которая вклю-
чает в себя соединения различной химической 

природы: витамины, пигменты, гормоны, фер-
менты [4]. Важной составляющей, описываю-
щей состояние гомеостаза, является оптималь-
ный баланс окислительно-восстановительных 
реакций: равновесие между процессами обра-
зования АФК и реакциями антиоксидантной сис-
темы. Разные комбинации экзо- и эндогенных 

факторов могут привести к сдвигу равновесия 
оксиданты – антиоксиданты, что неблагопри-
ятно воздействует на организм. 

В связи с этим, осуществляя мониторинг 
функциональной активности иммунокомпетент-
ных клеток крови (ИКК), выполняемый на моле-
кулярном уровне по кинетике генерации АФК 

клетками периферической крови с помощью хе-
милюминесцентного (ХЛ) метода, можно вы-
явить тонкие изменения в механизмах функцио-
нирования системы иммуногенеза, не всегда 
проявляющиеся на субклеточном и клеточном 
уровнях, но вместе с тем играющие ключевую 
роль в формировании патогенетических меха-
низмов. Интенсивность хемилюминесценции 

коррелирует с потреблением клетками кислоро-
да и степенью завершенности фагоцитоза, по-

этому имеет смысл оценить интегральную со-
ставляющую, отражающую резервные возмож-
ности антиоксидантного потенциала. ХЛ-кривая 
кинетики генерации АФК ИКК является одним из 
интегральных показателей состояния системы 

иммуногенеза, и ее регистрация может служить 
одним из экспресс-методов ранней диагностики 
иммунодефицитных состояний [5–8]. 

Цель исследований. Изучить зависимость 
функциональной активности антигенактивиро-

ванных in vitro клеток крови быков от эндоген-
ных и экзогенных факторов.  

Задачи: выявление значимых факторов, 
влияющих на генерацию АФК клетками крови; 
установление параметров влияния этих факто-
ров. 

Материалы и методы исследований. В ка-

честве объекта использована периферическая 
кровь клинически здоровых быков–спермодоно-
ров ОАО «Красноярскгосплем», отбираемая в 
период ежегодных плановых весенне-осенних и 
внеплановых зимних ветеринарных обследова-
ний 1999–2014 гг. Функциональную активность 

клеток крови при антигенной стимуляции in vitro 
оценивали по кинетике генерации АФК, регист-

рируемой микрометодом люминолусиленной хе-
милюминесценции с использованием аппаратур-
но-программного комплекса «Хемилюминометр 
CL-3604» – ПЭВМ (СКТБ «Наука» СО РАН) 
[9, 10]. Время записи хемилюминесцентной кри-
вой составляло 180 минут при температуре в 
регистрационной камере 37 ºС. Реакционная 

смесь регистрационной кюветы состояла из 
200 мкл 2,2·10-4 М люминола (Sigma) в растворе 
Хенкса (рН – 7,2), 100 мкл гепаринизированной 
крови животных в разведении 1:1 в растворе 
Хенкса, 50 мкл суспензии монодисперсных час-
тиц латекса (ВНИИСК, С-Петербург) в растворе 
Хенкса концентрацией 5·108 част/мл, опсонизи-

рованных белками пуловой сыворотки крови 
крупного рогатого скота.  

О кинетике генерации АФК в системе клеток 
цельной крови быков судили по параметрам 
хемилюминесцентной кривой, принимая во вни-
мание наиболее информативные: амплитуду 
максимальной активности хемилюминесцентной 
реакции (Imax – имп/с), время достижения макси-

мума (Tmax – мин) и площадь под кривой хеми-
люминесценции (S – имп. за 180 мин), опреде-

ляющей общее количество АФК, генерируемых 
клетками за время записи хемилюминесцентной 
кривой. Анализ хемилюминесцентной кинетики 
генерации АФК и оценку функционального со-
стояния клеток крови выполняли по методу 

M.Y. Magrisso et al. [9]. Статистическую обработ-
ку данных и дисперсионный двухфакторный 
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анализ осуществляли по алгоритмам пакета 

«анализ данных» программы Microsoft Excel.  
Результаты и их обсуждение. При исполь-

зуемом разведении образцов крови регистри-
руемая хемилюминесцентная кинетика генера-
ции АФК клетками при антигенной активации in 

vitro характеризовалась двумя максимумами 
(рис.1) [10]. Формирование первого из них отра-

жает активацию фагоцитарного процесса (адге-
зия, поглощение частиц латекса). Второй пик ге-
нерации АФК обусловлен эндогенной активацией 
«резервных» нейтрофилов [11], а также образо-
ванием липидных и белковых пероксидов [5, 6]. 

Многолетние исследования функциональной 
активности клеток крови здоровых быков-
спермодоноров ОАО «Красноярскгосплем» вы-

явили возрастную и сезонную динамику способ-
ности клеток крови генерировать АФК в ответ на 
антигенную стимуляцию in vitro [11, 12], которая 
проявляется прежде всего в изменении соотно-

шения амплитуды первого и второго максимума 

интенсивности хемилюминесценции (рис. 1). 
Амплитуда первого максимума (Imax1) с возрас-
том изменяется незначительно, но проявляется 
тенденция снижения, начиная с двухлетнего 
возраста, наиболее заметно проявляющаяся в 
весенний период (рис. 2). Наименьшие значения 
(726±73 имп/с) выявлены у быков в возрасте 

старше 4–5 лет в весенний период, в то время 
как размах величин второго максимума (Imax2) 
составлял от 1447± 87 имп/с в группе 37–
48 мес. до 3887±525 имп/с в группе старше 61–
72 мес. в весенний период и от 1133±115 (воз-
раст 19–24 мес.) до 3227±931 (возраст 61–
72 мес.) при общей тенденции снижения вели-
чины первого и повышения второго максимума 

в возрасте старше 36 мес.  
Время достижения первого и второго макси-

мума также является важной характеристикой 
продукции АФК (табл. 1).  

 
Таблица 1 

Значение параметров времени достижения первого (TmaxI) 
и второго (TmaxII) максимумов ХЛ кинетики генерации клетками крови быков 

разновозрастных групп в разные сезонные периоды 
 

Возраст, 
месяц 

Tmax(I), мин Tmax(II), мин 

Осень n Зима n Весна n Осень n Зима n Весна n 

До 18 18±2 64 15±1 20 19±4 35 133±2 64 130±3 20 123±6* 35 

19–24 18±1 76 – – 19±2 36 123±3 76 – – 122±3 36 

25–36 17±1 126 14±1 9 21±2 93 121±2 126 118±6 9 122±3 93 

37–48 18±2 49 18±1 8 22±2 68 124±3 49 120±6 8 133±3* 68 

49–60 19±2 64 13±8 12 20±3 43 123±3 64 116±7 12 131±6* 43 

61–72 17±8 17 8±35 2 13±5 30 124±7 17 169±23 2 125±9 30 

Старше 73  16±6 12 11±2 2 19±5 13 131±8 12 165±3 2 132±8 13 

* Достоверные отличия от значений осенью (P < 0,05). 
 

Следует отметить, что оно имеет четкие пе-

риоды проявления, связанные, вероятнее всего, 
с видовой особенностью. Первый максимум 
достигается на 18±1 минуте осенью, 17±1 мину-

те зимой, на 19±1 – весной. Второй максимум 
на 127±2 мин весной, 127±3 – зимой и 126±2 – 
осенью. Однако есть достоверные отличия этих 
параметров для одновозрастных групп в раз-

личные сезонные периоды (см. табл. 1). 
Регистрируемая хемилюминесцентная кине-

тика генерации АФК клетками крови при анти-
генной активации in vitro представляет собой 

интегральную характеристику продукции АФК во 

вне- и внутриклеточную среду при участии кле-
точных про- и антиоксидантных ферментатив-
ных структур, активирующихся в процессе фа-

гоцитоза, и про- и антиоксидантных факторов, 
функционирование которых напрямую не связа-
но с фагоцитозом (супероксиддисмутаза (СОД) 
эритроцитов, металлы с переменной валентно-

стью, витамины и др.). Согласно методу анали-
за ХЛ кинетики по M.Y. Magrisso et al. [9], каждая 
хемилюминесцентная кинетическая кривая мо-
жет быть представлена как сумма трех стати-
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стических распределений-компонент (рис. 2). 
Первая компонента представляет процессы, 

связанные с фагоцитозом и происходящие око-
ло плазматической мембраны, отражает кинети-
ку внеклеточной генерации АФК при распозна-
вании и адгезии. Вторая компонента характери-

зует процессы внутри клетки, связанные с фа-
гоцитозом, и представляет внутриклеточную 

генерацию АФК. Третья компонента описывает 
кинетику генерации внутриклеточных АФК, на-
прямую не связанной с фагоцитозом [9]. 

 

 
 

Рис. 1. Возрастная динамика амплитуды максимумов (Imax1 и Imax2), кинетики продукции АФК 
антигенактивированными in vitro клетками быков-производителей 

в весенний и осенний периоды (1999–2014 гг.). 
 

 
 

Рис. 2. Компонентная структура люминолусиленной хемилюминесцентной  
кинетики генерации АФК клетками крови быков-спермодоноров 

разного возраста в зимний период 
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Компонентный анализ кинетики генерации 

АФК клетками крови разновозрастных групп бы-

ков, по M.Y. Magrisso et al. [9], показал, что из-

менение с возрастом интегрального объема S 

генерации люминолзависимых АФК с общей 

тенденцией увеличения к 6–7 годам определя-

ется изменением третьей компоненты, характе-

ризующей фагоцитознезависимую генерацию 

АФК (см. рис. 2). В старшем возрасте (73 мес. и 

старше) отмечено снижение показателя на 

21,8 % от максимального значения в предыду-

щий период.  

При этом изменение ХЛ показателей соотно-

сится с изменением гомеостаза и продуктивно-

сти спермодоноров. Так, Е.В. Четвертакова 

(2016) указывает, что «…быки в возрасте до 

двух лет характеризуются нестабильными по-

ловыми функциями, в результате чего от них 

было получено минимальное количество семе-

ни» [13]. По результатам компонентного анали-

за этот период (до 18 месяцев) характеризуется 

самой высокой величиной S первой и второй 

компоненты (табл. 2) при сравнительно низких 

показателях S третьей компоненты, что опреде-

ляется высокой активностью про- (НАДФН-

оксидазы, миелопероксидазы) и антиоксидант-

ных ферментов (СОД, каталазы), участвующих 

в формировании респираторного взрыва при 

фагоцитозе [3, 5]. И в то же время достаточно 

высока активность антиоксидантных ферментов 

глутатионового ряда (глутатионпероксидазы, 

глутатионтрансферазы, глутатионредуктазы), 

роль которых весьма значима в окончательной 

дисмутации образующихся свободных кисло-

родных, липидных и белковых радикалов [6]. 

То есть период до 1,5 лет, наряду с пони-

женными биотехнологическими показателями 

спермопродукции, характеризуется сравнитель-

но высокой активностью внутриклеточных и про- 

и антиоксидантных систем. 

Исследованиями возрастного изменения ба-

ланса активности про- и антиоксиданых фер-

ментов в нейтрофилах [14] выявлена наиболее 

высокая активность про- и антиоксидантных 

ферментов в молодом возрасте организма с 

закономерным снижением активности всех ти-

пов антиоксидантных ферментов, причем более 

интенсивным для каталазы, и увеличением пе-

рикисного окисления липидов и белковых моле-

кул. Очевидно, следствие этого процесса реги-

стрируется в наших исследованиях возрастного 

изменения хемилюминесцентной кинетики гене-

рации АФК: снижение активности нарастания 

респираторного взрыва при активации фагоци-

тоза и его медленное гашение. 

Значение максимальной интенсивности фаго-

цитозсвязанной продукции АФК у особей не 

старше 4 лет в осенний период несколько выше, 

чем величина второго максимума, в весенний же 

период средние величины первого максимума 

достоверно (P < 0,05) меньше средних величин 

второго максимума, к тому же в периферической 

крови крупного рогатого скота количественно до-

минирует фракция лимфоцитарных клеток (60–

70 % лейкоцитов), не участвующих в фагоцитозе. 

Рассматривая покомпонентно характеристику 

времени достижения максимума, выявили устой-

чивые периоды достижения максимума вне зави-

симости от сезона по 1-й и 2-й компоненте, 8-я и 

23–25-я минута соответственно. Третья компо-

нента достигает своего максимума быстрее 

зимой (117±2 мин), а осенью и весной позднее 

соответственно на 126±1 и 130±2 мин. 

Используя значения показателей модельных 

составляющих, выполнили оценку функцио-

нального состояния фагоцитирующих клеток 

крови КРС разного возраста. У быков разного 

возраста функциональное состояние клеток 

крови, генерирующих АФК при инициации фаго-

цитоза, по методу Magrisso et. al. [10] характе-

ризуется в основном как «альтернативно акти-

вированное» в осенний и зимний периоды и 

«отдыха» в весенний (см. табл. 2). 

Таким образом, объем АФК, связанных с фа-

гоцитозом, у клинически здоровых быков-спер-

модоноров зависит от сезона. При этом доля 

общей продукции АФК, связанной с фагоцито-

зом, составляет не более 41 % в зимний пери-

од. Минимальная доля фагоцитозсвязанной 

продукции АФК регистрировалась в весенний 

период – 12 %, что достоверно (P < 0,05) мень-

ше, чем в осенний и зимний период. 
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Таблица 2  
Сезонно-возрастные особенности функционального состояния лейкоцитарных клеток крови 

быков-спермодоноров при активации фагоцитоза in vitro 
 

Возраст, 
месяц 

Весна Осень Зима 

Тип 
активности 
клеток 
крови 

Доля (%) 
фагоцитоз- 
связанной 
продукции 

АФК 

Тип 
активности 
клеток 
крови 

Доля (%) 
фагоцитоз- 
связанной 
продукции 

АФК 

Тип 
активности 
клеток 
крови 

Доля (%) 
фагоцитоз-
связанной 
продукции 

АФК 

Все 1 16,9 2 29,8 2 32,4 

До 18 1 21,2 1 36,0 2 41,1 

19–24 1 22,8 2 33,6 - - 

25–36 1 18,8 2 31,6 1 28,5 

37–48 1 20,7 2 31,6 2 20,5 

49–60 1 12,7 2 26,3 2 31,0 

61–72 1 12,3 2 12,8 1 19,6 

Старше 73 1 12,3 2 16,0 1 21,0 

 римечание: 1 – состояние «отдыха» при слабой презентации антигена, нет готовности к активному 
бактерицидному действию; 2 – состояние «альтернативной активации», клетки активно генерируют 
АФК при фагоцитозе, но большее количество АФК генерируется вне фагоцитоза. 

 
Для анализа значимости влияния из группы 

факторов, воздействующих на процессы образо-
вания АФК клетками крови, выбраны два незави-
симых – «возраст животного» и «сезон» (табл. 3). 

 
Таблица 3 

Дисперсионный анализ влияния факторов «сезон» и «возраст животного» 
на интегральный объем генерации АФК клетками крови быков-спермодоноров 

(S, имп. за 180 мин) 
 

Источник 
вариации 

SS df MS F P-значение Fкритич. 

Сезон 1,416·1015 3 4,722·1014 2,777 0,04480 2,689 

Возраст 5,885·1015 2 2,943·1015 17,305 0,00000003 3,080 

Взаимодействие 
факторов 

4,134·1015 6 6,890·1014 4,052 0,00106 2,184 

Внутри 1,836·1016 108 1,700·1014 – – – 

Итого 2,980·1016 119 – – – – 

 римечание. Источники вариации: «внутри» – случайная; «итого» – общая. 
 

Взаимодействие факторов в данном случае 
означает, что интегральный объем генерации 
АФК в различные сезоны зависит от возраста 
животного. 

Поскольку по фактору «сезон» критерий Фи-
шера F = 2,77 > Fкритич = 2,689, а р-значение 
равно 0,0448 и меньше уровня значимости, гипо-
теза Н0 отклоняется. Следовательно, можно ут-
верждать, что между интегральным объемом 

генерации АФК в разные сезоны существует раз-
ница. По фактору «возраст» F = 17,305 > F кри-
тич. = 3,080, а р-значение равно 0,3·10-7 и мень-
ше уровня значимости, гипотеза Н0 отклоняется. 
Следовательно, значение площади свечения S, 
характеризующего объем генерации АФК за вре-
мя регистрации, статистически значимо 
(p < 0,001) зависит от возраста животного. 
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Выводы. Функциональная активность клеток 
крови быков-производителей, оцениваемая по 
способности генерировать АФК при антигенной 
активации in vitro, имеет двухфазную кинетику и 
характеризуется закономерной возрастной ди-
намикой и сезонной зависимостью. Кинетика 
генерации АФК характеризуется стабильными 
параметрами времени достижения максимумов 
и изменяющимися в зависимости от возраста и 
сезона максимальной интенсивностью первого 
(Imax1) и второго (Imax2) максимумов и общего 
объема (S) генерируемых АФК. 

Увеличение интегрального объема продук-
ции всех видов АФК люминолзависимых АФК 
определяется ростом максимальной интенсив-
ности и объема третьей компоненты генерации 
свободных радикалов кислорода – внутрикле-
точной и внеклеточной, несвязанных с процес-
сом фагоцитоза. У быков разного возраста со-
стояние образования АФК в крови в основном 
«альтернативное активизированное» и только в 
возрасте 47–50 месяцев – «отдых». 

Эффект влияния взаимодействия факторов 
«сезон» и «возраст животного» на объем гене-
рируемых АФК клетками крови быков статисти-
чески значим (p < 0,01) при показателе силы 
влияния для взаимодействия 13,87 %. При этом 
сила влияния фактора «возраст животного» со-
ставляет 19,75 %, а влияние фактора «сезон» 
на объем АФК – 4,75 %. 
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