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Введение
Бактериальные эндотоксины (липополиса-

хариды, ЛПС) играют важную роль в патогенезе 
тяжелых грамотрицательных инфекций. Веду-
щим фактором токсичности эндотоксинов, при-
водящим к развитию шока, является вызывае-
мый ими синтез провоспалительных цитокинов 
клетками врожденной иммунной системы. Сиг-
нал от эндотоксина-агониста через CD14 пере-
дается на рецепторный мембранный комплекс  
TLR4/MD-2 и через цитоплазматические адап-
терные белки на внутриклеточные сигнальные 

системы, включающие различные киназы. Про-
цесс завершается транслокацией ядерного фак-
тора NF-κB в ядро и последующим синтезом 
цитокинов [6]. Интенсивность цитокинового 
ответа клеток зависит от химической структуры 
эндотоксина [13]. Максимальный ответ наблю-
дается на структуры, в состав липида А которых 
входят 6 жирных кислот и 2 фосфатных остатка 
[14]. Некоторые ЛПС не только не активируют 
клетки к синтезу цитокинов, но и блокируют 
его, выступая в качестве антагонистов эндоток-
синов [16]. Ранее нами было показано, что ЛПС 
из Rhodobacter capsulatus PG блокирует некоторые 
активности эндотоксинов, в их числе прайми-
рование нейтрофилов [5], замедление апоптоза 
нейтрофилов и моноцитов [3]. Предполагается, 
что ЛПС из Rb. capsulatus блокирует эффекты эн-
дотоксинов, конкурируя с ними за связывание 
с рецепторами [1].

Целью настоящей работы было исследовать 
способность ЛПС из Rb. capsulatus PG индуциро-
вать в мононуклеарах крови человека синтез про-
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воспалительных цитокинов TNFα и IL-6 и про-
тивоспалительного цитокина IL-1ra. 

Материалы и методы
В работе использовали ЛПС из E. coli О55:В5 

(Sigma). ЛПС из Rb. capsulatus PG (ВКМ В-2381Д 
Российской коллекции микроорганизмов 
ИБФМ РАН) получали по методике, описанной 
ранее [4].

Выделение мононуклеаров крови человека. Мо-
нонуклеары выделяли из гепаринизированной 
(10 Ед/мл) венозной крови 6-ти здоровых доно-
ров, возраст 20-45 лет (4 муж., 2 жен.), методом 
дифференциального центрифугирования на гра-
диенте фиколл-урографин (плотность 1,077). 
Жизнеспособность выделенных клеток была 
не менее 95% при окрашивании трипановым си-
ним. 

Активация мононуклеаров. Перед инкубацией 
мононуклеары выдерживали 1 ч при 4 °С, затем 
клетки (4 x 106 кл/мл) инкубировали в 48 луноч-
ных культуральных планшетах (Nunc) (объем 
пробы 1 мл) в питательной среде RPMI-1640, 
содержащей либо 10% термоинактивированной 
(56 °С 30 мин) эмбриональной телячьей сыворот-
ки (ЭТС) (BioClot GmbH), либо 10% термоинак-
тивированной (56 °С 30 мин) аутологической че-
ловеческой сыворотки, либо 2% аутологической 
человеческой сыворотки в течение 4-х или 14-ти 
часов при 37 °С в присутствии 5% СО2 в инкуба-
торе Jouan (Франция). Мононуклеары стимули-
ровали к синтезу цитокинов добавлением в пробу 
ЛПС E. coli или ЛПС Rb. сapsulatus в концентра-
ции 20 нг/мл. Контрольные клетки инкубировали 
в среде без добавления сыворотки и ЛПС. После 
инкубации клетки осаждали центрифугировани-
ем, супернатант хранили при -20 °С. 

Определение содержания цитокинов. Содержа-
ние цитокинов определяли методом твердофаз-
ного иммуноферментного анализа с помощью 
специфических моноклональных антител по ме-
тодике, предложенной производителем (ООО 
«Цитокин», Санкт-Петербург, Россия). Содержа-
ние TNFα и IL-6 определяли через 4 часа, а рас-

творимого рецептора к IL-1 (IL-1ra) через 14 ча-
сов культивирования.[17]. Измерения проводили 
на спектрофотометре Stat Fax 3200 (США).

Каждое измерение выполнялось в 3-х повтор-
ностях. Результаты представлены в виде средних 
значений содержания цитокинов с величиной 
стандартного отклонения. Достоверность резуль-
татов определяли по критерию Стьюдента – Фи-
шера.

Результаты
Влияние типа и концентрации сыворотки на син-

тез цитокинов. Были проведены эксперименты 
по влиянию типа и концентрации сыворотки 
на спонтанную индукцию TNFα мононуклеара-
ми крови человека (табл. 1). Из представленных 
результатов видно, что в отсутствие внешнего 
стимула сыворотка активирует клетки к спон-
танному синтезу TNFα. Минимальный эффект 
стимуляции клеток проявляла 2% аутологическая 
сыворотка. Уровень цитокинов в присутствии 
этой сыворотки увеличивался в 2 раза по сравне-
нию с уровнем в среде RPMI, тогда как при ис-
пользовании 10% инактивированной аутологич-
ной сыворотки в десятки раз.

Оценка способности липополисахаридов разно-
го состава индуцировать в мононуклеарах синтез 
цитокинов. Нами была исследована способность 
ЛПС из Rb. сapsulatus PG в сравнение с ЛПС 
из E. coli стимулировать мононуклеары к синтезу 
цитокинов TNFα и IL-6. Контролем индуцибель-
ной активности различных ЛПС служили уровни 
цитокинов, высвобождаемых нестимулирован-
ными мононуклеарами в среду инкубирования, 
содержащую 2% аутологической сыворотки. 

Из приведенной гистограммы видно (рис. 1),  
что ЛПС из E. coli в концентрации 20 нг/мл силь-
но активировал клетки к синтезу цитокинов. 
Концентрация TNFα возросла в 8 раз в сравнение 
с контролем, а IL-6 – в 5,5 раза (p < 0,001). В от-
личие от этого эндотоксина, ЛПС из Rb. сapsulatus 
PG в такой же концентрации не только не сти-
мулировал синтез цитокинов, но даже незначи-
тельно подавлял синтез TNFα, индуцированный 

Таблица 1. Влияние Типа сыВороТки на спонТанную индукцию TNFα мононуклеарами кроВи 
челоВека

Условия культивирования мононуклеаров
Содержание TNFα

абсолютное, пг/мл относительное*
Среда RPMI 2,3±0,3 1
Среда RPMI + 10% инактивированная ЭТС 7,8±1,8 3,4
Среда RPMI + 10% инактивированная аутологичная сыворотка 155,2±5,1 68,1
Среда RPMI + 2% аутологичная сыворотка 4,4±1,2 1,9

Примечание. * – концентрация TNFα после инкубации мононуклеаров в RPMI условно принята за 1. Каждая серия 
экспериментов была выполнена в трех повторах на мононуклеарах крови 6-ти доноров.
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гомологичной сывороткой, и практически не ак-
тивировал синтез IL-6.

Обсуждение
В литературе представлен широкий разброс 

данных о типах сывороток и их концентрациях, 
используемых в экспериментах при оценке спо-
собности ЛПС индуцировать синтез цитокинов 
миелоидными клетками крови. При определе-
нии активации мононуклеаров эндотоксинами 
использовалась 2% аутологическая сыворотка 
[11], в более поздних работах использовалась 10% 
сыворотка [12, 15], а в работе Jansky с соавторами 
10% инактивированная эмбриональная сыворот-
ка теленка [9]. Вклад сыворотки в активацию кле-
ток авторами не оценивался. Однако при иссле-
довании действия ЛПС необходимо учитывать 
эффекты собственно сыворотки, добавляемой 
в среду культивирования мононуклеаров. Из-за 
возможного присутствия в сыворотке медиа-
торов и цитокинов, таких как IL-1β; IL-6; IL-8; 
TNFα; фактора, активирующего тромбоциты; 
интерферона гамма; а также других белков крови 
(система комплемента, С5а, опсонины), не ис-
ключена активация клеток к синтезу цитокинов 
без участия внешнего стимула [8]. С другой сто-
роны, присутствие таких белков, как трансфор-
мирующий фактор роста бета, IL-10, антагони-
сты к рецептору IL-1 и растворимые рецепторы, 
может препятствовать активации лейкоцитов. 
Показано, что изолированные мононуклеары 
при культивировании в течение 12 часов в среде, 
содержащей 10% инактивированной фетальной 
бычьей сыворотки, пролиферируют и продуци-
руют цитокины без дополнительного стимула. 
В условиях эксперимента концентрация TNFα 
в среде достигала максимального значения через 
4 часа, и этот уровень сохранялся в течение 24-х 
часов [9].

Учитывая эти результаты исследований, нами 
были проведены эксперименты по влиянию типа 

и концентрации сыворотки на синтез TNFα. 
Этот цитокин был выбран в качестве контро-
ля, во-первых, потому, что он является мощным 
стимулом воспаления, во-вторых, TNFα не сти-
мулирует THP-1 моноциты к CD14-зависимому 
синтезу IL-6 [17].

ЛПС из Rb. сapsulatus PG отличается от ток-
сичного ЛПС из E. coli составом и количеством 
жирных кислот липида А – носителя биологиче-
ской активности эндотоксинов. В состав липи-
да А из ЛПС E. coli входит 6 жирных насыщен-
ных кислот от С10 до С14, тогда как липид А из 
ЛПС Rb. сapsulatus включает 5 жирных кислот, 
одна из которых ненасыщенная. Эти различия 
в структуре отражаются в биологической актив-
ности исследуемых ЛПС [2]. ЛПС из Rb. сapsulatus 
PG в такой же концентрации как ЛПС из E. coli, 
не только не стимулировал синтез цитокинов, 
но даже незначительно подавлял синтез TNFα, 
индуцированный эндогенными белками гомоло-
гичной сыворотки, и практически не активиро-
вал синтез IL-6.

В ответ на эндотоксины клетки синтезиру-
ют не только провоспалительные цитокины, 
но и растворимые формы рецепторов к ним. 
Взаимодействие между про- и противоспали-
тельными медиаторами играет ключевую роль 
в контроле за адекватным уровнем иммунной ак-
тивности в ответ на инфекцию. Мы исследовали 
влияние разных ЛПС на синтез IL-1ra, который 
ингибирует активность IL-1, конкурируя за его 
связывание с рецепторами клеток к IL-1. Извест-
но, что сам IL-1ra не индуцирует какой-либо кле-
точный ответ [10]. ЛПС из E. coli стимулировал 
мононуклеары к синтезу IL-1ra (рис. 1). В отли-
чие от эндотоксина ЛПС из Rb. сapsulatus не сти-
мулировал мононуклеары к синтезу исследуемых 
цитокинов. Из полученных результатов следует, 
что ЛПС из Rb. сapsulatus связывается с рецепто-
ром, блокируя активацию клеток в том числе эн-
догенными донорами [7]. Результаты настоящей 
работы вместе c полученными ранее данными 

рисунок 1. Влияние липополисахаридов из E. coli и Rb. capsulatus на продукцию цитокинов TNFα (а), IL-6 (б) 
и IL-1ra (В) моноцитами крови человека, культивированными в среде RPMI c 2% аутологичной сывороткой
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предполагают, что ЛПС из Rb. сapsulatus можно 
рассматривать как потенциальный антагонист 
эндотоксинов.
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