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Энтеровирусы являются возбудителями 
широкого спектра инфекционных заболеваний 
благодаря способности к репродукции во мно
гих органах и тканях человека. Чрезвычайно 
широкий диапазон клеток-хозяев объясняется 
особенностями их рецепторной специфичнос
ти. Основным клеточным рецептором большин
ства энтеровирусов является гликопротеин 
DAF (CD55), который относится к семейству 
белков-регуляторов, защищающих клетки от 
комплементзависимого лизиса. DAF присут
ствует на поверхности подавляющего боль
шинства ядросодержащих клеток, а также на 
эритроцитах [4J.

Эксперименты, проведенные на модели 
вируса ЕСН011 показали, что в вирусной по
пуляции присутствуют неаффинные к DAF 
мутантные формы с измененной рецепторной 
специфичностью, использующие альтернатив
ный механизм проникновения в клетку без 
участия данного рецептора [5]. При этом было 
обнаружено, что репродукция вируса на пере
виваемой культуре клеток моноцитарного ряда 
Л-41 сопровождалась преимущественной про
дукцией DAF-мутантов [2]. Полученные ре
зультаты позволили высказать предположение 
о том, что в инфицированном организме на 
стадии вирусемии может происходить репро
дукция неаффинных к рецептору DAF мутан
тов вируса в клетках миелоидного ряда. Для 
проверки данного предположения использова
ли миелобласты, выделенные из крови больно
го острым нелимфобластным лейкозом (М-1).

Цель работы — оценка репродуктивной 
активности DAF+ и DAF" вариантов вируса 
ECHO 11 на миелобластах человека.

Материалы и методы
В работе использовали DAF+ клон 111 виру

са ЕСН011, выделенный на клеточной культуре 
RD (клетки рабдомиосаркомы человека), а так
же адаптированный к клеткам Л-41 DAF" вари
ант этого же клона— 111Л41. Культивирование

вируса на перевиваемых клеточных линиях осу
ществляли общепринятыми методами [1].

Чтобы исключить возможность проявления 
остаточной инфекционной активности вируса, 
содержащегося в инокуляте, для заражения 
миелобластов использовали фотосенсибилизи- 
рованный вирус (ФСВ), полученный при куль
тивировании в среде поддержания с добавле
нием 0,001% нейтрального красного. Под 
воздействием света в сенсибилизированных 
красителем вирусных частицах происходило 
разрушение РНК, вследствие чего они утра
чивали инфекционность.

Миелобласты человека выделяли из крови 
больного острым миелолейкозом (М-1). При
месь эритроцитов удаляли центрифугировани
ем в растворе фиколл-урографина (р = 1,077 г/ 
мл) при 1 500 об./мин. в течение 15 мин. После 
очистки клетки ресуспендировали в смеси сред 
Игла и RPMI-1640 с добавлением 10% коровь
ей сыворотки, доводя до концентрации 150 тыс. 
клеток/мл среды. Полученную суспензию раз
ливали в пенициллиновые флаконы по 4 мл, 
после чего во флаконы вносили по 100 мкл 
вируссодержащей жидкости. После заражения 
клеток флаконы инкубировали в темноте при 
37°С в течение 120 часов, затем засвечивали 
их лампой накаливания в течение 20 мин. для 
инактивации остатков вируса из исходного 
инокулята.

Для контроля полноты фотоинактивации 
100 мкл исходного ФСВ разводили в 4 мл сре
ды Игла, после чего подвергали флакон со 
средой воздействию света и оценивали ее ос
таточную инфекционную активность.

Выживаемость незараженных клеток оце
нивали с использованием трипанового синего. 
Для этого смешивали равные объемы клеточ
ной суспензии и 0,1% раствора красителя. Пос
ле инкубации смеси при комнатной температу
ре в течение 10 мин. подсчитывали процент 
окрашенных клеток в камере Горяева. Непос
редственно после очистки лейкоцитарной мас



Таблица. Репродуктивная активность DAF+ клона 111 и DAF* клона 1 1 1 J I4 1  на миелоблас 
тах человека

Клон Контроль, 
l± m  (БОЕ/мл)**

! ИА* вируса 
после репродукции 

в культуре миелобластов, I 
I ± m (БОЕ/мл)

Остаточная ИА 
после инкубации j 
с эритроцитами,
I ± m (БОЕ/мл)

Соотношение ИА 
до и после инкубации 

с эритроцитами,
1 ± А

111 <102 (1,8 ± 0,2) х 107 (2,6 ± 0,2) х 106 7,0 ±0,7

111Л41 < 102 <10* - -

П римечание. * И А — инфекционная активность;
•• _  для. контроля полноты фотоинактивации вируса исходный фотосенсиви.хи:шробанный вирус раз
водили средой Игла до той же концентрации, что и при заражении клеток, после чего подвергши его 
воздействию света.

сы от эритроцитов доля погибших клеток со
ставляла около 5%. После 72 часов инкубации 
в питательной среде при 37°С выживаемость 
клеток составила 80%, а через 120 часов — 50%.

Инфекционную активность вируса оцени
вали в реакции бляшкообразования. Оценку ин
фекционной активности клона 111 осуществля
ли на клетках RD (клетки рабдомиосаркомы), 
клона 111JI41 — на клетках JI-4. Для постанов
ки реакции клеточный монослой заражали со
ответствующим разведением вируссодержащей 
жидкости в объеме 0,2 мл. Адсорбцию вируса 
на клетках проводили в течение часа, после 
чего монослой покрывали питательным агаром 
с добавлением нейтрального красного. Количе
ство бляшек учитывали через 72 часа.

Сродство вируса к DAF определяли в ре
акции гемагглютинации [1]. Неаффинный к DAF 
вирус утрачивал способность агглютинировать 
эритроциты человека [4].

Достоверность изменения инфекционной 
активности вируса оценивали с использовани
ем непараметрического критерия Манна-Уит- 
ни [1].

Результаты исследования и их обсуждение
По данным литературы известно, что клет

ки миелоидного ряда экспрессируют рецептор 
DAF [3]. Для подтверждения присутствия этого 
рецептора на мембране миелобластов 8 млн кле
ток суспендировали в 500 мкл вируссодержащей 
жидкости (DAF+ клон 111) с исходной инфекци
онной активностью (4,6 ± 0,5) х 108 БОЕ/мл. Пос
ле инкубации при 4°С в течение 60 мин клетки 
удаляли центрифугированием, при этом оста
точный титр вируса в надосадочной жидкости 
составил (4,1 ±0,4)х107 БОЕ/мл. Соотношение 
инфекционной активности до и после инкуба
ции вирус содержащей жидкости с миелобласта- 
ми составило (11,2 ± 3,2) : 1 (различия статисти
чески достоверны), что свидетельствовало об 
экспрессии рецептора DAF на этих клетках.

Для оценки репродуктивной активности 
вируса ECHO 11 суспензию миелобластов зара

жали фотосенсибилизированнымм DAFT клоном 
111 и адаптированным к перевиваемой культу
ре клеток моноцитарного ряда DAF- клоном 
111JI41. После инкубации при 37°С в течение 
120 часов клеточную суспензию подвергали воз
действию света для инактивации сохранивше
го инфекционность фотосенсибилизированого 
вируса. Представленные в таблице результаты 
оценки инфекционной активности полученного 
вирусного потомства позволяют сделать вывод 
о том, что гемагглютинирующий (DAF") вирус 
из клона 111 способен к активной репродукции 
в миелобластах, в то время как DAF" вариант 
111JI41 не размножался на этих клетках.

Клон 111 после репродукции на лейкоци
тах проявлял гемагглютинирующую актив
ность, что свидетельствовало о присутствии в 
вирусной популяции DAF~ частиц. Однако это 
не исключало присутствия в составе популя
ции значительного количества DAF' вариантов. 
Для определения доли DAF+ частиц в вирусном 
потомстве 100 мгл эритроцитов человека сус
пендировали в 0,5 мл вируссодержащей жид
кости, полученной после репродукции клона 
111 на лейкоцитах. Инкубация суспензии при 
4°С в течение 60 мин. привела к уменьшению 
концентрации вируса в надосадочной жидкости 
в 7 раз {таблица). Таким образом, подавляю
щее большинство вирусных частиц в потомстве 
клона 111 после репродукции на лейкоцитах 
имели DAF+ фенотип. Это позволило сделать 
вывод о том, что миелобласты, выделенные 
из крови человека, поддерживают репродук
цию DAF" вариантов вируса ECHO 11 и не об
ладают, в отличие от культуры клеток Л-41, 
выраженной способностью к селекции DAF' ча
стиц с измененной рецепторной специфичнос
тью. В то же время, DAF" вирус, адаптирован
ный к клеткам Л-41 (111Л41), не способен к 
репродукции в миелобластах.

Трансформированные миелобласты чело
века, выделенные от больного лейкозом, и 
перевиваемая культура клеток моноцитарного 
ряда проявили неодинаковую селективную ак



тивность по признаку рецепторной специфич
ности в отношении ЕСН011, что свидетель
ствует о различиях в их чувствительности к 
данному вирусу. Таким образом, перевиваемые 
клеточные культуры, являющиеся производ
ными какого-либо типа клеток человеческого 
организма, не всегда могут служить адекват
ной моделью для изучения особенностей реп
родукции вируса на этих клетках in vivo.

Выводы
1. Исходный DAF- вирус ECHO 11 облада- 

ет высокой репродуктивной активностью в пер
вичной культуре миелобластов.

2. Трансформированные миелобласты че
ловека, в отличие от перевиваемой культуры 
Л-41, являющейся их дериватом, не обладают 
селективными свойствами в отношении DAF' 
мутантов вируса ECHO 11.
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