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Аннотация
Введение. Сохраняющаяся эпидемическая актуальность SARS-CoV-2 даже после завершения в 2023 г. 
связанной с ним пандемии COVID-19 определяет необходимость дальнейшего изучения взаимодействия 
этого вируса с клетками первой линии защиты — нейтрофилами. 
Цель работы — определить ферментативную активность лейкоцитов периферической крови сирийских 
хомячков (Mesocricetus auratus) в динамике SARS-CoV-2-инфекции ex vivo, характеризующую микроби-
цидный потенциал клеток врождённого иммунитета. 
Материалы и методы. В работе использовался штамм SARS-CoV-2/Vladivostok/R-8726/2021 в заража-
ющих дозах 3 lg (ТЦД50/мл) и 2 lg (ТЦД50/мл) (ТЦД50 — 50% тканевая цитопатическая доза для линии 
клеток Vero E6); время контакта заражающей вируссодержащей жидкости с клеточной культурой — 1 ч. 
Количество жизнеспособных клеток в культуре адгезивных лейкоцитов подсчитывали с помощью инвер-
тированного микроскопа, оснащённого цифровой камерой, и программы MCView. Удельную (в расчёте 
на 1 жизнеспособную клетку) активности аденозинтрифосфатазы (АТФазы), 5′-нуклеотидазы (аденозин-
монофосфатазы, АМФазы), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), сукцинатдегидрогеназы (СДГ), миелопероксида-
зы (МПО) и цитохромоксидазы (ЦХО) определяли спектрофотометрическим методом после инкубации со 
специфическими субстратами инфицированных и неинфицированных клеточных культур через 1, 16, 24, 
48 ч после инокуляции вируса (п.и.в.). 
Результаты. Через 1 ч п.и.в. по сравнению с неинфицированными лейкоцитами была снижена удельная 
активность АТФазы, МПО, повышена активность АМФазы, ЛДГ, СДГ; через 16 ч п.и.в. снижена активность 
МПО, повышена активность АМФазы, ЛДГ, СДГ, на исходном уровне, т. е. примерно на уровне неинфици-
рованного контроля находится активность АТФазы, ЦХО; через 24 ч п.и.в. снижена активность АМФазы, 
повышена активность АТФазы, на исходном уровне — активность ЛДГ, СДГ, МПО, ЦХО; через 48 ч п.и.в. 
повышена активность АТФазы, ЛДГ, СДГ, МПО, ЦХО, на исходном уровне — активность АМФазы. Изме-
нения ферментативной активности зависят от величины заражающей дозы и коррелируют с накоплением 
вируса в культуральной среде. 
Заключение. Выявленная динамика ферментативной активности в первичной культуре адгезивных лей-
коцитов, инфицированных SARS-CoV-2 ex vivo, свидетельствует о снижении микробицидного потенциала 
клеток врождённого иммунитета в процессе этой инфекции.
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Abstract
Introduction. The continued epidemic relevance of SARS-CoV-2, even after the end of the associated COVID-19 
pandemic in 2023, necessitates further study of the interaction of this virus with the first line of cellular defense, 
neutrophils.
The aim of the study was to determine the enzymatic activity of peripheral blood leukocytes of Syrian hamsters 
(Mesocricetus auratus) in the dynamics of ex vivo SARS-CoV-2 infection, which characterizes the microbicidal 
potential of innate immunity cells. 
Materials and methods. The SARS-CoV-2/Vladivostok/R-8726/2021 strain was used at infectious doses of  
3 lg (TCID50/mL) and 2 lg (TCID50/mL) (TCID50 is the 50% tissue cytopathic dose for the Vero E6 cell line); the 
contact time of the infecting virus-containing liquid with the cell culture was 1 h. The number of viable cells in 
the adherent leukocyte culture was counted using an inverted microscope equipped with a digital camera and 
MCView program. The specific (per 1 viable cell) activities of adenosine triphosphatase (ATPase), 5′-nucleotidase 
(adenosine monophosphatase, AMPase), lactate dehydrogenase (LDH), succinate dehydrogenase (SDH), 
myeloperoxidase (MPO) and cytochrome oxidase (CCO) were determined spectrophotometrically after incubation 
with specific substrates of infected and uninfected cell cultures 1, 16, 24, 48 h after virus inoculation.
Results. The enzymatic activity of leukocytes 1 h after virus inoculation, compared to uninfected leukocytes, 
was as follows: specific activity of ATPase, MPO was decreased, activity of AMPase, LDH, SDH was increased;  
16 h after virus inoculation, activity of MPO was decreased, activity of AMPase, LDH, SDH was increased, activity 
of  ATPase and CCO was at the initial level, i.e. approximately at the level of the uninfected control; 24 h after virus 
inoculation, AMPase activity was decreased, ATPase activity was increased, LDH, SDH, MPO, CCO activity was 
at the initial level; 48 h after virus inoculation, ATPase, LDH, SDH, MPO, CCO activity was increased, AMPase 
activity was at the initial level. Changes in enzymatic activity depend on the infecting dose and correlate with virus 
accumulation in the culture medium.
Conclusion. The revealed dynamics of enzymatic activity in the primary culture of adherent leukocytes ex vivo 
infected with SARS-CoV-2 indicates a decrease in the microbicidal potential of cells of innate immunity in the 
course of this infection.

Keywords: SARS-CoV-2, leukocytes, neutrophils, ATPase, 5′-nucleotidase, lactate dehydrogenase, succinate 
dehydrogenase, myeloperoxidase, cytochrome oxidase, microbicidal potential
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Введение
Коронавирус тяжёлого острого респираторно-

го синдрома 2-го типа (SARS-CoV-2 — severe acute 
respiratory coronavirus 2) (Nidovirales: Coronaviridae, 
Betacoronavirus, подрод Sarbecovirus) является 
этио логическим агентом коронавирусного забо-
левания 2019 г. (COVID-19), пандемия которого 
(2020–2023 гг.) стала самой продолжительной и 
одной из наиболее смертоносных среди острых 
респираторных заболеваний в новейшей истории 
человечества [1]. После окончания пандемическо-
го периода SARS-CoV-2 не исчез из человеческой 
популяции, а превратился в одну из составляющих 
в структуре сезонного подъёма заболеваемости 
острыми респираторными заболеваниями [2]. По 
этой причине изучение патогенеза SARS-CoV-2-ин-
фекции не теряет своей актуальности, ряд аспектов 
этого процесса изучен недостаточно полно. В связи 
с этим особый интерес вызывает процесс взаимо-
действия вируса с клетками периферической крови, 
в частности, с клетками врождённого иммуните-
та — нейтрофилами и моноцитами.

В доступной литературе изложены теорети-
ческие предположения о возможной способности 
вируса SARS-CoV-2 инфицировать нейтрофилы. 
Так, N. Rong и соавт. сообщили о рецепторе CD147, 
альтернативном рецептору ACE2, который обу-
словливает тропизм вируса, экспрессируется в ней-
трофилах здоровых доноров и активируется у па-
циентов с COVID-19 [3]. Другим неканоническим 
рецептором является лектиновый рецептор С-типа, 
который опосредует образование нейтрофильных 
внеклеточных ловушек при COVID-19 [4]. Исходя 
из этого можно сделать предположение о том, что 
вирус способен непосредственно влиять на лейко-
циты крови.

Описанные нами ранее морфологические из-
менения лейкоцитов периферической крови также 
свидетельствуют об их значительном вовлечении 
в процесс SARS-CoV-2-инфекции [5–8]. Однако 
в научной литературе отсутствует подробная ин-
формация о характере и динамике ферментативной 
активности лейкоцитов при инфицировании дан-
ным вирусом. Имеются отдельные сообщения об 
изменениях активности миелопероксидазы (МПО) 
и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в сыворотке крови 
пациентов с диагнозом COVID-19, причём выра-
женность этих изменений коррелирует с тяжестью 
основного заболевания [9–11]. По этой причине не-
обходимо изучить не только морфологические, но 
и морфофункциональные изменения в комплексе  
с целью суждения о метаболических процессах кле-
ток врождённого иммунитета под влиянием SARS-
CoV-2.

Целью данной работы является определение 
ферментативной активности лейкоцитов перифе-
рической крови сирийских хомячков в динамике 

SARS-CoV-2-инфекции ex vivo, характеризующей 
микробицидный потенциал клеток врождённого 
иммунитета.

Материалы и методы
Первичную адгезивную культуру лейкоцитов 

сирийского хомячка (Mesocricetus auratus) получа-
ли из крови 15 особей в возрасте 4 мес и массой 
около 100 г. Все процедуры с животными выполня-
ли строго в соответствии с требованиями Европей-
ской конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и других на-
учных целей, от 18.03.1986. Протокол исследования 
был одобрен Этическим комитетом НИИ эпидемио-
логии и микробиологии им. Г.П. Сомова Роспотреб-
надзора (протокол № 2 от 16.05.2024).

Кровь собирали из сердца в стеклянные про-
бирки с добавлением в каждую гепарина из расчёта 
5 ЕД/мл. Пробирки помещали в термостат под углом 
45° при 37°С на 1 ч, после чего осторожно удаляли 
верхний слой плазмы, а лейкоцитарную плёнку от-
бирали, доводили до концентрации 2 × 106 клеток/
мл питательной средой 199 («БиолоТ») и разноси-
ли по 100 мкл в лунки плоскодонного 96-луночного 
планшета («TFS»), который помещали в термостат 
(5% СО2, 37°С) на 40 мин; затем среду с неадгези-
рованными клетками удаляли и лунки трижды про-
мывали 150 мкл среды 199.

Количество живых адгезированных клеток  
в лунке определяли с помощью инвертированно-
го микроскопа «МИБ-Р» («ЛОМО»), оснащённого 
цифровой камерой МС-8.3 С («ЛОМО»). С помо-
щью программы MCView («LOMO-Microsystems») 
площадь поля зрения, не включающего край лун-
ки, выставляли равной 0,26 мм2, подсчитывали  
в ней число (n) живых (прикреплённых с целостной 
внешней мембраной) клеток; пересекающие внеш-
нюю границу клетки учитывали на левой/верхней 
гранях квадрата поля зрения и не учитывали на 
правой/нижней гранях. Поскольку общая площадь 
лунки равна 35 мм2, то общее количество клеток  
в лунке (N) оценивали по формуле:

35,00 мм2

                     N = n ×  ≈ 134,62 × n.       (1)
0,26 мм2

Итоговую оценку количества живых клеток  
в каждой лунке производили по 10 случайно вы-
бранным полям зрения.

Инфицирование первичной культуры адгезив-
ных лейкоцитов сирийского хомячка ex vivo осу-
ществляли путём внесения в лунки с монослоем 
клеток 100 мкл среды 199 с рабочим разведением 
супернатанта клеточной культуры Vero E6, инфици-
рованной SARS-CoV-2 (в контрольные образцы — 
без вируссодержащего супернатанта) и последую-
щей инкубацией 1 ч при 37°С, после чего прово-
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дили трёхкратную промывку и заполнение лунок 
средой для культивирования, содержащей среду 199 
с 15% эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) 
и 0,004% гентамицина К («БиолоТ»). Были исполь-
зованы две инфицирующие дозы: 3 lg (ТЦД50/мл) 
и 2 lg (ТЦД50/мл), где ТЦД50 — это 50% тканевая 
цитопатическая доза для линии клеток почки афри-
канской зелёной мартышки (Chlorocebus sabaeus, 
♀) (Vero E6).

Штамм SARS-CoV-2/Vladivostok/R-8726/2021 
был получен из Коллекции патогенных микро-
организмов НИИ эпидемиологии и микробио-
логии им. Г.П. Сомова. Данный штамм отно-
сится к генотипу Delta (AY.121) (VGARus ID: 
prim000041; GenBank ID: OQ318430; GISAID ID:  
EPI_ISL_16643370) и был выделен из назофарин-
геального смыва больного COVID-19 в декабре 
2021 г. на модели клеточной линии Vero E6 [2].

Индикацию РНК SARS-CoV-2 осуществляли  
с помощью метода обратной транскрипции с после-
дующей полимеразной цепной реакцией в режиме 
реального времени (ОТ-ПЦР-РВ) с использовани-
ем набора реагентов «ОТ-ПЦР-РВ-SARS-CoV-2» 
(«Синтол»). РНК выделяли с использованием ком-
плекса реагентов «М-Сорб-НК» («Синтол»). Все 
манипуляции осуществляли согласно протоколам 
производителя. Пороговый цикл (threshold cycle, 
СТ) ОТ-ПЦР-РВ рассматривали как полуколиче-
ственную характеристику содержания вирусных 
частиц в среде: чем выше их содержание, тем ниже 
СТ. Отсутствие вируса соответствовало СТ ≥ 36.

Активность аденозинтрифосфатазы (АТФазы) 
и аденозинмонофосфатазы (АМФазы) определяли 
после двукратной отмывки адгезированных лейко-
цитов ростовой средой без ЭТС путём внесения в лун-
ки планшета 50 мкл субстрата для АТФазы (8 мг/мл  
аденозин-5′-трифосфата в 10-кратно разведённом 
трис-HCl-буфере, рН 7,8, содержащем 87 мг NaCl, 
28,7 мг KCl, 5,2 мг MgCl2 × 6 H2O) и для АМФазы  
(4 мг/мл аденозин-5′-монофосфата в таком же бу-
ферном растворе, содержащем 87 мг NaCl и 70 мг 
MgCl2). Образцы оставляли при 37°С на 30 и 60 мин  
соответственно. Реакцию останавливали добавле ни-
ем 50 мкл смеси аскорбиновой и молибденовой кис-
лот в соотношении 1 : 1. Через 20 мин поглощение 
растворов измеряли1 при длине волны 620 нм [12].

Активность ЛДГ и сукцинатдегидрогеназы 
(СДГ) определяли после двукратной отмывки адге-
зированных лейкоцитов ростовой средой без ЭТС 
путём внесения в лунки планшета 100 мкл раствора 
йодонитротетразолия («ICN») — для ЛДГ и бро-

1 Здесь и далее фотометрические измерения осуществля-
ли с использованием спектрофотометра «Multiscan RC» 
(«LabSystems»). Бланкирование проводили по раствору рав-
ного количества среды без соответствующих субстратов и 
клеток.

мида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тет-
разолиума («ICN») — для СДГ 2 мг/мл в фосфат-
ном буфере рН 7,2 с 0,4% MnCl2 и инкубировали 
30 мин при 37°С; затем среду удаляли и монослой 
клеток дважды отмывали раствором Хенкса рН 7,2. 
Внутриклеточные гранулы диформазана раство-
ряли в 100 мкл изопропилового спирта, подкис-
ленного 0,04 М HCl. Оптическую плотность изме-
ряли при длине волны 492 нм (для ЛДГ) и 540 нм  
(для СДГ) [12].

Активность МПО и цитохромоксидазы (ЦХО) 
определяли после двукратной отмывки адгезиро-
ванных лейкоцитов ростовой средой без ЭТС путём 
внесения в лунки планшета 100 мкл раствора орто-
фенилендиамина («Merck») 0,4 мг/мл — для МПО 
и 3,3′-диаминобензидина («Merck») 2 мг/мл —  
для ЦХО в фосфатно-цитратном буфере рН 5,0  
с 0,033% H2O2 и инкубировали 10 мин при ком-
натной температуре. Реакцию останавливали до-
бавлением 100 мкл 10% раствора серной кислоты. 
Оптическую плотность измеряли при длине волны 
492 нм [12].

Вирусную нагрузку в динамике SARS-CoV-2-
инфекции устанавливали полуколичественным ме-
тодом на основе изменения порогового цикла в ОТ-
ПЦР-РВ (CT(0)), через 1 ч (CT(1)) — в вируссодер-
жащей жидкости после контакта с клетками; 16 ч 
(CT(16)), 24 ч (CT(24)) и 48 ч (CT(48)) — в ростовой 
среде инфицированных клеток.

Ферментативную активность клеток под дей-
ствием SARS-CoV-2-инфекции определяли через 
1, 16, 24, 48 ч после инокуляции вируса (п.и.в.) пу-
тём сравнения отношений удельных (в расчёте на 
1 клетку) ферментативных активностей инфициро-
ванных и неинфицированных клеток: для каждого 
момента времени t вычисляли коэффициент изме-
нения удельной ферментативной активности γ(t) по 
формуле:

D~(t)     z(t)    
                        γ(t) =   × ,                              (2)

z~(t)
    

D(t)

где учтены оптическая плотность и количество жи-
вых клеток для неинфицированного (D(t) и z(t)) и 
инфицированного (D~(t) и z~(t)) образцов соответ-
ственно [13, 14]. Разумеется, имеет место априор-
ное равенство:
                                 γ(t) = 1.                                      (3)

Статистическая обработка результатов осно-
вывалась на том, что в каждый момент времени t 
для каждого из 6 ферментов измерения осущест-
вляли в 3 лунках с неинфицированными клетками и  
в 3 лунках с инфицированными клетками. Для этого 
в начале производили удаление поддерживающей 
среды, чтобы после промывки внести среды с со-
ответствующими субстратами. Пронумеруем фер-
менты в произвольном порядке, используя индекс 
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f = 1, 2, …6. Тогда в каждый момент времени t име-
ется 6 × 3 = 18 образцов вируссодержащей жидко-
сти: CTjf(t), j = 1, 2, 3. При этом CTjf(1) представляли 
собой вирусную нагрузку в образцах в результате 
накопления вируса в среде de novo: после того как 
исходная вируссодержащая жидкость CTjf(0) в тече-
ние 1 ч находилась в контакте с клетками; CTjf(16), 
CTjf(24) и CTjf(24). Таким образом, для t = 1, 16, 24, 
48 ч выборочное среднее <CT(t)> и стандартное от-
клонение выборочного среднего mCT определяются 
по стандартным формулам в следующей модифика-
ции:
                                 1      6       3
                                                                <CT(t)> =  × Σ    Σ CTjf(t);                        (4)
                                18   f = 1 j = 1

                           
1
          

6       3
                mCT

=  × (Σ    Σ (CTjf(t) – <CT(t)>)2)1/2.       (5)
                        3√34   f = 1  j = 1

Исходный образец был в единственном экзем-
пляре, и его вирусную нагрузку характеризовало 
единственное значение CT(0).

После проведения химических реакций, ко-
торые катализируются изучаемыми ферментами, 
измеряли оптическую плотность в 3 лунках с не-
инфицированными клетками (Di(t), i = 1, 2, 3) и  
в 3 лунках с инфицированными (D~j(t), j = 1, 2, 3) 
клетками. Перед этим в каждой лунке измеряли ко-
личество живых клеток: zi(t) (i = 1, 2, 3) и z~j(t) (j = 1, 
2, 3). Оценку каждого значения zi(t) и z~j(t) осущест-
вляли по 10 полям зрения в соответствии с (1)2: zik(t), 
k = 1, 2, …10 и z~hk(t), h = 1, 2, …10. При этом все из-
мерения Di(t), zik(t), D

~
j(t), z

~
jh(t) при любых значениях 

коэффициентов независимы и равноправны. Суще-
ствует 30 значений дроби D~j(t)/z

~
jh(t), 30 значений 

дроби zik(t)/Di(t) и 900 вариантов их произведений 
вида (2), т. е. выборкa состоит из 900 значений γ(t). 
Поэтому выборочное среднее <γ(t)> и стандартное 
отклонение выборочного среднего mγ(t) рассчитыва-
ли по стандартным формулам, модифицированным 
для данного случая:

                      1        3       10     3      10      D~j(t)  zik(t)                                 <γ(t)> =  × Σ     Σ    Σ    Σ       ;       (6)
                    900   j = 1  k = 1  j = 1  h = 1   z~jh(t)   Di(t) 

2 Подсчёт жизнеспособных клеток в суспензионных культурах 
проще всего проводить в камере Горяева, извлекая неболь-
шой объём ростовой среды с клеточной взвесью. Этот метод 
более удобен для однократного измерения (который не даёт 
достаточной статистической точности), но затруднителен в 
случае нескольких повторов; кроме того, достоверность ре-
зультатов МТТ-тестов при работе с суспензионными клеточ-
ными культурами дополнительно снижается артефактным 
захватом клеток при промывке, что приходится компенси-
ровать применением дозаторных наконечников специальной 
конструкции (S-tips) [15].

                         1           3       10     3     10    D~j(t)     
  
        mγ(t) =  × (Σ    Σ   Σ   Σ   (  × 
                   30√899      j = 1 k = 1 j = 1 h = 1      z~jh(t)      

                        zik(t)
 
                    ×  – <γ(t)>)2)1/2

;                                 (7)                        Di(t)

Достоверность различий между выборками 
из 900 значений для значений времени — γ(t1) и 
γ(t2), а также между выборками из 18 значений для 
значений времени СТ(t1) и СТ(t2), где t1 = 1, 16, 24,  
48 ч, t2 = 1, 16, 24, 48 ч, t1 ≠ t2, оценивали с помощью 
критерия Манна–Уитни–Вилкоксона. Этот непара-
метрический критерий не требует априорных пред-
положений о функции распределения случайных 
величин, реализацией которых являются значения 
γ(t) и СТ(t). Достоверной считалась оценка при ве-
роятности реализации альтернативной гипотезы  
р ≤ 0,05. 

Результаты
Содержание SARS-CoV-2 в ростовой сре-

де культуры адгезивных лейкоцитов показано на 
рис. 1 (здесь и далее следует иметь в виду, что боль-
шему значению СТ соответствует меньшее содер-
жание вируса в исследуемом образце). В течение 
1-го часа п.и.в., когда имел место контакт вируссо-
держащей жидкости с клетками, происходило их 
инфицирование. После удаления вируссодержащей 
жидкости новые частицы в среде накапливались в 
результате репликации вируса в заражённых клет-
ках. Учитывая тот факт, что это разные этапы ин-
фекционного процесса, на динамических кривых 
рис. 1 сделан разрыв.

Через 1 ч п.и.в. (к окончанию процесса зара-
жения) активность АТФазы адгезивных лейкоцитов 
под действием SARS-CoV-2-инфекции ex vivo дозо-
зависимым образом снизилась относительно неин-
фицированного контроля (γ(1) < 1), но затем начала 
также дозозависимо повышаться: γ(16) ~ 1; γ(24) ≈ 
1,2; γ(48) ≈ 1,6 (рис. 2, а). Возрастание АТФазной 
активности в период 16–48 ч было почти линейным 
при незначительном, но воспроизводимом превы-
шении активности для дозы 3 lg(ТЦД50) по сравне-
нию с 2 lg(ТЦД50).

Активность АМФазы в процессе инфекции 
(рис. 2, б) изменялась иначе, нежели активность 
АТФазы. В начальный период инфекции уровень 
5′-нуклеотидазы быстро повысился по сравнению с 
неинфицированным контролем и держался на этом 
уровне по меньшей мере 16 ч п.и.в., затем снижал-
ся к 24 ч (γ(24) ≈ 0,8 для обеих заражающих доз) 
и медленно возрастал в течение последующих 24 ч 
(γ(48) ~ 1).

Изменения активности ЛДГ (рис. 2, в) и СДГ 
(рис. 2, г) в процессе инфекции были аналогичны: 
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Рис. 1. Динамика вирусной нагрузки: меньшим значениям СТ соответствуют более высокие значения концентрации 
вирионов, и наоборот. 

В течение 1-го часа после инокуляции вируса концентрация вирионов падает вследствие их проникновения в клетки-мишени. После 
этого происходит смена среды и начинается накопление de novo дочерних вирионов, продуцируемых инфицированными клетками. 

*р ≤ 0,05 по сравнению со значением СТ в предыдущий момент времени.

сначала небольшой резкий рост (γ(1) ≈  γ(16) ≈ 1,2), 
затем возвращение к значению активности неин-
фицированного контроля (γ(24) ~ 1) и возрастание  
в течение последующих 24 ч (γ(48) ≈ 1,8). Сниже-
ние активности дегидрогеназ через 24 ч после ин-
фицирования воспроизводится во всех случаях и, 
скорее всего, имеет дозозависимый характер (наи-
более выраженный для СДГ).

Активность МПО в инфицированных клет-
ках дозозависимым образом быстро снижалась по 
сравнению с неинфицированным контролем уже  
в течение 1 ч п.и.в. (рис. 2, д) и восстанавливалась  
к прежнему уровню через 24 ч (γ(24) ~ 1), после че-
го возрастала (γ(48) ≈ 1,4).

Активность ЦХО сначала дозозависимо сни-
жалась (рис. 2, е), но затем возвращалась к уровню 
неинфицированного контроля уже через 16 ч п.и.в. 
(γ(16) ≈ γ(24) ≈ 1,0), после чего возрастала до  
γ(48) ≈ 1,2 для дозы 2 lg(ТЦД50) и до γ(48) ≈ 1,4 для 
дозы 3 lg(ТЦД50).

Обсуждение
Сирийские хомячки (Mesocricetus auratus) яв-

ляются удобной экспериментальной моделью для 
воспроизведения коронавирусной инфекции SARS-
CoV-2 [1, 16, 17]. В данной работе мы использовали 
инфицирование ex vivo культуры адгезивных лейко-
цитов, которая содержит основную фракцию ней-
трофилов, претерпевающих комплекс морфофунк-

циональных изменений при контакте с инфекцион-
ными агентами [18]. Нейтрофилы — важное звено 
врождённого иммунитета, являются достаточно 
короткоживущими лейкоцитами, и уже через 48 ч 
их адгезивная популяция быстро истощается (это,  
в частности, определяет выбранную нами продол-
жительность эксперимента).

Известно, что АМФаза (5′-нуклеотидаза) и 
АТФаза активно вовлекаются в процесс простран-
ственного преобразования плазматической мем-
браны нейтрофилов при хемотаксисе [18, 19]. В 
частности, 5′-нуклеотидаза является регулятором 
уровня циклического АМФ, который обеспечивает 
передачу сигналов от плазмалеммы внутрь клетки и 
регулирует образование внеклеточного аденозина, 
который через специфические рецепторы опосре-
дует цитозащиту и разнообразные физиологиче-
ские эффекты (подавление воспаления, вазодила-
тацию, ингибирование тромбоза, антиадренергию 
и др.) [20]. При повреждении клетки повышается 
содержание АМФ и понижается — АТФ [21, 22]. 
Соответственно, увеличение активности АМФазы 
и снижение активности АТФазы было зафикси-
ровано в течение первых 16 ч п.и.в. Ранние этапы 
повреждения коронавирусами клеток-мишеней 
связаны с рецептор-опосредованным слиянием ви-
рус-клеточных мембран и формированием в шеро-
ховатом эндоплазматическом ретикулуме инфици-
рованной клетки специальных цистерн, в которых 
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Рис. 2. Изменения активности ферментов в результате инфекции SARS-CoV-2: АТФазы (а); АМФазы или 5’-нуклеоти-
дазы (б); ЛДГ (в); СДГ (г); МПО (д); ЦХО (е).

По осям ординат — γ; по осям абсцисс — время после заражения, ч. *р ≤ 0,05 по сравнению со значением γ в предыдущий момент 
времени.
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происходит сборка вирионов [23, 24]. Монотонное 
возрастание активности АТФазы, начиная пример-
но с 16 ч п.и.в., связано с активным синтезом вирус-
ных белков (как структурных, так и регуляторных) 
и вирусспецифических РНК. Повторное возраста-
ние активности АМФазы позже 24 ч п.и.в. (рис. 2, 
а, б), по-видимому, отражает процесс вторичного 
инфицирования лейкоцитов (в том числе в резуль-
тате синцитиеобразования).

ЛДГ представляет собой цинксодержащий 
внутриклеточный фермент, который катализирует 

окисление молочной кислоты в пируват, принимает 
участие в обмене глюкозы, содержится практически 
во всех клетках организма и высвобождается при их 
повреждении [25]. Поэтому уровень сывороточной 
ЛДГ надёжно маркирует уровень неблагоприятных 
последствий воспалительных реакций и других 
патологических процессов. В частности, выявле-
на информативность уровня сывороточной ЛДГ 
для оценки клинической тяжести и мониторин-
га ответа на лечение при пневмонии у пациентов  
с COVID-19 [26]. СДГ относится к кофермент-не-
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зависимым флавипротеинам и входит в мембрано-
связанную дыхательную цепь мембран. Флавиновая 
группа этого фермента содержит 4 атома железа и 
ковалентно связана с белком, а ферментативная ак-
тивность СДГ зависит от SH-групп [25]. СДГ мле-
копитающих не только участвует в образовании 
энергии в митохондриях, но также играет роль в 
чувствительности клетки к кислороду [27]. Деги-
дрогеназная активность инфицированных клеток 
сначала возрастает вследствие стимуляции виру-
сом репликационных процессов, а затем снижается 
в результате вирусиндуцированной цитодеструк-
ции: на модели вируса иммунодефицита человека 
1-го типа (Ortervirales: Retroviridae, Lentivirus) и 
иммортализованных клеточных линий различного 
происхождения показано, что величина и скорость 
такого дегидрогеназного сдвига пропорциональ-
ны заражающей дозе и уровню патогенности кон-
кретного штамма (при одинаковой заражающей 
дозе) [13, 14]. В условиях описанного в данной 
статье эксперимента дегидрогеназная активность 
SARS-CoV-2-инфицированной первичной культуры 
адгезивных лейкоцитов сирийского хомячка (рис. 2, 
в, г) имеет два максимума: на 1-е сутки, который свя-
зан со входом вируса в клетку, и позже 1-х суток — 
в связи с продукцией вируса de novo (рис. 1, 2).  
Ещё одно объяснение (связанное с предыдущим): 
первый пик дегидрогеназной активности связан  
с жизнедеятельностью нейтрофилов, а второй —  
с более долгоживущими моноцитами (но пик мак-
симума не был достигнут в связи с тем, что целью 
эксперимента было изучение в первую очередь био-
химии инфицированных нейтрофилов).

МПО — гемопротеин, присутствующий в 
азурофильных гранулах нейтрофилов, выходящий 
при активации клетки в фаголизосому [28]. Этот 
фермент принимает участие в преобразовании су-
пероксидного анион-радикала в гипохлорную кис-
лоту, осуществляя защиту клетки от избыточного 
количества реактивных посредников кислорода [29]. 
После активации фагоцитов происходит дегрануля-
ция, и МПО секретируется внутрь фагосомы либо во 
внеклеточное пространство. МПО является важной 
составной частью антимикробной активности фа-
гоцитов, обеспечивающей врождённый неспецифи-
ческий иммунитет. В ситуации in vivo МПО высво-
бождается во внеклеточную жидкость (в частности, 
в кровь), в том случае если по какой-либо причине 
нейтрофил не может фагоцитировать патоген, при 
клеточном лизисе или когда нейтрофил подвергается 
воздействию различных растворимых факторов [28].

При использовании автоматизированных цито-
химических счётчиков клеток крови у пациентов с 
диагнозом COVID-19 отмечалось снижение актив-
ности МПО [9]. Вместе с тем при образовании ней-
трофильных внеклеточных ловушек, формирую-
щих одну из линий защиты от патогенов (включая 

вирусы, в том числе — SARS-CoV-2), выявляется 
повышение активности МПО во внеклеточном про-
странстве [30–32]. Снижение содержания МПО в 
культуре адгезивных лейкоцитов в течение 1 сут 
п.и.в. (рис. 1, е) может объясняться тем, что под 
действием SARS-CoV-2-инфекции нейтрофилы 
экскретируют МПО во внеклеточное пространство 
и формируют подобные нейтрофильным внеклеточ-
ным ловушкам структуры ex vivo.

ЦХО локализуется главным образом на вну-
тренней мембране митохондрий, где захватывает 
протоны из внутримитохондриального матрикса и, 
перенося электроны с цитохрома С на кислород, 
восстанавливает О2 до Н2О. Этот фермент играет 
важную роль в функционировании аэробного звена 
дыхательной цепи и производстве энергии в клетках 
эукариот [25]. Поэтому снижение активности ЦХО 
коррелирует со снижением активности АТФазы  
в первые часы п.и.в. (см. рис. 2, а и е). Кроме того, 
в лейкоцитах активность ЦХО служит достовер-
ным показателем уровня окислительного метабо-
лизма, и при гибели клеток её активность повы-
шается [25] — именно этот эффект наблюдается 
в культуре адгезивных лейкоцитов к концу 1-х су-
ток  п.и.в. (рис. 2, е).

Обнаруженные изменения ферментативного 
спектра SARS-CoV-2-инфицированных лейкоцитов 
имеют дозозависимый характер (рис. 2): модуль та-
ких изменений пропорционален заражающей дозе 
вируса. При анализе динамики ферментативной 
активности необходимо учитывать, что к концу 
1-х суток п.и.в. клеточный состав культуры адгезив-
ных лейкоцитов уменьшается за счёт короткоживу-
щих нейтрофилов, но при этом в культуре остаются 
более долгоживущие клетки.

Разумеется, нельзя исключить, что инфициро-
ванные вирусом SARS-CoV-2 клетки Vero E6 про-
дуцируют растворимые экзогенные факторы, спо-
собные повлиять на физиологию клеток при зара-
жении, поскольку использовался вируссодержащий 
супернатант клеточной культуры Vero E6. Однако 
известно, что клетки линии Vero и Vero E6 не проду-
цируют интерферон I типа за счёт потери кластера 
генов интерферона I типа [33, 34] и являются де-
фектными по продукции интерферонов-α-1/13, α-2, 
α-4, α-6, α-8, α-14, α-17, α-21, β-1 и ω-1 [33]. Что ка-
сается остальных вируссодержащих растворимых 
факторов — они могут стать предметом дальней-
ших исследований.

Вывод
Обнаруженные изменения ферментативной ак-

тивности в нейтрофилах, инфицированных SARS-
CoV-2 ex vivo, свидетельствуют о снижении микро-
бицидного потенциала этих клеток врождённого 
иммунитета, что является одной из причин дис-
функции иммунной системы при COVID-19.
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