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Резюме. В основе патогенеза контактной чувствительности лежит T-клеточный иммунный от-
вет, вызываемый гаптенами, которые образуют полный антиген, связываясь с белками. Эта реакция 
проявляется в виде воспаления в месте повторного попадания в организм антигена (обычно в коже). 
В нашей лаборатории модель контактной чувствительности воспроизводилась на мышах линии СВА, 
путем накожной сенсибилизации 2,4-динитрофторбензолом. Целью исследования стало выявление 
механизмов иммуносупрессорного действия флавоноидов корня солодки, используя метод адоптив-
ного переноса контактной чувствительности различными популяциями спленоцитов. Было показа-
но, что флавоноидов корня солодки подавляют адоптивный перенос контактной чувствительности 
с той или иной силой, в зависимости от популяции клеток с которой взаимодействуют, не вызывая 
апоптоза клеток-эффекторов.
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Pavlova S.I., Albegova D.Z., Kyagova A.A., Kozlov I.G.
MechanisMs of iMMunosuppressive action of licorice root flavonoids in contact 

sensitivity in Mice: inhibition of t lyMphocyte effector function Mediated by non-
effector cells

abstract. Contact sensitivity is a classical T cell-mediated, clinically important phenomenon elicited by 
small molecular weight molecules (haptens) that bind to host proteins to form a complete antigen. In our 
model experiments, contact sensitivity was produced in CBA mice, by means of cutaneous sensitization 
with 2.4-dinitrofluorobenzene. We used an adoptive transfer of contact sensitivity with different populations 
of splenocytes, in order to detect  immunosuppressive effects of licorice (Glycyrrhizae) root flavonoids.  
Suppression of adoptive transfer of contact sensitivity in mice-recipients to different degree was found, when 

applying the flavonoids.  It was revealed, that this effect 
depends on the type of target population interacting 
with flavonoids. We have also demonstrate, that licorice 
root flavonoids do not induce apoptosis of effector cells. 
(Med. Immunol., vol. 12, N 6, pp 503-510)
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Введение
Флавоноиды – многочисленная группа рас-

тительных полифенолов, структурно представ-
ляющих собой гетероциклические кислородсо-
держащие соединения. Исследования последних 
лет продемонстрировали широкий спектр био-
логических эффектов флавоноидов как в норме,  
так и при различных патологических состояниях. 
Биологическая активность флавоноидов в основ-
ном обусловлена их способностью проникать 
внутрь клеток и блокировать ферменты сигналь-
ных путей и факторы транскрипции.

Влияние флавоноидов различных классов 
на иммунную систему показано во многих ра-
ботах [1, 2, 6]. В нашей лаборатории обнаруже-
но выраженное антипролиферативное действие 
флавоноидов корня солодки (ФКС) по отноше-
нию к активированным лимфоцитам человека 
и лабораторных животных in vitro [1]. С привлече-
нием модели контактной чувствительности (КЧ) 
к 2,4-динитрофторбензолу (ДНФБ) нами пока-
зано, что ФКС эффективно подавляют развитие 
этой реакции у мышей. При этом ингибирование 
КЧ зависит от способа введения ФКС и макси-
мально проявляется при внутривенном способе 
введения [1]. В дальнейшем в этой же модели 
были предприняты попытки выяснения деталь-
ных механизмов действия ФКС. Выявлено, что 
угнетение КЧ при введении ФКС на начальных 
этапах фазы сенсибилизации может быть след-
ствием блокирования пролиферации антиген-
специфических Т-лимфоцитов-эффекторов КЧ, 
а также изменения направленности иммунного 
ответа за счет активации клеток с иммуносупрес-
сорным потенциалом [2].

Целью данной работы являлось исследование 
возможного влияния ФКС на функциональную 
активность зрелых иммунокомпетентных клеток 
и их субпопуляций, участвующих в реализации 
КЧ. Для реализации поставленной цели был ис-
пользован хорошо известный метод адоптивного 
переноса, в основе которого лежит индукция КЧ 
при введении несенсибилизированному живот-
ному зрелых Т-лимфоцитов-эффекторов от сен-
сибилизированного сингенного донора.

Материалы и методы
Тестируемый агент. В экспериментах использо-

ван препарат ФКС, выделенный методом коло-
ночной хроматографии на полиамидном сорбен-
те (Fluka, Германия) с использованием этанола 
в качестве экстрагента. Спектрофотометриче-
ский анализ образца ФКС показал наличие по-
лос поглощения в области 250-280 и 300-380 нм, 
характерных для соединений фенольного ряда. 
Экспериментальный препарат ФКС стандарти-

зировали фотометрическим методом в цветной 
реакции с галловой кислотой (AcrosOrganics, Гер-
мания) [11].

В культуру клеток вносили раствор ФКС 
в этаноле (рабочая концентрация 20 мкг/мл), так 
чтобы финальная концентрация этанола в лунке 
не превышала 1%. В качестве контроля исполь-
зовали соответствующие объемы растворителя. 
Во всех экспериментах после 30-минутной инку-
бации (37 °C, 5% CO2) с препаратом клетки отмы-
вали от тестируемого агента и медленно вводили 
внутривенно мышам в объеме 0,5 мл раствора 
Хенкса с 10 mM HEPES-буфера.

Лабораторные животные. В эксперимен-
тах были использованы мыши линии СВА (H-
2k) (самцы весом 18-20 г, возраст 8-10 недель),  
полученные из питомника РАМН (Крюково, 
Московская область). Животные содержались 
на стан дартном пищевом рационе вивария при 
свободном доступе к воде и пище.

Модель КЧ. Инициацию реакции КЧ к ДНФБ 
у мышей проводили согласно общепринятому 
экспериментальному подходу с незначительны-
ми модификациями [8]. Животных сенсибили-
зировали путем аппликации на выбритую кожу 
брюшка 50 мкл 0,3% раствора ДНФБ в ацетоне 
на 0 день. Через 6 суток после сенсибилизации 
на внутреннюю поверхность правого уха на-
носили разрешающую дозу ДНФБ (5 мкл 0,2% 
раствора). На левое ухо наносили аналогичный 
объем растворителя (ацетона). Отрицатель-
ным контролем (К-) служила группа интактных  
(несенсибилизированных) мышей, получивших 
только аппликацию разрешающей дозы ДНФБ. 
Через 24 ч после повторного нанесения ДНФБ 
оценивали интенсивность реакции КЧ по разни-
це отека правого и левого ушей (специфическое 
локальное воспаление). Толщину ушей измеря-
ли в миллиметрах специальным микрометром, 
снабженным световым индикатором (Россия).

Адоптивный перенос КЧ. У сенсибилизирован-
ных ДНФБ мышей-доноров через 6 суток после 
сенсибилизации выделяли клетки селезенки. Су-
спензию спленоцитов (3 × 107 кл/мышь, 0,5 мл) 
или их отдельные популяции (CD3+, CD4+, 
CD8+), веделенные из того же количества клеток 
селезенки, медленно внутривенно вводили в хво-
стовую вену интактным мышам-реципиентам. 
В опытной группе клетки инкубировали с ФКС 
в течение 30 мин при 37 °C и 5% CO2, в контроль-
ной – с соответствующим объемом растворите-
ля. Через 1 ч после переноса клеточной суспен-
зии мышам-реципиентам, включая интактных 
мышей (К-, отрицательный контроль), наноси-
ли разрешающую дозу ДНФБ на внутреннюю 
поверхность уха. На внутреннюю поверхность 
другого уха в качестве контроля наносили такой 
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же объем ацетона. Еще через 24 ч регистрировали 
интенсивность реакции КЧ мышей-реципиентов 
вышеописанным методом.

Иммуномагнитная сепарация. Для получе-
ния отдельных популяций спленоцитов ис-
пользовали метод негативной селекции и на-
бор реактивов Dynal Mouse Negative Isolation 
Kit (Invitrogen Dynal AS, Норвегия). Фракции 
клеток, не относящихся к интересующей попу-
ляции, удаляли, обрабатывая спленоциты кок-
тейлем моноклональных антител (IgG высоко-
специфичные к поверхностным популяционным 
маркерам) и связывающими их парамагнитными 
полимерными микрочастицами Dynalbeads. Се-
парацию проводили в магнитном поле штати-
ва DynalMag-2 (Invitrogen Dynal AS, Норвегия). 
Очищенную популяцию, не прикрепившуюся 
к полимерным микрочастицам (в составе супер-
натанта), отмывали и после подсчета использо-
вали для обработки ФКС in vitro, а затем вводили 
внутривенно экспериментальным животным.

Контроль чистоты популяции осуществляли 
методом проточной цитометрии на цитофлуори-
метре Cytomics FC500 (Beckman-Coulter, США) 
с использованием флюорохром-меченых моно-
клональных антител к CD3, CD4, CD8 антигенам 
мышей (Invitrogen, США).

Оценка жизнеспособности и «раннего» апопто-
за. Количественные исследования жизнеспособ-
ности и апоптоза клеток при воздействии изу-
чаемого агента проводили методом проточной 
цитофлуориметрии, используя Annexin V-FITC 
Apoptosis Detection Kit (Beckman Coulter, США). 
Для анализа использовали аликвоты, содержа-
щие 106 клеток.

Оценка продукции цитокинов. Паховые лимфа-
тические узлы выделяли на 4 день после двукрат-
ной (с интервалом 24 ч) сенсибилизации мышей 
ДНФБ. Выделенные лимфоциты культивирова-
ли 24 и 48 ч в 96-луночных планшетах при 37 °C 
и 5% CO2 в среде RPMI-1640 с добавлением 10% 
фетальной сыворотки, 100 ед/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина. Культуры дополни-
тельно стимулировали 15 мкг/мл конканавалина 
А (КонА). Супернатанты клеточных суспензий 
опытных проб и последовательные разведения 
стандартов инкубировали с флуоресцирующими 
бусами, покрытыми антителами, специфически 
реагирующими с каждым из аналитов. Далее 
добавляли биотин-конъюгированные антици-
токиновые антитела и стрептавидин, меченый 
флюорохромом (фикоэритрин). Концентрации 
цитокинов (IL-1, IL -2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, 
IL-17, IFNγ, TNFα) определяли цитофлуори-
метрическим методом, используя программ-
ное обеспечение FlowCytomix Pro и набор ре-

активов Mouse Th1/Th2 FlowCytomix Multiplex 
(Bender MedSystems, Австрия).

Статистическая обработка. Результаты обраба-
тывали методами вариационной статистики, рас-
считывая среднее арифметическое и стандарт-
ную ошибку среднего значения. Достоверность 
различий между опытными и контрольными 
группами в экспериментах определяли по крите-
рию Стьюдента с использованием пакета анализа 
данных программы Excel для Windows XP. Разли-
чия считались достоверными при р < 0,05, где р – 
уровень значимости.

Результаты
Результаты экспериментов по адоптивному 

переносу КЧ спленоцитами сенсибилизиро-
ванных мышей-доноров интактным мышам-
реципиентам представлены на рисунке 1. 
Как демонстрирует гистограмма, в группе от-
рицательного контроля (K-) аппликация раз-
решающей дозы ДНФБ не вызывала развития 
реакции: разница толщины ушей составляла 
0,010±0,004 мм. Напротив, перенос спленоцитов 
от сенсибилизированных ДНФБ доноров ин-
тактным мышам-реципиентам приводил к им-
мунизации последних, что проявлялось в разви-
тии у мышей-реципиентов реакции КЧ уже при 
первичной аппликации ДНФБ на ухо. У мышей 
данной группы отек составил 0,099±0,008 мм, 
что было сравнимо с интенсивностью КЧ в груп-
пе положительного контроля (K+) без адоп-
тивного переноса. Однако в том случае, ког-
да спленоциты предварительно (до введения 
мышам-реципиентам) инкубировали в течение 
30 мин с 20 мкг/мл ФКС, адоптивный перенос 
КЧ не наблюдался. Отек уха в этой группе мы-
шей составлял в среднем 0,016±0,006 мм, что до-
стоверно не различалось с таковыми значениями 
в группе отрицательного контроля (p < 0,05).

Параллельно был оценен апоптогенный эф-
фект ФКС по отношению к спленоцитам мышей, 
сенсибилизированных ДНФБ. Клетки инкуби-
ровали 0,5; 2; 6; 12 ч в присутствии ФКС, затем 
красили аннексин-ФИТЦ и пропидий иодидом. 
Ни в одном из образцов не наблюди повыше-
ния доли аннексин-положительных клеток при 
инкубации с ФКС в сравнении с контрольными 
пробами (результаты не показаны). При этом 
следует отметить тот факт, что через 30 мин более 
95% клеток оставались аннексин- и пропидий-
отрицательными как в контроле, так и при обра-
ботке ФКС.

Следующим экспериментальным шагом ста-
ла иммуномагнитная сепарация Т-лимфоцитов 
из суспензии спленоцитов мышей, сенсибилизи-
рованных ДНФБ, с целью их адоптивного пере-
носа интактным мышам. Результаты эксперимен-
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Рисунок 1. Интенсивность реакции при адоптивном переносе КЧ спленоцитами сенсибилизированных мышей-
доноров интактным мышам-реципиентам
Примечание. K– – отрицательный контроль; K+ – положительный контроль без адоптивного переноса; Спленоциты – адоптивный 
перенос КЧ спленоцитами (3 х 07/мышь); ФКС – адоптивный перенос спленоцитов, инкубированных с ФКС.

Рисунок 2. Интенсивность реакции при адоптивном переносе КЧ популяциями спленоцитов сенсибилизированных 
мышей-доноров интактным мышам-реципиентам
Примечание. K– – отрицательный контроль; Спленоциты – адоптивный перенос КЧ спленоцитами; Т-лимфоциты – адоптивный перенос 
КЧ Т-лимфоцитами; ФКС – адоптивный перенос Т-лимфоцитов, инкубированных с ФКС.

тов по изучению влияния ФКС на адоптивный 
перенос КЧ Т-лимфоцитами представлены на ри-
сунке 2. Как и предполагалось, Т-лимфоциты 
сенсибилизированных мышей эффективно пере-
носили КЧ несенсибилизированным реципи-
ентам. Выраженность реакции статистически 
не была отличима от группы с адоптивным пере-
носом суммарной фракции спленоцитов. Об-
работка in vitro сепарированных Т-лимфоцитов 
ФКС заблокировала способность этих клеток 

адоптивно переносить КЧ интактным мышам. 
Отек уха составил 0,017±0,007 мм, что совпадало 
с аналогичным показателем в группе отрицатель-
ного контроля (p < 0,05).

На рисунке 3 представлены результаты 
по адоптивному переносу КЧ основными субпо-
пуляциями T-лимфоцитов. Иммуномагнитной 
сепарацией из 3 × 107 спленоцитов были выделе-
ны CD8+ и CD4+T-лимфоциты, при проведении 
цитометрического контроля чистота субпопу-
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Рисунок 3. Интенсивность реакции при адоптивном переносе КЧ популяциями спленоцитов сенсибилизированных 
мышей-доноров интактным мышам-реципиентам
Примечание. K– – отрицательный контроль; Спленоциты – адоптивный перенос КЧ спленоцитами; CD8+CD4 – адоптивный перенос КЧ 
смесью CD8+ и CD4+ лимфоцитов; CD8 – адоптивный перенос КЧ CD8+ лимфоцитами; CD4 – адоптивный перенос КЧ CD4+ лимфоцитами; 
CD8+ФКС – адоптивный перенос КЧ CD8+ лимфоциотами, инкубированными с ФКС.
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ляций составляла 90,0±1,0%. Положительными 
контролями служили группы мышей, которым 
адоптивно переносили все спленоциты или смесь 
CD8+ и CD4+ лимфоцитов, выделенных из тако-
го же количества спленоцитов. Как видно на ги-
стограмме, перенос спленоцитов, смеси CD8+ 
и CD4+ лим фоцитов и чистой популяции CD8+ 
вызывал адоптивный перенос КЧ интактным 
мышам-реципиентам. Среднее значение отека 
ушей составило в двух последних группах со-
ответственно 0,087±0,01 мм и 0,086±0,014 мм, 
что статистически не различалось между собой 
и группой с переносом спленоцитов (p < 0,05). 
У мышей, которым перенесли сепарирован-
ные CD4+, отек был значительно меньше 
(0,034±0,008 мм). Однако, к нашему удивлению, 
обработка выделенных CD8+ лимфоцитов ФКС 
не вызвала подавления развития отека ушей 
(0,080±0,020 мм), т.е. реакция КЧ была «успеш-
но» адоптивно перенесена.

После обсуждения полученных результатов 
было решено провести модифицированный экс-
перимент с выделением тех же популяций спле-
ноцитов от сенсибилизированных ДНФБ мышей 
(результаты представлены на рисунке 4). Перед 
адоптивным переносом сепарированная субпо-
пуляция CD4+ лимфоцитов была in vitro обрабо-
тана ФКС, после чего в эту систему добавляли 
сепарированные CD8+ лимфоциты, отмывали 
от исследуемого агента и затем вводили внутри-
венно интактным мышам-реципиентам. На ри-
сунке 4 видно, что в контрольной группе, кото-
рой переносили субпопуляции Т-лимфоцитов, 
прошедшие те же этапы инкубации без ФКС, ин-

тенсивность реакции КЧ статистически не отли-
чалась от группы с адоптивным переносом спле-
ноцитов (p < 0,05). В свою очередь инкубация 
CD4+ с ФКС, с последующим добавлением CD8+, 
привела к супрессии реакции КЧ на 83% по срав-
нению с соответствующим контролем. Отек уха 
в этой группе мышей составил 0,020±0,010 мм, 
что достоверно не отличалось от значений отека 
ушей в группе отрицательного контроля (интакт-
ные мыши).

Дополнительно было проведено исследование 
уровня секреторных цитокинов в супернатантах 
клеточных суспензий из лимфоузлов, экспланти-
рованных на 4 сутки после сенсибилизации мы-
шей ДНФБ (рис. 5). Концентрация цитокинов 
измерялась через 24 и 48 ч после культивирова-
ния клеток in vitro. В контрольных пробах пико-
вые концентрации IL-2, IL-4, IFNγ наблюдались 
через 24 ч, а IL-6, IL-10, IL-17, TNFα через 48 ч 
культивирования in vitro. IL-1 и IL-5 ни в одной 
из серий экспериментов на этих сроках не опре-
делялись.

Анализ уровня цитокинов показал, что до-
бавление 20 мкг/мл ФКС в культуру лимфоцитов 
приводило к небольшому, но статистически зна-
чимому (p < 0,5) уменьшению концентрации IL-2 
(3202,5±340,3 пг/мл) и TNFα (216,5±8,4 пг/мл) 
соответственно на 21% и 20% по сравне-
нию с контролем. Напротив, уровни IL-10 
(1287,0±304,3 пг/мл), IL-4 (708,0±68,7 пг/мл) 
и IL-6 (2320,0±226,3 пг/мл) достоверно (p < 0,05) 
повышались под влиянием ФКС на 30%, 66% 
и 28% соответственно. Среднее значение кон-
центрации IL-17 (4520,0±692,8 пг/мл) досто-
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верно не отличалось от контрольного значения. 
Уровень IFNγ был подвержен значительным ко-
лебаниям: от значений, сравнимых с контролем, 
до уровней превышающих контрольные зна-
чения, так что средняя ошибка среднего ариф-
метического имеет достаточно большой размах 
(41000,0±7100,5 пг/мл).

Таким образом, результаты проведенных экспе-
риментов позволяют сделать следующие выводы:

1) Сенсибилизация ДНФБ мышей линии CBA 
в условиях нашего эксперимента приводит к ге-
нерации эффекторных клеток КЧ, имеющих пре-
имущественно фенотип CD8+.

2) ФКС в дозе 20 мкг/мл не индуцируют апоп-
тоза сенсибилизированных ДНФБ спленоцитов 
мышей, но подавляют способность этих клеток 
адоптивно переносить реакции КЧ сингенным 
мышам-реципиентам.

Рисунок 4. Интенсивность реакции при адоптивном переносе КЧ различными популяциями спленоцитов 
сенсибилизированных мышей-доноров интактным мышам-реципиентам
Примечание. K– – отрицательный контроль; Спленоциты – адоптивный перенос КЧ спленоцитами; CD8+CD4 – адоптивный перенос КЧ 
смесью CD8+ и CD4+ лимфоцитов; ФКС – адоптивный перенос CD4+ лимфоцитов, инкубированных с ФКС, с последующим добавлением 
CD8+ лимфоцитов.

Рисунок 5. Изменения уровня цитокинов в супернатанте лимфоцитов лимфоузлов (120-144 ч) после 
сенсибилизации ДНФБ) при обработке ФКС in vitro
Примечание. Уровень 100% соответствует контрольным значения каждого из анализируемых цитокинов.

От
ек

 ух
а, 

мм

К- Спленоциты CD8+CD4 ФКС
0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

%
 от

 ко
нт

ро
ля

IL-2 IL-10 IL-4 IFNγ IL-6 TNFα
60

80

100

120

140

160

180

200



509

Механизмы иммуносупрессивного действия флавоноидов2010, Т. 12, № 6

3) ФКС не обладают прямым ингибиторным 
влиянием на функциональную активность CD8+ 
лимфоцитов-эффекторов КЧ.

4) ФКС подавляют адоптивный перенос КЧ 
за счет влияния на функциональную актив-
ность CD4+ лимфоцитов, которые не являются 
клетками-эффекторами КЧ в условиях описы-
ваемого эксперимента.

5) Добавление ФКС в систему in vitro, содер-
жащую зрелые иммунокомпетентные клетки, 
участвующие в иммунном ответе при КЧ у мы-
шей, приводит к достоверному повышению се-
креции IL-4, IL-6, IL-10.

Обсуждение
В настоящей работе мышиная модель реак-

ции КЧ к ДНФБ использовалась для детально-
го изучения механизмов иммуносупрессивного 
действия ФКС. КЧ к ДНФБ является классиче-
ской моделью T-клеточного иммунного ответа, 
воспроизводящей заболевание – контактный 
дерматит у человека, ключевым этапом разви-
тия которого считается активация и созрева-
ние в сенсибилизированном организме клона 
антиген-специфических Т-лимфоцитов. Ранее 
уже обсуждался тот факт, что при парентераль-
ном введении ФКС эффективно ингибируют 
КЧ на ранних этапах развития [1], а также, что 
в основе иммуносупрессорного действия ФКС 
может лежать нарушение пролиферации клона 
ДНФБ-специфических Т-лимфоцитов [2]. Во-
прос о возможности воздействия ФКС на функ-
ции зрелых клеток-эффекторов КЧ оставался от-
крытым.

Одним из экспериментальных методов оцен-
ки действия различных агентов на антиген-
специфические эффекторы КЧ являются опы-
ты по их адоптивному переносу сингенным 
животным. Данный подход был использован нами 
для изучения прямого влияния ФКС на суммарную 
фракцию спленоцитов мышей, полученную спу-
стя 6 суток после сенсибилизации ДНФБ, а также 
на T-лимфоциты и отдельные популяции Т-клеток, 
выделенных из суспензии лимфоцитов селезенки 
с помощью иммуномагнитной сепарации.

Реакция КЧ достоверно переносилась спле-
ноцитами ДНФБ-сенсибилизированных мы-
шей-доноров сингенным интактным мышам-
реципиентам при внутривенном введении их 
в количестве свыше 2 × 107 клеток в расче-
те на 1 мышь. При этом адоптивный перенос 
108 клеток/мышь вызывал отек уха такой же вы-
раженности (результаты не приведены), как в 
группе мышей K+ (инициация КЧ и ее разреше-
ние в одном и том же животном). В том случае, 
когда переносили меньшее количество сплено-
цитов, наблюдалась незначительная тенденция 

к снижению интенсивности реакции (рис. 1). 
С целью экономии дорогостоящих реактивов 
для иммуномагнитной сепарации в данной ра-
боте для адоптивного переноса КЧ использова-
ли 3 × 107 клеток в расчете на 1 мышь, сепарация 
и перенос отдельных популяций клеток проводи-
лись из такого же количества спленоцитов.

Как показали проведенные исследования, об-
работка антиген-специфических спленоцитов 
ФКС перед переносом полностью отменяла раз-
витие КЧ у сингенных мышей, при этом данный 
эффект не был связан с гибелью клеток вследствие 
индукции их апоптоза или цитотоксичности.

Представленные в литературе сведения, ка-
сающиеся фенотипа клеток, являющихся эффек-
торами КЧ противоречивы. Предполагается, что 
фенотип индуцированных клеток-эффекторов 
КЧ зависит прежде всего от вида гаптена, а так-
же от генетических особенностей сенсибилизи-
рованного организма. Тем не менее большинство 
исследований показывают, что сенсибилизация 
мышей ДНФБ приводит к генерации клеток-
эффекторов КЧ, имеющих фенотип CD8+ кле-
ток [4, 7].

Наши результаты соответствовали дан-
ным литературы: реакция КЧ переносилась 
как выделенной из суспензии спленоцитов 
сенсибилизиро ванных мышей суммарной фрак-
цией Т-лимфоцитов (рис. 2), так и их CD8+ суб-
популяцией (рис. 3). В то же время антиген-
специфические CD4+ лимфоциты не были 
спо собны в достаточной степени переносить КЧ. 
Прямое воздействие ФКС на Т-лимфоциты сен-
сибилизированных мышей, подобно обработке 
всех антиген-специфических спленоцитов, пол-
ностью блокировало адоптивный перенос КЧ. 
Однако в отличие от цельной фракции T-клеток 
обработка CD8+ субпопуляции ФКС с после-
дующим адоптивным переносом их интактным 
мышам не вызывала ингибирования реакции 
КЧ, что свидетельствует об отсутствии прямого 
подавляющего эффекта флавоноидов на клетки-
эффекторы. При этом кратковременная преин-
кубация CD4+ субпопуляции спленоцитов сенси-
билизированных мышей ФКС и смешивание ее 
с CD8+ эффекторами приводила при адоптивном 
переносе к угнетению КЧ (рис. 4). Данный факт 
позволил сделать заключение, что именно регуля-
торные CD4+ лимфоциты приобретают в процес-
се обработки флавоноидами супрессорный по-
тенциал и инактивируют клетки-эффекторы КЧ.

К настоящему времени накоплен обширный 
материал о существовании регуляторных популя-
ций клеток, способных вызвать подавление им-
мунного ответа на разных его стадиях и индуци-
ровать толерантность к антигену. Исследования, 
проведенные с использованием модели КЧ, де-
монстрируют, что у мышей, сенсибилизирован-
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ных ДНФБ, роль подобных клеток-регуляторов 
могут выполнять различные субтипы CD4+ лим-
фоцитов, включая Th2 [3-5, 12]. Негативная регу-
ляция иммунного ответа иммуно-регуляторными 
клетками возможна как путем непосредственно-
го контакта с эффекторными клетками [9], так и 
с помощью секреции ингибиторных цитоки-
нов – IL-10 и TGF-β [10]. Поэтому была проведе-
на оценка влияния ФКС на профиль цитокинов, 
секретируемых иммунокомпетентными клетка-
ми, реализующими КЧ.

Выделяя лимфоциты на пике пролифера-
тивной активности и культивируя их в течение 
24-48 ч, мы изучали влияние ФКС на секрецию 
цитокинов уже практически зрелыми имму-
нокомпетентными клетками, участвующими 
в КЧ (120-144 ч после сенсибилизации) [2]. Ак-
тивированные Т-лимфоциты характеризова-
лись богатым репертуаром секретируемых ци-
токинов (IL- 2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFNγ, 
TNFα) (рис. 5). В этом ряду находились цито-
кины как способствующие развитию реакции 
КЧ (IL- 17, IFNγ, TNFα), так и ингибирующие 
ее (IL-10). Прямая обработка флавоноидами эф-
фекторов КЧ in vitro снижала секрецию TNFα, но 
не влияла значимо на продукцию IL-17. Наблю-
далась также тенденция к повышению уровня 
IFNγ. Источником IFNγ и IL-17 могли являться 
СD8+ лимфоциты [7, 12], эффекторную функцию 
которых ФКС в опытах по адоптивному перено-
су КЧ прямо не ингибировали. Обработка клеток 
ФКС in vitro приводила к статистически значимо-
му повышению уровня IL-4, IL-6, IL-10, которые, 
как известно, секретируются Th2 типа. Наиболее 
эффективно возрастало среднее значение IL-4, 
который считается главным Th2-поляризующим 
фактором. С точки зрения устоявшихся пред-
ставлений, при развитии реакции КЧ антагони-
стически взаимодействуют два типа CD4+ кле-
ток: Тh1 и Тh2 лимфоциты. По-видимому, ФКС 
потенцируют функции Тh2 клеток, которые спо-
собны негативно регулировать функции эффек-
торов КЧ [12].

Таким образом, флавоноиды корня солод-
ки угнетают функцию клеток-эффекторов КЧ 
к ДНФБ, что опосредуется регуляторными CD4+ 
лимфоцитами, а также повышением секре-
ции интерлейкинов Th2-профиля (IL-4, IL-6,  
IL-10). Это позволяет свидетельствовать о том, 
что иммуносупрессивый механизм действия 
ФКС основан на отрицательной регуляции им-
мунного ответа без цитотоксического влияния 
на клетки-эффекторы. 
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