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Чума является особо опасной бактериальной 
инфекционной болезнью с природной очаговостью 
и трансмиссивным механизмом передачи [6]. Факт 
присутствия возбудителя чумы (Yersinia pestis) в 
кровеносном русле у инфицированных людей и жи-
вотных показан отечественными [2] и зарубежными 
[15] исследователями. Общеизвестно, что у диких 
грызунов бактериемия служит одним из факторов 
передачи чумного микроба блохами различным ви-
дам млекопитающих и тем самым способствует воз-
никновению эпизоотий и эпидемий чумы [1].

Попав в кровь, чумные бактерии неизбежно кон-
тактирует с ее гуморальными факторами и формен-
ными элементами. Однако если вопросы взаимодей-
ствия Y. pestis с лейкоцитами освещены [9], то роль 
эритроцитов периферической крови в развитии ин-
фекционного процесса при чуме остается слабоизу-
ченной. При этом именно эритроциты, являясь самой 
многочисленной популяцией форменных элементов 
крови с огромной общей площадью поверхности (до 
3800 м2 у взрослого человека) [8], обладают наиболь-

шей потенциальной способностью к контактному 
взаимодействию с микроорганизмами, попавшими в 
кровеносное русло.

Сообщения, посвященные адгезии чумных бак-
терий к эритроцитам, в литературе крайне малочис-
ленны. Показано, что свойство агглютинировать на-
тивные эритроциты млекопитающих характерно для 
клеток Y. pestis [3] и выделенных из них белков – рН 
6 антигена [12] и белка S-слоя [4]. По данным [13], 
чумные бактерии способны прикрепляться к поверх-
ности эритроцитов в условиях in vitro и in vivo, а за-
тем проникать внутрь клеток, вызывая их деструк-
тивные изменения. В то же время нужно заметить, 
что с помощью метода световой микроскопии, ис-
пользованного авторами указанной работы, практи-
чески невозможно установить, находится микробная 
клетка внутри эритроцита или адсорбирована на кле-
точной поверхности.

Ранее нами с применением оригинальной мето-
дики выявлена выраженная адгезивная активность 
клеток Y. pestis EV НИИЭГ в отношении эритроци-
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тов человека, лабораторных и домашних животных в 
условиях in vitro [10], изучены механизмы адсорбции 
данного штамма на человеческих эритроцитах [11]. 
Учитывая, что в этих исследованиях применялись 
только отмытые эритроциты, представляло интерес 
изучение влияния жидкой внеклеточной части крови 
и ее отдельных белковых фракций на процесс цитад-
гезии бактерий Y. pestis EV НИИЭГ.

Материалы и методы

В работе использовали клетки Y. pestis EV 
НИИЭГ, выделенные из коммерческой чумной живой 
сухой вакцины. Бактерии выращивали на ГРМ-агаре 
(рН 7,4) с добавлением генцианвиолета (1:100000) 
при температуре (28±1) °С в течение 48 ч, после чего 
суспендировали в 0,9 % растворе хлорида натрия 
(рН 7,4). Конечная концентрация клеток в суспензии 
соответствовала 1,0 у.е. оптической плотности (ОП) 
при длине волны проходящего света 540 нм и длине 
оптического пути кюветы 5 мм. При измерении ОП 
суспензии пользовались фотоэлектроколориметром 
КФК-2.

Периферическую венозную кровь 0 (I) группы 
получали в ФГЛУ «Кировская областная станция 
переливания крови» (Киров) от здоровых доноров. В 
качестве антикоагулянта применяли гепарин (5,0 ЕД/
мл крови). Для выделения фракции эритроцитов 
пробы крови центрифугировали при 500 g в течение 
10 мин, отбирали плазму и лейкоцитарную плен-
ку (верхний слой осевших клеток), а эритроциты 
трижды отмывали 0,9 % раствором хлорида натрия 
(рН 7,4) при аналогичном режиме центрифугирова-
ния и ресуспендировали в этом же растворе. Конечная 
концентрация эритроцитов составляла 1,0·1012/л. 
Отобранную плазму крови использовали в отдель-
ных сериях экспериментов (см. ниже), в остальных 
случаях утилизировали вместе с лейкоцитами.

Для получения сыворотки крови донорскую 
венозную кровь отбирали в стерильную пробирку 
без антикоагулянта, выдерживали при температуре 
(37±1) °С в течение 1 ч, отслаивали сгусток свернув-
шейся крови от стенок пробирки стерильной пасте-
ровской пипеткой и помещали пробу в холодильник 
с температурой (4±2) °С на 24 ч. По истечении дан-
ного срока сыворотку отделяли от кровяного сгуст-
ка путем центрифугирования при 500 g в течение 
10 мин. Кроме аутологичных плазмы и сыворотки 
крови в опытах использовали коммерческие препара-
ты, содержащие отдельные фракции сывороточных 
белков – альбумин человеческий (НПО «Биомед», 
Пермь) и иммуноглобулин человеческий нормаль-
ный (ОАО «Микроген», Москва).

Уровень адгезии бактерий к эритроцитам опре-
деляли с помощью метода [10]. Для этого в про-
бирках смешивали по 2,5 мл суспензии бактерий и 
1,0 мл суспензии отмытых эритроцитов. В качестве 
контроля использовали пробы, содержащие 2,5 мл 
суспензии бактерий и 1,0 мл 0,9 % раствора хлори-

да натрия (контроль № 1) и 2,5 мл 0,9 % раствора 
хлорида натрия и 1,0 мл суспензии отмытых эри-
троцитов (контроль № 2). Образцы инкубировали на 
вращающейся платформе при температуре (37±1) °С 
в течение 30 мин, центрифугировали при 500 g в те-
чение 1,5 мин, после чего путем фотоколориметрии 
определяли значение ОП супернатанта в пробах. 
Показатель адгезии (ПА) рассчитывали по формуле:

где ПА – показатель адгезии, Дк1 – ОП суперна-
танта в контрольной пробе № 1, Дк2 – ОП супернатан-
та в контрольной пробе № 2, Доп – ОП супернатанта 
в опытной пробе.

Для оценки влияния плазмы и сыворотки крови, 
а также отдельных фракций сывороточных белков на 
уровень адгезии пользовались вышеописанной схе-
мой постановки эксперимента, однако в процессе 
приготовления опытных и контрольных проб № 2 в 
них вместо 1,0 мл суспензии отмытых эритроцитов 
вносили 0,75 мл тестируемого препарата (в цельном 
виде или в разведении) и 0,25 мл эритроцитарной 
массы, полученной после центрифугирования 1,0 мл 
суспензии эритроцитов (1000 g, 10 мин) и удаления 
супернатанта.

Статистическую обработку цифровых результа-
тов и определение достоверности различий между 
двумя выборками проводили с помощью компьютер-
ной программы для обработки медицинской инфор-
мации «Biostat» версии 4.03.

Результаты и обсуждение

Проведенные эксперименты показали, что все 
рассматриваемые препараты оказывали выражен-
ное ингибирующее действие на адгезию бакте-
рий Y. pestis EV НИИЭГ к эритроцитам (таблица). 
Наибольшей антиадгезивной активностью облада-
ли аутологичные плазма и сыворотка крови чело-
века, которые при использовании в цельном виде 
снижали величину ПА по сравнению с контролем 
(уровнем адгезии в отсутствии препаратов) в 7,3 
и 5,2 раза соответственно. Ингибирующий адге-
зию эффект плазмы и сыворотки крови проявлялся 
вплоть до их разведения 1:64 и исчезал при разве-
дении 1:128. Альбумин и нормальный иммуногло-
булин человека, применяемые цельными, снижали 
ПА по сравнению с контролем в 2,2 и 1,9 раза соот-
ветственно. Антиадгезивное действие данных пре-
паратов регистрировали до разведения 1:8.

О способности биологических жидкостей и их 
отдельных компонентов предотвращать адгезию па-
тогенных бактерий к клеткам макроорганизма из-
вестно с 80-х годов ХХ в. [14]. По данным [5], анти-
адгезивная функция секретов и жидкостей организма 
связана с тем, что растворенные в них макромолеку-
лы физиологически активных веществ взаимодей-
ствуют с поверхностными структурами бактериаль-
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ных клеток и создают стерические препятствия для 
связывания с рецепторами на поверхности клеток-
мишеней. Белковые или гликопротеиновые комплек-
сы, связывающиеся с факторами адгезии микроорга-
низмов различных таксономических групп, выявле-
ны практически в каждой биологической жидкости 
или секрете [7].

В результате проведенных исследований нами 
впервые установлено наличие у жидкой составляю-
щей крови человека собственного защитного анти-
микробного действия, направленного на снижение 
адгезии чумного микроба к эритроцитам. Показано, 
что антиадгезивными свойствами в отношении штам-
ма Y. pestis EV НИИЭГ обладают как нативные плаз-
ма и сыворотка крови человека, так и их отдельные 
белковые фракции – альбумины и нормальные им-
муноглобулины. В то же время отсутствие статисти-
чески значимых различий между уровнями адгезии 
в присутствии цельных плазмы и сыворотки крови, 
а также их соответствующих разведений (от 1:2 до 
1:64) косвенно указывало на неспособность плазмен-
ного белка фибриногена ингибировать связывание 
чумных бактерий с эритроцитами.

В последующем для выяснения возможных ме-
ханизмов действия тестируемых препаратов на ад-
гезию мы предварительно инкубировали сыворотку 
крови, альбумин и нормальный иммуноглобулин 
(разведения 1:4) с эритроцитами, либо с микроорга-
низмами на вращающейся платформе при темпера-
туре (37±1) °С в течение 30 мин, а уже затем в пробы 
добавляли интактные (необработанные) микробные 
клетки или эритроциты. После образцы инкубирова-
ли еще 30 мин при (37±1) °С и определяли интенсив-
ность адгезивного процесса.

Обработка аутологичной сывороткой крови, 
альбумином и иммуноглобулином эритроцитов и 
бактерий до их последующего инкубирования с ин-
тактными бактериями или эритроцитами приводила 
к достоверному снижению ПА по сравнению с тако-
вым при внесении препаратов в образцы непосред-
ственно перед началом совместного инкубирования 
микробных клеток с эритроцитами (рисунок).

Полученные результаты позволяли предполо-
жить о наличии двух возможных механизмов пре-
рывания прикрепления клеток Y. pestis EV НИИЭГ 
к эритроцитам человека изучаемыми препаратами: 
блокирования поверхностных структур микробных 
клеток, участвующих в адгезии, и экранирования ре-
цепторов эритроцитарной мембраны. О существова-
нии первого механизма свидетельствовало выявлен-
ное в эксперименте понижение уровня адгезии при 
предварительной обработке препаратами бактерий, 
о существовании второго – понижение аналогичного 
показателя при обработке эритроцитов.

Таким образом, с использованием метода фото-
колориметрии для регистрации цитадгезии бактерий 
Y. pestis EV НИИЭГ нами установлено, что нативные 
плазма и сыворотка крови человека, а также отдель-
ные сывороточные белки (альбумины и нормальные 
иммуноглобулины) обладают выраженной способно-
стью препятствовать прикреплению чумного микро-
ба к красным кровяным клеткам в эксперименте in 
vitro. Для установления подобного эффекта в услови-
ях in vivo необходимы дальнейшие исследования.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ (проект № 12-04-00426-а) и програм-
мы фундаментальных исследований УрО РАН (про-
ект № 12-П-4-1069).

Уровень адгезии клеток Y. pestis EV НИИЭГ к эритроцитам человека в присутствии плазмы, сыворотки крови  
и отдельных сывороточных белков (М±m, n=7)

Препараты

ПА, %

Разведения препаратов в 0,9 % растворе хлорида натрия (рН 7,4)

б/р 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Нативная плазма крови 10,4±4,3*** 18,1±6,3*** 25,8±7,2*** 37,1±6,1*** 42,3±6,7** 53,8±4,1** 60,9±5,4* 75,8±3,9
Нативная сыворотка крови 14,7±5,8*** 23,8±4,9*** 28,1±4,6*** 31,2±5,2*** 47,5±5,2** 54,1±5,8* 62,7±2,0* 72,4±6,0
Альбумин человеческий 35,4±3,7*** 52,7±5,2*** 57,7±4,1* 63,0±2,8* 73,8±4,5 - - -
Иммуноглобулин челове-
ческий нормальный

40,6±5,1*** 47,3±6,3*** 51,4±5,7** 60,2±4,9* 71,8±6,1 - - -

Контроль (без препаратов) 76,2±5,3

Примечание : б/р – без разведения; «-» – исследование не проводилось. *P<0,05, **Р<0,01, ***Р<0,001 – различия достоверны по сравнению 
с контролем.

Показатель адгезии клеток Y. pestis EV 
НИИЭГ к эритроцитам человека при раз-
личных вариантах внесения сыворотки 
крови и отдельных сывороточных белков в 
систему «бактерии-эритроциты»:
 *P<0,05, **Р<0,01 – различия достоверны по 
сравнению с добавлением препарата в пробы не-
посредственно перед инкубацией бактерий с эри-
троцитами
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