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Резюме. В работе представлены результаты экспериментального изучения регуляторного влия-
ния хелперных фракций нейтрофилокинов на функциональную активность макрофагов в процессе 
формирования противочумного иммунитета. Установлено, что эти фракции содержат биологически 
активные низкомолекулярные пептиды, усиливающие киллинг макрофагов, активирующие слияние 
лизосом с фагосомами в этих клетках, способствующие трансформации моноцитов периферической 
крови в макрофаги и вызывающие перераспределение субпопуляций макрофагов в общем пуле этих 
клеток. При этом хелперный эффект нейтрофилокинов в отношении функциональной активности 
фагоцитов более выражен при вторичном иммунном ответе.
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ImmunobIologIcal actIvIty of regulatory peptIde fractIons synthesIzed 
by neutrophIls, as tested In a macrophage model

abstract. The article presents experimental data on regulatory effect of neutrophilokine helper fractions 
on the macrophage (Mph) functional activity in the course of antiplague immunity formation. It has revealed that 
these fractions content biologically active, low-molecular weight peptides. They stimulate Mph killing activity 
by increasing phagosome-lysosome fusion, thus boosting transformation of monocytes to Mph, and causing 
redistribution of macrophage subpopulations in the total cellular pool. The helper effect of neutrophilokine 
fractions upon functional activity of MPh is more pronounced during secondary immune response. (Med. 
Immunol., vol. 12, N 4-5, pp 305-310)
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Введение
Долгое время считали, что значение нейтро-

филов (Нф) ограничено, главным образом, эф-

фекторной функцией [5, 6]. В начале 90-х годов 
появились публикации, свидетельствующие 
о том, что Нф продуцируют растворимые биоло-
гически активные низкомолекулярные пептид-
ные факторы, способные регулировать функции 
ряда клеток, в том числе и системы мононуклеар-
ных фагоцитов (СМФ) [3]. Эти факторы называ-
ют нейтрофилокинами и относят к гетерогенной 
группе регуляторных пептидов – цитокинам. 

Ранее нами [2] установлено, что Нф экспери-
ментальных животных под действием вакцин-
ного штамма чумного микроба синтезируют пул 
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нейтрофилокинов (НфК), обладающих регуля-
торной активностью в отношении иммуноком-
петентных клеток.

В рамках данной работы мы выделили с по-
мощью гель-хроматографического разделения 
их суммарного пула отдельные фракции нейтро-
филокинов (ФНфК) с целью выявления наибо-
лее активно воздействующих на функциональ-
ные свойства макрофагов.

Материалы и методы
В работе использовали 50 интактных и 50 им-

мунных беспородных мышей массой 15-20 г. Жи-
вотных иммунизировали подкожно вакцинным 
штаммом чумного микроба (ЕV-76) линии НИИ-
ЭГ в дозе 1 млн. микробных клеток (м.к.).

Для получения пула нейтрофилокинов белым 
мышам водили внутрибрюшинно 0,1% раствор 
гликогена на стерильном забуференном физио-
логическом растворе (рН 7,2). Через 4 часа жи-
вотных усыпляли хлороформом, Нф вымывали 
из брюшной полости средой 199, содержащей 
20% сыворотки крови крупного рогатого ско-
та и 5 ед/мл гепарина. В полученном эксудате 
по морфологическим данным Нф составляли 
от 90% до 96%. Жизнеспособность клеток, оце-
ненная в тесте с трипановым синим, составля-
ла 96-98%. Средой 199 доводили концентрацию 
Нф до 106 кл/мл, разливали в пластиковые чаш-
ки Петри по 3 мл и инкубировали при комнат-
ной температуре 1 час. Затем эксудат сливали 
и монослой обрабатывали убитой нагреванием 
при 100 °С 2-х суточной культурой Y.pestis EV, 
выращенной на агаре Хоттингера с кукурузным 
экстрактом при 28 °С (25 м.к. на Нф). Чашки 
помещали в термостат и инкубировали 4 часа 
при 37 С в атмосфере 5% СО2. По окончании 
срока инкубации супернатанты (СН), содер-
жащие комплекс нейтрофилокинов, получали 
центрифугированием культуральных жидко-
стей при 1000 об/мин 10 мин с последующим 
фильтрованием через фильтры с диаметром  
пор 0,22 мкм [5].

Для получения отдельных фракций нейтро-
филокинов проводили гель-хроматографическое 
разделение их суммарного пула на оборудовании 
фирмы LKB (Швеция), состоящем из колонки, 
соединенной с фракционирующим коллекто-
ром и автоматическим самописцем (Uvicord II, 
LKB, Швеция). На колонку с сефадексом G-75 
(Pharmacia), упакованную и уравновешенную 
в соответствии с рекомендациями фирмы-
производителя, с помощью перистальтического 
насоса наносили препарат нейтрофилокинов, 
суспендированных в забуференном фосфата-

ми физиологическом растворе (ЗФР) (рН 7,1), 
из расчета 7-8 мг белка. Элюцию проводили ЗФР 
со скоростью потока 0,8 мл/мин, элюент собира-
ли в пробирки по 15 мл. 

Определение химического состава полученных 
препаратов нейтрофилокинов и их фракций про-
водили по общепринятым методикам. Содержа-
ние белка в препаратах оценивали по методу Lowry 
[13]; количество общих гексоз – реакцией с фено-
лом и серной кислотой [10]; количество суммар-
ных нуклеиновых кислот – по Спирину [7].

Электрофоретическое разделение нейтро-
филокинов проводили в 12%-ном полиакрила-
мидном геле с добавлением 0,1 % додецилсуль-
фата натрия (ДСН-ПААГ) по методу Laemmli 
[12] с окрашиванием раствором Кумасси R-250 
(Serva). Для определения молекулярной массы 
полученных фракций нейтрофилокинов исполь-
зовали белковые маркеры с известной молеку-
лярной массой фирмы Serva.

Постановку реакции фагоцитоза осуществля-
ли по ранее описанной методике [1]. Фагоцитоз 
оценивали по следующим показателям: процен-
ту активных фагоцитов (ПАФ) – отношению ак-
тивных фагоцитов с захваченными микробами 
к числу подсчитанных; фагоцитарному индексу 
ФИ1 и ФИ4 – числу микробов в одном фагоците 
через 1 и 4 ч инкубаций, соответственно; индексу 
завершенности фагоцитоза (ИЗФ) – отношению 
разности между ФИ1 и ФИ4 к ФИ1 и по индексу 
активации киллинга (ИАК), который определя-
ли по формуле: ИАК = ИЗФ0 - ИЗФК, где ИЗФ0 
и ИЗФК соответствуют ИЗФ в опыте (с добавле-
нием нейтрофилокинов) и контроле.

Активность лизосом оценивали в однослой-
ной культуре клеток по их способности вклю-
чать флюоресцирующий краситель акридиновый 
оранжевый [9]. Мазки изучали в люминесцент-
ном микроскопе МБИ-15 (источник света – ртут-
ная лампа ДРШ-250-3, светофильтр ФС-1-4, за-
пирающий фильтр ЖС-18, увеличение 90×10). 
В каждом варианте экспериментов просматри-
вали по 300 клеток в опыте и контроле (с добав-
лением нейтрофилокинов и без них). Учитывали 
процент клеток, содержащих ярко-оранжевые 
гранулы — лизосомы. Количество лизосом в клет-
ках выражали в условных единицах (у.е.) [11].

Действие нейтрофилокинов на дифференци-
ровку клеток СМФ оценивали по их влиянию 
на макрофагальную трансформацию моноци-
тов периферической крови [4]. У подопытных 
животных стерильно брали 0,1-0,2 мл крови 
из хвостовой вены, добавляли 25 ед/мл гепарина 
и сразу вносили в стерильные пенициллиновые 
флаконы под лежащие на дне покровные стекла. 
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Флаконы заполняли 2 мл среды 199, содержащей 
20% сыворотки человека, и нейтрофилокины 
(опыт) или 0,15 М раствор хлорида натрия (кон-
троль), плотно закрывали резиновыми пробками 
и инкубировали при 37 °С в течение 24 ч. По-
кровные стекла промывали в растворе Хенкса, 
фиксировали в смеси Никифорова, окрашивали 
по Романовскому–Гимзе, просматривали 400 мо-
нонуклеаров в световом микроскопе под иммер-
сией и определяли показатель макрофагальной 
трансформации моноцитов (ПМТМ) – процент-
ное содержание Мф в культуре клеток крови по-
сле 24-часовой инкубации in vitro.

Статистическую обработку результатов ис-
следований осуществляли с помощью статисти-
ческих таблиц для экспресс-обработки экспе-
риментального и клинического материала [10]. 
Определяли значения доверительных интерва-
лов L, среднеарифметического М для уровня до-
стоверности Р = 95%.

Результаты
Характеристика выделенных фракций 
нейтрофилокинов

Гель-хроматографическим разделением на ко-
лонке с сефадексом G-75 суммарных пулов НфК, 

полученных от интактных и иммунизированных 
животных, были выделены по 14 фракций ней-
трофилокинов. Проведенный химический ана-
лиз полученных препаратов показал, что сум-
марные пулы и ФНфК не содержали углеводов 
и нуклеиновых кислот, а являлись продуктами 
полипептидной природы. Фракции различа-
лись по количеству входящих в их состав белков: 
от 3,4 мкг/мл до 58,6 мкг/мл. Нами обнаружено, 
что большинство ФНфК, полученных от иммун-
ных животных, по количеству белков превосхо-
дили таковые, выделенные от интактных мышей.

Для определения молекулярных масс (м.м.) 
ФНфК мы провели их электрофоретическое раз-
деление. Обработка окрашенного кумасси голу-
бым ПААГ с помощью лицензионной компьютер-
ной программы Quantity One показала снижение 
м.м. белков, входящих в состав ФНфК, по мере 
увеличения их порядкового номера (от м.м. 85,9 
в 1-й фракции до 9,94 кДа в 14-й фракции).

Регуляторное влияние фракций нейтрофилокинов 
на функциональную активность макрофагов

Исследование регуляторного влияния от-
дельных фракций нейтрофилокинов на фаго-
цитарную активность Мф показало, что погло-
тительная способность Мф при их добавлении 
не изменялась (ПАФ и ФИ1 оставались на уровне 

Таблица 1. Влияние фракций нейТрофилокиноВ на киллерную способносТь макрофагоВ инТакТных 
и иммунизироВанных мышей В оТношении Y. рestis eV

№ фракции Мф интактных мышей Мф иммунных мышей

ИЗФ ИАК ИЗФ ИАК

1 +0,40±0,08 +0,30 +0,60±0,04 +0,18

2 -0,30±0,07 -0,40 -0,10±0,06 -0,52

3 -0,50±0,01 -0,60 -0,22±0,05 -0,64

4 -0,29±0,02 -0,39 -0,09±0,01 -0,51

5 -0,21±0,04 -0,31 0 -0,42

6 -0,11±0,01 -0,21 +0,09±0,01 -0,33

7 +0,31±0,066 +0,21 +0,44±0,02 +0,02

8 +0,25±0,02 +0,15 +0,50±0,07 +0,08

9 -0,9±0,02 -1,0 -0,6±0,08 -1,02

10 -0,51±0,01 -0,61 -0,08±0,02 -0,50

11 +0,59±0,05 +0,49 +0,78±0,03 +0,36

12 +0,68±0,04 +0,58 +0,89±0,01 +0,47

13 +0,58±0,07 +0,48 +0,81±0,02 +0,39

14 +0,15±0,005 +0,05 +0,45±0,06 +0,03

Контроль ИЗФ +0,10±0,05 +0,42±0,02
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контроля). В то же время ряд фракций нейтрофи-
локинов модулировали киллерную активность 
Мф: усиливали (№ 1, 7, 8, 11-14) или ингибирова-
ли ее (№ 2, 3, 6, 9, 10). Интересно, что молекуляр-
ные массы отдельных стимулирующих фракций 
были при этом во много раз ниже молекулярных 
весов ингибирующих (~10 кД и ~80 кД соответ-
ственно) (табл. 1). В дальнейших исследованиях 
мы использовали только объединенные фракции 
со стимулирующим эффектом.

Действие стимулирующих фракций 
нейтрофилокинов на лизосомы макрофагов

Исследование влияния ФНфК на лизосомный 
аппарат Мф свидетельствует о том, что ФНфК, 
выделенные из нейтрофилокинов, синтезиро-
ванных Нф интактных мышей, оказывают слабое 
влияния на лизосомы Мф интактных животных. 
В то же время ФНфК, полученные от иммунных 
мышей, при добавлении к Мф иммунных жи-
вотных обусловливают более выраженное сни-
жение числа лизосомных гранул в одной клетке,  

не влияя на процент клеток, содержащих лизосо-
мы (табл. 2).

Влияние стимулирующих фракций 
нейтрофилокинов на дифференцировку моноцитов 
в макрофаги

Оценка действия стимулирующих ФНфК, вы-
деленных из СН нейтрофилов интактных живот-
ных, на трансформацию моноцитов в Мф пока-
зала, что ФНфК не влияют на ПМТМ в опытах 
как in vivo, так и in vitro. При добавлении их к пе-
риферической крови интактных и иммунных 
мышей in vitro или при внутривенном введении 
интактным и иммунным экспериментальным 
животным in vivo, ПМТМ оставался на уровне 
контроля (табл. 3). Вместе с тем, ФНфК, полу-
ченные из СН нейтрофилов иммунных живот-
ных, in vivo способствуют повышению ПМТМ 
в отношении моноцитов интактных мышей  
в 3 раза. Добавление этих же препаратов к пери-
ферической крови интактных животных in vitro 
не сопровождалось изменением ПМТМ.

Таблица 2. Влияние сТимулирующих фракций нейТрофилокиноВ на лизосомный аппараТ 
макрофагоВ инТакТных и иммунизироВанных мышей

Индукторы нейтрофилокинов Клетки, содержащие лизосомы,% Количество лизосомных гранул, у.е.

Интактные 
мыши 

Иммунные 
мыши

Интактные 
мыши

Иммунные мыши

Y. рestis EV 90±2,6 94±1,8 +2,80±0,2 +2,63±0,4

0,15 М раствор хлорида натрия 
(контроль) 91±1,9 95±1,8 +2,84±0,5 +2,92±0,4

Таблица 3. Влияние сТимулирующих фракций нейТрофилокиноВ, синТезируемых нейТрофилами 
инТакТных и иммунизироВанных жиВоТных, на пмТм инТакТных и иммунных мышей

ФНфК, 
полученные 
от животных

Моноциты 
периферической 

крови мышей
Индукторы нейтрофилокинов

ПМТМ

in vitro in vivo

интактных интактных
Y. рestis EV 18±2,2 22±1,8

0,15 М раствор хлорида натрия 
(контроль) 17±2,6 18±2,4

интактных иммунных
Y. рestis EV 78±3,2 79±3,6

0,15 М раствор хлорида натрия 
(контроль) 72±4,5 72±4,5

иммунных интактных
Y. рestis EV 12±1,7 38±3,2

0,15 М раствор хлорида натрия 
(контроль) 16±2,9 16±2,9

иммунных иммунных
Y. рestis EV 60±2,4 82±2,8

0,15 М раствор хлорида натрия 
(контроль) 62±4,5 72±4,5
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Обсуждение
Ранее нами [2] установлено, что Нф экспери-

ментальных животных под действием вакцин-
ного штамма чумного микроба синтезируют пул 
нейтрофилокинов (НфК), обладающих регуля-
торной активностью в отношении иммунокомпе-
тентных клеток. В рамках данной работы мы вы-
делили с помощью гель-хроматографического 
разделения их суммарного пула на оборудовании 
фирмы LKB (Швеция) отдельные фракции ней-
трофилокинов (ФНфК). Изучение влияния этих 
фракций на киллерную активность макрофагов 
(Мф) позволило выявить фракции, обладающие 
стимулирующим и ингибирующим эффектом. 
В дальнейших исследованиях мы изучали только 
стимулирующие фракции НфК.

Результаты наших исследований показали, 
что изученные нами ФНфК, не оказывая влия-
ния на поглотительную способность Мф, усили-
вают киллинг возбудителя чумы макрофагами, 
полученными как от интактных, так и от иммун-
ных мышей.

Для более полной характеристики ФНфК, об-
ладающих стимулирующей активностью, мы из-
учили их влияние на другие функции Мф.

Результаты изучения их действия на лизо-
сомы Мф, показали, что ФНфК, полученные 
из СН нейтрофилов иммунных животных, вы-
зывают выраженное снижение лизосомных гра-
нул в одной клетке, не влияя на процент клеток, 
содержащих лизосомы, что можно объяснить ла-
билизацией лизосомных мембран, которая имеет 
положительное значение. Такие изменения мем-
бран являются показателем активации обмен-
ных процессов в клетке и защитных механизмов, 
обеспечивающих захват и уничтожение чужерод-
ных агентов с помощью кислых гидролаз и кати-
онных белков лизосом, для чего необходим вы-
ход этих биологически активных компонентов 
из лизосом. Вероятно, для лабилизирующего 
воздействия нейтофилокинов на лизосомную 
мембрану Мф необходима «подготовленность» 
последних, которая развивается в результате им-
мунизации животных вакцинным штаммом чум-
ного микроба. 

Проведенные исследования влияния сти-
мулирующих ФНфК на трансформацию моно-
цитов (Мн) в Мф, свидетельствуют что ФНфК, 
выделенные из СН нейтрофилов иммунных мы-
шей, оказывают позитивное влияние на диффе-
ренцировку Мн в Мф, эффект которого прояв-
ляется только в опытах in vivo при использовании 

интактных животных, что объясняется высоки-
ми значениями этого показателя у иммунных 
мышей. 

Таким образом, полученные нами стимулиру-
ющие фракции нейтрофилокинов содержат био-
логически активные низкомолекулярные пепти-
ды, усиливающие киллинг Мф, активирующие 
слияние лизосом с фагосомами в этих клетках 
и способствующие трансформации моноцитов 
периферической крови в Мф.
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