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Резюме. Альфа-1-кислый гликопротеин (орозомукоид) – полифункциональный белок семейства 
липокалинов альфа-2-глобулиновой фракции плазмы крови, относящийся к группе реактантов ост-
рой фазы. В настоящей работе изучено влияние различных доз орозомукоида на секрецию интерлей-
кинов IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4 мононуклеарными клетками периферической крови здоровых доноров. 
Мононуклеары выделяли методом градиентного центрифугирования и инкубировали с орозомуко-
идом в дозах 250 мкг/мл, 500 мкг/мл и 1000 мкг/мл (малая, средняя и большая доза соответственно)  
в течение 24 часов, после чего определяли содержание цитокинов методом иммуноферментного ана-
лиза. Продукция IL-1β и IL-4 под влиянием орозомукоида увеличивалась, а продукция IL-3, напро-
тив, тормозилась. Продукция IL-2 изменялась неоднозначным образом: угнеталась под воздействием 
малых доз и увеличивалась под влиянием средних и высоких доз орозомукоида. Эффект альфа-1-кис-
лого гликопротеина на продукцию IL-2, IL-3 и IL-4 носил дозозависимый характер. Таким образом, 
установлено, что орозомукоид изменяет секрецию IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4 мононуклеарами перифе-
рической крови.

Ключевые слова: альфа-1-кислый гликопротеин, цитокины, мононуклеары.
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Influence of alpha-1-acId glycoproteIn upon productIon of cytokInes  

by perIpheral blood mononuclears 
abstract. Alpha-1-acid glycoprotein (orosomucoid) is a multifunctional acute phase reactant belonging 

to the family of lipocalines from plasma alpha-2 globulin fraction. In present study, we investigated dose-
dependent effects of orosomucoid upon secretion of IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4 by mononuclear cells from 

venous blood of healthy volunteers. Mononuclear cells 
were separated by means of gradient centrifugation, 
followed by incubation for 24 hours with 250, 500, or 
1000 mcg of orosomucoid per ml RPMI-1640 medium 
(resp., low, medium and high dose). The levels of 
cytokine production were assayed by ELISA technique. 
Orosomucoid-induced secretion of IL-1β and IL-4 was 
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Введение
Белки острой фазы представляют собой на-

иболее древний в филогенетическом аспекте 
компонент системы иммунобиологического 
надзора и иммунного гомеостаза в организ-
ме. В настоящее время к этой группе относят 
более 30 различных белков [3]. Значительная 
часть белков острой фазы образуется в гепа-
тоцитах и макрофагах под влиянием глюко-
кортикоидов, IL-1 и IL-6 в ответ на действие 
повреждающих факторов различного генеза. 
Представителем семейства острофазовых бел-
ков является альфа-1-кислый гликопротеин 
(КГП, орозомукоид, серомукоид) – отрица-
тельно заряженный кислый гликопротеин се-
мейства липокалинов с молекулярной массой 
44100 Da [13, 16]. Концентрация КГП в плазме 
возрастает в 2-4 раза через 24 часа после пов-
реждающего воздействия, что позволяет от-
нести его к группе белков острой фазы второго 
эшелона [14]. Интерес к КГП обусловлен ши-
роким спектром функциональной активности 
белка. Показано, что КГП оказывает влияние 
на функциональное состояние эндотелия, 
клеток крови, гемореологические параметры, 
проявляет антиоксидантные и антиапоптоти-
ческие свойства [4, 7, 12, 17, 19]. Кроме этого, 
КГП участвует в механизмах неспецифичес-
кой и специфической резистентности. Уста-
новлено, что КГП ингибирует миграцию лей-
коцитов и продукцию кислородных радикалов 
фагоцитами [8, 15], тормозит активацию ком-
племента по альтернативному пути [21], спо-
собен как стимулировать, так и подавлять про-
лиферативный ответ лимфоцитов [5]. Многие 
из отмеченных свойств КГП могут быть опос-
редованы его влиянием на синтез цитокинов, 
вмешательством и непосредственным учас-
тием КГП в цитокиновой регуляторной сети. 
В частности, изменения функциональной 
активности фагоцитов могут быть вызваны 
IL-1, изменения пролиферации лимфоцитов 
и реализации ключевых событий клеточного 
и гуморального звеньев иммунитета зависят 
от IL-2 и IL-4. Проводимые в настоящее вре-
мя исследования на кафедре патофизиологии 
ЧелГМА позволили установить регуляторный 

характер влияния КГП на количественный со-
став клеток периферической крови в условиях 
нормы и патологии, что может быть опосре-
довано мультипотентными гемопоэтическими 
эффектами IL-3. 

Цель работы – исследовать в условиях in vitro 
влияние КГП на продукцию IL-1β, IL-2, IL-3  
и IL-4 в культуре мононуклеарных клеток.

Материалы и методы
Работа выполнена с использованием цель-

ной крови 40 практически здоровых людей-
доноров Челябинской областной станции 
переливания крови в возрасте 18-55 лет. Пери-
ферическую кровь забирали из локтевой вены 
в асептических условиях, в качестве антико-
агулянта использовали гепарин в количестве  
50 ЕД/мл крови.

Мононуклеарные клетки выделяли из све-
жей гепаринизированной крови доноров в гра-
диенте плотности урографина-фиккола [11].  
Для формирования среды плотностью 1,077 г/см3  
использовали 9% (масса/объем) раствор фи-
колла-400 («ДиаМ», Москва) и 60% офици-
нальный урографин («Schering», Германия). 
Полученную клеточную взвесь трижды отмы-
вали средой RPMI-1640 («ПанЭко», Москва) 
и готовили суспензию с концентрацией кле-
ток 2×106/мл. Клетки культивировали в 96-лу-
ночных планшетах без добавления каких-либо 
митогенов во влажной атмосфере с 5% СО2  
в течение 24 ч при 37°С. В качестве питатель-
ной среды для клеток использовали RPMI-1640 
с добавлением 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки и 80 мкг/мл гентамицина. Каждую 
пробу мононуклеарных клеток культивирова-
ли как в присутствии КГП (опытная группа, 
КГП растворяли в среде RPMI-1640), так и без 
него (контрольная группа, с добавлением эк-
вивалентного количества среды RPMI-1640). 
Продукция цитокинов мононуклеарами в кон-
трольной пробе принималась за 100%, исходя 
из этого, рассчитывалось значение в опытной 
пробе. Нами использован КГП в форме препа-
рата «Орозин» (производства Челябинской об-
ластной станции переливания крови), любезно 
предоставленный кафедрой биохимии ЧелГМА.  

increased, whereas IL-3 secretion was inhibited. IL-2 production was suppressed at low doses of orosomucoid, 
and stimulated at medium and high doses. The effect of alpha-1-acid glycoprotein upon production of IL-2, 
IL-3 and IL-4 was dose-dependent. Hence, these data indicate that orosomucoid is capable of modifying IL-
1β, IL-2, IL-3, and IL-4 secretion by blood mononuclear cells. (Med. Immunol., 2007, vol. 9, N 1, pp 47-52)
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Согласно технологии, препарат получали из отхо-
дов производства альбумина [2]. КГП использо-
вали в концентрациях 1000 мкг/мл, 500 мкг/мл,  
250 мкг/мл, что составляет 100%, 50%, 25%  
от его физиологического уровня в сыворот-
ке соответственно. В супернатантах клеточ-
ных культур определяли содержание цито-
кинов методом иммуноферментного анализа  
на «Multiscan plus» («Labsystems», Финляндия) 
при длине волны 450 нм и выражали в пкг/мл. 
Для определения IL-2 и IL-3 использовали тест-
системы фирмы «Протеиновый контур» (ГНЦ 
НИИ ОЧБ, Санкт-Петербург), серия 201006  
и 230806 соответственно. Для определения 
IL-1β и IL-4 – тест-системы «Цитокин» (ГНЦ 
НИИ ОЧБ, Санкт-Петербург), серия 271006  
и 051 соответственно. Полученные данные об-
рабатывали методами вариационной статис-
тики с использованием пакета прикладных 
программ «Statistica v. 6.0 for Windows» [1, 6]. 
Проверку статистических гипотез в группах 
проводили с использованием непараметричес-
кого парного критерия Вилкоксона. Отличия 
считали статистически значимыми при р < 0,05. 
Для оценки силы влияния фактора использова-
ли однофакторный дисперсионный анализ. Для 
анализа дозозависимого эффекта КГП приме-
няли метод непараметрического корреляцион-
ного анализа Спирмена.

Результаты
Результаты исследований представле-

ны в таблице. Установлено, что КГП в низких  
и средних концентрациях (250 кг/мл, 500 мкг/
мл) увеличивает продукцию IL-1β мононукле-
арными клетками. Причем, наиболее значи-

тельный прирост количества IL-1β отмечен на 
дозе КГП 250 кг/мл. Максимальная доза КГП 
(1000 мкг/мл) не оказывала статистически зна-
чимого влияния на синтез IL-1β. Дисперси-
онный однофакторный анализ позволил уста-
новить, что влияние КГП на продукцию IL-1β 
может составить (р < 0,05) не менее 31,14%  
и не более 82,78% от общего влияния всей суммы 
факторов. Однако дозозависимый характер вли-
яния КГП на продукцию IL-1β отсутствует (ко-
эффициент корреляции Спирмена R = –0,19 при  
р = 0,43).

КГП оказывал неоднозначное влияние на 
продукцию мононуклеарными клетками IL-2:  
в высоких концентрациях (1000 мкг/мл и 500 мкг/
мл) – стимулировал, в низких (250 мкг/мл) – по-
давлял. Таким образом, КГП может включать-
ся в регуляцию клеточного звена иммунитета с 
возможностью его стимуляции или подавления  
в зависимости от исходной концентрации бел-
ка в среде. По данным однофакторного диспер-
сионного анализа, влияние КГП на продукцию 
IL-2 составляет (р < 0,05) не менее 43, 15% и не 
более 85,77% от общего влияния всей суммы 
факторов. Причем, установлена прямая поло-
жительная корреляция влияния КГП от его дозы 
(коэффициент корреляции Спирмена R = 0,69 
при р < 0,001).

Что касается влияния КГП на продук-
цию IL-4, то только доза 1000 мкг/мл (100% 
от физиологической концентрации) статис-
тически значимо усиливала синтез его в куль-
туре мононуклеарных клеток, в других кон-
центрациях этот эффект КГП проявлялся на 
правах тенденции. Дисперсионный однофактор-
ный анализ позволил установить, что влияние 
КГП на продукцию IL-4 может составить (р < 0,05)  

Таблица. Влияние КГП на ПродуКцию циТоКиноВ мононуКлеарами (% оТ КонТрольной ГруППы, м±m)

Цитокин/доза КГП IL-1β IL-2 IL-3 IL-4

Контроль 
(n = 7)

100 100 100 100

250 мкг/мл 
(n = 7)

198,06±31,95 
р < 0,05

72,02±11,11 
р < 0,05

194,09±102,16 111,22±18,97

500 мкг/мл 
(n = 7)

134,62±19,29 
р < 0,05

218,24±36,68 
р < 0,05

46,65±25,45 121,05±11,49

1000 мкг/мл 
(n = 7)

78,44±12,42 243,65±39,06 
р < 0,05

4,11±2,34 
р < 0,05

147,70±17,33 
р < 0,05

примечание: р – показатель различия с контрольной группой по критерию Вилкоксона.
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не менее 14,33% и не более 41,39% от общего 
влияния всей суммы факторов. Кроме этого, 
влияние КГП напрямую зависело от его кон-
центрации в среде культивирования мононукле-
арных клеток (коэффициент корреляции Спир-
мена R = 0,57 при р = 0,009). Поскольку IL-4 
является сигналом пролиферативной активнос-
ти для В-лимфоцитов, можно с определенной 
долей вероятности констатировать, что КГП в 
физиологических концентрациях способен ока-
зывать стимулирующий эффект на гуморальный 
иммунный ответ. 

Установлено, что КГП существенно сни-
жал продукцию IL-3 мононуклеарами, в дозе 
1000 мкг/мл отмеченный эффект имел статис-
тическую значимость, а продукция IL-3 умень-
шалась до 4,11% от исходного уровня. Причем, 
собственный вклад КГП составляет, по дан-
ным дисперсионного однофакторного анализа,  
(р < 0,05) не менее 18,33% и не более 44,11%  
от общего влияния всей суммы факторов.  
В данном случае имел место дозозависимый ха-
рактер влияния КГП на продукцию IL-3 (ко-
эффициент корреляции Спирмена R = –0,67  
при р < 0,001). 

Итак, результаты проведенного исследова-
ния позволили установить факт влияния КГП 
на продукцию IL-1, IL-2, IL-3, IL-4 мононук-
леарными клетками периферической крови. 
Показано, что КГП стимулирует продукцию 
IL-1, IL-2, IL-4 мононуклеарами, но подавляет 
синтез IL-3.

Обсуждение
Полученные результаты согласуются с неко-

торыми данными других исследователей. Так, 
Boutten A. et al. показали, что КГП в дозе 250 
мкг/мл – 500 мкг/мл усиливает синтез IL-1, IL-6  
и TNF человеческими моноцитами, альвео-
лярными и перитонеальными макрофагами,  
но только в присутствии липополисахарида  
E. coli [10]. В то же время, Su S.J. et al. опроверга-
ют факт опосредованной стимуляции моноцитов 
КГП и сообщают о его способности самостоя-
тельно увеличивать продукцию TNF человечес-
кими моноцитами [20]. Кроме этого, КГП повы-
шает продукцию перитонеальными макрофагами 
фактора, ингибирующего активность IL-1 [9]. По 
всей видимости, это отражает феномен отрица-
тельной обратной связи на уровне аутокринной 
и паракринной регуляции продукции IL-1 клет-
ками.

Необходимо отметить, что в самих лейкоци-
тах, в частности, моноцитах и лимфоцитах, про-
исходит синтез КГП. IL-1β и TNF при введении 
их в культуру мононуклеаров через 18-24 часа 
вызывают экспрессию мРНК, ответственной за 
синтез КГП [18]. Таким образом, можно выска-
зать предположение о том, что КГП является не 
только самостоятельным регулятором продукции 
цитокинов мононуклеарами периферической 
крови, но и замыкает circulus vitiosus в системе 
повреждающий фактор – лейкоциты – печень 
– белки острой фазы – лейкоциты в рамках ост-
рофазового ответа.

В патофизиологическом аспекте полученные 
результаты могут быть связаны с реализацией 
эффектов КГП в динамике событий ответа ос-
трой фазы. Максимальная концентрация КГП  
в крови наблюдается через 24 часа от воздейс-
твия повреждающего фактора, когда необходи-
ма мобилизация защитных факторов организма. 
В этом ключе КГП через повышение концен-
трации IL-1 может участвовать в преиммун-
ном ответе организма. В частности, увеличи-
вая количество лейкоцитов в периферической 
крови за счет выхода из костномозгового депо  
и демаргинации, стимуляции функциональной 
активности фагоцитирующих клеток, пере-
стройки терморегуляции организма на другой, 
более высокий уровень. Кроме этого, повышая 
концентрацию IL-2 и IL-4, КГП вмешивается 
в реализацию специфических защитных меха-
низмов через активацию и повышение проли-
феративного потенциала иммунокомпетентных 
клеток. 

Ингибирующий характер влияния КГП  
на продукцию IL-3 в ходе рассматриваемой про-
блемы, по-видимому, связан с необходимостью 
уменьшения пролиферативного потенциала 
кроветворных клеток-предшественниц миело-
идного ряда, затухания проявлений острофазо-
вого ответа и включения репаративных механиз-
мов. 

Кроме этого, необходимо учитывать, что 
продуцентами цитокинов являются не толь-
ко мононуклеары периферической крови, но  
и нейтрофилы, эндотелиальные клетки, 
фибробласты и другие, а сами цитокины обра-
зуют регуляторную сеть, в которой отдельные 
элементы обладают синергическим и/или ан-
тагонистическим действием. Поэтому получен-
ные результаты можно лишь с определенной до-
лей вероятности экстраполировать на организм  
в целом.
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Таким образом, влияние КГП на продукцию 
IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4 мононуклеарными клет-
ками периферической крови человека носит раз-
нонаправленный характер и определяется видом 
цитокина и концентрацией КГП.
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