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В условиях промышленного птицевод-
ства профилактика инфекционных болез-
ней кур осуществляется путем многократ-
ных иммунизаций, особенно в течение пер-
вых 3-месяцев жизни. Состояние иммунно-
го статуса привитого поголовья контроли-
руется по уровню поствакцинальных ан-
тител в сыворотке крови. Однако иммун-
ный статус организма кроме специфиче-
ского иммунитета определяет и неспец-
ифическая резистентность, т.е. врожден-
ный иммунитет, одним из основных меха-
низмов которого выступает фагоцитар-
ная активность клеток крови. В компетен-
цию этих клеток  входит как первичная ре-
акция на вторжение чужеродных агентов, 
так и участие в кооперативных взаимодей-
ствиях специализированных иммуноком-
петентных клеток организма в процессе 
иммунного ответа [1]. Одним из механиз-
мов, обеспечивающих  неспецифическую 
резистентность организма, является спо-
собность лейкоцитарных клеток продуци-
ровать активные формы кислорода (АФК) 
в процессе своего функционирования, наи-
более выраженная в состоянии антигенной 
активации [2, 5, 7, 8].

Цель наших исследований состояла в 
анализе функциональной активности кле-
ток периферической крови кур на фоне 
многократных вакцинаций методом хеми-
люминесцентного мониторинга продукции 
АФК.

Материалы и методы исследования
Объектом исследований являлась не-

фракционированная кровь клинически 
здорового молодняка кур 55-68-суточного 
возраста яичного кросса «Хайсекс уайт», 
полученного из ОАО «Птицефабрика За-
ря» Красноярского края. Птица иммуни-
зирована в рамках реализации плановой 
программы вакцинаций против инфекци-
онного бронхита кур (ИБК)  в возрасте 53 

и 64 суток, инфекционного ларинготрахе-
ита (ИЛТ) – в 55 суток и ньюкаслской бо-
лезни (НБ) – в 66 суток. Функциональную 
активность клеток венозной нефракцио-
нированной крови кур, взятой из подкож-
ной локтевой вены, оценивали методом 
Tono-Oke в модификации Земскова с со-
авторами и Макарской с соавторами [3, 4] 
при антигенной стимуляции клеток in vitro 
(индуцированной) и без нее (спонтанной) 
по кинетике генерации АФК, регистриру-
емой микрометодом люминол- и люциге-
нинусиленной хемилюминесценции с ис-
пользованием аппаратурно-программного 
комплекса «Хемилюминометр CL-3604» 
- ПЭВМ [6]. Определение параметров хе-
милюминесценции проводилось через 48 ч 
после каждой антигенной стимуляции, т.е. 
у кур 55-, 58-, 66- и 68-суточного возраста. 
Всего исследовано 38 образцов крови.

Время записи хемилюминесцентной 
кривой составляло 90 минут при темпера-
туре в регистрационной камере +42оС. Со-
став реакционной смеси включал 100 мкл 
гепаринизированной крови, разведенной 
в 2 раза неокрашенным раствором Хенк-
са, 200 мкл раствора люминола («Sigma», 
USA) в концентрации 2,2*10-4М  или лю-
цигенина («Sigma-Aldrich», Switzerland) 10-
4М на растворе Хенкса при рН=7,4, 50 мкл 
взвеси частиц монодисперсного латекса 
размером 2,3 мкм в концентрации 5×108 ча-
стиц/мл (ВНИИСК, С.-Петербург), опсо-
низированных белками пуловой сыворот-
ки крови кур. 

О кинетике генерации АФК в систе-
ме клеток цельной крови судили по па-
раметрам хемилюминесцентной кривой, 
принимая во внимание наиболее инфор-
мативные: амплитуду максимальной ак-
тивности хемилюминесцентной реакции 
(Imaх, имп./с), время достижения максиму-
ма (Tmax, мин.), площадь под кривой хеми-
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люминесценции (S, имп. за 90 мин.), опре-
деляющей общее количество АФК, гене-
рируемых клетками за время записи хеми-
люминесцентной кривой, индекс актива-
ции (ИА=Sакт./Sспонт., усл. ед.), как отно-
шение интегральных светосумм индуциро-
ванной и спонтанной ХЛ.

Регистрируемая кинетика генерации 
АФК представляет собой интегральную 
характеристику продукции АФК во вне- и 
внутриклеточную среду при участии кле-
точных про- и антиоксидантных фермен-
тативных структур, активирующихся  в 
процессе фагоцитоза, и про- и антиокси-
дантных факторов, функционирование ко-
торых напрямую не связано с фагоцито-
зом (СОД эритроцитов, металлы с пере-
менной валентностью, витамины и др.). 

Согласно Magrisso M.Y. et al [9], каж-
дая хемилюминесцентная кинетическая 
кривая может быть представлена как сум-
ма трех статистических распределений. 
Первая компонента представляет процес-
сы, связанные с фагоцитозом и происходя-
щие около плазматической мембраны, от-
ражает кинетику внеклеточной генерации 
АФК. Вторая компонента характеризует 
процессы внутри клетки, связанные с фа-
гоцитозом и представляет внутриклеточ-

ную генерацию АФК. Третья компонента 
описывает кинетику генерации внутрикле-
точных АФК, напрямую не связанной с фа-
гоцитозом.  

Результаты исследований и обсужде-
ние

В предыдущих исследованиях [4, 7] 
установлено, что особенностью продукции 
АФК клетками крови кур является преи-
мущественная генерации люцигенинзави-
симых АФК (супероксиданион), в 10-20 раз 
превышающая продукцию люминолзави-
симых АФК (перекись водорода, гидрок-
сильный и гипохлоритный радикалы) [4].

Иммунизация молодняка кур живыми 
вирусвакцинами трех видов с минималь-
ными интервалами между прививками со-
провождалась изменением кинетики гене-
рации люминол- и люцигенинзависимых 
АФК клетками крови в ответ на антиген-
ную стимуляцию in vitro и без нее (рис.1). 

Интегральный объем продукции лю-
цигенинзависимых АФК, оцениваемый че-
рез 48 часов после очередной иммуниза-
ции, уменьшался на 29-47% (таблица 1). 
Исключение составила ревакцинация про-
тив ИБК. Достоверных изменений време-
ни достижения максимума интенсивно-
сти ХЛ-реакции после каждой иммуниза-
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Рис.1. Кинетика генерации люцигенинзависимых АФК клетками 

цельной крови кур при антигенной активации in vitro  (А) и без нее (Б) в 
процессе многократных вакцинаций. По оси абсцисс – продолжительность 
регистрации в мин., по оси ординат – интенсивность хемилюминесценции (I, 
имп./с). 1 – зарегистрированная хемилюминесцентная кривая, 2- расчетная 
первая компонента, 3 – расчетная вторая компонента, 4 – расчетная третья 
компонента, 5 – интегральная расчетная трех компонент. 
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ции не отмечалось и варьировало в пре-
делах 10-11 минут.  Кинетика продукции 
люминолзависимых АФК характеризова-
лась увеличением интегрального объема 
и максимальной интенсивности после пер-
вых трех вакцинаций и резким  снижени-
ем в 1,5-1,9 раза после иммунизации против 

НБ (табл.1, строка 4). Смещение максиму-
ма респираторного взрыва в ответ на анти-
генную стимуляцию in vitro на достоверно 
более поздний срок отмечалось только по-
сле вакцинации против ИЛТ (50 мин. про-
тив 9 мин.).

Анализ хемилюминесцентной кине-

Таблица 1 – Интегральный объем (S, млн. имп.за 90 мин.) генерации 
люцигенин- и люминолзависимых АФК клетками крови кур и составляющих 
его компонент по Magrisso на фоне вакцинаций 

Компонента 

Возраст, сутки 
55 

(ИБК) 
58 

(ИЛТ) 
66 

(ИБК) 
68 

(НБ) 
55 

(ИБК) 
58 

(ИЛТ) 
66 

(ИБК) 
68 

(НБ) 
активированная ХЛ спонтанная ХЛ 

люцигенинзависимые АФК 
1 0,66 0,87 1,29 0,82 0,27 0,39 0,73 0,62 
2 0,49 0,58 1,05 0,38 0,22 0,19 0,46 0,12 
3 1,07 0,15 0,25 0,05 0,46 0,25 0,21 0,11 
4 2,37 1,68 2,60 1,26 1,03 0,91 1,40 0,85 
 люминолзависимые АФК 
1 0,05 0,09 0,03 0,03 0,02 0,06 0,03 0,04 
2 0,08 0,06 0,05 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01 
3 0,03 0,03 0,13 0,05 0,02 0,02 0,03 0,05 
4 0,17 0,18 0,21 0,11 0,07 0,11 0,08 0,11 

Примечание: 1 – первая компонента, 2 – вторая компонента, 3 – третья 
компонента, 4 – интегральный зарегистрированный объем. 

 
тики генерации АФК по методу Magrisso 
M.Y. et al [9] выявил отличия в соотноше-
нии объемов ее трех компонентных со-
ставляющих (рис.1 и табл.1, компоненты 
1, 2 и 3) в процессе вакцинации.  Объемы 
продукции внеклеточных и внутриклеточ-
ных люцигенинзависимых АФК в ответ на 
антигенную стимуляцию in vitro (табл. 1), 
связанных с фагоцитарной активностью 

клеток (первая и вторая компоненты), ха-
рактеризуется приростом после иммуниза-
ции против ИБК и ИЛТ и снижением по-
сле иммунизации  против НБ.  

Индекс активации продукции внутри-
клеточных люцигенинзависимых АФК, 
связанных с фагоцитозом, удерживается 
на уровне 2,26 (рис.2, компонента 2), тогда 
как внеклеточной, на долю которой при-
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Рис.2. Индекс активации (ИА) генерации люцигенин- и люминолзависимых 
АФК клетками крови кур при антигенной активации in vitro на фоне 
вакцинаций, рассчитанного по первой  (1), второй (2), третьей компонентам 
(3) и по интегральному зарегистрированному объему S (4). 
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ходится большая часть объема АФК, со-
кращается с 2,42 до 1,33 усл. ед. (рис.2, ком-
понента 1), определяя динамику снижения 
интегрального индекса активации. 

Индекс активации продукции вторич-
ных люминолзависимых АФК в ответ на 
антигенную стимуляцию in vitro при мно-
гократных иммунизациях уменьшался с 2,4 
до 1,0 усл. ед., что свидетельствовало о сни-
жение потенциальных функциональных 
возможностей фагоцитов крови кур. 

Используя значения показателей мо-

дельных составляющих,  можно провести 
анализ функционального состояния фаго-
цитирующих клеток крови молодняка кур 
при многократных вакцинациях. Согласно 
классификации Magrisso с соавт. [9]  состо-
яние системы генерации АФК характери-
зуется типами, представленными в табли-
це 2. 

Таким образом, полученные результа-
ты свидетельствуют о негативном влиянии 
иммунизаций молодняка кур живыми ви-
русвакцинами, особенно против ньюкасл-

Таблица 2 – Анализ функционального состояния клеток неспецифической 
резистентности крови кур в процессе многократных иммунизаций 
 

Период 
 

Продукция АФК 
люцигенинзависимых люминолзависимых 

55 суток 
(48 ч 
после 
ИБК) 

 
 
 

Интегральный объем продукции 
АФК значителен. Доля 
внутриклеточных АФК, связанных с 
фагоцитозом, чуть выше объема 
АФК, не связанных с фагоцитозом. 
Фагоцитозсвязанная внеклеточная 
продукция АФК на 30% выше 
внутриклеточной. В этом состоянии 
активизированные клетки не 
преуспевают в фагоцитозе 
эффективно. 

При среднем интегральном объеме 
АФК доля непосредственно 
связанных с фагоцитозом в 4,3 раза 
выше объема АФК, не связанных с 
фагоцитозом. Фагоцитозсвязанная 
внутриклеточная продукция АФК 
на 60% выше внеклеточной. В этом 
состоянии активизированные 
клетки преуспевают в фагоцитозе 
эффективно. 

58 суток 
(48 ч 
после 
ИЛТ) 

 
 

Интегральный объем продукции 
АФК снижен. Доля АФК, 
непосредственно связанных с 
фагоцитозом, в 9,8 раза выше объема 
АФК, не связанных с фагоцитозом. 
Фагоцитозсвязанная внеклеточная 
продукция АФК на 30% выше 
внутриклеточной. Активизированные 
клетки не преуспевают в фагоцитозе 
эффективно. 

При среднем интегральном объеме 
доля непосредственно связанных с 
фагоцитозом в 5 раз выше объема 
АФК, не связанных с фагоцитозом.  
Фагоцитозсвязанная внеклеточная 
продукция АФК на 40% выше 
внутриклеточной. В этом состоянии 
активизированные клетки не 
преуспевают в фагоцитозе 
эффективно. 
 

66 суток 
(48 ч 
после 
ИБК) 

 
 
 

Интегральный объем продукции 
АФК значителен. Доля АФК, 
непосредственно связанных с 
фагоцитозом, в 9,2 раза выше объема 
АФК, не связанных с фагоцитозом. 
Фагоцитозсвязанная внеклеточная 
продукция АФК на 20% выше 
внутриклеточной. В этом состоянии 
активизированные клетки не совсем 
преуспевают в фагоцитозе 
эффективно.  

При высоком значении 
интегрального объема АФК доля  
непосредственно связанных с 
фагоцитозом ниже на 40% объема 
АФК, не связанных с фагоцитозом.  
Фагоцитозсвязанная 
внутриклеточная продукция АФК 
на 30% выше внеклеточной, т.е. 
клетки  мало способны к 
фагоцитозу, процесс которого 
идет очень медленно. 

68 суток 
(48 ч 

после НБ) 
 
 
 

Интегральный объем продукции 
АФК минимальный. Доля АФК, 
связанных с фагоцитозом, в 22,3 раза 
выше объема АФК, не связанных с 
фагоцитозом. Внеклеточная 
продукция АФК в 2 раза выше 
внутриклеточной. При ранней 
активации клеток активный 
фагоцитоз отсутствует. 

При наиболее низком значении 
интегрального объема АФК доля 
связанных с фагоцитозом в 1,2 раза 
ниже объема АФК, не связанных с 
фагоцитозом. Внеклеточная 
продукция АФК на 30% выше 
внутриклеточной. При ранней 
активации клеток активный 
фагоцитоз отсутствует. 
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ОБЩАЯ ПАТОЛОГИЯ

Резюме:  Исследование влияния многократных антигенных стимуляций живыми вирусвакцина-
ми на способность клеток цельной крови кур генерировать активные формы кислорода (АФК) 
методом люминол- и люцигенинзависимой хемилюминесценции выявило закономерное изме-
нение кинетики респираторного взрыва и снижение индекса активации продукции первичных 
(O2-)  и вторичных (H2O2, OH-, HClO-) АФК в ответ на антигенную стимуляцию in vitro, что 
свидетельствует о снижении неспецифической резистентности организма на фоне формирую-
щегося специфического иммунитета. 

ской болезни, на функциональную актив-
ность фагоцитов крови, что проявляется 
в сокращении потенциальных возможно-
стей клеток отвечать на антигенную сти-

муляцию генерацией различных форм 
АФК и может служить пусковым момен-
том развития поствакцинальных бактери-
альных осложнений.

SUMMARY    
The research of influence of the repeating antigenic stimulations of the hens by alive virus-vaccine  on ability of 
whole blood cells of hens to generate active forms of oxygen (ROS) by method  of luminol- and lucigenin depending 
chemiluminescence  has revealed natural change of the kinetics of the respiratory explosion and decrease in an index 
of activation of production primary (O2-) and secondary (H2O2, OH-, HClO-) ROS in reply to antigenic stimulation 
in vitro with increase in number of immunizations. That testifies about decreasing in nonspecific resistance of an 
organism on a background of just forming specific immunity.

Keywords: immunization, phagocytosis, functional activity, reactive oxygen species (ROS), chemiluminescence, 
hens.
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