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МЕЖКЛЕТОЧНАЯ АГРЕГАЦИЯ ТИМОЦИТОВ 
И БАКТЕРИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ESCHERICHIA COLI 

С использованием спектрофотометрического метода установлено, что бактериальные 
клетки Е. coli вызывают агрегацию тимоцитов крыс. Процесс межклеточной агрегации 
блокируется D-маннозой. Показано, что агрегационная активность бактериальных кле-
ток снижается при их инактивации ультрафиолетовым (УФ) облучением и под дейст-
вием высокой температуры (80 0C). Обсуждаются механизмы и возможности исполь-
зования реакции межклеточной агрегации. 

Введение. Проблема молекулярного узнавания поверхностных струк-
тур клеток микро- и макроорганизмов представляется актуальной для 
современной клеточной биологии. Бактериальные клетки способны эф-
фективно прикрепляться к клеткам млекопитающих посредством ад-
гезионных пилей (фимбрий), представляющих собой белковые струк-
туры на поверхности микробных клеток [1, 2]. Эта реакция лежит в 
основе развития большинства бактериальных инфекций. Как правило, 
эффективность взаимодействия бактериальных клеток с клетками-ми-
шенями оценивается по· их адгезии на клеточных монослоях. Такой 
метод требует применения специальной техники, связанной с культи-
вированием клеток [3]. Межклеточную адгезию можно изучать также 
с использованием более доступных и оперативных агрегационных ме-
тодов [4]. В случаях, когда клетки млекопитающих не образуют мо-
нослоев, эти способы, по-видимому, являются наиболее адекватными, 
если не единственно возможными. Такая ситуация имеет место при 
изучении взаимодействия бактериальных клеток с Т-лимфоцитами, ха-
рактеризующимися низкой адгезией к большинству подложек [5]. 

В настоящей работе исследована межклеточная агрегация тимо-
цитов крью и бактериальных клеток Е. coli, определена углеводная 
специфичность этой реакции и показано, что физико-химическая обра-
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ботка бактериальных клеток приводит к потере их агрегационных 
свойств. 

Материалы и методы. В работе анализировали агрегацию лимфо-
идных клеток, выделенных из тимуса белых беспородных крыс по опи-
санной ранее методике [4]. Тимоциты суспендировали' в фосфатно-со-
левом буфере Дюльбекко, рН 7,3. 

Бактериальные клетки Е. coli 1157 культивировали по стандарт-
ным методикам [6]. Использовали 18-часоеую культуру бактериаль-
ных клеток, выращенную на мясном питательном бульоне (СССР) при 
37 °С. Клетки осаждали центрифугированием при 5000 g в течение 

10 мин, промывали и сус-
пендировали в буфере Дюль-
бекко. Для определения 
жизнеспособности клетки 
высевали на чашках Петри 
с мясо-пептонным агаром и 
подсчитывали число коло-

Рис. 1. Изменение величины еветопропускания суспензии тимоцитов крыс после добав-
ления E. coli (1) и D-маннозы к агрегированным клеткам (2—4). Концентрации: ти-
моцитов 7-Ю 6 кл/мл (D59O = O,95); бактериальных клеток Е. coli 1,5· IO8 кл/мл (D59O = 
= 0,15); D-маннозы — 2 (2), 5 (3) и 50 мМ (4) 

Рис. 2. Влияние бактериальных клеток Е. coli на скорость межклеточной агрегации. 
По оси абсцисс — оптическая плотность суспензии Е. coli при 590 нм, к которой до-
бавляли тимоциты в концентрации 6,5-IO6 кл/мл (D59O = O^). По оси ординат — ско-
рость межклеточной агрегации 

ниеобразующих единиц. Результаты каждой пробы оценивали при под-
счете колоний на девяти чашках, пробы брали в двух повторах. 

Межклеточную агрегацию тимоцитов крыс и бактериальных кле-
ток Е. coli исследовали с помощью специального агрегометра, изго-
товленного на базе калориметра КФК-2, по изменению величины све-
топро-пускания клеточных суспензий при 590 нм [7]. Оба типа клеток 
хранили при температуре тающего· льда. Измерения проводили при 
комнатной температуре,, клеточные суспензии постоянно перемешивали. 

В качестве источника УФ-излучения применяли медицинский об-
лучатель ОКУФ-5М. Суспензию бактериальных клеток в кварцевых 
кюветах облучали суммарным светом; облучателя. 

В работе использовали «Большой набор углеводов для исследо-
вания ферментации, микробов кишечной группы» производства завода 
«Химреактивкомплект» (СССР) , мальтотриозу фирмы «Sigma» (США) 
и D-маннозу производства Центра хим. исследований САН (ЧСФР) . 

Результаты и обсуждение. В результате проведенных исследова-
ний установлено, что· при смешивании суспензий тимоцитов крыс и 
бактериальных клеток Е. coli образуются межклеточные агрегаты, ко-
торые можно наблюдать под микроскопом. Величина светопропуска-
ния суммарной клеточной суспензии при этом увеличивается (рис. 1). 
Происходит типичная агрегация клеток, сходная с описанной ранее, 
например для лектин-индуцированной агрегации тимоцитов [4]. От-
личие состоит лишь в том, что в качестве индуктора агрегации высту-

ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1991. Т. 7. № 3 7* 99 



пают бактериальные клетки Е. coli. Следует отметить, что реакция 
межклеточной агрегации происходит независимо от того, в какой по-
следовательности добавляются клетки. Скорость .ее существенно за-
висит от концентрации микробных клеток. С увеличением количества 
Е. coli скорость агрегации тимоцитов растет (рис. 2) . На основании 
этой зависимости можно выбрать наиболее оптимальные условия для 
изучения реакции межклеточной агрегации. Так, при концентрации ти-
моцитов крыс 7-Ю 6 к л / м л оптимальная концентрация клеток Е. coli 
составляет приблизительно' 1,5· IO8 кл /мл . 

Из литературы известно, что адгезия микробных клеток на клет-
ках млекопитающих происходит с участием специфических рецепторов 
клеток, содержащих углеводные остатки [1]. Со стороны микробных 
клеток в этом процессе участвуют адгезионные пили белковой при-
роды. Другими словами можно сказать, что молекулярное узнавание 
клетками друг друга основывается на углевод-белковом взаимодей-
ствии. В этих процессах принимают участие особые белки — лектины, 
специфически взаимодействующие с углеводами и гликопротеинами 
[2]. Д л я определения углеводной специфичности реакции межклеточ-
ной агрегации тимоцитов и бактериальных клеток Е. coli изучено вли-
яние простых углеводов на процесс дезагрегации клеток. Д л я этого 
использован «Большой набор углеводов для исследования фермента-
ции микробных клеток кишечной группы» (D-мальтоза, D-лактоза, D-
галактоза , D-сахароза, D-глюкоза, L-рамноза, D-сорбит и дульцит) , а 
также мальтоза и D-манноза. Оказалось, что единственным углево-
дом, который вызывал дезагрегацию клеток, была D-манноза. Дезаг -
регирующее действие D-маннозы зависит от ее концентрации (рис. 1), 
при этом полная и быстрая дезагрегация наблюдается при концентра-
ции D-маннозы, равной 50 мМ. 

Полученные данные свидетельствуют о высокой углеводной спе-
цифичности реакции межклеточной агрегации тимоцитов и бактери-
альных клеток Е. coli. Следует отметить, что аналогичное блокирую-
щее действие D-манноза оказывает на прикрепление клеток Е. coli к 
эпителиальным клеткам [1], перитонеальным макрофагам крыс и по-
лиморфонуклеарным гранулоцитам человека [8]. Это означает, что 
D-манноза входит в состав рецепторных структур клеток, участвую-
щих в процессе молекулярного узнавания клетками друг друга. Пока-
зано, что остатки D-маннозы входят в состав рецепторов эпителиаль-
ных клеток, взаимодействующих с бактериальными адгезионными пи-
лями [1]. В случае тимоцитов крыс это могут быть лектиновые рецеп-
торы клеток, в частности рецепторы клеток для КонА, который явля-
ется маннозоспецифичным лектином и вызывает эффективную агрега-
цию тимоцитов [4]. Отметим, однако, что антиадгезивное и антиагре-
гационное действие D-маннозы наблюдается, хотя и часто, но не во 
всех случаях [1, 2] . В соответствии с этим различают два типа адге-
зионных пилей на поверхности микробных клеток: маннозочувстви-
тельные и маннозорезистентные [8]. Соответствующие белки (адгези-
ны), входящие в состав микробных клеток, различаются по их способ-
ности к молекулярному узнаванию рецепторов, содержащих D-манно-
зу. Показано, что адгезионные свойства Е. coli существенно зависят 
от состава адгезионных пилей на их поверхности [1]. Интересно, что 
адгезионные пили являются структурами бактериальных клеток, весь-
ма чувствительных к действию факторов внешней среды. Например, 
показано, что пили Е. coli относительно легко деполимеризуются и смы-
ваются с поверхности при нагревании клеток [1] и отсутствуют у кле-
ток, выращенных при 20 °С [8]. Можно предположить, что микробные 
клетки могут быть использованы в качестве тест-системы, обеспечи-
вающей контроль за состоянием окружающей среды. В этой связи бы-
ло изучено влияние температуры и УФ-излучения на агрегационную 
активность Е. coli. 

При проведении этой серии опытов суспензию1 микробных клеток 
инактивировали либо· нагреванием при 80 °С, либо УФ-облучением с 
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помощью облучателя ОКУФ-5М. Использованная интенсивность внеш-
них воздействий обеспечивала полную инактивацию микробных кле-
ток в течение нескольких минут (рис. 3). 

Оказалось, что УФ-облучение суспензии Е. coli и температурная 
инактивация бактериальных клеток приводят к снижению скорости 
межклеточной агрегации по экспоненциальному закону (рис. 4) . За-

температурной обработки при 80 °С (2) 

Рис. 4. Зависимости величины логарифма скорости межклеточной агрегации тимоцитов 
крыс и бактериальных клеток Е. coli от времени УФ-облучения ( / ) и температурной 
обработки при 80 0C (2) бактериальных клеток 

висимость скорости агрегации клеток от времени облучения при тем-
пературном воздействии описывается1 формулой 

V = VV?-*' , 

где V — с к о р о с т ь агрегации клеток; Vo-—скорость агрегации интакт-
ных клеток; t — время; к — константа реакции, характерная для дан-
ного типа воздействия. Рассчитанные значения /е составляют 1,07 мин - 1 

для УФ-облучения и 0,61 мин - 1 для температурного1 воздействия 
(80 °С). Очевидно, что установленная закономерность может быть ис-
нользована для оценки длительности воздействия неблагоприятных 
факторов внешней среды на клетки, а также, по-видимому, величины 
экспозиционной дозы. 

Существенным с точки зрения проблемы молекулярного узнавания 
является то обстоятельство, что наблюдаемые изменения агрегацион-
ной активности бактериальных клеток Е. coli являются следствием из-
менения их поверхностных свойств в процессе инактивации. Повышен-
ная температура и УФ-излучение вызывают шеддинг (сбрасывание) 
мембранных компонентов клеток во внешнюю среду [9]. Видимо, при 
этом бактериальные клетки теряют свои адгезионные белки, взаимо-
действующие с остатками маннозы на поверхности тимоцитов. Отме-
тим, что изменение состава рецепторных структур поверхности клеток 
происходит под действием ряда других факторов, инициирующих про-
цессы шеддинга [9]. На этом основании можно полагать, что любые 
воздействия, приводящие к десорбции мембранных белков, будут про-
являться в изменении скорости межклеточной агрегации. 

Таким образом, межклеточная агрегация тимоцитов крыс и бак-
териальных клеток Е. coli является маннозоспецифичным процессом 
и может быть использована для изучения изменении свойств поверх-
ности микробных клеток при воздействии факторов внешней среды. 

P е 3 IO M е 

З використанням спектрофотометричного методу встановлено, що бактеріальні клітини 
Ε. coli викликають агрегацію тимоцитів крис. Процес міжклітинної агрегації блокуєть-
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ся D-маннозою. Показано, що агрегаційна активність бактеріальних клітин знижується 
при їх інактивації ультрафіолетовим (УФ) випромінюванням і під дією високої тем-
ператури (80 °С). Обговорюються механізм і можливості використання реакції між-
клітинної агрегації. 

S u m m a r y 

It has been determined by means the light transmission technique that bacterial cells 
E. coli induce the aggregat ion of rat thymocytes. The process of intercellular aggrega-
tion is blockaded by D-mannose. The aggregat ion activity of bacterial cells is decreased 
after their inactivation by UV-irradiation or high temperature (80 °С). The mechanisms 
and the application possibilities of the intercellular aggregat ion are discussed. 
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