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Аннотация.  Методом непрямого иммуноферментного анализа проведено комплексное иссле-
дование изменения уровня мембранных маркеров нейтрофилов, принимающих участие в связыва-
нии липополисахаридов бактериальных клеточных стенок в условиях комбинированного воздей-
ствия УФ-излучения и α2b-интерферона. Установлено, что в случае комбинированного воздействия, 
α2b-интерферон оказывает иммуностимулирующее воздействие на нейтрофилы крови человека и 
нивелирует иммунодепрессивное действие некоторых доз УФ-излучения. 
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Abstract. Indirect ELISA carried out a comprehensive study of changes in the level of membrane markers 
of neutrophils involved in the binding of the bacterial cell wall lipopolysaccharide in terms of the combined 
effects of UV radiation and α2b-interferon. Found that in the case of combined action, α2b-interferon has 
an immunostimulating effect on human blood neutrophils and eliminates some immunosuppressive effect 
dose of UV radiation.
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ВВЕДЕНИЕ
С момента открытия процесса фагоцитоза 

И. И. Мечниковым основной функцией нейтро-
фильных гранулоцитов считалось поглощение и 
элиминация из организма различных чужеродных 
агентов и патогенных микроорганизмов с помо-
щью большого количества активных кислород-
ных метаболитов, генерируемых в процессе «ре-
спираторного взрыва».

Однако открытие в 1997 году группы рецеп-
торов, получивших название toll-like receptors – 
«Странные, заманчивые рецепторы», позволило 
существенным образом пересмотреть роль ней-
трофильных гранулоцитов в реализации врожден-
ного иммунного ответа [1]. После проведения де-
тальных исследований оказалось, что рецепторы 
TLR возникли давно, и являются эволюционным 
приобретением не только человека  и всех позво-
ночных, но и даже насекомых. 

Среди всех известных на сегодняшний день 
рецепторов TLR особый интерес исследователей 
вызывает маркер TLR4, экспрессирующийся на 

поверхности всех нейтрофильных гранулоцитов, 
основной функцией которого является распозна-
вание липополисахаридов Грамм-отрицательных 
бактерий [2]. Однако одним из функциональных 
ограничений данного маркера является то, что 
распознавание им компонентов бактериальной 
клеточной стенки возможно только при усло-
вии экспрессии на поверхности мембраны клет-
ки вспомогательной корецепторной молекулы 
CD 14, а запуск каскада процессов активации 
нейтрофилов после взаимодействия комплекса 
TLR4 – CD14 с лигандом регулируется со сторо-
ны иммунной системы большим количеством ци-
токинов и других малых регуляторных молекул,  
которые могут определенным образом корректи-
ровать поведение клетки на полученный сигнал 
и, в частности, могут приводить к активации не-
специфического, опсонин-независимого фагоци-
тоза одиночных бактерий, которые, в дальней-
шем, выступают в качестве источника маркерных 
антигенов, позволяющих другим иммунокомпе-
тентным клеткам распознать эти чужеродные для 
организма объекты [3].

В связи с чем определенный практический ин-
терес представляет изучение уровня экспрессии 
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вышеперечисленных антигенных детерминант 
под воздействием различных физико-химических 
агентов, так как они в полной мере отражают спо-
собность изучаемых клеток принимать участие в 
одном из важнейших этапов реализации иммун-
ного ответа – презентации чужеродного антигена.

Одним из наиболее эффективных способов 
воздействия на клетки иммунной системы в слу-
чае возникновения патологий различной этио-
логии является цитокинотерапия. Рядом авторов 
было показано, что в некоторых условиях в кли-
нической практике можно существенным образом 
повысить эффективность проводимого лечения, а 
также добиться ослабления или полного нивели-
рования побочных эффектов, возникающих при 
действии синтетических аналогов цитокинов на 
иммунную систему и добиться дополнительной 
стимуляции иммунокомпетентных клеток орга-
низма человека за счет комбинирования цитоки-
но- и фототерапии, и в частности УФ-излучения 
(АУФОК-терапия), действие которого на структу-
ру и функциональные свойства этих клеток уси-
ленно изучается в настоящее время [4].

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты были проведены на изоли-
рованных полиморфноядерных лейкоцитах, 
выделенных методом седиментации на двой-
ном градиенте плотности фиколл-урографина 
(r1 = 1.119 г/см3, r2 = 1.076 г/см3)  из перифери-
ческой крови доноров. Модификацию суспензий 
клеток препаратом a2b-интерферона в концентра-
циях 1, 10 и 100 МЕ/мл проводили в течение 1 часа 
в термостате при 37 0С. Облучение УФ-светом 
в дозах 151-1359 Дж/м2 осуществляли светом 
Ртутно-кварцевой лампы ДРТ-400 с использова-
нием светофильтра УФС-1 с полосой пропуска-
ния 240-390 нм. Уровень экспрессии изучаемых 
антигенных детерминант определяли с помощью 
метода непрямого твёрдофазного иммунофермен-
ного анализа с использованием моноклональных 
антител мыши против CD 14 маркеров человека 
(«Сорбент», Москва) по стандартной методике. 
Статистическую обработку проводили с исполь-
зованием t-критерия Стьюдента.

ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ 
ОБСУЖДЕНИЕ

Первым этапом нашего исследования явилось  
изучение уровня экспрессии CD 14 молекул  на 
поверхности мембран нейтрофилов крови чело-

века в условиях воздействия препарата a2b-интер-
ферона. Количество маркеров на поверхности 
нативных клеток составило 0,516  ± 0,030 ед. 
опт. плотн. При использовании модификатора 
в концентрациях 10 и 100 МЕ/мл наблюдалось 
повышение величины изучаемого показателя от-
носительно контроля на 8,8% и 21,2 % соответ-
ственно. (Рис. 1а).

Поскольку данный маркер, входящий в состав 
комплекса TLR 4 – CD 14, принимает участие в 
связывании бактериальных липополисахаридов, 
то зарегистрированное нами увеличение их коли-
чества на поверхности клеточных мембран свиде-
тельствует о возрастании интенсивности протека-
ния этого процесса. 

Для выяснения механизмов изменения коли-
чества изучаемого нами антигена была проведена 
серия опытов с использованием транскрипцион-
ного (актиномицин D) и трансляционного (ци-
клогексимид) блокаторов белкового синтеза. При 
добавлении в инкубационную среду совместно с 
интерфероном в концентрациях 10 и 100 МЕ/мл 
как актиномицина D (рис. 1б), так и циклогексими-
да (рис. 1в), нами было выявлено снижение уровня 
экспрессии CD 14 на поверхности мембран ней-
трофилов крови человека от 13,2% до 25,3%.

Таким образом, на основании данных об ин-
терферон-индуцированном снижении регистри-
руемого показателя на фоне действия блокаторов 
синтеза белка можно констатировать, что заре-
гистрированный нами ранее эффект увеличе-
ния количества CD 14 маркеров на поверхности 

Рис. 1. Динамика уровня экспрессии CD 14 
маркеров на поверхности мембран нейтрофи-
лов крови человека в условиях воздействия α2b-
интерферона. Обозначения: а – в отсутствие бло-
каторов белкового синтеза, б – при добавлении в 
инкубационную среду актиномицина D, в – при 
добавлении в инкубационную среду циклогекси-
мида
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мембран клеток после внесения в инкубацион-
ную среду a2b-интерферона в концентрациях 10 
и 100 МЕ/мл связано с синтезом этих антигенных 
детерминант de novo.

Следующим этапом нашей работы явилось 
изучение изменения уровня экспрессии CD 14 
маркеров в условиях воздействия УФ-света (240-
390 нм) в дозах 151 – 1359 Дж/м2. 

Все исследованные нами образцы клеток 
проявили высокую лабильность к действию УФ-
света. Было установлено, что характер ответной 
реакции клеток на облучение зависел от исход-
ного уровня экспрессии изучаемых антигенов, в 
связи с чем все обследованные нами доноры были 
разделены на 2 группы. 

Уровень экспрессии CD 14 маркеров на по-
верхности мембран образцов клеток, отнесенных 
к первой группе, составил 0,560 ± 0,025 (Рис. 2а.).

Облучение клеток УФ-светом во всем ис-
пользуемом диапазоне доз вызывало увеличение 
количества изучаемых нами антигенных детер-
минант на поверхности их  мембран от 6 до 13%, 
что свидетельствует об улучшении возможности 
связывания нейтрофилами бактериальных липо-
полисахаридов.

Во вторую группу (Рис. 2б) вошли доноры, 
для которых был характерен низкий уровень 
экспрессии CD 14 маркеров на поверхности 
мембран нейтрофилов периферической крови 
(0,486 ± 0,018 ед. опт. пл.). 

Фотомодификация образцов клеток во всем 
используемом нами диапазоне доз (151 – 1359 Дж/м2)  
приводила к снижению уровня ИФА сигнала на 
10 – 22 % относительно контроля.

Рис. 2. Динамика уровня экспрессии 
CD 14 на поверхности мембран нативныx и 
модифицированныx УФ-облучением нейтрофи-
лов крови доноров, отнесенных к I (а) и II (б) 
группам

Для выяснения механизмов изменения уровня 
CD 14 антигенов на поверхности мембран фото-
модифицированных клеток нами был проведен 
блок исследований с использованием блокаторов 
белкового синтеза: актиномицина D и циклогекси-
мида. При этом было установлено, что внесение 
как транскрипционных, так и  трансляционных 
блокаторов синтеза белка нивелирует различия 
в характере ответной реакции образцов клеток 
обеих групп доноров на воздействие УФ-света во 
всем используемом нами диапазоне доз (рис. 3).

Так, облучение суспензии исследуемых кле-
ток УФ-светом в дозах 151, 453, 906 и 1359 Дж/
м2 на фоне воздействия актиномицина количество 
тестируемых антигенных детерминант на поверх-
ности нейтрофилов снижалось на 13 – 34%  отно-
сительно контроля.

Подобная ответная реакция нейтрофилов на 
облучение УФ-светом была выявлена нами при 
использовании в качестве блокатора синтеза 
белка – циклогексимида. Фотомодификация су-
спензий клеток доноров обеих груп в дозах  151 
– 1359 Дж/м2 также приводила к снижению уров-
ня экспрессии CD 14 маркеров на 7 – 29 % соот-
ветственно.

Таким образом, одной из причин повышения 
уровня экспрессии изучаемых антигенов на по-
верхности мембран нейтрофилов крови доноров, 
отнесенных ранее к первой группе, может слу-
жить их синтез  de novo . 

Для расширения представлений о совмест-
ном влиянии УФ-излучения и α2b-интерферона 

Рис. 3. Динамика уровня экспрессии 
CD 14 на поверхности мембран на-тивныx и 
модифицированныx УФ-облучением нейтрофилов 
крови человека. Обозначения: а – в отсутствие бло-
каторов белкового синтеза, б – при добавлении в 
инкубационную среду актиномицина D, в – при до-
бавлении в инкубационную среду циклогексимида

Уровень экспессии экспрессии CD14 антигенов нейтрофилами крови человека
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на механизмы регуляции протекания иммунных 
реакций мы провели оценку количественного со-
держания молекул CD 14 антигенов, экспресси-
рованных на поверхности мембран нейтрофилов 
крови человека 

Уровень экспрессии CD 14 маркеров на поверх-
ности мембран нативных клеток  доноров первой 
группы составил 0,560 ± 0,025 ед. опт. пл. Инкуба-
ция нейтрофилов α2b-интерфероном в концентра-
циях 10 и 100 МЕ/мл вызывала повышение опти-
ческой плотности исследуемых образцов на на 8% 
и 19 % относительно контроля. (рис. 4). 

Облучение клеток УФ-светом в дозах 151 – 
1359 Дж/м2 способствовало повышению уровня 
ИФА – сигнала на 6 – 13% относительно контро-
ля. Нами было установлено, что инкубация су-
спензий фотомодифицированных нейтрофилов с 
препаратом α2b-интерферона в концентрациях 10 
и 100 МЕ/мл приводит к увеличению уровня экс-
прессии изучаемых антигенных детерминант на 
6 – 24% по сравнению с клетками, не подвергав-
шимися действию цитокина. В остальных случа-
ях статистически достоверных отличий сравнива-
емых показателей нами выявлено не было.

У второй группы доноров с исходно более 
низким уровнем экспрессии CD 14 маркеров на-
блюдалось повышение количества исследуемых 
антигенных детерминант после инкубации клеток 
с интерфероном в концентрациях 10 и 100 МЕ/мл 
на 9 и 22% соответственно (рис. 5).

Облучение нейтрофилов УФ-светом в мини-
мальной дозе (151 Дж/м2) снижало количество 

Рис. 4. Влияние интерферона в различной кон-
центрации на уровень экспрессии CD14 рецепто-
ров УФ-облученных нейтрофилов

Рис. 5. Влияние интерферона в различной кон-
центрации на уровень экспрессии CD14 рецепто-
ров УФ-облученных нейтрофилов 

изучаемых антигенов на поверхности их мембран 
на 12 % относительно контроля. Последующая 
инкубация фотомодифицированных клеток с α2b-
интерфероном в концентрациях 1, 10 и 100 МЕ/мл 
вызывала повышение уровня экспрессии CD 14 
маркеров на 15 – 25% по сравнению с таковым 
для облученных нейтрофилов.

После воздействия на тестируемые нами по-
лиморфно-ядерные лейкоциты УФ-излучения в 
дозах 453 - 1359 Дж/м2 также наблюдалось сни-
жение уровня экспрессии CD 14 комплексов на 10 
– 22%. Последующее добавление интерферона в 
концентрациях 1 – 100 МЕ/мл к фотомодифици-
рованным клеткам способствовало восстановле-
нию количества исследуемых нами маркеров на 
поверхности их мембран до контрольных значе-
ний, а в случае добавления цитокина в концентра-
ции 100 МЕ/мл к образцам, облученным в дозах 
453 и 1359 Дж/м2  – до величин 0,530 и 0,522 ед 
опт. пл., что на 9 и 7,5% соответственно превы-
шает таковые.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С помощью методов непрямого твердофаз-

ного иммуноферментного анализа было иссле-
довано влияние препарата α2b-интерферона 
(1 – 100 МЕ/мл) на экспрессию CD 14 маркера 
на поверхности мембран нейтрофилов крови че-
ловека.

В ходе работы была установлена концен-
трационная зависимость изменения уровня экс-
прессии этих антигенных детерминант от дозы 
УФ-излучения и содержания α-интерферона в 
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инкубационной среде. Показано, что исследу-
емый цитокин  в диапазоне концентраций 10 и 
100 МЕ/мл оказывает иммуностимулирующее 
действие на экспрессию CD 14 маркеров.

Исследование комбинированного воздействия 
препарата α2b-интерферона (1 – 100 МЕ/мл) и УФ-
излучения (240-390 нм) в дозах 151 – 1359 Дж/м2 
на экспрессию CD 14 маркеров Т-лимфоцитами 
крови человека позволило установить следующее. 

Облучение нейтрофилов УФ-светом в дозах 
151  – 1359 Дж/м2 оказывает существенное влия-
ние на изменение количества CD 14 антигенов на 
их поверхности. Характер ответной реакции кле-
ток на фотомодификацию будет определяться ис-
ходным количеством этих мембранных маркеров. 
Введение a2b-интерферона (10 – 100 МЕ/мл) в 
суспензии фотомодифицированных нейтрофилов  
нивелирует иммунодепрессивное действие УФ-
излучения  и вызывает увеличение уровня экс-
прессии CD14 маркеров на поверхности мембран 
облученных Т-клеток, тем самым способствуя 
восстановлению и повышению их активности.

В связи с этим открываются широкие пер-
спективы для регуляции активности этого зве-
на иммунитета комбинированным действием 
УФ-излучения и естественных модуляторов (α2b-

интерферон), так как использование цитокиноте-
рапии может способствовать повышению эффек-
тивности фотомодификации крови при лечении 
патологий различной степени тяжести и сниже-
нию вероятности развития отрицательных побоч-
ных эффектов.
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