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Сокращения: 
ген IFNG (IFG, IFI) – ген интерферон 

гамма, MIM: 147570 
ген STAT1 (ISGF-3, STAT91) – ген 

сигнального белка – трансдуктора и ак-
тиватора транскрипции, MIM: 600555

ген МСР1 (CCL2) – ген моноцитар-
ного хемотаксического протеина, MIM: 
158105 

стимулятор PHA – фитогемагглютинин
стимулятор TDM – трехалозе 6,6’-

димиколат, корд-фактор Mycobacterium 
tuberculosis

стимулятор LPS – липополисахарид 
Salmonella enterica serotype enteritidis

стимулятор IFN-γ – интерферон-γ
стимулятор IL-4 – интерлейкин-4

Введение
Одной из проблем современной 

медицины является изучение этапов 
возникновения и развития иммунопа-
тологического процесса при инфици-
ровании различного рода бактериями. 
Для более полного понимания ме-
ханизмов формирования иммунного 
ответа требуется изучение функцио-
нирования генов, определяющих раз-
витие защитных реакций при внедре-
нии патогена. В связи с этим вызывает  
интерес исследование экспрессии ге-
нов регуляторных молекул, обеспечи-
вающих критические этапы развития 
иммунного ответа: распознавание па-
тогена, проведение внутриклеточного 
активационного сигнала, синтез цито-

кинов в условиях воздействия бакте-
риальных компонентов на клетки им-
мунной системы человека [9].

Компоненты микробной клеточной 
стенки являются потенциальными 
стимуляторами экспрессии цитокинов 
макрофагами, моноцитами, нейтро-
филами и другими клетками [3]. Но 
известно, что по крайней мере два 
компонента M. tuberculosis – 19-кДа 
липопротеин и пептидогликан клеточ-
ной стенки (содержащийся в микопа-
рабиногалактан пептидовом комплек-
се) – ингибируют ответ макрофагов на 
IFN-γ на транскрипционном уровне. В 
настоящее время получены противо-
речивые данные относительно TDM. С 
одной стороны, для этого компонента 
микобактериальной клеточной стенки 
показано, что он индуцирует формиро-
вание грануломы и продукцию провос-
палительных цитокинов in vivo и in vitro 
[9], однако, по данным Perez et al. [10], 
изменений в уровнях экспрессии гена 
IFNG при действии TDM не обнаруже-
но. Поэтому одна из задач проведенно-
го исследования состояла в изучении 
действия TDM и LPS на экспрессию 
генов иммунного ответа в культуре мо-
нонуклеарных клеток крови.

Основным активатором макрофа-
гов, клеток, выполняющих главную за-
щитную роль против внутриклеточных 
инфекций, является IFN-γ, который ре-
гулируя экспрессию более 500 генов, 
играет значительную интегративную 
роль в координации иммунного ответа 
на множество сигналов от разных ти-
пов клеток [4]. Дефект синтеза IFN-γ, 
нарушения во внутриклеточной пере-
даче сигнала, посредством ассоцииро-
ванной с IFN-γ молекулы STAT1 (Signal 
transducer and activator of transcription) 
вызывают иммунологические дефек-
ты, повышающие риск развития хро-
нических бактериальных инфекций [6]. 

Установлено, что M. tuberculosis может 
блокировать эффекты IFN-γ путем на-
рушения транслокации гомодимера 
STAT1 в ядро, где он инициирует экс-
прессию IFN-γ-индуцированных генов 
провосполительных цитокинов (TNF-
α, IL-12 и др.). Еще одним важнейшим 
фактором иммунитета против внутрик-
леточных бактерий является МСР-1 
(моноцитарный хемотаксический про-
теин), участвующий в дифференци-
ровке Т-клеток, созревании моноцитов, 
а также в привлечении T-хелперных 
клеток, NK-клеток, базофилов и моно-
цитов в очаг воспаления. 

Учитывая эти обстоятельства, для 
исследования выбраны гены IFNG, 
STAT1 и MCP1.

Целью исследования явилась оцен-
ка уровня экспрессии генов иммунного 
ответа IFNG, STAT1 и МСР1 в крат-
косрочных культурах мононуклеарных 
клеток периферической крови здоро-
вых доноров в условиях различной 
антигенной нагрузки: PHA, TDM, LPS, 
IFN-γ, IL-4 и их комбинации. 

Материалы и методы
Материалом для исследования слу-

жила венозная кровь 98 здоровых жи-
телей г. Томска русской национальнос-
ти. Уровень экспрессии исследуемых 
генов в культурах периферических 
мононуклеарных клеток с индукторами 
и в не стимулированных культурах оп-
ределен у 14 здоровых доноров.

Мононуклеарные клетки перифе-
рической крови выделяли путем цен-
трифугирования гепаринизированной 
венозной крови при 2000 оборотов/мин 
в течение 30 мин. Клетки, собранные 
из интерфазы, помещали в культу-
ральные матрасики со средой RPMI-
1640 (в количестве 6 мл среды на 1 мл 
супернатанта), с 1% эмбриональной 
телячьей сывороткой, глутамином и 

Д.С. Ожегова, М.Б. Фрейдин, И.А. Гончарова, В.П. Пузырев
Уровень экспрессии генов иммунного ответа  
IFNG, STAT1 и МСР1 в условиях различной 
антигенной нагрузкиУДК 575.191:616-002.5:616.981.49
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аминокислотами. Клетки инкубирова-
ли при 37°С в течение 12-16 часов. По 
истечении этого срока в культуры до-
бавляли стимуляторы (Sigma): PHA (10 
мкг/мл), TDM (100 нг/мл), LPS (100 нг/
мл), IFN-γ (100 нг/мл), IL-4 (20 нг/мл), 
и их комбинации TDM+IL-4 (120 нг/мл), 
TDM+IFN-γ (200 нг/мл), LPS+IL-4 (120 
нг/мл), LPS+IFN-γ (200 нг/мл). Для кон-
троля использовали не стимулирован-
ные клетки. Время экспозиции клеточ-
ных культур с индукторами составило 
1 ч для культур с LPS и 3 ч для осталь-
ных культур. Измерение концентрации 
клеток в клеточной суспензии прово-
дили с помощью гематологического 
анализатора «Micros 60», фирмы ABX 
Diagnostics.

Выделение суммарной мРНК про-
водили с использованием набора 
TRI-Reagent (Mrcgene). Концентрацию 
мРНК определяли путем измерения 
оптической плотности на спектрофото-
метре Nanodrop. Стандартизацию кон-
центрации мРНК проводили на этапе 
получения кДНК (10 нг/мкл). Реакцию 
обратной транскрипции проводили в 
объеме 40 мкл, с использованием об-
ратной транскриптазы фирмы Medigen 
(Новосибирск). Для количественной 
оценки экспрессии мРНК в культуре 
клеток использовали метод полиме-
разной цепной реакции в режиме ре-
ального времени (RT-PCR). Для RT-
PCR использовали наборы праймеров 
и TaqMan-зондов фирмы Sintol (Ново-
сибирск). Реакцию проводили в ам-
плификаторе с оптической насадкой 
iCycler iQ (BIORAD Lab, USA).

Для количественного определения 
уровня экспрессии исследуемых ге-
нов использовали сравнительный Ct 
метод (Applied Biosystem). Уровень 
экспрессии специфических генов сна-
чала калибровали относительно экс-
прессии гена домашнего хозяйства 
GAPDH (gliceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase), затем уровень экс-
прессии специфических генов в сти-
мулированных клеточных культурах 
нормализовали относительно соот-
ветствующих показателей для не сти-
мулированных культур (контроль). 
Все результаты представлены как n-
кратные различия между уровнем экс-
прессии специфического гена в сти-
мулированных и не стимулированных 
культурах.

Статистическая обработка дан-
ных проведена с расчетом среднего 
арифметического значения n-кратных 
различий между уровнем экспрессии 
специфического гена в стимулирован-
ных и не стимулированных культурах и 
ошибки среднего для каждой группы с 

использованием программы STATistica 
for Windows 6.0. (STATSoft, USA). Ста-
тистическую значимость различий по-
казателей уровня экспрессии между 
исследуемыми группами определяли с 
использованием непараметрического 
критерия Вилкоксона. 

Результаты и обсуждения
В культурах мононуклеарных кле-

ток человека, стимулированных PHA, 
TDM, LPS, IFN-γ, IL-4 и их комбинаци-
ями (TDM+IL-4, TDM+IFN-γ, LPS+IL-4, 
LPS+IFN-γ) изучена экспрессия генов 
IFNG, STAT1 и МСР1.

При стимуляции культур мононук-
леарных клеток крови микробными 
продуктами TDM и LPS, индукторами 
иммунного ответа IFN-γ и IL-4, а также 
комбинациями  LPS+IFN-γ и TDM+IFN-
γ отмечено повышение уровня экс-
прессии гена IFNG по сравнению с 
контролем (рис.1). Стимуляция TDM и 
IFN-γ приводила к повышению уровня 
экспрессии гена IFNG на 23 и 42%, со-
ответственно, а при введении в куль-
туру сочетания TDM+IFN-γ отмечено 
повышение уровня экспрессии иссле-
дуемого гена на 54% по сравнению с 
контролем . Уровень экспрессии гена 
IFNG при стимуляции LPS, IL-4 или со-
четанием LPS+IFN-γ повышался в два 
и более раза по сравнению с не сти-
мулированной культурой (рис.1). По-
казаны статистически значимые раз-
личия в изменении уровня экспрессии 
гена IFNG при введение TDM, IFN-γ и 
TDM+IFN-γ по сравнению с культура-
ми, стимулиро-
ванными LPS, IL-
4 и комбинацией 
LPS+IFN-γ. При 
стимуляции LPS 
уровень экспрес-
сии исследуемого 
гена по сравне-
нию с контролем 
достигал значе-
ния 2,34±1,54 и 
с тат и с т и ч е с к и 
значимо отли-
чался от более 
низких значений 
для культур, сти-
м улированных 
TDM (1,23±1,09, 
р<0,004) и IFN-γ 
 (1,42±1,07, р<0,05).

Уровень экс-
прессии  гена IFNG 
в культурах, сти-
м улированных 
IL-4, повышался  
в 2,42±1,46 раза 
по отношению к 

не стимулированной культуре, что зна-
чительно выше изменения уровня экс-
прессии в культуре, индуцированной 
TDM (р<0,003), IFN-γ (р<0,02) и комби-
нации TDM+ IFN-γ (1,54±1,18, р<0,02). 
Также отмечены статистически значи-
мые отличия (р<0,006) в уровне экс-
прессии гена IFNG между культурами, 
индуцированными TDM (1,23±1,09) и 
комбинацией LPS+IFN-γ (2,19±1,52).

Таким образом, наиболее выражен-
ное повышение экспрессии гена IFNG 
наблюдали при стимуляции бактери-
альным продуктом LPS, индуктором 
иммунного ответа IL-4 и комбинацией 
LPS+IFN-γ. По данным литературы 
[1], уровень экспрессии гена IFNG при 
стимуляции культур клеток PHA и PPD 
(purified protein derivative antigen, ми-
кобактериальный антиген) у здоровых 
людей выше по сравнению с экспрес-
сией этого гена в не стимулированных 
клеточных культурах. В проведенном 
исследовании также отмечен повы-
шенный уровень экспрессии гена IFNG 
в стимулированных культурах относи-
тельно спонтанного уровня. По дан-
ным Lang et al. [7], в культуре не стиму-
лированных мононуклеарных клеток 
экспрессия гена IFNG не обнаружива-
лась или детектировалась очень сла-
бо. После стимуляции LPS уровень 
экспрессии гена IFNG повышался, но 
не существенно. Стимуляция PHA, на-
против, приводила к индукции экспрес-
сии гена IFNG. В нашем исследова-
нии, неспецифический индуктор PHA 
повышал уровень экспрессии гена  

Рис. 1. Уровень экспрессии гена IFNg при стимуляции TDM, LPS, 
IFNg, IL-4, PHA, TDM+IFNg, TDM+IL-4, LPS+IFNg, LPS+IL-4. В рис.1-
3 за единицу принят базальный уровень экспрессии исследуемого 
гена при отсутствии стимуляции

Рис. 2. Уровень экспрессии гена STAT1 при стимуляции TDM, LPS, 
IFNg, IL-4, PHA, TDM+IFNg, TDM+IL-4, LPS+IFNg, LPS+IL-4
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IFNG  в меньшей степени, чем LPS или 
LPS+IFN-γ.

Активирующее действие LPS на 
провосполительные цитокины, в том 
числе на ген IFNG, можно объяснить 
наличием ARE (adenosine-uridine-rich 
element) – элемента в пределах 3’-UTR 
мРНК, который играет значительную 
роль в осуществлении посттранскрип-
ционных механизмов проведения сиг-
нала LPS. LPS-сигнал стабилизирует 
мРНК, блокируя ее деградацию, что 
ведет к быстрому накоплению соот-
ветствующего белкового продукта [5].

При стимуляции PHA и сочетаниями 
TDM+IL-4 и LPS+IFN-γ отмечено сни-
жение уровня экспрессии гена STAT1 в 
среднем на 40% по сравнению с уров-
нем экспрессии в не стимулированной 
культуре (рис. 2). Воздействие на кле-
точную культуру комбинации LPS+IL-4 
способствовало повышению уровня 
экспрессии гена ядерного фактора 
STAT1 до значений не отличимых от 
уровня экспрессии контроля. Показа-
ны статистически значимые различия 
в изменении уровня экспрессии иссле-
дуемого гена между культурами стиму-
лированными PHA (0,56±0,29, р<0,02), 
TDM+IL-4 (0,64±0,47, р<0,03), LPS+IFN-
γ (0,60±0,46, р<0,04) и культурой, сти-
мулированной комбинацией LPS+IL-4 
(1,03±0,64). Анализ экспрессии генов 
с помощью микрочиповой технологии 
показал, что примерно 40% IFN-γ-инду-
цируемых генов уменьшают свою экс-
прессию, если клетки инфицированы 
живыми M. tuberculosis или клеточная 
культура обработана 19-кДа липопро-
теином M. tuberculosis [11]. Кроме того, 
многие IFN-γ-зависимые гены, вовле-
ченные в контроль развития микобак-
териальной инфекции, могут быть, как 
индуцированы, так и супрессированны 
совместным воздействием продуктов 
деятельности M. tuberculosis и IFN-γ. 
В нашей работе отмечено ингибиру-

ющее действие 
компонента ми-
кобактериальной 
стенки TDM на 
экспрессию гена 
STAT1.

Известно, что 
негативная регу-
ляция экспрессии 
IFN-γ-индуцируе-
мых генов, в том 
числе и STAT1, 
может быть опос-

редована супрессорами SOCS1 или 
SOCS3 [12]. Инкубация макрофагов с 
LPS индуцирует SOCS3 через Toll-like 
рецепторы 2 и 4. Возможно, ингибирую-
щее действие LPS на экспрессию гена 
STAT1 имеет подобный механизм.

При анализе уровней экспрессии 
гена МСР1 в исследуемых группах вы-
явлена тенденция к увеличению экс-
прессии в клеточных культурах, стиму-
лированных LPS, в 4,18±2,69 раза по 
сравнению с контролем (рис. 3). Кроме 
того, наблюдались достоверные отли-
чия в уровнях экспрессии в культурах, 
стимулированных LPS, по сравнению с 
культурами индуцированными LPS+IL-
4 (2,67±2,57, р<0,01) и LPS+IFN-γ 
(2,81±2,49, р<0,04). Стимуляция IL-
4, TDM+IFN-γ и TDM+IL-4 повышала 
уровень экспрессии гена МСР1 в кле-
точных культурах в три и более раза 
по сравнению с не стимулированной 
культурой (рис. 3). Стимулирующее 
влияние IL-4 на продукцию МСР1 по-
казано в работе по регуляции функций 
эндотелиальных клеток цитокинами: 
оценка изменения уровня секреции 
МСР-1 эндотелиальными клетками 
Е.А.hy926 под влиянием IFN-γ, IL-4, а 
также их комбинацией через 24 часа 
после отмывки от цитокинов показала, 
что только IL-4 оказывал стимулирую-
щее влияние на секрецию МСР-1 эти-
ми клетками [2]. Таким образом, LPS 
может быть применим для изучения 
экспрессии гена МСР1, так как из всех 
опробованных стимуляторов он поз-
волял получить наибольший уровень 
экспрессии этого гена.

Следовательно, LPS – компонент 
клеточной стенки грамотрицательных 
бактерий, индуцирует экспрессию ге-
нов иммунного ответа в культурах мо-
нонуклеарных клеток крови здоровых 
доноров. Стимулятор TDM в меньшей 
степени влияет на экспрессию изуча-
емых генов, но в комбинации с IFN-γ 

он может усиливать их экспрессию. 
Повышение уровня экспрессии генов 
IFNG, STAT1 и МСР1 наблюдалось во 
всех клеточных культурах стимулиро-
ванных  LPS, IL-4 или их сочетанием. 
Выявлено негативное влияние неспе-
цифического митогена PHA и индукто-
ров микробной природы в сочетании 
с цитокинами TDM+IL-4 и LPS+IFN-γ 
на экспрессию гена STAT1. Для генов 
IFNG и МСР1 наиболее эффективным 
стимуляторами экспрессии являются 
LPS и его комбинации с IFN-γ и IL-4.
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Рис. 3. Уровень экспрессии гена MCP-1 при стимуляции TDM, LPS, 
IFNg, IL-4, PHA, TDM+IFNg, TDM+IL-4, LPS+IFNg, LPS+IL-4
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