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Подводя итоги, можно предположить о более быстром созревании высокоавидных антител класса IgG у 
женщин, заразившихся SARS-CoV-2 в период беременности. Также полученные данные подтверждают 
отмеченное [3,4] необычное поведение динамики иммунного ответа после перенесённого COVID-19. 
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АКТИВАЦИЯ БАКТЕРИАЛЬНЫМ ЛИПОПОЛИСАХАРИДОМ КЛЕТОК 
ПЕРИТОНЕЛЬНОГО СМЫВА В БИОЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОЙ МОДЕЛИ 

Activation of Peritoneal Lavage Cells by Bacterial Lipopolysaccharide in a Bioelectrochemical Model  
 

Игнатьева М.М., Новаковская М.В., Черенков И.А. 
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Липополисахарид (ЛПС) – универсальный фактор патогенеза воспаления. Обладает широким спектром 

биологической активности и взаимодействует со всеми клетками человека [1]. Многие клеточные популяции 
реагируют на присутствие ЛПС активацией окислительно-восстановительных процессов, которые можно 
оценить электрохимическими методами [2]. Интересно реализовать биоэлектрохимическую модель, 
включающую клетки, иммобилизованные в гидрогелевой среде, имитирующей межклеточный матрикс. Такая 
модель с гетерогенным клеточным составом может стать основой микрофизиологической системы «воспаление-
на-чипе» и использоваться как для углубления представлений о клеточных механизмах воспаления и факторов 
его вызывающих, так и с прикладными целями – для тестирования противовоспалительных лекарственных 
субстанций.  

Целью настоящей работы стал анализ биоэлектрокаталитической активности перитонеальных клеток, 
инкубированных с липополисахаридом, иммобилизованных в альгинатном гидрогеле. 

Клетки выделяли из перитонеального смыва мышей. Взвесь клеток отмывали стерильным физиологическим 
раствором. Для идентификации клеток в гидрогеле производилось окрашивание суспензии по Романовскому-
Гимза и подсчет общего количества на единицу объема, для понимания количества и типовклеток, 
расположенных на электроде. Суспензию смешивали с раствором альгината натрия (4%) в соотношении 1:1) и 
наносили на поверхность рабочего электрода в объеме 1 мкл. Альгинат полимеризовали 2 М раствором CaCl2.В 
ячейку вносили 100 мкл. толуидинового синего (ТС) (10-4 М), выступающего в роли окислительно-
восстановительного медиатора, и проводили измерения методом циклической вольтамперометрии (ЦВА). Часть 
образцов клеточной взвеси перед нанесением на электрод подвергали 30-минутной инкубации с ЛПС Salmonella 
typhi («Пирогенал») различной концентрации. Согласно рекомендациям традиционной номенклатуры, на 
графиках ЦВА отрицательные токи соответствуют процессам электроокисления, a положительные – процессам 
электровосстановления [3]. 

Информативным показателем, характеризующим процессы, происходящие на электроде, оказалось 
соотношение пиковых значений силы тока. Для идеально обратимого электрохимического процесса этот 
показатель стремится к единице [3]. В условиях наших экспериментов соотношение токов определялось прежде 
всего присутствием клеток в системе и бактериального ЛПС. 

Наиболее заметные изменения на ЦВА получены для образцов клеток, в растворе ЛПС с концентрацией  
0,1 мкг/мл и 1 мкг/мл соотношение пиковых значений силы тока Ipа/Ipс составило 0,45 и 0, 62. Это может быть 
объяснено некоторым преобладанием окисленной формы ТС у поверхности электрода, обусловленным 
биокаталитическим окислением ТС. В катодной области наблюдается выраженный рост силы тока, достигающий 
максимума в точке разворота развертки потенциала. Сходные эффекты отмечаются в более простых моделях, где 
роль биокатализатора, окисляющего ТС выполняет пероксидаза хрена [4]. 

В присутствии клеток, инкубированных в растворе ЛПС с концентрацией 10 мкг/мл, соотношение пиковых 
значений силы тока Ipа/Ip ссоставило 1,12. Увеличение концентрации эндотоксина не оказывает существенного 
изменения на пиковые значения силы тока (I ≈ 0,45 мкА), в сравнении с клеточной системой не подвергавшейся 
действию ЛПС (I ≈ 0,4 мкА). 

Таким образом, концентрация ЛПС не только влияет на активацию разного рода клеток, но и на их 
жизнеспособность. При низких концентрациях ЛПС в среде клетки ведут себя активно, выделяя в альгинатный 
гидрогель различного рода компоненты, участвующие в иммунном ответе. Поэтому при меньших концентрациях 
«Пирогенала» в системе молекул, участвующих в восстановлении больше. При использовании концентрации 
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ЛПС 10 мкг/мл, заметны и качественные и количественные изменения в системе, но они не столь явные и 
значимые. Большая часть клеток неактивны, вследствие, повреждения, из-за чего мы получили сигнал с 
незначительными изменениями. 
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Фотоинактивация микроорганизмов с использованием сенсибилизаторов и различных источников света 

является одной из альтернатив традиционным антибиотикам. Ранее было показано [1, 2], что возможными 
механизмами фотодеструкции планктонных бактериальных культур могут являться: (1) фотодинамическое 
действие активных форм кислорода – при переносе энергии светового возбуждения на кислород; (2) прямая 
гипертермия – при локальной трансформации энергии возбуждения в тепло; (3) при передаче энергии среде с 
последующей генерацией ударных волн – при использовании импульсных источников света высокой плотности 
мощности. В настоящем исследовании оценивался вклад этих механизмов в деструкцию планктонных бактерий 
в присутствии молекул-сенсибилизаторов для различных случаев фотодинамической активности красителя и 
степени его связанности с бактериальными стенками.  

Объектами исследования служили штаммы Salmonella typhimurium LT2 и Staphylococcus aureus. Клетки 
суспендировали в изотоническом растворе NaCl. В качестве сенсибилизаторов использовались эритрозин и 
родамин С. Эритрозин является анионом (плохо связывается со стенками бактерий), обладает высоким выходом 
в триплетное возбуждённое состояние, отсюда является эффективным генератором АФК. Родамин С является 
катионом (хорошо связывается с бактериальными стенками, частично нейтрализует отрицательный заряд и 
способствует агрегации клеток), но практически не выходит в триплетное состояние и не генерирует АФК. 
Источником облучения служил импульсный твердотельный YAG:Nd лазер. Плотность мощности возбуждения в 
области, сфокусированной на кювете, регулировалась в пределах 0,1-20 МВт/cм2. Фотодеструкция бактерий 
оценивалась по подсчёту колониеобразующих единиц, динамическому рассеянию света и данным электронной 
сканирующей микроскопии.  

Установлено, что механизм фотодекструкции бактерий зависит от фотодинамической активности красителя 
и характера его взаимодействия с бактериальными стенками. Если сенсибилизатор не связывается с бактериями, 
но имеет высокий выход в триплетное состояние, то в зоне облучения основным механизмом деструкции 
бактерий является действие АФК. При росте плотности мощности возбуждения растёт роль ударных волн, 
образующихся в результате двухквантового поглощения и заселения высоких электронных состояний молекул 
(релаксация этих состояний происходит с быстрым выделением большого количества тепла). Если 
сенсибилизатор не генерирует АФК, но связывается с бактериями, то основным механизмом гибели клеток 
является прямой нагрев, а с ростом плотности мощности возбуждения – ещё и ударные волны.  

При соблюдении одновременно двух условий, когда сенсибилизатор связывается с бактериальными 
стенками и является генератором АФК, все указанные выше механизмы фотодеструкции могут иметь место. При 
этом эффективность фотодинамического механизма сильно зависит от содержания кислорода в среде, в то время 
как тепловой механизм и ударные волны требуют только хорошего проникновения света в среду. Тем не менее, 
в наших экспериментах наблюдалось снижение жизнеспособности бактерий даже в тех областях, куда 
возбуждающий свет не проникал. Единственным повреждающим агентом в этом случае могут быть только 
ударные волны, поэтому данный механизм инактивации бактерий в растворах может работать в случае 
недостаточного проникновения света или кислорода в среду. Полученные результаты могут быть полезны при 
разработке новых антибактериальных методов. 
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