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Клетки моноцитарного происхождения в силу
доступности методов их выделения, фракциони�
рования и культивирования из периферической
крови служат удобной моделью для изучения ряда
общих цитофизиологических закономерностей.
Функциональные свойства клеток моноцитарно�
го происхождения настолько многообразны, что
их неполноценность, как следствие или причина
патологического процесса, со временем неизбеж�
но формирует системное поражение организма,
сопровождающееся иммунологической недоста�
точностью [1–3]. В процессе дифференцировки
из промиелоцита в моноцит на поверхности плаз�
матической мембраны образуются многочислен�
ные рецепторы, принимающие участие в процес�
сах адгезии, эндо� и фагоцитоза, межклеточного
взаимодействия и восприятия регуляторных воз�
действий [4]. Популяция моноцитов у человека
идентифицируется по экспрессии специфичного
рецептора – кластера дифференцировки 14 (сlus�
ter of differentiation – CD), а субпопуляции – по
степени его выраженности на мембране, а также
наличия дополнительного рецептора – CD16 [5].
Субпопуляция моноцитов, имеющая высокую сте�
пень экспрессии рецептора CD14 и отсутствие –
CD16, относится к “классическим”, составляющим
у здоровых взрослых людей 90–95% от общего чис�
ла моноцитов, а субпопуляция с экспрессией CD16
(CD14+, CD16+) – к “провоспалительным” [6]. 

Система мононуклеарных фагоцитов филоге�
нетически относится к древней линии защиты

организма. На каждой эволюционной ступени
видов от простейших одноклеточных до млеко�
питающих выявляются клетки, способные к фа�
гоцитозу [7]. Среди представителей позвоночных
не выявлено существенных различий в характе�
ристиках фагоцитирующих клеток, что определя�
ет эти клетки как объекты для постоянного воз�
действия различных инфекционных агентов, в
том числе вирусов. При длительном сосущество�
вании фагоцитов и вирусов возникают условия
для адгезии вирусных частиц к поверхности мак�
рофагов. Показано, что в процессе прикрепления
вирусов, например флавивирусов – Денге и кле�
щевого энцефалита и полиовируса, принимает
участие гепарансульфатный протеогликан – ре�
цептор макрофагов [8–11]. 

В зависимости от проявляемых свойств ин�
фекционного агента происходит активация клет�
ки. Прямое противовирусное действие макрофагов
реализуется при активации следующих основных
механизмов микробицидности: кислородзависи�
мое, кислороднезависимое и нитроксидобразую�
щее. Кислороднезависимые механизмы активиру�
ются в процессе слияния фагосом и лизосом, а кис�
лородзависимые механизмы играют ведущую роль в
деструкции объекта фагоцитоза. Этот процесс про�
исходит при стимулировании комплекса НАДФ�
оксидазы, также известной как фагоцитарная окси�
даза или оксидаза кислородного взрыва. При ее
участии происходит образование активных форм
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пероксида водорода Н2О2, гидроксильного ради�

кала  и др. Исследования недавних лет пока�
зали, что в стимулированных вирусами и провос�
палительными цитокинами макрофагах, наряду с
продукцией активных метаболитов кислорода,
происходит образование оксида азота [12, 13].
Оксид азота (NO) – это газовая молекула со свой�
ствами свободного радикала, имеющая неспарен�
ный электрон, что придает ей высокую актив�
ность к реакции с кислородом, супероксидным
анион�радикалом и металлами гемсодержащих и
негемовых белков [14]. В макрофагах образование
NO осуществляется двумя путями – нитроксид�
синтазным, при окислении аминокислоты L�ар�
гинин в присутствии фермента синтазы оксида
азота, и нитритредуктазным, действующим в
условиях дефицита кислорода при активации
нитритредуктазных систем, связанных с гемсо�
держащими белками – гемоглобином, миогло�
бином, цитохромоксидазой и др. [15]. Таким об�
разом, нитроксидобразующая активность моно�
цитов (макрофагов) малоизученная при вирусных
инфекциях, представляет определенный интерес,
в точки зрения этих клеток в защите организма. 

Способность вируса вызывать специфическую
морфологическую и функциональную патологию
зараженных им клеток, культивируемых вне орга�
низма, называется цитопатогенностью. Различают
3 типа цитопатогенного эффекта вирусов: цитоли�
тический, трансформирующий, индуктивный [7].
Цитолитический эффект характеризуется общей
деструкцией клетки, которой предшествуют мор�
фологические изменения клеточных органелл и
разрушение митохондрий. При трансформирую�
щем эффекте зараженная вирусом клетка приоб�
ретает способность к неограниченной пролифе�
рации. Индуктивный цитопатический эффект
характеризуется способностью вируса стимули�
ровать инфицированные клетки к продукции
цитокинов. 

Феномен цитопатического эффекта использу�
ют для диагностики, идентификации и титрова�
ния вирусов в культуре клеток. При сравнении в
строго контролируемых условиях нескольких
штаммов вирусов их цитопатогенное действие
может иметь количественное выражение, а его
степень измеряется в количестве вирусных ча�
стиц, необходимых для заражения культуры кле�
ток. При поддержании штаммов вирусов в лабо�
раторных условиях их свойства часто изменяются
как в сторону усиления, так и ослабления, и опре�
деление цитопатогенных свойств вирусов приоб�
ретает особенный смысл, связанный с постанов�
кой различных научных экспериментов. 

Цель работы – сравнительное исследование
особенностей метаболизма макрофагов при зара�
жении вирусами, различающимися по степени

OH −i

вирулентности, и морфологических изменений
этих клеток.

МЕТОДИКА

Первичную культуру макрофагов получали из
перитонеальной полости беспородных белых мы�
шей. Для экспериментов использовали концен�
трацию 2 × 106 кл./мл в среде состава института
памяти Рузвелл Парка (Roswell Park Memorial In�
stitute medium – RPMI) (фирма “Sigma”) с 5% эм�
бриональной бычьей сывороткой (фирма
“ICN”). Суспензию клеток разносили по 100 мкл
в лунки иммунологического плоскодонного
планшета. После 40 мин инкубации в термостате
при 37°С в смешанной атмосфере с присутствием
5% СО2 неадгезированные клетки дважды отмы�
вали теплой средой RPMI и в 200 мкл среды,
включающей 5% эмбриональной бычьей сыво�
ротки, 2 мкм глутамина и 0.2 мкм гентамицина,
оставляли на 3 сут для окончательной дифферен�
цировки клеток. 

Для заражения клеток был взят высоковиру�
лентный штамм “Primorye�73” (Р�73) вируса кле�
щевого энцефалита (ВКЭ), выделенный из мозга
умершего больного клещевым энцефалитом, и
два штамма Primorye�202 и Primorye�69 (Р�202 и
Р�69), выделенные из крови больных лихорадоч�
ной формой заболевания. Также использовали
вирусы сем. Picornaviridae: вакцинный штамм
LSc2ab вируса полиомиелита типа 1 (полиови�
рус); кишечный цитопатогенный вирус�сирота
человека (Enteric Cytopathic Human Orphan –
ECHO) типа 11, вариант В, штамм “Каримов”,
сибирский, увеатропный и вирус Коксаки В типа 1,
прототипный штамм Conn. 5 (вирус Коксаки В1).
Эти вирусы отличались по степени цитопатоген�
ности, определенной на чувствительных к ним
перевиваемых культурах клеток. Наиболее цито�
патогенным был полиовирус (LD100), затем вирус
Коксаки В1 (LD70) и последний по степени цито�
патогенности – энтеровирус ЕСНО11 (LD10). В
экспериментах использовали вируссодержащую
культуральную жидкость перевиваемых клеток,
зараженных вирусами, содержащую 2 lg титра ци�
топатогенного действия при 50% гибели клеток
(ТЦД50). Инкубацию клеток с вирусами проводи�
ли в течение 60 мин, после чего для удаления не�
адгезированных вирусных частиц монослой кле�
ток промывали дважды средой RPMI и продолжа�
ли инкубировать до 24 ч.

Оценка динамики накопления вирусного ан�
тигена в клетках проводилась непрямым методом
флуоресцирующих антител (нМФА). Для этого,
монослой клеток фиксировали в 100° охлажден�
ном метиловом спирте при минус 20°С в течение
30 с, с целью определения вирусного антигена на
фиксированные клетки наслаивали поликло�
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нальную сыворотку иммуноглобулинов мыши
против использованных для заражения макрофа�
гов вирусов в разведении 1 : 64 и объеме 5–20 мкл.
Неспецифическое свечение исключалось путем
инкубирования образцов в течение 1 ч в 3% рас�
творе альбумина на основе рабочего буфера. Пре�
параты выдерживали во влажной камере в тече�
ние 30 мин в термостате при 37°С, потом промы�
вали рабочим буферным раствором с твином. В
качестве флуоресцирующей сыворотки для выяв�
ления антигенов вирусов использовали Zenon La�
beling Kit Alexa Fluor 546 (фирма “Sigma”) против
иммуноглобулина мыши IgG1. 

Образцы просматривали с помощью лазерного
сканирующего конфокального микроскопа
(ЛСКМ). Для измерений использовали водноим�
мерсионный объектив (×40) C – Plan�Apochromat
(числовая апертура 1.4), обеспечивающий разре�
шение около 0.3 мкм в плоскости объектива и
около 0.6 мкм вдоль оптической оси объектива
при сканирующем возбуждении. Размер конфо�
кальных изображений составлял 1024 × 1024 вок�
селей, а время измерения одного изображения –
около 25 с. Для регистрации в клетках меченного
вирусного антигена использовали возбуждение
543 нм (∼20 мкВт на образце, 100%). Световое из�
лучение клеток проходило через одно из трех ди�
хроичных зеркал: NT 80/20, HFT 545; после чего,
с помощью дихроичного зеркала NFT 545 и узко�
полосного фильтра BP 560–615, выделяли спек�
тральный диапазон 560–615 нм, соответствую�
щий эмиссии Alexa Fluor 546. Измеряли спектры
флуоресценции образцов, интенсивность свече�
ния выражали в условных единицах, время на�
блюдения составило до 1 сут.

Определение содержания метаболитов оксида

азота (NO) – нитритов  После инкубирова�
ния при 37°С зараженных вирусом клеток надо�
садок и монослой клеток замораживали и храни�
ли при минус 20°C. К разрушенным макрофагам
добавляли по 100 мкл Грисс реактива, который
состоял из равных объемов 0.1% N�(1�наф�
тил)етилендиамина дигидрохлорида и 1% p�ами�
нобензидин�сульфаниламида (фирма “ICN”), на
основе 2.5% �ного раствора фосфорной кислоты
[16]. После 10 мин контакта определялась опти�
ческая плотность полученных субстратов на
спектрофотометре Multiscan Titertek Plus (“Flow
lab.”, Финляндия) при 540 нм. В качестве контро�
ля использовали образцы с раствором субстрата
незараженных клеток.

Определение активности АТФазы и 5'9нуклео9
тидазы. К монослою клеток добавляли по 20 мкл
субстрата для АТФазы (8 мг АТP на 1 мл трис�
HCl�буфера рН 7.8, содержавшего 87 мг NaCl,
28.7 мг KCl, 52 мг MgCl2 ⋅ 6 H2O) и 5'�нуклеотида�
зы (4 мг АМФ на 1 мл такого же буфера, содержа�
щего 87 мг NaCl и 70 мг MgCl2), образцы оставля�

( ).2NO−

ли на 30 и 60 мин [17]. Реакцию останавливали
добавлением 100 мкл смеси аскорбиновой и мо�
либденовой кислот в соотношении 1 : 1. Через
20 мин оптическая плотность субстратов измеря�
лась на спектрофотометре при длине волны 620 нм. 

Определение активности сукцинатдегидрогена9
зы (СДГ) использовали метод Лойда в собствен�
ной модификации [18].

К фиксированному монослою клеток добав�
ляли 100 мкл субстрата для сукцинатдегидроге�
назы – метилтиазолилтетразолий бромид (МТТ,
3�[4,5�диметилтиазолил�2]�2,5�дифенил тетра�
золиум бромид, фирма “ICN”) 2 мг/мл на основе
фосфатного буфера рН 7.2 с 0.4% MnCl2. Моно�
слой клеток с субстратами инкубировали при
37°C в течение 30 мин. Гранулы диформазана
растворяли добавлением 100 мкл изопропилово�
го спирта, подкисленного 0.04 М HCl, в течение
20 мин. Оптическая плотность субстратов опре�
делялась на спектрофотометре при длине волны
для лактатдегидрогеназы 492 и сукцинатдегид�
рогеназы 540 нм. В качестве контроля использо�
вали образцы с раствором субстрата незаражен�
ных клеток.

Результаты спектрофотометрического иссле�
дования выражали в виде индекса стимулирова�
ния (Т), который вычислялся, как отношение
разности между средними показателями оптиче�
ской плотности растворов, содержащих продукты
реакции зараженных и незараженных вирусами
клеток, к среднему показателю оптической плот�
ности раствора для незараженных клеток в про�
центах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Спектрофотометрический анализ клеток, про�
веденный с помощью лазерной конфокальной
микроскопии, показал, что наибольшее количе�
ство вирусного антигена ВКЭ определялось в
макрофагах, зараженных штаммом Р�69 ВКЭ
(рис. 1а). В этих же пределах выявлялось содержа�
ние антигена в клетках, инфицированных штам�
мом Р�202 (рис. 1б), тогда как при заражении
клеток вирулентным штаммом ВКЭ Р�73, коли�
чество антигенсодержащих клеток статистически
достоверно было ниже (рис. 2а). Таким образом,
установлено, что наиболее активно макрофаги
поглощали слабовирулентные штаммы ВКЭ. В
отношении вирусов сем. Picornaviridae наиболь�
шее количество антигена обнаруживалось в об�
разцах клеток, инфицированных энтеровирусом
ЕСНО11, затем вирусом Коксаки В1 и полиови�
русом (рис. 2б). 

Определение активности ферментов плазма�
леммы макрофагов, к которым относят 5'�нуклео�
тидазу (5'�рибонуклеотидфосфогидролаза, КФ
3.1.3.5.), позволяет оценить степень стимулирова�
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ния клеток. Нами было выявлено повышение ак�
тивности фермента в начальные сроки после зара�
жения (4 ч) макрофагов, которые были инфици�
рованы слабовирулентными штаммами ВКЭ Р�69
и Р�202 и энтеровирусом ECHO11 (рис. 3а, б).
Максимальные значения активности 5'�нуклео�
тидазы отмечались в клетках, после 3 ч заражения
штаммом ВКЭ Р�69. Индекс стимуляции соста�
вил 37.2 ± 2.1%. Для животных, инфицированных
вирулентным штаммом ВКЭ Р�73, этот показа�
тель был равен 4.5 ± 0.9%. В дальнейшем актив�
ность 5'�нуклеотидазы снижалась. Необходимо

отметить высокую активность этого фермента в
клетках, зараженных энтеровирусом ECHO 11.
По�нашему мнению, резкое повышение в началь�
ные сроки инфицирования активности 5'�нуклео�
тидазы указывает на повышение пуринового обме�
на в фагоцитах в ответ на внедрение этих вирусов в
клетки.

При исследовании активности аденозинтри�
фосфатазы (АТФаза, КФ 3.6.1.37) обнаружено до�
стоверное изменение внутриклеточного содержа�
ния фермента в макрофагах, инфицированных

(а)

(б)

(в)

1 2

1

2
3

2
1

3

4

5

6

2

1
4

3

5

Рис. 1. Лазерная сканирующая микроскопия культуры клеток, зараженных вирусами; а – штаммом ВКЭ Р�69; б –
штаммом ВКЭ Р�202; в – штаммом ВКЭ Р�73, 1 ч после заражения, ув. ×800.
1 – специфическое свечение клеток, 2 – области измерения интенсивности флуоресценции.
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слабовирулентными штаммами ВКЭ и энтерови�
русом ЕСНО11 (рис. 3в, г). Необходимо отметить,
что при контакте с энтеровирусом ECHO11 в мак�
рофагах в течение всего периода наблюдения об�
наруживались, по сравнению с клетками, инфи�
цированными остальными вирусами, максималь�
ные значения активности АТФазы. Индекс
стимулирования после 3 ч инкубирования дости�
гал 24.7 ± 1.6%. Таким образом, полученные дан�
ные по активности АТФазы указывают на выра�
женное стимулирование макрофагов в ответ на
заражение вирусами, обладающими сниженным
цитопатогенным действием на клетки. 

Наблюдаемое нами повышение внутриклеточ�
ного содержания ферментов макрофагов, которые
обычно расходуются клетками при различных
пространственных преобразованиях плазмалем�
мы, связано с репродукцией вирусов. Известно,
что в течение процесса репликации вирусов мно�
гих семейств обнаруживается ингибирование экс�
прессии генов клетки�хозяина [19]. Одной из при�

чин этого считают образование в ресурсах клеток
высокого уровня ферментов, таких, как нуклео�
зид трифосфатаз и нуклеотидаз, используемых
при синтезе вирусных компонентов. Причем нук�
леозидтрифосфаты, которые синтезируются при
участии 5'�нуклеотидаз, служат строительными
блоками для вирусной РНК или функционируют
в качестве коферментов. Наряду с этим цитоплаз�
матическая область АТФазы принимает участие в
реакционном цикле фосфорилирования (дефос�
форилирования) при переносе синтезированных
нуклеотидов. Вероятно, увеличение показателей
внутриклеточного содержания 5'�нуклетидазы и
АТФазы в зараженных вирусами макрофагах отра�
жает наличие синтеза вирусных нуклеотидов в фа�
гоцитах.

Для определения цитотоксического действия
инфекционных агентов на клетки используется
тест, основанный на уменьшении количества ме�
тилтиазолилтетразолия бромида (МТТ), включен�
ного в клетки. Преобразование МТТ в формазан
происходит с помощью сукцинатдегидрогеназы
(СДГ, КФ 1.3.5.1) митохондрий, отражающих жиз�
неспособность клеток. 

В течение 1 сут после заражения, по сравне�
нию с контролем, установлено понижение актив�
ности СДГ в макрофагах, зараженных ВКЭ, энте�
ровирусом Коксаки В1 и полиовирусом (рис. 4а).
Различие между показателями активности этого
фермента в клетках, зараженных штаммами ВКЭ,
отличающимися по степени вирулентности, ста�
тистически было недостоверным. Необходимо
отметить, что достоверное повышение внутри�
клеточного содержания СДГ выявлялось только в
макрофагах, зараженных энтеровирусом ECHO
11. Так, после 2 ч инкубирования индекс стиму�
лирования достигал значения 36.1 ± 1.7%, после
чего снижался и вновь повышался к концу срока
наблюдения (42.3 ± 1.8%). Напротив, количество
этого фермента в макрофагах, зараженных энте�
ровирусом Коксаки В1, находилось в пределах
контрольных значений, а в клетках, инфициро�
ванных полиовирусом и ВКЭ, снижалось. Мини�
мальные показатели выявлялись через 4 ч после
заражения и составили –7.8 ± 0.5 и –20 ± 1.7 соот�
ветственно, что указывало на цитотоксическое
действие этих вирусов.

В литературе последних лет особое значение в
ряде кислородзависимых метаболитов, помимо
активных форм кислорода, придается нитроксид�
ным радикалам. При этом указывается на то, что
уровень продукции активных форм NO в этих
клетках коррелирует с такими классическими
критериями стимулирования, как усиленная про�
дукция активных форм кислорода и микробио�
цидность. Нестабильность и высокая реакционная
способность молекулы оксида азота (NO) явля�
ются главными причинами методических трудно�
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стей при его количественной оценке. Для иссле�
дования активности нитроксидзависимой систе�
мы макрофагов, инфицированных вирусами, мы
использовали метод косвенного выявления нит�
рит�аниона при помощи реактива Грисса.

При изучении функциональной активности
макрофагов установлено, что содержание метабо�
литов NO, по сравнению с показателями для не�

зараженных клеток, повышалось через 2 ч после
инфицирования вирусами (рис. 4б). В этот период
индекс стимулирования для клеток, зараженных
вирулентным штаммом Р�73, составил 0.9 ± 0.1%,
тогда как для макрофагов, инфицированных сла�
бовирулентными штаммами Р�69 и Р�202 – 6.7 ±
± 0.4% и 1.78 ± 0.1% соответственно. В дальней�
шем показатели содержания метаболитов NO в
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макрофагах, зараженных слабовирулентными
штаммами ВКЭ, превышали таковые для клеток,
инфицированных вирулентным штаммом Р�73
почти в 2 раза. Таким образом, максимальная
NO�образующая активность клеток выявляется в

начальные сроки после заражения и зависит от
свойств раздражающего агента. Интерес пред�
ставляют также данные исследования содержа�
ния метаболитов NO в макрофагах, инфициро�
ванных энтеровирусами и полиовирусом. Повы�
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шение количества нитритов отмечалось в
начальные сроки инкубирования, снижаясь в по�
следующем в макрофагах, зараженных энтерови�
русом Коксаки В1 и полиовирусом, и повышаясь
в клетках, контактировавших с энтеровирусом
ЕСНО 11. 

С целью оптимизации оценки цитотоксиче�
ского действия вирусов на макрофаги нами был
использован индекс реактивности клеток (ИРК)
в условных единицах. Этот показатель вычисля�
ется на основании значений оптической плотно�
сти субстратов в цитохимических реакциях, свя�
занных с изменением функциональной активно�
сти клеток после воздействия на них вирусов.
ИРК равен соотношению среднеарифметическо�
го показателя активации клеток (ПАК), заражен�
ных вирусом, к аналогичному показателю для не�
зараженных макрофагов, умноженном на 100.
Целую часть значений ИРК, полученных по каж�
дому параметру функциональной активности,
суммировали, делили на количество ИРК и выра�
жали в условных единицах. Суммарное опреде�
ление ИРКср (по временным промежуткам и
4 параметрам реактивности клеток) четко пока�
зывает различие в степени цитопатогенности ви�
русов (таблица), тогда как сравнение отдельных
значений ИРК не дает возможности в полной
степени судить об этом. На предложенный нами
показатель был оформлен патент на изобретение
“Способ определения степени цитопатогенно�
сти вирусов” и получен приоритетный номер
№ 2011112215 от 30.03.2011. 

На модели in vitro при заражении макрофагов
различными видами вирусов, а также штаммами
ВКЭ, отличающимися по степени вирулентно�
сти, нами былa проверена целесообразность при�
менения разработанного критерия. Из представ�
ленной таблицы видно, что наибольшим цитопато�
генным действием обладали поливирус (93 усл. ед.),
затем энтеровирус Коксаки В1 (96 усл. ед.) и высо�
ковирулентный штамм ВКЭ Р�73 (97 усд.ед.).
Меньшей степенью цитопатогенности обладали
энтеровирус ЕСНО 11 (116 усл.ед.) и слабовиру�

лентные штамм ВКЭ Р�69 и Р�201 (111 и 107 усл.
ед. соответственно). 

Таким образом, предложенный нами показа�
тель, позволяет выразить реагирование макрофа�
гов в цифровых результатах, что более точно отра�
жает воздействие вирусов на клетки, так как сте�
пень цитопатогенности вирусов определяется на
основании цитохимической реакции клеток в от�
вет на заражение с привлечением инструменталь�
ного объективного подсчета данных, что позво�
ляет оценить цитопатогенность вирусов в услов�
ных единицах. Возможность одновременного
определения в одном образце ряда параметров, а
также объективность учета результатов с помо�
щью спектрофотометрии позволяет дать ком�
плексную оценку функционального состояния
клеток, инфицированных вирусами, и с помо�
щью показателя ИРКср судить о степени цитопа�
тогенности конкретного вируса. Данная модель
проста в постановке, легко воспроизводима и
позволяет в короткие сроки (до 1 сут), определить
цитопатогенность вирусов.

Зависимость функциональной активности
клетки от вирулентных свойств вирусов была по�
казана и другими авторами. Так, при заражении
макрофагов слабовирулентным, не способным
воздействовать на нервную ткань организма,
штаммом полиовируса, было определено, что ко�
личество клеток, содержащих вирусный антиген,
было выше, чем в случае инфицирования высо�
ковирулентным, способным воздействовать на
нервную ткань организма, штаммом [20]. Анализ
результатов ультраструктурного исследования
макрофагов, зараженных Бразильскими флави�
вирусами (желтая лихорадка, Росио, Бассаквара и
вируса Сан Луи энцефалита), выявил цитопато�
логические изменения после 3 сут инфицирова�
ния [21]. Эти изменения были однотипными при
заражении клеток разными вирусами и выража�
лись преимущественно в гипертрофии полостей
гладкой и шероховатой эндоплазматической се�
ти, увеличении количествa свободнолежащих в
цитоплазме рибосом. При изучении функцио�

Показатели индекса реактивности клеток (ИРК), зараженных вирусами

ИРК, зараженных
штаммами вирусов

Ферменты Метаболиты
оксида азота NO ИРКср

АТФаза 5'�нуклеотидаза сукцинатдегидрогеназа

ВКЭ Р�73 99 99 91 99 97

ВКЭ Р�69 120 108 100 116 111

ВКЭ Р�202 110 109 101 109 107

Энтеровирус Коксаки B1 94 91 100 100 96

Полиовирус 97 91 93 93 93

Энтеровирус

ECHO11 120 114 122 109 116
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нальной активности макрофагов, зараженных
указанными вирусами, была обнаружена зависи�
мость продукции ими цитокинов (интерлейкин
1β, фактор некроза опухоли α, фактор трансфор�
мации роста β, интерферон 1α) и оксида азота
(NO) от вида вируса, использованного для инфи�
цирования клетки [22]. Авторами был сделан вы�
вод о селективной способности тестируемых Бра�
зильских флавивирусов регулировать синтез мак�
рофагами цитокинов и NO. В отношении ВКЭ
было показано, что макрофаги более чувстви�
тельны к нейроинвазивному вирулентному для
мышей штамму [23]. Однако при этом с помощью
электронной микроскопии не были определены
морфологические изменения клеток, связанные с
их активацией. Вирусные частицы преимуще�
ственно локализовались в эндоплазматической
сети и других цитозольных структурах клеток, то�
гда как при заражении макрофагов ослабленным,
не способным воздействовать на нервную ткань
организма, штаммом на фоне отсутствия репро�
дукции ВКЭ обнаруживались четко выраженные
морфологические изменения, свидетельствую�
щие о стимулировании клеток. 

Таким образом, основываясь на литературных
и собственных данных, можно сделать вывод о за�
висимости реакции макрофагов не только от вида
вирусов, которыми они были инфицированы, но
и от их вирулентных свойств. Анализ результатов
нашего исследования метаболической активно�
сти макрофагов, зараженных вирусами, показы�
вает, что период активации генома вируса в цито�
плазме клетки�хозяина сопровождается первона�
чальным повышением активности клеточных
ферментов, а период транскрипции РНК вируса и
синтез его компонентов совмещен с наибольшей
ферментативной активностью макрофагов. При
этом, учитывая, что биосинтез компонентов ви�
русной частицы осуществляется с участием фер�
ментов клетки�хозяина, то статистически досто�
верный сдвиг подобной активности может рас�
сматриваться как показатель цитопатогенного
воздействия вируса на клетки. 

В целом, применение высокочувствительных
методов определения активности ферментов и
выявление корреляционной связи между ее изме�
нениями и особенностями взаимодействия виру�
сов с клетками можно отнести к важным способам
идентификации не только репродукции вирусов,
но и дифференцировки типов их цитопатогенного
действия, а также разграничения его степени. 

Исследование выполнено при финансовой
поддержке Международного научно�техническо�
го центра (государственный контракт 4006).
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Biochemical Markers of Virus Cytopathogenicity in Macrophages
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Abstract—The results of macrophage metabolism studies at their infection by viruses differing in the level of
virulence are presented. With the purpose of optimizing the estimation of viral cytopathogenic effects on
macrophages, an index of cell reactions, which allows one to reveal the degree of virus influence in standard
units, is offered. Generally, the application of high�sensitivity methods for functional activity determination
and identification of the correlative communication between its changes and morphological features of cells
can be prescribed to objective identification methods of not only viral reproduction, but also differentiation
of types and the degree of their cytopathogenic effects.

6



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (ISO Coated v2 300% \050ECI\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Perceptual
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /sRGB
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 149
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 150
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 149
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 150
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.40
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 599
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 600
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /DEU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


