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Проведена оценка роли поверхностных антигенов в адгезии Yersinia pestis к мышиным макрофагам
J774. С помощью методов оптической ловушки и/ или пассивной адгезии подтверждена способ-
ность антигенов Ail и Psa адгезировать к эукариотическим клеткам. Впервые показано, что ауто-
транспортер YapF является адгезином чумного микроба. Высказано предположение, что указанные
антигены не имеют комплементарных рецепторов на поверхности макрофага и их адгезивность но-
сит неспецифический характер. Результаты оценки пассивной адгезии к макрофагам J774 полисти-
роловых микросфер, сенсибилизированных капсульным антигеном F1, позволили предположить,
что действие этого антигена в составе микробной клетки, ингибирующее адгезию к макрофагам,
определяется не только пространственным экранированием капсулой глубже расположенных адге-
зинов, но и физико-химическими свойствами этого антигена.
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Начальный этап инфицирования макроорга-
низма, как правило, определяется адгезией пато-
генных бактерий к эпителию желудочно-кишеч-
ного тракта, респираторной или мочеполовой си-
стем. Чумной микроб Yersinia pestis может
проникать в организм млекопитающего не только
в составе вдыхаемого аэрозоля, но и чрескожно в
результате укуса инфицированным переносчиком.
В последнем случае возбудитель чумы с током кро-
ви быстро достигает многих органов и тканей,
вступая в контакт с клетками хозяина, включая,
помимо профессиональных фагоцитов, эпители-
альные, эндотелиальные клетки и фибробласты
[1]. Исход такого взаимодействия во многом зави-
сит от оснащенности бактерий адгезинами – спе-
циальными поверхностными структурами, спо-
собствующими прикреплению микробов к клет-
кам макроорганизма с последующей их инвазией.
Чумной микроб располагает целым набором адге-
зинов, наличие или степень выраженности кото-
рых на наружной мембране зависит от окружаю-
щих условий. К числу таких молекул относят
прежде всего белки Ail, Pla и Psa Y. pestis.

Родоспецифический белок Ail, кодируемый
геном с хромосомной локализацией, имеет у раз-
личных видов и штаммов иерсиний незначитель-
ные отличия по аминокислотному составу, участ-
вует в обеспечении устойчивости бактерий к ком-
плементу сыворотки крови, их адгезии и инвазии в
клетки хозяина [2–4]. Опосредуемая белком Ail ад-
гезия чумного микроба к эукариотической клетке
осуществляется путем связывания с компонентами
внеклеточного матрикса – ламинином, фибронек-
тином, гепарансульфат-протеогликаном. Это спо-
собствует, в частности, доставке в целевые клетки
Yops-эффекторных белков наружной мембраны,
кодируемых плазмидой кальций-зависимости иер-
синий и участвующих в формировании их патоге-
нетического потенциала [5].

Белок Pla (активатор плазминогена), являясь
адгезином и протеазой, способствует связыванию
возбудителя чумы с белками внеклеточного мат-
рикса [6, 7] с последующей инвазией микроба в
эукариотические клетки [8].

Psa (рН6-антиген) экспрессируется преимуще-
ственно при слабокислых рН, соответствующих
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внутриклеточному содержимому. Он может связы-
ваться с галактозильными остатками гликосфинго-
липидов и фосфатидилхолина на поверхности кле-
ток хозяина, проявляя выраженные свойства ад-
гезина [9]. Есть данные, указывающие на то, что
Psa способствует адгезии бактерий Y. pestis к эпи-
телиальным клеткам респираторного тракта, но
препятствует их инвазии [10]. В то же время, по-
казано, что способность к экспрессии Psa не по-
вышает адгезию клеток возбудителя чумы к мы-
шиным макрофагам RAW264.7 и участие в до-
ставке Yops, но придает микробу резистентность
к фагоцитозу [11].

Высокая степень структурной гомологии кап-
сульного антигена F1 Y. pestis и человеческого ин-
терлейкина 1b, а также их высокое сродство к соот-
ветствующим рецепторам на поверхности мыши-
ных фибробластов (линии NIH 3T3) позволило
авторам цитируемой работы предположить, что F1
может участвовать в адгезии Y. pestis к иммуноком-
петентным клеткам хозяина [12]. Позднее было по-
казано, что F1, напротив, ингибирует бактериаль-
ную адгезию, по-видимому, путем экранирования
адгезинов на поверхности микроба, тем самым
предотвращая фагоцитоз, ослабляя взаимодей-
ствие с фагоцитами [10, 13, 14].

“Мышиный” токсин (Ymt) не рассматривается
в качестве адгезина Y. pestis. Вместе с тем, поверх-
ностная локализация белка [15] и доказанная роль
в образовании блока в преджелудке блохи [16], про-
цессе, при котором значима адгезивность бактери-
альных клеток, не исключают вероятности участия
этого антигена в непосредственном взаимодей-
ствии патогена со структурами и теплокровного
хозяина.

Показана значимость ряда поверхностно распо-
ложенных аутотранспортеров Va-типа (около 10) во
взаимодействии бактерий Y. pestis с клетками хозя-
ина, однако механизм участия этих белков в чум-
ной инфекции, в частности, в адгезии к клеткам
млекопитающих, изучен недостаточно [17, 18].

Установлено, что клетки Y. pestis используют
коровую область липополисахарида для адгезии к
антигенпрезентирующим клеткам посредством
взаимодействия с SIGNR1 (CD209b) – рецепто-
ром для последующей диссеминации в лимфати-
ческие узлы, селезенку, печень хозяина, иниции-
руя системную инфекцию [19].

По-видимому, во всяком случае формально, к
числу адгезинов можно отнести V-антиген Y. pes-
tis, один из белков системы секреции 3 типа T3SS,
который вступает в непосредственный контакт с
клеткой макроорганизма. Установлен рецептор
на поверхности иммунокомпетентных клеток че-
ловека – N-формилпептид (FPR1), с которым
связывается V-антиген, инициирующий трансло-
кацию эффекторных белков микроба в эукарио-
тическую клетку [20]. Участниками этого процес-

са являются и другие адгезины возбудителя, в
частности, белок Ail [5]. Очевидно, что процесс
взаимодействия микробной клетки с клеткой хо-
зяина в условиях in vitro, и тем более in vivo, не мо-
жет быть описан какой-то одной схемой, так как
зависит от типа и особенностей взаимодействую-
щих клеток, а также разнообразия внешних усло-
вий. Предполагается, что могут быть идентифици-
рованы и иные, в настоящее время неизвестные
механизмы адгезии клеток иерсиний к клеткам
макроорганизма [21, 22].

До настоящего времени связь вышеуказанных
поверхностных антигенов с адгезивностью чум-
ного микроба к эукариотическим клеткам оцени-
валась с помощью молекулярно-генетических,
микробиологических, а также in silico методов.

Цель настоящей работы – изучение адгезивных
свойств ряда поверхностных антигенов Y. pestis к
макрофагам J774 с использованием методов опти-
ческой ловушки и пассивной адгезии.

МЕТОДИКА
Эукариотические клетки. Культура клеток мак-

рофагов мыши линии J774 получена из Россий-
ской коллекции клеточных культур позвоночных
(Институт цитологии РАН, Россия). Пересевы
клеток проводились в питательной среде RPMI-
1640, содержащей L-глутамин с добавлением 10%
фетальной бычьей сыворотки (“Биолот”, Россия)
в CO2-инкубаторе (5% СО2) при температуре 37°С.

Выделение и очистка антигенов. F1-антиген вы-
деляли из супернатанта культуры Y. pseudotubercu-
losis11M/pFSK3-9 (Государственная коллекция
патогенных микроорганизмов и клеточных куль-
тур “ГКПМ-Оболенск”) методом осаждения в
изоэлектрической точке 4.1 раствором (NH4)2SO4
(30%) и последовательной гель-фильтрацией [23].
рH6-антиген получали из супернатанта культуры
E. coli DH5α/pIG824 (ГПКМ-Оболенск) методом
осаждения 30%-ным раствором (NH4)2SO4 [24].
Белок Ymt выделяли из экстракта клеток штамма
Y. pestis subsp. pestis EV (ГПКМ-Оболенск) фракци-
онированием (NH4)2SO4 с последующей очисткой
колоночной хроматографией на сефадексе G-100.

Кодирующую последовательность генов yapF,
yapL, yapM и ail из штамма Y. pestis subsp. pestis EV
НИИЭГ клонировали в составе векторной плаз-
миды pET32b(+) по сайтам рестриктаз NdeI и
XhoI в клетках протеазодефицитного штамма E. coli
BL21(DE3) (“Novagen”, США). Эти рекомбинант-
ные белки (YapF, YapL, YapM и Ail) выделяли мето-
дом металло-хелатной хроматографии. Все этапы
очистки белков YapF, YapM, YapL и Ail, содержа-
щих His6, выполняли на хроматографической ко-
лонке XK-26 (GE Healthcare Biosciences), упакован-
ной 25 мл Ni++-TSK gel AF-Chelate TOYOPEARL
650M (“Tosoh Bioscience”, США) в соответствии с
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рекомендуемым протоколом производителя в
условиях денатурации 6 М мочевиной. Фракции,
содержащие белки в максимальной концентра-
ции, анализировали методом электрофореза в
ПААГ с ДДС-Na и диализировали против буфе-
ра, содержащего 20 мМ Трис-HCl, 150 мМ NaCl,
0.2 мМ ЭДТА, рН 7.4, для хранения.

Получение антисывороток. Антисыворотки к
использованным в работе белкам получали путем
иммунизации беспородных белых мышей обоего
пола массой 18–20 г. Сорбированные на геле гид-
роокиси алюминия антигены в дозе 10 мкг вводи-
ли животным подкожно в область бедра двукрат-
но с интервалом в 30 дней. Через 30 дней после
бустерной иммунизации получали кровь путем
пункции ретроорбитального синуса.

Сенсибилизация микросфер антигенами. В рабо-
те использовали полистироловые микросферы
диаметром 1 мкм (“Polysciences”, США). К 280 мкл
антигенов YapM, YapF, YapL, Psa, F1, Ymt
(0.3 мг/мл) в фосфатном буферном растворе (ФБР)
добавляли 40 мкл 2.5%-ной (вес/об.) суспензии
микросфер. После инкубирования на термошей-
кере при температуре 37°С (250 об./мин) в тече-
ние 1 ч суспензию выдерживали в течение 18–20 ч
при 4–6°С, центрифугировали (13000 g, 15 мин),
осадок ресуспендировали в блокирующем буфере
1%-ного бычьего сывороточного альбумина (БСА)
и 0.05%-ного твин-20. Суспензию инкубирова-
ли на термошейкере 1 ч при температуре 37°С
(250 об./мин), трижды отмывали ФБР. После за-
ключительного центрифугирования осадок ре-
суспендировали в ФБР до конечной концентра-
ции микросфер 0.5% (вес/об.). В идентичных
условиях параллельно готовили суспензию кон-
трольных микросфер, сенсибилизированных
1%-ным БСА.

Препарат белка Ail солюбилизировали в течение
10 мин в буфере TES (100 мМ Трис-НСl, рH 7.5,
1% ДДС-Na, 5 мM ЭДТА) в объемном соотноше-
нии антиген – буфер 4 : 1 и затем диализовали
против карбонат-бикарбонатного буфера, рН 9.5,
непосредственно перед добавлением суспензии
микросфер. Далее раствор белка Ail в концентра-
ции 0.3 мг/мл использовался для приготовления
сенсибилизированных микросфер по вышеопи-
санной схеме.

Для подтверждения факта сенсибилизации
микросфер тем или иным антигеном использовали
метод истощения комплементарной поликлональ-
ной сыворотки путем инкубирования в ней сенси-
билизированных микросфер. Для этого к той или
иной антисыворотке, предварительно разведенной
до нужной концентрации, добавляли суспензию
соответствующих микросфер в объемном соотно-
шении 10 : 1. После инкубации в течение 2 ч при
температуре 37°С суспензию центрифугировали.
Убыль иммунохимической активности получен-

ной надосадочной жидкости по сравнению с сыво-
роткой, инкубированной с микросферами, на-
груженными БСА, и этой сывороткой до инкуба-
ции свидетельствовала о том, что целевой антиген
связан с поверхностью микросфер. Активность ис-
тощенных и интактных мышиных сывороток к це-
левым антигенам, за исключением F1, оценивали
стандартным методом иммуноферментного анали-
за (ТИФА), покрывая дно лунок планшета антиге-
нами в концентрации 10 мкг/мл, с последующим
добавлением жидкостей, содержащих антитела к
тому или иному антигену, козьего антимышиного
конъюгата, o-фенилендиамина в качестве суб-
страта. Интенсивность иммуноферментной реак-
ции выражали в значениях ОП492. Для верифика-
ции сенсибилизации микросфер антигеном F1 ис-
пользовали реакцию непрямой гемагглютинации
(РНГА) с комплектом диагностикума чумного ан-
тигенного эритроцитарного производства Научно-
исследовательского института микробиологии МО
РФ (Россия), включающего антисыворотку к F1.
Результаты выражали в титре антител.

Определение силы взаимодействия между мик-
росферой и макрофагом методом оптической ловуш-
ки. Подробное описание процедуры определения
силы отрыва сенсибилизированной микросферы
от иммобилизованной клетки было приведено ра-
нее [25]. Измерения проводили с использованием
лазерного нанопинцета Nano-TrackerTM (“JPK In-
struments AG”, Германия) со встроенным инверти-
рованным микроскопом Nikon Eclipse (“Nikon”,
Нидерланды) с объективом 60×, NA = 1.2 и лазе-
ром с длиной волны 1064 нм для формирования
оптической ловушки и регистрации смещений
захваченной микросферы.

На чашку “Fluorodish” диаметром 35 мм
(“WPI”, USA) с 2 мл среды RPMI-1640, содержа-
щей гентамицин (100 мкг/мл), высевали клетки
до конечной концентрации (10–30) × 103 кл./мл,
инкубировали в CO2-инкубаторе (5% СО2) при
37°C в течение 18 ч. Чашку помещали на термо-
статируемый пьезостолик нанопинцета и после
отмывки ФБР иммобилизованных клеток в нее
добавляли суспензию микросфер. После калиб-
ровки прибора лазерным лучом захватывали
микросферу и к ней пошагово (шаг по 50 нм) по
оси “OX” подводили чашку с выбранной клеткой
до момента их контакта. Через 0.8–1.0 с после
остановки чашку отводили с постоянной скоро-
стью 100 нм/ с. О факте разрыва связи между мик-
росферой и клеткой судили по появлению на на-
чальном линейном участке отведения скачкооб-
разной инверсии хронограммы сигнала
фотодетектора до базисной линии. Сила разрыва-
емой связи соответствовала амплитуде такого
скачка сигнала [25].

Схема проведения экспериментов по измере-
нию силы взаимодействия сенсибилизированной
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антигеном микросферы и клеткой J774 представ-
лена на рис. 1.

Определение пассивной адгезии микросфер к
макрофагам. В работе использовали полистиро-
ловые микросферы диаметром 2 мкм (“Poly-
sciences”, США), которые сенсибилизировали
целевыми антигенами по вышеописанной мето-
дике. Макрофаги J774 высевали на чашки “Flu-
orodish” диаметром 35 мм (“WPI”, USA) с 2 мл
среды RPMI-1640, содержащей гентамицин
(100 мкг/мл), до концентрации 50 × 103 кл./мл
(≈100 × 103 кл. на чашку), термостатировали в
CO2-инкубаторе (5% СО2) при 37°C в течение 18 ч.
После этого содержимое чашек удаляли, дважды
промывали их чистой бессывороточной средой и
вносили суспензию тех или иных микросфер,
предварительно разведённую в 2 мл среды RPMI-
1640 до получения расчетной концентрации
2.84 × 106 мл–1 (соотношение микросфер и кле-
ток – 57 : 1). После 20 и 60 мин инкубации при
температуре 37°С чашки трехкратно отмывали
ФБР, вносили глутаровый альдегид до конечной
концентрации 2.5% на 30 мин, после отмывки
вносили 2 мл ФБР и с помощью микроскопа
Nikon Eclipse (“Nikon”, Нидерланды) с объекти-
вом 60×, NA = 1.2, встроенного в лазерный нано-

пинцет NanoTrackerTM (“JPK Instruments AG”, Гер-
мания), подсчитывали количество микросфер,
расположенных в проекции случайно выбранной
клетки макрофага. Учитывая определенную субъ-
ективность учета таких результатов, микроско-
пию всех препаратов проводил один оператор в
слепых опытах с зашифрованными чашками, ис-
пользуя в каждом из них снимки не менее 15 по-
лей зрения. Результаты выражали в средних зна-
чениях числа микросфер, приходящихся на одну
клетку.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты, представленные в табл. 1, свиде-
тельствовали о том, что использованные в работе
антигены Y. pestis связаны с поверхностью поли-
стирола микросфер.

Как видно из табл. 2, из числа использованных
антигенов Y. pestis лишь белок Ail проявлял выра-
женные адгезивные свойства: среднее значение
силы отрыва сенсибилизированной этим белком
микросферы от иммобилизованного макрофага
оказалось существенно более высоким по сравне-
нию с контрольными микросферами, покрыты-
ми БСА (р < 0.01).

Рис. 1. Схематическое изображение стадий определения силы связи методом оптической ловушки в модельной систе-
ме “сенсибилизированная микросфера – макрофаг J774”.

Пошаговое подведение
(шаг – 50 нм)

Отведение
(vconst = 100 нм/с)

Антиген
МИКРОСФЕРА

МАКРОФАГ

Таблица 1. Результаты иммунохимической верификации факта сенсибилизации микросфер целевыми антиге-
нами*

* Активность сывороточных препаратов для микросфер, покрытых антигеном F1, выражена титром антител в РНГА, для
остальных микросфер – в виде ОП492, по данным ТИФА.

Сенситин микросфер
Активность сыворотки

до инкубаци
с микросферами

Активность сыворотки
после инкубации с 

сенсибилизированными 
микросферами

Активность сыворотки 
после инкубации

с микросферами “BSA”

Ail >3.000 0.892 ± 0.188 2.845 ± 0.104
YapM 0.650 ± 0.124 0.252 ± 0.043 0.700 ± 0.136
YapF 1.509 ± 0.280 0.676 ± 0.285 1.748 ± 0.350
YapL 1.021 ± 0.069 0.478 ± 0.027 1.351 ± 0.007
F1 1 : 200000 1 : 25000 1 : 200000
Psa 0.602 ± 0.012 0.361 ± 0.071 0.722 ± 0.051
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Эти результаты подтверждают ранее опубли-
кованные данные, полученные с использованием
иных методических подходов, о значимости бел-
ка Ail в адгезивности чумного микроба к эукарио-
тическим клеткам нескольких линий [26]. Экс-
прессия Ail определяет также устойчивость к дей-
ствию сыворотки, опосредует доставку Yops в
клетки хозяина, способствующей дальнейшему
развитию инфекционного процесса. Инфицирова-
ние мышей мутантным штаммом Y. pestis KIM5Δail
приводит к резкому повышению значения ЛД50 и
снижению обсемененности органов, по сравне-
нию с изогенным диким вариантом возбудителя
[27, 28]. Адгезивность Ail, по-видимому, определя-
ется наличием в структуре этого поверхностного
белка гидрофобной области, а также двух положи-
тельно заряженных участков, которые могут инду-
цировать гидрофобные или электростатические
взаимодействия [5]. Учитывая также то, что адге-
зивность Ail показана в экспериментах с несколь-
кими типами эукариотических клеток и белков
внеклеточного матрикса [18], вполне вероятно, для
этого белка нет “своего” рецептора, а опосредо-
ванная Ail адгезия носит неспецифический ха-
рактер и определяется физико-химическими осо-
бенностями структуры белка.

С помощью метода оптической ловушки не
было выявлено способности Psa адгезировать к
клеткам J774. Представленные авторами работы
[10] результаты экспериментов с использованием
рекомбинантного штамма E. coli, несущего ген
psa Y. pestis, и полистироловых микросфер, сенси-
билизированных антигеном Psa, показали значи-
мость этого антигена как адгезина в отношении
эпителиальных клеток респираторного тракта. При
этом степень выраженности адгезивных свойств Psa
существенно различалась для трех использованных
линий клеток. По данным литературы, этот антиген

не является универсальным, конститутивным адге-
зином бактерий Y. pestis, поскольку способен экс-
прессироваться лишь в структурах макроорганиз-
ма, характеризующихся относительно низкими рН,
например, макрофагах, участках абсцессов [29].
Этот антиген участвует в связывании микроба
преимущественно с клетками респираторного
тракта [30]. Вполне вероятно, что несоответствие
полученных нами результатов и результатов вы-
шеупомянутой работы [10] объясняется в том
числе и использованием эукариотических клеток
различных типов.

Представленные экспериментальные резуль-
таты свидетельствуют о том, что F1-антиген не
является адгезином чумного микроба, во всяком
случае, для макрофагов J774. Как показано ранее
с помощью иных методических подходов, этот
антиген не способствует адгезии микроба к клет-
кам не только этой линии [13], но и к клеткам дру-
гих линий [10]. В обзорных работах, посвящен-
ных адгезивности чумного микроба, F1-антиген,
как таковой, не рассматривается в качестве адге-
зина [18, 31].

В условиях настоящего эксперимента не прояв-
лял адгезивности также и антиген Ymt Y. pestis. Яв-
ляясь токсичным для мышей, этот белок не влиял
на вирулентность возбудителя в отношении живот-
ных этого вида [32], которая, как правило, корре-
лирует с адгезивностью микроба к клеткам хозяи-
на. Вместе с тем, участие этого антигена в проявле-
нии патогенных свойств Y. pestis для теплокровных
животных [33], а также механизмы хронического
инфицирования блохи, в частности образование
биопленки в пищеварительном тракте переносчи-
ка, которое определяется в том числе и адгезивно-
стью микробных клеток, высвобождение возбуди-
теля из биопленки нуждаются в дальнейшем иссле-
довании [16]. Подлежит углубленному изучению
значимость в этих процессах и белка Ymt.

Из числа аутотранспортеров Va-типа мы оцени-
ли способность трех белков, YapF, YapL и YapM, ад-
гезировать к клеткам J774. Ни один из них не про-
явил указанной активности при исследовании ме-
тодом оптической ловушки и выбранных условиях
эксперимента.

Адгезивность к клеткам J774 ряда антигенов
Y. pestis, представлявших больший интерес, до-
полнительно оценивали с помощью другого ме-
тодического подхода. В табл. 3 представлены ре-
зультаты определения уровня пассивной адсорбции
сенсибилизированных микросфер на макрофагах,
иммобилизованных на стекле.

Как показывают данные табл. 3, 20-минутной
коинкубации недостаточно для адгезии сенсиби-
лизированных микросфер на макрофагах. Ис-
ключение составил белок Ail, который проявил
выраженную способность адгезировать к макро-
фагам линии J774 уже в течение этого периода

Таблица 2. Сила связи в модельной системе “сенсиби-
лизированная антигеном Y. pestis микросфера – макро-
фаг J774”, измеренная методом оптической ловушки

* Различия достоверны (р < 0.01) только между микросфера-
ми, покрытыми Ail, и микросферами остальных 7 типов.

Сенситин 
микросфер

Число 
измеренных 

отрывов

Средняя сила 
отрыва*, пН

Ail 315 10.83 ± 8.49
YapM 159 8.51 ± 6.63
YapF 135 7.67 ± 6.66
YapL 141 8.29 ± 6.58
Ymt 156 7.22± 4.48
F1 170 7.63± 4.93
Psa 131 7.11± 4.95
BSA 324 8.00 ± 6.23
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времени. Эти данные подтверждают результаты
экспериментов с использованием оптической ло-
вушки (табл. 2), а также результаты, полученные в
других лабораториях с применением иных мето-
дических подходов. Увеличение времени экспо-
зиции до 60 мин выявило существенное повыше-
ние адгезивности еще и для микросфер, сенсиби-
лизированных антигенами Psa и YapF. Учитывая
также показанное методом оптической ловушки
отсутствие разницы между силой связи с макро-
фагами микросфер, покрытых двумя этими анти-
генами, и контрольными микросферами, покры-
тыми БСА (табл. 2), для проявления их адгезив-
ности с помощью обоих использованных в работе
методов требуется значительно большее (и, веро-
ятно, разное) время по сравнению с микросфера-
ми, сенсибилизированными белком Ail.

Следует отметить, что если белок YapM не про-
явил большей адгезивности сравнительно с контро-
лем (БСА) при обоих методах оценки, то антиген
F1, скорее всего, придает полистирольной микро-
сфере противоположное свойство. На это указыва-
ет достоверно меньшее (р < 0.01) количество мик-
росфер на поверхности макрофагов по сравнению
с контрольными микросферами, покрытыми БСА,
при 60-минутной коинкубации (табл. 3).

В целом, полученные в работе результаты под-
твердили адгезивность антигенов Ail и Psa к ряду
эукариотических клеток, а также отсутствие ука-
занного свойства у “капсульного” антигена F1 чум-

ного микроба. Кроме того, установлена способ-
ность аутотранспортера YapF Y. pestis адгерировать
к макрофагам J774. По нашему мнению, адгезив-
ность этих белков опосредуется не наличием на по-
верхности эукариотических клеток строго специ-
фических рецепторов, а носит неспецифический
характер, в котором могут быть задействованы гид-
рофобные и электростатические взаимодействия.
Об этом можно судить, в частности, по способно-
сти антигенов адгезировать к нескольким ком-
понентам поверхностных структур бактериаль-
ной клетки или внеклеточного матрикса. Так,
Ail связывается с ламинином, фибронектином,
гепарансульфат-протеогликаном [5], Psa – с
фосфатидилхолином [35], галактозными остатка-
ми гликосфинголипидов [36]. Оценивая экспери-
ментальные данные, как ранее опубликованные,
так и полученные в настоящей работе, можно
утверждать, что адгезивность бактерий Y. pestis к эу-
кариотическим клеткам – это интегральный фе-
номен, определяемый совокупностью особенно-
стей поверхностных структур двух биообъектов и
окружающих условий их взаимодействия.

Результаты проведенных исследований рас-
ширяют представления об адгезивных свойствах
патогенных иерсиний на начальной стадии ин-
фекции клеток хозяина, во многом определяю-
щей последующее течение заболевания. Предло-
женные и апробированные методические подхо-
ды могут быть востребованы в исследованиях,

Таблица 3. Пассивная адгезия сенсибилизированных антигенами Y. pestis микросфер к иммобилизованным мак-
рофагам J774

* Различие достоверно при р < 0.05.

Время 
коинкубации 

микросфер
и макрофагов, 

мин

№ препарата 
микросфер

Сенситин 
микросфер

Число 
оцененных 

клеток

Число микросфер, 
адгезированных на 

одной клетке,
Хmean ± m*

№ препаратов
с существенным

различием
по Хmean ± m

(р < 0.01)

60

1 Ail 202 18.99 ± 2.35 4, 5, 6, 2*

2 Psa 201 16.07 ± 2.88 4, 5, 3*,6*

3 YapF 191 19.29 ± 2.45 4, 5, 6, 2*

4 YapM 220 12.37 ± 2.01 1, 2, 3, 5

5 F1-антиген 205 9.84 ± 1.52 1, 2, 3, 4, 6

6 БСА 216 13.11 ± 1.99 1, 3, 5, 2*

20

7 Ail 84 23.54 ± 4.18 8–12

8 Psa 93 13.65 ± 2.78 7, 11,12*

9 YapF 89 10.98 ± 2.49 7

10 YapM 99 11.93 ± 2.85 7

11 F1-антиген 99 9.78 ± 1.78 7, 8

12 БСА 96 10.24 ± 2.38 7,8*
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направленных на дальнейшее изучение механиз-
мов патогенеза бактериальных инфекций в целях
создания или совершенствования антиадгезив-
ных терапевтических средств.

Работа выполнена в рамках отраслевой науч-
но-исследовательской программы Роспотребнад-
зора на 2021–2025 гг.: “Научное обеспечение эпи-
демиологического надзора и санитарной охраны
территории Российской Федерации. Создание
новых технологий, средств и методов контроля и
профилактики инфекционных и паразитарных
болезней”, а также гранта Президента Россий-
ской Федерации для государственной поддержки
молодых российских ученых-кандидатов наук
(№ МК-3383.2021.1.4).
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The Role of Yersinia Pestis Antigens in Adhesion to J774 Macrophages: 
an Optical Trapping Study

I. V. Konysheva, b, S. A. Ivanovc, P. H. Kopylovc, A. P. Anisimovc,
S. V. Dentovskayac, **, and A. A. Byvalova, b, *

aThe Vyatka State University, Kirov, 610000 Russia
bInstitute of Physiology, Komi Scientific Centre, Ural Branch, Russian Federation, Syktyvkar, 167982 Russia

cState Scientific Center for Applied Microbiology and Biotechnology Rospotrebnadzor,
Obolensk, Serpukhov District, Moscow Region, 142279 Russia

*e-mail: byvalov@nextmail.ru
**e-mail: info@obolensk.org

One of the key stages in the pathogenesis of infections caused by facultative intracellular parasites, including
the plague microbe, is bacterial adhesion to the host cells. The adhesiveness of the pathogen is determined,
among other things, by the physicochemical properties of its surface structures. The aim of the present work
was to evaluate the role of surface antigens in the adhesion of Yersinia pestis to murine macrophages J774. The
ability of Ail and Psa antigens to adhere to eukaryotic cells was confirmed using optical trapping and/or pas-
sive adhesion methods. The autotransporter YapF was shown for the first time to be an adhesin of the plague
microbe.It has been suggested that these antigens do not have complementary receptors on the macrophage
surface and their adhesiveness is nonspecific. The results of passive adhesion of polystyrene microspheres
sensitized by the capsule antigen F1 to macrophages J774, suggest that the inhibitory effect of this antigen is
determined not only by the spatial shielding by the capsule of the adhesins involved but also by the physical
and chemical properties of this antigen.

Keywords: Yersinia pestis, macrophage, adhesion, antigen, optical trap
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