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Обоснование. Интенсивная технология производства молока создает це-
лый ряд факторов, которые способны ввести животное в состояние техно-
логического стресса. Действие стресса отражается на неспецифической ре-
зистентности, которая представляет способность организма противосто-
ять действию неблагоприятных факторов за счет поддержания защитных 
сил на должном уровне. Нейтрофилы одни из первых защитных клеточных 
барьеров, которые быстро мобилизуются при воздействии стресс-факторов.

Для расшифровки происходящих изменений в ответ на действие стрессо-
ров требуется привлечение разных оценочных средств. Одним из возможных 
методологических подходов является использование различных методов визу-
ализации, обеспечивающих доступ к пространственно-временной информа-
ции на уровне отдельных органелл и клеток

Цель. Изучение морфо-функционального состояния нейтрофилов при 
технологическом стрессе у крупного рогатого скота методами лазерной 
интерференционной и электронной сканирующей микроскопий. 

Материалы и методы. Работа проведена на 30 клинически здоровых 
высокопродуктивных коровах чёрно-пёстрой породы. В качестве технологи-
ческого стресса рассматривали совокупность воздействий: перегруппировку 
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животных и смену обслуживающего персонала. В работе проводили анализ 
нейтрофилов методом лазерной интерференционной и электронной скани-
рующей микроскопий. 

Результаты. Показано изменение морфологической структуры и функ-
циональной активности нейтрофилов после технологического стресса. При 
анализе интерферограмм выявлено увеличение гетерогенности нейтрофилов 
за счет появления дегенеративно измененных форм клеток при увеличении 
количества функционально активных нейтрофилов. Проведение электронной 
сканирующей микроскопии позволило выявить появление после технологиче-
ского стресса НЕТозов и нейтрофилов с опустошенными гранулами и ваку-
олизацией цитоплазмы. 

Заключение. Выявленные морфо-функциональные изменения нейтрофилов 
коров доказывают напряжение механизмов адаптации при технологическом 
стрессе. Данное обстоятельство необходимо учитывать для предотвраще-
ния срыва адаптационных возможностей организма высокопродуктивных 
животных.   

Ключевые слова: нейтрофилы; лазерная интерференционная микроско-
пия; электронная сканирующая микроскопия; технологический стресс; круп-
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INVESTIGATION OF NEUTROPHILS                                              
UNDER TECHNOLOGICAL STRESS IN COWS 

BY METHODS OF LASER INTERFERENCE                                   
AND ELECTRON SCANNING MICROSCOPY

A.V. Deryugina, M.N. Ivashchenko, V.B. Metelin,                                               
R.S. Kovylin, P.S. Ignatiev

Background. Intensive milk production technology creates a number of fac-
tors that can put an animal into a state of technological stress. The effect of 
stress is reflected in nonspecific resistance, which represents the body’s ability to 
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resist the effects of adverse factors by maintaining protective forces at the proper 
level. Neutrophils are one of the first protective cellular barriers that are rapidly 
mobilized when exposed to stress factors. To decipher the changes taking place 
in response to the action of stressors, the involvement of various evaluation tools 
is required. One of the possible methodological approaches is the use of various 
visualization methods that provide access to spatio-temporal information at the 
level of individual organelles and

Purpose. The study of the morpho-functional state of neutrophils under tech-
nological stress in cattle by laser interference and electron scanning microscopy.

Materials and methods. The work was carried out on 30 clinically healthy 
highly productive black-and-white cows. A combination of impacts was consid-
ered as technological stress: the rearrangement of animals and the change of 
service personnel. Neutrophils were analyzed by laser interference and electron 
scanning microscopy.

Results. A change in the morphological structure and functional activity of 
neutrophils after the action of technological stress is shown. The analysis of in-
terferograms revealed an increase in the heterogeneity of neutrophils due to the 
appearance of degeneratively altered cell forms with an increase in the number 
of functionally active neutrophils. Electron scanning microscopy revealed the 
appearance of NEToses and neutrophils with emptied granules and vacuolization 
of the cytoplasm after technological stress.

Conclusion. The revealed morphofunctional changes in neutrophils prove the 
strain of adaptation mechanisms under technological stress. This circumstance 
must be taken into account in order to prevent disruption of the adaptive capa-
bilities of the organism of highly productive animals.

Keywords: neutrophils; laser interference microscopy; electron scanning mi-
croscopy; technological stress; cattle

For citation. Deryugina A.V., Ivashchenko M.N., Metelin V.B., Kovylin R.S., 
Ignatiev P. S. Investigation of Neutrophils under Technological Stress in Cows 
by Methods of Laser Interference and Electron Scanning Microscopy. Siberian 
Journal of Life Sciences and Agriculture, 2024, vol. 16, no. 2, pp. 11-27. DOI: 
10.12731/2658-6649-2024-16-2-1073 

Введение
В перечне проблем фундаментального характера остается исследо-

вание процессов ответа клеток на действия внешней среды и тем более 
такого комплексного воздействия как стресс-факторы. Действие стресса 
отражается, прежде всего, на неспецифической резистентности, кото-
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рая представляет способность организма противостоять действию не-
благоприятных факторов за счет поддержания защитных сил на должном 
уровне [9, 17]. Нейтрофилы рассматриваются как первый защитный кле-
точный барьер, которые быстро мобилизуются из кровотока в инфекци-
онный очаг или место повреждения [18, 20]. Стоит обратить внимание, 
что изучению нейтрофилов уделяется огромное внимание, когда речь 
идет о воспалительных заболеваниях, поскольку роль нейтрофилов в 
воспалении неоспорима [1, 4, 13]. Тем не менее, на наш взгляд, не стоит 
недооценивать роли нейтрофилов в реализации стрессовой реакции с 
одной стороны как клеток выполняющих защитную функцию, с другой 
– возможных деструкторов за счет секреции активных форм кислорода 
и ряда медиаторов. 

Для понимания и расшифровки происходящих изменений в ответ на 
действие стрессоров требуется привлечение разных оценочных средств. 
Одним из возможных методологических подходов является использование 
различных методов визуализации, обеспечивающих доступ к простран-
ственно-временной информации на уровне отдельных органелл и клеток. 
Использование интерференционных методов для анализа внутриклеточ-
ной динамики процессов дает ряд преимуществ перед другими оптиче-
скими методами: меньшую инвазивность (отсутствие флуоресцентных 
маркеров), более высокую чувствительность и быстродействие, а так же 
представление локальной оптической разности хода (или фазовой тол-
щины) в нормированных на длину волны значениях [10]. Сканирующая 
электронная микроскопия является современным методом исследования 
при проведении медико-биологических исследований, позволяющим ви-
зуализировать топографию поверхности образцов [8].

Целью работы ставилось изучение морфо-функционального состояния 
нейтрофилов при технологическом стрессе с помощью лазерной интерфе-
ренционной и электронной сканирующей микроскопий. 

Материалы и методы исследования
Объектом исследования было клинически здоровое молочное пого-

ловье высокопродуктивных голштинизированных коров чёрно-пёстрой 
породы второй лактации (n=30). Животные содержались в условиях 
промышленного комплекса Нижегородской области в типовом коровни-
ке, получали рацион, принятый в хозяйстве и соответствующий нормам 
кормления. Исследования проводились в зимний период года, наиболее 
стрессогенный.
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Выбор объекта исследования продиктован стратегической задачей со-
временного животноводства, связанной с уменьшением потерь наносимых 
технологическим стрессом, который вызывает более высокую восприимчи-
вость животных к патогенам и снижение продуктивности животных [23].

В качестве технологического стресса рассматривали совокупность 
воздействий: перегруппировку животных и смену обслуживающего 
персонала, действующих ежедневно в течение 7 суток. Исследование 
морфо-функционального состояния нейтрофилов проводили до техноло-
гического стресса и на первые сутки после технологического стресса. За-
бор крови проводили из яремной вены утром перед кормлением.

Проводили анализ нейтрофилов методами лазерной интерференцион-
ной и электронной сканирующей микроскопий. 

Для выделения нейтрофилов использовали двойной градиент плотно-
сти стерильных растворов фиколла-верографина. Плотность верхнего слоя 
градиента составляла 1,077 г/см3, нижнего – 1,093 г/см3. Объем градиента 
для каждого образца равнялся 1,5 мл. После центрифугирования грану-
лоциты отмывали от градиента и доводили раствором Хенкса до концен-
трации 5×106 клеток/мл. 

Оценку морфо-функционального состояния нейтрофилов проводили 
на лазерном фазово-интерференционном микроскопе МИМ-340 (Россия, 
Екатеринбург), используя лазер с длиной волны 650 нм и объектив с уве-
личением 30×. Для захвата изображений применяли видеокамеру VS-415U 
(НПК Videoscan, Россия) с разрешением 782×582 пикселей [5, 6]. Рекон-
струкцию фазового изображения из интерферограмм осуществляли ме-
тодом фазовых шагов в программе WinPhast, для последующей работы 
с изображениями использовали программу FIJI (США) и Microcal Origin 
(Microcal Inc., США).

Протокол интерференционной микроскопии включал визуализацию 
фазово-интерференционного образа клетки (топограмму) и анализ мор-
фометрических показателей клеток. Количество (M) вещества в нейтро-
филах оценивали [7]: 

M = ρ Фmean S / (n - nm) 
где ρ – удельная плотность вещества (для белка 1.33–1.36), n – показатель 
преломления вещества (для белка 1.5–1.6), nm – показатель светопрелом-
ления среды, Фmean – среднее значение величины оптической разности 
хода (ОРХ) в клетке, S – площадь клетки.

Методом электронной сканирующей микроскопией исследовали каче-
ственные характеристики нейтрофилов. Использовали сканирующий элек-
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тронный микроскоп Hitachi SU8220 (Япония): разрешение 0,8 нм при 15 
кВ, WD 4 мм 1,1 нм при 1 кВ в режиме торможения электронов. Увеличе-
ние: низкое х20-х2,000; высокое х100-х1 000 000. При анализе образцов 
мазки крови фиксировали глутаровым альдегидом с последующей отмыв-
кой в фосфатном буфере без замораживания, сушки и нанесения электро-
проводящего покрытия [11]. 

Статистическую обработку полученных данных проводили с помощью 
алгоритмов среды MatLab и с использованием программы Statistica, оцен-
ку достоверности – по критерию Стьюдента. Уровень значимости уста-
навливался равным 0.05. При статистической обработке от одной пробы 
оценивали не менее 40 клеток.

Результаты исследования и их обсуждение 
Проведение лазерной интерференционной микроскопии нейтрофилов 

до технологического стресса, позволило выделить две наиболее выражен-
ные популяции клеток (рис. 1). Первая популяция клеток представлена 
формами покоя – I морфологический тип [2]: на топограммах видно, что 
клетки округлой формы с четко выделенным ядром и равномерным рас-
пределением внутриклеточного содержимого (рис. 1 А). Нейтрофилы 
данного типа имели высокую плотность внутриклеточного содержимо-
го. Вторая популяция клеток имела неровную поверхность, происходило 
пространственное перераспределение цитоплазмы, внутриклеточных ор-
ганелл и ядра, что представляет II морфологический тип – функционально 
активных нейтрофилов (рис. 1 Б). Деформированность контуров клетки 
говорит о той или иной степени ее активности [9]. 

После технологического стресса наблюдалось уменьшение I морфоло-
гического типа и увеличение II морфологического типа, что сопровожда-
лось появлением дегенеративно изменённых нейтрофилов, исчерпавших 
свой резерв клеток – III морфологический тип (рис. 1 В, рис. 2). У клеток 
III морфологического типа наблюдалось снижение клиренса плотности 
внутриклеточного содержимого. 

Обработка фазовых изображений выявила, что среднее значение фа-
зовой высоты после технологического стресса уменьшалось, среднее зна-
чение площади клеток увеличивалось (рис. 3). Следует отметить, что у 
дегенеративно измененных клеток наблюдалось не только уменьшение 
фазовой высоты, но и площади. При этом регистрировалось потеря веще-
ства нейтрофилами, возникающая, по-видимому, в результате поврежде-
ния мембран клеток и выхода веществ наружу.
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Рис. 1. Различные морфологические типы нейтрофилов.                                                    
А – I морфологический тип: фазовое изображение (топограмма) и гистограмма 

распределения оптической плотности; Б – II морфологический тип;                                    
В – III морфологический тип.
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Рис. 2. Распределение нейтрофилов по морфологическому типу:                                         
I морфологический тип – неактивные нейтрофилы, II морфологический 
тип – функционально активные нейтрофилы, III морфологический тип – 

дегенеративно измененные нейтрофилы. 
«*» – статистически значимые различия относительно значений                                       

до технологического стресса, р ≤0.05.

Рис. 3. Гистограмма средней фазовой высоты, средней площади                                       
и количества вещества нейтрофилов до и после технологического стресса.

«*» – статистически значимые различия относительно значений                                        
до технологического стресса, р ≤0.05.
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Проведение электронной сканирующей микроскопии позволило выя-
вить появление после технологического стресса НЕТозов с сохранением 
целостности клеток (рис. 4 А) и нейтрофилов с опустошенными гранулами 
и вакуолизацией цитоплазмы (рис. 4 Б).

Рис. 4. Сканирующая электронная микроскопия: топографическое                
изображение НЕТоза (А) и нейтрофилов с опустошенными гранулами (Б)               

после технологического стресса.

Заключение 
Выявленное появление дегранулированных форм клеток после тех-

нологического стресса сопровождалось увеличением активных форм 
нейтрофилов. Вероятно, это обусловлено тем, что первичные грану-
лы, содержащие миелопероксидазу, азуроцидин, катепсин G, эластазу, 
лизоцим, дефензины, преимущественно сливаются с фагосомами [22]. 
Остальные гранулы преимущественно выделяют свое содержимое на-
ружу [9]. 

Проявление НЕТозов в крови коров при технологическом стрессе 
может быть направлено на замедление распространения патогенов, по-
скольку показан механизм выброса ДНК в очагах инфекций, при которых 
нейтрофилы сохраняют свою жизнеспособность и естественные эффек-
торные функции [25, 26]. При этом классический НЕТоз представляет 
собой особую форму программируемой гибели клеток, для которой ха-
рактерны выход компонентов гранул в цитозоль с последующей гибелью 
клеток [15, 16] и избыточное образование НЕТозов может приводить к 
развитию патологии, а также к нарушению кровообращения [20]. 

Учитывая, что болезнь может возникать только при нарушении нор-
мальной реактивности организма [3], выявленные в работе морфо-функ-
циональные изменения нейтрофилов доказывают напряжение механизмов 
адаптации при технологическом стрессе. Данное обстоятельство необхо-
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димо учитывать для предотвращения срыва адаптационных возможностей 
организма высокопродуктивных животных. 

Заключение комитета по этике. Исследование проводили в соот-
ветствии с требованиями Европейской конвенции о защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или в научных целях (ETS 
№123, Страсбург, 1986) и Приказа МЗ РФ № 708 Н от 28 августа 2010 г.

Информация о конфликте интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Информация о спонсорстве. Работа выполнена при поддержке гранта 
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