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Впервые в составе водорастворимых белков инвазионных личинок и половозрелых особей 
Trichinella spiralis обнаружены белковые фракции, обладающие нейраминидазной, гемагглю-
тинирующей или цитотоксической активностью. Подтверждено наличие гиалуронидазы и 
определена ее активность как для водорастворимых, так и кутикулярных белков трихинелл. 
Гемагглютинин и цитотоксины трихинелл обладают антигенной специфичностью. Наличие 
выявленных активных биомолекул в организме трихинелл можно связать с участием их в про-
цессе возникновения и развития данного заболевания, т. е. охарактеризовать как факторы 
патогенности (адгезины, факторы инвазивности, цитотоксины). 

Трихинеллез по тяжести клинического течения, осложнениям и числу леталь-
ных исходов может быть отнесен к группе наиболее опасных паразитарных забо-
леваний человека» Патогенез трихинеллеза складывается из трех основных ста-
дий: кишечной, миграционной и мышечной (Озерецковская, 1978). Относительно 
подробно изучена мышечная фаза патогенеза, которая сводится к проникновению 
личинки трихинеллы в мышечное волокно, постепенной ее инкапсуляции и дли-
тельному выживанию в организме хозяина (Бритов, 1982). Однако остаются неяс-
ными механизмы, которые обеспечивают прикрепление трихинелл к соответст-
вующим морфологическим структурам макроорганизма, их проникновению во 
внутреннюю среду организма, интоксикацию и другие патогенетические проявле-
ния болезни. 

Вопрос о патогенности трихинелл и наличии у них определенных факторов, 
участвующих в механизмах возникновения и развития патологических процессов, 
остается основным из нерешенных вопросов трихинеллеза. По мнению Астафьева 
(1975, 1989), Trichinella spiralis характеризуется высоким „уровнем патогенности", 
в связи с чем относится к наиболее патогенным видам гельминтов. Трихинеллы 
обладают сенсибилизирующим фактором, способностью к массовому размножению 
в кишечнике и поражению значительного числа видов жизотных и человека. 
Указанные факторы остаются биохимически и иммунологически неидентифици-
рованными. В научной литературе имеются данные, косвенно свидетельствующие 
о присутствии факторов патогенности у трихинелл. Прямые доказательства нали-
чия этих факторов у трихинелл ограничршаются выявлением у них фермента 
гиалуронидазы, без детального изучения ее повреждающего действия. 

Цель настоящего исследования заключалась в выявлении и изучении биохими-
ческой природы различных факторов патогенности трихинелл, ответственных за 
адгезию, проницаемость, токсичность. 

141 



МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Выявление факторов патогенности из белкового экстракта гомогенатов три-
хинелл (инвазионные и новорожденные личинки, половозрелые особи) осущест-
вляли на „эталонном" штамме Trichinella spiralis, который поддерживали в лабо-
ратории путем пассирования на неинбредных белых крысах массой 140-160 г. 

Выделение инвазионных (мышечных) личинок трихинелл производили мето-
дом искусственного переваривания мышечной ткани зараженных крыс (Бессонов, 
1975). Половозрелые (кишечные) особи выделяли по методу Takado, Toda (1988). 
В основу используемой нами методики получения новорожденных личинок три-
хинелл in vitro был выбран метод Бэлл и Вэнг (Bell, Wang, 1987). Отличительной 
особенностью разработанной нами методики является использование солевого 
раствора Эрла в качестве „голодной" питательной среды, который стимулировал 
процесс отрождения личинок и позволил получать в 3-10 раз больше личинок за 
первые 4-6 ч культивирования, чем при применении искусственных питательных 
сред, обогащенных аминокислотами и витаминами. 

Для извлечения водорастворимых белков из организма трихинелл использо-
вали метод, основанный на предварительной гомогенизации трихинелл (инвази-
онные личинки и половозрелые особи) при 4° в гомогенизаторе Potter-Elvehjem 
с тефлоновым пестиком. В дальнейшем неразрушенные фрагменты обрабатывали 
ультразвуком на аппарате „Лора-Дон" с амплитудой колебания рабочего инстру-
мента-волновода 30 ± 10 мкм в три приема по 30 с при 4° с интервалом в 1 мин. 
В качестве экстрагирующего и стабилизирующего реагента применяли 0.25 М 
раствор сахарозы. Новорожденных личинок трихинелл разрушали только ультра-
звуком. Концентрацию белка в гомогенатах трихинелл определяли по методу 
Лоури (Lowry, 1951). 

Для выявления факторов патогенности использовали как цельные гомогенаты 
трихинелл, так и отдельные белковые зоны, полученные после проведения пре-
паративного электрофореза в 10 %-ном полиакриламидном геле (Davis, 1964). 
После проведения электрофореза гелевую пластину разделяли условно на пять 
белковых зон согласно величине электрофоретической подвижности (Rf). Экстрак-
цию белков из геля проводили 5 мМ раствором NaHC03. Растворы белков лио-
фильно высушивали. Для определения состава и молекулярной массы белков, 
входящих в отдельную белковую зону, аликвоту исследуемого раствора белка 
(25-50 мкл) повторно разделяли электрофорезом в 10%-ном полиакриламидном 
геле с додецилсульфатом натрия по методу Лемли (Laemmli, 1970). Параллельно 
исследуемым пробам в гель вносили пробу с набором из шести белков-маркеров 
Pharmacia, Швеция) с известной молекулярной массой от 14.4 до 94 кДа. 

Для исследования адгезивной активности у трихинелл применяли методику 
Брилис и др. (1986). В качестве клеток макроорганизма были выбраны нативные 
и формалинизированные эритроциты барана, энтероциты слизистой тонкого 
кишечника крыс и фибробласты крысиных эмбрионов. 

Выделение белков, обладающих гемагглютинирующей активностью, из экстра-
кта трихинелл осуществляли двумя методами: аффинной хроматографией с ис-
пользованием в качестве сорбента N-ацетилгалактозаминилсефарозы и препара-
тивным электрофорезом в 10 %-ном полиакриламидном геле в трис-глициновой 
буферной системе, рН 8.6. Наличие гемагглютинирующей активности в выделен-
ных белках трихинелл определяли по реакции гемагглютинации, а антигенные 
свойства гемагглютинирующих белков трихинелл - реакцией торможения гемаг-
глютинации сыворотками здоровых и больных гельминтозами людей. 

Определение гиалуронидазной активности в белковых экстрактах и осадке 
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тканевых фрагментов из гомогенатов трихинелл осуществляли по методу Ермо-
линой (1986), нейраминидазной активности по методу Уоррен (Warren, 1959) в мо-
дификации Черновой и др. (1987). Исследование цитотоксической активности 
белков трихинелл проводили в условиях in vitro на двух клеточных тест-мишенях: 
первая - нативные эритроциты барана или кролика в конечной концентрации 
0.33 %, процент лизиса клеток учитывали по методу Хонда и Финкельштейн 
(Honda, Finkelstein, 1979); вторая — спленоциты крысы в концентрации 1 х 106/мл 
среды, степень лизиса которых определяли по методу Радьковой и др. (1991). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Адгезивная активность трихинелл. В результате исследования адгезивных 
свойств трихинелл было установлено, что к поверхности инвазионных личинок 
и половозрелых особей трихинелл прилипали клетки всех трех исследуемых 
видов. Полностью отсутствовало прилипание клеток к поверхности новорожден-
ных личинок трихинелл. 

Использование аффинной хроматографии на иммобилизованном N-ацетил-
галактозамине дало возможность выделить из гомогенатов половозрелых особей 
и инвазионных личинок трихинелл две формы гамагглютинирующих N-ацетил-
галактозаминидаз. 

Применение препаративного электрофореза для разделения белкового экст-
ракта трихинелл позволило выявить белковую фракцию с электрофоретической 
подвижностью, равной 0.9, которая обладала наиболее высокой гемагглютини-
рующей активносгью в сравнении с остальными белковыми фракциями. Данная 
белковая фракция состоит из двух белков с м. м. 14.4 и 36-38 кДа. Величина мини-
мальной концентрации белка в этой фракции, выделенной из белкового экстракта 
инвазионных личинок и вызывающая 50 %-ную агглютинацию 0.33 %-ных форма-
линизированных эритроцитов барана, составила 200 мкг/мл, а для половозрельхх 
особей трихинелл - 100 мкг/мл. Из тестированных моно-, диаминосахаров и сиало-
вой кислоты, активность гемагглютинина трихинелл ингибировали только 50-
100 мМ растворы галактозы, N-ацетилгалактозамина и N-ацетилнейраминовой 
кислоты. 

Учет результатов реакции торможения гемагглютинации с использованием 
гемагглютинина трихинелл показал его выраженную специфическую антигенность. 
Из 15 сывороток от больных трихинеллезом 6 вызвали торможение агглютинации 
в разведении 1:8,4— в разведении 1:4, остальные (5) дали отрицательный резуль-
тат. Торможения гемагглютинации не наблюдали ни с одной из 15 сывороток боль-
ных с другими гельминтозами (описторхоз, гименолепидоз, тениаринхоз, аскари-
доз, стронгилоидоз). 

Гиалуронидазная активность. Результаты исследований показали наличие 
гиалуронидазной активности как у водорастворимых белков, так и в осадке 
тканевых фрагментов половозрелых трихинелл, величина ее составила 30 ±2.5 
и 33 ±1.5% (усл. ед.) соответственно. У инвазионных личинок трихинелл гиа-
луронидазная активность выявлялась только в осадке тканевых фрагментов 
(39 ±1.7%). 

Нейраминидазная активность была обнаружена у белков из гомогената 
половозрелых особей трихинелл 6-дневного возраста. В опытах по выявлению 
нейраминидазы в составе пяти белковых зон экстракта половозрелых трихинелл 
было установлено, что нейраминидазной активностью обладали только белки из 
5-й зоны с Rf 0.93. В состав 5-й белковой зоны входят две фракции с м. м. 10 и 
14.4 кДа. Активность нейраминидазы для этих белков составила 25.4 ±0.56 мкг 
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N-ацетилнейраминовой кислоты/мкг белка, т. е. величина ее примерно в 80 раз 
выше величины общей нейраминидазной активности в белковом экстракте поло-
возрелых трихинелле 

В белковом экстракте инвазионных личинок трихинелл не^удалось обнару-
жить нейраминидазную активность при содержании белка в пробе 500 ± 1 мкг. 
Дальнейшее увеличение количества белка для исследования ферментативной 
активности посчитали нецелесообразным, по этой же причине не проводили иссле-
дований по выявлению нейраминидазы среди белков новорожденных личинок 
трихинелл. 

Цитотоксическая активность. Результаты исследования по выявлению эритро-
цитотоксической (гемолитической) активности среди белков трихинелл показали, 
что количество белка из экстракта половозрелых особей трихинелл 6-дневного 
возраста, вызывающее 100 %-ный гемолиз эритроцитов барана или кролика, соста-
вило в среднем 140 мкг, а из экстракта инвазионных личинок трихинелл -
1400 мкг. При исследовании отдельных белковых зон экстракта половозрелых 
трихинелл, эритроцитотоксическая активность была выявлена в белках 2-й и 
4-й белковых зон, имеющих Rf 0.35 и 0.9 соответственно. В состав этих двух белко-
вых зон входят белки, являющиеся как общими (м. м. 36-38 кДа), так и специ-
фичными либо для 2-й зоны, либо для 4-й. При этом абсолютная величина массы 
белка, вызывающая 100 %-ный гемолиз эритроцитов, составила в среднем 12 мкг 
для белка из 2-й зоны и 9 мкг для белка из 4-й зоны, т. е. на порядок ниже вели-
чины белка из цельного экстракта половозрелых особей трихинелл. 

Результаты спленоцитотоксического теста (СЦТ-тест) с белковыми экстрак-
тами из гомогенатов инвазионных, новорожденных личинок и половозрелых 
особей трихинелл показали, что экстракты белка из гомогенатов инвазионных 
личинок и половозрелых особей трихинелл 3- и 6-дневного возраста вызывали 
лизис спленоцитов (величина токсичности составила 40-50 %). Количество белка 
в исследуемых пробах в обоих случаях составило 100 ±1 мкг. Цитотоксичность 
не была обнаружена в опытах с иснользованием белкового экстракта новорожден-
ных личинок трихинелл, полученного от 450 тыс. особей (примерно 50-70 мкг 
белка). 

Для выяснения более точного распределения белков, обладающих СЦТ-актив-
ностью, в составе белкового спектра инвазионных личинок и половозрелых осо-
бей трихинелл были поставлены опыты на СЦТ-тест с отдельными белковыми 
зонами из цельных экстрактов. Анализ кривых зависимости токсичности белков 
из отдельных зон от величины исследуемого белка позволил выявить следующие 
закономерности (рис. 1). 

Во-первых, первоначальная доза исследуемых белков - 2 мкг - обладала ток-
сичностью, величина которой составила в среднем 45 % для белков из всех 4 зон 
экстрактов как половозрелых особей, так и инвазионных личинок трихинелл. 
Только для белков из 2-й и 3-й зон экстракта половозрелых трихинелл 6-дневного 
возраста величина токсичности составила всего в среднем 6.7 и 8.5 % соответст-
венно. 

Во-вторых, при увеличении первоначальной дозы исследуемых белков вдвое 
(4 мкг) величина токсичности также возросла относительно первоначальных вели-
чин, но имела значительные колебания для белков из разных белковых зон 
экстрактов трихинелл. 

В-третьих, увеличение дозы исследуемого белка от 4 до 16 мкг и выше не 
вызывало значительного изменения величин токсичности. В большинстве случаев 
эта величина оставалась на уровне токсичности для дозы 4 мкг по белку или 
незначительно увеличивалась, или, уменьшалась, т. е. наблюдали насыщение 
токсин-субстратного комплекса. 

В-четвертых, наибольшей токсичностью обладали белки из 1-й и 4-й зон 
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Рис. 1. Зависимость величины токсичности отдельных белковых фракций из гомогенатов три-
хинелл от дозы исследуемого белка. 

А—Г - белковые фракции: белковые фракции из гомогената инвазионных личинок (2), половозрелых 
особей — 3-й день после заражения (-2), половозрелых особей — 6-й день пссле заражения (3). 

Fig. 1. The dependence of a toxic rate of certain protein fraction from homogenates of the trichinella 
upon a dose of proteines examined. 

экстракта всех исследуемых гомогенатов трихинелл. В состав белков 1-й и 4-й зон 
экстракта этих двух форм развития трихинелл входят кроме индивидуальных 
белков и группа белков с м. м. 36-38 кДа. 

Результаты опытов по нейтрализации спленоцитотоксической активности бел-
ков из 1-й и 2-й зон экстракта половозрелых особей трихинелл 3-дневного возраста 
сывороткой от больных трихинеллезом или эхинококкозом выявили относитель-
ную антигенную специфичность исследуемых белков. Сыворотка от трихинеллез-
ных больных в разведении 1:1000 нейтрализовала на 100% токсическую актив-
ность белка из 1-й зоны и снижала на 50 % для белка из 2-й зоны. Сыворотка от 
больных эхинококкозом нейтрализовала белок из 1-й и 2-й зон на 40 и 20% 
соответственно. 

В результате проведенных исследований впервые в составе водорастворимых 
и кутикулярных белков Т. spiralis обнаружены белковые фракции, обладающие 
нейраминидазной, гиалуронидазной, гемагглютинирующей или цитотоксической 
активностью. Наличие выявленных активных биомолекул в организме трихинелл 
можно связать с участием их в процессе возникновения и развития данного 
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Рис. 2. Распределение факторов патогенности 
в белковом спектре инвазионных личинок и поло-
возрелых особей Г. spiralis в зависимости от моле-

кулярой массы. 

Fig. 2. The distribution of pathogen factors in the pro-
tein spectrum of the invading larvae and adults of 

T. spiralis upon molecule mass. 

заболевания, т. e. охарактеризовать как 
следующие факторы патогенности (рис. 2): 
адгезины (гем- и цитоагглютинины), отве-
чающие за прикрепление трихинелл к клет-
кам тканей и органов; гиалуронидаза и 
нейраминидаза - факторы инвазивности; 
цитотоксины (эритро- и спленоцитолизикы), 
оказывающие токсическое действие на 
организм инвазированных животных или 
человека. Вышеперечисленные факторы па-

тогенности выявляются у инвазионных личинок и половозрелых особей Т. spiralis. 
У новорожденных личинок трихинелл факторы патогенности не удалось обнару-
жить используемыми в данной работе методами. По-видимому, наличие или 
отсутствие отдельных факторов патогенности у разных стадий развития трихинелл 
генетически детерминировано. 

Среди растворимых белков Т. spiralis особый интерес представляет группа 
белков с м. м. 36-38 кДа, обладающих гемагглютинирующей и цитотоксической 
активностью. Гемагглютинин и цитотоксины трихинелл обладают антигенной спе-
цифичностью, что указывает на перспективность их использования для серологи-
ческой диагностики трихинеллеза. 

Обнаружение у инвазионных и половозрелых особей Т. spiralis биологически 
активных макромолекул, оказывающих те или иные воздействия на организм 
хозяина, позволяет представить в порядке обсуждения гипотетическую модель 
участия этих факторов патогенности в развитии инвазии в зависимости от фазы 
развития данного гельминта в организме хозяина. 

Из данных литературы известно, что инвазионная личинка трихинелл способна 
активировать систему комплемента, что в свою очередь провоцирует развитие 
воспалительных реакций в слизистой оболочке тонкой кишки, тем самым спо-
собствуя имплантации в нее трихинелл (Озерецковская и др., 1985). Мигрирующие 
(юные) личинки не обладают такой способностью, что позволяет им беспрепятст-
венно циркулировать по кровотоку. Этот факт наводит на мысль о том, что по-
верхностная оболочка этих двух форм развития трихинелл обладает разными 
свойствами за счет разного состава формирующих ее белков. И действительно, как 
показали результаты данного исследования, инвазионные личинки в отличие от 
новорожденных обладают адгезинами и ферментом гиалуронидазой. Можно пред-
положить, что прикрепление инвазионной личинки к слизистой тонкого кишеч-
ника происходит за счет взаимодействия ее поверхностных адгезинов с микровор-
синками кишки, а затем в работу вступает гиалуронидаза, обнаруженная в составе 
кутикулярных белков инвазионных личинок и половозрелых особей трихинелл. 
Данный фермент, расщепляя гиалуроновую кислоту, входящую в состав строи-
тельного элемента соединительнотканных структур, обеспечивает проникновение 
и внедрение инвазионной личинки в стенку кишки. 

К третьему дню от момента инвазии личинки трихинелл превращаются в поло-
возрелые особи. К концу первой недели после заражения оплодотворенные самки 
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трихинелл начинают массовое отрождение личинок, которые из кишечника миг-
рируют через лимфу в кровь и далее в поперечно-полосатую мускулатуру. Процесс 
отрождения личинок происходит на границе крипт или ворсинок, или у основания 
ворсинок слизистой тонкой кишки (Harari, Castro, 1988; Monib е. а., 1988). Дальней-
шему проникновению новорожденных личинок в систему лимфо- и кровотока 
могут способствовать выявленные у половозрелых особей трихинелл фермент 
нейраминидаза и цитотоксины, в результате действия которых может происходить 
деполимеризация мембранных структур клеток, частичное разрушение микро-
ворсинок, что и открывает путь новорожденным личинкам к распространению 
в организме хозяина. 

К периоду массового отрождения трихинелл в организме больнош появля-
ются специфические антитела, однако реакция на антигены трихинелл подавлена 
метаболитами зрелых паразитов. Это обеепечивает новорожденным личинкам воз-
можность циркуляции по кровеносному руслу и проникновению в мышцы. 
К концу второй, на третьей неделе в организме больного накапливается доста-
точно высокий уровень специфических антител, иммуносупрессивная активность 
кишечных трихинелл ослабевает и возникают бурные аллергические реакции, 
сопровождающиеся активацией системы комплемента, гемокоагуляционными 
сдвигами и т. д. Эти реакции сопровождаются также возникновением клеточных 
инфильтратов в мускулатуре, из которых в дальнейшем формируется фиброзная 
капсула личинки (Березанцев, 1974). Выявленные у инвазионных (мышечных) 
личинок трихинелл гиалуронидаза и цитолизины могут, по-видимому, своим воз-
действием на миофибриллы способствовать их распаду. В рузультате этого резко 
возрастает число свободных рибосом и полисом, гипертрофируется эндоплазмати-
ческая сеть и митохондрии. Все эти освобожденные рибосомы и полисомы, веро-
ятно, и принимают участие в формировании вокруг личинки трихинелл капсулы, 
которая возникает уже к 10-му дню после внедрения личинки в мышечное во-
локно (Оксов, 1991; Jasmer, 1990) и окончательно формируется к 5-6-й неделе 
после заражения. 

Таким образом, в патогенезе трихинеллеза выявленные факторы патогенности 
у трихинелл могут занимать вполне определенное место в зависимости от фазы 
развития данного гельминта в организме хозяина. Для расшифровки патогенеза 
трихинеллеза на молекулярном уровне представляется целесообразным продол-
жить исследования по биохимической и иммунологической идентификации выяв-
ленных факторов патогенности трихинелл и определению локализации и струк-
туры взаимодействующих с ними клеточных рецепторов. Решение этих вопросов 
позволит разработать новые подходы к поиску лекарственных средств, ингиби-
рующих механизмы взаимодействия ферментов и метаболитов трихинелл с орга-
низмом хозяина. 
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А STUDY OF PATHOGENIC FACTORS IN DIFFERENT STAGES 
OF ТНЕ NEMATODE TRICHINELLA SPIRALIS 
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SUMMARY 

The study of water soluble proteins of Trichinella spiralis has discovered for the first time some 
protein fractions having neiraminedase, haemagglutinative and cytotoxic activities. The presence of 
hyaluronidase was confirmed and its activity both for water soluble and cuticle proteins of the trichinella 
was examined. The haemagglutinin and cytotoxin of the trichinella have an antigen specificity. The pre-
sence of active molecules is considered as the factors of pathogenity. These pathogenic factors were 
discovered in the invading larvae and adult trichinella, while they were not found in young larvae. 


