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В И Р У Л Е Н Т Н О С Т Ь 
И Н Е К О Т О Р Ы Е Ц И Т О Х И М И Ч Е С К И Е Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И 

L E I S H M A N I A M A J O R 
В П Р О Ц Е С С Е Д Л И Т Е Л Ь Н О Г О К У Л Ь Т И В И Р О В А Н И Я 

Р. М. Насырова, В. Д . Каллиникова, С. X. Вафакулов, Ф. Ш. Насыров 

На 17 штаммах L. major, выделенных от больных людей, выяснено, что 
описанный ранее морфогенез паразита в каждом пассаже культуры сопровож-
дается цитохимическими преобразованиями промастигот: обеднением их кле-
ток РНК, нарастанием дисперсности ее распределения в клетке, а также изме-
нением активности НАДФ-Н-диафоразы, пероксидазы и ферментов, окисляю-
щих янус зеленый Б. 

Метациклические промастиготы, определяющие вирулентные свойства 
популяции лейшманий в культуре, имеют определенную цитохимическую харак-
теристику. Их особенности — крайняя бедность РНК, ее дисперсность, низкая 
активность диафоразы, янус-окисляющих ферментов — могут отражать пре-
адаптацию промастигот к продолжению цикла в позвоночном хозяине. 

Падение вирулентности от пассажа к пассажу в процессе длительного 
культивирования положительно коррелирует не только с постепенной утратой 
способности промастигот к метациклогенезу, но и со снижением диафоразной 
и пероксидазной активности всей популяции. Одновременное нарастание по 
мере культивирования янус-окисляющей способности промастигот может быть 
некоторой компенсацией снижения активности названных ферментов и отра-
жать адаптацию к условиям культивирования, аттенуацию. 

Исследования лейшманий в культурах позволили выяснить, что вирулент-
ность этих паразитов изменяется на искусственной питательной среде как 
в пределах каждого пассажа, так и от пассажа к пассажу. Она связана с опре-
деленным типом промастигот — метациклическими формами, которые в каж-
дом пассаже появляются в стационарной фазе (и тогда культура становится 
вирулентной), но от пассажа к пассажу становятся все малочисленнее, что 
коррелирует со снижением, а потом и с утратой вирулентности (Silva, Sacks, 
1987; Насырова и др. 1988; Каллиникова и др., 1992). 

Это дает возможность изучать изменения вирулентности лейшманий одно-
временно с изменениями цитохимических свойств паразитов и особо инвазивных 
метациклических промастигот. 

Известно, что в культуре морфологические преобразования лейшманий, 
результатом которых являются метациклические формы, сопровождаются 
существенными изменениями базофилии клетки (Каллиникова и др., 1987а, 
19876; Насырова, Насыров, 1987), а важнейшие метаболические перестройки 
в полном жизненном цикле касаются прежде всего энергетического обмена 
(Brand, Johnson, 1947; Krassner , 1966; Janovy, 1967) и связанных с ним 
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хондриома и кинетопласта (Creemers, Jadin, 1967; Rudzinska е. а., 1964; Simp-
son, 1965). Протеазы (Wilson е. а., 1989; Chang, 1989), кислая фосфатаза 
(Katakura, Kobayashi, 1988), а также некоторые окислительные ферменты 
(Каллиникова, Насыров, 1972; Doran, Herman, 1981; Chanon, Blackwell , 
1985) подозреваются в прямом отношении к вирулентности лейшманий. 

Основываясь на этих данных, свои цитохимические исследования L. major 
в процессе культивирования мы начали с РНК и окислительных ферментов. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

На среде NNN с обогащающейся жидкостью исследовались 17 штаммов, 
14 из которых ( M H O M / S U / 8 5 / 5 , M H O M / S U / 8 5 / 8 , M H O M / S U / 8 6 / 1 5 M B , 
M H O M / S U / 8 6 / 9 M B , M H O M / S U / 8 6 / 3 M B , M H O M / S U / 8 6 / 2 M B , M H O M / S U / 
86/28Т, M H O M / S U / 8 6 / 4 K B , M H O M / S U / 8 7 / 3 , M H O M / S U / 8 7 / Ю , М Н О М / 
SU/87/13 , М Н О М / S U / 8 7 / 5 2 Б, M H O M / S U / 8 7 / 5 4 T , M H O M / S U / 8 7 / Э Р К ) 
сразу после выделения (2—20-й пассажи) от больных людей в Узбекистане 
и отчасти в Туркмении в 1985—1987 гг., а 3 штамма ( M H O M / S U / 8 1 / К Т , 
M H O M / S U / 7 2 / 19Аш, M H O M / S U / 5 5 / Б е л о в а ) 1 — после очень длительного 
культивирования (32—503-й пассажи) . 

На разных этапах культивирования изучены степень вирулентности лейш-
маний для мышей, морфология промастигот в течение 30 дней пассажа и в от-
дельные дни (в большинстве случаев 5, 10, 15, 20, 30-й дни), их некоторые 
цитохимические характеристики. У промастигот цитохимически изучались: 
РНК по Браше; способность окислять янус зеленый Б; активность НАДФ-Н-
диафоразы по Скарпелли и пероксидазы (бензидиновым методом). Степень 
активности ферментов выражалась средним числом гранул (выявляемых про-
дуктов реакции в особи) из 50—100 просмотренных клеток. На основе иссле-
дования отдельных дней роста культуры вычислялась средняя степень актив-
ности фермента для пассажа. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

1. Ц и т о х и м и ч е с к и е и з м е н е н и я в п р е д е л а х п а с с а ж а . 
Окраска метиловым зеленым-гшронином с контролем РНК-азой показала, что 
происходящая в каждом пассаже цитодифференцировка промастигот от тем-
ных к просветляющимся, светлым и метациклическим сопровождается посте-
пенным обеднением клеток РНК. Она сопровождается и изменением формы 
цитохимического выявления Р Н К от гранулярно-глыбчатой у темных к зерни-
стой у просветляющихся и совсем дисперсной у светлых и метациклических 
промастигот (см. таблицу). Уровень содержания РНК в цитоплазме положи-
тельно коррелирует с количеством кариосомной РНК. У бедных Р Н К светлых 
и метациклических форм кариосома не выявляется. 

РНК нередко содержится и в кинетопласте. Это выражается в коричнева-
том или сиреневом его окрашивании. После предварительной обработки 
РНК-азой кинетопласт становится чисто зеленым. У метациклических промасти-
гот РНК-содержащие кинетопласты встречаются, пожалуй, чаще, чем у других 
форм. И ядро, и даже кинетопласт бледно окрашиваются метиловым зеленым. 
Обеднение РНК и усиление ее дисперсности при переходе от темных к мета-
циклическим промастиготам в каждом пассаже повторяются заново. 

Сменяющие друг друга в пассаже морфологические типы промастигот 
J. major различаются также и по активности окислительных ферментов (см. таб-

1 Далее названия штаммов даются в сокращении. 

234 



Некоторые цитохимические характеристики промастигот L. major в культуре 
Some cytochemical c h a r a c t e r s of L. major p ro rnas t igo te s in c u l t u r e 

Цитохимические реакции 
Морфологические типы промастигот 

Цитохимические реакции 
темные просветлен-

ные светлые метацикл 

Б р а ш е ( Р Н К ) 
уровень с о д е р ж а н и я Р Н К Много Порядочно М а л о М а л о 
в клетке 
форма выявления Р Н К Гранулярно- З е р н и с т а я Д и с п е р с н а я Дисперсная 

г л ы б ч а т а я 
Активность Н А Д Ф - Н - д и а ф о - 10—15 3 10—15 3 

разы 
Активность пероксидазы 0—7 0 — 7 0—7 0 
Способность окислять янус зеле- 15 15 15 2 — 3 

ный Б 

лицу). Активность НАДФ-Н-диафоразы в виде зерен формазана обнаружи-
вается главным образом в передней части клетки, вокруг кинетопласта, ядра 
и между ними. При высокой активности топография менее определенна. 

У темных и светлых промастигот активность НАДФ-Н-диафоразы значи-
тельна (10—15 гранул формазана на клетку), у просветляющихся и мета-
циклических—низка (около 3 гранул) (см. таблицу). 

Невысокая пероксидазная активность в виде золотисто-коричневых гранул 
числом не более 7 на клетку выявлялась в темных, просветляющихся и светлых 
промастиготах, которые в этой реакции без дополнительной окраски не всегда 
можно было четко различить. Активность проявляли не все особи. У мета-
циклических форм она отсутствовала. 

Продукт реакции окисления януса зеленого — темно-зеленые, часто обиль-
ные гранулы — локализуются в промастиготах, преимущественно вокруг 
кинетопласта, ядра и за ядром, без строгой закономерности. Темные, про-
светляющиеся и светлые промастиготы проявляют высокую активность (до 
15 гранул на клетку) и мало различаются между собой, а также в разные дни 
пассажа. Метациклические формы отличаются от прочих крайне слабой янус-
окисляющей активностью — 2—3 гранулы на клетку (см. таблицу) . 

2. И з м е н е н и я в и р у л е н т н о с т и и д ы х а т е л ь н ы х ф е р -
м е н т о в п р о м а с т и г о т о т п а с с а ж а к п а с с а ж у . Все 17 свеже-
выделенных штаммов, прослеженные на протяжении 2—12, 2—20-го пассажей, 
постепенно снижали свою вирулентность для мышей, что происходило с разной 
скоростью и в разной степени (см. рисунок, А). Долго (до 10-го пассажа) 
оставались высоковирулентными штаммы 5 и 8, выделенные в 1985 г., а также 
штамм 15МБ 1986 г. Большинство штаммов 1986 г. (9МБ, 2МБ, 3МБ) было 
средневирулентным до 20-го пассажа. Заметно раньше снижали и к 20-му пас-
сажу теряли вирулентность штамм 4КБ 1986 г. и штаммы, выделенные в 1987 г. 
(13, 10, 52Б, ЭРК, 54Т). Среди них штамм 3 был средневирулентным уже на 
2-м пассаже. Он и штамм 15МБ меняли свою вирулентность особенно посте-
пенно: 1-й долго оставался средневирулентным, а 2-й — высоковирулентным. 

Аттенуированные, с большим стажем культивирования, штаммы КТ, 19Аш 
и Белова на 32—503-м пассажах были невирулентными. 

Наряду со снижением вирулентности от пассажа к пассажу наблюдались 
цитохимические изменения промастигот L. major, а именно их окислительных 
свойств (см. рисунок, А—Г). 

Параллельно снижению вирулентности постепенно падала активность 
НАДФ-Н-диафоразы (см. рисунок, Б ) , что выражалось в сокращении числа 
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Вирулентность и дыхательные ферменты L. major на разных этапах культивирования . 
А — вирулентность: а — высокая, б — средняя, в — низкая, г — отсутствует; Б—Г — активность ферментов 
в промастиготах: Б — НАДФ-Н-диафораза, В — пероксидаза, Г — окисление януса зеленого Б (везде 
среднее число гранул — продуктов специфических цитохимических реакций — на клетку, для пассажа); 
цифры — номера пассажей после выделения штаммов из пациентов в культуру; слева — номера штаммов. 

The L. major v i ru lence and ox ida t ive enzymes a t t he d i f fe ren t s t a g e s of cu l t iva t ion . 
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гранул формазана в клетке с 5—15 на 2-м пассаже до 1—5 гранул на 20-м пас-
саже [разница достоверна: = 3 ; р < 0 . 0 1 (см. рисунок, £ ) ] . 

Штаммы, выделенные в 1985—1986 гг. и долго остававшиеся вирулент-
ными, начинали свое пребывание в культуре с более высокой диафоразной 
активностью (10—15 гранул формазана в клетке), чем штаммы 1987 г. (5 гра-
нул), быстро утратившие вирулентность. Среди последних те, что дольше оста-
вались высоковирулентными (штаммы 10 и 13), отличались слабыми измене-
ниями диафоразной активности от пассажа к пассажу. То же можно сказать 
про штаммы 15МБ и 3, долго сохранявшие вирулентность на неизменном, 
хотя и разном, уровне. 

Из старых, аттенуированных штаммов два характеризовались невысокой 
и мало изменяющейся активностью диафоразы, а третий — Белова — имел 
весьма высокую активность и, как свежевыделенные штаммы, снижал ее 
от 500-го к 503-му пассажу (правда, он исследовался всего лишь в один из 
дней каждого пассажа) . 

Подобно диафоразной, в процессе длительного культивирования посте-
пенно снижалась, а к 20-му пассажу практически утрачивалась пероксидазная 
активность промастигот (см. рисунок, В). В целом невысокая, она в начале 
культивирования была все же несколько выше у штаммов 1986 г., долго сохра-
нявших свою вирулентность. 

Крайне низкой была пероксидазная активность у старых, аттенуированных 
штаммов на 32—503-м пассажах. 

В противоположность диафоразе и пероксидазе способность промастигот 
окислять янус зеленый Б нарастает в процессе длительного культивирования 
от 3—8 гранул в клетке — на 2-м, до 6—13 гранул — на 20-м пассажах (см. ри-
сунок, Г). У штаммов 5 и 8 это нарастание было очень резким и совпадало 
с утратой высшей степени вирулентности. У штаммов 3МБ и 52Б, наоборот, 
янус-окисляющая способность изменялась по мере культивирования мало за 
счет того, что она была значительной на 2—6-м пассажах, после которых во вто-
ром случае вирулентность упала резко. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Цитохимические исследования лейшманий немногочисленны, фрагмен-
тарны и ни одно из них не охватывало динамику роста этих паразитов на искус-
ственной питательной среде и не увязывало цитохимию промастигот с их 
цитодифференцировкой. Впервые проведенное на L. major такое исследование 
показало, что морфогенез лейшманий в, культуре сопровождается серьезными 
изменениями РНК и окислительных ферментов. 

Снижение базофилии — главное направление изменений лейшманий в пас-
саже — обусловлено постепенным обеднением промастигот РНК и нараста-
нием дисперсности ее цитохимического выявления. Прежние заключения о бед-
ности этих паразитов РНК в культуре (Sen Gupta е. а., 1953; Хлгатян, 1965; 
Каллиникова, Насыров, 1972) оказываются верными лишь в отношении опреде-
ленных типов промастигот, появляющихся с возрастом культуры; в начале 
пассажа лейшмании весьма богаты РНК, содержание которой снижается 
постепенно, достигая минимума у метациклических форм. 

Без учета морфогенеза промастигот нельзя адекватно оценить и разроз-
ненные старые данные о митохондриях, сукцинат-дегидрогеназе и окислении 
януса зеленого Б клетками L. donovani и L. braziliensis в культурах (Sen Gupta 
е. а., 1953; Guha е. а., 1956; Souza, Kothare, 1960; Chacravar ty е. а., 1962). 
Четыре последовательно сменяющие друг друга в пассаже морфотипа про-
мастигот нескольких изученных видов лейшманий (Каллиникова и др., 1987а, 
19876; И. А. Кобузева — личное сообщ.) различаются не только по содержа-
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нию РНК, но и по активности определенных окислительных ферментов. Господ-
ствующие в начале пассажа темные формы наряду с богатством РНК обладают 
высокой янус-окисляющей, диафоразной и относительно высокой пероксидаз-
ной активностью. У просветляющихся промастигот снижается не только содер-
жание РНК, но и активность диафоразы. Однако у светлых форм она опять 
повышается на фоне продолжающегося обеднения РНК. Наконец, метацикли-
ческие формы крайне бедны РНК, диафораза и янус-окисляющие ферменты 
в них очень слабы, а пероксидаза вовсе не выявляется. 

Цитохимические наблюдения свидетельствуют о том, что в жизнедеятель-
ности и дифференцировке лейшманий важную роль играет зона цитоплазмы 
между ядром и кинетопластом, а также вокруг последнего. Подтверждаются 
прежние данные об «особой окрашиваемости» этой зоны (Роскин, Романова, 
1928), концентрации в ней РНК, эндоплазматического ретикулума, дыхатель-
ных ферментов (Guha е. а., 1956; Souza, Kothare, 1960; Каллиникова, Насыров, 
1972; Pimenta, Souza, 1985). Важно, что базофильный цитоплазматический 
«тяж», соединяющий две ДНК-содержащие органеллы: ядро и кинетопласт — 
на определенной стадии дифференцировки промастигот (Каллиникова и др., 
1987а), оказался очень богатым РНК. 

Нарастание вирулентности лейшманий в стационарной фазе пассажа 
связывают с приобретением промастиготами некоторых свойств, отличающих 
их от менее инвазивных форм в логарифмической фазе роста: с появлением 
плотного клеточного покрытия, определенных поверхностных углеводов, анти-
генов, рецепторов, с изменением содержания Д Н К , состава белков, активности 
некоторых ферментов, их изоферментного профиля, с большей устойчивостью 
«поздних» промастигот к летальному действию человеческой сыворотки и спо-
собностью к более успешному взаимодействию с макрофагами (Doran, Herman, 
1981; Franke е. а., 1985; Rizvi е. а., 1985; Alexander е. а., 1985; Sairaiva е. а., 
1986; Sacks, Silva, 1987; Silva, Sacks, 1987; Darcy e. a., 1987; Howard e. a., 
1987; Grogl e. a., 1987; El Amin e. a., 1987; Kweider e. a., 1987; Wozenkrai t , 
Blackwell, 1987; Mallinson, Coombs, 1989; Pimenta e. a., 1989, 1990). И хотя 
промастигот с перечисленными свойствами называют метациклическими, их 
морфология в большинстве случаев остается неизученной. 

Тем не менее показано, что метациклические формы — не только физио-
логический вариант промастигот, способный к инвазии позвоночного хозяина, 
но и определенный морфологический тип, являющийся финалом дифференци-
ровки лейшманий в пассаже культуры и весьма сходный с метациклическими 
формами Trypanosoma cruzi (Каллиникова и др., 1987а). 

В настоящей работе показано, что метациклические промастиготы имеют 
и определенную цитохимическую характеристику. Их особенности — крайняя 
бедность РНК, дисперсная форма ее выявления, очень низкая активность 
НАДФ-Н-диафоразы, янус-окисляющих ферментов, отсутствие пероксидазы. 
И если обеднение промастигот РНК в пассаже происходит постепенно, то окис-
лительные их способности резко меняются при переходе к метациклическим 
формам (см. таблицу). Свойства последних свидетельствуют о том, что они 
сходны с метациклическими формами Т. cruzi не только морфологически, 
но и цитохимически. И подобно тому как у Т. cruzi такие особенности есть 
цитохимическая преадаптация к следующей стадии жизненного цикла — 
внутриклеточным амастиготам, бедным РНК, белком, полисахаридами, дыха-
тельными ферментами (Каллиникова, 1987), так и цитохимия метациклических 
промастигот L. major может отражать подобную преадаптацию к аналогич-
ной внутриклеточной амастиготной стадии в развитии лейшманий. Как 
и у Г. cruzi, следующая за метациклическими промастиготами амастиготная 
стадия лейшманий отличается слабой диффузной реакцией Р Н К (Gerzeli, 
1955), сниженным ее синтезом (Simpson, 1965), небольшим количеством 
рибосом, митохондрий, слабо развитыми аппаратом Гольджи и кинетопластом 
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(Rudzinska е. а., 1964; Creemers, Jadin , 1967), сниженным дыханием (Janovy, 
1967), отсутствием цитохромов (Krassner , 1966). В обнаруженных «переход-
ных» свойствах метациклических промастигот — еще одно доказательство 
их назначения — осуществлять дальнейшее развитие лейшманий в позвоноч-
ном хозяине, соединяя тем самым обе части их жизненного цикла. 

Связанные с морфогенезом цитохимические преобразования промастигот 
в каждом пассаже культуры воспроизводятся заново. Однако от пассажа к пас-
сажу метаболические возможности культуральных форм изменяются. И паде-
ние вирулентности в процессе культивирования связано не только с постепенной 
утратой способности промастигот трансформироваться в метациклические 
формы, но и с определенными цитохимическими преобразованиями всей популя-
ции культуральных форм и прежде всего со снижением их НАДФ-Н-диафораз-
ной, а также пероксидазной активности. Уровень активности этих ферментов 
падает параллельно вирулентности, а в начале культивирования оказывается 
важным для длительного ее сохранения. Эта корреляция проявляется и в меж-
штаммовых различиях. С вирулентностью особенно тесно связана диафораза , 
изменяющаяся особенно существенно. 

Поскольку от пассажа к пассажу доля слабоактивных по диафоразе 
и неактивных по пероксидазе метациклических форм в популяции уменьшается, 
падение активности этих ферментов в процессе культивирования лейшманий 
касается только прочих промастиготных форм. Значит, хотя сами ответствен-
ные за вирулентность популяции метациклические промастиготы обладают 
минимальной активностью диафоразы и лишены пероксидазы, для воспроизве-
дения этих форм и сохранения вирулентности необходимо поддержание доста-
точно высокого уровня деятельности обоих ферментов в остальных, предшест-
вующих морфотипах промастигот и, видимо, прежде всего светлых формах. 
Сильно снизившись у просветляющихся промастигот по сравнению с темными, 
активность диафоразы вновь повышается у светлых, что предшествует возник-
новению из н^х метациклических форм. 

Видимо, в процессе культивирования происходит не столько снижение 
окислительной активности лейшманий, сколько перестройка их энергетиче-
ского обмена. Компенсацией падения диафоразной и пероксидазной актив-
ности может быть одновременное нарастание янус-окисляющей способности 
этих клеток. И если активность диафоразы и пероксидазы важна для морфо-
генеза лейшманий в культуре и сохранения вирулентности, то янус-окислитель-
ная способность скорее связана с адаптацией паразитов к условиям культиви-
рования, с аттенуацией. 

Цитохимические исследования показывают, что использованные в работе 
длительно культивировавшиеся штаммы неодинаковы. Штамм Белова отли-
чается от двух других штаммов не только более постоянным воспроизведением 
хотя бы единичных метациклических форм (Каллиникова и др., 1992), но 
и достаточно высокой диафоразной активностью на фоне крайне низкого 
оки'сления януса зеленого. Это может свидетельствовать о неодинаковых виру-
лентных потенциях даже аттенуированных штаммов лейшманий и еще раз под-
тверждает связь метациклогенеза с цитохимией промастигот. 
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It has been shown tha t morphogenesis of Leishmania major in each cu l tu re p a s s a g e is character i -
sed by the depletion of RNA and increase in its dispersion degree, by the change of the NADP-H-dia-
phorese, peroxidase and J a n u s green-B-oxidat ive activity in the promast igotes . 

Cytochemical peculiarities of invasive metacyclic p romas t igo tes a re an extreme depletion of 
RNA, its disperse form, a low activity of oxidative enzymes. This propert ies may manifes t the pre-
adaptation of Leishmania promas t igo tes to the development in ver tebra te host. 

In the process of long-term cult ivation of L. major the virulence, the metacyclogenesis , and 
the level of NADF-H-diaphorase and peroxidase activity decrease f rom pas sage to passage , but the 
ability to oxidate the J a n u s green-B increases. 
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