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Аннотация. Методами регистрации люминолзависимой хемилюминесценции и спектрофото-
метрии изучены процессы накопления и утилизации активных форм кислорода Т-лимфоцитами 
крови человека в условиях воздействия препарата человеческого лейкоцитарного интерферона.
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Abstract. It was studied by Methods of registration of luminol-dependent chemiluminescence and 
spectrophotometry the processes of accumulation and disposal of reactive oxygen species by T lymphocytes 
in human blood under the influence of the preparation of human leukocyte interferon.

Keywords: interferon, ROS, Lipid peroxidation, catalase, superoxide dismutase

© Путинцева О. В., Артюхов В. Г., Колтаков И. А., До-
мнина Е. В., 2014

В настоящее время интерфероны широко при-
меняются не только для лечения вирусных забо-
леваний, но и в качестве иммуномодуляторов ши-
рокого спектра действия [1], что способствует их 
активному использованию в клинической прак-
тике. Однако при введении в организм больших 
концентраций этого цитокина (100 – 500 МЕ/мл) 
или при длительном лечении происходит разви-
тие ряда серьезных побочных эффектов, которые 
имеют дозозависимый характер. Так, гриппопо-
добный синдром, вызываемый интерфероном, мо-
жет отрицательно влиять на сердечно-сосудистую 
систему, почки и ЦНС. Антипролиферативный 
эффект цитокина затрагивает систему кроветво-
рения, слизистой оболочки желудочно-кишечного 
тракта и внутренних органов, а взаимодействие с 
опиатными рецепторами может привести к нейро-
токсичности и дисфункции ЦНС [2].

Однако, в последнее время стали появляться 
работы, посвященные исследованию влияния раз-
личных иммуномодуляторов на активность фер-
ментов антиоксидантной защиты и интенсивность 
протекания ПОЛ в иммунокомпетентных клетках 
[3, 4]. Это связано с тем, что в процессе обмена 
веществ в иммуноцитах непрерывно протекают 
реакции, направленные на синтез простагланди-
нов, тромбоксанов, липоксанов,  лейкотриенов и 
сопряженные со спонтанной генерацией актив-
ных форм кислорода (АФК). Согласно данным 
ряда авторов, высвобождение небольших концен-
траций АФК может происходить и при активации 
ТCR на поверхности мембран  Т-лимфоцитов [5], 
принимающих участие в передаче внутриклеточ-
ных сигналов [6, 7] и в регуляции ответа клеток на 
воздействие цитокинов [8].

Пероксидное окисление липидов (ПОЛ) пред-
ставляет собой один из универсальных процессов 
повреждения мембранных систем, изменяющих 
их химический состав, физические параметры, 
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ультраструктурную организацию и функциональ-
ные характеристики. ПОЛ способствует обнов-
лению липидного состава мембран вследствие 
удаления легко окисляющихся липидов. Это вы-
зывает повышение проницаемости клеточных 
мембран для различных ионов и макромолекул 
и изменение функциональной активности боль-
шинства мембранных белков [9, 10].

Окислительные процессы с участием АФК 
являются неотъемлемым звеном существования 
высших форм живых организмов. Однако, с дру-
гой стороны, высокая реакционная способность 
делает их особо токсичными на всех уровнях 
биологических систем. Однако, в физиологиче-
ских условиях образование АФК в клетке сдер-
живается на низком уровне системой антиокси-
дантов [11].

В связи с этим весьма актуальным является 
проведение исследований, посвященных оценке 
интенсивности протекания свободно-радикаль-
ных процессов в мембранах в Т-лимфоцитах кро-
ви человека  в условиях воздействия препарата 
человеческого лейкоцитарного α-интерферона.

ОБЪЕКТЫ  И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Объектами исследования служили Т-лим-
фоциты периферической крови здоровых добро-
вольцев. Выделение иммунокомпетентных клеток 
c помощью метода седиментации в градиенте плот-
ности фиколл-урографина (r = 1.077 г/см3) по ме-
тоду  А. Boym [12] на центрифуге типа Eppendorf 
5702 c бакет-ротором в течение 15 мин при 400 g. 

Слой лимфоцитов, образующийся на поверх-
ности градиента, собирали по всей площади се-
чения пробирки, переносили в чистую, сухую 
центрифужную пробирку и разбавляли раство-
ром Хенкса в соотношении 1:10 и трехкратно 
отмывали. Контроль чистоты суспензии клеток 
осуществляли спектрофотометрически и с помо-
щью окрашивания мазков клеток суспензий по 
Романовскому [13] с последующим микроскопи-
рованием. Жизнеспособность лимфоцитов опре-
деляли в тесте с трипановым синим[14]. В работе 
использовались образцы клеток с жизнеспособ-
ностью не менее 95%. Разделение суспензии лим-
фоцитов на фракции Т- и В-клеток проводили по 
методу Р. Terasaki [15]. 

Модификацию Т-лимфоцитов растворами 
человеческого лейкоцитарного a-интерферона 
(«Иммунопрепарат», Уфа) осуществляли в тече-
ние 24 часов при температуре 37 °С в диапазоне 

концентраций 0.01; 0.1; 1; 10 и 100 МЕ/мл.
Спонтанное образование АФК Т-лимфоцитами  

определяли с помощью метода люминолзави-
симой хемилюминесценции, активность цито-
зольной каталазы определяли по методу М. А. 
Королюка и соавт. [16], а цинк-медь зависимой 
супероксиддисмутазы – по методу В. Н. Чумакова 
и соавт. [17].

ПОлученные результаты и их 
обсуждение

Ранее нами проводилась оценка влияния пре-
парата человеческого лейкоцитарного интер-
ферона на экспрессию основных компонентов 
Т-клеточного рецептора лимфоцитами крови че-
ловека [18, 19, 20, 21]. Было показано, что в за-
висимости от исходного состояния иммуноком-
петентных клеток и концентрации исследуемого 
цитокина характер ответной реакции сильно ва-
рьировал. 

Для выяснения влияния активных форм кис-
лорода и интенсивности протекания ПОЛ на из-
менение антигенного профиля биомембран имму-
нокомпетентных клеток нами был осуществлен 
анализ свободнорадикальных процессов в мем-
бранах Т-лимфоцитов, инкубированных с препа-
ратом α-интерферона в диапазоне концентраций 
0,01 – 100 МЕ/мл в течение 1 и 24 часов. 

Максимальная интенсивность ЛЗХЛ кон-
трольных образцов Т-лимфоцитов состави-
ла в среднем 0.034 ± 0.006 мВ, а светосумма – 
11.9 ± 2.1 мВ⋅с (табл. 1). 

Таблица 4
Динамика изменения параметров ЛЗХЛ 

Т-лимфоцитов в контроле и после их инкубации с раз-
личными концентрациями a -интерферона

время
инкуба-
ции, ч

концентрация
интерферона, 

МЕ/мл
Imax, мВ S, мВс

1

контроль 0,034 ± 0,006 11,9 ± 2,1
0,01 0,057 ± 0,006* 20,4 ± 2,0*
0,1 0,064 ± 0,007* 22,4 ± 2,5*
1 0,038 ± 0,007 13,3 ± 2,6
10 0,031 ± 0,005 10,9 ± 1,8
100 0,019 ± 0,008* 7,0 ± 0,8*

24

контроль 0,083 ± 0,008 15,0 ± 3,6
0,01 0,248 ± 0,012* 68,0 ± 3,3*
0,1 0,324 ± 0,017* 121,0 ± 6,4*
1 0,399 ± 0,018* 156,0 ± 6,7*
10 0,543 ± 0,038* 236,0 ± 16,5*
100 0,701 ± 0,042* 249,0 ± 14,9*

* - отличия от контроля статистически достоверны при Р < 0.05

Термостатирование клеток с α-интерфероном 
в концентрациях 0.01 и 0.1 МЕ/мл в течение 1 ч 
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приводило к усилению Imax на 67 % и 88 %, а S  - на 
71 % и 88 % соответственно.  При увеличении со-
держания цитокина в инкубационной среде до 1 и 
10 МЕ/мл не было выявлено статистически досто-
верных отличий основных параметров хемилю-
минесценции от контроля.  Модификация клеток 
максимальной из используемых нами концентра-
ций цитокина – 100 МЕ/мл, инициировала сниже-
ние регистрируемых показателей  на 44 % и 41 %. 

При увеличении времени термостатирования  
Т-лимфоцитов до 24 часов, нами было установле-
но повышение максимальной интенсивности Imax  
более чем в 2 раза до 0.083 ± 0.008 мВ и незначи-
тельное возрастание светосуммы S до  15 ± 3.6 мВ⋅с, 
однако, ее величина статистически достоверно не 
отличалась от таковой  для часовой экспозиции. 
Инкубация клеток с интерфероном в концентра-
ции 0.01 МЕ/мл приводила к повышению исследу-
емой величины на 226% (0.248 ± 0.012 мВ). Вне-
сение в культуральную среду интерферона в дозе 
0,1 МЕ/мл повышало уровень регистрируемого 
показателя на 326 % (0.324 ± 0.017 мВ). Модифи-
кация Т-лимфоцитов цитокином в концентрации 
1 МЕ/мл способствовала росту интенсивности 
ЛЗХЛ на 425 % (0.399 ± 0.018 мВ). При термо-
статировании клеток с a-интерфероном в концен-
трациях 10 и 100 МЕ/мл наблюдалось увеличе-
ние регистрируемого показателя на 614 и 822 % 
(0.543 ± 0.038 и 0.701 ±  0.042 мВ соответственно).

Установлено, что светосумма ЛХЗЛ об-
разцов Т-лимфоцитов после их модификации 
a-интерфероном (0,01 – 100 МЕ/мл) увеличива-
лась пропорционально концентрации цитокина от 
68.0 ±  3.3 до 249.0 ±  14.9 мВ⋅с.  

Таким образом, на основании полученных 
нами данных можно констатировать, что под 
действием α-интерферона происходит интенси-
фикация продукции АФК в Т-лимфоцитах, и, как 
следствие, усиление интенсивности протекания 
процессов ПОЛ в клеточных мембранах, о чем  
свидетельствует зарегистрированное нами повы-
шение основных параметров ЛЗХЛ. 

Поскольку образование АФК в живых орга-
низмах находится в постоянном равновесии с их 
дезактивацией антиоксидантной системой защи-
ты, нами была проведена серия экспериментов по 
изучению каталитической активности каталазы и 
супероксиддисмутазы (СОД) в лизатах  нативных 
и инкубированных с препаратом α-интерферона в 
течение  1 и 24 ч Т-лимфоцитов. 

Величина каталазной активности лизатов су-
спензий нативных Т-клеток, термостатирован-

ных при 37 oС в течение 1 ч, составила  23.4 ± 0.6 
мкмоль/л⋅мин (рис. 1). 

Рис. 1. Активность каталазы в лизатах натив-
ных и инкубированных с α-интерфероном в тече-
ние 1 ч Т-лимфоцитов.

Инкубация Т-лимфоцитов с α-интерфероном в 
концентрации 0.01 МЕ/мл в течение 1 ч вызывала 
снижение активности исследуемого фермента до 
20.9 ± 0.5 мкмоль/л⋅мин (на 10,9 % относитель-
но контроля). Добавление в суспензии нативных 
Т-клеток препарата a-интерферона в концентра-
циях 0,1; 1; 10 и 100 МЕ/мл и последующая их ин-
кубация при 37 оС способствовала статистически 
достоверному повышению каталазной активно-
сти лизатов до величин 27.5 ± 0.6; 27.2 ± 0,5; 27.0  
± 0.8 и 37.7 ± 0.6 мкмоль/л⋅мин соответственно.

При увеличении времени инкубации 
Т-лимфоцитов с исследуемым цитокином до 24 ч 
ферментативная активность цитозольной каталазы 
снижалась до величины 12.0 ± 0.6 мкмоль/л⋅мин.

Нами было обнаружено, что α-интерферон во 
всем используемом диапазоне концентраций вы-
зывает значительное снижение активности ката-
лазы в лимфоцитарных лизатах на 73 – 81% от-
носительно интактных образцов (рис. 2).

Рис. 2. Активность каталазы в лизатах натив-
ных и инкубированных с α-интерфероном в тече-
ние 24 ч Т-лимфоцитов
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Следующим этапом нашей работы стала оцен-
ка влияния 1 и 24 ч инкубации Т-лимфоцитов кро-
ви человека с препаратом α-интерферона (0.01 – 
100 МЕ/мл) на активность супероксиддисмутазы 
в их лизатах. 

В нативном состоянии СОД-активность лим-
фоцитарных клеток составила 0.55 ± 0.05 отн. ед 
(рис. 3).

Нами было установлено, что малые концен-
трации модификатора (0.01  ±  1 МЕ/мл) не вы-
зывают статистически достоверных изменений 
каталитической активности СОД Т-лимфоцитов. 
Инкубирование клеток с большими концентраци-
ями цитокина (10 и 100 МЕ/мл) приводило к уве-
личению регистрируемого показателя до величин 
0.88  ±  0.04 и 1.38  ±  0,09 отн. ед. соответственно. 

Заключение и выводы
Таким образом, проведенные нами исследова-

ния показали, что продолжительное воздействие 
α-интерферона на Т-лимфоциты (24 ч термоста-
тирование) способствует снижению активности 
каталазы, сопровождающемуся повышением ак-
тивности СОД. 

Одновременно с этим, при инкубировании 
Т-лимфоцитов с препаратом человеческого лей-
коцитарного α-интерферона (0.1 – 100 МЕ/мл) в 
течение 1 ч активность каталазы повышается про-
порционально концентрации исследуемого имму-
номодулятора. Это будет способствовать повыше-
нию скорости утилизации АФК в лимфоцитарной 
клетке. Увеличение времени термостатирования 
образцов Т-клеток до 24 ч снижает активность 
фермента в 1.95 раза. Внесение в реакционную 
смесь цитокина способствует еще большему  паде-
нию регистрируемого показателя. В результате  в 
клетках будет накапливаться стабильная и токсич-
ная форма АФК – пероксид водорода, являющийся 
субстратом для каталазы. В свою очередь, это будет 
способствовать интенсификации процессов ПОЛ 
в мембранах Т-лимфоцитов, что мы и наблюдали 
при регистрации ЛЗХЛ Т-лимфоцитов после воз-
действия на них α-интерферона. В связи с этим, 
можно предположить, что изменение антигенного 
профиля мембран иммуноцитов находится в тес-
ной связи с процессом образования и утилизации 
в них АФК, а снижение количества тестируемых 
методом иммуноферментного анализа антигенных 
детерминант может происходить как в результате 
токсической инактивации продуктами ПОЛ, нака-
пливающимися непосредственно в их локальном 
микроокружении, так и, по всей видимости, в ре-
зультате окислительной модификации непосред-
ственно самих мембранных маркеров.

Работа выполнена при поддержке Федеральной целевой 
программы «Исследования и разработки по приоритетным 
направлениям развития научно-технологического комплекса 
России на 2014-2020 годы», (кратко - ФЦП ИР14-20) соглаше-
ние № 14.593.21.0001, SPIN 9030-6599, с  использованием обо-
рудования Центра коллективного пользования научным обо-
рудованием Воронежского государственного университета.

Рис. 3. СОД-активность лизатов нативных и 
инкубированных в течение 1 ч с α-интерфероном 
Т-лимфоцитов

Модификация клеток малой концентрацией 
цитокина (0.01 МЕ/мл) не приводила к статисти-
чески достоверному изменению активности ис-
следуемого фермента. После часовой инкубации 
Т-лимфоцитов с исследуемым иммуномодулято-
ром в концентрациях 0.1 – 100 МЕ/мл, нами было 
зарегистрировано повышение активности супе-
роксиддисмутазы на 94 – 137 % относительно 
контроля (1.06 ± 0.04; 0.71 ± 0.09; 0.86 ± 0.09 и 
1.30 ± 0.19 отн. ед.  соответственно). 

При увеличении времени термостатирования 
образцов до 24 ч активность исследуемого фер-
мента снижалась до 0.39 ± 0.18 отн. ед., однако, ее 
отличие от таковой для клеток, проинкубирован-
ных при 37 оС в течение 1 часа, было статистиче-
ски не достоверно  (рис 4).  

Рис. 4. СОД-активность лизатов нативных и 
инкубированных в течение 24 ч с α-интерфероном 
Т-лимфоцитов
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