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ВЛИЯНИЕ ТЕРМОСТАБИЛЬНОГО ТОКСИНА БАКТЕРИИ Yersinia 
pseudotuberculosis НА ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ И ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ 

ОСОБЕННОСТИ ДВУХ ТИПОВ ФАГОЦИТОВ ГОЛОТУРИИ
Eupentacta fraudatrix
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Исследовано влияние термостабильного токсина Yersinia pseudotuberculosis (TcТYp) на показатели
функциональной активности и фенотип Ф1 и Ф2 фагоцитов голотурии Eupentacta fraudatrix. Уста-
новлено, что Ф1 и Ф2 фагоциты отличались по уровню апоптоза и содержанию восстановленного
глутатиона, а также по экспрессии поверхностных рецепторов к некоторым растительным лектинам.
TcТYp (0.2-2 мкг/мл) сдвигал показатели функциональной активности и фенотип Ф1 фагоцитов в сто-
рону преобладания таковых, характерных для Ф2 типа, обладающего меньшей бактерицидной активно-
стью. Предполагается, что ТсТYp является важным фактором перепрограммирования фагоцитов голо-
турий в сторону преобладания антивоспалительного типа, что может увеличивать вирулентность
Y. рseudotuberculosis для голотурий.
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Иммунная система живых организмов эволю-
ционировала, прежде всего, в связи с необходи-
мостью защиты от инфекций (Danilova, 2006). У
беспозвоночных преобладает неспецифический
врожденный иммунитет, хотя могут проявляться
некоторые элементы иммунной памяти (Netea et al.,
2011). При этом иммунитет беспозвоночных де-
монстрирует высокие защитные способности. Вме-
сте с тем, эволюционирует не только иммунная
система, но и инфекционные агенты, в частности,
бактерии, которые адаптируются к иммунитету
организма хозяина (Danilova, 2006).

Иглокожие (Echinodermata), являющиеся мор-
скими обитателями, широко распространенными в
мировом океане (Dolmatova, Dolmatov, 2020), при-
влекают внимание иммунологов в связи с их эво-
люционной близостью к позвоночным. При этом
многие представители класса голотурий (Holothu-
roidea) являются ценными коммерческими объекта-
ми и выращиваются в марикультуре (Долматова
и др., 2019), в связи с чем изучение их иммунитета
представляет не только теоретический, но и прак-
тический интерес.

В частности, потенциально опасным для голо-
турий является заражение Yersinia pseudotuberculosis.
Возбудитель псевдотуберкулеза Y. pseudotuberculo-

sis является кишечной бактерией, заражение ко-
торой осуществляется через пищу и воду (Bi et al.,
2012). Как и многие другие бактерии, иерсинии
имеют различные факторы, позволяющие им вы-
живать как в окружающей среде, так и организме
хозяина (Ценева и др., 2002). Макрофаги являют-
ся главной целью иерсиний in vivo, и Y. pseudotu-
berculosis может выживать и размножаться внутри
макрофагов. К способствующим этому факторам
относят несколько известных эффекторных белков
Yops (Bi et al., 2012). Меньше известна роль токсинов
бактерии. При этом фактор патогенности термоста-
бильный летальный токсин Y. pseudotuberculosis
(TcТYp), белок с мол. массой 45 кДа, подавляет
фагоцитоз и снижает уровень активных форм
кислорода (АФК) в макрофагах перитонеального
экссудата мышей, что свидетельствует об его уча-
стии в подавлении иммунитета хозяина. TcТYp
продуцируется не только при высокой (37°С), но
и при низкой (6–8°С) температуре, что позволяет
предполагать его важную роль при выживании
бактерий в окружающей среде. Известно, что
Y. pseudotuberculosis может долго выживать в мор-
ской воде, вызывая гибель морских беспозвоноч-
ных, в частности, голотурий (Тимченко и др.,
2004). При этом морские гидробионты не только
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сами страдают от инфекции, но и являются фак-
торами передачи ее возбудителя. Поэтому необ-
ходимо разработать методы защиты животных от
потенциальных инфекций. Однако особенности
клеточного иммунного ответа голотурий на воз-
действие факторов патогенности иерсиний оста-
ются мало изученными.

Одним из перспективных для выращивания в
аквакультуре видов является голотурия Eupentacta
fraudatrix (D’yakonov et Baranova, 1958) (Dendrochi-
rotida, Sclerodactylidae). Ранее с использованием гра-
диентного центрифугирования фагоциты голоту-
рии, являющиеся аналогами макрофагов (Chia,
Xing, 1996), были разделены на две фракции, Ф1 и
Ф2 фагоциты. Было показано, что при воздей-
ствии TcТYp в фагоцитах голотурии E. fraudatrix
происходит снижение уровня АФК (Dolmatova
et al., 2003). TcТYp также вызывает сдвиг в соот-
ношении маркеров двух типов фагоцитов голоту-
рии – оксида азота, высокая концентрация кото-
рого характеризует Ф1 тип фагоцитов, и активно-
сти аргиназы, высокое значение которой
характерно для Ф2 типа (Долматова и др., 2019).

Известно, что у позвоночных макрофаги могут
приобретать провоспалительный (М1 макрофа-
ги, “классически” активированные) или анти-
воспалительный (М2 макрофаги, “альтернатив-
но” активированные) фенотипы в ответ на раз-
личные сигналы микроокружения. Макрофаги М1
играют ключевую роль в защите от бактериаль-
ных инфекций, а М2 макрофаги вовлечены в вос-
становление тканей. Два типа макрофагов имеют
разные метаболические пути для генерации энер-
гии, гликолиз преобладает в М1 типе, а окисли-
тельный метаболизм в – М2 типе клеток (Dolma-
tova, Dolmatov, 2020), и в их регуляции большое
значение имеет восстановленный глутатион
(GSH) (Peterson et al., 1998).

Сдвиг в соотношении активностей двух типов
макрофагов в сторону преобладания активности
М2 типа представляет собой стратегию подавле-
ния иммунитета хозяина, с участием некоторых
бактериальных белковых токсинов, у ряда бакте-
рий (Tsai et al., 2013; Merriman et al, 2015), в том
числе, иерсиний (Bi et al., 2012).

Выявление сдвига в уровне маркеров двух ти-
пов фагоцитов голотурии при воздействии TcТYp
(Долматова и др., 2019), позволило предполо-
жить, что, как и макрофаги позвоночных, два ти-
па фагоцитов играют различную роль в антибак-
териальной защите.

Цель данного исследования - выявление особен-
ностей влияния ТсТYp на некоторые функциональ-
ные, метаболические и фенотипические показатели
двух типов фагоцитов голотурии E. fraudatrix.

Работа написана по материалам доклада, пред-
ставленного на 10-ой Европейской конференции

по иглокожим, которая проходила 16–19 сентяб-
ря 2019 г. в Москве.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экземпляры голотурии E. fraudatrix с длиной

тела от 4 до 6 см были собраны в зимний период в
бухте Восток (залив Петра Великого Японского
моря) с использованием легководолазного снаря-
жения. Голотурий выдерживали в аквариуме с
проточной аэрируемой морской водой в течение
двух недель до начала экспериментов.

Для исследований in vitro (четыре независимых
опыта) объединяли образцы целомической жид-
кости от 15–20 особей, после чего наслаивали на
двухступенчатый градиент, ступени которого со-
стояли из фиколл-верографина (1.078), разведен-
ного антикоагулирующим раствором в два или
три раза (v/v), как описано ранее (Долматова, За-
ика, 2007). Полученные после центрифугирова-
ния при 300 g в течение 15 мин суспензии фагоци-
тов с меньшей (Ф1 фагоциты) и большей (Ф2 фа-
гоциты) плотностью отмывали дважды в
фосфатно-солевом буфере (pH 7.6) с добавлением
36 г/л NaCl (ФСБН) и ресуспендировали в моди-
фицированной среде 199 как описано ранее (Dol-
matova et al., 2003). Концентрацию клеток опреде-
ляли в камере Горяева; жизнеспособность – ме-
тодом исключения трипанового синего.

ТсТYp изолировали из штамма 512 I серовара
Y. pseudotuberculosis (коллекция НИИ эпидемио-
логии и микробиологии им. Г.П. Сомова). Выде-
ление и очистку ТсТYp проводили методами,
описанными ранее (Тимченко и др., 2004).

Для исследования эффектов ТсТYp в каждую
лунку круглодонного планшета вносили по 1 мл сус-
пензии фагоцитов с концентрацией 1 × 106 кл/мл.
Инкубацию клеток проводили при комнатной
температуре в течение 1 или 24 ч. ТсТYp использова-
ли в конечных концентрациях 0.2, 0.5 и 2 мкг/мл. В
отдельной серии экспериментов исследовали
влияние ТсТYp (0.15 мкг/мл) на концентрацию
GSH через 24 ч инкубации. В контрольные лунки
вместо исследуемых препаратов вносили ФСБН.

По окончании экспериментов в части полу-
ченных суспензий клеток определяли жизнеспо-
собность, еще одну часть суспензии замораживали
при –80°С для последующего определения кон-
центрации GSH. Из порции клеток выделяли
ДНК с использованием 4М гуанидин гидрохлорида
в качестве депротеинизирующего агента (Sigma-
Aldrich, США) (Pramanick et al., 1976).

Для последующего определения конденсации
хроматина еще одну порцию осадка клеток (0.3–
0.5 × 106 кл/мл) фиксировали 4%-ным формали-
ном и хранили при 4°С.

Кроме того, часть клеток для последующего
анализа связывания растительных лектинов фик-
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сировали 1%-ным глутаральдегидом в ФСБН и
хранили при 4°C.

Для исследования апоптоза использовали та-
кие маркеры, как фрагментация ДНК и конден-
сация хроматина. Фрагментацию ДНК изучали
методом горизонтального электрофореза ДНК в
1%-ном агарозном геле в трис-боратном буфере
(pH 8.3) с последующим окрашиванием геля бро-
мистым этидием. В качестве маркера мол. массы
использовали синтетический ДНК-маркер (“Сиб-
энзим”, Россия). Для учета апоптоза по конденса-
ции хроматина проводили окрашивание отмытых
от формалина клеток Hoechst 33342 (Sigma-
Aldrich) (1 мкг/мл в ФСБН) как описано Комацу
с соавт. (Komatsu et al., 1998). Образцы анализи-
ровали, используя микроскоп Leica DM 4500
(Weltzlar, Германия). В каждой повторности ис-
следовали не менее 100 клеток.

Для определения экспрессии поверхностных
рецепторов фагоцитов использовали окрашива-
ние отмытых от глутаральдегида клеток ФИТЦ-
конъюгированными растительными лектинами
(ICN Biomedicals, Германия) из Arachis hypogaea
(PNA), Glycin max (SBA), Dolichos biflorus (DBA) и
Canavalia ensiformis (con A), которые специфично
связываются с Galβ1–3GalNAc, GalNAcα1–3GalR,
GalNAc и α-D-маннопиранозидами соответственно
(Гнедкова и др., 2015). Окрашивание проводили
по методу, описанному Мак Кензи, Престон
(McKenzie, Preston, 1992). Флуоресценцию конъ-
югатов изучали с ипользованием микроскопа Lei-
ca DM 4500 (Weltzlar, Германия). Уровень связы-
вания лектинов с поверхностными рецепторами
фагоцитов оценивали по процентному содержа-
нию клеток с зонами яркой зеленой флуоресцен-
ции. Ядра клеток визуализировали с помощью
окраски DAPI (Merсk, Германия). В каждой по-
вторности исследовали не менее 100 клеток.

Анализ содержания восстановленного глута-
тиона проводили с использованием в качестве де-
приватизационного реагента реактива Эллмана
(5,5'-дитиобис-(2-нитробензойная кислота) (ДТНБ)
по модифицированному методу Фратернале с со-
авт. (Fraternale et al., 2013). Клетки лизировали в
120 мкл лизирующего буфера (0.1%-ный тритон
Х-100, 0.1 М Na2HPO4, 5 mM EDTA, pH 7.5), до-
бавляли 16 мкл 0.1 н НСl и половинный объем
осаждающего раствора (1.67 г ледяной ортофос-
форной кислоты, 0.2 г Na2EDTA, 30 г NaCl в 100 мл
раствора). После центрифугирования (10000 × g,
10 мин) отбирали супернатант, разносили его в
лунки 96-луночного планшета (две опытных и две
контрольных параллели на каждую пробу). В
каждую лунку вносили 25% (v/v) 0.3 М фосфор-
ной кислоты и 10% по объему 1%-ного цитрата
натрия (контроль) или ДТНБ (1 мМ) в 1%-ном
растворе цитрата натрия (опыт). Через 5 мин из-
меряли оптическую плотность растворов на

планшетном спектрофотометре STAT Fax 2100
(Awarness Technology Inc., США) при 402 нм.
Концентрацию GSH в пробе определяли по ка-
либровочной кривой со стандартом GSH (Sigma-
Aldrich, США), построенной в диапазоне концен-
траций 12.5–100 мкМ.

Концентрацию белка в пробах измеряли с ис-
пользованием красителя Кумасси G-250 (Sigma-
Aldrich).

Работа частично выполнена с использованием
оборудования Дальневосточного центра электрон-
ной микроскопии ННЦ морской биологии ДВО
РАН.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программного обеспечения GraphPad
InStat, v. 3.01 (GraphPad Software, Inc.). Полученные
данные представлены как средние значения ± сред-
няя ошибка измерений. Достоверность различий
определяли с использованием t-критерия Стьюден-
та. Разницу между группами считали достоверной
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Апоптоз фагоцитов голотурии E. fraudatrix в нор-

ме и при действии TcTYp. Апоптоз макрофагов яв-
ляется одним из видов их смерти, ассоциирован-
ной с осуществлением микробицидной активно-
сти (Molloy et al., 1994).

С помощью электрофореза ДНК в агарозном
геле выявлено, что в свежевыделенных клетках
фрагментация ДНК значительно более выражена
в фагоцитах второго типа по сравнению с таковой
в первом типе. Такое же соотношение в уровнях
фрагментации ДНК сохранялось в фагоцитах и
через 24 ч инкубации (рис. 1а). Оценка апоптоза
по конденсации хроматина показала, что в коли-
чественном отношении уровень последней в све-
жевыделенных Ф2 фагоцитах превышал таковую
в Ф1 клетках в 1.9 раза (рис. 1б, 1в).

Через 1 ч инкубации конденсация хроматина в
Ф2 фагоцитах была выше таковой в фагоцитах Ф1
в 1.8 раза (рис. 1г, 1е). При этом добавление в сре-
ду инкубации ТсТYp через 1 ч вызывало статисти-
чески значимое изменение (снижение) апоптоза
в Ф1 фагоцитах только в максимальной концен-
трации 2 мкг/мл, а в Ф2 фагоцитах, напротив,
стимулировало апоптоз, но только в концентра-
ции 0.5 мкг/мл.

Через 24 ч также сохранялось значительное
превышение (в 2.1 раза) конденсации хроматина
в Ф2 по сравнению с Ф1 клетками (рис. 1д, 1ж).
При воздействии ТсТYp апоптоз в Ф1 снижался
уже в концентрациях 0.2–0.5 мкг/мл, а при кон-
центрации 2 мкг/мл возвращался к контрольному
уровню. В Ф2 фагоцитах токсин в этот период
проявил лишь тенденцию к стимулированию
апоптоза во всех исследованных концентрациях.
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Рис. 1. Маркеры апоптоза в Ф1 и Ф2 фагоцитах голотурии E. fraudatrix в контроле и при воздействии ТсТYp in vitro.
(а) – фрагментация ДНК в свежевыделенных (0 ч) фагоцитах и через 24 ч инкубации. Стрелочками указаны маркеры
молекулярной массы ДНК (п.н.); (б) – микрофотографии ядер свежевыделенных фагоцитов, окрашенных Hoechst
33342. Левая панель – Ф1 фагоциты, правая – Ф2 фагоциты. Здесь и далее увеличение х200, масштаб: 20 мкм; (в) – %
ядер с конденсацией хроматина в свежевыделенных фагоцитах; (г) и (д) – микрофотографии ядер Ф1 и Ф2 фагоцитов,
окрашенных Hoechst 33342, через 1 (г) и 24 ч (д) инкубации с ТсТYp (0, 0.2, 0.5, 2 мкг/мл); (е) – % ядер с конденсацией
хроматина в Ф1 и Ф2 фагоцитах при воздействии ТсТYp через 1 ч; (ж) – % ядер с конденсацией хроматина в Ф1 и Ф2
фагоцитах при воздействии ТсТYp через 24 ч. * – P < 0.05 по сравнению с контролем.
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Влияние TcTYp на уровень GSH. Существует
тесная связь между уровнем антиоксидантной за-
щиты и развитием апоптоза (Jeong, Joo, 2016), и
уровень GSH в клетках является ключевым зве-
ном в поддержании оксидантно-антиоксидант-
ного баланса (Fraternale et al., 2017). Различный
уровень GSH в макрофагах двух типов связан с
регуляцией их метаболизма (Peterson et al., 1998).
Для выявления значения GSH в развитии апопто-
за фагоцитов голотурии было определено влия-
ние TcTYp в концентрации 0.15 мкг/мл на содер-
жание GSH в двух типах фагоцитов. Концентра-
ция GSH в Ф1 фагоцитах через 24 ч инкубации
была в 1.6 раза выше, чем в Ф2 фагоцитах. При этом
TcTYp вызывал снижение уровня GSH (в 1.6 раза) в
Ф1, но не в Ф2 фагоцитах, где отмечена лишь тен-
денция к снижению (рис. 2).

Влияние TcTYp на жизнеспособность фагоцитов.
Несмотря на различные тенденции в изменениях
апоптоза в Ф1 и Ф2 фагоцитах при воздействии
ТсТYp через 24 ч, жизнеспособность обоих типов
фагоцитов при действии ТсТYp не изменялась или
даже имела тенденцию к возрастанию по сравне-
нию с контролем. Так, жизнеспособность Ф1 фа-
гоцитов через 24 ч при концентрациях ТсТYp 0.2
и 0.5 мкг/мл имела тенденцию к снижению по срав-
нению с контролем, а при концентрации 2 мкг/мл
была достоверно повышена.

В Ф2 фагоцитах отмечено достоверное возрас-
тание жизнеспособности по сравнению с контро-
лем только при 0.2 мкг/мл ТсТYp, а с возрастани-
ем концентрации отмечена тенденция к сниже-
нию жизнеспособности (рис. 3).

Характеристика фенотипов фагоцитов Ф1 и Ф2
в норме и при воздействии TcTYp. Как свидетель-
ствуют микрофотографии клеток, окрашенных
ФИТЦ-мечеными лектинами (рис. 4) и результа-

ты определения процентного содержания окра-
шенных лектинами клеток (рис. 5а), среди свеже-
выделенных фагоцитов Ф1 и Ф2 меченые сon А
клетки обнаружены в одинаковой пропорции.
Уровни связывания con А сохранялись одинако-
выми для двух типов клеток в различные сроки
инкубирования, при этом они не изменялись по
сравнению со свежевыделенными клетками через
1 ч, но значительно снижались, более чем в 2 раза,
через 24 ч.

Для DBA в свежевыделенных фагоцитах отме-
чена тенденция к более низкому связыванию Ф2
фагоцитами по сравнению с таковым Ф1 клетка-
ми. В последующие сроки инкубации эта разница
становилась достоверной.

Свежевыделенные Ф1 фагоциты связывали
SBA в самой низкой пропорции по сравнению с
другими изученными лектинами. При этом свя-
зывание в Ф2 фагоцитах было значительно выше,
чем в Ф1. Уровень связывания SBA в Ф1 фагоци-
тах возрастал через 1 ч инкубации в 2 раза, но к
24 ч возвращался к исходному значению. В Ф2
фагоцитах уровень связывания лектина, напро-
тив, не изменялся через 1 ч инкубации, а к 24 ч
возрастал в 2.4 раза по сравнению с уровнем в све-
жевыделенных фагоцитах.

Для PNA также отмечена тенденция к более
высому уровню связывания в свежевыделенных
Ф2 фагоцитах по сравнению с таковым в Ф1. Че-
рез 1 ч эта разница становилась достоверной (че-
тырехкратное превышение в Ф2 фагоцитах по
сравнению с Ф1 клетками). Однако через 24 ч со-
отношение связывания PNA в Ф1 и Ф2 фагоцитах
менялось на противоположное, и уровень связы-
вания в Ф2 фагоцитах был в 1.5 раза ниже, чем в
Ф1 клетках.

Рис. 2. Влияние ТсТYp на концентрацию GSH в Ф1
и Ф2 фагоцитах через 24 ч инкубации.* – P < 0.05 по
сравнению с контролем; ** – P < 0.05 по сравнению
с Ф1.
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Введение в икубационную среду TcTYp вызывало
изменения в связывании растительных лектинов,
которое зависело как от концентрации TcTYp, так и
от времени его воздействия и типа фагоцитов
(рис. 5б). Так, через 1 ч TcTYp в самой низкой
концентрации (0.2 мкг/мл) не оказывал влияния
на связывание con A по сравнению с контролем ни в
одном типе фагоцитов. В концентрации 0.5 мкг/г
TcTYp в этот же период значительно снижал уро-
вень связывания кон А также в обоих типах фагоци-
тов, а при концентрации 2 мкг/мл в обоих типах фа-
гоцитов отмечена тенденция к возвращению (в Ф1)
или возвращение (в Ф2) к контрольному уровню.
Однако через 24 ч TcTYp стимулировал связыва-
ние сon A в Ф1 фагоцитах в прямой концентраци-

онной зависимости, но не оказывал влияния в Ф2
фагоцитах. Таким образом изменения, вызыва-
мые TcTYp, были сходны в Ф1 и Ф2 фагоцитах че-
рез 1 ч инкубации, но через 24 ч они приобретали
противоположную направленность по сравне-
нию с одночасовым периодом в Ф1 фагоцитах, а в
Ф2 типе клеток связывание con A возвращалось к
контрольному уровню.

На связывание DBA TcTYp (0.2–0.5 мкг/мл)
оказывал ингибирующее действие в Ф1 фагоци-
тах уже в концентрации 0.2 мкг/мл как через 1 ч,
так и через 24 ч инкубации. На связывание DBA в
Ф2 фагоцитах TcTYp не оказывал влияния ни в
один из периодов инкубации.

Рис. 4. Микрофотографии свежевыделенных (0 ч) и контрольных (1 и 24 ч инкубации) фагоцитов, окрашенных
ФИТЦ-мечеными лектинами, в проходящем свете и при зеленой флуоресценции, а также ядер фагоцитов, окрашен-
ных DAPI (синяя флуоресценция).
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Рис. 5. (а) – доля (%) фагоцитов Ф1 и Ф2, связывающих растительные лектины соn A, DBA, SBA и PNA в свежевыде-
ленных и контрольных инкубируемых фагоцитах; (б) – доля (%) фагоцитов Ф1 и Ф2 (по отношению к контролю), свя-
зывающих растительные лектины при воздействии ТсТYp после 1 и 24 ч инкубации. * – P < 0.05 по сравнению с кон-
тролем; ** – P < 0.01 по сравнению с контролем.
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Таким образом, TcTYp влиял на экспрессию
рецепторов к con А и DBA  преимущественно в
Ф1 фагоцитах, но не в Ф2 клетках.

При этом через 24 ч инкубации TcTYp стиму-
лировал связывание SBA в Ф1 фагоцитах, макси-
мально при 0.5 мкг/мл, но ингибировал в Ф2
клетках (максимально – при 0.2 мкг/мл). Таким
образом, связывание в Ф1 и Ф2 фагоцитах этого
лектина, по уровню которого два типа свежевы-
деленных и контрольных фагоцитов максималь-
но отличались, при действии TcTYp имело проти-
воположную направленность.

Напротив, изменения в связывании фагоцитами
двух типов PNA под действием TcTYp носили од-
нонаправленный характер. TcTYp (0.5–2 мкг/мл)
вызывал в них возрастание связывания в прямой
концентрационной зависимости через 1 ч и в об-
ратной концентрационной зависимости через 24 ч
инкубации. Однако интенсивность связывания
лектина рецепторами Ф1 фагоцитов снижалась
через 24 ч по сравнению с 1 ч, а связывание Ф2
фагоцитами через 24 ч было выше, чем через 1 ч.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Известно, что макрофаги находятся на первой

линии защиты от бактериальных инфекций, и
важнейшей их реакцией является синтез продук-
тов, убивающих бактерии – АФК, прежде всего,
супероксиданиона и оксида азота (Brune et al.,
2013). Однако продукция этих агрессивных молекул
опасна и для самой клетки, поскольку увеличение
синтеза АФК часто коррелирует с развитием апо-
птоза и последующей гибелью клетки. При этом в
отношении влияния на апоптоз иммунных кле-
ток хозяина бактерии используют различные
стратегии выживания: у некоторых бактерий она
направлена на выживание внутри клеток хозяина, и
отмечена прямая зависимость вирулентности от их
способности ингибировать апоптоз, у других, на-
против, отмечено распространение инфекции в ор-
ганизме благодаря гибели макрофагов путем апо-
птоза. При этом отмечается, что одна и та же бакте-
рия может использовать разные стратегии на
различных стадиях инфекции (Aguiló et al., 2013).

Показано, что иерсинии могут использовать
стратегию колонизации новых клеток хозяина,
индуцируя апоптоз (Monack, Falkow, 2000), и эф-
фекторный белок системы секреции III типа
(T3SS) фактор вирулентности YopJ может участво-
вать в реализации механизмов индукции апоптоза
(Zhang et al., 2005). Токсины иерсиний также играют
роль в вирулентности бактерий (Ценева и др., 2002),
но механизмы их влияния мало изучены.

Исследования фрагментации ДНК и конден-
сации хроматина в настоящей работе выявили,
что в свежевыделенных Ф1 фагоцитах уровень
апоптоза был значительно ниже, чем в Ф2 фаго-

цитах. Сходным образом, более низкая чувстви-
тельность к апоптозстимулирующим факторам
отмечена в М1 макрофагах по сравнению с М2
типом клеток (Kurian, Cunoosamy, 2014). Такое
соотношение уровней апоптоза в двух типах фа-
гоцитов сохранялось в контроле и в последующие
сроки инкубации.

Введение ТсТYp в среду инкубации увеличива-
ло разницу между уровнем апоптоза в Ф1 и Ф2
фагоцитах в пользу последних, как через 1 ч, так и
через 24 ч концентрационно-зависимым обра-
зом. Особенно выражена была разница (в 5 раз)
через 24 ч при концентрации ТсТYp 0.5 мкг/мл.
Асимметричное действие на апоптоз макрофагов,
с повышением в М2 макрофагах по сравнению с
таковым в М1 типе, отмечается также при дей-
ствии некоторых бактерий (Atri et al., 2018).

Ранее было показано, что Ф1 фагоциты голо-
турии обладают более высоким уровнем продук-
ции АФК (супероксиданионрадикала и оксида
азота), чем Ф2 фагоциты, а ТсТYp снижал про-
дукцию АФК именно в Ф1 фагоцитах (Долматова
и др., 2019). Снижение уровня апоптоза в Ф1
клетках, обнаруженное в настоящй работе, по-
видимому, учитывая связь между продукцией
АФК и апоптозом (Aguiló et al., 2013; Brune et al.,
2013), является следствием снижения оксидант-
ного стресса в Ф1 и подтверждает ранее выска-
занное (Долматова и др., 2019) предположение о
том, что ТсТYp снижает киллерную активность
наиболее микробицидного типа фагоцитов голо-
турии.

Известно, что Y. pseudotuberculosis вызывает
сдвиг поляризации макрофагов по М2 пути, и в
этом процессе могут участвовать YopJ или другие
еще не установленные факторы. Такой сдвиг
приводит к снижению бактерицидной активно-
сти макрофагов и, по-видимому, играет важную
роль в иммуносупрессивной стратегии Y. pseudo-
tuberculosis (Bi et al., 2012). ТсТYp способен вызы-
вать сдвиг в фунциональной активности фагоци-
тов голотурии также в пользу преобладания менее
бактерицидного типа, что свидетельствует о том,
что он может быть одним из факторов, обеспечи-
вающих вирулентность бактерии для голотурий.
Кроме того, эти данные свидетельствуют в пользу
высказанного ранее предположения о том, что
Ф1 и Ф2 фагоциты являются аналогами М1 и М2
макрофагов (Dolmatova, Dolmatov, 2018; Долма-
това и др., 2019). О том, что фагоциты голотурий
могут приобретать М2-подобный фенотип, сви-
детельствуют также данные об обнаружении сти-
муляции аргиназы различными стимулами в мак-
рофагах без участия синтезируемых Th2 цитоки-
нов IL-4/IL-13 (Dzik, 2014), что свидетельствует
об эволюционно древнем механизме регуляции
иммунного ответа, связанном с активацией арги-
назы.
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Вместе с тем, необходимо отметить, что функ-
циональная разница между М1 и М2 макрофагами
основана на разных метаболических путях получе-
ния энергии (Dolmatova, Dolmatov, 2020), в регуля-
ции которых участвует GSH. Он является главным
небелковым тиолом, отвечающим за поддержа-
ние клеточного гомеостаза и окислительно-вос-
становительного баланса (Morris et al., 2013). При
этом в М1 макрофагах концентрация GSH пре-
вышает таковую в М2 макрофагах, а снижение
уровня GSH способствует поляризации макрофа-
гов в сторону М2 типа (Peterson et al., 1998).

Ранее было показано, что уровень антиокси-
дантной ферментативной активности значительно
выше в контрольных Ф1 фагоцитах по сравнению с
таковым в Ф2 типе, и также значительно выше в
Ф1 фагоцитах была активность глутатионредук-
тазы (ГР) через 24 ч действия ТсТYp (Долматова
и др., 2019). Поскольку ГР обеспечивает восста-
новление пула GSH при оксидантном стрессе
(Чеснокова и др., 2006), это свидетельствовало в
пользу предположения о поддержании концен-
трации GSH в Ф1 фагоцитах на более высоком
уровне, чем в Ф2. Проверка этого предположения
в настоящей работе показала, что через 24 ч инкуба-
ции в отсутствие ТсТYp уровень GSH в Ф1 фагоци-
тах двукратно превышал таковой в Ф2 фагоцитах,
при этом ТсТYp в минимальной концентрации сни-
жал уровень GSH в Ф1 до такового в Ф2, но не
влиял на содержание GSH в Ф2 по сравнению с
контролем. Таким образом, фагоциты Ф1 содер-
жат GSH в значительно большей концентрации,
чем в Ф2 клетках, при этом при воздействии ТсТYp
этот показатель меняется до уровня, характеризу-
ющего Ф2 фагоциты, что также свидетельствует в
пользу наличия метаболического сдвига Ф1 фаго-
цитов в сторону Ф2 клеток. Снижение уровня GSH
происходит и в макрофагах при действии ряда
бактерий (Morris et al., 2013), что приводит к уве-
личению их выживаемости в клетках хозяина
(Cao et al., 2018).

Исследования связи между уровнем GSH и
смертью клетки показали, что в различных типах
клеток недостаток GSH может сопровождаться
апоптозом, некрозом и аутофагией (Sun et al., 2018).
В настоящей работе в диапазоне концентраций
ТсТYp 0.2–2 мкг/мл не отмечено возрастания
апоптоза через 24 ч в Ф1 фагоцитах, поэтому сни-
жение уровня GSH, по видимому, не стимулиро-
вало гибель клеток по апоптотическому пути. В то
же время значительно более низкая концентрация
GSH и более высокий уровень апоптоза в Ф2 по
сравнению с таковыми в Ф1 свидетельствуют в
пользу ранее высказанного предположения о том,
что эти клетки более чувствительны к дефициту
GSH, который может влиять на возрастание в Ф2
фагоцитах апоптоза (Dolmatova, Dolmatov, 2018).

Не было выявлено также положительной кор-
реляции между жизнеспособностью и апоптозом
фагоцитов, при этом зависимость жизнеспособ-
ности от концентрации ТсТYp носила в двух ти-
пах фагоцитов противоположный характер.

Необходимо принять во внимание, что раз-
личные механизмы смерти могут осуществляться
в клетке одновременно и блокирование одного
типа может стимулировать другой путь (Mariño et al.,
2014). Аутофагия и апоптоз являются функцио-
нально различными механизмами для удаления
или разрушения цитоплазматических структур
внутри клетки или клеток внутри организма, со-
ответственно. Аутофагия может защищать клетки
от апоптоза и способствовать очищению от апо-
птотических клеток путем эффероцитоза. При
этом активация аутофагии приводит к поляриза-
ции макрофагов по 2-му типу (Haloul et al., 2019).
По аналогии с макрофагами, на основании отсут-
ствия связи между апоптозом и уровнем GSH и
жизнеспособностью, и при этом выявленной
трансформацией Ф1 фагоцитов в сторону приоб-
ретения функциональных черт Ф2 типа, можно
предположить, что преобладающим механизмом
смерти Ф1 фагоцитов при действии ТсТYp явля-
ется аутофагия. Необходимы дальнейшие иссле-
дования по влиянию ТсТYp на различные виды
смерти клеток для понимания механизмов его
действия на фагоциты.

Макрофаги М1 и М2 отличаются между собой
не только функционально, но и фенотипически.
М1 макрофаги имеют, в частности, такие поверх-
ностные маркеры, как CD80, CD86, CD14, а М2
макрофаги-CD206 (Bi et al., 2012; Dolmatova, Dol-
matov, 2020). Инфицирование Y. pseudotuberculosis
снижало экспрессию CD80 и CD86 макрофагами,
что соответствовало представлению о преобладании
М2 типа в популяции макрофагов (Bi et al., 2012).
По-видимому, оценка маркеров фагоцитов Ф1 и
Ф2 также может быть полезной для оценки меха-
низма действия ТсТYp.

Фагоциты беспозвоночных (как и позвоночных)
экспрессируют рецепторы к лигандам, находя-
щимся на поверхности микробов. Однако пробле-
ма фенотипирования фагоцитов беспозвоночных
является на сегодняшний день нерешенной, у бес-
позвоночных не выявлены маркеры, схожие с тако-
выми у позвоночных, а возможности типирования
разных субпопуляций/типов фагоцитов недостаточ-
но исследованы. Наиболее часто используемый
подход к изучению маркеров поверхности фагоци-
тов беспозвоночных – использование меченых
флуоресцентным красителем растительных лек-
тинов, связывающихся с определенными угле-
водными остатками белков на поверхности кле-
ток. Многие лектины избирательно связываются
с клетками представителей разных таксонов и ви-
дов. На примере Mytilus edulis было установлено,
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что некоторые субпопуляции фагоцитов краси-
лись разными лектинами в зависмости от разме-
ров гранул клеток (Pipe, 1990), что указывало на
возможность фенотипирования отдельных типов
лейкоцитов.

При этом необходимо отметить, что связывание
того или иного растительного лектина с разными
типами фагоцитов не носило уникальный характер,
и разные типы фагоцитов отличались лишь по сте-
пени экспрессии лигандов для этих лектинов, как
это отмечено и для фенотипических маркеров M1
и M2 макрофагов (Сахно и др., 2015), что, по-ви-
димому, связано с пластичностью состояния фа-
гоцитов.

В данной работе показано, что у голотурии
E. fraudatrix свежевыделенные фагоциты Ф1 и Ф2
связывают некоторые растительные лектины с раз-
ной интенсивностью, при этом доли связывающих
con A и PNA Ф1 и Ф2 фагоцитов достоверно не от-
личались. Однако фагоциты отличались между со-
бой по связыванию SBA (связывание в Ф2 было
значительно выше, чем в Ф1) и DBA (тенденция к
превышению уровня связывания в Ф1 по сравне-
нию с Ф2 клетками). Эти данные сходны с ранее
полученными результатами (Dolmatova, Dolma-
tov, 2018), за исключением данных об экспрессии
рецепторов к SBA, которая в указанной работе
была выше в Ф1 фагоцитах по сравнению с Ф2
клетками. Основываясь на этих данных, характе-
ристики связывания DBА клетками двух типов
можно считать наиболее постоянными, и соотно-
шение в экспрессии рецепторов с GalNAc-остатка-
ми может быть использовано для маркирования
двух типов фагоцитов.

При этом степень различия в экспрессии ре-
цепторов к DBА, SBA и PNA, но не con A как
между двумя типами клеток, так и по сравнению
с таковыми в свежевыделенных клетках, возрас-
тала уже через 1 ч инкубации.

При инкубации с TcTYp выраженность экс-
прессии поверхностных рецепторов к лектинам
менялась, а направленность изменений во мно-
гих случаях носила протвоположный характер в
двух типах фагоцитов. Так, для con A соотноше-
ние в долях связывания двумя типами фагоцитов
изменялось только через 24 ч, с преимуществен-
ным увеличением в Ф1 фагоцитах, что свидетель-
ствует о том, что происходил сдвиг в связывании
этого лектина преимущественно Ф1 фагоцитами
как по сравнению со свежевыделенными фагоци-
тами, так и по сравнению с одночасовым перио-
дом воздействия TcTYp. Соотношение же долей
связывания DBА в двух типах фагоцитов при дей-
ствии TcTYp менялось на протвоположное по
сравнению с контролем (снижение доли в Ф1 при
неизменности в Ф2), менялось также на протво-
положное по сравнению с контролем соотноше-

ние долей связывания SBA двумя типами фагоци-
тов (возрастание в Ф1 и снижение в Ф2),

Соотношение связывания PNA в двух типах
фагоцитов, в отличие от такового для con A, через
24 ч не менялось, но через 1 ч носило характер,
противоположный контрольному (возрастание
экспрессии в Ф1, но не в Ф2). Таким образом, Tc-
TYp индуцировал приобретение фагоцитами Ф1
фенотипических черт, свойственных Ф2 фагоцитам
в отношении связывания DBА и PNA, без изме-
нения фенотипа Ф2. При этом он вызывал приобре-
тение обоими типами фагоцитов фенотипической
особенности противоположного типа клеток в
отношении связывания SBA. Ранее было показа-
но, что при воздействии ТсТYp в обоих типах фа-
гоцитов происходило изменение уровня их марке-
ров (оксида азота и активности аргиназы) в сторону
приобретения признаков другого типа клеток, что
сопровождалось функциональной стимуляцией
преимущественно фагоцитов второго типа (Дол-
матова и др., 2019). Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что TcТYp меняет не только
функциональные, но и фенотипические маркеры
Ф1 и Ф2 фагоцитов, стимулируя появление у Ф1
фагоцитов особенностей Ф2 клеток.

Сравнение уровней апоптоза в двух типах кон-
трольных фагоцитов и экспрессии поверхност-
ных рецепторов к DBА свидетельствует о том, что
окраска лектином не была избирательна по отно-
шению к апоптотическим клеткам, более того,
лектин связывался в большей степени с Ф1 клет-
ками, в которых апоптоз был менее выражен, чем
в Ф2 фагоцитах. Однако изменение соотношения
экспрессии поверхностных рецепторов фагоци-
тов к DBА при воздействии ТсТYp соответствовало
динамике соотношения апоптоза в обоих типах
клеток, лектин связывался в большей мере с клетка-
ми с наибольшим уровнем апоптоза. В то же время
экспрессия рецепторов фагоцитов к SBA была зна-
чительно больше в клетках с наиболее выражен-
ным апоптозом в свежевыделенных фагоцитах, но
при воздействии TcTYp наибольший уровень свя-
зывания лектина происходил в клетках с наи-
меньшим уровнем апоптоза. Такие изменения в
определенной мере соответствуют существующей
концепции о том, что DBA является апоптотиче-
ским, а SBA-антиапоптотическим маркером кле-
ток (Dini et al., 1993; Kim et al., 2014).

Предполагается, что рецепторы, содержащие
маннановые остатки, связаны с реализацией апо-
птоза, а сами остатки являются маркерами апо-
птотических клеток (Shi et al., 2017). При этом
есть данные, что при реализации аутофагии также
экспрессируются маннановые остатки (Lai et al.,
2015). Возможно, что особенности связывания
соn А с фагоцитами обусловлены не столько апо-
птозом, сколько аутофагией клеток, обеспечива-
ющей жизнеспособность клеток. В пользу этого
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предположения свидетельствует сходство дина-
мики жизнеспособности клеток с динамикой
экспресии рецепторов к con А.

Ранее Секо-Ровира с соавт. (Seco-Rovira et al.,
2013) выявили аффинность PNA к апоптотиче-
ским макрофагам. Однако в настоящей работе не
обнаружено определенной зависимости между
связыванием PNA фагоцитами двух типов и раз-
витием в них апоптоза при действии TcTYp, что,
наряду со слабой изученностью участия рецепто-
ров с Galβ1–3GalNAc-остатками в развитии апо-
птоза, не позволяет сделать вывод о значении
этих рецепторов в механизмах действия TcTYp в
фагоцитах голотурии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе продемонстрированы

особенности концентрационно-зависимого (0.2–
2 мкг/мл) и зависящего от времени (1 ч и 24 ч)
действия термостатабильного токсина бактерии
Y. рseudotuberculosis на апоптоз в двух типах фаго-
цитов голотурии E. fraudatrix и оценена возможая
роль апоптоза в механизмазх гибели фагоцитов
при действии ТсТYp. Установлено, что в Ф1 фаго-
цитах уровень апоптоза был значительно ниже,
чем в Ф2, как в свежевыделенных клетках, так и
при инкубации. Добавление ТсТYp вызывало раз-
нонаправленные изменения в апоптозе Ф1 и Ф2
фагоцитов, с преимущественным ингибировани-
ем его уровня в Ф1 и возрастанием в Ф2 фагоци-
тах, различия были наиболее выражены через 24 ч
инкубации, при концентрации ТсТYp 0.5 мкг/мл.
Учитывая тесную связь апоптоза с функциональной
активностью клеток, эти данные свидетельствуют о
преимущественной активации Ф2 фагоцитов. При
этом значительное превышение содержания GSH
в интактных Ф1 фагоцитах по сравнению с тако-
вым в Ф2 типе соответствует представлениям об
апоптоз-протекторной роли GSH в клетках и ука-
зывает на наличие различий в метаболизме двух
типов фагоцитов. Однако при действии ТсТYp
снижение концентрации GSH в Ф1, но не Ф2
свидетельствовало о том, что изменения в уровне
апоптоза в Ф1 клетках при воздействии токсина
не зависели напрямую от уровня GSH. Сходным
образом, не установлено закономерности в зави-
симости жизнеспособности Ф1 и Ф2 фагоцитов
от колебаний апоптоза в клетках. По-видимому,
ТсТYp способен включать в фагоцитах другие ме-
ханизмы клеточной смерти, направленные на
преимущественное выживание Ф2 фагоцитов.

Исследование с помощью ФИТЦ-меченых
растительных лектинов особенностей экспрессии
поверхностных клеточных рецепторов интактных
и контрольных фагоцитов выявило сходный уро-
вень экспрессии рецепторов к con A и PNA в двух
типах фагоцитов. Однако выявлены различия в
экспрессии рецепторов к DBA и SBA, уровень ко-

торой был выше в Ф1 фагоцитах по сравнению с
Ф2 для первого лектина и, наоборот, ниже в Ф1
фагоцитах для второго, что говорит о возможно-
сти использования этих лектинов для маркирова-
ния двух типов фагоцитов. Инкубация фагоцитов
с TcТYp вызывала изменения в соотношении
уровней экспрессии к лектинам в двух типах фа-
гоцитов, что свидетельствует о том, что фагоциты
Ф1 приобретают фенотипические признаки Ф2
фагоцитов, а в отношении экспрессии рецепторов к
SBA оба типа фагоцитов приобретали фенотип,
характерный для другого типа клеток. Анализ на-
правленности изменений в связывании лектинов
клетками позволяет сделать вывод о том, что ТсТYp
вызывал преимущественно трансформацию фе-
нотипа Ф1 фагоцитов в Ф2 фенотип.

Таким образом, полученные результаты свиде-
тельствуют о наличии функциональных и феноти-
пических различий между Ф1 и Ф2 фагоцитами, ко-
торые, вместе с ранее полученными данными о том,
что маркером Ф1 фагоцитов является оксид азота, а
Ф2 фагоцитов – активность аргиназы, позволяют
сделать вывод о том, что Ф1 и Ф2 фагоциты игра-
ют различную роль в иммунном ответе, подобно
М1 и М2 макрофагам позвоночных.

При этом действие TcTYp было направлено на
снижение функциональной активности фагоцитов
Ф1 и увеличение активности Ф2 фагоцитов без
снижения их жизнеспособности, со сдвигом фе-
нотипа Ф1 фагоцитов в сторону приобретения
фенотипа, свойственного Ф2 типу клеток. Вместе
с ранее установленным фактом о повышенном
уровне синтеза АФК в Ф1 по сравнению с Ф2 фаго-
цитами, это свидетельствует о способности TcТYp
снижать активность наиболее микробицидных
фагоцитов и увеличивать жизнеспособность им-
мунных клеток хозяина, что, по аналогии с мак-
рофагами позвоночных, связано со стратегией
выживаемости бактерий. Таким образом, ТсТYp
является важным фактором перепрограммирова-
ния фагоцитов голотурий в сторону преоблада-
ния антивоспалительного типа, что может увели-
чивать вирулентность Y. рseudotuberculosis для го-
лотурий.

В целом, установленные механизмы воздей-
ствия TcТYp на два типа фагоцитов голотурии
свидетельствуют о наличии сходства некоторых
клеточных механизмов иммуносупрессии, вызы-
ваемой Y. рseudotuberculosis, у голотурий и позво-
ночных.

Дальнейшие исследования нужны для иссле-
дования механизмов клеточной гибели у голотурий
при действии TcТYp, что может быть полезно для
моделирования эффектов TcТYp и разработки
препаратов, таргетированных на подавление ви-
рулентности Y. рseudotuberculosis.
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Effect of a Heat-Stable Toxin of Yersinia pseudotuberculosis on the Functional
and Phenotypic Traits of Two Types of Phagocytes

in the Holothurian Eupentacta fraudatrix
L. S. Dolmatova1, #, O. A. Ulanova1, and N. F. Timchenko2

1Il’yichev Pacific Oceanological Institute, st. Baltiyskaya 43, Vladivostok, 690041 Russia
2Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, st. Sel’ skaya 1, Vladivostok, 690087 Russia

#e-mail: dolmatova@poi.dvo.ru

The impact of a heat-stable toxin of Yersinia pseudotuberculosis (HSTYp) on the markers of functional activity
and phenotypes of P1- and P2-type phagocytes was studied in the holothurian Eupentacta fraudatrix. In the
control, P1 and P2 phagocytes differed in the levels of apoptosis and reduced glutathione as well as in the sur-
face receptor binding to some plant lectins. HSTYp (0.2–2 μg/mL) caused a shift in the functional activity
indices and phenotype of P1 phagocytes toward the prevalence of those characteristic of P2 type, which has
less bactericidal activity. It is supposed that HSTYp is an important factor in the reprogramming of holothu-
rian phagocytes toward the predominance of the anti-inflammatory type, which may increase the virulence
of Y. pseudotuberculosis for holothurians.
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