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of the natural infections Rospotrebnadzor
Summary — Puumala Hantavirus infection forms ten clusters,
having relative geographical specificity. Stellate structure of trees
assumes an old divergence of the given groups. In each group (ex-
cept for Siberian) connection with one kind of rodents of owners is
kept. Comparing intra- and intercluster genetic distances and lev-
els of homology between sequences, it is possible to assume an op-
portunity of absolutely recent «switching» of viruses Puumala with
Clethrionomys glareolus on Clethrionomys rufocanus in Western
Siberia where the genetic affinity of these rodents can be caused by
their long coexistence in overlapped ecological niches.
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Приведены современные данные об участии клеток мо-
ноцитарного происхождения в патогенезе хантавирусных
инфекций. Представлены доказательства, что восприим-
чивость моноцитарных клеток к хантавирусной инфек-
ции возрастает при достижении ими последней стадии
дифференцировки. В силу филогенетической однород-
ности этих клеток данные, полученные при исследовании
их взаимодействия с хантавирусами, можно экстраполи-
ровать на клетки моноцитарного происхождения класса
млекопитающих. Указано, что хантавирусы резистент-
ны к воздействию моноцитов/макрофагов и способны к
внутриклеточной репродукции в них, преодолевая таким
образом биологический барьер, препятствующий распро-
странению возбудителя из первичного очага инфекции и
защищающий от заражения чувствительные клетки раз-
личных органов.

Основным компонентом первого барьера защиты ор-
ганизма от инфекционных агентов являются клетки
моноцитарного происхождения. При всем разнооб-
разии, обусловленном степенью зрелости и различ-
ной тканевой специализацией, эти клетки связывают
единство происхождения, сходство структуры, об-
щность основных функций и метаболических про-
цессов, обеспечивающих реализацию их функций.
Известно, что к популяции моноцитов у человека от-
носят клетки, несущие на своей поверхности специ-
фичный рецептор — CD 14 (Claster of Differentiation),
но на настоящий момент классификация этой попу-
ляции клеток расширена на основе дифференциро-
ванного подхода к степени выраженности рецептора
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CD 14 и дополнительного к нему— CD 16 (FcγRIII)
[29]. Субпопуляция моноцитов, имеющая высокую
степень экспрессии рецептора (CD14hi) и ее отсутс-
твие (CD16–), описывается как «классические» мо-
ноциты, составляющие у здоровых взрослых людей
90—95% от общего числа моноцитов. Остальные 5—
10% — так называемые «неклассические» или «про-
воспалительные» моноциты, которые положительны
по экспрессии CD16 (CD14+, CD16+). Они больше по
размерам, чем моноциты (CD 14–), имеют большее
количество гранул, экспрессируют рецепторы для
воспалительных хемокинов CCR1, CCR2, CXCR1 и
CXCR2, интенсивно продуцируют фактор некроза
опухоли-ос в ответ на стимуляторы (TLR4 and TLR2)
и в значительно меньшей степени — интерлейкин-10
в ответ на специфический стимулятор TLR4 [7, 17].
Экспрессия специфических рецепторов для хемо-
кинов и молекул адгезии очень важна при функцио-
нальном созревании клеток как в процессе миграции,
так и при их восприимчивости к заражению [24]. На-
пример, вирус синдрома иммунодефицита человека
и вирус лихорадки западного Нила могут использо-
вать этот тип рецепторов для избирательного инфи-
цирования конкретной субпопуляции моноцитов [6,
10]. В течение воспаления и системной инфекции у
человека количество «неклассических» моноцитов
(CD14+, CD16+, CCR2–) эффективно увеличивается.
Помимо специфичных для моноцитов на их мемб-
ране также имеются рецепторы, специфичные для
каждого класса иммуноглобулинов (Fc) и для фрак-
ций активированного комплемента (CR1, CR3, CR4).
При этом Fc-рецепторы опосредуют антителозависи-
мую клеточную цитотоксичность, имеющую опреде-
ленное значение при вирусных инфекциях [21].

В отличие от промоноцитов и моноцитов на мем-
бране зрелых макрофагов выявлены так называемые
дифференцировочные антигены, количество которых
нарастает по мере созревания клеток. Тем не менее
обнаружена антигенная общность между мышиными
макрофагами костно-мозгового происхождения и их
перитонеальными макрофагами [1].

Макрофаги являются эффекторами и модулято-
рами различных воспалительных процессов, и виру-
лицидные свойства этих фагоцитов относятся к важ-
ным элементам устойчивости организма при многих
вирусных инфекциях [16]. Причем различные вирусы
могут проникать как в нативные, так и в стимулиро-
ванные макрофаги, и источником инфекции в ор-
ганизме могут становиться и те фагоциты, которые
являются непермиссивной системой для вируса. Так,
было показано, что in vitro в макрофагах крыс вирус
гриппа А быстро погибает [2]. Этот процесс связы-
вают с нарушением синтеза вирусных полипептидов.
В то же время, по данным K.L. Lin et al., перитоне-
альные макрофаги крыс, адсорбировавшие на своей
мембране этот вирус, приобретали способность ин-
фицировать монослой чувствительных к нему клеток
конъюнктивы человека [14]. Заражение здесь обус-

ловлено освобождением патогенного агента, фикси-
рованного на цитоплазматической мембране.

По своим свойствам противостоять макрофа-
гальному воздействию вирусы подразделяются на
две группы: одни легко инактивируются фагоцитами
(группа I), а другие резистентны к их действию (груп-
па II). Некоторые представители последней группы
способны к активной и нередко длительной репро-
дукции. Для вирусов, легко инактивируемых макро-
фагами, последние являются биологическим барье-
ром, препятствующим распространению возбудите-
ля из первичного очага инфекции и защищающим от
заражения высокочувствительные клетки различных
органов. В случае если размножающийся в макро-
фагах вирус обладает цитопатической активностью
в отношении клеток жизненно важных органов, то
обычно развивается острая инфекция, как правило,
с летальным исходом. В тех случаях, когда вирус не
вызывает деструкции макрофагов и других клеток
хозяина, формируется персистентный тип инфекции.

В современной литературе потенциальные анти-
вирусные функции макрофагов классифицируются
как прямые и опосредованные. Прямая антивирусная
активность определяется способностью макрофагов
нарушать вирусную репликацию, и в таком случае
макрофаг является невосприимчивой для вирусной
репликации клеткой. Опосредованная антивирусная
активность определяется способностью макрофага
внеклеточно влиять на вирус, что препятствует его
репликации в окружающих восприимчивых клетках.
При этом отмечается, что при развитии некоторых
вирусных инфекций активированный макрофаг при-
обретает способность различать инфицированные и
интактные клетки [8]. Таким образом, значение мо-
ноцитов/макрофагов при вирусных инфекциях оп-
ределяется их функциональным состоянием. С од-
ной стороны, зараженные вирусом моноциты, взаи-
модействующие в первую очередь с инфекционным
агентом, при их преобразовании в макрофаги могут
служить источником данного возбудителя в различ-
ных органах организма. С другой стороны, для виру-
сов, инактивируемых макрофагами, эти клетки яв-
ляются биологическим барьером, препятствующим
распространению возбудителя из первичного очага
инфекции, что защищает от дальнейшего заражения
высокочувствительные клетки различных органов.
Особенное значение приобретает вопрос моноцитар-
но-макрофагального воздействия именно в первые
часы и сутки после заражения организма, причем
необходимо учитывать, что конкретные механизмы
активации этих клеток при различных вирусных ин-
фекциях не идентичны и на данный момент находят-
ся в стадии интенсивного изучения.

В настоящее время различными исследователями
определено, что многие вирусы способны размно-
жаться в моноцитах/макрофагах, в том числе возбу-
дители геморрагических лихорадок (вирусы Денге,
Хунин, Хантаан) [8, 22, 23], а также вирус клещевого
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энцефалита. При этом функциональное состояние
клеток макрофагального ряда оказывает влияние на
развитие резистентности организма [3, 18, 26]. Не-
маловажно, что при размножении различных виру-
сов, в частности вирусов иммунодефицита человека в
макрофагах, их цитопатическое воздействие на клет-
ку морфологически не выявляется, но определяется
снижение ее бактерицидного потенциала и синте-
зирующей активности. Это впоследствии может вы-
ражаться в реализации потенциала макрофагов как
инициаторов иммунного ответа организма [20].

В современной вирусологии к хантавирусам отно-
сят этиологические агенты двух тяжелых заболеваний
человека: геморрагической лихорадкой с почечным
синдромом и хантавирусного легочного синдрома.
Хантавирусы являются серологически родственными
членами семейства Bunyaviridae. Это вирусы с отри-
цательным геномом РНК, разделенной на три сег-
мента — L, M и S, которые соответствуют вирусной
транскриптазе, гликопротеинам и белкам нуклео-
капсида. Первой стадией инфицирования является
адгезия вирусных частиц к специфическим рецепто-
рам на клеточной поверхности, а для проникновения
в клетки-мишени хантавирус использует гликопроте-
ины (интегрины), состоящие из различных комбина-
ций а- и β-цепей, наличие которых также отмечается
на поверхности моноцитов/макрофагов [9, 11—13].
Также было установлено, что при заражении ханта-
вирусом перевиваемой линии клеток ТНР-1, являю-
щейся предшественником моноцитов, и первичной
культуры моноцитов/макрофагов цитокин- и хемо-
кинпродуцирующая активность последних оказыва-
ется выше. Эти данные указывают на повышенную
способность более зрелых клеток к реакции в ответ
на введение инфекта, что позволяет применять пер-
вичную культуру моноцитов/макрофагов как модель
для изучения хантавирусной инфекции [ 16].

Необходимо отметить, что различные исследо-
ватели указывали на присутствие антигена хантави-
руса в моноцитах периферической крови человека и
животных в острый период заболевания [15, 19, 22,
23]. При этом приводились противоречивые данные
о репродукции вируса в этих клетках. Одни иссле-
дователи утверждали, что размножение хантавиру-
сов в макрофагах ограничено и затрагивает только
10% клеток [27, 28], другие говорили о репродукции
вируса в 100% клеток макрофагальных культур [19].
Тем не менее недостаточная изученность патогене-
за геморрагической лихорадки с почечным синдро-
мом, одним из возбудителей которой является вирус
Hantaan, определяет необходимость исследования
взаимодействия его с клетками периферической кро-
ви, а именно с клеточными элементами фагоцитар-
ного звена иммунитета — моноцитами/макрофагами.
Несмотря на наличие в литературных источниках
сведений о репродукции хантавируса в моноцитах/
макрофагах, совершенно не исследован вопрос о ло-
кализации и месте его репродукции в этих клетках, а

также об их функциональном состоянии при разви-
тии хантавируcной инфекции.

С целью сравнительного изучения способности
моноцитов/макрофагов адсорбировать хантавиру-
сы мы применяли первичные культуры клеток, не-
восприимчивых к геморрагической лихорадке с по-
чечным синдромом животных — взрослых мышей и
морских свинок. Так, мы использовали первичную
культуру моноцитов крови, которую предварительно
до заражения вирусами инкубировали в течение 18
часов и 6 суток, и популяцию перитонеальных клеток,
которая включала в себя преимущественно макрофа-
ги. По данным литературы предварительная инкуба-
ция в течение 3 суток соответствует окончанию пери-
ода созревания моноцитов в резидентные макрофаги,
которое происходит в результате адгезии этих клеток
к поверхности [25]. Таким образом, из разнородной
популяции клеток перитонеального экссудата мы
получали равноценные по функциональным свойс-
твам резидентные макрофаги, которые впоследствии
заражали хантавирусом. В качестве инфекционных
агентов использовались различные по вирулент-
ности штаммы: вирулентный для новорожденных
мышей штамм ПМ-95, выделенный на клетках Vero
E6 из суспензии легких инфицированной полевой
мыши (Apodemus agrarius), и слабовирулентный для
этих животных штамм ДВП. В культуру клеток вно-
сили культуральную жидкость, содержащую не менее
10–2 ТКИД 50 в 0,2 мл, что составляло 5 инфекци-
онных единиц на 1 макрофаг, исходя из посадочной
концентрации клеток и количества титра вируса, ис-
пользуемого для заражения. Также, для исследова-
ния свойств макрофагов как фагоцитов, способных
поглощать разрушенные клеточные элементы, мы
вносили в эти клетки лизат клеточной культуры Vero
E6, включающий хантавирус. Время контакта мак-
рофагов с хантавирусом составляло от 15 до 60 мин,
после чего монослой дважды промывали средой 199
для удаления внеклеточно расположенного антигена
и продолжали инкубацию в течение 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24
и 48 часов. В пробах надосадочной жидкости после
15, 30 и 60 мин контакта с монослоем макрофагов оп-
ределяли специфическую активность вируса путем
титрования на клеточной культуре Vero E6.

В наших экспериментах с помощью метода флю-
оресцирующих антител, при внесении в первичную
культуру моноцитов/макрофагов жидкости со слабо-
вирулентным и вирулентным штаммами хантавируса,
определена цитоплазматическая локализация спе-
цифического антигена. При этом помимо наружной
цитоплазматической мембраны антиген выявлялся в
перинуклеарном пространстве цитоплазмы макро-
фагов. Необходимо отметить изменение количества
антигенсодержащих клеток в зависимости от сро-
ков инкубации: повышение их числа через 15 мин и
4 часа инкубации и снижение через 2 и 3 часа. Доля
таких клеток при внесении вируссодержащей жид-
кости с вирулентным штаммом хантавируса составила
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53,5±4,6, 49,0±2,8, 36,0±7,1 и 24,0±1,8% соответс-
твенно. Для макрофагов, зараженных слабовирулен-
тным штаммом хантавируса, динамика количества
антигенсодержащих клеток находилась в подобной
зависимости от времени инкубации. Через 24 часа
после заражения доля таких клеток как в одном, так
и другом случае снижалась до 18,0±1,6%.

При титровании вирусосодержащей жидкости
до заражения и в последующие периоды инкубации
было установлено снижение титра ТКИД 50/0,2 мл в
опытных пробах на 2,0 lg через 15, 30 и 60 мин кон-
такта. Это свидетельствовало об активной адсорбции
вируса на поверхности макрофагальных клеток уже
после 15 мин контакта. При морфологическом ис-
следовании макрофагов с увеличением времени кон-
такта выявлялись клетки с признаками деградации.
К ним относилось появление в периферической зоне
цитоплазмы макрофагов большого количества ваку-
олей, в результате чего она приобретала пенистый
вид. Мы пришли к заключению, что время контакта
монослоя клеток с вируссодержащей жидкостью не-
обходимо сокращать до 15 мин для того, чтобы ис-
ключить цитопатическое воздействие хантавируса на
культуру.

При сравнении динамики накопления специфи-
ческого антигена в первичных культурах резидент-
ных макрофагов, полученных от мышей и морских
свинок, было выявлено статистически недостоверное
различие в количестве антигенсодержащих клеток.
Результаты этого исследования указывают на спо-
собность хантавируса в одинаковой степени заражать
популяцию макрофагальных клеток, независимо от
их принадлежности к различным видам животных.

Интерес представляют данные о динамике накоп-
ления специфического антигена в популяции мо-
ноцитов крови животных в зависимости от времени
предварительной, до заражения вирусом, инкубации
клеток. В случае заражения моноцитов без предва-
рительной инкубации отмечался низкий процент
антигенсодержащих клеток, тогда как после пред-
варительной инкубации этих моноцитов в течение
18 часов количество подобных клеток возрастало, а
после 6 суток достигало максимальных цифр. Так,
через 15 мин после заражения хантавирусом доля ан-
тигенсодержащих клеток в популяции моноцитов без
предварительной инкубации составляла 2,0±0,6%,
при инкубации монослоя клеток в течение 18 часов
до инфицирования— 35,0±1,7% и при инкубации в
течение 6 суток — 52,3±3,2%.

Таким образом, восприимчивость моноцитар-
ных клеток к хантавирусной инфекции возрастает
при достижении ими последней стадии диффе-
ренцировки. Использование в качестве модельной
системы первичной культуры макрофагов пери-
тонеального экссудата животных без применения
каких-либо индукторов воспаления позволяет по-
лучить равноценную по восприимчивости к ханта-
вирусной инфекции популяцию резидентных кле-

ток. В силу филогенетической однородности этих
клеток [1] данные, полученные при исследовании
их взаимодействия с вирусами, можно экстраполи-
ровать на клетки моноцитарного происхождения
класса млекопитающих. Подобные результаты бы-
ли получены другими исследователями при зара-
жении хантавирусом перевиваемой линии клеток
ТНР-1, являющейся предшественником моноцитов,
и моноцитов/макрофагов первичной культуры [16].
В последнем случае цитокин- и хемокинпродуциру-
ющая активность клеток после их инфицирования
хантавирусом была выше. По мнению авторов, эти
данные указывает на повышенную способность бо-
лее зрелых клеток к реакции в ответ на введение ин-
фекта, что позволяет применять первичную культу-
ру моноцитов/макрофагов как модель для изучения
хантавирусной инфекции.

В России большое значение в развитии исследо-
ваний, направленных на выяснение роли клеток мо-
ноцитарно-макрофагальной системы в патогенезе
вирусных инфекций, имели работы школы А.А. Смо-
родинцева [4]. Была продемонстрирована инертность
фагоцитирующих клеток в отношении свободных ви-
рионов осповакцины, герпеса, гриппа и эктромелии
и была доказана способность этих клеток поглощать
вирусные частицы только в том случае, когда они
входят в состав зараженных структурных компонен-
тов клеток хозяина или адсорбированы на его кле-
точных элементах (например, на эритроцитах) [5].
Результаты, полученные исследователями, позволи-
ли сформулировать концепцию противовирусногo
иммунитета, согласно которой эффекторные клетки
способны взаимодействовать с вирусом только в слу-
чае его ассоциации со структурами или молекулами
зараженного организма. Нами установлено, что пос-
ле контакта макрофагов с лизатом клеточной культу-
ры Vero E6, включающей хантавирус, было выявлено
меньшее количество антигенсодержащих клеток, чем
при внесении в монослой фагоцитов вируссодержа-
щей жидкости. Количество таких клеток при внесе-
нии лизата через 15 мин после инфицирования со-
ставило 34,0±2,8%. В этот период на поверхности и в
цитоплазме макрофагов наблюдались крупные анти-
генспецифические включения, по-видимому отно-
сящиеся к участкам лизированных клеток, содержа-
щих хантавирус. С течением времени, после 3 часов
инкубации, определялось резкое снижение количес-
тва антигенсодержащих фагоцитов (до 4,5±1,8%),
которое происходило в результате деградации кле-
точной культуры. Морфологически это проявлялось
в просветлении цитоплазмы, появлении крупных ва-
куолей, секвестрации отдельных участков цитоплаз-
мы и округлении ядра клеток. На наш взгляд, способ-
ность клеток моноцитарной линии адсорбировать из
вируссодержащей жидкости на своей поверхности
хантавирус указывают на иную, чем по мнению А.А.
Смородинцева и других исследователей [2, 4], роль
этих клеток в патогенезе инфекции.
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По нашему мнению, при заражении организма
хантавирусом участие макрофагов не ограничивается
ролью «профессиональных фагоцитов», в результате
избирательной адсорбции вируса эти клетки могут
выступать в качестве мишеней для его репродукции.
В этом случае моноциты/макрофаги на начальном
этапе заболевания способны инициировать иммун-
ный ответ организма.

Таким образом, при исследовании патогенеза
хантавирусных инфекций к важному и нерешен-
ному вопросу относится определение мест кодиро-
вания главных детерминант вирусов в начальный
период заболевания. Это включает: 1) выявление
локализации рецепторов, используемых вирусами
для адгезии на поверхностность клеток; 2) обнару-
жение типа клеток, поддерживающих первичное
размножение вирусов; 3) раскрытие механизма тро-
пизма данных вирусов к различным тканям. В све-
те решения данного вопроса значение клеток мо-
ноцитарно-макрофагальной системы в патогенезе
хантавирусных инфекций приобретает особенный
смысл, который усиливается фактом повсеместного
распространения этих клеток в организме человека.
Причем хантавирусы относятся к той группе виру-
сов, которая резистентна к действию макрофагов
и способна к внутриклеточной репродукции в них,
преодолевая таким образом биологический барь-
ер, препятствующий распространению возбудителя
из первичного очага инфекции и защищающий от
заражения чувствительные клетки различных орга-
нов. Необходимо также учитывать, что источником
инфекции в организме могут стать и те макрофаги,
которые являются непермиссивной системой для
хантавирусов, потому что с адсорбированным на
мембране вирусом эти фагоциты могут быть источ-
ником его дальнейшего распространения.
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ROLE OF MONOCYTE CELLS IN PATHOGENESIS
OF THE HANTAVIRAL INFECTION
N.G.Plehova, L.M.Somova, G.G.Kompanets, R.A.Slonova
Scientific research institute of epidemiology and microbiology
of the Siberian branch of the Russian Academy of Medical Science
(Vladivostok)
Summary — The modern data on participation of monocytas in
pathogenesis of hantavirus infection are resulted. Proofs are sub-
mitted, that the susceptibility of monocytes to Hantavirus grows
at last stage of a differentiation. By virtue of phylogenetic unifor-
mity of these cells, the data received at research of their interac-
tion with hantavirus, it is possible to extrapolate on monocytes
of the mammal class. It is specified, that hantavirus resistant to
influence of the monocytes and capable to an endocellular re-
production in them, breaking thus the biological barrier interfer-
ing distribution of the activator from the primary center of an
infection and protecting sensitive cells of various organs.
Key words: macrophages, monocytes, hantavirus.
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