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Аннотация 
Введение. С учётом решающей роли антибактериальных стратегий секреторной дегрануляции и нетоза 
в предотвращении сепсиса, представляет интерес изучение взаимодействия Yersinia pestis c гранулоци-
тами крови человека на модели бактериемии ex vivo для оценки эффективности этих стратегий при чуме.
Цель работы — оценка дегрануляции и лизиса гранулоцитов в образцах цельной крови человека в при-
сутствии живых Y. pestis.
Материалы и методы. Бактериемию моделировали добавлением в цельную кровь (с гепарином) кле-
ток аттенуированного штамма Y. pestis EV НИИЭГ, выращенных при 37оС либо 28оС, в дозе 108 м.к./мл. 
Штаммы Staphylococcus aureus ATCC 6538 (209-P) и Escherichia coli ATCC 25922 использовали в опытах 
с кровью тех же доноров в качестве положительного контроля. Бактерицидный эффект определяли в 
различные сроки инкубации крови при 37оС (в течение 6 ч) микробиологическим методом. С помощью про-
точной цитометрии в крови проводили иммунофенотипирование лейкоцитов по Lyse/No-Wash протоколу 
для определения экспрессии на поверхности гранулоцитов основного лейкоцитарного антигена CD45 и 
маркера секреторной азурофильной дегрануляции CD63. Интенсивность лизиса гранулоцитов оценивали 
по снижению доли этих клеток в суммарной лейкоцитарной популяции. 
Результаты. Установлено, что живые клетки чумного микроба, в отличие от E. coli и S. aureus, не приводят 
к развитию азурофильной дегрануляции в гранулоцитах крови человека и в течение 6 ч не индуцируют 
аутолизис (нетоз) этих клеток при моделировании бактериемии ex vivo. 
Заключение. На модели чумной бактериемии ex vivo впервые получена информация, свидетельствую-
щая о том, что в крови не привитых против чумы людей не работают механизмы внеклеточной бактери-
цидности гранулоцитов, эффективно функционирующие в условиях бактериемии в отношении E. coli и 
S. aureus. Подготовлена экспериментально-методическая основа для дальнейших исследований с клет-
ками крови привитых против чумы доноров с целью разработки новых эффективных тестов оценки напря-
жённости приобретённого клеточного противочумного иммунитета.
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Abstract 
Introduction. Considering the decisive role of antibacterial strategies of secretory degranulation and NETosis in 
the prevention of sepsis, it is of interest to study the interaction of Yersinia pestis with human blood granulocytes 
using an ex vivo bacteremia model to assess the effectiveness of this antibacterial strategy of the host organism 
in plague. 
Purpose: evaluation of granulocyte degranulation and lysis in human whole blood samples in the presence of 
live Y. pestis.
Materials and methods. Bacteremia was modeled by adding Y. pestis EV NIIEG cells grown at 37оC or 28оC 
to whole blood (with heparin) at a dose of 108 mc/mL. Strains Staphylococcus aureus ATCC 6538 (209-P) and 
Escherichia coli ATCC 25922 were used in experiments with blood from the same donors as a positive control. 
The bactericidal effect was determined at different time points during blood incubation at 37оC (for 6 hours) using 
a microbiological method. Using flow cytometry, immunophenotyping of leukocytes was performed in the blood 
according to the Lyse/No-Wash protocol to determine the expression of the main leukocyte antigen CD45 and the 
secretory azurophilic degranulation marker CD63 on the surface of the granulocytes. The intensity of granulocyte 
lysis was assessed by the decrease in the proportion of these cells in the total leukocyte population. 
Results. It has been established that live plague microbes, unlike E. coli and S. aureus, do not cause the devel-
opment of azurophilic degranulation in human blood granulocytes and do not induce autolysis (NETosis) of these 
cells within 6 hours when bacteremia is modeled ex vivo. 
Conclusion. Information was obtained on the ability of the plague microbe to suppress the extracellular bacteri-
cidal mechanisms of granulocytes in the blood of people not vaccinated against plague, which effectively function 
under conditions of bacteremia against E. coli and S. aureus. An experimental and methodological basis has 
been prepared for further research with blood cells from donors vaccinated against plague in order to develop 
new effective tests for assessing the intensity of acquired cellular anti-plague immunity in humans.
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Введение 
Первичная лёгочная чума (ПЛЧ), вызываемая 

Yersinia pestis и передающаяся человеку воздуш-
но-капельным путём от другого человека или до-
машнего животного, является самой опасной бак-
териальной инфекцией, при которой возбудитель 
эффективно нейтрализует защитные механизмы 
иммунной системы и интенсивно размножается в 
организме хозяина, длительное время не индуцируя 
развития in vivo защитной воспалительной реакции. 

Бессимптомный характер развития инфекционного 
процесса в течение первых 2 сут после аэрогенно-
го заражения чумой является ключевым фактором, 
определяющим высокую эпидемическую опасность 
ПЛЧ [1, 2]. Патогенез чумы недостаточно изучен, 
особенно на стадии бактериемии [3], когда устой-
чивые к фагоцитозу клетки Y. pestis, внеклеточно 
размножающиеся в микрокапиллярах печени, лёг-
ких и других органов, вступают in vivo в длительное 
контактное взаимодействие с лейкоцитами перифе-
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рической крови, в том числе с нейтрофильными 
гранулоцитами (НГ), ответственными за развитие 
воспалительных реакций [4]. 

Тем не менее в опытах на лабораторных живот-
ных установлена важная особенность патогенети-
ческого механизма при ПЛЧ, которая заключается 
в полном подавлении на ранней стадии инфекции 
необходимых для развития воспаления процессов 
секреторной азурофильной дегрануляции [5], хемо-
таксиса [6], апоптоза [7] и лизиса НГ [8] эффектор-
ными Yop-белками (Yersinia outer proteins), синтези-
руемыми Y. pestis при температуре 37оС и секрети-
руемыми внеклеточно размножающимися чумными 
микробами в цитоплазму клеток иммунной систе-
мы организма хозяина [4, 9]. При этом Yop-белки 
вирулентности Y. pestis, наоборот, запускают гибель 
макрофагов по типу апоптоза, что нарушает функ-
ционирование in vivo механизма эффероцитоза и 
неизбежно приводит к генерализации воспалитель-
ного процесса в результате массивного аутолизи-
са неспособных реализовать свой бактерицидный 
потенциал НГ периферической крови. Аутолизис 
гранулоцитов, быстро запускаемый с отсрочкой 
по времени сразу во всём организме, приводит, со-
гласно гипотезе М.Т. Silva [10], к высвобождению 
в плазму крови огромного количества молекул лей-
коцитарной эластазы (ЛЭ), разрушающей эластин 
лёгких и кровеносных сосудов, а также расщепля-
ющей клеточные рецепторы и белки плазмы, ответ-
ственные за регуляцию процесса коагуляции, что 
является триггером неожиданного и молниеносного 
развития сепсиса при ПЛЧ. 

Для подтверждения (или опровержения) дан-
ной гипотезы требуется детальное изучение про-
цессов дегрануляции и лизиса гранулоцитов крови 
человека и животных с использованием современ-
ных методов цитологического анализа в условиях 
моделирования чумной бактериемии ex vivo. Как 
свидетельствуют результаты изучения патогенеза 
COVID-19, связанного с выраженным дисбалансом 
в системе эластаза–ингибиторы [11], в случае выде-
ления НГ из периферической крови пациентов важ-
ная информация о роли нетоза в иммунологической 
защите и в развитии при сепсисе процесса гиперко-
агуляции может быть потеряна, т. к. процедура цен-
трифугирования клеток крови в градиенте плотно-
сти не позволяет дифференцировать от лимфоцитов 
и моноцитов склонную к нетозу популяцию акти-
вированных НГ низкой плотности с повышенным 
уровнем экспрессии маркера азурофильной дегра-
нуляции CD63 на клеточной поверхности [12]. 

Длительное время исследования на модели 
бактериемии ex vivo не проводились, в том числе 
в опытах с условно-патогенными бактериями [13], 
т. к. считалось, что гранулоциты крови реализуют 
свой мощный бактерицидный потенциал только 
после миграции из сосудистого русла в ткани, где 

они обезвреживают бактерии с помощью фагоцито-
за. Ситуация изменилась после открытия нетоза в 
2004 г. и исследований В. МсDonald и соавт. [14], 
экспериментально доказавших, что аутолизис НГ 
(нетоз), которому предшествует и сопутствует се-
креторная азурофильная дегрануляция НГ с высво-
бождением из гранул ЛЭ, позволяет организму 
обезвреживать микробы на ранней стадии бактери-
емии (в течение первых 6 ч) непосредственно в по-
токе крови с помощью ДНК-сетей NETs (Neutrophil 
Extracellular Traps), «запускаемых» активированны-
ми нейтрофилами во внеклеточное пространство. 
Причём эффективность этого ранее не известно-
го механизма иммунологической защиты с точки 
зрения предотвращения бактериального сепсиса 
при инфекциях, вызываемых Escherichia coli и 
Staphylococcus aureus, была в 4 раза выше, чем фа-
гоцитоза. 

При особо опасных инфекциях, возбудители 
которых обладают устойчивостью к перевариванию 
в макрофагах (например, Y. pseudotuberculosis), 
протеазы и бактерицидные катионные белки, 
высвобождаемые из НГ в процессе секреторной 
дегрануляции и цитолиза, частично или полностью 
обез вреживают устойчивые к фагоцитозу бактерии, 
которые после такой «предварительной обработки» 
быстро поглощаются и перевариваются макрофага-
ми [15]. В 2002 г. нами впервые были опубликованы 
результаты исследований, в которых проточно-ци-
тофлуориметрический метод оценки интенсивно-
сти дегрануляции был использован для регистра-
ции различий в способности чумных микробов, 
выращенных при 28оС и 37оС, запускать ex vivo 
процесс секреторной дегрануляции в фагоцитах 
цельной крови человека. Для клеток, выращенных 
при 37оС, был характерен срыв антибактериального 
реагирования по показателю секреторной деграну-
ляции на модели чумной бактериемии [16]. Много 
лет спустя в зарубежной печати стали появляться 
экспериментальные данные, способные объяснить 
механизм зарегистрированного нами феномена от-
сутствия дегрануляции фагоцитов в крови челове-
ка, обсеменённой живыми чумными микробами. 
Исследования проводились in vivo на мышах [5, 8] 
и in vitro c НГ, предварительно выделенными из 
крови человека [17, 18]. Дегрануляция оценивалась, 
в отличие от нашей работы, не с использованием 
суправитальной окраски красителем акридиновым 
оранжевым (АО), а по маркеру дегрануляции CD63. 
Эксперименты на модели бактериемии ex vivo не 
проводились. Интенсивность лизиса гранулоцитов в 
крови человека, обсеменённой чумными микробами 
или условно-патогенными микроорганизмами, к мо-
менту начала нашей работы методом проточной ци-
тометрии не определялась и не контролировалась. 

Актуальность продолжения ранее начатых на-
ми исследований на модели бактериемии ex vivo  
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c использованием маркера азурофильной деграну-
ляции CD63 и других лейкоцитарных фенотипиче-
ских маркеров определялась необходимостью раз-
работки клеточного теста оценки напряжённости 
поствакцинального противочумного иммунитета 
у людей, основанного на количественной оценке 
показателя повреждения нейтрофилов перифери-
ческой крови специфическим антигеном. В свете 
современных представлений стратегия разработки 
вакцин для экстренной профилактики чумы и дру-
гих особо опасных инфекций должна учитывать 
способность иммуностимулирующих препаратов 
запускать механизм внеклеточной антителозависи-
мой цитотоксичности (бактерицидности) НГ [19], 
реализуемый в крови при взаимодействии с иммун-
ными комплексами антиген–антитело с помощью 
процессов секреторной азурофильной дегрануля-
ции и нетоза [20]. Только при появлении в крови 
специфических антител к антигену, ранее исполь-
зованному для иммунизации животных, внутривен-
ное введение (или добавление в кровь) этого анти-
гена запускает в организме (или в условиях ex vivo) 
защитную IgG-обусловленную анафилактическую 
реакцию, связанную с секреторной дегрануляцией 
и лизисом НГ периферической крови [21]. Молеку-
лярные механизмы, ответственные за переход ин-
фекционного процесса при ПЛЧ из бессимптомной 
фазы в фазу системного воспаления, мало изучены 
[3, 22], и один из них может быть связан с запуском 
in vivo IgG-обусловленной аллергической реакции. 

Отсутствие местной защитной воспалитель-
ной реакции в неиммунном организме хозяина на-
блюдается не только при заражении дикими виру-
лентными штаммами Y. pestis, но и в ответ на имею-
щие плазмиду вирулентности непигментированные 
штаммы, к которым относится вакцинный штамм 
Y. pestis EV НИИЭГ (Pgm–pFra+pCad+pPst+) [1, 23]. 
Обладая остаточной вирулентностью, такие атте-
нуированные штаммы вызывают гибель лаборатор-
ных животных только при внутривенном введении 
в дозах более 106 м.к., что используется в модель-
ных экспериментах по изучению механизмов имму-
нитета и вирулентности [23].

Целью настоящей работы явилась оценка де-
грануляции и лизиса гранулоцитов в образцах цель-
ной крови человека в присутствии живых Y. pestis. 

Материалы и методы
В исследованиях использовали аттенуирован-

ный штамм Y. pestis EV НИИЭГ, штаммы S. aureus 
АТСС 6538 (209-P) и E. coli AТCC 25922 из Государ-
ственной коллекции патогенных бактерий Россий-
ского противочумного института «Микроб» Роспо-
требнадзора. Суточные культуры S. aureus и E. coli 
выращивали на агаре Хоттингера (рН 7,2) при 37оС. 
Для клеток Y. pestis EV получали двухсуточную 
стационарную бактериальную культуру, выращен-

ную на том же агаре при 28оС (Y.pestis28). Экспо-
ненциальную 18-часовую культуру Y. pestis EV с 
изменёнными антигенными свойствами получали 
путем выращивания на бульоне Хоттингера (рН 7,2) 
c аэрацией при 37оС (Y.pestis37) [24]. В стерильном 
фосфатно-солевом буфере (рН 7,4) с 0,9% NaCl го-
товили по стандартному образцу мутности ОСО 42-
28-59-85П взвеси живых бактерий с концентрацией 
109 м.к./мл из культур E. coli, S. aureus, Y.pestis28 и 
Y.pestis37. 

В исследовании приняли участие 10 услов-
но здоровых не привитых против чумы доноров 
(3 мужчин и 7 женщин) в возрасте 25–55 лет, дав-
шие письменное добровольное информированное 
согласие на участие в исследовании. Протокол ис-
следования одобрен Этическим комитетом Россий-
ского научно-исследовательского противочумного 
института «Микроб» (протокол № 9 от 21.10.2020). 

Кровь добровольцев забирали в пробирки  
с антикоагулянтом (гепарином) и использовали  
в течение 1–2 ч. Для моделирования бактериемии  
к 1 мл крови, содержащей в среднем 2 × 106 фагоци-
тов, добавляли 100 мкл исследуемой миллиардной 
бактериальной взвеси, что соответствовало кон-
центрации 108 м.к./мл крови или исходной микроб-
ной нагрузке (число бактерий : фагоцит) в среднем 
50 : 1 [25]. С кровью каждого донора взвеси клеток 
Y. pestis28 и Y.pestis37 исследовали одновременно 
с взвесями клеток E. coli и/или S. aureus. Образцы 
крови (по 1 мл) с исследуемыми бактериями поме-
щали в шейкер-инкубатор «ES-20» («BioSan») и ин-
кубировали при перемешивании в течение 6 ч. Кон-
тролем служили образцы, инкубируемые в течение 
6 ч без бактерий, с добавлением 100 мкл стерильно-
го фосфатно-солевого буфера на 1 мл крови.

Иммунофенотипирование лейкоцитов в иссле-
дуемых образцах крови для проточно-цитофлуо-
риметрического анализа осуществляли по прото-
колу Lyse/No-Wash [26] с использованием меченых 
мышиных моноклональных антител к антигенам 
лейкоцитов крови человека СD45-FITC и CD63-PE 
(«Bekman Coulter»). Гранулоциты идентифицирова-
ли по степени их внутриклеточной гранулярности 
(интенсивности бокового светорассеяния) и по экс-
прессии общего лейкоцитарного антигена (СD45). 
В гейте гранулоцитов определяли относительное 
содержание клеток, положительных по экспрессии 
поверхностного маркера азурофильной дегрануля-
ции CD63 [5, 17]. Результаты учитывали для каждо-
го опытного и контрольного образца крови в дина-
мике: через 0, 1, 2, 4, 6 ч инкубации. 

Суммарное количество в крови живых бакте-
рий (в плазме и внутри активных фагоцитов) опре-
деляли микробиологическим методом, основанным 
на осмотическом лизисе клеток крови в дистилли-
рованной воде [27]. К 1 мл Н2О добавляли 10 мкл 
крови. Через 30 с из разведённой водой плазмы, 
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содержащей бактерии и продукты лизиса клеток 
крови, готовили в фосфатно-солевом буфере после-
довательные 10-кратные разведения для высева на 
чашки с агаром Хоттингера (рН 7,2). Для каждого из 
разведений число колоний (КОЕ) стафилококка или 
кишечной палочки подсчитывали через сутки роста 
при температуре 37оС, а клеток Y. pestis — на 3-и 
сутки роста при 28оС. По отношению к числу КОЕ 
через 0 ч инкубации, принятому за 100%, оценива-
ли выживаемость бактерий каждого вида в крови  
(в %) через 1, 2 и 6 ч инкубации для сравнительной 
характеристики развития бактерицидного эффекта 
в условиях ex vivo [25]. 

Интенсивность лизиса гранулоцитов количе-
ственно определяли ex vivo методом проточной ци-
тометрии по снижению доли этих клеток в образцах 
цельной периферической крови, а также по увели-
чению относительного содержания в крови клеточ-
ного дебриса [25]. 

Для оценки показателей светорассеяния и ин-
тенсивности иммунофлуоресценции меченных 
CD-маркерами лейкоцитов крови использовали 
проточный цитометр «DakoCytomation» («Dako») 
с программным обеспечением «Summit v.4.3 Built 
2445». 

Полученные экспериментальные данные ста-
тистически обрабатывали с использованием стан-

дартного пакета программ «Microsoft Office Excel 
2016», «Statistica 10.0» («StatSoft Inc.»), представ-
ляя результаты в виде медианы (Me) и квартиль-
ных отклонений [Q1; Q3] с расчётом достоверности 
различий в исследуемых группах с использованием 
U-критерия Манна–Уитни. Значение р < 0,05 счита-
ли значимым. 

Результаты
При добавлении в кровь Y.pestis37 в течение 

6 ч в гранулоцитах отсутствовали изменения, свя-
занные с состоянием цитоплазматических гранул, 
а также лизис этих клеток в условиях моделирова-
ния ex vivo чумной бактериемии, в то время как в 
крови тех же доноров условно-патогенные бакте-
рии индуцировали к 6 ч инкубации интенсивную 
дегрануляцию и неизбежный лизис подавляющего 
большинства гранулоцитов в суммарной популяции 
лейкоцитов периферической крови. Антибактери-
альное реагирование гранулоцитов по исследуемым 
показателям дегрануляции и цитолиза имело место 
в случае моделирования бактериемии ex vivo клет-
ками Y.pestis28. Однако, в сравнении с реак цией на 
E. coli или S. aureus, это реагирование было значи-
тельно менее интенсивным (таблица). 

Регистрируемые различия по исследуемым 
показателям наглядно иллюстрируют на примере 

Результаты сравнительной оценки интенсивности азурофильной дегрануляции и лизиса гранулоцитов при моделиро-
вании бактериемии ex vivo живыми клетками E. coli, S. aureus и Y.pestis37 в зависимости от срока инкубации крови  
при 37оС, Me [Q1; Q3]
The results of granulocyte azurophilic degranulation and lysis intensity estimation in an ex vivo modeling of bacteremia  
by live E. coli, S. aureus and Y.pestis37 in depending of blood incubation time at 37oC, Me [Q1; Q3]

Показатель 
Parameter

Oбразец крови
Blood sample 

Cрок инкубации, мин | Duration of incubation, min

60 120 240 360

Интенсивность лизиса  
гранулоцитов,%
Granulocyte lysis intensity, %

Контроль
Сontrol

5,2
[3,8; 7,4]

9,1
[8,6; 11,8]

12,2
[10,5; 13,7]

14,6
[12,1; 16,8]

S. aureus 27
[25,4; 29,6]*

56,0
[51,2; 59,7]*

78
[73,6; 82,5]*

82,0
[76,8; 85,2]*

E. coli 22,3
[20,7; 24,5]*

38,8
[37,3; 40,5]*

63,6
[56,5; 70,4]*

78,6
[73,4; 84,7]*

Y.pestis28 7,3
[6,2; 9,1]

10,4
[8,7; 13,5]

20,6 
[18,6; 21,5]*

19,0
[17,5; 20,8]*

Y.pestis37 6,7
[4,3; 8,6]

8,0
[6,2; 9,5]

9,3
[6,7; 12,8]

10,6
[6,8; 13,0]

Доля гранулоцитов  
с CD63+-фенотипом, % 
Share of granulocytes  
with CD63+ phenotype, %

Контроль
Сontrol

10
[9,2; 13,8]

14
[11,4; 16,3]

17
[15,5; 19,7]

18
[16,3; 21,4]

S. aureus 35
[34,5; 35,7]*

70
[67,0; 72,4]*

83
[74,5; 93,0]*

79
[68,4; 90,2]*

E. coli 28,3
[25,6; 32,4]*

50,3
[44,6; 55,3]*

70,6
[61,0; 75,7]*

80[72,2; 88,2]*

Y.pestis28 19,7
[17,8; 23,5]*

26,0
[21,1; 30,2]*

32,3
[28,4; 36,6]*

31,2
[22,2; 38,7]*

Y.pestis37 14,2
[11,9; 18,3]

13,4
[10,6; 17,3]

15,1
[13,2; 18,6]

20,8
[16,5; 22,7]

Примечание. *p < 0,05 по сравнению с контролем.
Note. *p < 0.05 compared with control.
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Y.pestis37 и E. coli характерные цитограммы, пред-
ставленные на рис. 1, где гранулоциты локализуют-
ся по степени внутриклеточной гранулярности (ин-
тенсивности бокового светорассеяния) и плотности 
экспрессии CD45 в выделенном в виде эллипса ре-
гионе R3 при автоматическом дифференцировании 
их в контрольных образцах крови от лимфоцитов 
и моноцитов. В присутствии E. coli доля грануло-
цитов (клеток в регионе R3) снижалась через 6 ч  
в суммарной лейкоцитарной популяции относи-
тельно контрольного показателя в 10 раз — с 47,1 
до 4,8%, а в присутствии Y.pestis37 фактически не 
менялась, оставаясь близкой к контролю (43,8%). В 
крови, обсеменённой E. coli, доля гранулоцитов рез-
ко снижалась в этот срок из-за массивного лизиса 
погибших фагоцитов, существенно увеличивающего 
относительное количество сигналов от клеточного 
дебриса, регистрируемых за пределами региона R1. 
На цитограмме опытного образца крови с клетками 
Y.pestis37 доля дебриса через 6 ч инкубации была, на-
оборот, ниже, чем в контроле без бактерий. 

В отличие от условно-патогенных бактерий, 
клетки Y.pestis37 не индуцировали ex vivo повыше-
ние экспрессии на поверхности гранулоцитов лизо-
сомального белка CD63 (тетраспанина), являюще-
гося маркером развития секреторной азурофильной 
дегрануляции (рис.  2). В образцах крови, обсеме-
нённых живыми клетками E. coli и S. aureus, про-
цесс секреции CD63 из гранул на поверхность гра-
нулоцитов запускался уже через час, существенно 
активировался по интенсивности с 2 ч инкубации и 
предшествовал лизису активированных гранулоци-
тов в условиях ex vivo (таблица). 

На фоне отсутствия антибактериального реа-
гирования гранулоцитов по исследуемым показа-
телям дегрануляции и лейкоцитолиза регистриро-
вали микробиологическим методом повышенную 
выживаемость Y.pestis37 в образцах цельной крови 
человека в сравнении с Y.pestis28. Чумной микроб, 
выращенный при температуре организма хозяина, 
начинал через 6 ч интенсивно размножаться в усло-
виях моделирования бактериемии ex vivo. В крови 

Рис. 1. Цитограммы распределения лейкоцитов по степени внутриклеточной гранулярности и плотности экспрессии 
на клеточной поверхности общего лейкоцитарного антигена CD45 через 6 ч после добавления в кровь одного и того 

же донора клеток Y. pestis и E. coli. 
На контрольной цитограмме регионы R3 и R2 соответствуют гранулоцитам и лимфоцитам. Моноциты локализуются в области между 
регионами R2 и R3. Все целые неповреждённые лейкоциты учитывались цитометром в области R1, за пределами которой аккумули-
ровались сигналы от клеточного дебриса — продуктов распада лейкоцитов с низким уровнем экспрессии лейкоцитарного антигена. 

Доля клеток в каждом регионе выражена в процентах от общего числа зарегистрированных лейкоцитов. Доля дебриса соответствует 
(100 – R1)%. 

Fig. 1. Cytograms of the blood leukocyte distribution according to the degree of intracellular granularity and the cell surface 
common leukocyte antigen CD45 expression density at 6 h after the addition of Y. pestis and E. coli to the blood  

of the same donor.
Regions R3 and R2 correspond to granulocytes and lymphocytes. Monocytes are localized in the area between the R2 and R3 regions. All 
intact undamaged leukocytes were counted by the cytometer in the R1 region, beyond which signals from cellular debris, products of the 

breakdown of leukocytes with a low level of leukocyte antigen expression, accumulated. The proportion of cells in each region is expressed 
as a percentage of the total number of registered leukocytes. The proportion of debris corresponds to (100 – R1)%.

Контроль 6 ч
Control 6 h

E. coli 6 ч
E. coli 6 h

Y.pestis37 6 ч
Y.pestis37 6 h
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Рис. 2. Относительное содержание в гейте гранулоцитов активированных клеток c CD63+-фенотипом  
через 2 ч взаимодействия ex vivo с живыми клетками Y.pestis 37, E. coli и S. aureus.

CD63+-гранулоциты локализуются на цитограммах в области R1; контроль — кровь через 2 ч без бактерий. Доля клеток в регионе R1 
представлена как процент от общего числа клеток, зарегистрированных в гейте гранулоцитов. 

Fig. 2. Relative content of activated cells with CD63+ phenotype in the granulocyte gate after 2 h of ex vivo interaction  
with living cells of Y.pestis37, E. coli and S. aureus. 

CD63+ granulocytes are localized in the R1 region of cytograms; control is the blood after 2 h without bacteria. The proportion of cells  
in R1 region is expressed as a percentage of the total number of registered granulocytes.

Контроль
Control E. coli

S. aureus Y. pestis

Рис. 3. Повышенная выживаемость Y.pestis37 в крови человека в сравнении с E. coli, S. aureus и Y.pestis28  
при моделировании бактериемии в условиях ex vivo.

Fig. 3. Increased survival of Y.pestis37 in human blood compared to E. coli, S. aureus and Y.pestis28 in an ex vivo 
bacteremia model.

100 100 100 100

41
52

68

90

30 22

130

155

15 8,3

90

290

0

50

100

150

200

250

300

E. coli S. aureus Y.pestis28 Y.pestis37

Вы
жи

ва
ем

ос
ть

, %
 |

Su
rv

iv
al

, %

0 ч | h       1 ч | h      2 ч | h      6 ч | h



86 87ЖУРНАЛ МИКРОБИОЛОГИИ, ЭПИДЕМИОЛОГИИ И ИММУНОБИОЛОГИИ. 2025; 102(1) 
DOI: https://doi.org/10.36233/0372-9311-481

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

тех же доноров условно-патогенные бактерии бы-
стро погибали под влиянием бактерицидного эф-
фекта активных фагоцитов. Выживаемость E. coli и 
S. aureus снижалась к 6 ч с момента моделирования 
бактериемии не менее чем на 80% (рис. 3). 

Обсуждение
При выполнении настоящей работы методом 

проточной цитометрии впервые получены экспе-
риментальные данные, свидетельствующие о том, 
что Lyse/NoWash процедура иммунофенотипиро-
вания лейкоцитов крови с использованием мечен-
ных флуо рохромами CD-маркеров, исключающая 
клеточные потери и воздействие на клетки процесса 
центрифугирования [26], позволяет быстро оцени-
вать в образцах цельной крови человека как интен-
сивность процесса секреторной дегрануляции, так и 
запускаемого инфекционным агентом ex vivo аутоли-
зиса гранулоцитов на начальной стадии моделирова-
ния бактериемии. Благодаря экспериментам с E. coli 
и S. aureus получена новая информация, подтвержда-
ющая на модели клеток человека ранее установлен-
ное в опытах на животных [14] значение быстрого 
развития в крови процессов дегрануляции и ауто-
лизиса гранулоцитов для киллинга этих бактерий в 
условиях бактериемии. Зарегистрированная в работе 
неспособность интенсивно размножающихся в кро-
ви клеток Y.pestis37 запускать функциональную акти-
вацию гранулоцитов по показателям секреторной де-
грануляции и цитолиза важна для понимания причин 
бессимптомного развития инфекционного процесса 
при ПЛЧ [10, 22]. Результаты микробиологических 
исследований, полученные одновременно с данными 
цитофлуориметрического анализа на модели ex vivo, 
возможно, помогут объяснить, почему бактериемия 
при чуме, в отличие от стафилококковой бактерие-
мии, всегда неизбежно приводит к сепсису. 

Клетки Y.pestis37, размножаясь в крови челове-
ка при температуре 37оС, не запускали процесс се-
креции лизосомального белка тетраспанина (СD63) 
из первичных гранул гранулоцитов на клеточную 
поверхность, что согласуется с результатами иссле-
дований K.R. Eichelberger и соавт., проведённых in 
vivo на лабораторных животных [5] и in vitro на мо-
дели НГ, предварительно выделенных из крови че-
ловека [17]. В связи с этим важное значение может 
иметь тот факт, что белок CD63 вовлечён в процесс 
секреции из тех же гранул ЛЭ [28], которая является 
общепризнанным биохимическим маркером воспа-
лительного процесса [29] и ключевым белком врож-
дённой антибактериальной защиты, ответственным 
за быстрое избирательное расщепление в очаге ин-
фекционного воспаления факторов вирулентности 
Yersinia spp. и других энтеробактерий [30]. 

Для киллинга бактерий в плазме крови и других 
биологических жидкостях эта протеаза образует из 
неактивных лизосомальных белков-предшествен-

ников в процессе дегрануляции антибактериальные 
пептиды со свойствами антибиотиков широкого 
спектра действия [31]. Расщепляя гистоны в ядрах 
активированных нейтрофилов, ЛЭ запускает и ре-
гулирует, совместно с миелопероксидазой, процесс 
деконденсации ядерного хроматина при нетозе, при 
котором аутолизису НГ сопутствует высвобожде-
ние в кровь и ткани организма ДНК-сетей NETs  
с адсорбированными в них продуктами распада 
НГ, обладающими выраженными бактерицидными 
свойствами (ЛЭ и миелопероксидаза, гистоны, ан-
тибактериальные пептиды и др.) [32]. 

Представленную в таблице информацию об 
интенсивности азурофильной дегрануляции ex vivo 
по маркеру CD63 подтверждают результаты ранее 
проведённых нами исследований, в которых дегра-
нуляция фагоцитов оценивалась с помощью супра-
витальной окраски клеток красителем АО [16] и 
жизнеспособность гранулоцитов в крови с клетка-
ми Y. pestis и S. aureus контролировалась методом 
проточной цитометрии путём идентифицирования 
и подсчёта числа погибших диплоидных клеток с 
пониженным (менее 2С) содержанием ДНК [24, 33]. 
Гранулоциты крови, как известно, в значительно 
большем количестве, чем лимфоциты и моноциты, 
аккумулируют краситель АО в виде его положи-
тельно заряженной формы АОН+, которая образу-
ется и накапливается в гранулах живых клеток в 
процессе непрерывного перекачивании протонов 
Н+ через неповреждённые мембраны лизосом [34]. 
Уровень аккумуляции АО в азурофильных гранулах 
зависит от количества в них молекул ЛЭ, и в про-
цессе дегрануляции ЛЭ высвобождается из гранул 
во внеклеточное пространство вместе с молекулами 
АО [35]. В крови, обсеменённой живыми клетка-
ми S. aureus, гранулоциты утрачивали исходно ин-
тенсивную красную флуоресценцию своих гранул  
в интервале от 3 до 4 ч инкубации. Сохранение ин-
тенсивной флуоресценции гранулоцитов при ана-
лизе образцов крови, обсеменённых живыми клет-
ками Y.pestis37, свидетельствовало об отсутствии  
в фагоцитах дегрануляции на ранней стадии моде-
лирования ex vivo чумной бактериемии, о стабиль-
ности в течение 6 ч мембран азурофильных гранул 
в сохраняющих свою жизнеспособность грануло-
цитах периферической крови [16]. 

В исследовании S.C. Dudte и соавт., в котором 
дегрануляцию выделенных из крови НГ человека 
оценивали in vitro при взаимодействии с Y. pestis и  
S. aureus как по экспрессии CD63, так и по экспрес-
сии ЛЭ на клеточной поверхности, только живой 
стафилококк индуцировал in vitro интенсивную де-
грануляцию [18]. Наши данные, полученные в опы-
тах с аттенуированным штаммом Y. pestis EV НИ-
ИЭГ на модели бактериемии ex vivo, согласуются с 
выводами S.C. Dudte и соавт. Однако используемая 
нами модель была более информативной, т. к. по-
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зволяла дополнительно оценивать в крови методом 
проточной цитометрии интенсивность лейкоцито-
лиза. 

Более низкое содержание клеточного дебри-
са, зарегистрированное нами в крови с клетками 
Y. pestis через 6 ч инкубации, в сравнении с кон-
трольными образцами крови без бактерий, можно 
объяснить известной из опытов на животных спо-
собностью Y.pestis37 подавлять на ранней стадии 
инфекции спонтанный апоптоз и лизис клеток гра-
нулоцитарной популяции [7, 8, 10].

Причину интенсивного размножения и бы-
строго распространения Y. pestis в организме хозяи-
на объясняют изменением структуры его липопо-
лисахарида (ЛПС) при повышении температуры от 
28оС до 37оС. Считается, что при ПЛЧ Y. pestis не 
индуцирует в организме защитную воспалительную 
реакцию вследствие неспособности его структур-
но изменённого ЛПС стимулировать TLR4 клеток 
врождённого иммунитета [36]. Такое объяснение 
не противоречит результатам наших исследований, 
т. к. ЛПС грамотрицательных бактерий является 
мощным индуктором секреторной дегрануляции 
НГ с высвобождением CD63 и ЛЭ на поверхность 
клеток и во внеклеточное пространство [37]. Одна-
ко для активации TLR4, как оказалось, необходим 
протеолитический эффект высвобождаемой из гра-
нул фагоцитов ЛЭ, от которого зависит способность 
этого рецептора реагировать на присутствие ЛПС в 
условиях in vivo [22]. При длительном контакте ор-
ганизма с ЛПС (при многократном внутривенном 
введении малых доз в течение нескольких дней) у 
мышей формируется, как известно, толерантность 
к высоким дозам эндотоксина. Нейтрофилы толе-
рантных животных более эффективно обезврежива-
ли патогенные бактерии за счёт «включения» in vivo 
дополнительного механизма антибактериальной 
защиты (нетоза), который в организме интактных 
животных не функционировал [38]. Аналогичный 
эффект оказывала на мышей, по нашим данным, 
живая чумная вакцина, формирующая напряжён-
ный поствакцинальный противочумный иммунитет 
у животных этого вида [39].

В настоящей работе не приводятся эксперимен-
тальные данные по идентификации и определению 
содержания в крови НГ по их специфическому фе-
нотипическому маркеру CD16 (рецептору FcᵧRIIIb), 
чтобы не усложнять её описание. Поскольку доля 
НГ в суммарных популяции гранулоцитов крови в 
исследуемых нами образцах была более 90% [25] и 
соответствовала клинически установленным нор-
мальным значениям этого показателя [12], мы допу-
скаем в своей работе возможность называть при об-
суждении полученных экспериментальных данных 
суммарную популяцию гранулоцитов НГ. 

Метод проточной цитометрии позволяет, как 
известно, дифференцировать IgG-зависимую ана-

филаксию, связанную с активацией секреторной 
функции нейтрофилов периферической крови, от 
IgE-обусловленной анафилактической реакции, раз-
вивающейся в результате стимуляции тучных клеток 
и базофилов [40]. Не исключено, что при появлении 
в крови функционально активных IgG-антител к 
специфическим антигенам Y. pestis будет «включать-
ся» механизм внеклеточной антителозависимой ци-
тотоксичности НГ, который можно будет регистри-
ровать методом проточной цитометрии на модели ex 
vivo по показателям интенсивности дегрануляции и 
лизиса гранулоцитов периферической крови. Такой 
анализ может быть более чувствительным и инфор-
мативным, чем в случаях, когда альтернативный 
кожной пробе показатель повреждения нейтрофилов 
субъективно оценивается на практике в образцах 
цельной крови человека с помощью длительного и 
трудоёмкого метода микроскопического анализа. 

Заключение
При изучении процессов дегрануляции и ли-

зиса гранулоцитов в образцах цельной крови че-
ловека, обсеменённых живыми Y. pestis, получена 
с помощью CD-маркеров и проточной цитометрии 
новая информация, свидетельствующая о том, что 
в крови не привитых против чумы людей не рабо-
тают на ранней стадии бактериемии механизмы 
внеклеточной бактерицидности гранулоцитов, эф-
фективно функционирующие в отношении E. coli и 
S. aureus. При моделировании бактериемии ex vivo  
с использованием аттенуированного штамма Y. 
pestis EV НИИЭГ создана необходимая экспери-
ментально-методическая основа для дальнейшего 
изучения процессов дегрануляции и лизиса НГ в 
образцах крови привитых против чумы людей для 
разработки новых, более эффективных тестов оцен-
ки напряжённости приобретённого клеточного про-
тивочумного иммунитета. 
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