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Введение
Открытие молекулярно-клеточных механиз-

мов действия эффекторов системы врожденного 
иммунитета позволило выдвинуть гипотезу, со-
гласно которой иммунная система распознает 

и уничтожает аномальные клетки, экспрессиру-
ющие опухолевые антигены, приводя к селекции 
клеток низкоиммуногенных клонов, способных 
ускользать от иммунного надзора. В связи с этим 
возникает необходимость более детального изу-
чения роли эффекторов врожденного иммуни-
тета, которые могут распознавать и лизировать 
дефектные по главному комплексу гистосовме-
стимости (МНС) трансформированные клет-
ки.  Ключевая роль в осуществлении этих функ-
ций принадлежит натуральным киллерам (NK), 
которые и являются предметом настоящего  
исследования. По своей природе NK являются 
цитотоксическими лимфоцитами, которые спо-
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собны уничтожать клетки, зараженные вирусами 
или внутриклеточными бактериями [6, 8] и опу-
холевые клетки [2, 7]. Маркерами NK-клеток 
служат антигены CD16, CD56 [6, 13, 15, 16]. 

Противоопухолевая биотерапия с использо-
ванием активированных натуральных киллеров 
имеет значительные перспективы и выходит 
за рамки считавшихся ранее «иммуночувстви-
тельных форм» злокачественных новообразо-
ваний (меланома, рак почки и колоректальный 
рак). Она уже показала свою эффективность 
при раке легкого и яичников в отношении прод-
ления безрецидивного периода жизни у больных 
после радикальных операций и последующих 
курсов химиотерапии [12, 17]. 

Учитывая вышеизложенное, следует отметить, 
что перспективным направлением является по-
иск препаратов, активирующих цитотоксические 
лимфоциты, натуральные киллеры и другие фак-
торы естественной резистентности организма, 
супрессированные под влиянием опухолевого 
процесса, оперативного вмешательства, химио- 
и лучевой терапии. Известно, что киллерная ак-
тивность лимфоцитов может быть существенно 
повышена при воздействии различных факторов, 
в том числе и нецитокиновой природы [11].

Одним из таких агентов может служить 
бакте риальный иммуномодулятор Иммуновак-
ВП-4, несущий в своем составе патоген-
ассоциированные молекулярные структуры 
(ПАМС), влияющие на различные звенья им-
мунной системы [1]. Другим препаратом, уси-
ливающим киллерную активность лимфоцитов, 
является профеталь, содержащий человеческий 
α-фетопротеин (АФП), который, как показано 
в наших предыдущих исследованиях, усиливает 
пролиферацию и дифференцировку эмбриональ-
ных фибробластов, цитотоксическую и пролифе-
ративную активность мононуклеарных лейкоци-
тов периферической крови человека, индуцирует 
созревание дендритных клеток [3, 4, 5].

Цель исследования – изучение механизма 
действия иммуномодуляторов Иммуновак-ВП-4 
(бактериальной природы) и препарата профеталь 
(эукариотического происхождения) на функцио-
нальную активность натуральных киллеров.

Материалы и методы
Предметом исследования явились два им-

муномодулятора, разрешенные в практике 
здравоохранения: поликомпонентная вакцина 
Иммуновак-ВП-4 из антигенных компонентов 4-х 
условно-патогенных микроорганизмов («НИИ 
вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова РАМН», 
Москва) и препарат профеталь (ЗАО «Инсти-
тут новых медицинских технологий», г. Пермь), 
основным компонентом которого является чело-

веческий α-фетопротеин, лиофилизированный 
и стабилизированный декстраном. 

Выделение мононуклеарных лейкоцитов пе-
риферической крови (МЛПК). МЛПК выделяли 
из стабилизированной гепарином (25 ЕД/мл) пе-
риферической крови 15 здоровых доноров на од-
ноступенчатом градиенте фиколла (Pharmacia, 
США, плотностью 1,077 г/см3) центрифугиро-
ванием при 400 g в течение 30 минут. Монону-
клеарные лейкоциты, образовавшие интерфаз-
ное кольцо, собирали пипеткой и трехкратно 
отмывали в среде 199 (Институт полиомиелита 
и вирусных энцефалитов РАМН, Москва). По-
сле каждой отмывки в 10-кратном объеме среды 
клетки осаждали центрифугированием при 200 g.

МЛПК доноров культивировали в течение 
2 суток в полной культуральной среде, включаю-
щей RPMI-1640 (Sigma, США) с добавлением 
10% эмбриональной телячьей сыворотки, 2 мМ 
глютамина, стрептомицина с пенициллином 
по 5000 МЕ/мл и содержащей 2 мкг/мл исследуе-
мых иммуномодуляторов.

Функциональную активность МЛПК доно-
ров определяли в цитотоксическом тесте (МТТ) 
[19] на линии NK-чувствительных опухолевых 
клеток К-562 (эритробластный лейкоз человека) 
при культивировании их с интактными и активи-
рованными МЛ в течение 18 часов при 37 °С и 4% 
СО2 в различных соотношениях (1:5, 1:2, 1:1). Флю-
оресценцию клеток измеряли на флюориметре 
Multisk an-Plus (Labsystems, Финдяндия) при длине 
волны возбуждения 540 нм и определяли процент 
лизиса опухолевых клеток (процент цитотоксич-
ности). Среднеэффективное соотношение клетки 
мишени/эффекторы (ЭС50), при котором отмеча-
ется лизис 50% опухолевых клеток, рассчитывали 
при помощи программы Biostat.

Иммунофенотип мононуклеарных лейкоци-
тов периферической крови доноров оценивали 
при помощи проточного цитометра FacsCalibur 
(Becton Dickinson, США) с применением моно-
клональных антител против соответствующих ан-
тигенов. Клетки отмывали холодным фосфатно-
солевым буфером (ФСБ) и окрашивали FITC 
(флюоресциинизотиоционат) и PE (фикоэри-
трин) – мечеными антителами согласно инструк-
ции производителя. На клетках, полученных 
из мононуклеаров периферической крови до-
норов, исследовали уровни экспрессии моле-
кул СD3, CD4, CD8, CD16, CD25, CD38, CD56, 
CD57, CD58 и HLA-DR, а также дифференци-
ровочных антигенов с использованием двойной 
метки CD3-FITC и СD16-PE.

Гейт (окно) популяции клеток устанавлива-
ли на основе комбинации прямого и бокового 
светорассеяния и размера клеток. При учете ре-
зультатов подсчитывали 10 000 клеток в гейте. 
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Статистическая обработка материала проведена 
при помощи программного пакета WIN MDI 2.8.

Статистическую обработку данных проводили 
при использовании t-критерия Стьюдента, ис-
пользуя стандартный пакет статистических про-
грамм Windows 2003 (StatSoft 6.0).

Результаты
В экспериментах была изучена способ-

ность иммуномодуляторов: бактериального 
(Иммуновак-ВП-4) и эукариотического (про-
феталь) происхождения к индукции киллерной 
активности мононуклеарных лейкоцитов. Ис-
следование иммунофенотипа показало, что до-
бавление в среду культивирования МЛПК этих 
иммуномодуляторов способствовало увеличению 
количества клеток, экспрессирующих поверх-
ностные антигены цитотоксических лимфоцитов 
и NK-клеток (табл. 1). Значительное количество 
мононуклеарных лейкоцитов периферической 
крови, инкубированных с исследуемыми препа-
ратами, экспрессировали на своей поверхности 
активационные антигены – CD38 и HLA-DR. 
Данные клетки также характеризовались высо-
ким уровнем экспрессии маркеров натральных 
киллеров – CD56, CD16 и высоким процентным 
содержанием CD8+ клеток по сравнению с ин-
тактными МЛПК. Количество CD8+, CD16+, 
CD38+, CD56+, HLA-DR+ клеток при инкубации 
МЛ с иммуномодуляторами повышалось в сред-
нем в 1,5 раза по сравнению с контролем. Резуль-
таты экспериментов продемонстрировали уме-
ренное повышение (по сравнению с контрольной 

группой) количества CD3+ и CD4+ Т-клеток в по-
пуляции мононуклеаров. 

Лимфоциты, выделенные из периферической 
крови доноров, образуют две субпопуляции, 
в одной из которых обнаруживались практиче-
ски только Т-лимфоциты (41%), а в другой – 
NK (17%). Содержание NKT, несущих одно-
временно маркеры Т-клеток и NK, в обеих 
исследованных субпопуляциях колебалось от 1,5 
до 3%. Под воздействием Иммуновак-ВП-4 
и препарата профеталь количество NKT в попу-
ляции лимфоцитов увеличивалось до 6,5 и 7,2% 
соответственно (рис. 1). Как следует из получен-
ных данных, степень воздействия иммуномоду-
ляторов ВП-4 и профеталь на мононуклеарные 
лейкоциты была сопоставимой.

Цитотоксическая активность МЛПК доно-
ров по отношению к NK-чувствительной линии 
опухолевых клеток К-562 повышалась при уве-
личении соотношения опухолевых и эффек-
торных клеток (табл. 2). При соотношении 1:5 
Иммуновак-ВП-4 усиливал цитотоксичность 
эффекторных клеток в 3,6 раза, профеталь – 
в 3,2 раза по сравнению с неактивированными 
МЛПК. Таким образом, оба препарата практиче-
ски в одинаковой степени обладали выраженным 
противоопухолевым действием in vitro. 

Обсуждение
В результате исследований выявлено, что им-

муномодуляторы микробного происхождения 
Иммуновак-ВП-4 и препарат профеталь, содер-
жащий в качестве основного компонента челове-
ческий α-фетопротеин, значительно повышают 

Таблица 1. Влияние иммуномодуляТороВ иммуноВак-ВП-4 и ПреПараТа ПрофеТаль 
на иммунофеноТиП мононуклеарных лейкоциТоВ Периферической кроВи здороВых донороВ

Показатели
Иммунофенотип МЛПК, %

МЛПК МЛПК + ВП-4 МЛПК + профеталь

CD3 41,25±2,8 58,6±3,2* 60,6±3,3*
CD4  23,6±1,2 38,9±3,1* 35,5±2,3*
CD8  31,2±2,4 51,3±3,6* 47,4±3,1*
CD16  17,8±2,8 29,6±3,7 30,1±3,3
CD25 7,7±0,7 23,7±2,3* 11,5±0,3
CD38  27,8±2,1 51,3±2,3* 59,2±4,5*
CD56  10,3±0,3 53,8±3,6* 57,7±3,8*
CD57  20,3±1,4 33,8±2,5* 29,5±1,5*
CD58  31,5±2,6 56,4±2,3* 41,3±1,7*
HLA-DR  11,8±2,3 48,7±3,5* 55,2±2,1*
CD3/CD16 3,2±0,3 6,5±0,2* 7,2±0,4*

Примечание. * – статистически значимые различия (Р < 0,05) по t-критерию Стьюдента для сопряженных пар признаков  
по сравнению с МЛПК.
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Таблица 2. Влияние иммуномодуляТороВ иммуноВак-ВП-4 и ПрофеТаль на NK-акТиВносТь 
мононуклеарных лейкоциТоВ Периферической кроВи здороВых донороВ к клеТкам оПухолеВой 
линии к 562, %

Соотношение клеток К 562 к МЛПК 
доноров (мишень/эффектор)

Процент лизиса опухолевых клеток

МЛПК МЛПК + ВП-4 МЛПК + профеталь

1:5 24,4±5,0 89,3±3,5* 78,5±4,8*

1:2 20,2±4,1 70,5±5,2* 67,6±6,1*

1:1 18,1±1,2 45,3±3,7* 47,2±2,5*

Примечание. * – статистически значимые различия (Р < 0,05) по t-критерию Стьюдента для сопряженных пар признаков 
по сравнению с МЛПК.

рисунок 1. цитофлюрограмма, характеризующая экспрессию поверхностных молекул CD3 (FITC), сD16 (ре) млПк 
доноров, активированных иммуновак-ВП-4 (а-В) и препаратом профеталь (Г-е) (2 мкг/мл)
Примечание.
А – распределение МЛПК доноров при культивировании с Иммуновак-ВП-4 (72 ч). 
Б – распределение МЛПК при двойном окрашивании (CD3/CD16) в регионе R2. 
В – распределение МЛПК при двойном окрашивании (CD3/CD16) в регионе R1. 
Г – распределение МЛПК доноров при культивировании с препаратом профеталь (72 ч). 
Д – распределение МЛПК при двойном окрашивании (CD3/CD16) в регионе R2. 
Е – распределение МЛПК при двойном окрашивании (CD3/CD16) в регионе R1.
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функциональную активность мононуклеарных 
лейкоцитов периферической крови человека. Вы-
сокий уровень цитотоксической активности МЛ, 
активированных этими препаратами, обуслов-
лен, очевидно, одновременной индукцией цито-
токсических лимфоцитов (ЦТЛ) – CD8+ и нату-
ральных киллеров (NK) – CD16+, CD56+ клеток. 
Как было отмечено в наших предыдущих иссле-
дованиях, механизм действия препарата профе-
таль отличает его от IL-2, вызывающего, главным 
образом, генерацию NK-подобных ЛАК-клеток 
[3, 5]. Активация МЛ под действием иммуномо-
дуляторов Иммуновак-ВП-4 и профеталь под-
тверждается также усилением экспрессии акти-
вационных и адгезивных молекул (CD38, CD56, 
CD58, HLA-DR) на их поверхности.

В литературе имеются данные о существовании 
в популяции активированных лимфоцитов наря-
ду с ЦТЛ и NK натуральных киллеров Т-клеток 
(NKT), экспрессирующих не только маркеры 
NK (CD16, CD56), но и Т-клеточные дифферен-
цировочные антигены (CD3, CD4, CD8) [7, 16]. 
Эта субпопуляция лимфоцитов обнаруживается 
в основном при инфекционном процессе в пе-
чени и легких, но практически отсутствует в пе-
риферической крови [14]. При активации МЛПК 
исследуемыми иммуномодуляторами увеличи-
вается содержание двойных позитивных клеток 
(СD3/CD16), что позволяет отнести их к попу-
ляции NKT. Эти данные подтверждаются усиле-
нием цитотоксических свойств активированных 
клеток, поскольку по своей спонтанной киллер-
ной активности NKT значительно превышают 
МЛ и не уступают в этом отношении ЛАК. 

Таким образом, проведенные исследования 
показали, что исследуемые иммуномодулято-
ры Иммуновак-ВП-4 и профеталь индуцируют 
активацию киллерных свойств мононуклеаров, 
которые при этом приобретают свойственный 
им фенотип.

Эти данные свидетельствуют о возможности 
использования данных препаратов для экстра-
корпоральной генерации активированных лим-
фоцитов, которые могут применяться в имму-
нотерапии злокачественных новообразований 
и инфекционных заболеваний наряду с традици-
онными ЛАК-клетками, полученными при инку-
бации мононуклеарных лейкоцитов с IL-2. 
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