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Несмотря на то, что липополисахарид туляре-
мийного микроба не является типичным провоспа-
лительным эндотоксином [9], тем не менее, биомо-
лекула ЛПС рассматривается как один из основ-
ных факторов патогенности возбудителя туляре-
мии. Однако для реализации токсических свойств 
необходимо представление ЛПС in vivo живыми 
бактериальными клетками типичных природных 
штаммов возбудителя. Возможно, что только живая 
клетка, преодолевая барьеры макроорганизма, обе-
спечивает доставку ЛПС в функционально-активном 
состоянии к мишеням, необходимым для проявления 
его максимально токсического действия [3, 4]. В на-
стоящее время некоторые исследователи полагают, 
что О-антигеном возбудителя туляремии является не 
липополисахарид, как у энтеробактерий, а липооли-
госахарид (ЛОС). В отличие от S-ЛПС – полноцен-
ных протективных иммуногенов, ЛОС – непротек-
тивны или малопротективны, что, вероятно, облег-
чает выживание возбудителя в макроорганизме [7]. 
Известно, что ЛПС туляремийного микроба относит-
ся к консервативным (неспецифическим, невариа-
бельным) патоген-ассоциирован ным молекулярным 
структурам, которые оказывают множественные эф-
фекты на сигналы, генерируемые клетками врожден-
ной иммунной системы [1]. К настоящему времени 
малоизученным остается вопрос влияния ЛПС на 

бактерицидные факторы иммунитета, а именно 
кислородзависимые цитотоксические механизмы 
фагоцитов, поскольку именно они играют главную 
роль в процессе деградации объекта фагоцитоза. 
Особую актуальность при изучении патогенеза ту-
ляремии приобретают исследования механизмов 
клеточной адаптации, в частности оценка апоптоза 
клеток иммунофагоцитарной системы. 

Целью работы явилось изучение влияния препа-
ратов ЛПС туляремийного микроба разных подвидов 
на функциональное состояние клеток иммунофаго-
цитарной системы в условиях in vitro.

Материалы и методы

В работе использовали музейные (ФГУЗ 
«ИркутскНИПЧИ Сибири и ДВ») штаммы Francisella 
tularensis subsp. tularensis Schu 11; F. tularensis subsp. 
holarctica И-250; F. tularensis subsp. mediasiatica А-120; 
F. tularensis subsp. novicida F 6168. ЛПС выделяли из 
бактериальной массы твин-экстрак цией. Культуру 
выращивали в течение 2 сут на среде Анциферова 
при 37 °С, смывали стерильным 0,9 % раствором на-
трия хлорида (рН 7,2) и приготавливали суспензию 
в концентрации 20·109 м.к. по ОСО мутности ГИСК 
им. Л.А.Тарасевича. К полученной микробной взве-
си стерильно добавляли неионный детергент Твин-80 
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(«Serva») до конечной концентрации 1 %, выдержива-
ли 2 ч при 37 °С. Полученную суспензию прогревали 
на водяной бане 10 мин при 90 °С, периодически пе-
ремешивая. Полученную микробную массу проверяли 
на стерильность и, при отсутствии специфического ро-
ста, центрифугировали при 10000 g в течениe 30 мин 
для освобождения от дебриса. Супернатант подверга-
ли ультрацентрифугированию при 105000 g 2 ч при 
4 °С «Spinko L2-65В» («Вekman»). Образовавшийся 
осадок ресуспендировали в минимальном количестве 
дистиллированной воды и лиофильно высушивали. 
Полученный препарат растворяли в 0,01 М аммоний-
бикар бо натном буфере (рН 8,5), содержащем 0,2 % 
додецилсульфата натрия и хроматографировали об-
разец на колонке с Сефакрилом-С 300 («Pharmacia»), 
уравновешенной 0,01 M аммоний-бикарбонатным 
буфером (рН 8,5), содержащим 0,1 % додецилсуль-
фата натрия. Пре па рат элюировали этим же буфером 
и собирали во фракции объемом 2 мл. Фракции, со-
держащие первый пик, объединяли и диализовали в 
течение суток против проточной воды. Содержащийся 
препарат преципитировали добавлением десяти объе-
мов охлажденного этанола в течение суток на холоде и 
осаждали центрифугированием при 6000 об./мин в те-
чение 40 мин. Осадок растворяли в небольшом объеме 
дистиллированной воды и лиофильно высушивали.

ЛПС в полученных экспериментальных образ-
цах выявляли колориметрическим методом с исполь-
зованием карбоцианинового красителя. В получен-
ных экспериментальных препаратах ЛПС определя-
ли содержание нуклеиновых кислот [6], белка [11] 
и углеводов [2]. Электрофоретический анализ ЛПС 
проводили в 12,5 % полиакриламидном геле в при-
сутствии додецилсульфата натрия с окрашиванием 
ионами серебра (ДСН-электрофорез) [10, 12]. 

ЛПС Salmonella enteritidis («Sigma») использова-
ли в качестве типичного S-ЛПС. Острую токсичность 
полученных препаратов определяли на 85 белых бес-
породных мышах массой 18–20 г при однократном 
подкожном введении в дозах 10, 50 и 100 мкг сухо-
го вещества. Учет результатов проводили в течение 
7 сут после инокуляции ЛПС.

Материалом для исследования служили пе-
ритонеальные макрофаги (ПМ), которые получа-
ли общепринятым методом от 253 беспородных 
(250–300 г) морских свинок, после умерщвления 
животных в соответствии с «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных живот-
ных» (Приложение к приказу МЗ СССР № 755 от 
12.08.1977 г.) и «Правилами лабораторной практики 
в Российской Федерации» (Приложение к приказу 
МЗ РФ от 19.06.2003 г. № 267). В тесте с трипановым 
синим [5] количество жизнеспособных клеток соста-
вило 96–98 %. ПМ примировали ЛПС в дозе 10 мкг/
мл фагоцитов в течение 180 мин при 37 °С с после-
дующим определением активности кислород- (НСТ-
тест, НАДФ·Н-оксидаза) и нитроксидзависимого 
метаболизма (NO-синтаза) [1]. Чувствительность 
фагоцитов к ЛПС-индуцированному апоптозу изуча-

ли с помощью тест системы Caspase-3 Colorimatric 
Kit (R&D Systems, Inc.) согласно инструкции произ-
водителя. Для подтверждения участия каспазы-3 в 
индукции апоптоза иммуноцитов использовали ин-
гибитор этого фермента Z-VAD-FMK (R&D Systems, 
Inc.) в концентрации 100 мкМ. Контролем служили 
интактные клетки. Результаты исследований обраба-
тывали стандартными статистическими методами. 
Определяли среднюю арифметическую, среднюю 
ошибку. Для оценки достоверности различий при-
меняли параметрический двухвыборочный t-тест 
Стьюдента. Различия считали достоверными при 
уровне значимости Р < 0,001. 

Результаты и обсуждение

Установлено, что ЛПС грамотрицательных бак-
терий ответственны за ряд патофизиологических 
процессов в макроорганизме. Для изучения этих 
процессов чаще всего используют ЛПС, полученный 
водно-фенольным методом, способный не только 
увеличивать выход препарата, а также снижать со-
держание белка в препарате, но и приводить к ча-
стичной деградации ЛПС, что может сказываться 
на его свойствах. Поэтому для выделения ЛПС из 
разных подвидов туляремийного микроба был при-
менен метод с использованием неионного детерген-
та [8], позволившего получить ЛПС с минимальным 
повреждением их нативной структуры. Полученные 
ЛПС по своим физико-химическим свойствам не от-
личались от препаратов, выделяемых классическим 
водно-фенольным способом. Электрофоретический 
анализ показал характерную для ЛПС гетероген-
ность, проявляющуюся множественностью полос в 
виде «лестницы» при окраске геля ионами серебра. 
При взаимодействии с карбоциановым красителем 
«Stains all» препараты проявляли характерный для 
грамотрицательных бактерий метахроматический 
эффект. Содержание нуклеиновых кислот, белка, 
углеводов в исследуемых препаратах ЛПС колеба-
лось в пределах 0,4–0,9; 4,7–8,4; 11,4–17,8 % соот-
ветственно.

Показано, что препараты ЛПС в дозах 10, 50 и 
100 мкг не токсичны для белых мышей, тем не ме-
нее, при введении экспериментальным животным 
100 мкг ЛПС имело место увеличение размеров се-
лезенки и регионарных (преимущественно паховых) 
лимфатических узлов (в случае ЛПС туляремийного 
микроба подвида tularensis в 1,5–2,0 раза). 

Известно, что активные формы кислорода (АФК) 
и азота (АФА) являются промежуточными продукта-
ми, которые участвуют в защите хозяина от возбуди-
теля туляремии. Продукция посредников АФК (на-
пример, супероксида) зависит от НАДФ·Н-оксидазы 
фагоцитов. АФА могут образовываться посредством 
конструктивных синтаз монооксида азота, но высо-
кие уровни АФА продуцируются только после акти-
визации индуцированных форм фермента [9]. 

Как показали результаты проведенных исследо-
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ваний, препараты ЛПС F. tularensis обладают слабым 
стимулирующим воздействием на активность фер-
ментов окислительного взрыва в перитонеальных 
макрофагах интактных морских свинок. Суммарную 
активность ферментов дыхательной цепи фагоцитов 
оценивали в НСТ-тесте, который относится к основ-
ным показателям, характеризующим состояние ма-
крофагальной системы. Значения НСТ-теста и пока-
затели активности НАДФ·Н-оксидазы в клетках, сти-
мулированных туляремийными ЛПС, незначительно 
отличались от контрольных значений (интактные 
клетки). Материалы, полученные в ходе экспери-
мента, свидетельствуют о том, что препараты ЛПС 
туляремийного микроба, независимо от фенотипиче-
ских свойств, оказывают менее выраженное стиму-
лирующее действие на активность кислородзависи-
мого метаболизма (КЗМ) фагоцитов по сравнению с 
ЛПС S. enteritidis. Показатели НСТ-теста и активно-
сти НАДФ·Н-оксидазы у фагоцитов, примированных 
сальмонеллезным ЛПС были соответственно в 1,2 и 
1,6 раза выше чем у аналогичных клеток, стимули-
рованных ЛПС туляремийного микроба (Р < 0,001). 
Достоверных различий по степени влияния ЛПС ту-
ляремийного микроба разных подвидов на активацию 
КЗМ у перитонеальных макрофагов не выявлено.

В связи с тем, что NO играет важную роль в ре-
гуляции иммунного ответа и реализации бактерицид-
ных свойств макроорганизма, было изучено влияние 
ЛПС туляремийного микроба разных подвидов на 
активность NO-синтазы перитонеальных макрофа-
гов. Установлено, что по сравнению с контролем все 
исследованные препараты ЛПС незначительно по-
вышают продукцию монооксида азота фагоцитами 
экспериментальных животных. Следует отметить, 
что среди использованных ЛПС F. tula ren sis досто-
верных различий по уровню стимуляции активности 
NO-синтазы не выявлено, однако наибольшим сти-
мулирующим эффектом обладает препарат, получен-
ный из туляремийного микроба подвида novicida. 
Значения концентрации NO2

– в этом случае были 
(37,5±0,8) пг/106 фагоцитов. Установлено незначи-
тельное по сравнению с другими ЛПС снижение ак-
тивности NOS макрофагов, стимулированных препа-
ратом ЛПС F. tularensis Schu 11 (35,3±0,6) пг/106 фа-
гоцитов. Наоборот, ЛПС S. enteritidis оказался 
потенциальным стимулятором образования NO2

–. 
Показатели активности NO-синтазы перитонеаль-
ных макрофагов, примированных сальмонеллезным 

ЛПС, были в 1,4 раза выше чем у фагоцитов после 
взаимодействия с ЛПС F. tularensis (рис. 1).

Существенных различий в степени воздействия 
на активность бактерицидных систем фагоцитов 
между ЛПС туляремийного микроба подвидов tula-
rensis, holarctica, mediasiatica, novicida не выявлено. 
Это согласуется с данными литературы о сходстве 
структуры биоактивного компонента ЛПС (липид А) 
у указанных выше подвидов [12].

При изучении апоптоза клеток иммунофагоци-
тарной системы особое внимание уделяется эффек-
торной каспазе-3, так как после ее активации про-
цесс программируемой клеточной гибели считается 
необратимым. Установлено, что у макрофагов, при-
мированных ЛПС туляремийного микроба разных 
подвидов, имеется тенденция к активации апоптоза 
по сравнению с контролем, но различия не были до-
стоверными (рис. 2). 

Установлено, что при концентрации 100 мкМ 
Z-VAD-FMK степень ингибирования апоптоза пе-
ритонеальных макрофагов была максимальной и со-
ответствовала показателю активности каспазы-3 в 
контроле. Результаты сравнительного анализа указы-
вают на достоверные различия между туляремийным 
и сальмонеллезным ЛПС в степени воздействия на 
апоптотическую активность фагоцитов. Показано, 
что активность каспазы-3 иммуноцитов, прими-
рованных ЛПС S. enteritidis, была выше в 1,3 раза 
(Р < 0,001) чем у клеток, инкубированных с ЛПС 
F. tularensis, независимо от подвидовой принадлеж-
ности.

Таким образом, препараты ЛПС (в дозе  
10 мкг/мл фагоцитов), выделенные твин-экстрак ци ей 
из штаммов F. tularensis подвидов tularensis, holarcti-
ca, mediasiatica, novicida, являются слабым антиген-
ным стимулом для активации кислород- и нитроксид-
зависимых бактерицидных механизмов, а также апоп-
тоза клеток млекопитающих по сравнению с ЛПС, 
выделенным из кишечных бактерий. Вероятно, такая 
биологическая инертность целесообразна и является 
специфическим свойством патогенных бактерий [4]. 
Отсутствие ответа иммунокомпетентных клеток на 
сигнал ЛПС обеспечивает патогенам на первых эта-
пах взаимодействия с организмом хозяина беспре-
пятственное преодоление гуморальных и клеточных 

Рис. 1. Функциональная активность NOS  
(мкМ NO2

–/ 106 фагоцитов) 
Рис. 2. Функциональная активность каспазы-3 (OD405)  

перитонеальных макрофагов
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барьеров. Выявленные нами отличия в характере 
воздействия на функциональное состояние клеток 
иммунофагоцитарной системы туляремийного ЛПС 
от «классического» эндотоксина бактерий кишечной 
группы, по-видимому, обусловлены особенностями 
строения О-анти гена F. tularensis. Полученные дан-
ные по изучению структуры ЛПС туляремийного ми-
кроба разных подвидов указывают на необходимость 
усовершенствования методов получения препаратов 
ЛПС, способствующих сохранению молекулы ЛПС 
в состоянии, максимально приближенном к нативно-
му. Результаты сравнительного анализа влияния пре-
паратов ЛПС возбудителя туляремии разных подви-
дов на метаболическую активность фагоцитов могут 
способствовать пониманию механизмов иммуно- и 
патогенеза туляремии и открывают перспективы для 
дальнейшего изучения структуры липополисахарида 
возбудителя туляремии разных подвидов. 
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