
209

Микрочастицы ватерита (СС) и гибридные мик-
рочастицы ватерита с включением различных 
биополимеров, в том числе пектина (ССР), явля-
ются перспективными многофункциональными 
носителями для мукозальной доставки [1,2]. 
Для их безопасного применения необходимо, 
чтобы в присутствии компонентов слизистой 
оболочки и микробиоты микрочастицы не ока-
зывали провоспалительного действия — в пер-
вую очередь при воспалительных заболеваниях 
кишечника. Известно, что при инфильтрации 
нейтрофилами слизистой оболочки [3] контакт 
с бактериями может вызывать активацию ней-
трофилов с быстрым выбросом активных форм 
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кислорода и галогенов [4], высвобождением 
бактерицидных белков (миелопероксидаза, ли-
зоцим, лактоферрин) в результате дегрануля ции, 
образованием нейтрофильных внеклеточных 
ловушек и фагоцитозом [5]. Эти реакции зависят 
от опсонизации бактерий белками сис темы ком-
племента и иммуноглобулинами, обнаруживаю-
щимися и в кишечнике [6]. При болезни Крона 
патогенетическую роль адгезивно-инвазивных 
штаммов E. coli связывают с их способностью 
провоцировать воспаление [7-9], поэтому важно 
представлять характер взаимодействия между 
микрочастицами, бактериями и нейтрофилами. 
Выбор в качестве объекта исследования микро-
частиц ССР обусловлен описанными антиокси-
дантными [10] и противовоспалительными [11] 
свойствами включённого в их состав пектина.

Микрочастицы СС имеют диаметр 3.9± 
±0.6 мкм и практически не заряжены, а мик-
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рочастицы ССР с диаметром 2.1±0.5 мкм обла-
дают отрицательным поверхностным зарядом 
и меньшим размером пор. Адсорбция муцина 
микрочастицами СС усиливала активацию ими 
нейтрофилов, а включение в частицы пектина 
значительно ослабляло этот эффект [2]. Мик-
рочастицы ватерита характеризуются высокой 
биосовместимостью с бактериями E. coli и не 
токсичны по отношению к ним [12]. Однако 
нельзя исключить возможность взаимодействия 
между экспонированным на поверхности ча-
стиц ССР пектином и компонентами клеточной 
оболочки E. coli и, следовательно, реакцию 
бактерий на культивирование их в присутствии 
ССР. Особый интерес представляет сравнение 
реакции на частицы лабораторного штамма E. 
coli K12 Mg1655 и изолята с вирулентным фе-
нотипом от пациента с болезнью Крона SharL. 
Кроме того, важно понимать, может ли контакт 
с бактериями повлиять на активность частиц 
в отношении нейтрофилов, например, за счёт 
адсорбции липополисахаридов [13].

Цель данной работы — изучить реакцию 
бак терий E. coli лабораторного штамма Mg1655 
и изолята от пациента с болезнью Крона SharL 
на культивирование с микрочастицами ССР и СС 
и последующую активацию нейтрофилов. Для 
этого проводили сравнительный анализ ДНК и 
внутри/внеклеточной концентрации АТФ при 
выращивании бактерий в присутствии микрочас-
тиц СС и ССР и оценивали дыхательный взрыв 
нейтрофилов in vitro под действием бактерий и 
частиц по отдельности и в смеси.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В работе использовали лабораторный штамм 
E. coli K12 Mg1655 и изолят E. coli SharL, вы-
деленный при диагностической эндоскопии у 
пациента с болезнью Крона [14]. Кровь здоро-
вых добровольцев получали на основании ин-
формированного согласия с одобрения комитета 
по этике ФНКЦ ФХМ им. Ю.М.Лопухина (Про-
токол 534 код H-012, 05.02.2020 г.).

Нейтрофилы выделяли из крови здоровых 
добровольцев (N=3) методом центрифугирова-
ния на двойном градиенте плотности Histopaque 
1.077/1.119 г/л, как описано ранее [14].

Микрочастицы СС синтезировали, смеши-
вая растворы CaCl2 и Na2CO3 в 0.05 М трис-бу-
фере рН 7.0. Для получения микрочастиц ССР в 
реакционную смесь добавляли пектин из яблок 
(до 5 мг/мл). Получившиеся частицы промы-
вали бидистиллированной водой и лиофильно 
высушивали [2].

Культуры клеток Е. coli выращивали в сре-
де LB при 37°С и встряхивании (180 об/мин) в 
течение ночи. Ночную культуру разводили до 
1% в среде LB и переносили по 200 мкл в лун-
ки 96-луночного планшета. Затем к культу ре 
добавляли образцы СС, ССР или только пектин 
(Р) до конечной концентрации 3 мг/мл и выра-
щивали при 37°С в течение ночи. Рост бактерий 
оценивали по концентрации ДНК. Для этого из 
200 мкл культуры выделяли ДНК с помощью 
бромида цетилтриметиламмония [15], концен-
трацию ДНК измеряли по протоколу Qubit с 
использованием набора для измерения ДНК 
(Invitrogen).

Внеклеточную концентрацию АТФ (ATФex) 
оценивали в суспензиях бактерий, а внутри-
клеточную (АТФin) — после лизиса бактерий 
10-кратным объёмом ДМСО. Измерения про-
водили с использованием люциферин-люци-
феразы [16] на хемилюминометре Lum-1200 
"Дисофт".

Клеточную хемилюминесценцию (ХЛ) из-
меряли в пробах объёмом 0.25 мл в среде Креб-
са—Рингера рН 7.4 с 0.2 мМ люминола при 
концентрации нейтрофилов 0.25-0.35×106 кле-
ток/мл. ХЛ активировали добавлением 25 мкл 
образца и  регистрировали амплитуду ХЛ-ответа 
при 37°С.

Для оценки секреции миелопероксидазы 
(МПО) нейтрофилами оценивали её остаточную 
активность в нейтрофилах после измерения ХЛ. 
Для этого микрочастицы и клетки осаждали 
центрифугированием (10 мин, 3000 об/мин). 
После лизиса клеток 1% раствором Тритона 
Х-100 оценивали активность МПО по окисле-
нию о-дианизидина, регистрируя образование 
окрашенного продукта после остановки реак-
ции о-фосфорной кислотой.

Полученные результаты обрабатывали с 
использованием MS Excel (Microsoft Corp.) и 
пакета программ Statistica 12.0 (StatSoft, Inc.). 
Данные представлены в виде среднего арифме-
тического (М)±стандартное отклонение (SD). 
Достоверность различий между группами оце-
нивали с использованием t критерия Стьюдента 
для несвязанных величин. Статистически зна-
чимыми считали различия при р<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Микрочастицы СС в концентрации 3 мг/мл не 
препятствовали росту бактерий штамма Mg1655 
и изолята SharL, о чём свидетельствует отсут-
ствие снижения концентрации ДНК в пробах с 
частицами (рис. 1, а). Пектин в этой же кон-
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центрации достоверно, но в разной степени 
усиливал рост бактерий. По сравнению с кон-
трольными культурами (без добавок) в присут-
ствии микрочастиц ССР рост бактерий штамма 
Mg1655 усиливался, а рост бактерий изолята 
SharL, напротив, снижался.

Под действием микрочастиц ССР повыша-
лась концентрация АТФex по сравнению с кон-
трольной культурой; в меньшей степени анало-
гичный эффект оказывали микрочастицы СС в 
отношении изолята SharL (рис. 1, б). В то же вре-
мя концентрация А ТФin статистически значимо 
увеличивалась только при выращивании изолята 
SharL в присутствии пектина и микро частиц ССР 
(рис. 1, в). У E. coli Mg1655 микрочастицы ССР 
вызывали снижение показателя относительно 
контроля (культуры без добавок) и культуры, 
выращенной в присутствии микрочастиц СС.

Утечка АТФ из клеток E. coli свидетель-
ствует о нарушении проницаемости клеточной 
стенки вследствие её повреждения [16,17]. Дей-
ствительно, в случае лабораторного штамма 
Mg1655 рост внеклеточной концентрации АТФex 
регистрировался при повышенной относитель-
но контрольной культуры концентрации ДНК, 
но сопровождался снижением АТФin. Для изо-

лята SharL, напротив, увеличение АТФex при 
повышенной концентрации АТФin сопровожда-
лось снижением количества ДНК в пробах с 
микрочастицами ССР, указывая на бактерио-
статический эффект.

Взаимодействие микрочастиц с компонен-
тами бактериальных клеточных оболочек может 
влиять на последующую активацию нейтрофи-
лов, например, за счёт адсорбции белков или 
липополисахаридов частицами. 

При отсутствии сыворотки величина ХЛ-
от вета нейтрофилов на суспензии бактерий с 
микрочастицами двух видов или отдельно с 
пектином не  превышала величину ответа на 
сами частицы, что свидетельствует об отсут-
ствии их модификации, усиливающей актива-
цию нейтрофилов (рис. 2, а). В то же время 
ответ на бактерии в присутствии микрочастиц 
в некоторых случаях был выше, чем ответ на 
контрольные образцы бактерий, за счёт вклада 
самих частиц в активацию нейтрофилов. Это 
означает, что в среде без сыворотки нейтрофилы 
отвечали образованием АФК преимущественно 
на микрочастицы, а бактерии ослабляли эту 
реакцию, возможно, реагируя с нейтрофилами 
без стимуляции дыхательного взрыва. Пектин 

Рис. 1. Влияние микрочастиц СС, гибридных микро-
частиц ССР и пектина (Р) в концентрации 3 мг/мл на 
концентрацию ДНК (а), АТФex (б) и АТФin (в) при культи-
вировании бактерий Е. coli штамма Mg1655 и изолята 
SharL в течение 16 ч.
р˂0.05 по сравнению *с контрольной культурой (без 
добавок), +с культурой, выращенной в присутствии СС.
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и микрочастицы СС добавляли к бактериям в 
той же концентрации, что и ССР, моделируя 
тем самым локальные эффекты, обусловленные 
контактом бактерий с поверхностью ва терита 
без пектина или с экспонированным на части-
цах пектином.

Добавление сыворотки в среду измерений 
приводило к значительному увеличению ХЛ-от-
вета нейтрофилов на бактерии как в контроль-
ных пробах, так и в пробах с микрочастицами 
СС, ССР и пектином (рис. 2, б). По-видимому, 

опсонизация бактерий способствовала эффек-
тивному распознаванию их нейтрофилами и 
быстрому запуску дыхательного взрыва. Сле-
дует отметить, что микрочастицы СС и ССР не 
влияли на активацию нейтрофилов бактерия ми 
в присутствии сыворотки, т.е. не изменяли их 
функциональную активность. Кроме того, из 
сопоставления эффектов микрочастиц СС и ССР 
без бактерий следует, что помимо различий в их 
физико-химических свойствах, включая диа метр 
и дзета-потенциал, важную роль в активации 

Рис. 3. Активность МПО в осадках нейтрофилов с бактериями Е. coli штамма Mg1655, микрочастицами СС и 
ССР или пектином (Р) после измерения ХЛ в среде без сыворотки (а) или с 1% аутологичной сыворотки (б).
*р˂0.05 по сравнению с пробой без бактерий.

Рис. 2. Амплитуда люминолзависимого ХЛ-ответа нейтрофилов на образцы суспензии бактерий Е. coli штамма 
Mg1655 и изолята SharL, содержащие микрочастицы СС и ССР или пектин (Р), в среде без сыворотки (а) или 
с 1% аутологичной сыворотки (б).
р˂0.05 по сравнению *с контрольной культурой (без добавок), +с соответствующей пробой без бактерий.
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нейтрофилов играют белки сыворотки, по-раз-
ному взаимодействующие с поверхнос тью двух 
видов частиц.

Дегрануляция нейтрофилов и фагоцитоз 
ба ктерий не всегда коррелируют с дыхательным 
взрывом [18]. Снижение активности МПО в 
осадке клеток после измерения ХЛ наблюдалось 
во всех пробах с бактериями по сравнению с 
пробами после активации нейтрофилов одними 
частицами или пектином, как в среде без сыво-
ротки (рис. 3, а), так и в присутствии сыворотки 
(рис. 3, б). Полученные результаты показывают, 
что микрочастицы СС и ССР, как и пектин, не 
влияют на высвобождение МПО нейтрофила-
ми в ответ на добавление бактерий. При этом 
некоторое снижение ХЛ в пробах с пектином 
(рис. 2) объясняется скорее его антиоксидант-
ными свойствами [19].

Таким образом, гибридные микрочастицы 
ватерит-пектина увеличивают выход АТФ из 
бактерий Е. coli. В случае с изолятом SharL вы-
ход АТФ сопровождался снижением концентра-
ции ДНК при повышении концентрации АТФin, 
тогда как для лабораторного штамма E. coli K12 
Mg1655, напротив, концентрация АТФin снижа-
лась при повышенном уровне ДНК. Выявлен-
ные различия между лабораторным штаммом 
и клиническим изолятом E. coli требуют даль-
нейшего исследования, а также могут исполь-
зоваться при разработке средств мукозальной 
доставки с бактериостатическим эффектом в 
отношении адгезивно-инвазивных E. coli при 
болезни Крона. При этом взаимодействие меж-
ду бактериями и микрочастицами не усилива-
ло активацию нейтрофилов по сравнению с 
самими частицами (в среде без сыворотки) и 
с бактериями (в среде с сывороткой), а сами 
микрочастицы не снижали функциональную ак-
тивность нейтрофилов в отношении бактерий.
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