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Введение. Нейтрофилы экспрессируют множество рецепторов для 
распознавания патогена и активации последующих реакций для 
уничтожения инфицирующего агента. К таким рецепторам относятся 
сцепленные с G-белком рецепторы формилированных пептидов, 
рецепторы фактора активации тромбоцитов, рецепторы компонента 
комплемента 5a и рецепторы хемокинов, которые регулируют миграцию и 
реализацию защитных функций клеток. Фагоцитоз зависит от активации 
Fc-рецепторов (FcR) и рецепторов комплемента, которые инициируют 
поглощение и уничтожение опсонизированных частиц, вирусов и 
бактерий. Рецепторы распознавания образов (PRRs), включая Toll-
подобные рецепторы (TLRs), рецепторы лектина С-типа. (CLRs), 
рецепторы-мусорщики (SRs) и NOD-подобные рецепторы (NLRs) 
распознают структурно консервативные фрагменты микроорганизмов и 
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способствуют захвату частиц, а также активируют сигнальные каскады, 
регулирующие иммунные и воспалительные реакции [1-3]. 

Однако, в некоторых случаях нейтрофилы фагоцитируют, но не 
убивают бактерии и могут выступать в роли «троянского коня», экранируя 
бактерии от более эффективных защитных действий макрофагов [4,5]. 
Такое явление наблюдается при туберкулёзе, который является одним из 
самых распространенных смертельных инфекционных заболеваний. 
Механизмы, за счет которых микобактерии ингибируют иммунные 
клетки, тесно связаны с модуляцией оксидазной функции клеток: 
продукция антиоксидантов, таких как KatG, позволяет обезвреживать 
активные формы кислорода (АФК), а комплекс белков SodA, DoxX и SseA, 
уменьшает окислительное повреждение, поддерживая тиоловый  
гомеостаз [6]. В то же время было обнаружено, что микобактериальная 
инфекция приводит к появлению в периферической крови больных 
туберкулезом популяции гранулоцитов низкой плотности, которые 
склонны к усиленной спонтанной продукции АФК и выбросу 
нуклеотидных внеклеточных ловушек [7]. Было высказано 
предположение, что микобактерии активируют гиперпродукцию АФК 
нейтрофилами, провоцируя некроз иммунных клеток, что способствует 
снижению противомикробной защиты [8]. 

Таким образом, остается не совсем ясным, каким образом 
микобактерии могут модулировать оксидазную активность нейтрофилов. 
Целью нашей работы была оценка влияния серологически активных 
антигенов лизатов микобактерии М. bovis на оксидазную активность 
нейтрофилов, вызванную различными стимулами.  

Материалы и методы. Гранулоциты выделяли из костного мозга 
мышей-самцов линии BALB/c возрастом 8-12 недель и весом 20-25 г. 
Животные были получены из питомника лабораторных животных ФИБХ 
РАН (Пущино, Россия). Исследования на животных одобрены 
протоколами № 12306 (2006) и № 2019/5 (2011) ИБК РАН ФИЦ ПНЦБИ 
РАН (Пущино, Россия). Выделение клеток из костного мозга мыши 
проводили методом центрифугирования в градиенте плотности перколла 
55%, 62.5%, 78%, (v/v) при 10оС [9]. Жизнеспособность клеток определяли 
по окраске трипановым синим. Для экспериментов использовали 
выделенные клетки с жизнеспособностью и долей зрелых гранулоцитов не 
менее 95% (КМ-гранулоциты). 

Клетки М. bovis Bovinus-8, штамм 700201 культивировали с 
использованием твердой среды Lowenstein-Jensen в течение 28-30 дней 
при 37оС, затем разрушали при помощи гомогенизатора FastPrep-24 с 
использованием Lysing MatrixB (MP Biomedicals). Осветленные 
гомогенаты разделяли с помощью электрофореза в 12.5% в ПААГ в 
денатурирующих условиях, затем переносили на нитроцеллюлозную 
мембрану для проведения иммуноблота. Для определения серологической 
активности использовали гипериммунную сыворотку кролика из 
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коллекции ФГБНУ «ФЦТРБ-ВНИВИ» (г. Казань). Антигены 5 и 6  
(2.8-3 кДа) являются синтетическими полипептидами, подобными 
пептидам M. bovis, и содержат иммуногенные эпитопы, свойственные 
патогенным штаммам. 

Для измерения продукции АФК использовали метод люминол-
зависимой хемилюминесценции (ХЛ) [9]. При оценке действия антигенов 
в пробы добавляли антиген или растворитель (контрольные образцы). 
Исходная концентрация антигенов, мг/мл: АГ1 – 0.083; АГ-2 – 0.08;  
АГ3 – 0.059; АГ4 – 0.23; АГ5 – 1.0; АГ6 – 1.0. Для стимуляции клеток 
использовали формилированный пептид fMLF (N-формил-L-метионил-L-
лейцил-L-фенилаланин, 10-5 М), опсонизированный зимозан  
(ОЗ, 125 мкг/мл) и форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA, 10-6 М). 
Измерения проводили в трёх технических повторах и не менее чем в трех 
биологических повторах.  

Статистическая обработка результатов проведена с использованием 
ПО GraphPad Prism 8.0 (GraphPad software). Результаты представлены на 
графиках как среднее значение и стандартное отклонение. 

Результаты. Взаимодействие с гипериммунной сывороткой 
кролика показало, что высокой серологической активностью обладают 
белковые фракции с молекулярной массой 10, 22, 24 и 40 кДа (АГ1-4, 
соответственно). Исследование оксидазной активности показало, что  
АГ 1-3 способны вызывать дозозависимую продукцию АФК  
КМ-гранулоцитами мыши, тогда как АГ4 и синтетические АГ5-6 не 
обладают способность стимулировать оксидазную активность 
гранулоцитов (рис. 1). 

Способность запускать респираторный ответ гранулоцитов 
присуща нескольким типам рецепторов: рецепторам формилированных 
пептидов FPR1/2, фрагментов комплимента C3aR/C5aR/CRs, фактора 
активации тромбоцитов PAFRs, пиримидиновым рецепторам P2Y2R, 
также генерацию АФК стимулирует фагоцитоз при активации FcR, CLR, 
SR и других. Мы полагаем, что мишенями исследуемых 
микобактериальных пептидов могут быть FPR, лектиновые и рецепторы-
мусорщики, способные узнавать гликопротеины, а также TLR, 
распознающие патоген-ассоциированные образы. 

Активация НАДФН-оксидазы гранулоцитов происходит при 
фосфорилировании субъединиц фермента протеинкиназой С (РКС) и их 
сборке на плазматической мембране; РКС является эффекторной 
молекулой при стимуляции как FPR, так и Fс-рецепторов [10,11]. При 
стимуляции FPR происходит Gβγ/PLCβ-зависимая активация РКС, тогда 
как при стимуляции FcR запускается путь Src/PI3K/PLCγ-зависимой 
активации РКС. Для оценки вклада указанных сигнальных путей в 
активацию НАДФН-оксидазы антигенами микобактерий мы использовали 
три стимула, два из которых, fMLF и ОЗ, запускают рецептор-
опосредованную активацию оксидазной активности гранулоцитов через 
FPR и FcR, соответственно, и РМА, который напрямую активирует РКС. 
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Рис. 1. Зависимость амплитуды ХЛ от концентрации исследуемых пептидных 
антигенов (n = 5; ось x – ХЛ, усл. ед., ось y – концентрация антигена, нг/мл; 
0 – контроль, растворитель; * – р ≤ 0.05; *** – р ≤ 0.001, двухфакторный 
дисперсионный анализ и тест Даннета). 

Было выявлено значительное ингибирование FPR- и  
FcR-вызванного респираторного ответа гранулоцитов, предобработанных 
АГ1 и АГ4 в концентрации 1/1000 от исходной (рис. 2, fMLF и ОЗ), в то 
же время предобработка АГ1 и АГ4 вызывала достоверное усиление 
ответа на РМА (рис. 2). 

Учитывая, что данные белки сами активировали оксидазную 
активность гранулоцитов, подавление ответов на fMLF может 
свидетельствовать о том, что АГ1 и АГ4 могут связываться и активировать 
FPR и вызывать их десенситизацию. Подавление ОЗ-вызванной 
продукции АФК микобактериальными белками может быть обусловлено 
несколькими факторами: подавлением захвата опсонизированных частиц 
зимозана, подавлением созревания фагосом и подавлением сигнальных 
путей активации НАДФН-оксидазы. Усиление ответа на РМА после 
инкубации с АГ1 и АГ4 может происходить за счет дополнительной 
активации/фосфорилирования РКС и НАДФН-оксидазы. 
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Белки АГ2 и АГ3 усиливали продукцию АФК в ответ на fMLF, 
обеспечивая аддитивное или праймирующее действие, вероятно, за счет 
перекрестного взаимодействия с FPR-зависимыми сигнальными путями, 
но не с PKC. Подобного эффекта для этих антигенных белков при 
стимуляции FcR и РКС форболовым эфиром мы не обнаружили. 

Рис. 2. Влияние пептидных антигенов на стимулированную продукцию АФК. 
Нормированная продукция рассчитана как отношение продукции АФК в образцах 
клеток, обработанных антигенами в течение 25 мин до добавления стимула, 
к продукции АФК в образцах клеток, не обработанных антигенами, принятой за 
100% (контроль, пунктирная линия) (* – р ≤ 0.05; ** – р ≤ 0.01; *** – р ≤ 0.001; 
**** – р ≤ 0.0001, двухфакторный дисперсионный анализ и тест Даннета). 

Выводы. Таким образом, серологически активные 
микобактериальные белки способны активировать продукцию АФК в  
КМ-гранулоцитах мыши. Наиболее вероятными кандидатами на 
взаимодействие с микобактериальными белками выступают рецепторы 
формилированных пептидов, поскольку эти белки способны 
модулировать ответ на агонисты FPR fMLF.  
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