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Аннотация. Цель работы – анализ флуоресцентных свойств ассоциатов холестерин – амфотери-

цин В в составе мембран лимфоцитов периферической крови человека. Материалы и методы исследо-

вания. Лимфоциты выделяли из крови доноров методом седиментации в градиенте плотности фиколл-

тразографа (ρ=1,077 г/см
3
). В экспериментах применяли рабочую концентрацию лимфоцитарной суспен-

зии 1×10
6
 кл./мл. Мембраны лимфоцитов получали методом гипоосмотического шока с последующим 

осаждением. Лимфоциты и лимфоцитарные мембраны инкубировали в течение 30 мин. с амфотерицином 

В в конечных концентрациях 2,5×10
-5

 и 5,4×10
-5

 моль/л. Готовили микропрепараты интактных и окра-

шенных амфотерицином В клеток и исследовали их на флуоресцентном микроскопе при увеличении 40х, 

длине волны возбуждения 340 нм, эмиссии – 480 нм. Спектры флуоресценции лимфоцитов и их мембран 

регистрировали в диапазоне длин волн 350-550 нм при длине волны возбуждения 328 нм. Результаты и 

их обсуждение. Интактные лимфоциты и их мембраны слабо флуоресцировали при 455-462 и 425-447 

нм, соответственно. Мембраны лимфоцитов, окрашенных амфотерицином В, демонстрировали способ-

ность к флуоресценции в диапазоне длин волн 465-470 нм с интенсивностью 4,35±0,43 и 5,07±0,65 ед. 

при концентрациях антибиотика 2,5×10
-5

 и 5,4×10
-5

 моль/л, соответственно. Заключение. Показано, что 

ассоциаты «холестерин-амфотерицин В» характеризуются флуоресцентными свойствами, подобными 

описанным ранее для эритроцитов. Это позволяет визуализировать и изучать стерол-содержащие облас-

ти плазмалеммы. Повышение интенсивности флуоресценции образцов при увеличении концентрации 

амфотерицина В подтверждает наличие количественной связи между анализируемыми показателями и 

открывает возможности для разработки количественного метода анализа содержания холестерина в мем-

бранах. 

Ключевые слова: лимфоциты, спектры флуоресценции, амфотерицин В, холестерин, флуорес-

центная микроскопия. 
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Abstract. Purpose is to analyze the fluorescence properties of cholesterol-amphotericin B associations in 

the membranes of human peripheral blood lymphocytes. Materials and methods. Lymphocytes were isolated 

from the blood of donors using sedimentation in the Ficoll-Trazograph density gradient (ρ=1,077 g/cm
3
). A 

working concentration of 1×10
6
 cells/ml lymphocyte suspension was used in the experiments. Lymphocyte 

membranes were obtained using hypoosmotic shock followed by precipitation. Lymphocytes and lymphocyte 

membranes were incubated for 30 min with amphotericin B at final concentrations of 2.5×10
-5

 and 5.4×10
-5

 

mol/L. Micro specimens of intact and amphotericin B-stained cells were prepared and examined using a fluores-

cence microscope at a magnification of 40x, excitation wavelength of 340 nm, and emission wavelength of 480 

nm. Fluorescence spectra of lymphocytes and their membranes were recorded in the wavelength range of 350-

550 nm at excitation wavelength of 328 nm. Results and their discussion. Intact lymphocytes and their mem-

branes fluoresced weakly at 455-462 and 425-447 nm, respectively. Membranes of lymphocytes stained with 

amphotericin B showed the ability to fluoresce in the wavelength range of 465-470 nm with intensities of 

4.35±0.43 and 5.07±0.65 units at antibiotic concentrations of 2.5×10
-5

 and 5.4×10
-5

 mol/L, respectively. Conclu-

sion. It has been shown that cholesterol-amphotericin B associations are characterized by fluorescent properties 

similar to those described previously for erythrocytes. This makes it possible to visualize and study sterol-

containing regions of the plasmalemma. The increase in the fluorescence intensity of the samples with increasing 

amphotericin B concentration confirms the existence of a quantitative relationship between the analyzed parame-
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ters and opens up possibilities for the development of a quantitative method for the analysis of cholesterol con-

tent in membranes. 

Key words: lymphocytes, fluorescence spectra, amphotericin B, cholesterol, fluorescence microscopy. 

 

Введение. Холестерин служит структурным компонентом плазматических мембран клеток чело-

века и животных, регулирует их текучесть, поддерживает оптимальное соотношение насыщенных и не-

насыщенных липидов в плазмалемме. Также холестерин действует как медиатор, участвуя в работе сиг-

нальных путей и регулируя множество процессов в организме [9]. Метаболизм холестерина играет ре-

шающую роль в координации реакций противоопухолевого иммунитета, воздействуя на клетки, участ-

вующие во врожденных и адаптивных иммунных реакциях (рис. 1). Дефицит холестерина является ос-

новной характеристикой мембран опухолеассоциированных макрофагов при раке легких человека, а вы-

сокий уровень холестерина в мембранах крупных макрофагов может быть связан с развитием колорек-

тального рака [10]. 

 

 
 

Рис. 1. Примеры изменений в иммунной системе, связанных  

с метаболизмом холестерина у млекопитающих [10] 

 

Чрезмерное накопление холестерина в мембранах способствует развитию ряда патологических со-

стояний сердечно-сосудистой и кровеносной систем. Это связано со снижением эластичности плазма-

леммы. Следовательно, уровень холестерина в мембранах лимфоцитарных клеток может служить марке-

ром для оценки развития ряда заболеваний сердечно-сосудистой систеы [4, 13]. Стоит также отметить, 

что нарушение гомеостаза холестерина и других липидов наблюдается при таких патологиях, как бо-

лезнь Альцгеймера и шизофрения [5]. 

Таким образом, количественный анализ содержания холестерина не только в сыворотке, но и в со-

ставе клеточных мембран, позволит выявить механизмы формирования и разработать подходы к коррек-

ции широкого спектра заболеваний человека и животных. 

Известно, что полиеновый антибиотик амфотерицин В (AmB) обладает способностью избиратель-

но связываться со стеролами [12]. Ассоциаты амфотерицина В с холестерином способны к индуцирован-

ной флуоресценции, что позволяет предложить этот антибиотик для качественного и количественного 

определения холестерина в плазматических мембранах [14]. Использование AmB как флуоресцентного 

зонда для детекции холестерина в мембранах эритроцитов периферической крови человека было пред-

ложено ранее сотрудниками нашей лаборатории [7]. Однако на других типах клеток крови подобные ис-

следования не проводились. 

Цель исследования — в связи с изложенным выше целью данной работы явился анализ флуорес-

центных свойств ассоциатов холестерин – амфотерицин В в составе мембран лимфоцитов перифериче-

ской крови человека. 

Материалы и методы исследования. Суспензии лимфоцитов и их мембран выделяли из крови 

доноров, полученной в филиале БУЗ ВО БСМП № 1 «Воронежская областная станция переливания кро-

ви». Все процедуры проводились в соответствии с Хельсинкской декларацией 1975 года и последующих 

поправок к ней или сопоставимых этических стандартов. 

Цельную кровь разводили буферным раствором Хенкса с глюкозой (pH 7,4) в соотношении 1:1. 

Лимфоциты получали методом седиментации гепаринизированной донорской крови в градиенте плотно-

сти фиколл- тразографа (ρ=1,077 г/см
3
) в соотношении 4:1, соответственно, на центрифуге MPW-340 

(«MPW MED INSTRUMENTS», Польша) в течение 15 мин при 1500 об./мин. Лимфоцитарную фракцию 

отбирали пипеткой Пастера и отмывали в растворе Хенкса в течение 10 мин при 1000 об/мин. При нали-

чии других форменных элементов крови в суспензии лимфоцитов повторяли процедуру отмывания. 



ВЕСТНИК НОВЫХ МЕДИЦИНСКИХ ТЕХНОЛОГИЙ. Электронное издание – 2024 – N 3 

JOURNAL OF NEW MEDICAL TECHNOLOGIES, eEdition – 2024 – N 3 
 

Применяли рабочую концентрацию 1×10
6
 кл./мл, которую контролировали с помощью камеры Горяева 

[2]. 

Мембраны лимфоцитов получали методом гипоосмотического шока с последующим осаждением 

на центрифуге MiniSpin (Eppendorf AG, Германия) при 13400 об/мин в течение 10 мин и 3-кратной от-

мывкой трис-HCl буфером (pH 7,4) [3]. 

Суспензию лимфоцитов и лимфоцитарных мембран инкубировали в течение 30 мин с раствором 

амфотерицина В (ОАО «Синтез», Россия) в конечных концентрациях 2,5×10
-5

 и 5,4×10
-5

  моль/л в сте-

рильных условиях при 37 
o
С в суховоздушном термостате ТС-1/80 СПУ (Россия). 

Суспензии интактных и окрашенных AmB лимфоцитарных клеток наносили на предметные стекла 

и высушивали на воздухе. Затем образцы исследовали на флуоресцентном микроскопе NIKON ECLIPSE 

Ni-E (Nikon, Япония) при увеличении 40х. Длина волны возбуждения составляла 340 нм, длина волны 

эмиссии – 480 нм. Спектры флуоресценции лимфоцитов и их мембран, окрашенных амфотерицином В, 

регистрировали на спектрофлуориметре RF-1501 (Shimadzu, Япония) в диапазоне длин волн 350-550 нм 

при длине волны возбуждения 328 нм. Данная длина волны возбуждения была выбрана нами на основа-

нии анализа спектров поглощения полиенового антибиотика [7]. 

Статистическую обработку результатов экспериментов проводили с помощью пакета прикладных 

статистических программ «Stadia 8.0 Professional» (InCo, Россия), результаты представлены в формате 

«среднее ± ошибка среднего» (M±m) [1]. 

Результаты и их обсуждение. Нами были получены микрофотографии мембран и лимфоцитов, 

окрашенных амфотерицином В. На снимках видны флуоресцирующие участки, обусловленные наличием 

ассоциатов холестерина с антибиотиком (рис. 2). 

 

А)  Б)  

 

Рис. 2. Микрофотографии лимфоцитарных клеток, окрашенных амфотерицином В в концентрациях 

2,5×10
-5

 моль/л (А) и 5,4×10
-5

 моль/л (Б) (увеличение 40х). 

 

Нами было установлено, что интактные лимфоцитарные клетки и их мембраны очень слабо флуо-

ресцировали в диапазоне длин волн 455-462 и 425-447 нм, соответственно (интенсивность флуоресцен-

ции составила 0,88±0,14 и 1,70±0,31 отн.ед., соответственно). 

 

Таблица 1 

 

Интенсивность флуоресценции лимфоцитов и их мембран до и после инкубации с 

амфотерицином В 

 

 

Мембраны лимфоцитов, окрашенные амфотерицином В, также выявили способность к испуска-

нию квантов флуоресценции в диапазоне длин волн 465-470 нм с интенсивностью, равной 4,35±0,43 и 

5,07±0,65 ед. при концентрациях антибиотика 2,5 ×10
-5

 и 5,4×10
-5

 моль/л, соответственно (табл. 1). 

Образец  λmax, нм I фл., отн. ед. 

Интактные лимфоциты 455-462 0,88±0,14 

Лимфоциты + АmВ 2,5×10
-5

 моль/л 466-470 1,26±0,20 

Лимфоциты + АmВ 5,4×10
-5

 моль/л 467-469 3,99±1,09 

Интактные мембраны лимфоцитов 425-447 1,70±0,31 

Мембраны лимфоцитов + АmВ 2,5×10
-5 

моль/л 465-470 4,35±0,43 

Мембраны лимфоцитов + АmВ 5,4×10
-5

 моль/л 466-468 5,07±0,65 
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Заключение. Нами было показано, что ассоциаты «холестерин-амфотерицин В» характеризуются 

флуоресцентными свойствами, подобными тем, что описаны для эритроцитов. Это позволяет визуализи-

ровать и изучать стерол-содержащие области плазмалеммы с более высокой точностью. 

Повышение интенсивности флуоресценции образцов при увеличении концентрации амфотерици-

на В подтверждает наличие количественной связи между анализируемыми показателями. Это открывает 

возможности для разработки количественного метода анализа содержания холестерина в мембранах кле-

ток с использованием флуоресцентных зондов. Такой метод позволит проводить более точные и надеж-

ные исследования в области биофизики и клинической лабораторной диагностики, а также открыть но-

вые пути для изучения роли холестерина в клеточных процессах и патологиях, связанных с его наруше-

нием: ишемической болезни сердца, инсульте, артериальной гипертензии, артериальной недостаточности 

сосудов нижних конечностей, болезни Альцгеймера и др. Таким образом, представленная в данной ста-

тье методика имеет широкий потенциал применения в биомедицинских исследованиях и может сущест-

венно улучшить наше понимание физиологических и патологических процессов, связанных с содержа-

нием и метаболизмом холестерина. 

 

Работа выполнена при поддержке Министерства науки и высшего образования РФ в рамках государст-

венного задания ВУЗам в сфере научной деятельности на 2023-2025 годы, проект № FZGU-2023-0009. 
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