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ДЕЙСТВИЕ B-СУБЪЕДИНИЦЫ ХОЛЕРНОГО ТОКСИНА НА КЛЕТКИ 
МЫШИНОЙ МАКРОФАГАЛЬНОЙ ЛИНИИ RAW 264.7
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Установлено, что 125I-меченная B-субъединица холерного токсина ([125I]CT-B, удельная активность
98 Ки/ммоль) с высоким сродством связывается с клетками мышиной макрофагальной линии RAW
264.7 (Kd 2.3 нМ). Связывание [125I]CT-B ингибировали немеченые интерферон-α2 (IFN-α2), тимо-
зин-α1 (TM-α1) и синтетический пептид LKEKK, соответствующий последовательностям 16–20
TM-α1 и 131–135 IFN-α2 человека (Ki 0.9, 1.1 и 1.4 нМ соответственно), но не ингибировал немече-
ный синтетический пептид с инвертированной последовательностью KKEKL (Ki > 1 мкМ). В диа-
пазоне концентраций 10–1000 нМ CT-B и пептид LKEKK дозозависимо увеличивали продукцию
клетками оксида азота (NO), активность внутриклеточной растворимой гуанилатциклазы (sGC), а
также способность клеток к адгезии, распластыванию и перевариванию бактерий вирулентного
штамма Salmonella typhimurium 415 in vitro. Протестированный параллельно пептид KKEKL был не-
активен. Таким образом, связывание CT-B и пептида LKEKK с рецептором на клетках линии RAW
264.7 приводит к увеличению их NO-синтазной, гуанилатциклазной и фагоцитарной активности.
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ВВЕДЕНИЕ
Более двух десятилетий назад был синтезиро-

ван пептид LKEKKYSP – фрагмент 131–138 ин-
терферона-α2 (IFN-α2) человека, способный с
высоким сродством связываться с тимоцитами
мыши и фибробластами человека [1, 2]. Связыва-
ние меченого пептида конкурентно ингибирова-
ли IFN-α2 и тимозин-α1 (TM-α1). Сравнение
аминокислотных последовательностей пептида и
TM-α1 показало, что они содержат одинаковый
пятичленный фрагмент LKEKK, соответствую-

щий последовательностям 16–20 TM-α1 и 131–
135 IFN-α2. Ранее мы синтезировали пептид
LKEKK, пометили его тритием и исследовали ре-
цепцию меченого пептида. Проведенные экспе-
рименты показали, что [3H]LKEKK с высоким
сродством связывается с T-лимфоцитами донор-
ской крови [3] и мембранами тонкого кишечника
крысы [4]. Связывание меченого пептида конку-
рентно ингибировали немеченые TM-α1, IFN-α2
и B-субъединица холерного токсина (CT-B).
Протестированный параллельно пептид с инвер-
тированной последовательностью KKEKL не ин-
гибировал связывание, что свидетельствовало о
высокой специфичности рецептора. Обработка
клеток протеазами не влияла на связывание, что
указывало на небелковую природу рецептора или
той его части, которая непосредственно участвует
в связывании. На основании этих данных было
сделано заключение, что пептид LKEKK,TM-α1,

Сокращения: CT-B – B-субъединица холерного токсина;
cGMP – циклический гуанозин-3',5'-монофосфат; IFN –
интерферон; iNOS – индуцибельная NO-синтаза; LPS –
липополисахарид; pGC – мембраносвязанная гуанилат-
циклаза; sGC – растворимая гуанилатциклаза; TM-α1 –
тимозин-α1.
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IFN-α2 и CT-B имеют общий, по всей видимости,
небелковый рецептор. Кроме того, было высказа-
но предположение, что этим рецептором может
быть рецептор холерного токсина GM1-ганглио-
зид [4].

Для проверки этого предположения мы полу-
чили 125I-меченную CT-B ([125I]CT-B) и изучили
ее связывание с T- и B-лимфоцитами донорской
крови [5, 6], мембранами эпителиальных клеток
тонкого кишечника крысы [7], эпителиальными
клетками линий IEC-6 крысы и Caco-2 человека
[8]. Эксперименты показали, что во всех изучен-
ных случаях [125I]CT-B с высоким сродством свя-
зывалась с небелковым рецептором и ее связыва-
ние ингибировали немеченые IFN-α2,TM-α1 и
пептид LKEKK, но не ингибировал пептид
KKEKL. В диапазоне концентраций 10–1000 нМ
CT-B и пептид LKEKK дозозависимо увеличива-
ли активность растворимой гуанилатциклазы
(sGC), но не влияли на активность мембраносвя-
занной гуанилатциклазы (mGC) перечисленных
типов клеток. Протестированный параллельно
пептид KKEKL не влиял на активность sGC. По-
лученные результаты свидетельствовали о том,
что связывание CT-B и пептида LKEKK с общим
рецептором на поверхности клетки-мишени при-
водит к увеличению активности sGC.

Цель настоящей работы – изучение действия
CT-B и пептида LKEKK на клетки мышиной мак-
рофагальной линии RAW 264.7.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Основные характеристики пептидов (чистота,

данные аминокислотного анализа, молекулярная
масса) приведены в табл. 1. Удельная активность
[125I]CT-B составила 98 Ки/моль.

Эксперименты показали, что в выбранных на-
ми условиях [125I]CT-B специфически связывает-
ся с клетками линии RAW 264.7. Неспецифиче-
ское связывание меченого белка в этих условиях
составляло 7.9 ± 0.8% от величины его общего
связывания. На рис. 1 приведен график Скэтчар-
да, характеризующий специфическое связывание
[125I]CT-B с клетками RAW 264.7. Линейность графи-
ка свидетельствует о наличии на клетках одного типа
рецепторов к CT-B, а значение Kd = 2.3 ± 0.2 нМ – о
высоком сродстве белка к рецептору.

Для характеристики специфичности связыва-
ния [125I]CT-B с клетками RAW 264.7, в качестве
потенциальных конкурентов меченого белка бы-
ли протестированы немеченые IFN-α2, TM-α1,
пептиды LKEKK и KKEKL. Приведенные в табл. 2
значения Ki, равные 0.9 ± 0.2, 1.1 ± 0.3 и 1.4 ± 0.3 нМ
соответственно, свидетельствуют о высокой ин-
гибирующей способности TM-α1, IFN-α2 и пеп-
тида LKEKK и об отсутствии таковой у пептида с
инвертированной последовательностью KKEKL –
Ki > 1 мкМ. Неспособность пептида KKEKL ин-

гибировать связывание указывает на высокую
специфичность рецептора.

Следует отметить, что CT-B является перспек-
тивным иммуномодулирующим и противовоспа-
лительным агентом. Недавние исследования по-
казали, что белок подавляет иммунопатологиче-
ские реакции при аллергии и аутоиммунных
заболеваниях [9, 10], стимулирует гуморальный
иммунитет и индуцирует противовоспалитель-
ные реакции in vivo [11, 12]. Поскольку пути пере-
дачи сигнала от CT-B внутрь клетки, опосредую-
щие эти эффекты, неизвестны, остается неяс-
ным, как один и тот же белок может обеспечивать
два противоположных иммунных процесса –
предотвращение инфекции и подавление аутоим-
мунных реакций.

Ранее мы показали, что связывание CT-B и
пептида LKEKK с T- и B-лимфоцитами [6] и эпи-
телиальными клетками слизистой оболочки тон-
кого кишечника [7, 8] приводит к увеличению ак-
тивности растворимой гуанилатциклазы (sGC),
но не влияет на активность аденилатциклазы и
мембраносвязанной гуанилатциклазы (pGC).
В настоящей работе мы изучили влияние CT-B,
пептидов LKEKK и KKEKL не только на актив-
ность sGC в клетках RAW 264.7, но и на продук-
цию ими активатора этого фермента – оксида
азота (NO). Эксперименты показали, что в диапа-
зоне концентраций 10–1000 нМ CT-B и пептид
LKEKK дозозависимо увеличивают продукцию
клетками NO (табл. 3) и активность sGC в них, но
не влияют на активность pGC (табл. 4). Проте-
стированный параллельно пептид с инвертиро-
ванной последовательностью KKEKL был неак-
тивен, что свидетельствует о высокой специфич-
ности действия CT-B и пептида LKEKK. Таким
образом, связывание CT-B и пептида LKEKK с
общим рецептором на поверхности клеток RAW
264.7 приводит к увеличению продукции NO и
активации sGC.

NO – это диффузный мессенджер, опосредую-
щий широкий спектр физиологических и патоло-
гических процессов в нервной, сердечнососуди-
стой и иммунной системах [13]. Он выполняет не-
сколько защитных функций: улучшает перфузию
тканей, ингибирует агрегацию тромбоцитов [14],
снижает адгезию лейкоцитов к эндотелиальным
клеткам [15, 16] и пролиферацию клеток гладкой
мускулатуры [17], способствует сохранению тка-
невой и органной архитектуры. Помимо регуля-
ции нормальных физиологических функций NO
участвует в развитии ряда патологических состо-
яний, таких как септический шок, инсульт и ней-
родегенеративные заболевания [13, 18, 19]. NO
синтезируется из L-аргинина изоформами NO-
синтазы (NOS) – индуцибельной (iNOS), эндоте-
лиальной (eNOS) и нейрональной (nNOS) [13, 20].

Показано, что растворимая гуанилатциклаза
(sGC) – гетеродимер, состоящий из α- и β-субъ-
единиц, катализирует превращение гуанозин-5'-
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трифосфата (GTP) в циклический гуанозин-3',5'-
мононофосфат (cGMP) и активируется прямым
взаимодействием NO с гемом β-субъединицы
[21]. Накапливающийся в клетке cGMP передает
сигналы к нижестоящим элементам сигнального
каскада: cGMP-зависимым протеинкиназам,
cGMP-регулируемым катионным каналам и
cGMP-активируемым фосфодиэстеразам [21, 22].
Имеются неопровержимые доказательства того, что
эффекты низких концентраций NO (~5–50 мкМ)
опосредованы cGMP [23, 24]. Полученные нами
результаты согласуются с этими данными: воз-
растание продукции NO с 26 мкМ в контроле до
48 и 45 мкМ в присутствии, соответственно,
100 нМ CT-B или пептида LKEKK (табл. 3) при-
водило к почти двукратному увеличению актив-
ности sGC (табл. 4).

Установлено, что NO увеличивает содержание
F-актина в макрофагах и таким образом изменяет
их способность к адгезии, образованию псевдо-
подий и фагоцитозу [25, 26]. Высказано предполо-
жение, что ключевыми регуляторами реорганиза-
ции актина, приводящей к морфологическим изме-
нениям в NO-стимулированных клетках, может
быть cGMP-регулируемый Ca2+-кальмодулин [26].

Мы изучили влияние CT-B и пептида LKEKK
на адгезию, распластывание и фагоцитарную ак-
тивность клеток RAW 264.7 in vitro. Известно, что
наличие в организме воспаления приводит к уси-
ленной направленной миграции лейкоцитов. Ак-
тивированные клетки приобретают способность
прилипать к сосудистому эндотелию и переме-
щаться в область инфекции и воспаления, при
этом они изменяют свою округлую форму на
звездчатую. Поэтому такие свойства фагоцитов
как адгезия и распластывание адекватно отража-
ют их функциональный статус. Кроме того, адге-
зию и распластывание клеток в какой-то мере
можно рассматривать как начальные стадии фа-
гоцитоза: прикрепление и обтекание частицы
псевдоподиями [27]. Эксперименты показали,
что CT-B и пептид LKEKK при концентрации
100 нМ значительно увеличивают способность
клеток RAW 264.7 к адгезии и распластыванию in vi-
tro: количество прилипших к пластику клеток было
соответственно на 29.4 и 22.6%, а распластанных на
39.7 и 33.2% больше, чем в контроле (P < 0.05).

Для изучения способности CT-B и пептида
LKEKK влиять на фагоцитарную активность кле-
ток RAW 264.7 в качестве модельной системы был
использован фагоцитоз бактерий вирулентного
штамма Salmonell atyphimurium 415 in vitro.

В табл. 5 приведены показатели (ФА, ЦПД и
ФЧ – см. экспер. ч.), характеризующие фагоци-
тоз бактерий S. typhimurium 415 клетками RAW
264.7 в контроле и в присутствии CT-B или пеп-
тида LKEKK. Результаты контрольных экспери-
ментов показали, что клетки активно поглощают
бактерии этого штамма: через 2 ч в фагоцитозе
участвовало более половины общего числа клеток
(ФА 56.3 ± 5.2%); при этом каждый фагоцит со-
держал в среднем 7 микроорганизмов (ФЧ 7.0 ±
± 2.2). Однако переваривания поглощенных мик-
робов не происходило. Более того, они продолжа-
ли активно размножаться внутри фагоцитов, о
чем свидетельствует увеличение ФЧ с 7.0 ± 2.2 до
12.1 ± 3.2 между 2 и 7 ч фагоцитоза. Заражение
клеток продолжалось 2 ч, затем среду заражения
заменяли средой культивирования, и, начиная с
этого момента, увеличение ФЧ могло происхо-
дить только за счет размножения ранее погло-
щенных микробов. Массовая гибель клеток на-
блюдалась уже к 7 ч фагоцитоза (ЦПД 61.7 ±
± 5.3%), к 12 ч весь монослой был разрушен (ЦПД
~100%). Таким образом, в контроле взаимодей-
ствие микробов с клетками RAW 264.7 заканчива-
лось гибелью последних. В присутствии 100 нМ
CT-B или пептида LKEKK картина коренным об-
разом менялась: в обоих случаях достоверно уве-
личивалась переваривающая способность клеток,
размножения сальмонелл внутри клеток не на-
блюдалось (табл. 5). Полученные результаты сви-
детельствуют о способности CT-B и пептида
LKEKK стимулировать бактерицидную актив-
ность клеток RAW 264.7 in vitro.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
CT-B, TM-α1, INF-α2 и синтетический пептид

LKEKK, соответствующий последовательностям
16–20 TM-α1 и 131–135 IFN-α2, с высоким срод-

Таблица 1. Основные характеристики синтезированных пептидов

Пептид Чистота, % Данные аминокислотного анализа
Молекулярная масса, Да

эксп. расчет.

LKEKK >98 Glu 1.09 (1), Leu 1.00 (1), Lys 3.27 (3) 645.2 644.87
KKEKL >95 Glu 1.12 (1), Leu 1.03 (1), Lys 3.32 (3) 648.6 644.87

Таблица 2. Ингибирование немечеными лигандами
специфического связывания 125I-меченной CT-B с
клетками линии RAW 264.7

Лиганд
IC50 Ki

нМ ± SEM

Интерферон-α2 2.0 ± 0.2 0.9 ± 0.2
Тимозин-α1 2.6 ± 0.3 1.1 ± 0.3
LKEKK 3.2 ± 0.3 1.4 ± 0.3
KKEKL >1000 >1000
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ством связываются с рецептором CT-B на клетках
RAW 264.7. Связывание CT-B и пептида LKEKK с
рецептором приводит к возрастанию продукции
клетками NO, активации внутриклеточной sGC и
увеличению фагоцитарной активности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали тимозин-α1 человека
(ImmundiagnostikAG, Германия), фенилметил-
сульфонилфторид (PMSF), Tris (Fluka, США),
среды для культивирования клеток, фетальную
сыворотку теленка и Hepes (“ICN”, США); саха-
розу, бычий сывороточный альбумин (БСА), EDTA,
EGTA, азид натрия (NaN3) (Serva, Германия), ли-
пополисахарид (LPS) из Escherichia coli серотип
055:B5 (“Sigma”, США), среду для культивирова-
ния клеток DMEM (Gibco, США); все остальные
реагенты и растворители были отечественного
производства и использовались после соответ-
ствующей очистки.

Пептиды LKEKK и KKEKL синтезировали на
автоматических синтезаторах (модель 430A и

VegaCoupler, модель C250; Applied Biosystems,
США) с использованием Boc/Bzl-тактики нара-
щивания пептидной цепи и очищали препаратив-
ной обращенно-фазовой хроматографией (хро-
матограф “Gilson”, Франция), колонка Wa-
tersSymmetryPrepC18 (19 × 300 мм) (Malva,
Греция). Синтезированные пептиды были оха-
рактеризованы данными аналитической обра-
щенно-фазовой ВЭЖХ (хроматограф “Gilson”,
Франция; колонка XТerra RP18, Malva, Греция) и
аминокислотного анализа (гидролиз 6 М HCl,
24 ч, 110°C; аминокислотный анализатор 4151 Al-
pha Plus, LKB, Швеция) и масс-спектрального
анализа (масс-спектрометр “Finnigan”, США).
Рекомбинантный интерферон-α2 был получен из
ФГУП “Гос. НИИ ОЧБ” ФМБА (Санкт-Петер-
бург, Россия).

Введение 125I в CT-B (20 мкг) проводили по ме-
тоду Саласински и соавт. [28] с помощью Na125I
(1 мКи) и Йодогена. Йодированный белок выде-
ляли из реакционной смеси на колонке (0.9 × 10 см)
с сефадексом G-25, элюируя 50 мМ фосфатным
буфером (pH 7.4) со скоростью 5 мл/ч. Пик выхо-
да 125I-меченной CT-B определяли в контрольном
опыте с немеченой CT-B. Радиоактивность фрак-
ций измеряли с помощью счетчика “Mini-Gam-
ma Counter” (LKB, Швеция). Фракции с макси-
мальной радиоактивностью, позиция которых
соответствовала позиции пика немеченого белка
в контроле, объединяли и определяли суммарную
и удельную активности полученного препарата.

Макрофагальную клеточную линию мыши
RAW 264.7 культивировали в среде DMEM, со-
держащей 10% эмбриональную сыворотку телен-
ка, при 37°C в атмосфере 5% CO2. Клетки
(106 клеток/лунка) высевали в 6-луночные план-
шеты для культивирования клеток (Nunc, Да-
ния). Жизнеспособность клеток оценивали по
окрашиванию витальным красителем трипано-
вым синим (выживаемость клеток: 95%).

Реакцию связывания [125I]CT-B с клетками
RAW 264.7 проводили в соответствии со следую-

Таблица 3. Влияние CT-B, пептидов LKEKK и
KKEKL на продукцию NO клетками RAW 264.7, акти-
вированными LPS

* Достоверное отличие от контроля (P < 0.05).

Концентрация 
лиганда, нМ

Продукция NO (нмоль /мл 
культуральной среды ± SEM)

CT-B LKEKK KKEKL

– (Контроль) 26 ± 3
0.1 24 ± 2 22 ± 4 23 ± 4
1 28 ± 3 29 ± 4 25 ± 3

10 37 ± 4* 36 ± 3* 24 ± 2
100 48 ± 3* 45 ± 3* 29 ± 4

1000 46 ± 2* 47 ± 3* 27 ± 3

2NO−

Таблица 4. Влияние CT-B, пептидов LKEKK и KKTKL на активность растворимой (sGC) и мембраносвязанной
(pGC) гуанилатциклазы клеток RAW 264.7, активированных LPS

* Достоверное отличие от контроля (P < 0.05).

Концентрация 
лиганда, нМ

Гуанилатциклазная активность (нмоль cGMP/мг белка за 10 мин ± SEM)

sGC pGC

CT-B LKEKK KKEKL CT-B LKEKK KKEKL

– (Контроль) 1.5 ± 0.2 2.3 ± 0.2
1 1.4 ± 0.2 1.3 ± 0.2 1.3 ± 0.3 2.0 ± 0.2 2.5 ± 0.3 2.3 ± 0.3

10 2.0 ± 0.2* 1.9 ± 0.2* 1.2 ± 0.3 2.6 ± 0.3 2.2 ± 0.2 2.5 ± 0.2
50 2.5 ± 0.3* 2.3 ± 0.2* 1.6 ± 0.2 1.9 ± 0.3 2.3 ± 0.2 2.7 ± 0.3

100 2.9 ± 0.3* 2.8 ± 0.3* 1.4 ± 0.2 2.5 ± 0.3 2.1 ± 0.3 2.4 ± 0.2
1000 2.8 ± 0.2* 2.7 ± 0.2* 1.7 ± 0.3 2.2 ± 0.1 2.3 ± 0.3 1.8 ± 0.3
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щей схемой: клеточную суспензию (106 кле-
ток/мл) инкубировали с меченым белком (10–11–
10–7 М, три параллельных пробы для каждой кон-
центрации) в 1 мл среды DMEM, содержщей
10 мМ Hepes, 20 мМ NaN3 и 50 мкМ PMSF,
pH 7.4, при 4°C в течение 40 мин. По окончании
инкубации реакционную смесь фильтровали че-
рез стекловолокнистые фильтры GF/A (What-
man, Англия). Фильтры промывали ледяным фи-
зиологическим раствором, содержащим 10 мМ
Hepes, pH 7.4 (3 раза по 5 мл). Радиоактивность на
фильтрах подсчитывали с помощью гамма-счетчи-
ка Mini-Gamma Counter. Величину специфическо-
го связывания [125I]CT-B с клетками определяли по
разности между ее общим и неспецифическим свя-
зыванием, а величину неспецифического связыва-
ния [125I]CT-B – в присутствии 10–4 М немеченой
CT-B (1000-кратный избыток по отношению к самой
большой концентрации меченого белка – 10–7 М).
Для определения равновесной константы диссо-
циации Kd строили график зависимости отноше-
ния молярных концентраций связанной (B) и
свободной (F) [125I]CT-B от молярной концентра-
ции связанной [125I]CT-B (B) [29].

Для оценки способности TM-α1, IFN-α2, пеп-
тидов LKEKK и KKEKL ингибировать специфи-
ческое связывание [125I]CT-B с клетками RAW
264.7 суспензию клеток (106 клеток/мл) инкуби-
ровали с меченым белком (3 нМ) и одним из по-
тенциальных конкурентов (диапазон концентра-
ций 10–10–10–5 М, три повтора для каждой кон-
центрации), как описано выше. Константу
ингибирования (Ki) определяли по формуле: Ki =
= [IC]50/(1 + [L]/Kd) [30], где [L] – молярная кон-
центрация [125I]CT-B; Kd – равновесная констан-
та диссоциации комплекса [125I]CT-B – рецептор;
[IC]50 – концентрация немеченого лиганда, вы-
зывающая 50%-ное ингибирование специфиче-
ского связывания меченого белка. Величину
[IC]50 определяли графически на основании кри-
вой ингибирования. Значение Kd измеряли пред-
варительно, как описано выше.

Для определения NO, продуцируемой клетка-
ми RAW 264.7, их предварительно инкубировали с
LPS (1.0 мкг/мл) в течение 18 ч. В насыщенной
кислородом среде NO быстро окисляется до ,
поэтому уровень NO оценивали по изменению
содержания  в среде культивирования. Об-
разцы готовили согласно процедуре [31] и анали-
зировали с использованием хемилюминесцент-
ного метода [32]. Интенсивность флуоресценции
измеряли с помощью флуоресцентного спектро-
фотометра “Hitachi” (Япония) при длинах волн
возбуждения и излучения 365 и 450 нм соответ-
ственно. Продукцию NO выражали в нмоль

/мл среды. Для оценки достоверности разли-

−
2NO

−
2NO

−
2NO

чий между средними значениями в контроле и
опыте использовали t-критерий Стьюдента.

Для определения активности растворимой
(sGC) и мембраносвязанной (pGC) гуанилатцик-
лазы в RAW 264.7 клетках, активированных LPS
(1.0 мкг/мл), их ресуспендировали в 10 мМ Tris-
HCl-буферном растворе, pH 7.5, содержащем
1 мМ MgCl2, 1 мМ дитиотреитол, 5 мкМ пепста-
тин A, 50 мкМ PMSF, 10 мкМ ингибитор трипси-
на из сои и 1 мМ бензамидин. Полученную сус-
пензию (2.5 × 108 клеток/мл) гомогенизировали в
ледяной бане и гомогенат центрифугировали при
100000 g (10 мин, 4°C). Супернатанты отбирали, а
осадки ресуспендировали в равных объемах бу-
ферного раствора. Супернатанты и ресуспенди-
рованные осадки использовали для определения
активности sGC и pGC соответственно. Гуани-
латциклазную активность определяли путем
мониторинга превращения [α-32P] GTP в [32P]
cGMP и выражали в количестве (нмоль) cGMP,
образовавшегося за 10 мин в расчете на 1 мг белка
[33]. Продукт выделяли осаждением с карбонатом
цинка и хроматографией на колонке с окисью
алюминия [34]. Концентрацию белка определяли с
помощью метода Лоури, используя в качестве
стандарта БСА [35]. Для оценки достоверности
различий между средними значениями в контро-
ле и опыте использовали t-критерий Стьюдента.

Таблица 5. Влияние CT-B и пептида LKEKK на фаго-
цитоз бактерий * вирулентного штамма S. typhimurium
415 LPS-активированными клетками RAW 264.7 in vi-
tro**

* ФА – фагоцитарная активность, ЦПД – цитопатическое
действие бактерий, ФЧ – фагоцитарное число (см. экспер.
часть). 
** Строки для каждого соединения последовательно (сверху
вниз) соответствуют данным, полученным через 1, 2, 4, 7 и 12 ч. 
♥ – достоверное отличие от контроля (P < 0.05).

Белок/
пептид, нМ ФА (%) ЦПД (%) ФЧ

– (Контроль) 46.2 ± 4.3
56.3 ± 5.2
49.2 ± 4.4
36.2 ± 3.2

0

10.3 ± 2.0
23.2 ± 3.2
47.5 ± 4.1
61.7 ± 5.3

~100

3.2 ± 1.3
7.0 ± 2.2

10.2 ±  3.5
12.1 ± 3.2

0
CT-B (100) 75.3 ± 6.2♥

87.5 ± 7.3♥

64.0 ± 8.2♥

24.3 ± 5.4♥

7.2 ± 3.1

3.2 ± 1.1♥

7.6 ± 2.2♥

13.2 ± 4.0♥

17.3 ± 4.2♥

14.3 ± 2.3♥

5.2 ± 2.3
6.3 ± 2.2
5.0 ± 2.2♥

2.1 ± 1.3♥

1.2 ± 0.3

LKEKK (100) 69.4 ± 5.2♥

80.1 ± 6.3♥

56.6 ± 3.4
27.2 ± 5.5
6.2 ± 3.2

3.1 ± 2.2♥

8.2 ± 3.0♥

16.3 ± 2.2♥

18.2 ± 4.1♥

19.4 ± 3.2♥

4.1 ±  2.2
5.3 ± 2.1
4.3 ± 2.0♥

3.2 ± 2.4♥

1.3 ± 0.4
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Для изучения адгезии и распластывания кле-
ток RAW 264.7 их активировали LPS (1.0 мкг/мл)
и культивировали в 96-луночном планшете в сре-
де DMEM, содержащей 5% эмбриональную сы-
воротку теленка, в течение 12 ч в атмосфере 5%
CO2 при 37°C, затем фиксировали метанолом в
течение 5 мин и окрашивали красителем Гимза.
В камере Горяева подсчитывали число клеток,
прилипших к 1 мм2 поверхности. Для оценки рас-
пластывания использовали окулярную сетку: рас-
пластанными считали клетки, у которых про-
дольные размеры превышали поперечные в 3 ра-
за. В каждой лунке просчитывали по 300 клеток.

Для характеристики фагоцитарной активно-
сти клеток RAW 264.7, активированных LPS
(1.0 мкг/мл), использовали разработанную нами
ранее методику изучения фагоцитозаперитоне-
альными макрофагами мыши бактерий виру-
лентного штамма S. typhimurium 415 [36, 37]. Саль-
монелезную бактериальную культуру выращива-
ли в бульоне Хоттингера при 37°C в течение 6 ч,
пересевали на мясопептонный агар и инкубиро-
вали при 37°C в течение 18 ч. Монослои клеток
RAW 264.7 на покровных стеклах культивировали
при 37°C в стерильных стеклянных пробирках со
средой DMEM, содержащей стрептомицин и пе-
нициллин (по 100 мкг/мл среды каждый) и инак-
тивированную эмбриональную сыворотку телен-
ка (5%). Спустя 1 сут клетки заражали средой, со-
держащей сыворотку и бактериальную культуру
S. typhimurium 415 в таком количестве, чтобы ее
конечное разведение составляло 108 микробных
клеток на 1 мл среды. Через 2 ч контакт между
клетками и микробами прерывали, заменяя среду
заражения средой культивирования, содержащей
антибиотики. В дальнейшем для предотвращения
повторного захвата микробов, высвобождающих-

ся из разрушенных клеток, через каждый час сре-
ду культивирования заменяли свежей. Фиксиро-
вание клеток на покровных стеклах проводили
через 1, 2, 4, 7 и 12 ч (метанол, 3 мин). Получен-
ные препараты окрашивали 0.1% водным раство-
ром красителя азур II–эозин в течение 5 мин. Под
микроскопом при увеличении ×1350 на каждом
стекле просматривали по 300 клеток, определяя
следующие показатели: фагоцитарную актив-
ность (ФА) – процент клеток, участвующих в фа-
гоцитозе; цитопатическое действие бактерий
(ЦПД) – процент клеток, разрушенных внутри-
клеточными бактериями; фагоцитарное число
(ФЧ) – среднее количество микробов, приходя-
щееся на одну клетку. Достоверность различий
между контролем и опытом оценивали с помо-
щью t-критерия Стьюдента. 

Работа выполнена при поддержке Программы
фундаментальных исследований Президиума
РАН “Молекулярная и клеточная биология”
(грант № III-12, руководитель – член-корр. РАН
В.М. Липкин).
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Action of Cholera Toxin B Subunit on Murine Macrophage-Like Cell Line Raw 264.7
E. V. Navolotskaya*, #, V. B. Sadovnikov*, D. V. Zinchenko*, V. I. Vladimirov*, **, Y. A. Zolotarev***,

V. M. Lipkin****, and A. N. Murashev*
#Phone: +7 (4967) 73-66-68; e-mail: navolotskaya@bibch.ru

*Branch of Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry Russian Academy of Science,
Science Avenue, 6, Pushchino, Moscow region, 142290 Russia

**Pushchino State Natural Science Institute, Science Avenue, 3, Pushchino, Moscow region, 142290 Russia
***Institute of Molecular Genetics, Russian Academy of Science, Kurchatov square, 2, Moscow, 123182 Russia

****Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry,
Miklukho-Maklaya street, 16/10, Moscow, GSP-7, 117997 Russia

It is established that 125I-labeled cholera toxin B-subunit (125I-labeled CT-B, specific activity of 98 Ci/mmol)
binds with high affinity to cells of macrophage-like cell line RAW 264.7 (Kd 2.3 nM). The binding of 125I-la-
beled CT-B was inhibited by unlabeled interferon-α2 (IFN-α2), thymosin-α1 (TM-α1), and synthetic pep-
tide LKEKK corresponding to sequences 16–20 of human TM-α1 and 131–135 of IFN-α2 (Ki 0.9, 1.1 and
1.4 nM, respectively) but did not inhibit unlabeled synthetic peptide with inverted KKEKL sequence (Ki > 1 μM).
In the 10–1000 nM concentration range, CT-B and peptide LKEKK dose-dependently increased the nitric
oxide (NO) production, the activity of soluble guanylate cyclase (sGC), as well as the adhesion, spreading,
and capacity to digest bacteria of Salmonella typhimurium virulent strain 415 in vitro by the cells. The peptide
KKEKL tested in parallel was inactive. Thus, the CT-B and peptide LKEKK binding to the receptor on RAW
264.7 cells leads to an increase in NO-synthase, guanylate cyclase and phagocytic activity.

Keywords: peptides, receptors, thymosin-α1, interferon-α, RAW 264.7 cell line
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