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В статье представлены доказательства того, что восприимчивость моноцитарных клеток к 
хантавирусной инфекции возрастает при достижении ими последней стадии дифференцировки. 
В силу филогенетической однородности этих клеток, данные, полученные при исследовании их 
взаимодействия с хантавирусами, можно экстраполировать на клетки моноцитарного происхождения 
класса  млекопитающих. Указано, что хантавирусы резистентны к воздействию моноцитов/
макрофагов и способны к внутриклеточной репродукции в них, преодолевая, таким образом, 
биологический барьер, препятствующий распространению возбудителя из первичного очага инфекции 
и защищающий от заражения чувствительные клетки различных органов. В отношении нейтрофилов 
установлено, что хантавирус проявляет цитопатогенные свойства, на что указывает появление 
апоптотически измененных клеток и уменьшение периода жизнеспособности клеточной культуры.
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The paper presents evidence that the susceptibility of monocyte-derived cells to the Hantaviral infection in-
creases when they reach the final stage of differentiation. In view of the phylogenetic homogeneity of these 
cells, the data obtained in the study of their interaction with Hantavirus can be extrapolated to monocytic cells 
of origin of mammals. It is indicated that Hantaviruses are resistant to the effects of monocytes/macrophages 
and are capable of intracellular replication in them, breaking thus the biological barrier preventing the spread 
of the pathogen from the primary site of infection and protects against infected sensitive cells of various organs. 
With respect of neutrophils revealed that hantavirus showing cytopathogenic properties, as indicated by the 
appearance of apoptotic cells and modified periods of reduced viability of the cell culture.
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В защите организма от вирусных заболеваний 
принимают участие клеточные элементы врож-
денного иммунитета – моноциты/макрофаги и 
нейтрофилы, которые играют ключевую роль в 
развитии раннего противоинфекционного ответа. 
Иммунная функция нейтрофилов при инфекцион-
ных заболеваниях ассоциируется с фагоцитозом, 
главным образом, и продукцией цитотоксических 
компонентов, в том числе нитроксидных и кисло-
родных радикальных соединений [8]. Тогда как 
функциональные свойства клеток моноцитарного 
происхождения настолько многообразны, что 
их неполноценность, как следствие или причина 
патологического процесса, со временем неизбеж-
но формирует системное поражение организма, 
сопровождающееся иммунологической недоста-
точностью. Они являются клетками-эффекторами 
и модуляторами различных воспалительных про-
цессов, и вирулицидные свойства мононуклеарных 
фагоцитов относятся к важным элементам устойчи-
вости организма при многих вирусных инфекциях 
[9]. Причем различные вирусы могут проникать 
как в нативные, так и в стимулированные макро-
фаги, и источником инфекции в организме могут 
становиться даже фагоциты, которые являются 
непермиссивной системой для вируса. 

Присутствие в периферической крови достаточ-
ного количества нейтрофилов и моноцитов, а также 
их наличие во многих органах обусловливает веро-
ятность этих клеток одними из первых взаимодей-
ствовать с вирусами. В настоящее время различными 
исследователями определено, что многие вирусы 
способны размножаться в моноцитах/макрофагах, в 
том числе возбудители геморрагических лихорадок, 
такие как вирусы Денге, Хунин, Хантаан [13]. При 
этом функциональное состояние клеток макрофа-
гального ряда оказывает влияние на развитие рези-
стентности организма [2, 10, 15]. Немаловажно, что 
при размножении в макрофагах различных вирусов, 
в частности, вирусов иммунодефицита человека, их 
цитопатическое воздействие на клетку морфоло-
гически не выявляется, но определяется снижение 
ее бактерицидного потенциала и синтезирующей 
активности. Это, в последующем, может выражаться 
в реализации потенциала макрофагов как инициато-
ров иммунного ответа организма [20]. В отношении 
нейтрофилов сообщалось об их способности взаимо-
действовать с вирусом иммунодефицита человека, 
вирусом гриппа и Эпштейн – Барра [4, 5]. 

В современной вирусологии к хантавирусам 
относят этиологические агенты двух тяжелых за-
болеваний человека: геморрагическая лихорадка 
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с почечным синдромом (ГЛПС) и хантавирусный 
легочный синдром (ХЛС). Хантавирусы являются 
серологически родственными членами семейства 
Bunyaviridae. Это вирусы с отрицательным гено-
мом РНК, разделенной на три сегмента B, С и М, 
которые соответствуют вирусной транскриптазе, 
гликопротеинам и белкам нуклеокапсида. Первой 
стадией инфицирования является адгезия вирус-
ных частиц к специфическим рецепторам на кле-
точной поверхности и для проникновения в клет-
ки-мишени хантавирус использует гликопротеины 
– интегрины, состоящие из различных комбинаций 
a и b-цепей [7], наличие которых также отмечается 
на поверхности моноцитов/макрофагов [6]. 

Цель исследования – дать морфофункциональ-
ную характеристику нейтрофилов и моноцитов/
макрофагов при их взаимодействии с хантавирусом. 

Материалы и методы

С целью сравнительного изучения способности 
моноцитов/макрофагов адсорбировать на своей по-
верхности хантавирусы мы применяли первичные 
культуры невосприимчивых для геморрагической 
лихорадки с почечным синдромом животных – 
взрослых мышей и морских свинок. Так, мы ис-
пользовали первичную культуру моноцитов крови, 
которую предварительно до заражения вирусами 
инкубировали в течение 18 ч и 6 с, и популяцию пе-
ритонеальных клеток, которая включала в себя пре-
имущественно макрофаги. По данным литературы 
[14], предварительная инкубация в течение 3 с соот-
ветствует окончанию периода созревания моноци-
тов в резидентные макрофаги, которое происходит в 
результате адгезии этих клеток к поверхности. Таким 
образом, из разнородной популяции клеток перито-
неального экссудата мы получали равноценные по 
функциональным свойствам резидентные макрофа-
ги, которые впоследствии заражали хантавирусом. 

Первичная культура перитонеальных макрофа-
гов беспородных белых мышей была получена по 
методу Simonet с соавт. [12]. Использованная нами 
концентрация клеточной суспензии составляла 
4 × 106 кл/мл в среде 199 с добавлением 5% эмбри-
ональной телячей сыворотки (НПО «Вектор», пос. 
Кольцово). Для адгезии взвесь клетки оставляли в 
СО

2
 инкубаторе, через 40 мин монослой отмывали 

дважды от неадгезированных клеток. Полученный 
монослой макрофагов инкубировали в течение 
2  с при 37  °С в атмосфере с присутствием 5% 
СО

2
. Также использовали популяцию моноцитов 

крови морских свинок, полученную методом гра-
диентной плотности, доводили до концентрации 
4 × 106 кл/мл и для достижения различной степени 
дифференцировки инкубировали в течение 18 ч и 
6 с. Первичную культуру нейтрофилов животных 
получали, вызывая внутрибрюшинное воспаление, 
путем введения стерильного 1% мясопептонного 
бульона (5  мл). Через 18  ч клетки извлекались и 
концентрацию доводили до 4 × 106 кл/мл. 

Для заражения клеток использовали культу-
ральным штамм № 60343 вируса Хантаан, выделен-
ным на клетках Vero-6 из суспензии легких дикой 

полевой мыши. К моносою клеток добовляли куль-
туральную жидкость, содержащую не менее 10–2 
ТКИД/50 вируса в объеме 0,2 мл, что составляло 
примерно 5 инфекционных единиц на клетку. Вре-
мя контакта клеток с вируссодержащей жидкостью 
составило 60  мин, после чего монослой дважды 
отмывался средой 199 для удаления внеклеточных 
вирусных частиц, и инкубация продолжалась. 

Предметные стекла с адгезированными на них 
клетками высушивали на воздухе и фиксировали 
в течение 30 сек, по собственной модификации, в 
холодном 96° этаноле. Это позволило сохранить 
вирусный антиген на плазматической мембране 
клеток. Затем применяли стандартную постанов-
ку непрямого метода флуоресцирующих антител 
(нМФА). Интенсивность специфического свече-
ния оценивали в условных единицах. Для опре-
деления вирусного антигена обработку монослоя 
зараженных клеток, проводили с использованием 
гомологичной иммуно-асцитической жидкости к 
штамму штамму ПМ-Т79-95 хантавируса (ХВ), в 
разведении 1:64 и объеме 5-20 мкл. В качестве флу-
оресцирующей сыворотки для выявления антигена 
вируса использовали Zenon Labeling Kit Alexa Fluor 
546 против иммуноглобулина мыши IgG1 (Sigma). 

Для выявления апоптотически измененных 
клеток применяли метод окрашивания клеточного 
осадка красителем Hoechst 333258 (Sigma, USA). Пре-
параты исследовали в системе конфокального лазер-
ного микроскопа LSM510META при возбуждении 
546 нм для выявления вирусного антигена и 405 нм 
для определения апоптотически измененных клеток. 

Проводили биохимические исследования 
клеток, зараженных ХВ. Определение активности 
АМФ (аденозин моно-5`-нуклеотидазы) проводили 
путем добавления к монослою клеток 20 мкл суб-
страта для АМФ (4 мг АТP на 1 мл трис-HCl-буфера 
рН = 7,8, содержавшего 87 мг NaCl, 70 мг MgCl

2 
на 

6 H
2
O). Выявление активности лактатдегидрогена-

зы (ЛДГ) проводили по методу Лойда в собственной 
модификации [1]. 

Определение активности миелопероксидазы 
(МПО) проводили путем добавления к монослою 
клеток 100 мкл раствора (4 мг o-phenylenediamine, 
ICN, на 10 мл фосфатно-цитратного буфера рН = 5,0 
с добавлением 500 мкл 0,33% перекиси водорода). 
Выявление активности катионных белков (КБ) про-
водили путем добавления к монослою клеток 50 мкл 
раствора зеленого прочного (1 мг прочного зеленно-
го на 1 мл метанолового трис-буфера рН = 8,0–8,2).

Количество продуктов реакции определяли 
по поглощению раствора на спектрофотометре 
«Labsystem Multiscan RC» (Финляндия) при соот-
ветствующих для определяемых субстратов длинах 
волн. Результаты спектрофотометрического ис-
следования выражали в виде индекса стимуляции 
(Т), который вычислялся как отношение разности 
между средними показателями оптической плот-
ности растворов, содержащих продукты реакции 
зараженных ХВ и ВКЭ нейтрофилов и интактных 
клеток, к среднему показателю оптической плот-
ности раствора для интактных клеток, в процентах. 
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Для изучения ультраструктуры клеток исполь-
зовали метод сканирующей и трансмиссионной 
микроскопии. Для исследования методом сканиру-
ющей микроскопии клетки на покровных стеклах 
подвергали специальной обработке и изображения 
образцов получали на электронном микроскопе 
Ultra 55 с ускоряющем напряжением 800 В – 1 кВ. 
Обработку материала для электронной микроско-
пии производили согласно традиционным методам 
и просматривали в просвечивающем электронном 
микроскопе JEM-100S (JEOL, Япония) при ускоря-
ющем напряжении 80 кВ.

Результаты и обсуждение

С помощью метода флюоресцирующих анти-
тел, при внесении в первичную культуру макрофа-
гов хантавируса, определена цитоплазматическая 
локализация специфического антигена. При этом 
помимо наружной цитоплазматической мембраны 
антиген выявлялся в перинуклеарном пространстве 
цитоплазмы макрофагов. Необходимо отметить из-
менение количества антигенсодержащих клеток в 
зависимости от сроков инкубации: повышение их 
числа через 15 мин и 4 ч инкубации и снижение через 
2 и 3 ч. Процент таких клеток составил 53,5 ± 4,6 %, 
49,0 ± 2,8 и 36,0 ± 7,07; 24,0 ± 1,8 % соответственно. 

При титровании вируссодержащей жидкости 
до заражения клеток и в последующие периоды 
инкубации нами было установлено снижение титра 
ТКИД 50/0,2 мл в опытных пробах на 2,0 lg через 
15, 30 и 60  мин контакта. Это свидетельствовало 
об активной адсорбции вируса на поверхности 
макрофагов уже после 15 минут контакта. 

При сравнении динамики накопления спец-
ифического антигена в первичных культурах ре-
зидентных макрофагов, полученных от мышей и 
морских свинок, выявлено статистически недосто-
верное различие в количестве антигенсодержащих 
клеток. Результаты этого исследования указывают 
на способность ХВ в одинаковой степени заражать 
популяцию макрофагов, независимо от их принад-
лежности к различным видам животных. 

Интерес представляют полученные нами 
данные о динамике накопления специфического 
антигена в популяции моноцитов крови животных 
в зависимости от времени предварительной, до за-
ражения вирусом, инкубации клеток. В случае зара-
жения моноцитов без предварительной инкубации 
отмечался низкий процент антигенсодержащих 
клеток, тогда как после предварительной инкубации 
моноцитов в течение 18 ч количество подобных кле-
ток возрастало, а после 6 с достигало максимальных 
цифр. Так, через 15 мин после заражения хантави-
русом процент антигенсодержащих клеток в попу-
ляции моноцитов без предварительной инкубации 
составлял 2 ± 0,6 %, при инкубации монослоя клеток 
в течение 18 ч до инфицирования – 35 ± 1,7 % и при 
инкубации в течение 6 с – 52,3 ± 3,2 %. 

Таким образом, полученные нами данные вы-
явили, что восприимчивость моноцитарных клеток 
к хантавирусной инфекции возрастает при дости-
жении ими последней стадии дифференцировки. 

Подобные результаты были получены другими 
исследователями [9] при заражении ХВ перевива-
емой линии клеток – THP-1, являющейся предше-
ственником моноцитов, и моноцитов/макрофагов 
первичной культуры. В последнем случае цитокин- и 
хемокинпродуцирующая активность клеток после 
их инфицирования хантавирусом была выше. По 
мнению авторов, эти данные указывает на повы-
шенную способность более зрелых клеток к реакции 
в ответ на введение инфекта, что позволяет приме-
нять первичную культуру моноцитов/макрофагов 
как модель для изучения хантавирусной инфекции.

Специфическое свечение цитоплазмы нейтро-
филов, преимущественно диффузного характера, 
выявлялось после 1  ч контакта с ХВ. Через 2  ч 
инкубации определялось внутриклеточное свече-
ние в виде глыбок, и его интенсивность достигала 
42,6  ±  5,6  усл. ед., максимальные показатели со-
ставили 234,56 ± 15,7 усл. ед. после 4 ч инкубации, 
затем они кратковременно снижались (5  ч) и 
вновь нарастали, в динамике наблюдения до 24 ч, 
оставаясь значительно выше уровня контроля. В 
дальнейшем, к 2  с наблюдения количество анти-
генпозитивных нейтрофилов было минимальным 
вследствие деградации культуры клеток.

Исследование методом сканирующей электрон-
ной микроскопии показало, что после 15 мин контак-
та с ХВ обнаруживается стимуляция нейтрофилов. 
Это проявлялось появлением многочисленных окру-
глой формы складок на поверхности клеток, которые 
свидетельствовали об их специфической активации, 
также в этот период на поверхности нейтрофилов 
определялись вирусные частицы. Через 45  мин 
специфическая стимуляция клеток была более вы-
ражена, складчатость поверхности нейтрофилов 
увеличивалась, а также усиливалась адгезия клеток 
к поверхности, что приводило к их уплощению и 
появлению ветвящихся псевдоподий. С течением 
времени определялись нейтрофилы с наличием 
на поверхности экзоцитированных компонентов, 
количество клеток со сглаженной поверхностью 
увеличивалось, помимо этого появлялись уплощен-
ные клетки, где обнаруживалось большое количе-
ство вирусных частиц. После 6 ч контакта с ХВ все 
нейтрофилы округлялись, в результате появления 
многочисленных выемок их поверхность приобре-
тала пенистый вид, между клетками обнаруживались 
фибриллоподобные псевдоподии. После 18–24 ч ин-
фицирования ХВ, общее количество клеток падало 
вследствие их деградации, оставшиеся нейтрофилы 
были округленной формы без псевдоподий. 

С помощью электронной микроскопии уста-
новлено, что после адсорбции на поверхности 
фагоцита ХВ проникает в клетку путем слияния 
его оболочки с плазмалеммой, не нарушая ее. В 
дальнейшем, наблюдались патологические измене-
ния в макрофагах. К ним относились: образование 
микрофиламентов, микротрубочек, виропластов; 
дислокализация клеточных органелл в перинукле-
арное пространство цитоплазмы; вакуолизация ее 
периферической части; гипертрофия шерохова-
того и гладкого эндоплазматического ретикулума 
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и образование многослойных миелиноподобных 
структур. Выход ХВ из макрофагов осуществлялся 
путем почкования на поверхности фагоцита. Та-
ким образом, ХВ, как и все вирусы, содержащие 
суперкапсид, осуществлял вход и выход из клетки-
мишени, не разрушая ее плазмалеммы, что и опре-
деляет их способность к длительной репродукции в 
макрофагах без цитопатического эффекта. 

В нейтрофилах, после 15 мин контакта с ХВ, об-
наружено изменение плазмалеммы, характерное для 
стимуляции клеток в ответ на внедрение инфекта. 
Это выражалось в появлении многочисленных псев-
доподий округлой формы с электронноплотным со-
держимым. С течением времени в 35 ± 3,1 % клеток 
выявлялись морфологические признаки, характер-
ные для апоптоза (2 ч). Клетки округлялись, количе-
ство псевдоподий резко сокращалось, уменьшалась 
площадь цитоплазмы, обнаруживался кариорексис. 

На основании полученных результатов мож-
но сделать вывод о цитопатогенном воздействии 
ХВ на нейтрофилы. В отношении макрофагов, 
установлено, что при отсутствии выраженных 
деструктивных изменений эти клетки могут вы-
ступать в роли длительного источника вируса и 
принимать определенное участие в процессе его 
диссеминации в организме.

Фермент аденозин моно-5`-нуклеотидаза (АМФ) 
является основным компонентом пуринового ка-
таболизма, играющего важную роль в восприятии 
клетками внешних сигналов. Он локализуется на 
наружной мембране клеток и является регулято-
ром уровня циклического аденозинмонофосфата. 
Нами установлено повышение активности АМФ в 
нейтрофилах после заражения ХВ в течение всего 
периода наблюдения, что указывало на выраженную 
стимуляцию клеток. Показатели активности этого 
фермента составили от 1,5 ± 0,51 до 51,2 ± 1,3 % 
относительно контроля, который принят за 0. Опре-
делено, что на фоне увеличения числа антигенпо-
ложительных макрофагов выявлялось понижение 
активности 5`-нуклеотидазы. Минимальные показа-
тели активности этого фермента наблюдались через 
30 мин после заражения (–46,7 ± 2,7 %), несколько 
повышались через 7 ч (–16,7 ± 1,6) и вновь снижа-
лись до конца срока наблюдения (–40,8 ± 2,7 %). 

АТФаза клеточных мембран ответственна за рас-
щепление аденозинтрифосфата, т.е. гидролизует бо-
гатые энергией фосфатные связи с освобождением 
энергии. При изучении активности этого фермента 
в нейтрофилах и макрофагах, зараженных ХВ, выяв-
лено, что динамика изменения активности АТФазы 
совпадала с таковой для 5`-нуклеотидазы. При этом 
на протяжении всего срока наблюдения значения 
активности АТФазы не достигали контрольных, и 
наименьшая активность фермента отмечалась через 
30 мин после заражения (–24,14 ± 1,7 % для нейтро-
филов и –15,4 ± 1,6 % для макрофагов). 

Характерной особенностью метаболизма фа-
гоцитирующих клеток – нейтрофилов и макро-
фагов – является их способность под влиянием 
различных факторов мгновенно генерировать 
кислородные радикалы. В образовании реактивных 

продуктов кислорода при переносе водорода от 
субстрата, подвергающегося окислению – «донора 
водорода», на другой субстрат – «акцептор водо-
рода» принимают участие ферменты – дегидроге-
назы. При заражении хантавирусами нейтрофилов 
и макрофагов, динамика показателей активности 
лактатдегидрогеназы носила волнообразный ха-
рактер. Индекс стимуляции достигал минимально-
го значения через 45 мин и 4 ч после заражения и 
составил –8,8 ± 0,65 %. Максимального значения 
индекс стимуляции для лактатдегидрогеназы до-
стиг через 5 ч и составил 19,56 ± 0,45 %. 

Миелопероксидаза (МПО) – это гемопроте-
ин, присутствующий в азурофильных гранулах 
нейтрофилов, выходящий при активации клетки в 
фаголизосому. Нами выявлено, что при заражении 
нейтрофилов ХВ, показатели активности МПО 
имели высокие значения на протяжении всего 
срока наблюдения. Так, в начальные сроки после за-
ражения (45 мин, 2 ч) выявлялся максимальный ин-
декс стимуляции 100 ± 2,3 %, затем отмечалось его 
снижение до 25,6 ± 0,2 % (4 ч) и вновь увеличение к 
9 ч, когда индекс стимуляции составил 58,4 ± 0,65 %.

Итак, в нейтрофилах и макрофагах, зараженных 
хантавирусом, нами обнаружено волнообразное 
изменение активности исследованных ферментов. 
При этом бактерицидная активность фагоцитов по-
вышалась параллельно с нарастанием внутриклеточ-
ного содержания вирусного антигена. Установлен-
ное нами постепенное повышение и последующее 
понижение показателей активности компонентов 
кислородзависимой системы к концу срока на-
блюдения объясняется активацией плазматической 
мембраны клеток в ответ на проникновение ХВ, что 
коррелировало с активностью эктоферментов плаз-
матической мембраны (5`-нуклеотидазы и АТР-азы). 
Это становится понятным, так как известно, что 
фермент, окисляющий НАДФ-оксидазу, находится 
в плазматической мембране и мембранных фагосо-
мах, образующихся из ее инвагинатов. 

Заключение

Патологические процессы, развивающиеся в 
клетках под влиянием вирусов, принципиально от-
личаются от всех других форм ее патологии. Неко-
торый период времени инфицированные вирусом 
клетки могут оставаться жизнеспособными как при 
проявлении цитопатических изменений, так и без 
них. Внутриклеточные изменения тесно связаны с 
метаболизмом и изучение ферментативного про-
филя инфицированных вирусом клеток позволяет 
дифференцировать характер взаимоотношений 
клетка-вирус. При исследовании патогенеза ханта-
вирусных инфекций к важному и на настоящий мо-
мент нерешенному вопросу относится определение 
мест кодирования главных детерминант вирусов 
в начальный период заболевания. Это включает: 
1)  выявление локализации рецепторов, использу-
емых этими вирусами для адгезии на поверхност-
ность клеток; 2)  обнаружение типа клеток, под-
держивающих первичное размножение вирусов; 
3)  раскрытие механизмов тропизма хантавирусов к 
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различным тканям. В свете решения этих вопросов 
значение клеток системы врожденного иммунитета 
в патогенезе хантавирусных инфекций приобрета-
ет особенный смысл, который усиливается фактом 
повсеместного распространения этих клеток в 
организме человека. Причем ХВ относятся к той 
группе вирусов, которая резистентна к действию 
фагоцитов и способна к внутриклеточной репро-
дукции в них, преодолевая, таким образом, биологи-
ческий барьер, препятствующий распространению 
возбудителя из первичного очага инфекции и за-
щищающий от заражения чувствительные клетки 
различных органов. Необходимо также учитывать, 
что источником инфекции в организме могут стать 
и те макрофаги, которые являются непермиссивной 
системой для ХВ, потому что с адсорбированным на 
мембране вирусом эти фагоциты могут быть источ-
ником его дальнейшего распространения. 

Полученные в настоящей работе результаты 
указывают на то, что при невосприимчивости к ви-
русным инфекциям организма в целом (например, 
взрослых мышей к возбудителю геморрагической 
лихорадки с почечным синдромом [3]), к этим ин-
фекциям могут быть чувствительны его отдельные 
клеточные компоненты, а именно, – макрофаги. 
Это определяет макрофаги в качестве мишеней 
для ХВ, особенно в случае их размножения. С по-
зиции имеющейся концепции противовирусногo 
иммунитета [11], на начальном этапе заболевания 
инфицированные вирусами моноциты/макро-
фаги способны инициировать иммунный ответ 
организма, даже в случае, если вирусы в них не 
размножаются. Что же касается нейтрофилов, то 
в отношении этих клеток ХВ проявляет цитопа-
тогенные свойства, на что указывает появление 
апоптотически измененных клеток и уменьшение 
периода жизнеспособности клеточной культуры.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке Министерства образования и науки Рос-
сийской Федерации (государственный контракт 
№ 16.740.11.0182).
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