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Резюме. Изучение динамики экспрессии цитокинов, а также цитокинпродуцирующего потенциа-
ла иммунокомпетентных клеток позволяет расширить исследования их функциональных характери-
стик. Матричная РНК ряда генов цитокинов относительно стабильна, поэтому ее уровень может быть 
использован в качестве маркера для оценки степени активации и пролиферации иммунокомпетент-
ных клеток, а также для оценки цитокинпродуцирующего потенциала иммунокомпетентных клеток.

В нашей работе было проведено сравнение показателей экспрессии матричной РНК цитокинов 
IL-10, TNFα, GM-CSF в дифференцированной в макрофаги клеточной культуре U937 с концентра-
цией белков этих же цитокинов в супернатанте культуры клеток U937 без воздействия и после воз-
действия поликлональных активаторов. Показатели экспрессии матричной РНК цитокинов IL-10, 
TNFα, GM-CSF определяли методом количественной полимеразной цепной реакции в режиме ре-
ального времени. Концентрацию белков этих же цитокинов IL-10, TNFα, GM-CSF в супернатанте 
культуры клеток U937 измеряли методом иммуноферментного анализа. Использование в исследо-
вании исходно однородной культуры клеток удобно, ввиду идентичности условий во всех вариантах 
исследования.

Наибольшее влияние поликлональные активаторы оказывают на экспрессию матричной РНК 
GM-CSF и на концентрацию этого цитокина в супернатанте клеточной культуры. Уровень матричной 
РНК TNFα при воздействии поликлональных активаторов снижался, в то время как концентрация 
данного цитокина в супернатанте возрастала. Белок TNFα в клеточной среде не отражает временных 
изменений в экспрессии клеточной мРНК TNFα, так как уменьшение клеточной мРНК возможно 
из-за ингибирования по механизму обратной связи. В то время как цитокины могут накапливаться 
и оставаться в супернатанте, события на уровне матричной РНК, приводящие к их образованию, мо-
гут завершаться ранее. Поэтому пути передачи сигналов и кинетику выделения цитокинов следует 
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изучать после описания временной зависимости с короткими интервалами, которая может быть ин-
дивидуальной для каждого цитокина.

Таким образом, полученные результаты исследования с использованием поликлональных актива-
торов позволяют сделать выводы о том, что поликлональные активаторы, являясь митогенами, ока-
зывают существенное влияние на концентрацию секретируемых IL-10, TNFα и GM-CSF. При этом 
поликлональные активаторы оказывают влияние на уровни мРНК генов этих цитокинов, что ука-
зывает на транскрипционный механизм его действия. Но в связи с тем, что данные неоднозначны, 
для достижения большего соответствия изменений изученных белков и мРНК необходимо подроб-
ное описание временной зависимости изменений содержания мРНК.

Ключевые слова: цитокины, клеточная культура, иммуноферментный анализ, экспрессия

EXPRESSION OF mRNA FOR CYTOKINES COMPARED TO 
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Abstract. Investigation of the cytokine expression dynamics as well as the cytokine-producing potential 
of immune-competent cells allows extensive studies of their functional characteristics. mRNAs encoding a 
number of cytokine genes are relatively stable, thus their level may be used as a marker for assessing the levels 
of activation and proliferation of immunocompetent cells as well as for evaluating the cytokine-producing 
potential of immunocompetent cells.

In our work, we assessed correlations between the levels of mRNA expression specific for IL-10, 
TNFα, GM-CSF cytokines determined in a culture of differentiated macrophage U937 cells, and protein 
concentrations of the same cytokines as measured in supernates of U937 cell cultures, without and after 
exposure to polyclonal activators. The IL-10, TNFα, GM-CSF mRNA expression was determined by real-
time quantitative polymerase chain reaction. Protein concentrations of IL-10, TNFα, GM-CSF cytokines 
in the culture supernatant of U937 cells were measured by an enzyme immunoassay. The use of an initially 
homogeneous cell culture in the study is convenient due to the identical conditions in all experimental variants.

The most pronounced effect of polyclonal activators is exerted upon production of GM-CSF mRNA, as 
well as protein concentration of this cytokine in the cell culture supernatants, thus actually coinciding with 
RT-qPCR results. The TNFα mRNA level decreased under the influence of polyclonal activators, whereas 
concentration of this cytokine was decreased in the cell supernate. The TNFα protein in a culture medium 
did not reflect temporal changes in the cellular TNFα mRNA expression, probably, due to potential decrease 
of cellular mRNA occurring by the feedback inhibitory mechanism. While the cytokines can accumulate and 
remain in the supernatant, the mRNA-related events leading to cytokine formation may be completed earlier. 
Therefore, the signalling pathways and cytokine release kinetics should be studied after establishing the time 
dependence at short time intervals, which may be individual for each cytokine. 

Thus, the results of a study using polyclonal activators suggest that polyclonal activators applied as mitogens, 
have a significant effect upon the concentration of secreted IL-10, TNFα and GM-CSF. In this case, polyclonal 
activators affect the levels of mRNA encoded by cytokine genes, thus indicating transcriptional mechanisms 
of its action. But, in view of the fact that the data are ambiguous, in order to achieve greater correspondence 
between the changes in the studied proteins and specific mRNAs, a detailed description of the time dependence 
is required for the changes in mRNA contents. 

Keywords: cytokines, cell culture, linked immunosorbent assay, expression
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Известно, что для определения активации 
клеток иммунной системы используют метод по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени 
(RT-qPCR), позволяющий оценивать в одной 
пробе большое количество транскриптов генов 
и проводить одновременное исследование ши-
рокого спектра цитокинов в одной временной 
точке [9, 12]. Изучение динамики экспрессии ци-
токинов, а также цитокинпродуцирующего по-
тенциала иммунокомпетентных клеток позволя-
ет расширить исследования их функциональных 
характеристик.

Так как цитокины являются быстрыми сиг-
нальными молекулами, мРНК многих из них 
нестабильна, подвергается быстрой деградации 
и обычно служит субстратом для других сигналь-
ных механизмов в клетке. Тем не менее мРНК 
ряда генов цитокинов относительно стабиль-
на, поэтому ее уровень может быть использован 
в качестве маркера для оценки степени актива-
ции и пролиферации иммунокомпетентных кле-
ток [2, 7], а также для оценки цитокинпродуциру-
ющего потенциала иммунокомпетентных клеток.

В частности, молекулярные исследования 
цитокинов проводят на культуре клеток U937, 
которая является промоноцитарной клеточной 
линией миелоидного лейкоза человека [11]. Эта 
линия обладает характеристиками моноцитов 
и проста в использовании, например в качестве 
экспериментальной модели для выяснения меха-
низмов дифференциации моноцитов и макрофа-
гов, которые выполняют три основные функции: 
фагоцитоз, презентация антигена и производство 
цитокинов [6].

Существующие технологии анализа позволя-
ют провести исследование культуры клеток раз-
личными методами одновременно. Например, 
можно исследовать уровень белковых продуктов 
методом ELISA и проводить RT-qPCR в одной 
временной точке. С помощью анализа показа-
телей экспрессии мРНК различных генов, в том 
числе цитокинов, можно создавать комплексные 
профили селективной индукции большого коли-
чества генов высокоспецифичных для конкрет-
ной популяции иммунокомпетентных клеток [1].

Целью настоящего исследования явилось срав-
нение показателей экспрессии мРНК цитоки-
нов в клетках U937 с концентрацией белков этих 
же цитокинов в супернатанте культуры клеток 
U937, подвергнутых воздействию поликлональ-
ных активаторов.

Суспензионную культуру U937 выращивали 
в среде RPMI, содержащей 10% фетальной сы-
воротки при температуре 37 °C, в атмосфере 5% 
CO2 до концентрации 1,5 × 106 клеток на мл сре-
ды. Клетки осаждали при 800 g в течение 5 мин 
и ресуспендировали в свежей порции среды, со-

держащей форбол-12-миристат-13 ацетат (ФМА) 
в концентрации 60 нг/мл. Во всех вариантах ис-
следования количество клеток было одинаковым. 
Использование в исследовании исходно одно-
родной культуры клеток удобно, ввиду идентич-
ности условий во всех вариантах исследования. 
После того как через 72 ч моноциты трансфор-
мировались в макрофаги, удаляли культуральную 
жидкость и вместе с ней не осевшие клетки. За-
тем инкубировали макрофаги в свежей порции 
среды без ФМА в течение 48 ч [5, 10].

Для индукции цитокинов в этих предваритель-
но дифференцированных клетках (макрофагах) 
использовали комплекс поликлональных актива-
торов (ПА), состоящий из фитогемагглютинина 
P (PHA-P; Sigma) – 2 мкг, фитогемагглютини-
на M (PHA-M; Sigma) – 2 мкг, конканавалина 
А (ConA; Sigma) – 4 мкг, липополисахарида (LPS; 
Sigma) – 2 мкг (стандартный набор «ЦИТОКИН-
СТИМУЛ-БЕСТ», производство АО «Вектор-
Бест». После 24 часов воздействия из культу-
ральной жидкости удаляли клеточный дебрис 
центрифугированием при 2000 g × 4 мин, а супер-
натант использовали для определения концен-
трации продуцируемых макрофагами цитокинов. 
В супернатанте с помощью иммуноферментного 
анализа (ИФА) определяли концентрации сле-
дующих цитокинов: IL-10, TNFα, GM-CSF. Ис-
пользовали наборы реагентов производства АО 
«Вектор-Бест».

Из предварительно дифференцированных 
клеток (макрофагов) выделяли РНК с использо-
ванием TRI-REAGENT (MRC, США), согласно 
протоколу производителя. На обработку одной 
3-сантиметровой лунки с клетками брали 200 мкл 
реагента, клеточный лизат дважды экстрагиро-
вали 100 мкл смеси хлороформ-изоамиловый 
спирт (24:1), разделяя фазы центрифугировани-
ем в течение 5 мин при 10 000 g. Затем вносили 
200 мкл изопропилового спирта, осаждали РНК 
при 12 000 g в течение 10 мин, дважды промывали 
осадок 80% этанолом, подсушивали и растворяли 
в бидистиллированной воде, содержащей RNA-
secure реагент (Ambion, США). Препараты РНК 
хранили при -70 °C, использовали для обратной 
транскрипции в течение 24-48 ч.

Обратную транскрипцию проводили с ис-
пользованием набора “High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit” (Applied Biosystems), 
согласно протоколу производителя. На реакцию 
брали 2-5 мкг суммарной РНК, добавляли ран-
дом-праймеры, нагревали в течение 5 мин при 
70 °С и переносили в ледяную баню на 2 мин, за-
тем вносили смесь остальных реагентов (РНК-
зависимую ДНК-полимеразу, дезоксинуклеотид-
трифосфаты), инкубировали в течение 10 мин 
при комнатной температуре, затем в термостате 
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2 ч при 37 °C. По окончании реакцию останавли-
вали прогреванием при 85 °C в течение 15 мин.

RT-qPCR проводили с использованием “Био-
Мастер HS-qPCR SYBR Blue (2×)” (ООО Био-
лабмикс, г. Новосибирск). Подобранные условия 
позволяли проводить амплификацию каждого 
из выбранных для исследования генов: 95 °C – 
3 мин; 45 циклов (95 °C – 12 с, 58 °C – 15 с, 72 °C – 
20 с, измерение флюоресценции); построение 
кривой плавления. На каждую точку брали 
по три повтора. В качестве референсного гена 
использовали GAPDH. Дизайн праймеров осу-
ществляли с использованием онлайн-программы  
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer. Последова-
тельности праймеров приведены в таблице 1.

«Пороговый цикл» Ct строго коррелиру-
ет с начальным количеством комплементар-
ной ДНК (кДНК, синтезированная на матрице 
мРНК в реакции обратной транскрипции) в про-
бе. Линейно зависит от логарифма количества 
исходной кДНК (обратно пропорциональная за-
висимость). Как видно из данных, представлен-
ных в таблице 2, наибольшее влияние ПА оказал 
на уровень мРНК GM-CSF – фактора роста про-
дуцируемого дифференцированными в макрофа-

ги клетками U937. Что касается уровней мРНК 
IL-10 и TNFα, то их изменения под влиянием ПА 
были менее выражены, по сравнению с мРНК 
GM-CSF. 

Анализируя данные таблицы 3, можно прийти  
к заключению, что наиболее выраженное влия-
ние ПА оказывает на продукцию ростового фак-
тора, вырабатываемого макрофагами GM- CSF, 
что в принципе совпадает с результатами RT-
qPCR. Сравнивая данные таблиц 2 и 3, необхо-
димо отметить, что уровень мРНК TNFα при 
воздействии ПА снижался, в то время как кон-
центрация данного цитокина в супернатанте 
возрастала. Полученные нами результаты согла-
суются с данными литературы о том, что белок 
TNFα в клеточной среде не отражает временных 
изменений в экспрессии клеточной мРНК TNFα, 
так как уменьшение клеточной мРНК возмож-
но из-за ингибирования по механизму обратной 
связи [3, 8, 13].

В то время как цитокины могут накапливать-
ся и оставаться в супернатанте, события на уров-
не мРНК, приводящие к их образованию, могут 
завершаться ранее [3, 4, 8, 13]. Поэтому пути пе-
редачи сигналов и кинетику выделения цитоки-

ТАБЛИЦА 1. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ ПРАЙМЕРОВ
TABLE 1. SEQUENCES OF OLIGONUCLEOTIDE PRIMERS

Ген
Gene

Последовательности
Sequences

GAPDH F:5’-GGAGTCAACGGATTTGGTC-3’
R:5’-TGGGTGGAATCATATTGGAACAT-3’

TNFA F:5’-GCTGAT CCGATTCCTGAAAC-3’
R: 5’-CTCAGCTTGAGGGTTTGC-3’

GM-CSF F:5’-GCTGCTGAGATGAATGAAACAG-3’
R:5’-CGGAAACTTCCTGTGCAAC-3’

IL10 F:5’-CAAGGCGCATGTGAACTC-3’
R:5’-GCTTTGTAGATGCCTTTCTCTTG-3’

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ мРНК РАЗЛИЧНЫХ ЦИТОКИНОВ В КЛЕТКАХ U937, ВЫЯВЛЕННЫЙ ПРИ ПОМОЩИ RT-qPCR 

TABLE 2. LEVEL OF mRNA OF VARIOUS CYTOKINES IN U937 CELLS DETECTED BY RT-qPCR 

Ген
Gene

Ct (СП)
Ct (SP) ΔCt Ct (ПА)

Ct (PA) ΔCt

IL10 27,26
10,76

29,19
10,34

GAPDH 16,50 18,85
TNFA 25,44

9,20
28,65

10,33
GAPDH 16,24 18,32
GM-CSF 31,10

14,90
27,79

9,49
GAPDH 16,20 18,30

Примечание. ΔCt – разность между циклами выхода исследуемого цитокина и GAPDH. Ct (СП) – пороговый 
цикл при спонтанной продукции цитокина, Ct (ПА) – пороговый цикл при воздействии поликлональных 
активаторов.

Note. ΔCt, difference between the yield cycles of the cytokine and GAPDH studied. Ct (SP), threshold cycle for spontaneous 
cytokine production, Ct (PA), threshold cycle when exposed to polyclonal activators.
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нов следует изучать после описания временной 
зависимости с короткими интервалами, которая 
может быть индивидуальной для каждого цито-
кина.

Таким образом, полученные результаты ис-
следования с использованием ПА позволяют сде-
лать выводы о том, что: ПА, являясь митогенами, 
оказывают существенное влияние на концен-

трацию секретируемых IL-10, TNFα и GM-CSF; 
ПА оказывают влияние на уровни мРНК генов 
этих цитокинов, что указывает на транскрипци-
онный механизм его действия; для достижения 
большего соответствия изменений изученных 
белков и мРНК необходимо подробное описание 
временной зависимости изменений содержания 
мРНК.

ТАБЛИЦА 3. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ В СУПЕРНАТАНТЕ КЛЕТОК
TABLE 3. CONCENTRATION OF CYTOKINES IN THE CELL SUPERNATANT

Цитокины
Cytokines

СП (пг/мл)
SP (pg/ml)

ПА (пг/мл)
PA (pg/ml)

ИВПА (у. е.)
IVPA (c. u.)

IL-10 40,4 250,6 6,2
TNFα 96,6 308,3 3,2
GM-CSF   9,5 452,5                   47,6

Примечание. СП – спонтанная продукция цитокина; ПА – при воздействии поликлональных активаторов. 
ИВПА = А/Б, где А – уровень стимулированной ПА продукции цитокина, Б – уровень спонтанной продукции 
цитокина.

Note. SP, spontaneous production of cytokine; PA, when exposed to polyclonal activators. IVPA = A/B, where A is the level of 
stimulated PA production of the cytokine, B is the level of spontaneous cytokine production.
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