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C. Í. Ïëåñêîâà è äð.
Îñîáåííîñòè ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé...

Èññëåäîâàëè ðàçëè÷èÿ â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ øòàììîâ
Staphylococcus aureus 2879 Ì è Escherichia coli 321. Âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ â õàðàêòåðå ïñåâäîïîäèé ïðè
ôàãîöèòîçå íåéòðîôèëüíûìè ãðàíóëîöèòàìè (ÍÃ) îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé,
ïðè ýòîì ðàçëè÷èé â õàðàêòåðå ïñåâäîïîäèé â ðåàêöèÿõ íà ãðàìïîëîæèòåëüíûå è ãðàìîòðèöàòåëüíûå
ìèêðîîðãàíèçìû íå îáíàðóæåíî. Âïåðâûå â äèíàìè÷åñêèõ íàáëþäåíèÿõ íà ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ôàãîöèòî-
çà ïîêàçàíû èçìåíåíèå îáúåìà ÿäåð, èõ äâèæåíèå, êîëåáàíèÿ ìåæñåãìåíòàðíîãî ðàññòîÿíèÿ ÿäåð è íå-
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå îáúåìà ÍÃ. Âïåðâûå îáíàðóæåíî ñíèæåíèå ðèãèäíîñòè ìåìáðàíî-öèòîñêå-
ëåòíîãî êîìïëåêñà ÍÃ, êîððåëèðóþùåå ñ èíòåíñèâíîñòüþ ôàãîöèòîçà è îïñîíèçàöèåé áàêòåðèé. Óñòà-
íîâëåíî, ÷òî îïñîíèçàöèÿ íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà êèñëîðîäçàâèñèìûé ìåòàáîëèçì ÍÃ è â òî æå âðåìÿ
âíîñèò ñóùåñòâåííûå êîððåêòèâû â ðåàëèçàöèþ êèñëîðîäíåçàâèñèìûõ ìåõàíèçìîâ áàêòåðèöèäíîñòè
êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íåéòðîôèëüíûå ãðàíóëîöèòû, ôàãîöèòîç, îïñîíèçàöèÿ, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, ïñåâäîïîäèè, àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ðèãèäíîñòü ìåìáðàíî-öèòîñêåëåòíîãî
êîìïëåêñà

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÑÌ — àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñ-
ëîðîäà, ÊÔ — êèñëàÿ ôîñôàòàçà, ËÊÁ — ëèçîñîìàëüíî-êàòèîííûå áåëêè, ËÊÒ — ëèçîñîìàëüíî-êàòè-
îííûé òåñò, ÌÏÎ — ìèåëîïåðîêñèäàçà, ÍÃ — íåéòðîôèëüíûå ãðàíóëîöèòû, ÍÑÒ — íèòðîñèíèé òåòðà-
çîëèé, ÑÖÊ — ñðåäíèé öèòîõèìè÷åñêèé êîýôôèöèåíò, ÙÔ — ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà, PAMP — ïàòîãå-
íîàññîöèèðîâàííûé ìîëåêóëÿðíûé îáðàç (pathogen-associated molecular patterns), PBS —
ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð, PGRP — áåëîê, ðàñïîçíàþùèé ïåïòèäîãëèêàí (peptidoglycan re-
cognition protein).

Íåéòðîôèëüíûå ãðàíóëîöèòû (ÍÃ) ÿâëÿþòñÿ îäíèì
èç îñíîâíûõ çâåíüåâ ñèñòåìû íåñïåöèôè÷åñêîé ðåçèñòåí-
òíîñòè, äëÿ êîòîðîãî â ïîñëåäíåå âðåìÿ äîêàçàíî ó÷àñòèå
â ðàçâèòèè è ðåãóëÿöèè àäàïòèâíîãî èììóíèòåòà (Yang
et al., 2010). Íåñìîòðÿ íà ðåàëèçàöèþ áîëüøîãî êîëè÷åñò-
âà ôóíêöèé (ðåãóëÿòîðíóþ, ñóïðåññîðíóþ, ïðî- è ïðîòè-
âîâîñïàëèòåëüíóþ, ïðî- è ïðîòèâîîïóõîëåâóþ) (Íåñòå-
ðîâà è äð., 2017), íàèáîëåå ÿðêî àêòèâíîñòü ÍÃ ïðîÿâëÿ-
åòñÿ ó÷àñòèåì â ýêññóäàòèâíî-äåñòðóêòèâíîì âîñïàëåíèè
(Ìàÿíñêèé, 2006). Ñ òî÷êè çðåíèÿ ðàçâèòèÿ âîñïàëèòåëü-
íîé ðåàêöèè ÍÃ ÿâëÿåòñÿ îäíîâðåìåííî è èíäóêòîðíîé
(òðàíñýíäîòåëèàëüíàÿ ìèãðàöèÿ, ñèíòåç öèòîêèíîâ è èç-
ìåíåíèå ðåöåïòîðíîãî ñïåêòðà), è ýôôåêòîðíîé êëåòêîé
(ôàãîöèòàðíûé êèëëèíã ìèêðîîðãàíèçìîâ, êîìïëåêñ ðå-

àêöèé ðåñïèðàòîðíîãî âçðûâà, ñåêðåòîðíàÿ äåãðàíóëÿöèÿ
è íåòîç).

Â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà ÍÃ ýëèìèíèðóþò ÷óæåðîä-
íûé àãåíò, âûçâàâøèé åãî àêòèâàöèþ (Brown et al., 2015).
Ðàçëè÷àþò äâà âàðèàíòà ôàãîöèòîçà. Â õîäå «íåèììóííî-
ãî» ôàãîöèòîçà (â îòñóòñòâèå îïñîíèíîâ) ðàñïîçíàâàíèå
îñóùåñòâëÿåòñÿ ñ ó÷àñòèåì ñî ñòîðîíû ÍÃ îáðàçîðàñïîç-
íàþùèõ ðåöåïòîðîâ (PRR, pattern recognition receptors),
â ÷àñòíîñòè Toll- è Toll-ïîäîáíûõ ðåöåïòîðîâ ïåðåäà÷è
ñèãíàëîâ (Arancibia et al., 2007), à òàêæå ðåöåïòîðîâ ìàí-
íîçû è ýíäîöèòîçà (Seimon et al., 2006). Ýòè ðåöåïòîðû
ðàñïîçíàþò ïàòîãåíîàññîöèèðîâàííûé ìîëåêóëÿðíûé îá-
ðàç (PAMP) áàêòåðèé. Òàêàÿ ñèñòåìà îòíîñèòñÿ ê ýâîëþ-
öèîííî áîëåå äðåâíèì è ðåàëèçóåòñÿ, êàê ïðàâèëî, ïðè
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ïåðâè÷íîé âñòðå÷å ôàãîöèòà è ïàòîãåíà (Møller et al.,
2005).

Â ïðîöåññå «èììóííîãî» ôàãîöèòîçà (ïðè ó÷àñòèè
îïñîíèíîâ) «ïîñðåäíè÷åñêóþ» ôóíêöèþ ìåæäó ôàãîöè-
òîì è îáúåêòîì ôàãîöèòîçà îñóùåñòâëÿþò îïñîíèíû: èì-
ìóíîãëîáóëèíû (Ig G1, Ig G3 è Ig A), êîìïîíåíòû êîìï-
ëåìåíòà (C3b, iC3b, C4b è C1q), áåëêè îñòðîé ôàçû, ëèïî-
ïîëèñàõàðèäñâÿçûâàþùèé áåëîê, ìàííîçîñâÿçûâàþùèé
ëåêòèí è ôèáðîíåêòèí (Áåëîöêèé, Àâòàëèîí, 2008). Â ñà-
ìûõ áëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèÿõ ïîãëîùåíèå îïñîíèçèðî-
âàííûõ îáúåêòîâ ìîæåò ïðîèñõîäèòü çà 10—30 ñ (Ryter,
Chastellier, 1983).

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ñâÿçè ñ ïîÿâëåíèåì íîâûõ âûñî-
êîðàçðåøàþùèõ ìåòîäîâ ìèêðîñêîïèè, â ÷àñòíîñòè àòîì-
íî-ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè (ÀÑÌ), ðåàëèçàöèþ ôàãîöèòîçà
ìîæíî íàáëþäàòü â äèíàìèêå íà æèâûõ êëåòêàõ ñ íåäî-
ñòóïíûì ðàíåå ðàçðåøåíèåì. Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû
ñòàëî èññëåäîâàíèå ïðîöåññà ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàí-
íûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ øòàììîâ Staphylococcus
aureus 2879 Ì è Escherichia coli 321 ÍÃ ìåòîäîì ÀÑÌ.
Ïîäîáðàí ñïîñîá ôèêñàöèè ïðåïàðàòîâ, îïòèìàëüíûé
äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ è ïîä-
ñ÷åòà ôàãîöèòàðíîãî ÷èñëà ÍÃ. Ìû âûÿâèëè îñîáåííîñòè
ôîðìèðîâàíèÿ ïñåâäîïîäèé è ëàìåëëîïîäèé ÍÃ ïðè ôà-
ãîöèòîçå S. aureus è E. coli è îöåíèëè äèíàìèêó ôàãîöè-
òîçà â çàâèñèìîñòè îò îïñîíèçàöèè ìåòîäîì ÀÑÌ. Îïè-
ñàíû èçìåíåíèÿ îñíîâíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ
ÍÃ â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà â âèòàëüíîì îáðàçöå. Êðîìå
òîãî, îïðåäåëÿëè èçìåíåíèå ðèãèäíîñòè ìåìáðàíî-öè-
òîñêåëåòíîãî êîìïëåêñà ÍÃ â çàâèñèìîñòè îò îáúåêòà ôà-
ãîöèòîçà è ñðàâíèâàëè ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ÍÃ
ïðè ôàãîöèòîçå îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàí-
íûõ áàêòåðèé ñ èçìåíåíèåì îñíîâíûõ öèòîõèìè÷åñêèõ
ïîêàçàòåëåé.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â û ä å ë å í è å ê ë å ò î ê. Èññëåäîâàëè âåíîçíóþ
êðîâü çäîðîâûõ äîíîðîâ îáîåãî ïîëà â âîçðàñòå
20—40 ëåò. Çàáîð êðîâè ïðîèçâîäèëè â óòðåííåå âðåìÿ,
ïîñëå ïîäïèñàíèÿ äîíîðàìè áëàíêà èíôîðìèðîâàííîãî
ñîãëàñèÿ. Ãåïàðèíèçèðîâàííóþ êðîâü ôðàêöèîíèðîâàëè
íà äâîéíîì ãðàäèåíòå ôèêîëëà-óðîãðàôèíà (r = 1.077 è
1.116 ã/ìë, 200 g, 40 ìèí). Ïîëó÷åííóþ ôðàêöèþ ÍÃ
äâàæäû îòìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâî-
ðîì (PBS), ñîäåðæàùèì 0.137 Ì NaCl è 0.0027 Ì KCl,
ðÍ 7.35 (200 g, 3 ìèí) è èñïîëüçîâàëè â êîíå÷íîé êîíöåí-
òðàöèè 1�106 êë. íà 1 ìë ñðåäû. Êëåòêè áðàëè â ýêñïåðè-
ìåíò ñðàçó ïîñëå âûäåëåíèÿ, æèçíåñïîñîáíîñòü ïî òåñòó
ñ òðèïàíîâûì ñèíèì ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 99 % (Ïîäîñèí-
íèêîâ è äð., 1981). Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ àêòèâàöèè êëå-
òîê ïîâåðõíîñòüþ ñòåêëà èñïîëüçîâàëè ñèëèêîíèðîâàí-
íûå ïðîáèðêè. Âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ ñðåäîé èíêóáàöèè
ÿâëÿëñÿ PBS.

Á à ê ò å ð è à ë ü í û å ñ ó ñ ï å í ç è è. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè ìóçåéíûå øòàììû S. aureus 2879 Ì è E. coli 321
êàôåäðû «Íàíîòåõíîëîãèè è áèîòåõíîëîãèè» Íèæåãî-
ðîäñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî òåõíè÷åñêîãî óíèâåðñèòåòà
èì. Ð. Å. Àëåêñååâà. Êóëüòóðû âûðàùèâàëè 24 ÷ ïðè
37 °Ñ íà ÃÌÐ-àãàðå (ÃÍÖ ÏÌÁ, Îáîëåíñê), áàêòåðèè
ñìûâàëè ñòåðèëüíûì PBS, òðèæäû îòìûâàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì (2350 g, 10 ìèí), ðåñóñïåíäèðîâàëè â PBS è
äîâîäèëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü íà ôîòîêîëîðèìåòðå
(ÊÔÊ-2ÌÏ-ÓÕË, Ðîññèÿ) äî 0.75 îòí. åä. äëÿ S. aureus

2879 Ì è 0.85 îòí. åä. äëÿ E. coli 321 (l = 670 íì), ÷òî ñî-
îòâåòñòâóåò 1�109 êë./ìë (íà÷àëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ êëå-
òîê).

Äëÿ ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ ñ îïñîíèçèðîâàííûìè áàê-
òåðèÿìè èñïîëüçîâàëè ïóë ñûâîðîòîê 3 çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ è áîëåå. Ñûâîðîòêè èíêóáèðîâàëè ñ ñóñïåíçèåé áàê-
òåðèé â ñîîòíîøåíèè 3 : 1 ïî îáúåìó (37 °Ñ, 60 ìèí), ïî-
ñëå ÷åãî òðèæäû îòìûâàëè PBS è èñïîëüçîâàëè
îïñîíèçèðîâàííûå áàêòåðèè â íà÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè
1�109 êë./ìë. Íåîáõîäèìîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ïóëà ñûâî-
ðîòîê îò íåñêîëüêèõ äîíîðîâ îáóñëîâëåíà èíäèâèäóàëü-
íîé âàðèàáåëüíîñòüþ ñîäåðæàíèÿ îïñîíèíîâ.

À Ñ Ì â è ñ ñ ë å ä î â à í è è ô è ê ñ è ð î â à í í û õ
ï ð å ï à ð à ò î â. Äëÿ ïîäñ÷åòà ôàãîöèòàðíîãî èíäåêñà áàê-
òåðèè S. aureus 2879 Ì èëè Å. coli 321 â êîíöåíòðàöèè
500�106 êë./ìë èíêóáèðîâàëè ñ ÍÃ (1�106 êë./ìë) â ñîîò-
íîøåíèè 1 : 1 ïî îáúåìó ëèáî â òå÷åíèå 5, 10, 15 è 20 ìèí
(37 °Ñ) äëÿ íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé, ëèáî â òå÷å-
íèå 3, 5, 10 è 15 ìèí (37 °Ñ) äëÿ îïñîíèçèðîâàííûõ áàê-
òåðèé, ïîñëå ÷åãî ïåðåíîñèëè íà ïîâåðõíîñòü ñòåêëà.
Ôèêñèðîâàëè ëèáî ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì (2.5 %,
20 ìèí, 24 °Ñ) (Panreac, Åâðîïåéñêèé ñîþç), ëèáî ìåòàíî-
ëîì (99.8 %, 0.05 ìë, 5 ìèí, 24 °Ñ) (Acros Organic, ÑØÀ),
òðèæäû îòìûâàëè ìàçêè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è ñêà-
íèðîâàëè íà âîçäóõå ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà NTegra Spectra
(NT-MDT, Ðîññèÿ), çîíäàìè DNP — A, B, C è D (Bruker,
ÑØÀ) ñ ðàäèóñîì çàêðóãëåíèÿ 20 íì, óãëîì ïðè âåðøèíå
15°, ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòîé 18—65 êÃö (Ïëåñêîâà è äð.,
2005).

À Ñ Ì â è ñ ñ ë å ä î â à í è è ä è í à ì è ê è ô à ã î ö è -
ò î ç à â ð å æ è ì å ð å à ë ü í î ã î â ð å ì å í è. ÀÑÌ-èññëå-
äîâàíèÿ íàòèâíûõ ÍÃ ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Ïëåñêîâà, 2011), â âèòàëüíîì ñîñòîÿíèè â ïîëóêîíòàêò-
íîì ðåæèìå. Ñóñïåíçèþ ÍÃ â PBS (1�106 êë./ìë) âíîñèëè
â ïëàñòèêîâóþ ÷àøêó Ïåòðè (35 ìì, Corning, ÑØÀ) è ïî-
ñëå ñïîíòàííîé àäãåçèè ÍÃ (20 ìèí, 37 °Ñ) íå ìåíåå òðåõ
ðàç ñêàíèðîâàëè êëåòêè (êîíòðîëüíûé ýêñïåðèìåíò). Äëÿ
ñêàíèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ïðèáîð NTegra Spectra
(NT-MDT, Ðîññèÿ), çîíäû DNP — A, B, C è D (Bruker,
ÑØÀ) ñ ðàäèóñîì çàêðóãëåíèÿ 20 íì, óãëîì ïðè âåðøèíå
15°, ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòîé 18—65 êÃö. Ïîñëå ïîëó÷åíèÿ
êîíòðîëüíûõ ñêàíîâ ê ÍÃ âíîñèëè áàêòåðèè (îïñîíèçèðî-
âàííûå èëè íåîïñîíèçèðîâàííûå) â êîíöåíòðàöèè
500�106 êë./ìë è èññëåäîâàëè äèíàìèêó ïðîöåññà ôàãîöè-
òîçà â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè.

F S - ñ ï å ê ò ð î ñ ê î ï è ÿ â î ï ð å ä å ë å í è è ð è ã è ä -
í î ñ ò è ì å ì á ð à í í î - ö è ò î ñ ê å ë å ò í î ã î ê î ì ï ë å ê -
ñ à Í Ã. Äëÿ îöåíêè ðèãèäíîñòè ìåìáðàíî-öèòîñêåëåòíî-
ãî êîìïëåêñà èñïîëüçîâàëè ìåòîä ñèëîâûõ êðèâûõ, â êî-
òîðîì ïðèìåíÿåòñÿ ðåæèì ñïåêòðîñêîïèè ÀÑÌ. Ðàñ÷åò
ðèãèäíîñòè ìåìáðàí ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîäå-
ëè Ãåðöà (Bukharaev et al., 2003). Èññëåäîâàíèÿ ðèãèäíî-
ñòè ïðîâîäèëè â PBS ñ èñïîëüçîâàíèåì çîíäîâ MLCT-C
è D ñ ðàäèóñîì çàêðóãëåíèÿ 20 íì, óãëîì ïðè âåðøèíå
35°, êîíñòàíòîé æåñòêîñòè 0.01 è 0.03 Í/ì, íîìèíàëüíîé
ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòîé 7 è 15 êÃö (Bruker, ÑØÀ). Â ñåðèè
ýêñïåðèìåíòîâ èçó÷àëè êëåòêè, ïîëó÷åííûå èç êðîâè çäî-
ðîâûõ äîíîðîâ, è ñðàâíèâàëè ïîêàçàòåëè óïðóãîñòè ìåì-
áðàíû ÍÃ äî è ïîñëå äîáàâëåíèÿ áàêòåðèé. Äëÿ îáðàáîò-
êè è âèçóàëèçàöèè ñêàíèðóåìûõ îáúåêòîâ èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììó Nova NT-MDT SPM Software (NT-MDT, Ðîñ-
ñèÿ). Ïðè äàëüíåéøåé îáðàáîòêå äàííûõ èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå SPMLab Analysis Only (Topo-
metrix, ÑØÀ) è Gwyddion (ôàêóëüòåò íàíîìåòðîëîãèè
×åøñêîãî ìåòðîëîãè÷åñêîãî èíñòèòóòà, ×åõèÿ).
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Ö è ò î õ è ì è ÷ å ñ ê è å ì å ò î ä û â î ö å í ê å á è î õ è -
ì è ÷ å ñ ê î ã î ñ ò à ò ó ñ à Í Ã â ï ð î ö å ñ ñ å ô à ã î ö è ò î -
ç à. Äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè êèñëîðîäíåçàâèñèìûõ çà-
ùèòíûõ ðåàêöèé ÍÃ ïðîâîäèëè ëèçîñîìàëüíî-êàòèîííûé
òåñò (ËÊÒ) (Ïèãàðåâñêèé, 1988). Âûñóøåííûå ìàçêè ôèê-
ñèðîâàëè â ñïèðòîâîì ðàñòâîðå ôîðìàëèíà 10—15 ñ. Äëÿ
èçáèðàòåëüíîé îêðàñêè êàòèîííîãî áåëêà ãðàíóëîöèòîâ
èñïîëüçîâàëè çàáóôåðåííûé ñïèðòîâîé ðàñòâîð ïðî÷íîãî
çåëåíîãî (Sigma, ÑØÀ). ßäðà íåéòðîôèëîâ îêðàøèâàëè
ðàñòâîðîì àçóðà À (Sigma, ÑØÀ). Ìèêðîñêîïèðîâàíèå
ïðîâîäèëè íà ñâåòîâîì îïòè÷åñêîì ìèêðîñêîïå Olym-
pus IX71 ñ èñïîëüçîâàíèåì èììåðñèîííîãî îáúåêòè-
âà 100� (Olympus, ßïîíèÿ). Ïðè ìèêðîñêîïèðîâàíèè
ïðîñìàòðèâàëè 100 ãðàíóëîöèòîâ. Âíóòðèêëåòî÷íîå ñî-
äåðæàíèå êàòèîííûõ áåëêîâ ãðàíóëîöèòîâ îöåíèâàëè ïî
âåëè÷èíå ñðåäíåãî öèòîõèìè÷åñêîãî êîýôôèöèåíòà
(ÑÖÊ), âû÷èñëÿåìîãî ïî ôîðìóëå

ÑÖÊ = (3à + 2á + 1â + 0ã)/100,

ãäå à—ã — êîëè÷åñòâî êëåòîê ñ îïðåäåëåííîé ñòåïåíüþ
îêðàñêè ãðàíóë, à öèôðû ÿâëÿþòñÿ ïîêàçàòåëÿìè ñòåïå-
íè âûðàæåííîñòè îêðàñêè. Ïîìèìî îïðåäåëåíèÿ ÑÖÊ
ïðîâîäèëè äèôôåðåíöèàëüíóþ îöåíêó öèòîñïèíîâûõ
ïðåïàðàòîâ, ó÷èòûâàÿ èç 100 êëåòîê ïðîöåíòíîå ñîîòíî-
øåíèå ìàëîàêòèâíûõ, ñðåäíåàêòèâíûõ è âûñîêîàêòèâ-
íûõ êëåòîê.

Êèñëîðîäçàâèñèìûé ìåòàáîëèçì ÍÃ îöåíèâàëè ïî
ìåòîäó Ìàÿíñêîãî (Ìàÿíñêèé, Ïèêóçà, 1993), â îñíîâå
êîòîðîãî ëåæèò ðåàêöèÿ âîññòàíîâëåíèÿ íèòðîñèíåãî
òåòðàçîëèÿ (ÍÑÒ) (ThermoFisher Scientific, ÑØÀ): ïðè
ôîðìèðîâàíèè àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ) â öèòî-
ïëàçìå íàêàïëèâàþòñÿ ãðàíóëû íåðàñòâîðèìîãî äèôîð-
ìàçàíà. Îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî ÍÑÒ-ïîçèòèâíûõ êëåòîê
äî èíêóáàöèè ñ áàêòåðèÿìè (êîíòðîëü) è ïîñëå èíêóáà-
öèè â òå÷åíèå 30 ìèí (îïûò). ÍÑÒ-òåñò ïðîâîäèëè â äâóõ
âàðèàíòàõ: ìîíîâîçäåéñòâèå íà ÍÃ — îïðåäåëÿëè ÷èñëî
äèôîðìàçàíîâûõ ãðàíóë â öèòîïëàçìå êëåòîê â îòñóòñò-
âèå ñòèìóëÿöèè ëèáî ñî÷åòàííîå âîçäåéñòâèå — ïîñëå
ðåàëèçàöèè ðåñïèðàòîðíîãî âçðûâà, âûçâàííîãî îïñîíè-
çèðîâàííûì çèìîçàíîì.

Èññëåäîâàíèÿ àêòèâíîñòè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ïðî-
âîäèëè ïî ìåòîäó àçîñî÷åòàíèÿ (Øóáè÷, Íàãîåâ, 1980),
à êèñëîé ôîñôàòàçû — ïî ìåòîäó Áåðñòîíà (Burstone,
1958), èñïîëüçóÿ ãîòîâûå íàáîðû (ÎÎÎ Ãåìñòàíäàðò,
Ðîññèÿ) äëÿ îêðàøèâàíèÿ ìàçêîâ, ôèêñèðîâàííûõ â ñìå-
ñè ýòèëîâîãî ñïèðòà è ôîðìàëèíà (40 %), âçÿòûõ â ñî-
îòíîøåíèè 1 : 9 ïî îáúåìó, â òå÷åíèå 30—40 ñ ïðè êîì-
íàòíîé òåìïåðàòóðå (ÎÎÎ Ýëü Ãðóïï, Ðîññèÿ). Ïðè ìèê-
ðîñêîïèðîâàíèè ïðîñìàòðèâàëè 100 ãðàíóëîöèòîâ.
Âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå ãèäðîëèòè÷åñêèõ ôåðìåí-
òîâ ãðàíóëîöèòîâ îöåíèâàëè ïî âåëè÷èíå ÑÖÊ.

Îöåíêó îáùåãî ñîäåðæàíèÿ ôîñôîëèïèäîâ ÍÃ ïðîâî-
äèëè ïî ìåòîäó Àêåðìàíà â ôèêñèðîâàííûõ 40%-íûì
ôîðìàëèíîì (10 ìèí, 37 °Ñ) ìàçêàõ, îêðàøåííûõ ñó-
äàíîì ÷åðíûì Â (60 ìèí, 37 °Ñ) (Ackerman, 1952). Ïðî-
öåíòíîå ñîäåðæàíèå ëèïèäñîäåðæàùèõ ãðàíóëîöèòîâ
îïðåäåëÿëè ìèêðîñêîïè÷åñêè ñ ïîñëåäóþùèì ðàñ÷åòîì
ÑÖÊ.

Çàïàñ ãëèêîãåíà ÍÃ îöåíèâàëè ïî ìåòîäó Õåéõîó è
Êâàãëèíî (1983), â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò ØÈÊ-ðåàêöèÿ.
Äëÿ îêðàøèâàíèÿ ìàçêîâ, ôèêñèðîâàííûõ â 10%-íîé
ñïèðò-ôîðìàëèíîâîé ñìåñè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå, èñïîëüçîâàëè ãîòîâûå íàáîðû (ÍÏÔ
Àáðèñ+, Ðîññèÿ). Âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå ãëèêîãå-

íà èññëåäîâàëè ïðè ìèêðîñêîïèðîâàíèè 100 ÍÃ, à êîëè-
÷åñòâåííóþ îöåíêó óãëåâîäíûõ çàïàñîâ ïðîâîäèëè
ïîäñ÷åòîì ÑÖÊ.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç. Îïðåäåëÿëè ãðàíèöû
íîðìàëüíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâåííûõ ïîêàçàòåëåé
âûáîðîê ñ èñïîëüçîâàíèåì êðèòåðèÿ Øàïèðî—Óèëêà.
Ïîñêîëüêó âñå ðàñïðåäåëåíèÿ íå áûëè íîðìàëüíûìè, èñ-
ïîëüçîâàëè äâóõâûáîðî÷íûé êðèòåðèé Âèëêîêñîíà (íå-
ïàðàìåòðè÷åñêàÿ ñòàòèñòèêà). Ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ âû-
áîðêàìè ñ÷èòàëè çíà÷èìûìè ïðè Ð < 0.05. Äëÿ ñòàòèñòè-
÷åñêîãî àíàëèçà èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó Origin Pro 8
(Origin Lab Corpîration, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìîðôîëîãèè ÍÃ èñïîëüçîâàëè äâà
ìåòîäà ôèêñàöèè: 99.8%-íûì ìåòàíîëîì â òå÷åíèå 5 ìèí
ñ ïîñëåäóþùåé «æåñòêîé» îòìûâêîé äèñòèëëèðîâàííîé
âîäîé ëèáî 2.5%-íûì ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì â òå÷åíèå
20 ìèí ñ «ìÿãêîé» ïîñòàäèéíîé îòìûâêîé â äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäå ìåòîäîì ïîëíîãî ïîãðóæåíèÿ ïðåïàðàòîâ â
÷àøêè Ïåòðè.

Ïîäñ÷åò ôàãîöèòàðíîãî èíäåêñà ïðàêòè÷åñêè íåâîç-
ìîæåí ïðè èñïîëüçîâàíèè â êà÷åñòâå ôèêñèðóþùåãî
àãåíòà ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà (ðèñ. 1, à), ïîñêîëüêó ïðè
äàííîì ìåòîäå ôèêñàöèè öèòîïëàçìàòè÷åñêîå ñîäåðæè-
ìîå îêàçûâàåòñÿ ñêîíöåíòðèðîâàííûì âîêðóã ÿäðà è (çà
ðåäêèì èñêëþ÷åíèåì — ðèñ. 2, â) îïðåäåëèòü âíóòðèêëå-
òî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ áàêòåðèé íåëüçÿ. Ïîñêîëüêó ãëó-
òàðîâûé àëüäåãèä êàê ôèêñèðóþùèé àãåíò äåéñòâóåò äî-
ñòàòî÷íî ìåäëåííî, îöåíèòü ìîðôîëîãèþ ïñåâäîïîäèé
ñëîæíåå, ÷åì ïðè ôèêñàöèè ìåòàíîëîì (ðèñ. 1, à, á). Ïðè
ôèêñàöèè ìåòàíîëîì êëåòêà ïðàêòè÷åñêè ìãíîâåííî ëè-
øàåòñÿ âîäû, ïîýòîìó ñòðóêòóðû, îáðàçóþùèåñÿ â ìî-
ìåíò âîçäåéñòâèÿ ôèêñèðóþùåãî àãåíòà, îñòàþòñÿ ñâÿ-
çàííûìè ñ ïîäëîæêîé è õîðîøî âèçóàëèçèðóþòñÿ.

ÍÃ ïîëíîñòüþ ðàñïëàñòàíû ïî ïîâåðõíîñòè ïîäëîæ-
êè, îò÷åãî òîïîãðàôèÿ âíóòðåííåé ñòðóêòóðû ñòàíîâèòñÿ
îò÷åòëèâî âûðàæåííîé. Ýòî ïîçâîëÿåò íå òîëüêî îïðåäå-
ëèòü íàëè÷èå áàêòåðèé âíóòðè ÍÃ, íî â íåêîòîðûõ ñëó÷à-
ÿõ äàæå ïîäñ÷èòàòü ôàãîöèòàðíûé èíäåêñ. Îñíîâíûå
ìîðôîëîãè÷åñêèå ïàðàìåòðû ÍÃ (äèàìåòð è âûñîòà êëå-
òîê) çíà÷èòåëüíî ìåíÿþòñÿ ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçíûõ
âàðèàíòîâ ôèêñàöèè (Ïëåñêîâà è äð., 2005), íî ïîñêîëüêó
ñ ìåòàíîëîì óäàåòñÿ õîðîøî âèçóàëèçèðîâàòü îñîáåííî-
ñòè ïñåâäîïîäèé è ïîäñ÷èòàòü ôàãîöèòàðíûé èíäåêñ, ïðè
íåîáõîäèìîñòè ðàáîòû ñ ôèêñèðîâàííûìè ïðåïàðàòàìè
ïðåäïî÷òåíèå ñëåäóåò îòäàòü åìó.

Òîíêèå ïëîñêèå âûñòóïû, îáðàçîâàííûå ñèëüíî àäãå-
çèðîâàííûìè ëåéêîöèòàìè, íàçûâàþò ëàìåëëîïîäèÿìè.
Äâèæåíèå ëàìåëëîïîäèé ïåðåäíåé êðîìêè êëåòêè îáó-
ñëîâëåíî ðîñòîì ðàçâåòâëåííûõ àêòèíîâûõ ñåòåé, ïåðå-
êðåñòíî ñâÿçûâàþùèõñÿ ÷åðåç êîìïëåêñ Arp2/3 (Fritz-La-
ylin et al., 2017). Áîëåå øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííàÿ ôîðìà
äâèæåíèÿ êëåòîê òðåáóåò ëèøü ñëàáîãî íåñïåöèôè÷åñêî-
ãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñ âíåêëåòî÷íîé ñðåäîé, è ñêîðîñòü
äâèæåíèÿ, òàêèì îáðàçîì, íà íåñêîëüêî ïîðÿäêîâ ïðåâû-
øàåò äâèæåíèå íà îñíîâå àäãåçèè (Loomis et al., 2012).
Ýòîò ñïîñîá êëåòî÷íîé ìèãðàöèè ñâÿçàí ñ îáðàçîâàíèåì
ñëîæíûõ òðåõìåðíûõ ïñåâäîïîäèé, êîòîðûå ñôîðìèðî-
âàíû ðàçâåòâëåííûìè ñåòÿìè àêòèíîâûõ ôèëàìåíòîâ. Ïî
âñåé âåðîÿòíîñòè, êîìïëåêñíûå ïñåâäîïîäèè âàæíû íå
ñòîëüêî äëÿ íàïðàâëåííîãî õåìîòàêñèñà, ñêîëüêî äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ îêðóæàþùåé ñðåäû (Leithner et al., 2016; Var-
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gas et al., 2016). Â ÷àñòíîñòè, îíè îòâå÷àþò çà ïðîöåññ ôà-
ãîöèòîçà. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïî èññëåäîâàíèþ ôàãîöèòîçà
íà ôèêñèðîâàííûõ îáðàçöàõ î÷åâèäíî, ÷òî è ïñåâäî-
ïîäèè, è ëàìåëëîïîäèè ñïîñîáíû ïðèíèìàòü ñàìîå àê-
òèâíîå ó÷àñòèå â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà (ðèñ. 2). Ôîðìè-
ðóþùèåñÿ ïñåâäîïîäèè è ëàìåëëîïîäèè äîñòàòî÷íî óíè-

âåðñàëüíû è íå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðè-
çíàêàì ïðè ôàãîöèòîçå S. aureus 2879 Ì è E. coli 321
(ðèñ. 2, á, â). Âìåñòå ñ òåì îïñîíèçàöèÿ ìîæåò ñóùåñò-
âåííûì îáðàçîì îêàçàòü âëèÿíèå íà õàðàêòåð ôîðìèðóå-
ìûõ ïñåâäîïîäèé. Â ÷àñòíîñòè, ÷åðåç 5 ìèí âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ îïñîíèçèðîâàííûì S. aureus 2879 Ì ÍÃ îáðàçóåò
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Ðèñ. 2. Îáðàçîâàíèå âíåêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ïðè ôàãîöèòîçå áàêòåðèé.

Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû ëàìåëëîïîäèè (à) è ïñåâäîïîäèè (á) ïðè ôàãîöèòîçå íåîïñîíèçèðîâàííûõ Staphylococcus aureus 2879 M, ïñåâäîïîäèè ïðè ôà-
ãîöèòîçå íåîïñîíèçèðîâàííûõ Escherichia coli 321 (â) è õîðîøî ðàçâèòûå ïñåâäîïîäèè ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ îïñîíèçèðîâàííîãî S. aureus
2879 M (ã). ä — ýêðàíèðîâàíèå ïñåâäîïîäèé îïñîíèçèðîâàííûì S. aureus 2879 M ÷åðåç 10 ìèí êîèíêóáàöèè ñ íåéòðîôèëüíûìè ãðàíóëîöèòàìè.

Ðèñ. 1. ÀÑÌ-èçîáðàæåíèÿ ôèêñèðîâàííûõ íåéòðîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòîâ ïîñëå èíêóáàöèè ñ Escherichia coli 321 è ôèêñàöèè
2.5%-íûì ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì (à, â), ïîñëå èíêóáàöèè ñî Staphylococcus aureus 2879 M è ôèêñàöèè ìåòàíîëîì (á).

â — ñòðåëêàìè îòìå÷åíû áàêòåðèè E. coli 321, ïîãëîùåííûå íåéòðîôèëüíûì ãðàíóëîöèòîì, êîòîðûå âèäíû ïîñëå ôèêñàöèè 2.5%-íûì ãëóòàðîâûì
àëüäåãèäîì (èñêëþ÷èòåëüíûé ñëó÷àé).



äëèííûå, âûðàæåííûå, õîðîøî ðàçâåòâëåííûå ïñåâäîïî-
äèè (ðèñ. 2, ã), à óæå ÷åðåç 10 ìèí ïñåâäîïîäèè íå îïðåäå-
ëÿþòñÿ èç-çà àêòèâíî ñâÿçàâøåãîñÿ ñ íèìè ñòàôèëîêîêêà
(ðèñ. 2, ä).

Ïîñëå ôèêñàöèè ìåòàíîëîì ìàçêè èññëåäîâàëè ìåòî-
äîì ÀÑÌ, îïðåäåëÿÿ èç 100 êëåòîê ÷èñëî ÍÃ, ôàãîöèòè-
ðîâàâøèõ îäíó áàêòåðèþ è áîëåå (ôàãîöèòàðíûé èíäåêñ).
Äëÿ èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè ôàãîöèòîçà ìàçêè ôèêñèðî-
âàëè ÷åðåç 3, 5, 10 è 15 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ îïñîíèçè-
ðîâàííûõ S. aureus 2879 Ì èëè E. coli 321 è ÷åðåç 5, 10,
15 è 20 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ íåîïñîíèçèðîâàííûõ
øòàììîâ (ðèñ. 3).

È äëÿ îïñîíèçèðîâàííûõ, è äëÿ íåîïñîíèçèðîâàííûõ
áàêòåðèé íàáëþäàëè ñõîäíóþ òåíäåíöèþ: S. aureus 2879
Ì áîëåå àêòèâíî ïîãëîùàåòñÿ ÍÃ, ÷åì E. coli 321. Áîëåå
àêòèâíîå ïîãëîùåíèå íåîïñîíèçèðîâàííîãî ñòàôèëîêîê-
êà ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî ðàçëè÷èÿìè â PAMP ó ãðàìïî-
ëîæèòåëüíûõ è ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé. Âûÿâëåíî,
íàïðèìåð, ÷òî áåëîê, ðàñïîçíàþùèé ïåïòèäîãëèêàí
(PGRP), ñ ãîðàçäî áîëüøåé àôôèííîñòüþ ñâÿçûâàåòñÿ ñ
ïåïòèäîãëèêàíîì, ÷åì ñ ëèïîïîëèñàõàðèäîì (Yang et al.,
2017). Ïîìèìî ðàçíîé ñïåöèôèêè è àôôèííîñòè ñâÿçûâà-
íèÿ íåëüçÿ ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü âîçìîæíóþ ýêðàíèðó-
þùóþ ôóíêöèþ òàêèõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð, êàê, íàïðè-
ìåð, ïåðèòðèõèè è ôèìáðèè, ó E. coli.

Â ñëó÷àå ñ îïñîíèçèðîâàííûì S. aureus 2879 Ì âñå
îñíîâíûå ãðóïïû îïñîíèíîâ (IgG, C3b è iC3b) ñâÿçûâà-
þòñÿ íà ïîâåðõíîñòè ñòàôèëîêîêêà, îáóñëîâëèâàÿ èñêëþ-
÷èòåëüíî îïñîíè÷åñêóþ ôóíêöèþ è ïîãëîùåíèå áàêòå-
ðèé ÍÃ â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà. ×òî êàñàåòñÿ ãðàìîòðèöà-
òåëüíûõ áàêòåðèé, IgG ìîãóò çàïóñêàòü êëàññè÷åñêèé
êàñêàä àêòèâàöèè êîìïëåìåíòà, à iC3b — àëüòåðíàòèâ-
íûé êàñêàä êîìïëåìåíòà. Ñèñòåìà êîìïëåìåíòà, â ñâîþ
î÷åðåäü, â çàâèñèìîñòè îò îñîáåííîñòåé ëèïîïîëèñàõàðè-
äà êëåòî÷íîé ñòåíêè ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ìîæåò
ðåàëèçîâûâàòü è íå âíóòðèôàãîöèòàðíóþ ñèñòåìó êèë-
ëèíãà áàêòåðèé, à óíè÷òîæåíèå E. coli 321 çà ñ÷åò ôîðìè-
ðîâàíèÿ ìåìáðàííî-àòàêóþùåãî êîìïëåêñà (Pleskova
et al., 2004).

Âìåñòå ñ òåì îáùåå èçìåíåíèå äèíàìèêè ôàãîöèòîçà
îïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé áûëî îäèíàêîâûì, è ïîãëî-
ùåíèå íàñòóïàëî áûñòðåå (äëÿ îïñîíèçèðîâàííîãî
S. aureus 2879 Ì 50%-íûé ôàãîöèòîç íàñòóïàë óæå ÷åðåç
2 ìèí, äëÿ îïñîíèçèðîâàííîé E. coli 321 — ÷åðåç 7 ìèí).
Äëÿ íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé ýòî âðåìÿ ñîñòàâèëî
7 è 11 ìèí ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè ýòîì ôàãîöèòàðíûé èí-
äåêñ (êîëè÷åñòâî ÍÃ, ôàãîöèòèðîâàâøèõ áàêòåðèè) áûë
âûøå äëÿ îïñîíèçèðîâàííûõ øòàììîâ. Â ÷àñòíîñòè, ÷å-
ðåç 15 ìèí ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè ñ îïñîíèçèðîâàííûì
S. aureus 2879 Ì ôàãîöèòàðíûé èíäåêñ ñîñòàâèë 90 %,
òîãäà êàê äëÿ íåîïñîíèçèðîâàííîãî øòàììà çà ýòî æå
âðåìÿ — òîëüêî 70 %.

Àíàëîãè÷íóþ òåíäåíöèþ íàáëþäàëè è äëÿ E. coli
321: ÷åðåç 15 ìèí ñîâìåñòíîé èíêóáàöèè ñ îïñîíèçèðî-
âàííûì øòàììîì E. coli 321 ÷èñëî ôàãîöèòèðîâàâøèõ
ÍÃ ñîñòàâèëî 80 %, à ñ íåîïñîíèçèðîâàííûì — 60 %. Òà-
êèå ñóùåñòâåííûå ðàçëè÷èÿ îáóñëîâëåíû îäèíàêîâûìè
óñëîâèÿìè ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïî èçó÷åíèþ ôàãî-
öèòîçà. Âìåñòå ñ òåì íåäàâíî âûÿâëåí ôàêò, ÷òî ôàãîöè-
òîç ñóñïåíäèðîâàííûìè ÍÃ áàêòåðèé çàâèñèò îò îïñîíè-
çàöèè, òîãäà êàê àäãåçèðîâàííûå ôàãîöèòû ïîãëîùàþò
ïðåèìóùåñòâåííî íåîïñîíèçèðîâàííûå ìèêðîîðãàíèçìû
(Lu et al., 2014; Van Kessel et al., 2014).

Îñîáåííîñòè ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé... 627

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ôàãîöèòàðíîãî èíäåêñà îïñîíèçèðîâàííûõ
(à) è íåîïñîíèçèðîâàííûõ (á) Staphylococcus aureus 2879 M è

Escherichia coli 321 â ïðîöåññå èíêóáàöèè.

Ðèñ. 4. Îáðàçîâàíèå õîðîøî ðàçâèòûõ ïñåâäîïîäèé æèâûì
íåéòðîôèëüíûì ãðàíóëîöèòîì, íàõîäÿùèìñÿ â PBS, ÷åðåç
10 ìèí ïîñëå äîáàâëåíèÿ îïñîíèçèðîâàííûõ Staphylococ-

cus aureus 2879 M.



Ðåçóëüòàòû ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé ÍÃ â äèíà-
ìèêå ïîñëå ðåàëèçàöèè ïðîöåññà ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðî-
âàííîãî S. aureus 2879 Ì ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4 è 5. Õî-
ðîøî âèäíî, ÷òî ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå âíåñåíèÿ îïñîíèçè-
ðîâàííîãî S. aureus 2879 Ì ÍÃ îáðàçóåò âûðàæåííûå
ïñåâäîïîäèè ïðè èññëåäîâàíèè âèòàëüíûõ ÍÃ (ðèñ. 4).
Îïðåäåëåíèå îñíîâíûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ ÍÃ
ïðîâîäèëè ñ 10-ìèíóòíûì èíòåðâàëîì ñïóñòÿ 140 ìèí
ïîñëå âíåñåíèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ ê êëåòêàì (ðèñ. 5).

Î÷åâèäíî, ÷òî óæå ïî îêîí÷àíèè ïðîöåññà ôàãîöèòî-
çà â ÍÃ ïðîäîëæàåòñÿ àêòèâíîå äâèæåíèå, ïî âñåé âåðî-
ÿòíîñòè ñâÿçàííîå ñ ïðîöåññàìè âíóòðèêëåòî÷íîãî ìèê-
ðîáíîãî êèëëèíãà. Óäàëîñü âûÿâèòü íåêîòîðûå ñòðóêòóð-
íî-ìîðôîëîãè÷åñêèå ïåðåñòðîéêè êëåòêè: ïîñòîÿííîå
äâèæåíèå ýëåìåíòîâ öèòîñêåëåòà, êîòîðîå íå ñâÿçàíî ñ
ïåðåìåùåíèåì êëåòîê, à òîëüêî ñ äâèæåíèåì ãðàíó-
ëÿðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî ñîäåðæèìîãî (ðèñ. 5, â); ïî-
ñòîÿííî èçìåíÿþùååñÿ ðàññòîÿíèå ìåæäó ñåãìåíòàìè
ÿäðà, êîëåáàíèÿ îáúåìà ÿäåð (ðèñ. 5, à, á), ñîîòâåòñòâåííî
ïðè óâåëè÷åíèè îáúåìà ñåãìåíòîâ ÿäåð ìåæñåãìåíòàðíîå
ðàññòîÿíèå óìåíüøàåòñÿ; ïîñòîÿíûå êîëåáàíèÿ îáúåìà
êëåòêè.

Èññëåäîâàíèÿ äèíàìèêè ôàãîöèòîçà ñ âûñîêèì ðàçðå-
øåíèåì â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè áûëè ïðîâåäåíû
âïåðâûå. Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðîöåññå êèëëèíãà ôàãîöè-
òèðîâàííûõ áàêòåðèé çàäåéñòâîâàíû íå òîëüêî ýëåìåíòû
öèòîñêåëåòà êëåòêè, íî è ÿäðî, ñóäÿ ïî ñòðóêòóðíî-ìîð-
ôîëîãè÷åñêèì èçìåíåíèÿì ÍÃ. Êðîìå òîãî, íóæíî îòìå-
òèòü, ÷òî â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå
îáúåìà ÿäðà (â ñðåäíåì íà 31 %), òîãäà êàê ïëîùàäü ïî-
âåðõíîñòíîé àäãåçèè íå èçìåíÿåòñÿ.

Äëÿ ÍÃ, êîòîðûå â ïðîöåññå äèàïåäåçà èñïûòûâàþò
ñèëó ñîïðîòèâëåíèÿ ñî ñòîðîíû ýíäîòåëèîöèòîâ 100 ïÍ
(Edmondson et al., 2005), âàæíûì ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ î ðè-
ãèäíîñòè ìåìáðàííî-öèòîñêåëåòíîãî êîìïëåêñà. Ìåòîä
ÀÑÌ ïîçâîëÿåò íå òîëüêî ïðîâîäèòü äèíàìè÷åñêèå íà-
áëþäåíèÿ â ôèçèîëîãè÷íîé ñðåäå, íî è ñíèìàòü âÿçêîóï-
ðóãèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí. Èñïîëüçóÿ ìå-
òîä FS-ñïåêòðîñêîïèè è ìîäåëü Ãåðöà, ìû îïðåäåëèëè
ìîäóëü Þíãà. Ðåçóëüòàòû åãî èçìåíåíèÿ ïðè ôàãîöèòîçå
îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ S. aureus 2879
Ì è E. coli 321 ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Âèäíî, ÷òî â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà ïðîèñõîäèò çíà÷è-
òåëüíîå ñíèæåíèå ðèãèäíîñòè ìåìáðàíî-öèòîñêåëåòíî-

628 C. Í. Ïëåñêîâà è äð.

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèÿ îñíîâíûõ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ íåéòðîôèëüíûõ ãðàíóëîöèòîâ â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà íåîïñîíèçèðî-
âàííûõ øòàììîâ Staphylococcus aureus 2879 Ì (à) è Escherichia coli 321 (á) è ÀÑÌ-èçîáðàæåíèÿ æèâîãî íåéòðîôèëüíîãî ãðàíó-

ëîöèòà â äèíàìèêå ïîñëå èíêóáàöèè ñ îïñîíèçèðîâàííûì S. aureus 2879 M (â).

Ïî îñè îðäèíàò: ÎÊ — îáúåì êëåòêè, ìêì3 (êðèâàÿ 1), ÏÊ — ïëîùàäü êëåòêè, ìêì2 (êðèâàÿ 2), Îß — îáúåì ÿäðà, ìêì3 (êðèâàÿ 3), Ð — ðàññòîÿíèå, ìêì
(êðèâàÿ 4). Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 6 ìêì.



ãî êîìïëåêñà ÍÃ, ïðè÷åì ÷åì èíòåíñèâíåå èäåò ïðîöåññ
ôàãîöèòîçà (â ñëó÷àå ñ îïñîíèçèðîâàííûìè áàêòåðèÿìè),
òåì ìåìáðàíà ìåíåå ðèãèäíà.

Èññëåäîâàíèå îñíîâíûõ áèîõèìè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ
ÍÃ â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñî-
íèçèðîâàííûõ øòàììîâ (òàáë. 2) ïîêàçàëî, ÷òî êèñëîðîä-
çàâèñèìûé ìåòàáîëèçì ÍÃ íå èçìåíÿåòñÿ â çàâèñèìîñòè
îò íàëè÷èÿ èëè îòñóòñòâèÿ îïñîíèíîâ íà ïîâåðõíîñòè
áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê, ïîñêîëüêó è ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçà, è
ìèåëîïåðîêñèäàçà (ÌÏÎ) èçìåíÿþòñÿ ñòàòèñòè÷åñêè çíà-
÷èìî ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (íåôàãîöèòèðîâàâøèå
ÍÃ), òîãäà êàê ðàçëè÷èé ìåæäó ãðóïïàìè îïñîíèçèðîâàí-
íûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé íå âûÿâëåíî. Èíòå-
ðåñíî, ÷òî ýòè ðåçóëüòàòû ñîîòâåòñòâóþò èññëåäîâàíèÿì
Âàíäåðáðóê-Ãðàóëñà ñ ñîàâòîðàìè, êîòîðûå âïåðâûå ïî-
êàçàëè, ÷òî âûáðîñ ëèçîñîìàëüíûõ ôåðìåíòîâ, óðîâåíü
ÌÏÎ è îáðàçîâàíèå ñóïåðîêñèäíîãî àíèîíà îäèíàêîâû
âî âðåìÿ ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ èëè íåîïñîíèçè-
ðîâàííûõ ñòàôèëîêîêêîâ (Vandenbroucke-Grauls et al.,
1987).

Â òî æå âðåìÿ ïðîöåññ îïñîíèçàöèè îêàçûâàåò ñóùå-
ñòâåííîå âëèÿíèå íà êèñëîðîäíåçàâèñèìûé ìåòàáîëèçì
ÍÃ. Â ÷àñòíîñòè, ìû âûÿâèëè àêòèâàöèþ êèñëîé ôîñôà-

òàçû (ÊÔ) ïðè ôàãîöèòîçå îïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé,
òîãäà êàê â ðåàêöèÿõ ñ íåîïñîíèçèðîâàííûìè áàêòåðèÿìè
ðàçëè÷èé ñ êîíòðîëåì íå îáíàðóæåíî. Åùå áîëåå âûðà-
æåííûå èçìåíåíèÿ îáíàðóæåíû äëÿ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû
(ÙÔ), ïîñêîëüêó àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ïîäàâëÿåòñÿ ïðè
ôàãîöèòîçå íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé è ïî ñðàâíå-
íèþ ñ îïñîíèçèðîâàííûìè øòàììàìè, è ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì. Â òî æå âðåìÿ àêòèâíîñòü ÙÔ ñòàòèñòè÷åñêè
çíà÷èìî âîçðàñòàëà ïðè ôàãîöèòîçå îïñîíèçèðîâàííûõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ñîîòíîøåíèå áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ê ÍÃ, èñïîëüçóå-
ìîå â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ (500 : 1), âûçûâàëî ïîäàâëå-
íèå ñèíòåçà ëèçîñîìàëüíî-êàòèîííûõ áåëêîâ â ïðîöåññå
ôàãîöèòîçà âñåõ èññëåäóåìûõ âàðèàíòîâ áàêòåðèé, îäíà-
êî îïñîíèçàöèÿ S. aureus 2879 Ì è E. coli 321 óìåíüøàåò
ðàñõîä íåôåðìåíòíûõ áåëêîâ (òàáë. 2).

Ïðîöåññ ôàãîöèòîçà íå âëèÿåò íà óðîâåíü ôîñôîëè-
ïèäîâ êëåòêè, â òî æå âðåìÿ óðîâåíü ãëèêîãåíà çíà÷è-
òåëüíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè ôàãîöèòîçå îïñîíèçèðîâàííûõ
áàêòåðèé.

Òàêèì îáðàçîì, ñðàâíåíèå ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðî-
âàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé âûÿâèëî ðàçíè-
öó â ìîðôîëîãèè ïñåâäîïîäèé, äèíàìèêå ïðîöåññà ôàãî-
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Ò à á ë è ö à 1

Èçìåíåíèå ðèãèäíîñòè ìåìáðàííî-öèòîñêåëåòíîãî êîìïëåêñà ÍÃ (ìîäóëü Þíãà)
â ïðîöåññå ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé

Êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà
áåç ôàãîöèòîçà

Ìîäóëü Þíãà, êÏà

Ôàãîöèòîç

S. aureus 2879 M E. coli 321

ÎÏÑ+ ÎÏÑ– ÎÏÑ+ ÎÏÑ–

28.63 ± 3.33 13.67 ± 3.27à, á 24.16 ± 7.37á 16.55 ± 7.77à, á 29.54 ± 3.21á

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì; á ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçè-
ðîâàííûõ áàêòåðèé ïî äàííûì 12 ýêñïåðèìåíòîâ, Ð < 0.05. ÎÏÑ+ è ÎÏÑ– – îïñîíèçèðîâàííûå è íåîïñîíèçèðîâàííûå
øòàììû ñîîòâåòñòâåííî.

Ò à á ë è ö à 2

Èçìåíåíèå áèîõèìè÷åñêîãî ïðîôèëÿ ÍÃ â ðåçóëüòàòå ôàãîöèòîçà
îïñîíèçèðîâàííûõ/íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé

Ôåðìåíòû/
çàïàñíûå
âåùåñòâà

Êîíòðîëü

Íåîïñîíèçèðîâàííûå áàêòåðèè Îïñîíèçèðîâàííûå áàêòåðèè

S. Aureus
2879 Ì

E. Coli
321

S. Aureus
2879 Ì

E. Coli
321

ÍÀÄÔÍìâ 25.3 ± 1.5 (n = 9) 61.20 ± 5.31à (n = 9) 62.78 ± 5.17à (n = 9) 61.80 ± 3.76à (n = 12) 64.00 ± 3.25à (n = 12)

ÍÀÄÔÍñâ 41.2 ± 2.7 (n = 9) 66.10 ± 5.21à (n = 9) 68.70 ± 4.36à (n = 9) 68.70 ± 3.4à (n = 12) 69.80 ± 3.01à (n = 12)

ÌÏÎ 1.05 ± 0.05 (n = 10) 1.30 ± 0.11à (n = 10) 1.29 ± 0.18à (n = 10) 1.44 ± 0.18à (n = 10) 1.34 ± 0.11à (n = 10)

ÊÔ 1.61 ± 0.05 (n = 12) 1.63 ± 0.16 (n = 12) 1.63 ± 0.18 (n = 12) 1.79 ± 0.11à, á (n = 12) 1.76 ± 0.09à, á (n = 12)

ÙÔ 0.75 ± 0.07 (n = 12) 0.55 ± 0.16à (n = 12) 0.54 ± 0.08à (n = 12) 1.32 ± 0.27à, á (n = 12) 1.41 ± 0.26à, á (n = 12)

ÊÁ 1.54 ± 0.10 (n = 12) 1.10 ± 0.18à (n = 12) 1.04 ± 0.17à (n = 12) 1.31 ± 0.17à, á (n = 12) 1.34 ± 0.15à, á (n = 12)

Ãëèêîãåí 1.77 ± 0.18 (n = 12) 1.76 ± 0.45 (n = 12) 1.57 ± 0.37 (n = 12) 2.13 ± 0.38à (n = 12) 2.31 ± 0.35à, á (n = 12)

ÔË 2.72 ± 0.05 (n = 12) 2.68 ± 0.19 (n = 12) 2.70 ± 0.21 (n = 12) 2.69 ± 0.22 (n = 12) 2.79 ± 0.18 (n = 12)

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì, Ð < 0.05; á ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè ôàãîöèòîçà îïñîíèçèðîâàííûõ è íåîïñîíèçèðîâàííûõ áàêòåðèé,
Ð < 0.05. ÍÀÄÔÍìâ — ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçà ïðè ìîíîâîçäåéñòâèè, ÍÀÄÔÍñâ — ÍÀÄÔÍ-îêñèäàçà ïðè ñî÷åòàííîì âîçäåéñòâèè, ÌÏÎ —
ìèåëîïåðîêñèäàçà, ÊÔ — êèñëàÿ ôîñôàòàçà, ÙÔ — ùåëî÷íàÿ ôîñôàòàçà, ÊÁ — êàòèîííûå áåëêè, ÔË — ôîñôîëèïèäû, n — ÷èñëî ýêñïåðèìåíòîâ.



öèòîçà, ðèãèäíîñòè ìåìáðàíî-öèòîñêåëåòíîãî êîìïëåêñà
è ðåàëèçàöèè êèñëîðîäíåçàâèñèìîãî ìåòàáîëèçìà ÍÃ.
S. aureus ïîãëîùàåòñÿ ÍÃ áîëåå àêòèâíî, ÷åì E. coli, îä-
íàêî ýòî íèêàê íå îòðàæàåòñÿ íà áèîõèìè÷åñêîì ïðîôèëå
ÍÃ, íî îòðàæàåòñÿ íà ðèãèäíîñòè ìåìáðàííî-öèòîñêåëåò-
íîãî êîìïëåêñà êëåòêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10179).
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FEATURES OF PHAGOCYTOSIS OF OPSONIZED AND NONOPSONIZED

BACTERIA STAPHYLOCOCCUS AUREUS AND ESÑHERICHIA COLI BY HUMAN

NEUTROPHIL GRANULOCYTES, STUDIED BY ATOMIC FORCE MICROSCOPY
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The differences in the process of the phagocytosis of opsonized and nonopsonized Staphylococcus aureus
2879 M and Escherichia coli 321 were studied. The differences in the features of pseudopodia in phagocytosis
of opsonized and nonopsonized bacteria by neutrophil granulocytes (NG) were identified, while the differences
in the features of pseudopodia in reactions on gram-positive and gram-negative microorganisms were not detec-
ted. A change of the nuclei volume, their movement, fluctuations in the nucleuses inter-segment distance, and
an insignificant increase of the volume of NG on the late stages of phagocytosis were observed for the first time
in dynamic. For the first time a decrease of the rigidity of NG membrane-cytoskeleton complex, correlated with
the intensity of phagocytosis and bacteria opsonization were observed. It was defined that the opsonization does
not influence on the NG oxygen-dependent metabolism, but at the same time it is significantly influence on the
oxygen-independent mechanisms.

K e y w o r d s: neutrophil granulocytes, phagocytosis, opsonization, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, pseudopodia, atomic force microscopy, rigidity of the membrane-cytoskeleton complex
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