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Резюме. В последнее время интерес к исследованию роли полиаминов в межклеточных взаимотношениях, 

особенно в очаге воспаления, где наблюдается накопление этих поликатионов, увеличивается. Особое вни-

мание в этом плане привлекают продукты микробного происхождения — кадаверин и путресцин. Описана 

роль полиаминов как «скавенджеров» свободных радикалов, но до сих пор нет данных о их влиянии на ра-

дикал-продуцирующую активность лейкоцитов. Цель исследования — изучение особенностей генерации 

гидроксильных радикалов лейкоцитами человека под влиянием полиаминов микробного происхождения. 

Материалы и методы. Пробы периферической венозной крови были получены от 20 практически здоровых 

доноров. Для оценки продукции кислородных радикалов проводили реакцию люминол-зависимой хемилю-

минесценции с лейкоцитами крови, предварительно инкубированными с кадаверином (0,01 М) и путресци-

ном (0,01 М). Измерение проводили на люминометре Luminoskan Ascent® Thermo Labsystems (США) в течение 

180 мин. Для статистического анализа использовали интегральный показатель хемилюминисценции за весь 

период измерения (RLU). Результаты и обсуждение. Показано, что кадаверин оказывает стимулирующее 

влияние на способность лейкоцитов к продукции радикалов (усредненная площадь под кривой 6,7±0,7 у.е., 

p < 0,05). Путресцин слабо влиял на радикал-продуцирующую активность клеток человека (2,8±0,4 у.е., p < 

0,05). Такая ситуация может быть обусловлена непосредственным влиянием поликатионов на механизмы ге-

нерации радикалов, а также увеличением активности диаминоксидазы лейкоцитов, которая катализирует 

превращение диаминов в аминоальдегид, что сопровождается выделением перекиси водорода, вступающей 

в реакцию с люминолом. Кроме того, фермент инактивирует и другие соединения, такие как гистамин, что 

приводит к формированию менее выраженной клинической картины. Полиамины, в частности кадаверин 

и путресцин, можно отнести к факторам ремоделирования метаболической активности лейкоцитов организ-

ма-хозяина, что направлено на сохранение жизнеспособности и увеличение численности микроорганизмов. 

Заключение. Таким образом, кадаверин и путресцин, продукция которых осуществляется микроорганизмами 

в зависимости от условий микроокружения, очевидно, могут рассматриваться в качестве медиаторов, опосре-

дующих мало- или бессимптомное течение воспалительных заболеваний, что способствует реализации пер-

систентного потенциала бактерий.

Ключевые слова: кадаверин, путресцин, лейкоциты, гидроксильные радикалы, хемилюминесценция, микроорганизмы.
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ENHANCED HYDROXYL RADICAL GENERATION BY HUMAN LEUKOCYTES EXPOSED TO BACTERIAL 

DIAMINES HIGHLIGHTING IMMUNOMODULATORY EFFECT OF MICROBIAL METABOLITES

Godovalov A.P., Karpunina T.I., Morozov I.A.

E.A. Vagner Perm State Medical University, Perm, Russian Federation

Abstract. Recently, there have been increasing an interest to study a role of polyamines in intercellular interactions, espe-

cially in the focus of inflammation, where accumulation of such polycations is observed. In this regard, products of mi-

crobial origin — cadaverine and putrescine — are of particular attention. The role of polyamines as «scavengers» of free 

radicals has been described, but no data of their effect on the leukocyte radical-producing activity have been obtained so 

far. The aim of the investigation was to study features of hydroxyl radical generation by human leukocytes exposed to mi-

crobe-derived polyamines. Materials and methods. Peripheral venous blood samples were obtained from 20 healthy donors. 

To assess radical production, a luminol-dependent chemiluminescence reaction was carried out with blood leukocytes 

pre-incubated with cadaverine (0.01 M) and putrescine (0.01 M), measured on a Luminoskan Ascent® Thermo Labsys-

tems luminometer (USA) for 180 min. For statistical analysis, an integral chemiluminescence index was used for the entire 

measurement period (RLU). Results and discussion. It was shown that cadaverine has a stimulating effect on the leukocyte 

potential to produce radicals (averaged area under the curve is 6.7±0.7 r.u., p < 0.05). Putrescine had little effect on the 

radical-producing activity of human cells (2.8±0.4 r.u., p < 0.05). This might be due to the direct influence of polycations 

on the mechanisms of radical generation, as well as increased activity of leukocyte diamine oxidase catalyzing the conver-

sion of diamines into aminoaldehyde, which is accompanied by the release of hydrogen peroxide reacting with luminol. 

In addition, the enzyme inactivates other compounds, such as histamine leading to formation of a less pronounced clini-

cal picture. Polyamines, particularly cadaverine and putrescine, can be referred to the factors remodeling the metabolic 

activity of the host leukocytes, which is aimed at maintaining the viability and increasing the number of microorganisms. 

Conclusion. Thus, cadaverine and putrescine produced by microorganisms, depending on the conditions of the microenvi-

ronment, might be evidently considered as mediators of the mild or asymptomatic course of inflammatory diseases, which 

contributes to underlying persistent potential of bacteria.

Key words: cadaverine, putrescine, leukocytes, hydroxyl radicals, chemiluminescence, microorganisms.

В современной микробиологии наблюдает-

ся смена лидирующих тенденций: возбудите-

ли острых инфекционных заболеваний отхо-

дят на второй план, в то время как этиология 

и патогенез состояний со стертой клиникой, 

а тем более бессимптомная инфекция или но-

сительство, оставаясь по сей день относитель-

но малоизученными, привлекают все большее 

внимание исследователей. Отчасти такие мета-

морфозы связаны с наращиванием условно па-

тогенной микрофлорой персистентного потен-

циала. Еще в середине прошлого века сначала 

Hobby G.L. (1942), а позднее Bigger J.W. обратили 

внимание на отсутствие полной стерилизации 

пенициллином культур Staphylococcus аureus [7]. 

Именно Bigger J.W. впервые применил к выжив-

шей субпопуляции бактерий название клетки-

персисторы («неделящиеся, бездействующие 

клетки») [7]. Однако лишь через несколько де-

сятков лет была осознана значимость проблемы 

персистенции микроорганизмов [11, 16].

Персистентный потенциал обеспечивается 

различными приспособительными механиз-

мами, выработанными бактериями в процессе 

эволюции, и универсален как для патогенов, 

так и для представителей индигенной микро-

флоры [1]. Памятуя о том, что противоми-

кробную защиту в организме человека, наряду 

с гуморальными факторами, осуществляют 

иммунокомпетентные клетки [10], логично 

предположить наличие у персистирующих 

бактерий метаболитов, оказывающих опреде-

ленное влия ние непосредственно на функцио-

нальную активность клеточных эффекторов 

иммунитета.

В последнее время возрастает интерес к ис-

следованию роли полиаминов (ПА) в межкле-

точных взаимоотношениях, особенно в очаге 

воспаления, где наблюдается накопление этих 

поликатионов [14, 19]. Привлекают внимание 

в этом плане ПА микробного происхождения — 

кадаверин и путресцин [23]. Показано, что такие 

факторы, как дефицит питательных веществ, 

действие антимикробных и других реактан-

тов, которые в очаге воспаления представлены 

в большом количестве, увеличивает скорость 

синтеза кадаверина и путресцина Escherichia 

coli, Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae [5, 6, 

21]. Описана роль ПА как «скавенджеров» сво-

бодных радикалов [13], но до сих пор нет данных 

об их влиянии на радикал-продуцирующую ак-

тивность лейкоцитов. Известно, что генерация 

активных форм кислорода (пероксид водорода, 

супероксидный анион-радикал, синглетный 

кислород, гидроксильный радикал, гипохло-

рид) является ключевым звеном деструкции фа-

гоцитированных объектов [18]. Нарушение это-

го компонента фагоцитоза приводит к его неза-

вершенности, когда микроорганизмы успешно 

персистируют в цитоплазме фагоцитов [12, 24].

Цель исследования — изучение особенно-

стей генерации гидроксильных радикалов лей-

коцитами человека под влиянием полиаминов 

микробного происхождения.
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Материалы и методы

Пробы периферической венозной крови 

были получены от 20 практически здоровых до-

норов. Для оценки продукции гидроксильных 

радикалов проводили реакцию люминолза-

висимой хемилюминесценции (ЛЗХЛ) с лей-

коцитами крови [22], выделенными методом 

седиментации с 0,1% метилцеллюлозой (Sigma-

Aldrich, США), с последующей прединкубацией 

с кадаверином (0,01 М) и путресцином (0,01 М) 

в течение 60 мин при 37°С. При постановке ре-

акции ЛЗХЛ использовали 2 × 10–4 M натриевой 

соли люминола (Sigma, США), предобрабо-

танные ПА клетки (25 × 106/мл) и неопсонизи-

рованный зимозан (конечные концентрации 

15, 150 и 1500 мкг/мл). Измерение проводили 

на люминометре Lumino skan Ascent® (Thermo 

Labsystems, США) в течение 180 мин. Для ста-

тистического анализа использовали интеграль-

ный показатель хемилюминисценции за весь 

период измерения (RLU).

Статистическую обработку данных про-

водили с использованием пакета Statistica 7.0. 

Для проверки нормальности распределения ис-

пользовали критерий Шапиро–Уилка. В слу-

чае распределения, приближенного к нормаль-

ному, использовали t-критерий Стьюдента, 

в остальных случаях — критерий Манна–Уитни 

для оценки значимости различий. За порого-

вый уровень значимости принимали величину 

p < 0,05. Результаты представлены в виде сред-

него и его ошибки (M±m).

Результаты и обсуждение

При оценке радикал-продуцирующей функ-

ции лейкоцитов показано, что классический 

стимулятор зимозан оказывал дозозависимое 

влияние на синтез активных форм кислорода 

(рис., А). Средняя площадь под кривой, описы-

вающей генерацию радикалов при использо-

вании зимозана в концентрации 15 мг/мл, со-

ставила 3,1±0,4 у.е., 150 мг/мл — 5,5±1,2 у.е. (p = 

0,05) и 1500 мг/мл — 9,1±1,3 у.е. (p < 0,05 к кон-

центрации 15 и 150 мг/мл).

Прединкубация клеток с ПА оказывала не-

однозначное действие на способность лейко-

Рисунок. Влияние зимозана (А), кадаверина и путресцина (Б) на радикал-продуцирующую 

активность лейкоцитов

Figure. Zymosan (A), cadaverine and putrescine (B) affecting leukocyte radical-production activity
Примечание. По оси ординат — интегральный показатель хемилюминисценции за весь период измерения (RLU), 
по оси абсцисс — минуты.
Note. Y-axis: integral chemiluminescence index for the entire measurement period (RLU), x-axis: duration (minutes).
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цитов к продукции радикалов. Так, действие 

кадаверина сопоставимо с таковым при мак-

симальной концентрации зимозана (рис., Б). 

Усредненная площадь под кривой составила 

6,7±0,7 у.е. (p < 0,05 к пробам с зимозаном в кон-

центрации 15 мг/мл). В противоположность 

этому, после предобработки клеток путресци-

ном максимальный уровень радикал-продуци-

рующей активности не достигал такового при 

минимальной концентрации зимозана (рис., Б). 

Площадь под кривой в пробах лейкоцитов, пре-

добработанных путресцином — 2,8±0,4 у.е. (p < 

0,05 к пробам с зимозаном в концентрации 150 

и 1500 мг/мл).

Синтез полиаминов бактериальными клет-

ками в очаге воспаления необходим по ряду при-

чин и основная среди них — защита от активных 

форм кислорода, которые в большом количестве 

продуцируются лейкоцитами. В такой ситуации 

логично предположить повышение уровня по-

лиаминов микробного происхождения в очаге, 

что было зарегистрировано нами ранее [2, 4]. 

Кроме этого нами показано влияние путресци-

на и кадаверина на поглотительную активность 

нейтрофилов и моноцитов [3]. На этом фоне вы-

явленное в настоящем исследовании увеличе-

ние продукции радикалов предобработанными 

нейтрофилами и моноцитами кажется парадок-

сальным, но среди причин такой ситуации мож-

но рассматривать и непосредственное влияние 

поликатионов на механизмы генерации ради-

калов [18], и активность диаминоксидазы лейко-

цитов. Этот фермент катализирует превращение 

диаминов в аминоальдегид, что сопровождается 

выделением перекиси водорода, которая взаи-

модействует с люминолом [20], присутствующим 

в реакционной смеси. Повышение активности 

диаминоксидазы при активации лейкоцитов яв-

ляется закономерным феноменом. В исследова-

ниях Houen G. и соавт. [15] показано, что актив-

ность диаминоксидазы увеличивается практи-

чески сразу после активации фагоцитирующих 

клеток. При этом фермент выполняет антиме-

диаторную противовоспалительную функцию, 

инактивируя гистамин и другие диамины, в том 

числе кадаверин и путресцин [9]. Такая ситуация 

является благоприятной для микроорганизмов, 

когда их структуры защищены избытком поли-

аминов и они в свою очередь активируют анти-

медиаторный фермент, результатом деятельнос-

ти которого в итоге будет снижение активности 

воспаления [8, 25], что и было прослежено нами 

в исследованиях in vivo [2].

Различия в степени воздействия кадавери-

на и путресцина возможно связаны с разными 

механизмами их влияния на фагоцитирующие 

клетки. Путресцин — исходное соединение для 

синтеза двух физиологически активных полиа-

минов — спермидина и спермина [17], которые 

могут оказывать ингибирующее влияние на ге-

нерацию кислородсодержащих продуктов.

Заключение

Таким образом, предложенная нами ранее 

гипотеза о том, что ПА представляют собой ре-

цептор-независимый фактор микробной агрес-

сии [3], с одной стороны, благодаря получен-

ным результатам, находит свое подтверждение, 

но в то же время прослеживается полифункцио-

нальность этих соединений. Кадаверин и пут-

ресцин, продукция которых осуществляется 

микроорганизмами в зависимости от условий 

микроокружения, очевидно, можно рассмат-

ривать в качестве медиаторов, опосредующих 

мало- или бессимптомное течение воспали-

тельных заболеваний, что способствует реали-

зации персистентного потенциала бактерий.
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