
967

 ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    № 1, 2015 

 МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ 

УДК 579.843.1:579.61:577.112
РОЛЬ АНТИЛАКТОФЕРРИНОВОЙ АКТИВНОСТИ В АДГЕЗИИ 

ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ 
Коршенко В.А., Черепахина И.Я., Якушева О.А., Алексеева Л.П.

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора», Ростов-на-Дону, 
e-mail: OSV.RPCI@yandex.ru

При изучении механизма антилактоферриновой активности и ее роли в адгезии холерных вибрионов 
разработана методика определения ее уровня на культуре клеток аденокарциномы двенадцатиперстной киш-
ки человека HuTu 80. Введены условные значения уровней адгезии. Показано, что при изучении уровня 
адгезии у различных биоваров и серогрупп холерных вибрионов наибольший показатель был у штаммов 
V. choleraeclassical. Проведено сравнительное исследование адгезивной и антилактоферриновой активно-
стей холерных вибрионов различной эпидемической значимости. Установлено наличие выраженной корре-
лятивной связи между этими признаками, что указывает на их роль как в патогенезе холеры, так и в перси-
стенции возбудителя в организме человека. Показано, что эта связь обусловлена, с одной стороны, наличием 
маннозочувствительных пилей адгезии, с другой – инактивирующим влиянием гемагглютинин/протеазы 
холерных вибрионов на лактоферрин.
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While studying the anti-lactoferrin activity and its role in the adhesion of V. cholerae a new method was 
proposed for determination of activity level on cell culture of human duodenum carcinoma cells HuTu 80. 
Conventional values of adhesion levels were introduced. The study of adhesion level of V. cholerae of different 
biovars and serovars showed the highest value for V. cholerae classical. A comparative study was carried out of the 
adhesive and anti-lactoferrin activity of V. cholerae strains of different epidemic significance. Marked correlation 
was found between these properties indicating their role in pathogenesis of cholera and pathogen persistence in 
human body. It was shown that this correlation was due, on the one hand, to the presence of mannose-sensitive 
pili of adhesion and, on the other hand, to inactivating effect of V. cholerae hemagglutinin-protease on lactoferrin.
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Как показали проведенные нами иссле-
дования, большинство изученных штаммов 
холерных вибрионов в той или иной степе-
ни обладают антилактоферриновой активно-
стью (АЛфА), т.е. могут инактивировать бе-
лок лактоферрин [4]. Известно, что одной из 
функций лактоферрина является препятствие 
микробной адгезии и колонизации на энтеро-
цитах кишечника человека [7, 8]. Предстояло 
решить вопрос – какова в этой связи роль ан-
тилактоферриновой активности в реализации 
холерным вибрионом одного из важнейших 
свойств патогенности и персистенции – ад-
гезивной активности, т.е. выяснение роли 
АЛфА в патогенезе холеры и в персистенции 
возбудителя в организме человека. 

Цель исследования: сравнить уровни 
адгезивной и антилактоферриновой актив-
ностей холерных вибрионов различных се-
рогрупп и биоваров, и определить наличие 
или отсутствие коррелятивной связи между 
уровнями адгезии и АЛфА.

Материалы и методы исследования
В работе по оценке адгезивной активности ис-

пользовали 20 штаммов холерных вибрионов 01 се-

рогруппы классического и Эль Тор биоваров и вибри-
оны 0139 серогруппы. 

Для решения поставленных задач была взята 
культура клеток HuTu 80 (аденокарцинома двенад-
цатиперстной кишки человека). Культуры холерных 
вибрионов готовили непосредственно перед опытом. 
Для этого штаммы выращивали на агаре Мартена 
(рН 7,6–7,8) в течение 18 часов, затем засевали одну 
стандартную петлю (d = 2 мм) исследуемой куль-
туры в бульон LB (рН 7,6–7,8), выдерживали в тер-
мостате при 37 °С в течение 3 часов. Все культуры 
с помощью денсиламетра (ErbaLachema) доводили 
до концентрации 108 м.к/мл. В 1 мл среды DMEM 
с 5 % эмбриональной бычьей сыворотки добавляли 
по 10 мкл стандартизованной взвеси, для получения 
конечной концентрации вибрионов 106 м.к./мл и вно-
сили в пенфлаконы с дисками (диски 12,0 Х 0,11 SPL 
Lifesciences), на которых сформирован разреженный 
монослой HuTu 80. Инкубировали в течение 90 ми-
нут при 37 °С в СО2 инкубаторе (Nuare), затем уда-
ляли питательную среду и промывали разреженный 
монослой дважды раствором Хенкса рН 7,4 от несвя-
завшихся с монослоем клеток холерных вибрионов, 
фиксировали 5 % формалином 1 час для соблюдения 
требований биологической безопасности, высуши-
вали и окрашивали диски по Романовскому – Гимза 
1:5 в течение 35–40 минут. Окрашенные диски три 
раза промывали раствором Хенкса рН 7,4 доставали 
из флаконов, высушивали, просматривали под свето-
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вым микроскопом фирмы Nikon (увеличение 100×10). 
Просмотр дисков начинали с контроля.Адгезивные 
свойства определяли по числу вибрионов, связавших-
ся со 100 клетками HuTu 80, и рассчитывали индекс 
адгезии по формуле: 

, 

где ИА – индекс адгезии;
ΣКБ – количество клеток бактерий, прикрепившихся 
к 100 клеткам линии HuTu 80;
100К – 100 клеток линии HuTu 80.

Оценка индекса адгезии: > 20 – высокоадгезив-
ный штамм; от 10 до 20 – среднеадгезивный штамм; 
< 10 – низкоадгезивный штамм.

Результаты исследования  
и их обсуждение

Результаты определения уровня адгезии 
исследуемых штаммов на культуре клеток 
HuTu 80, представлены в табл. 1. В груп-
пе классических холерных вибрионов по-
казатели варьировались от 16,64 ± 3,9 до 
26,42 ± 6,4(среднее значение в группе 
21,14 ± 4,2), т.е. были достаточно высоки-
ми. У вибрионов, относящихся к О139  се-
рогруппе, показатели на культуре клеток 
HuTu 80 были очень низкими, от 4,12 ± 1,1 
до 5,11 ± 1,6 (средний показатель 4,7 ± 1,2).
При этом показатели были невысокими, 
независимо от групп штаммов (выделен-
ных от больных и из воды открытых водо-

емов), примерно одинаковыми и состав-
ляли 4,6 ± 1,2 и 4,88 ± 1,3 соответственно. 
Причиной столь низкой активности у ви-
брионов О139 серогруппы может служить 
мощная капсула, маскирующая адгезивные 
рецепторы на поверхности клеток.

В группе Эль Тор вибрионов, выде-
ленных из разных источников, показатели 
на клеточной модели HuTu 80 колебались 
от среднего до высокого (10,17 ± 4,3 – 
24,46 ± 5,8). Уровень адгезии у штам-
мов, выделенных от больных и носите-
лей, был достаточно высоким (18,34 ± 3,2 
и 18,61 ± 5,2 соответственно), у штаммов, 
выделенных из воды открытых водоемов, – 
более низким (10,57 ± 3,6). Средний показа-
тель в группе составил 16,34 ± 2,8. 

При ранжировании штаммов вибрионов 
Эль Тор по эпидемической опасности (на-
личию генов токсинопродукции–ctxи ток-
синкорегулируемых пилей адгезии – tcp) 
результаты выглядели следующим образом 
(рис. 1). Наибольшим показателем облада-
ли потенциально эпидемически опасные 
штаммы холерных вибрионов с генотипом 
ctx-tcp+ (22,39 ± 3,4) (рис. 2). Как видно, для 
данной группы штаммов адгезия играет 
важную роль для обеспечения в отсутствие 
токсинопродукции условий для сохранения 
популяции холерных вибрионов в кишеч-
нике человека (вибриононосительство).

Таблица 1
Показатели уровня адгезии у штаммов холерных вибрионов на культуре клеток HuTu 80

Штаммы Наличие 
генов

Источник 
выделения 

Показатели индекса 
адгезии

Среднее значение 
ИА

V.
 c

ho
le

ra
e 

cl
as

si
ca

l

437

ctx+ tcp+ Больные

26,42 ± 6,4

21,14 ± 4,2
1077 22,61 ± 4,9
971 16,64 ± 3,9
792 20,15 ± 2,6
1601 19,86 ± 3,2

V.
 c

ho
le

ra
e 

01
39

16065 ctx+tcp+ Больные 4,12 ± 1,1 4,6 ± 1,2
4,7 ± 1,217258 5,11 ± 1,6

18772 ctx-tcp- Вода откры-
тых водоемов

5,03 ± 1,6 4,88 ± 1,318925 4,73 ± 1,5

V.
 c

ho
le

ra
eE

l T
or

 

18374
ctx+tcp+

Больные
16,02 ± 4,9

18,34 ± 3,2

16,34 ± 2,8

17471 15,09 ± 3,8
18775 ctx-tcp+ 23,91 ± 5,4
17427 ctx+tcp+

Носители

17,03 ± 4,03

18,61 ± 5,2
18257

ctx-tcp+
20,36 ± 4,02

18821 20,83 ± 3,7
18781 24,46 ± 5,8
18750 ctx-tcp- 10,36 ± 3,9 
18774

ctx-tcp- Вода откры-
тых водоемов

8,03 ± 3,2
10,57 ± 3,617899 13,51 ± 6,2

18777 10,17 ± 4,3
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Рис. 1. Показатели уровня адгезии у штаммов Эль Тор на культуре клеток HuTu 80, 
ранжированных по эпидемической опасности

Рис. 2. Адгезия на культуре клеток HuTu 80 потенциально эпидемически  
опасных вибрионов Эль Тор

Для эпидемически опасных штаммов 
с генотипом ctx+tcp+ были характерны сред-
ние значения (16,05 ± 2,2). Поскольку для 
этой группы штаммов основной показа-
тель – токсинопродукция, обусловливаю-
щая клинику холеры, показатели адгезии 
могут быть не очень высокими. Наимень-
шим показателем обладали авирулентные 
штаммы вибрионов Эль Тор с генотипом 
ctx-tcp- (10,52 ± 4,1), они не продуцируют 
основные факторы патогенности и не пер-
систируют в организме человека. 

По полученным результатам был про-
веден сравнительный коррелятивный ана-
лиз между уровнем АЛфА и показателями 
индексов адгезии исследуемых штаммов 
с определением коэффициента корреля-
ции (КК) между ними (табл. 2). Статисти-
ческую обработку результатов проводили 
с использованием компьютерной програм-
мы MicrosoftExcel 8.0 по критериям ли-
нейной регрессии и корреляции. При срав-
нительном анализе полученных значений 
обращает на себя внимание отсутствие кор-
релятивной связи между уровнями АЛфА 
и адгезии у холерных вибрионов О139 серо-
группы (коэффициент корреляции отрица-
тельный, – 0,6). У классических холерных 

вибрионов, обладающих высокой способ-
ностью к адгезии и низкими показателями 
антилактоферриновой активности, коэффи-
циент корреляции был средним и составлял 
0,76. Можно предположить, что невысокий 
удельный вес вибриононосительства при 
классической холере подтверждает вывод 
о низком персистентном потенциале таких 
вибрионов. Об этом же свидетельствует от-
сутствие у классических холерных вибри-
онов мобильных «островов персистенции» 
и «островов пандемичности», которые со-
держат гены, кодирующие продукцию фак-
торов, обеспечивающих высокий уровень 
адаптации патогена к условиям окружаю-
щей среды [2, 5, 6]. 

Наиболее высоким был коэффици-
ент корреляции адгезивной активности 
и АЛфА у вибрионов Эль Тор (0,82), при 
этом наиболее высок в группе потенциаль-
но эпидемически опасных штаммов ctx-tcp+ 
(0,99). Это свидетельствует о значимости 
этих признаков в персистенции возбудителя 
холеры, прошедшего в период седьмой пан-
демии холеры длительный путь эволюции 
в сторону повышения уровня адаптации 
для жизнедеятельности в различных эколо-
гических нишах. 
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Заключение
Проведенная работа позволила устано-

вить причину прямой коррелятивной связи 
между АЛфА и показателями адгезивной 
активности. Как известно, за адгезию и ко-
лонизацию холерных вибрионов в кишеч-
нике человека отвечают токсинкорегули-
руемые пили адгезии, кодируемые генами 
tcpA. Кроме них известны и другие пили, 
в том числе, маннозочувствительные пили 
адгезии (MSHA), кодируемые генами mshA. 
В последние годы пили MSHA, считают-
ся существенными факторами персистен-
ции [1]. Учитывая вышеизложенное, можно 
предположить, что MSHA, наряду с токсин-
корегулируемыми пилями, принимают уча-
стие как в адгезии холерных вибрионов, так 
и в связывании лактоферрина. Ранее нами 
было показано [3], что антилактоферрино-
вая активность резко снижается в присут-
ствии маннозы, которая блокирует маннозо-
чувствительные рецепторы на поверхности 
холерных вибрионов. В пользу этого пред-
положения свидетельствует тот факт, что 
большинство изученных штаммов с гено-
типами ctx+tcp+ и ctx-tcp+ обладали генами 
mshA, кодирующими маннозочувствитель-
ные пили адгезии.

Несомненна и роль гемагглютинин/про-
теазы, расщепляющей лактоферрин и пре-
пятствующей тем самым адгезии этого белка 
на эпителиоцитах кишечника (ген hapA об-
наружен у всех взятых в опыт штаммов хо-
лерных вибрионов). Таким образом, можно 
констатировать, что выраженная коррелятив-
ная связь антилактоферриновой и адгезив-
ной активностей является подтверждением 
важности этих двух признаков в патогенезе 
холеры и персистенции холерных вибрионов 
Эль Тор в организме человека.
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Таблица 2
Определение коэффициентов корреляции между адгезивной и антилактоферриновой 

активностями у холерных вибрионов О1 и О139 серогрупп

Штаммы Значения уровня 
адгезии 

Значения уровня 
АЛфА нг/мл

Наличие 
генов

Коэффициент 
корреляции (КК)

V.
 c

ho
le

ra
ec

la
ss

ic
al 437 26,42 ± 6,4 40

ctx+tcp+ 0,76

1077 22,61 ± 4,9 10

971 16,64 ± 3,9 0

792 20,15 ± 2,6 28

1601 19,86 ± 3,2 0

V.
 c

ho
le

ra
e  

01
39

16065 4,12 ± 1,1 56 ctx+tcp+

– 0,6
17258 5,11 ± 1,6 24
18772 5,03 ± 1,6 55

ctx-tcp-

18925 4,73 ± 1,5 57

V.
 c

ho
le

ra
eE

l T
or

 

17427 17,03 ± 4,03 100
ctx+tcp+

0,82

0,8817471 15,09 ± 3,8 75
18374 16,02 ± 4,9 75
18775 23,91 ± 5,4 100

ctx-tcp+ 0,9918821 20,83 ± 3,7 94
18781 24,46 ± 5,8 100
18257 20,36 ± 4,02 93
18750 10,36 ± 3,9 78

ctx-tcp- 0,6718774 8,03 ± 3,2 40
17899 13,51 ± 6,2 75
18777 10,17 ± 4,3 79
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