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Резюме. В моделях in vivo исследовали влияние кверцетина дигидрата (КД) на течение респиратор-
ной аллергии у мышей. Для провокации аллергии вводили сывороточный овальбумин на разных сро-
ках. После введения КД на стадии ОВА-сенсибилизации изменялся баланс T-хелперных цитокинов 
(снижался IL-2 и повышался уровень IFNγ), снижался сывороточный уровень аллерген-специфиче-
ских IgG1, IgE и повышался IgG2a. На стадии провокации респираторной аллергии, за счет внутри-
венного введения КД, уменьшалась воспалительная инфильтрация легочной ткани и изменялся состав 
бронхоальвеолярной лаважной жидкости, снижался уровень IgG1 и IgE на фоне повышения IgG2a.
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Abstract. We have investigated in vivo effects of quercetin dihydrate (QD) upon course of respiratory allergy 
produced in experimental murine model. To provoke allergy, serum ovalbumin (OVA) was injected at different 

Адрес для переписки:
Лаптев Олег Сергеевич
ГБОУ ВПО «Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ
117997, Россия, Москва, ул. Островитянова, 1. 
Тел.: 8 (495) 434-44-92.
Е-mail: xynon@mail.ru

Address for correspondence:
Laptev Oleg S.
Russian National N.I. Pirogov Research Medical University
117997, Russian Federation, Moscow, Ostrovityanova str., 1.
Phone: 7 (495) 434-44-92.
Е-mail: xynon@mail.ru

Образец цитирования: 

А.О. Кенкишвили, Д.З. Албегова, О.С. Лаптев, 
С.И. Павлова, Ж.К. Албегова, И.Г. Козлов «Исследование 
эффектов кверцетина дигидрата в модели ОВА-
индуцированной респираторной аллергии у мышей» // 
Медицинская иммунология, 2017. Т. 19, № 5. С. 629-634.  
doi: 10.15789/1563-0625-2017-5-629-634

© Кенкишвили А.О. и соавт., 2017

For citation: 
A.O. Kenkishvili, D.Z. Albegova, O.S. Laptev,  
S.I. Pavlova, G.K. Albegova, I.G. Kozlov “Study of quercetin 
dihydrate effects in a model of OVA-induced respiratory allergy 
in mice”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2017, Vol. 19, no. 5, pp. 629-634.  
doi: 10.15789/1563-0625-2017-5-629-634

DOI: 10.15789/1563-0625-2017-5-629-634



630

Kenkishvili A.O. et al.
Кенкишвили А.О. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Введение
Исследования, проведенные в последние де-

сятилетия, выявили ключевое значение различ-
ных иммунологических нарушений в механиз-
мах развития или запуска ряда патологических 
состояний. На базе расшифровки «молекуляр-
ного портрета» болезней и синдромов, сфор-
мировалась идеология прицельной (таргетной) 
фармакотерапии, способной селективно кор-
ригировать ключевые звенья патогенеза того 
или иного заболевания. Так, во второй полови-
не XX в. принципиальные изменения произош-
ли в подходах к иммуносупрессивной терапии 
в связи с выявлением молекулярных маркеров 
заболеваний, характеризующихся иммуноагрес-
сией. Разработка высокоселективных и менее 
токсичных иммуносупрессивных средств явля-
ется одним из перспективных направлений этой 
области. 

В медицинской практике средства раститель-
ного происхождения всегда занимали важное 
место. Флавоноиды относятся к полифенольным 
соединениям, обнаруживаемым практически 
во всех высших растениях. Эти вещества облада-
ют широким диапазоном активностей: в системе 
x угнетают разнообразные ферменты животных 
и человека, а in vivo проявляют противовоспали-
тельные, иммунотропные, антиканцерогенные 
и другие эффекты [1, 2]. Изучение механизмов 
действия флавоноидов на молекулярном уровне 
показывает, что некоторые их классы способны 
эффективно ингибировать фосфорилирование, 
а, как следствие, и активацию, ключевых моле-
кул сигнальных путей в клетках. Исходя из этих 
фактов, есть предположение о том, что такие со-
единения могут обладать иммуномодулирующи-
мими свойствами. 

Было доказано, что полифенольные соедине-
ния возможно использовать при бронхиальной 
астме, так как флавоноиды потенцируют изопро-
теренол-индуцированную релаксацию гладкой 
мускулатуры в дыхательных путях [3]. 

Материалы и методы
В нашем исследовании мы рассмотрели вли-

яние кверцетина дигидрата (КД) на течение ре-
спираторной аллергии у мышей. Кверцетина 
дигидрат – порошок желтого цвета, полностью 
растворяется в 96% этаноле, при разбавлении 
дистиллированной водой получается раствор 
желтого цвета без примесей и хлопьев. Молеку-
лярная масса КД – 302 г/моль. 

В экспериментах in vivo исследуемые аген-
ты вводили внутривенно или внутрибрюшинно 
в дозе 10-5 моль/кг в изотоническом растворе на-
трия хлорида с 5% содержанием этанола. Мышам 
контрольной группы вводили соответствующие 
объемы растворителя. 

В исследовании были использованы мыши 
линий Balb/c (самки весом 18-20 г, возраст 8-10 
недель), полученные из питомника РАМН (Крю-
ково, Московская область). Животные содержа-
лись на стандартном пищевом рационе вивария 
при свободном доступе к воде и пище. Экспери-
ментальные группы животных формировали ран-
домизированно по 8 мышей в каждой. В исследо-
вание были включены следующие группы: 

1. Отрицательный контроль (K–) – интактные 
мыши. 

2. Положительный контроль (K+) – группы 
мышей, которые получали объемы растворителя, 
соответствующие исследуемым агентам.

3. (КД1) – группа мышей, которым внутри-
венно вводили кверцетина дигидрата (КД) в дозе 
10-5 моль/кг через 4 и 24 ч после каждой сенсиби-
лизации. 

4. (КД2) – группа мышей, которым вну-
тривенно вводили КД в дозе 10-5 моль/кг за 1 ч 
до каждой провокации.

Продукцию цитокинов оценивали на стадии 
сенсибилизации иммунокомпетентными клетка-
мии, а на эффекторной стадии клеточный состав 
бронхоальвеолярной лаважной жидкости (БАЛ) 
и уровни сывороточных овальбумин (ОВА)-
специфических иммуноглобулинов в подопыт-
ных (КД1, 2) и контрольных группах. 

terms. Following administration of QD at the stage of OVA sensitization, the balance of T-helper cytokines 

was changed (IL-2 was decreased along with increased IFNγ) accompanied by decreased allergen-specific 
IgG1, IgE and increased IgG2a in blood serum. At the stage of boosting the respiratory allergy, intravenous 
administration of QD caused reduction of inflammatory lung infiltration, and composition of bronchoalveolar 
lavage fluid was altered, i.e., IgG1 and IgE showed a decrease, along with higher IgG2a levels.

Keywords: flavonoids, respiratory allergy, immunosuppression
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С целью моделирования аллергии мышей-са-
мок линии Balb/c 3-кратно сенсибилизировали 
внутрибрюшинным введением адсорбированно-
го на корпускулярном носителе (алюминиевые 
квасцы, в качестве адъюванта) куриного ОВА 
(10,0 мкг/мышь, 200 мкл) на 0, 14 и 21 дни экс-
перимента. Затем вводили интрафарингеально 
1% раствор ОВА в стерильном фосфатно-соле-
вом буфере (ФСБ) трехкратно на 29, 31 и 39 дни 
для провокации респираторной аллергии.

Мышей из исследуемых групп выводили 
из опыта через 26 ч после 2-кратной сенсибили-
зации ОВА часть и эксплантировали селезенки. 
В 96-луночные планшеты засевали выделенные 
спленоциты, стимулировали добавлением КонА 
и инкубировали при 37 °С, 100% влажности и 5% 
CO2. Через 24 и 48 ч после инкубации исследо-
вали уровни цитокинов в супернатантах. При 
помощи цитофлуориметрического метода опре-
деляли концентрации IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-10, IL-17, IFNγ, TNFα, GM-CSF.

Для подтверждения возможности влияния КД 
на патогенез аллергии в сыворотке крови мышей 
было необходимо определить уровни аллерген-
специфических иммуноглобулинов: IgE, IgG1 
и IgG2a классов. Для этого через 48 ч после введе-
ния последней разрешающей дозы ОВА у мышей 
под эфирным наркозом забирали кровь пунк-
цией нижней полой вены. Полученную кровь 
оставляли при комнатной температуре до обра-
зования плотного сгустка и центрифугированием 
отделяли сыворотку, которую хранили при -70 °C 
до анализа. Определение содержания овальбумин 
(ОВА)-специфических иммуноглобулинов (IgG1, 
IgG2a и IgE) в сыворотке крови мышей проводи-
ли методом твердофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА). С этой целью 96-луночный им-
мунологический микропланшет для ИФА по-
крывали раствором овальбумина в концентрации 
5 мкг/мл в ФСБ, оставляя на ночь при 4 °С. После 
чего для блокировки участков неспецифической 
сорбции раствор овальбумина заменяли на ФСБ, 
содержащий 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки и инкубировали в течение часа при 4 °С. 
После проведения реакции лунки четырехкратно 
отмывали ФСБ, содержащим 0,25% Твин-20. За-
тем добавляли исследуемую мышиную сыворотку 
в разведении, начиная с 1:250, и после инкубации 
(12 ч) повторно четырехкратно отмывали раство-
ром Твина-20 в ФСБ. Иммобилизованные имму-
ноглобулины класса IgG определяли при помощи 
козьих антител против мышиных IgG1 и IgG2a, 

конъюгированных с пероксидазой хрена, инку-
бируя в течение 1,5 часа при комнатной темпера-
туре. При определении ОВА-специфических IgE 
последовательно добавляли биотинилированные 
козьи антитела против мышиных IgE и коньюгат 
пероксидазы хрена со стрептавидином. На по-
следнем этапе в лунки микропланшета вносили 
по 100 мкл субстратного раствора, содержащего 
тетраметилбензидин и перекись водорода. Фер-
ментативную реакцию проводили в течение 10-15 
мин, останавливая добавлением в каждую лунку 
по 100 мкл стоп-раствора. Результат выражали 
в процентах.

Одновременно с забором крови для получения 
сыворотки через 48 ч после последней ОВА-про-
вокации у мышей проводили БАЛ, которая после 
использовалась для дифференциального под-
счета клеток. Для дифференциального подсчета 
готовили цитологические препараты, которые 
окрашивали и под иммерсионным объективом 
подсчитывали в нескольких полях зрения эози-
нофилы, нейтрофилы, макрофаги/моноциты 
и лимфоциты. В одном препарате анализирова-
ли общее количество клеток (не менее 200-300), 
рассчитывая процентное соотношение каждой 
популяции.

Статистическую обработку результатов про-
водили путем расчета средней арифметической 
и средней ошибки средней арифметической. 
Для оценки достоверности различий использо-
вали t-критерий Стьюдента, разницу считали до-
стоверной при р < 0,05.

На стадии сенсибилизации оценивали цито-
киновый профиль спленоцитов под влиянием 
КД при индукции иммунного ответа. Для это-
го через 26 ч после двукратной сенсибилизации 
ОВА часть мышей из группы КД1 и соответству-
ющей им группы положительного контроля (K+) 
выводили из опыта и эксплантировали селезен-
ки с последующим добавлением КонА. Через 24 
и 48 ч после инкубации исследовали уровни ци-
токинов в супернатантах. Концентрации IL-1, 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, IFNγ, TNFα, 
GM- CSF определяли цитофлуориметрическим 
методом. Пиковые концентрации цитокинов 
определяли к 48 ч инкубации спленоцитов.

Результаты
Как показало исследование, в супернатан-

тах, полученных при инкубации КонА-стиму-
лированных спленоцитов мышей из группы K+, 
определялись IL-2, IL-4, IL-6, IFNγ и TNFα. 
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Внутривенное введение КД в дозе 10-5 моль/кг 

через 4 и 24 ч после сенсибилизации приводило 

к статистически значимым изменениям средних 

значений для IL-2, IL-6 и IFNγ. Средний уровень 

IFNγ в группе КД был значительно выше по срав-

нению с контрольной группой (1025,4±3,5 пг/ мл 

vs 120,5±3,5 пг/мл), был также выше контроль-

ных значений уровень IL-6 (96,5±4,5 пг/мл vs 

95,3±3,7 пг/мл). Напротив, продукция IL-2 

на фоне введения в группе КД (72,6±2,5 пг/мл) 

была ниже, чем в группе K+ (125,6±4,5 пг/мл). 

IL- 17 не определялся в группах K+ и КД. Значи-

мых различий для IL-4 и IFNα не наблюдалось 

в исследуемых группах.

На эффекторной стадии, как говорилось ра-

нее, определяли аллерген-специфические им-

муноглобулины. Результаты определения пред-

ставлены на рисунке 1. В группе положительного 

контроля (K+) средний уровень ОВА-специфи-

ческого IgG1 был значительно выше в сравне-

нии с группой интактных мышей (100,0±7,0% vs 
1,9±1,0%, p < 0,05).

Уровень ОВА-специфического IgG1 как по-
сле сенсибилизации, так и до провокации (КД1 
и КД2) составлял 54,0±3,0% и 58,0±5,0% со-
ответственно, что было достоверно (p < 0,05) 
ниже, чем в группе K+. Среднее значение IgG2a 
в группах KД соответствовало показателю оп-
тической плотности КД1 – 150,0±4,0%, КД2 – 
146,0±2,0%.

На фоне терапии КД значение IgE также из-
менялось. После сенсибилизации в группе КД1 
снижался уровень IgE: 71,0±4,0% (p < 0,05), 
в группе КД2 замечалась выраженная, но стати-
стически недостоверная тенденция к снижению 
этого показателя по сравнению с контрольным 
уровнем 87,5±6,0%.

Клеточный состав БАЛ определяли на эффек-
торной стадии. В сравнении с группой отрица-
тельного контроля (K–) абсолютное количество 
клеток БАЛ было значимо больше в группе по-

Рисунок 1. Уровни (в процентах) сывороточных 
аллерген-специфических иммуноглобулинов через 
48 ч после последней провокации мышей с ОВА-
индуцированной респираторной аллергией
Примечание. K– – интактные мыши. K+ – положительный 
контроль. КД1 – введение кверцетина дигидрата через 4 и 24 ч 
после сенсибилизации. КД2 – введение кверцетина дигидрата 
за 1 ч до провокации. Достоверные изменения по отношению 
к положительному контролю (p < 0,05).
Figure 1. Levels of serum allergen-specific immunoglobulins 
48 hours after the last challenge of mice with OVA-induced 
respiratory allergy (per cent)
Note. K– , intact mice; K+, positive control. QD1, administration of 
quercetin dihydrate at 4 and 24 h after sensitization. QD2, introduction 
of quercetin dihydrate for 1 h before challenge. Significant changes 
with respect to positive control (p < 0.05).

Рисунок 2. Долевое распределение эозинофилов (Эо), 
макрофагов (Мф), нейтрофилов (Нф) и лимфоцитов 
(Лф) в бронхоальвеолярной лаважной жидкости, 
полученной через 48 ч после последней провокации 
мышей с ОВА-индуцированной респираторной 
аллергией
Примечание. K– – интактные мыши. K+ – положительный 
контроль. КД1 – введение кверцетина дигидрата через 4 и 24 ч 
после сенсибилизации. КД2 – введение кверцетина дигидрата 
за 1 ч до провокации.
Figure 2. Shared distribution of eosinophils (Eo), macrophages 
(Mf), neutrophils (Nf), and lymphocytes (Lf) in bronchoalveolar 
lavage fluid obtained 48 hours after the last challenge of mice 
with OVA-induced respiratory allergy
Note. K–, intact mice; K+, positive control. QD1, administration of 
quercetin dihydrate at 4 and 24 h after sensitization; QD2, infusion of 
quercetin dihydrate for 1 h before the challenge.
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ложительного контроля K+: среднее значение 
(× 106 клеток/мышь) достигало 1,57±0,13, тогда 
как для интактных мышей этот показатель был 
0,39±0,05. Общая «клеточность» БАЛ в группе 
КД1 была сравнима с таковой для K+ и составила 
1,53±0,11 × 106 клеток/мышь, тогда как в группе 
КД2 величина этого показателя была достоверно 
ниже (0,79±0,14, p < 0,05).

Клеточный состав БАЛ интактных мышей был 
преимущественно представлен лимфоидными 
клетками с полным отсутствием эозинофильных 
гранулоцитов. На рисунке 2 представлено доле-
вое распределение клеток (эозинофилов, нейтро-
филов, макрофагов/моноцитов и лимфоцитов) 
в БАЛ контрольных и опытных групп. Как мы 
можем заметить, процентное содержание клеток 
в БАЛ различалось в группах K+ и КД1 (введе-
ние препарата после сенсибилизации): доля эо-
зинофилов в этих группах составила 41,7±1,43% 
и 16,1±1,45% соответственно. В группе КД2 
(введение препарата до провокации) наблюда-
лось статистически достоверное снижение коли-
чества эозинофилов, процентная доля которых 
равнялась 18,7±1,4% (p < 0,05), что происходило 
за счет нарастания доли моноцитов/макрофагов 
и других клеток. 

Заключение
Подводя итоги, исследования эффектов КД 

в модели ОВА-индуцированной респираторной 
аллергии у мышей, мы можем заключить следу-
ющее:

– Внутривенное введение КД на стадии ОВА-
сенсибилизации изменяет баланс T-хелперных 
цитокинов (проявляет тенденцию к снижению 
продукции спленоцитами IL-2 и повышает уро-
вень IFNγ), снижает сывороточные уровни ал-

лерген-специфических IgG1, IgE и повышает 

IgG2a.

– Внутривенное введение КД на стадии про-

вокации аллергии ОВА способствует уменьше-

нию воспалительной инфильтрации легочной 

ткани и изменяет состав БАЛ (по сравнению 

с К+ менее выраженное снижение эозинофилии 

за счет нарастания макрофагов и других клеток), 

а также понижает уровень сывороточного аллер-

ген-специфического IgG1 и вызывает тенденцию 

к снижению IgE на фоне повышения IgG2a.

Множество научных исследований рассма-

тривают нарушение баланса Th1/Th2 хелпер-

ных популяций как предпосылки развития ал-

лергических заболеваний [4]. Так, кверцетин 

способен снижать цитокины и подавлять IL-4, 

снижать образование антител IgE. Кверцетин 

является основным ингредиентом многих по-

тенциальных противоаллергических препара-

тов и пищевых добавок, он более компетент-

ный в отношении ингибирования IL-8 и IL-6, 

чем кромогликат (противоаллергическое лекар-

ство) [5].

В ходе эксперимента по изучению влияния 

введения КД на БАЛ было установлено, что ис-

следуемый агент уменьшает воспалительную ин-

фильтрацию легочной ткани и изменяет состав 

БАЛ. 

Подводя итоги, можно сделать вывод, что 

при введении КД изменяется спектр цитокинов 

(уменьшается содержание IL-2 и увеличивается 

IFN). Это может говорить о возможности иссле-

дуемого агента переключать Th2-иммунный от-

вет на формирование антагонистичных популя-

ций Th1-/Th17-лимфоцитов. 
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