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Ìåòîäîì ôëóîðèìåòðèè áûëè èññëåäîâàíû êîëè÷åñòâåííûå ïàðàìåòðû ôàãîöèòîçà ìå÷åííûõ ôëóî-
ðåñöåèíîì êëåòîê Escherichia coli ïåðèòîíåàëüíûìè ìàêðîôàãàìè ìûøè. Êëåòêè Å. ñoli êîíúþãèðîâàëè
ñ ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàòîì (ÔÈÒÖ), à çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ ìàêðîôàãàìè. Ôàãîöèòîç îñòàíàâëèâàëè
äîáàâëåíèåì ëèçèðóþùåãî ðàñòâîðà (0.5%-íûé ðàñòâîð Òðèòîíà Õ-100 â 0.01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå íà
0.15 Ì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå, ðÍ 7.4). Òðèïàíîâûé ñèíèé â êîíöåíòðàöèè 0.04 % ïðèìåíÿëè êàê ãà-
ñÿùèé àãåíò äëÿ ðàçëè÷åíèÿ ïðèêðåïèâøèõñÿ è ïåðåâàðèâàþùèõñÿ êëåòîê E. coli. Àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî
ôàãîöèòîç êëåòîê Å. ñoli çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû è îïñîíèçàöèè áàêòåðèé. ×èñëî êëåòîê E. coli, ïåðåâà-
ðåííûõ ìàêðîôàãàìè, áûñòðî óâåëè÷èâàëîñü â ïåðâûå 60 ìèí èíêóáàöèè ïðè 37 °Ñ. Äëÿ äîñòèæåíèÿ îï-
òèìàëüíîãî ïîãëîùåíèÿ êëåòîê E. coli íåîáõîäèìà èõ îïñîíèçàöèÿ 5%-íîé íàòèâíîé ñûâîðîòêîé. Ïî-
ãëîùåíèå íåîïñîíèðîâàííûõ áàêòåðèé ìàêðîôàãàìè áûëî íèæå, ÷åì îïñîíèðîâàííûõ (Ð < 0.05). Ïîêà-
çàíî, ÷òî àçèä íàòðèÿ âûçûâàåò äîçîçàâèñèìîå óãíåòåíèå ôàãîöèòîçà êëåòîê E.coli ïåðèòîíåàëüíûìè
ìàêðîôàãàìè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Escherichia coli, ìàêðîôàãè, ôàãîöèòîç, ôëóîðèìåòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÐÊ3 — ðåöåïòîð 3-ãî êîìïîíåíòà êîìïëåìåíòà, ÔÈÒÖ — ôëóîðåñöè-
íèçîòèîöèàíàò, ÔÔÁ — ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð íà ôîñôàòíîì áóôåðå, FcgR — Fc-ðåöåïòîð äëÿ èììó-
íîãëîáóëèíà G.

Escherichia coli — ðàñïðîñòðàíåííàÿ ãðàìîòðèöàòåëü-
íàÿ áàêòåðèÿ — ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ íîðìàëüíîé áàêòåðèàëü-
íîé ôëîðû æèâîòíûõ è ÷åëîâåêà. Øòàììû E. coli, êàê
ïðàâèëî, íåïàòîãåííû, õîòÿ èçâåñòíû è îòäåëüíûå ïàòî-
ãåííûå, ïðîäóöèðóþùèå âûñîêîàêòèâíûå òîêñèíû, ïîðà-
æàþùèå îðãàíèçì ÷åëîâåêà è òåïëîêðîâíûõ æèâîòíûõ
(Gyles, 1994; Nagy, Fekete, 1999). Íàêîïëåíà äîñòàòî÷íî
îáøèðíàÿ èíôîðìàöèÿ î íåïàòîãåííûõ øòàììàõ E. coli.
Ìåæäó òåì ïàòîãåííîñòü E. coli èçó÷åíà ïëîõî. Ñ äðóãîé
ñòîðîíû, íåïàòîãåííûå øòàììû E. coli øèðîêî ïðèìåíÿ-
þòñÿ â èññëåäîâàíèÿõ áëàãîäàðÿ èõ áûñòðîìó ðîñòó (âðåìÿ
èõ óäâîåíèÿ ñîñòàâëÿåò ëèøü 20 ìèí). Ïîýòîìó àíàëèç ôà-
ãîöèòîçà E. coli ìàêðîôàãàìè è õàðàêòåðèñòèêè âçàèìîäåé-
ñòâèÿ áàêòåðèè è ôàãîöèòà ìîãóò èìåòü êëèíè÷åñêîå çíà-
÷åíèå äëÿ äèàãíîñòèêè çàáîëåâàíèé, ñâÿçàííûõ ñ E. coli.

Ôàãîöèòîç — ýòî ïåðâè÷íûé ìåõàíèçì, ñ ïîìîùüþ
êîòîðîãî èììóííàÿ ñèñòåìà óñòðàíÿåò âíåêëåòî÷íûå ïà-
òîãåííûå ìèêðîîðãàíèçìû (Bassoe et al., 2000). Ìàêðîôà-
ãè ÿâëÿþòñÿ ñïåöèàëèçèðîâàííûìè êëåòêàìè ïðè çàùèòå
õîçÿèíà ïðîòèâ èíôåêöèé áëàãîäàðÿ èõ ñïîñîáíîñòè ïå-
ðåâàðèâàòü è óáèâàòü áàêòåðèè. Îïòèìàëüíûé ôàãîöèòîç
çàâèñèò îò ñûâîðîòî÷íûõ îïñîíèíîâ (ãëàâíûì îáðàçîì
èììóíîãëîáóëèíîâ è êîìïîíåíòîâ êîìïëåìåíòà) íà ïî-
âåðõíîñòè ìèøåíè (Lehmann et al., 2000).

Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ áûëà îöåíêà (ñ ïîìîùüþ
ôëóîðèìåòðèè) êîëè÷åñòâåííûõ ïàðàìåòðîâ ôàãîöèòîçà

E. coli ïåðèòîíåàëüíûìè ìàêðîôàãàìè ìûøè. Êðîìå òîãî,
îöåíèâàëè ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà ôàãîöèòîç, — îïñîíè-
çàöèÿ, òåìïåðàòóðà è âðåìÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å Å. ñ o l i. Øòàìì ÍÂ101 E. coli
âûðàùèâàëè â ñðåäå LB (1%-íûé òðèïòîí, 0.5%-íûé
äðîææåâîé ýêñòðàêò è 1%-íûé ðàñòâîð õëîðèäà íàòðèÿ)
íà âîçâðàòíîì âèáðàòîðå (150 îá/ìèí). Ïîñëå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °Ñ áàêòåðèè ñîáèðàëè öåí-
òðèôóãèðîâàíèåì, äâàæäû ïðîìûâàëè 0.01 Ì ôèçèîëîãè-
÷åñêèì ðàñòâîðîì íà 0.15 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå (ÔÔÁ),
pÍ 7.4, è 1 ðàç äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé. Áàêòåðèè èíàê-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå 60 ìèí íà âîäÿíîé áàíå ïðè 56 °Ñ.

Ì å ÷ å í è å á à ê ò å ð è é ô ë ó î ð å ñ ö å è í î ì. 1 · 109

óáèòûõ íàãðåâàíèåì E. coli îòìûâàëè â ÔÔÁ è äàëåå èí-
êóáèðîâàëè â 2.5 ìë 0.1 Ì êàðáîíàò-áèêàðáîíàòíîãî áó-
ôåðà, ðÍ 9.0, ñîäåðæàùåãî 500 ìêã èçîìåðà 1 ôëóîðåñöå-
èíèçîòèîöèàíàòà (ÔÈÒÖ; Sigma, ÑØÀ), â òå÷åíèå 60 ìèí
ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå ïåðåìåøèâàíèÿ â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè
4 °Ñ êëåòêè ýíåðãè÷íî ïðîìûâàëè íåñêîëüêî ðàç îõëàæ-
äåííûì íà ëüäó ÔÔÁ è 1 ðàç äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé.
Ïîñëå êàæäîãî ïðîìûâàíèÿ ïðîèçâîäèëè öåíòðèôóãèðî-
âàíèå. Áûëî íàéäåíî, ÷òî íàäîñàäî÷íàÿ æèäêîñòü, ïîëó-
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÷åííàÿ ïîñëå ïîñëåäíåãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, íå ñîäåð-
æèò ÔÈÒÖ. Ìå÷åííûå ôëóîðåñöåèíîì êëåòêè E. coli õðà-
íèëè â ìàëîì êîëè÷åñòâå ñáàëàíñèðîâàííîãî ñîëåâîãî
ðàñòâîðà Õåíêñà ïðè ðÍ 7.4.

Ì û ø è. Âñå ïðîöåäóðû áûëè ïðîâåäåíû â ñîîòâåòñò-
âèè ñ íîðìàòèâàìè Åâðîïåéñêîãî Ñîþçà è ïîëó÷èëè ðàç-
ðåøåíèå Êîìèòåòà ïî ýòèêå Èíñòèòóòà èììóíîëîãèè Âèëü-
íþññêîãî óíèâåðñèòåòà (Ëèòâà). Ìûøè BALB/c îáîåãî
ïîëà â âîçðàñòå îò 4 äî 8 íåä ìàññîé 24 ± 2 ã áûëè ïîëó÷å-
íû îò îäíîé è òîé æå îðãàíèçàöèè. Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè
â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, îíè ïîëó÷àëè ïèùó è âîäó ad li-
bitum.

Ï î ë ó ÷ å í è å ì à ê ð î ô à ã î â. Èíäóêöèþ ìàêðîôàãîâ
âûçûâàëè èíòðàïåðèòîíåàëüíûì ââåäåíèåì àäúþâàíòà
Ôðåéíäà (ïî 0.5 ìë íà æèâîòíîå). ×åðåç 2 ñóò ìûøåé çà-
áèâàëè è ïðîìûâàëè áðþøíóþ ïîëîñòü 5 ìë ñáàëàíñèðî-
âàííîãî ñîëåâîãî ðàñòâîðà Õåíêñà, ñîäåðæàùåãî 2 ìêë ãå-
ïàðèíà. Ýêññóäàò îñâîáîæäàëè îò êðîâè. Êëåòî÷íóþ
âçâåñü èíêóáèðîâàëè 3 ÷ ïðè 37 °Ñ â ñáàëàíñèðîâàííîì
ñîëåâîì ðàñòâîðå Õåíêñà â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. ×åðåç 3 ÷
ìàêðîôàãè ïðî÷íî ïðèêðåïëÿëèñü ê ñòåêëÿííîé ïîâåðõ-
íîñòè. Çàòåì ñðåäó óäàëÿëè è ïðèêðåïèâøèåñÿ êëåòêè
ýíåðãè÷íî ïðîìûâàëè ñáàëàíñèðîâàííûì ñîëåâûì ðàñò-
âîðîì Õåíêñà äëÿ óäàëåíèÿ íeïðèêðåïèâøèõñÿ êëåòîê.
Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê, îöåíèâàåìàÿ ïî îêðàøèâàíèþ
òðèïàíîâûì ñèíèì (Merck, Darmstadt, Ãåðìàíèÿ), âñåãäà
ñîñòàâëÿëà 98 %. Îêîëî 96 % ïðèêðåïëåííûõ êëåòîê îá-
ëàäàëè ìîðôîëîãè÷åñêèìè è òèíêòîðèàëüíûìè õàðàêòå-
ðèñòèêàìè ìàêðîôàãîâ.

Ï î ë ó ÷ å í è å ñ û â î ð î ò ê è. Èñïîëüçîâàëè íîðìàëü-
íóþ ñûâîðîòêó ìûøè. Ìûøåé íàäåæíî íàðêîòèçèðîâàëè
õëîðîôîðìîì è îáåñêðîâëèâàëè ñ ïîìîùüþ ïóíêöèè ñåð-
äöà. Öåëüíîé êðîâè äàâàëè ñâåðíóòüñÿ â òå÷åíèå 60 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì âûäåðæèâàëè 2 ÷ ïðè
4 °Ñ. Ñûâîðîòêó óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè
1000 g â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 4 °Ñ è ðàçäåëÿëè íà àëèêâîòû
ïî 100 ìêë. Äëÿ âûÿñíåíèÿ çàâèñèìîñòè ôàãîöèòîçà îò
îïñîíèíîâ ÷àñòü ñûâîðîòêè èíàêòèâèðîâàëè ïðè 56 °Ñ â
òå÷åíèå 30 ìèí è òîæå ðàçäåëÿëè íà àëèêâîòû ïî 100 ìêë.
Îáà òèïà ñûâîðîòîê õðàíèëè ïðè –70 °Ñ. Â êàæäîì ýêñïå-
ðèìåíòå àëèêâîòû ðàçìîðàæèâàëè ïåðåä óïîòðåáëåíèåì.

Î ï ñ î í è ç à ö è ÿ á à ê ò å ð è é. Ìå÷åííûå ôëóîðåñöå-
èíîì êëåòêè E. coli îïñîíèçèðîâàëè èíêóáàöèåé â òå÷å-
íèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ ñ 5%-íîé ïîëíîé ñûâîðîòêîé èëè ñ
5%-íîé èíàêòèâèðîâàííîé ñûâîðîòêîé ìûøè. Ïîñëå îï-
ñîíèçàöèè ñûâîðîòêó óäàëÿëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì äëÿ
óñòðàíåíèÿ èçáûòêà îïñîíèíîâ.

Î ö å í ê à ô à ã î ö è ò î ç à. Ìå÷åííûå ôëóîðåñöåèíîì
êëåòêè E. coli ñóñïåíäèðîâàëè â ñáàëàíñèðîâàííîì ñîëå-
âîì ðàñòâîðå Õåíêñà è äîáàâëÿëè ê ïðèêðåïëåííûì ôàãî-
öèòàì â êîíöåíòðàöèè 5 · 105 â 1 ìë. Êîíå÷íîå ñîîòíîøå-
íèå áàêòåðèé è ìàêðîôàãîâ (50 : 1, 100 : 1, 200 : 1 èëè
400 : 1) ïðîâåðÿëè â êîíå÷íîì îáúåìå 500 ìêë. Ïîñëå èí-
êóáàöèè ïðè 0 èëè 37 °Ñ â òå÷åíèå ðàçëè÷íîãî âðåìåíè
ôàãîöèòû ïðîìûâàëè 3 ðàçà ðàñòâîðîì ÔÔÁ è àñïèðèðî-
âàëè äëÿ óäàëåíèÿ íeïåðåâàðåííûõ êëåòî÷íûõ ÷àñòèö.
Ïîâåðõíîñòíóþ ôëóîðåñöåíöèþ ãàñèëè, äîáàâëÿÿ ê ñóñ-
ïåíçèè 100 ìêë 0.04%-íîãî ðàñòâîðà òðèïàíîâîãî ñèíåãî
â ÔÔÁ, ðÍ 4.5, íà 2 ìèí. Çàòåì êëåòêè ñîëþáèëèçèðîâàëè
äîáàâëåíèåì 500 ìêë 0.5%-íîãî Òðèòîíà Õ-100 (BDH
Chemicals, Poole, Àíãëèÿ) â 0.15 Ì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñ-
òâîðå íà 0.01 Ì ôîñôàòíîì áóôåðå, ðÍ 7.4. Ïîñëå ýòîãî
ðàñòâîð ïåðåíîñèëè â êþâåòó ôëóîðñöåíòíîãî ñïåêòðîôî-
òîìåòðà (ÌÐF-4, Hitachi, Òîêèî, ßïîíèÿ) è èçìåðÿëè èí-
òåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäå-

íèÿ è èçëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî 493 è 520 íì. ×èñëî ôà-
ãîöèòèðîâàííûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè, èñïîëüçóÿ êàëèáðîâî÷íóþ ïðÿìóþ. Âñå
ýêñïåðèìåíòû ïîâòîðÿëè êàê ìèíèìóì òðèæäû.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ó ã í å ò å í è ÿ ôàãîöèòîçà àçèäîì íàòðèÿ
(Sigma, ÑØÀ) êëåòêè E. coli äîáàâëÿëè ê ìàêðîôàãàì â
êîíå÷íîì ñîîòíîøåíèè 400 : 1. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè
60 ìèí ïðè 37 °Ñ êàê â ïðèñóòñòâèè Na3N (1—100 ìÌ) â
êîíå÷íîì îáúåìå 500 ìêë, òàê è áåç íåãî. Ôàãîöèòîç èç-
ìåðÿëè ôëóîðåñöåíòíûì ìåòîäîì, îïèñàííûì âûøå.

Äëÿ âñåõ ïðåäñòàâèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ áûëè ðàñ-
ñ÷èòàíû ñðåäíèå âåëè÷èíû è èõ ñðåäíèå îòêëîíåíèÿ.
Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ ä î ñ ò î â å ð í î ñ ò ü ðàçëè÷èé ìåæ-
äó âåëè÷èíàìè îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ t-êðèòåðèé Ñòüþ-
äåíòà. Äîñòîâåðíûìè ñ÷èòàëè ðàçëè÷èÿ ïðè Ð < 0.05. Âñå
ðàñ÷åòû ïðîèçâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft
Excel, âåðñèÿ 7.0.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Öåëü íàøåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå
ôëóîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííûõ ïàðàìåò-
ðîâ ôàãîöèòîçà êëåòîê E. coli ïåðèòîíåàëüíûìè ìàêðîôà-
ãàìè ìûøè — ñêîðîñòè ôàãîöèòîçà è âëèÿíèÿ íà íåå òåì-
ïåðàòóðû è îïñîíèçàöèè. Â õîäå âñåãî ýêñïåðèìåíòà áûëà
èñïîëüçîâàíà îäíà è òà æå ãðóïïà êëåòîê E. coli, ìå÷åí-
íûõ ÔÈÒÖ. Âêëþ÷åíèå ìåòêè îêàçàëîñü ñòàáèëüíûì â òå-
÷åíèå êàê ìèíèìóì 1 ãîäà ïðè òåìïåðàòóðå õðàíåíèÿ
–20 °Ñ. Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà óáèòûõ íàãðåâàíèåì
êëåòêàõ E. coli è ïðèêðåïèâøèõñÿ ñòåêëó ïåðèòîíåàëü-
íûõ ìàêðîôàãàõ ìûøåé. Ìû èñïîëüçîâàëè óáèòûõ íàãðå-
âàíèåì E. coli â ñîîòâåòñòâèè ñ ñîîáùåíèåì ïðåäûäóùèõ
àâòîðîâ (Kai et al., 2000). Ïî èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåí-
öèè, èçìåðåííîé íà ôëóîðåñöåíòíîì ñïåêòðîôîòîìåòðå,
ìå÷åíûõ êëåòîê E. coli îïðåäåëÿëè èõ ÷èñëî, ïîëüçóÿñü
êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé. Äëÿ åå ïîñòðîåíèÿ èñïîëüçîâàëè
ðàçíûå êîíöåíòðàöèè êëåòîê E. coli (îò 104 äî 106 â 1 ìë).
Ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè ìå÷åíûõ êëåòîê E. coli ïðÿìî ïðîïîðöèî-
íàëüíà èõ êîíöåíòðàöèè (ðèñ. 1). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
êàëèáðîâî÷íóþ ïðÿìóþ ïîëó÷àëè ïàðàëëåëüíî â êàæäîì
ýêñïåðèìåíòå.

Ôàãîöèòîç êëåòîê E. coli îöåíèâàëè ÷åðåç 10, 20, 30,
40, 50, 60 èëè 120 ìèí èíêóáàöèè èõ ñ ìàêðîôàãàìè. Èñ-

854 Â. Â. Ìèëþêåíå, Ã. Þ. Áèçþëÿâè÷åíå è äð.

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè îò êîíöåí-
òðàöèè ìå÷åííûõ ÔÈÒÖ êëåòîê E. coli.

Ïðåäñòàâëåí 1 èç 8 ïîâòîðÿþùèõñÿ ýêñïåðèìåíòîâ.



ïîëüçóÿ òðàäèöèîííóþ ñâåòîâóþ ìèêðîñêîïèþ, ìû ñòîë-
êíóëèñü ñ ðÿäîì òðóäíîñòåé ïðè âûÿâëåíèè ðàçëè÷èé
ìåæäó áàêòåðèÿìè, ïðèêðåïëåííûìè ê íàðóæíîé ïîâåðõ-
íîñòè ôàãîöèòîâ, è áàêòåðèÿìè, óæå èíòåðíàëèçîâàí-
íûìè, ò. å. âíóòðè ôàãîöèòîâ. Ïîýòîìó ìû èñïîëüçîâàëè
òðèïàíîâûé ñèíèé êàê ãàñèòåëü íåèíòåðíàëèçîâàííûõ
ìå÷åííûõ ôëóîðåñöåèíîì E. coli. Òàêîé ïîõîä áûë çàèì-
ñòâîâàí íàìè èç ðàáîòû, â êîòîðîé èçó÷àëè ôàãîöèòîç ìå-
÷åííûõ ôëóîðåñöåèíîì êëåòîê Cryptococcus neoformans
ìîíîöèòàìè è ìàêðîôàãàìè, èñïîëüçóÿ ôëóîðåñöåíòíûé
ìíîãîÿ÷åèñòûé ñ÷èòûâàòåëü (Walenkamp et al., 2000).
Â óêàçàííûå âðåìåíí *ûå òî÷êè ìû äîáàâëÿëè òðèïàíîâûé
ñèíèé äëÿ ãàøåíèÿ íå ïîäâåðãíóòûõ ôàãîöèòîçó êëåòîê
E. coli è èçìåðÿëè ôëóîðåñöåíöèþ. Êàê ôàãîöèòèðîâàí-
íûå, òàê è íåôàãîöèòèðîâàííûå êëåòêè E. coli íå ïîãëî-
ùàëè òðèïàíîâûé ñèíèé, è, òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû
èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè íå áûëè èñêàæåíû. Èíòå-
ðåñíî îòìåòèòü, ÷òî íå áûëî ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíûõ
ðàçëè÷èé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ìàêðîôàãîâ, îá-
ðàáîòàííûõ è íå îáðàáîòàííûõ òðèïàíîâûì ñèíèì (Ð >
> 0.5; äàííûå íå ïîêàçàíû). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîä-
òâåðäèëà ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ðåçóëüòàòû êîòî-
ðîé êîððåëèðîâàëè ñ äàííûìè ôëóîðèìåòðèè.

Àíàëèç äèíàìèêè ïîãëîùåíèÿ êëåòîê E. coli ìàêðîôà-
ãàìè ìûøåé ïðîâîäèëè ïðè 0 è 37 °Ñ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè ôàãîöèòîçà ñðàâíèâàëè ðàçëè÷-
íûå ñîîòíîøåíèÿ êëåòîê E. coli è ìàêðîôàãîâ (50 : 1, 100 :
1, 200 : 1 è 400 : 1). Áûëî íàéäåíî, ÷òî îïòèìàëüíûì ÿâëÿ-
åòñÿ ñîîòíîøåíèå 400 : 1, êîòîðîå è áûëî èñïîëüçîâàíî
âî âñåõ ïîñëåäóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ. Ïîãëîùåíèå îïñî-
íèðîâàííûõ è íåîïñîíèðîâàííûõ êëåòîê E. coli, èçìåðåí-
íîå ôëóîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì, ïîêàçàíî íà ðèñ. 2. Ïðè
37 °Ñ ñêîðîñòü ïåðåâàðèâàíèÿ êëåòîê E. coli ìàêðîôàãàìè
îñòàâàëàñü ïðèáëèçèòåëüíî ëèíåéíîé â òå÷åíèå 30 ìèí, à
çàòåì (÷åðåç 60 ìèí) âûõîäèëà íà ïëàòî (ðèñ. 2, à). Ñêî-
ðîñòü ïåðåâàðèâàíèÿ íåîïñîíèðîâàííûõ êëåòîê E. coli
ìàêðîôàãàìè òàêæå çàâèñåëà îò âðåìåíè (ðèñ. 2, á). Îäíà-
êî íå áûëî âûÿâëåíî çíà÷èòåëüíûõ ðàçëè÷èé â ñêîðîñòè
ôàãîöèòîçà ìåæäó îïñîíèðîâàííûìè 5%-íîé íàòèâíîé
ñûâîðîòêîé è íåîïñîíèðîâàííûìè E. coli. Áîëåå òîãî,
áûëî î÷åâèäíî, ÷òî ôàãîöèòîç êëåòîê E. coli ìàêðîôàãàìè
çàâèñèò îò òåìïåðàòóðû è ÷òî íå ïðîèñõîäèò àññîöèàöèè
ìåæäó ôàãîöèòèðóþùèìè êëåòêàìè è áàêòåðèÿìè ïðè
0 °Ñ (ðèñ. 2, â, ã). Íàøè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî íàè-
âûñøåå ÷èñëî ôàãîöèòèðîâàííûõ áàêòåðèé äîñòèãàëîñü
÷åðåç 60 ìèí ïðè 37 °Ñ (ðèñ. 2, à), à çàòåì 1 ìàêðîôàã ïå-
ðåâàðèâàë ïðèáëèçèòåëüíî 70 êëåòîê E. coli. Íàøè ðåçó-
ëüòàòû òàêæå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè 37 °Ñ ïîãëîùåíèå îï-
ñîíèðîâàííûõ áàêòåðèé ìàêðîôàãàìè çíà÷èòåëüíî âûøå,
÷åì íåîïñîíèðîâàííûõ. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, á, 1 ìàêðî-
ôàã ïåðåâàðèâàåò ïðèáëèçèòåëüíî 40 íåîïñîíèðîâàííûõ
êëåòîê E. coli (P < 0.05). Íàïðîòèâ, ïîãëîùåíèå ïðè 0 °Ñ
êàê îïñîíèðîâàííûõ 5%-íîé íàòèâíîé ñûâîðîòêîé êëå-
òîê E. coli (ðèñ. 2, â), òàê è íåîïñîíèðîâàííûõ êëåòîê
(ðèñ. 2, ã) áûëî ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâûì (P > 0.5). Êàê
âèäíî íà ðèñ. 2, äëÿ ýôôåêòèâíîãî ôàãîöèòîçà ñòðîãî òðå-
áóåòñÿ îïñîíèçàöèÿ.

Íåäàâíî áûëà îïóáëèêîâàíà ðàáîòà î êîëè÷åñòâåí-
íûõ ïàðàìåòðàõ ôàãîöèòîçà êëåòîê E. coli (Klein et al.,
2000), â êîòîðîé àâòîðû ïðèìåíèëè ôëóîðèìåòðè÷åñêèé
ïëàíøåòíûé ñ÷èòûâàòåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ðîëè áåëêà, ñâÿ-
çûâàþùåãî ëèïîñàõàðèäû, â ôàãîöèòîçå ãðàìîòðèöàòåëü-
íûõ áàêòåðèé àëüâåîëÿðíûìè ìàêðîôàãàìè. Íàøè äàí-
íûå ïîäòâåðæäàþò ýòè ðåçóëüòàòû. Èçâåñòíî, ÷òî îïñîíè-
çàöèÿ áàêòåðèé ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ìåõàíèçìîì çàùèòû

êëåòîê, òàê êàê îíà ñïîñîáñòâóåò ôàãîöèòîçó è óáèâàåò
÷óæåðîäíûå îðãàíèçìû (ÌñÑlockey, Salo, 2000). Òàêæå
áûëî îõàðàêòåðèçîâàíî âëèÿíèå îïñîíèçàöèè íà ôàãîöè-
òîç íåéòðîôèëàìè, íî íà ìîíîöèòàõ ýòè ñîáûòèÿ íå áûëè
àäåêâàòíî èçó÷åíû. Øòåéãáèãåëü è ñîòðóäíèêè (Steigbigel
et al., 1974) ñîîáùèëè, ÷òî ôàãîöèòîç E. coli, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes è Staphylococcus aure-
us áîëåå âûðàæåí ó íåéòðîôèëîâ, ÷åì ó ìîíîöèòîâ. Ïðè-
÷èíà ýòèõ ðàçëè÷èé íåÿñíà, íî, âîçìîæíî, îíà ñâÿçàíà ñ
ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåïòîðàìè FcgR è ÐÊ3, êîòîðûå, êàê
èçâåñòíî, ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ ôàãîöèòîçà, èëè æå ñ êà-
êèìè-òî òðóäíîñòÿìè, îáóñëîâëåííûìè âûäåëåíèåì è
î÷èùåíèåì ìîíîöèòîâ (May et al., 2000).

Ïðåäñòîèò âûÿñíèòü, êàêîé èç ýòèõ ðåöåïòîðîâ íàè-
áîëåå âàæåí äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ áàêòåðèé è ôàãîöèòîâ.
Íàãðåâàíèå ñûâîðîòêè ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè êîìïëå-
ìåíòà è â êîíå÷íîì èòîãå ê óãíåòåíèþ ôàãîöèòîçà, îïî-
ñðåäîâàííîãî ðåöåïòîðàìè êîìïëåìåíòà. Èçâåñòíî, ÷òî
ìàêðîôàãè ìûøåé îáëàäàþò ðåöåïòîðàìè Fc èììóíîãëî-
áóëèíà IgG (Mejorada, 1998; May et al., 2000). Êîãäà òåð-
ìîëàáèëüíûå ñûâîðîòî÷íûå îïñîíèíû áûëè èíàêòèâèðî-
âàíû, IgG ñëóæèë îñíîâíûì îïñîíèíîì äëÿ êëåòîê E. co-
li. Ðåçóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî â
èíàêòèâèðîâàííîé ñûâîðîòêå ÷èñëî êëåòîê E. coli, ïåðå-
âàðåííûõ 1 ìàêðîôàãîì ÷åðåç 60 ìèí ôàãîöèòîçà, áûëî

Îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâåííûõ ïàðàìåòðîâ ôàãîöèòîçà Escherichia coli 855

Ðèñ. 2. Äèíàìèêà ôàãîöèòîçà êëåòîê Å. coli ïåðèòîíåàëüíûìè
ìàêðîôàãàìè ìûøåé ïðè 37 (à, â) è 0 (á, ã) °Ñ.

à, â — îïñîíèðîâàííûå; á, ã — íåîïñîíèðîâàííûå Å. coli.

Ðèñ. 3. Ôàãîöèòîç ïåðèòîíåàëüíûìè ìàêðîôàãàìè êëåòîê
Å. coli, îïñîíèðîâàííûõ ïîëíîé (à) è èíàêòèâèðîâàííîé ñûâî-

ðîòêîé ìûøåé (á).



íèæå, ÷åì â êîíòðîëå, ïðèáëèçèòåëüíî íà 50 % (ðèñ. 3).
Òîãäà êîëè÷åñòâî êëåòîê E. coli, ïåðåâàðåííûõ 1 ìàêðî-
ôàãîì (ïî äàííûì ôëóîðèìåòðè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ),
îáúÿñíÿåòñÿ ôàãîöèòîçîì ìàêðîôàãîâ ñ ïîìîùüþ FcR
ëèøü íàïîëîâèíó, à âòîðàÿ ïîëîâèíà ôàãîöèòîçà, ïî-âè-
äèìîìó, îñóùåñòâëÿåòñÿ äðóãèìè ðåöåïòîðàìè — ñêîðåå
âñåãî, ðåöåïòîðàìè êîìïëåìåíòà. Îäíàêî â äàííîé ðàáîòå
ìû íå ïðîâîäèëè ïðÿìîãî èçìåðåíèÿ êîìïîíåíòîâ êîìï-
ëåìåíòà íà ìåìáðàíå — ýòî áóäåò öåëüþ íàøåãî äàëüíåé-
øåãî èññëåäîâàíèÿ. Êðîìå òîãî, íåîáõîäèìî äàëüíåéøåå
èññëåäîâàíèå ðåöåïòîðîâ îïñîíèíîâ äëÿ îáùåãî ïîíèìà-
íèÿ ìåõàíèçìîâ, ëåæàùèõ â îñíîâå ôàãîöèòîçà E. coli
ìàêðîôàãàìè ìûøåé.

Íàêîíåö, ìû èññëåäîâàëè äåéñòâèå àçèäà íàòðèÿ êàê
ìåòàáîëè÷åñêîãî èíãèáèòîðà ôàãîöèòîçà îïñîíèðîâàí-
íûõ êëåòîê E. ñoli. Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, àçèä íàòðèÿ äîçî-
çàâèñèìî óãíåòàë ôàãîöèòîç E. coli. Â êîíöåíòðàöèè
100 ìÌ àçèä íàòðèÿ ñíèæàë ôàãîöèòîç ïðèáëèçèòåëüíî
äî óðîâíÿ 15 % îò êîíòðîëÿ (Ð < 0.05). Íàøè ðåçóëüòàòû
ðàñõîäÿòñÿ ñ äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ, ðàíåå ïîêàçàâøèõ,
÷òî ñâåæåïîëó÷åííûå ìàêðîôàãè ìûøåé ìîãóò ïîâûøàòü
ñâîþ ñïîñîáíîñòü ïåðåâàðèâàòü Pseudomonas aeruginosa
ïîñëå êîðîòêîãî äåéñòâèÿ àçèäà íàòðèÿ (Heale, Speert,
2001). Îäíàêî ñðàâíèâàòü íàøè ðåçóëüòàòû è ðåçóëüòàòû
äðóãèõ àâòîðîâ íåïðàâîìî÷íî, òàê êàê öåëè è ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûå óñëîâèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ èññëåäîâàíèé
áûëè ðàçëè÷íûìè. Öåëüþ óïîìÿíóòûõ àâòîðîâ (Heale,
Speert, 2001) áûëî ïîêàçàòü, êàê ëåãî÷íûå è ïåðèòîíåàëü-
íûå ìàêðîôàãè ìûøè ôàãîöèòèðóþò íåîïñîíèðîâàííûå
êëåòêè Ð. aeruginosa, è èññëåäîâàòü ôàêòîðû, ïðåäïîëî-
æèòåëüíî êîíòðîëèðóþùèå òàêèå ôåíîòèïè÷åñêèå ðàçëè-
÷èÿ. Ðàçíèöà ìåæäó íàøèìè äàííûìè è äàííûìè äðóãèõ
àâòîðîâ ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ðàçëè÷íûìè îáúåêòàìè è èñ-
ïîëüçîâàííûìè ìåòîäàìè.

Ïðåäñòàâëåííûå çäåñü ìàòåðèàëû ìîãóò áûòü ëåãêî
èñïîëüçîâàíû äëÿ àíàëèçà âçàèìîäåéñòâèé ìåæäó ôà-

ãîöèòàìè è äðóãèìè ìèêðîîðãàíèçìàìè. Êðîìå òîãî, ðå-
çóëüòàòû ýòîãî èññëåäîâàíèÿ ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ
äèàãíîñòèêè ðàçëè÷íûõ èíôåêöèîííûõ çàáîëåâàíèé, ñâÿ-
çàííûõ, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñ íåïîëíîöåííûìè ôàãîöè-
òàðíûìè ôóíêöèÿìè, à ñ äðóãîé — ñ ìèêðîáíûìè èíôåê-
öèÿìè.

Àâòîðû áëàãîäàðíû Àóðåëèè Âàðíàéòå çà òåõíè÷å-
ñêóþ ïîìîùü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ëèòîâ-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ôîíäà íàóêè è íàó÷íûõ èññëåäî-
âàíèé (ïðîåêòû Ò-04049 è Ò-05016).
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The fluorometric method was used to study guantitative parameters of phagocytosis of fluorescein-labeled
Escherichia coli cells by mouse peritoneal macrophages. E. coli cells were conjugated with fluoresceinisothio-
cyanate (FITC) and then incubated with macrophages. At the end of the assay phagocytosis was arrested with a
lysing solution (0.5 % Triton X-100 in 0.01 M phosphate-buffered 0.15 M saline, pH 7.4). Trypan blue at a con-
centration of 0.04 % was used as a quenching agent to differentiate between attachment and ingestion of E. coli
cells. The time course analysis within this method showed that phagocytosis of E. coli cells was temperature and
opsonin dependent. The number of E. coli cells ingested by macrophages increased rapidly during the initial
60 min of incubation at 37 oC. E. coli cells required opsonization with 5 % native serum to achieve their optimal
uptake. The uptake of nonopsonized bacteria by macrophages was significantly lower that that of opsonized
ones (P < 0.05). It was demonstrated that sodium azide inhibited phagocytosis of E. coli cells by mouse perito-
neal macrophages in a dose-dependent manner.

K e y w o r d s: Escherichia coli, macrophages, phagocytosis, fluorometric assay, quantitative parameters.
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