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Высокие технологии ЛДИ

 � ВВЕДЕНИЕ
В последнее время интерес к исследованию процессов регуляции 

системы цитокинов возрос в связи с расширением представлений о 
функциональной активности иммуннокомпетентных клеток, в частно-
сти касающихся их способности продуцировать цитокины, обеспечива-
ющие межклеточное взаимодействие.
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В работе представлены результаты сравнения спонтанной и индуцированной митогеном 
ФГА (фитогемагглютинин) цитокинпродуцирующей способности мононуклеаров цельной 
крови здоровых и больных хроническим гломерулонефритом как без указания морфологи-
ческих форм, так и при распределении на пролиферативные и непролиферативные морфо-
логические формы. Установлено, что продукция (спонтанная и стимулированная) провоспа-
лительных цитокинов ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17 у больных хроническим гломерулонефритом до-
стоверно увеличивается так же, как и у больных с пролиферативными и непролиферативными 
формами хронического гломерулонефрита.
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Важное значение приобретает изучение двух типов Т-хелперов, 
которые отличаются набором секретируемых цитокинов – Т-хелперы  
І типа и Т-хелперы ІІ типа.

Одни из наиболее важных цитокинов, продуцируемых моноцитами 
и макрофагами, – ФНО-α, ИЛ-1, 3, 6, 8, 10, 12, 15, 17 и др. ФНО-α и ИЛ-1 за-
пускают весь каскад продукции цитокинов и являются обязательными 
участниками развития специфических и неспецифических иммунных 
реакций. Поэтому главными индикаторами активности мононуклеаров 
и макрофагов считают ФНО-α и ИЛ-1 [3–5].

Изменение продукции цитокинов может быть фактором риска даль-
нейших нарушений в каскаде иммунных реакций, которые приводят к 
развитию хронической патологии и дальнейшему прогрессированию 
заболевания [5, 6].

Хронический гломерулонефрит (ХГН) является именно тем забо-
леванием, которое сопровождается изменением цитокинового про-
филя и требует своевременной диагностики и определения скорости 
развития патологического процесса. Поскольку на сегодняшний день 
ХГН – довольно распространенное заболевание, особенно у лиц мо-
лодого возраста, возникла необходимость изучения новых механиз-
мов, обепечивающих прогрессирование ХГН, с целью поиска путей  
предупреждения прогресирования. Изучение спонтанной и стимули-
рованной продукции цитокинов мононуклеарами in vitro позволяет 
оценить функциональную активность клеток крови и их потенциаль-
ную возможность к продукции цитокинов у больных ХГН [7].

 � ЦЕЛЬ
Изучить in vitro спонтанной и индуцированной митогеном фитоге-

магглютинин продукции мононуклеарными клетками цельной крови 
провоспалительных цитокинов (ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-17) у больных хрони-
ческим гломерулонефритом и здоровых доноров.

 � МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования цитокинпродуцирующей способно-

сти мононуклеаров была гепаринизированная цельная кровь 30 здоро-
вых доноров и 129 больных ХГН. Мононуклеарные клетки (кл) цельной 
крови в количестве 1,5 × 106 кл/мл выделяли на стандартном гради-
енте плотности фиколл-верографин (1,076–1,078), инкубировали в  
СО2-инкубаторе при температуре 37 ºС в питательной среде RPMI-1640 
в течение 24 часов (спонтанная продукция) и с добавлением митогена 
ФГА (Sigma, США) в количестве 30 мкл (стимулированная продукция). 
После инкубации клетки осаждались на микроцентрифуге со скоро-
стью 1,5 тыс. об/мин в течение 10 минут. Полученный осадок супер-
натанта переносили в полипропиленовые пробирки «Эппендорф», 
замороживали и сохраняли при –20 ºС до момента тестирования. Опре-
деление уровней провосталительных цитокинов в супернатантах про-
водили иммуноферментным методом на ИФА-анализаторе STATFAX 303 
Plus (США) в соответствии к инструкциям производителей тест-систем 
«Hycult biotechnology» (Нидерланды) и ТОВ «Укрмед Дон» (Украина). 
Статистическую оброботку полученных результатов исследования про-
водили с помощью компьютерных программ «Excel» и «BioStat».

Т-хелперы І типа 
продуцируют 
интерлейкины  
ИЛ-2, 3, 4, 5, 6, 10,  
а Т-хелперы ІІ типа –  
ИЛ-3, 4, 5, 6, 10 [1, 2].

Изменение спонтанной и индуцированной продукции провоспалительных цитокинов (ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17)  
мононуклеарными клетками цельной крови у больных хроническим гломерулонефритом
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 � РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенные in vitro исследования спонтанной и стимулированной 

продукции провоспалительных цитокинов в супернатантах здоровых 
доноров и больных ХГН без указания морфологических форм и при 
распределении на пролиферативные и непролиферативные формы 
представлены в табл. 1 и 2.

Полученные при проведении исследования результаты показа-
ли достоверное (р < 0,05) повышение уровня ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17 у 
больных ХГН при спонтанной (63,75 ± 5,8; 48,6 ± 4,3 и 11,0 ± 0,97 нг/л) 
и особенно стимулированной митогеном ФГА (140,0 ± 11,2; 94,1 ± 8,7 и  
25,42 ± 2,3 нг/л) в сравнении с данными контрольной группы (25,5 ± 2,5;  
40,5 ± 4,0; 3,7 ± 0,3 и 56,2 ± 4,9; 78,4 ± 7,3; 8,2 ± 0,8 нг/л).

Результаты, полученные при проведении исследования, свидетель-
ствуют о достоверном (р < 0,05) повышении уровней ФНО-α, ИЛ-1β и 
ИЛ-17 при спонтанной продукции мононуклеарными клетками у боль-
ных как с пролиферотивными (79,1 ± 6,5; 60,75 ± 5,8, 10,7 ± 1,0 нг/л), так 
и с непролиферативными (53,5 ± 5,0; 44,5 ± 4,1; 10,1 ± 0,88 нг/л) формами 
ХГН. Стимулированная митогеном ФГА продукция провоспалительных 
цитокинов была значительно (р < 0,05) выше и при пролиферативных 
(174,2 ± 16,8; 117,6 ± 10,3; 23,78 ± 2,0 нг/л), и при непролиферативных 
(118,2 ± 10,5; 86,2 ± 7,6; 21,5 ± 1,88 нг/л) формах ХГН. 

Установлено, что ФНО-α и ИЛ-1β являются провоспалительными 
цитокинами «первой волны», которые запускают продукцию других 
цитокинов и медиаторов воспаления и которые обязательно участву-
ют в развитии специфических и неспецифических иммунных реакций. 
Именно поэтому ФНО-α и ИЛ-1β принято считать главными индикатора-
ми активности моноцитов и макрофагов.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о более 
выраженной активности мононуклеаров у больных ХГН, так как по 
сравнению с аналогичными показателями контрольной группы уро-
вень ФНО-α оказался выше в 2,5 раза, а ИЛ-1β – в 1,5 раза.

Продукция ИЛ-17 осуществляется под влиянием ФНО-α и ИЛ-1β. 
Одной из его способностей является индуцирование разрушения тка-
ни при аутоиммунных заболеваниях, в том числе и при ХГН. При ис-
следовании было установлено повышение его уровня у больных с ХГН  
в 3 раза по сравнению с таковым у здоровых доноров.

Таблица 1
Концентрация провоспалительных цитокинов ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17 в супернатанте  
при спонтанной и индуцированной митогеном ФГА продукции (М + m)

Цитокины, 
нг/л

Здоровые (контрольная группа), n = 30 Больные с ХГН, n = 129
Спонтанная  
продукция  
цитокинов

Стимулированная  
продукция  
цитокинов

Спонтанная  
продукция  
цитокинов

Стимулированная  
продукция  
цитокинов

ФНО-α 25,5 ± 2,5 56,2 ± 4,9 63,75 ± 5,8* 140,0 ± 11,2*
ИЛ-1β 40,5 ± 4,0 78,4 ± 7,3 48,6 ± 4,3* 94,1 ± 8,7*
ИЛ-17 3,7 ± 0,3 8,2 ± 0,8 11,0 ± 0,97* 25,42 ± 2,3*

Примечание:
*– р < 0,05 при сравнении с показателями пациентов контрольной группы.

При сравнении 
морфологических 
групп средние 
значения показателей 
ФНО-α и ИЛ-1β 
были статистически 
достоверно (р < 0,001) 
выше у больных  
с пролиферативными 
формами, а уровни 
ИЛ-17 существенно не 
отличались (р > 0,05).
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При изучении пролиферативных форм ХГН было выявлено повыше-
ние уровней ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17 в 3, 1,5 и 3 раза соответственно. При 
непролиферативных формах заболевания происходит увеличение кон-
центрации ФНО-α и ИЛ-17 в 2 и 3 раза соответственно, тогда как в уров-
не ИЛ-1β изменений не наблюдалось. Средние значения концентрации 
ФНО-α и ИЛ-1β были выше у больных с пролиферативными формами 
заболевания, а концентрация ИЛ-17 повышались одинаково в обеих 
морфологических группах.

Следовательно, полученные данные свидетельствуют о более зна-
чительном поражении ткани почек именно у больных с пролифератив-
ными формами ХГН.

Дальнейшим этапом исследования было изучение изменения уров-
ней провоспалительных цитокинов в зависимости от функционального 
состояния почки, то есть у больных со ІІ и ІІІ стадиями хронической бо-
лезни почек (ХБП) (табл. 3).

Результаты определения спонтанной и стимулированной про-
дукции мононуклеарными клетками провоспалительных цитокинов 
показали статистически достоверное (р < 0,05) увеличение уровней 
ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17 как при ІІ (спонтанная продукция цитокинов –  
71,4 ± 6,8; 52,6 ± 4,9; 10,75 ± 0,95 и стимулированная продукция цито-
кинов – 157,3 ± 14,5; 101,9 ± 10,0; 11,5 ± 1,0 нг/л), так и при ІІІ (спонтан-
ная продукция цитокинов – 56,1 ± 5,1; 49,3 ± 4,3; 11,5 ± 1,0 и стимулиро-
ванная продукция цитокинов – 123,6 ± 10,8; 94,5 ± 9,0; 25,42 ± 2,3 нг/л)  
стадии ХБП. Следует отметить, что уровень ФНО-α значительно сни-
зился в ІІІ стадии ХБП по сравнению с аналогичными значениями  
у пациентов со ІІ стадией, а уровни ИЛ-1β и ИЛ-17 существенно не от-
личались.

Таким образом, можно предположить, что снижение уровня ФНО-α 
в ІІІ стадии ХБП свидетельствует о более выраженных процессах скле-
розирования и фиброзирования почечной ткани. Хроническое течение 
гломерулонефрита и констатация отсутствия изменений в уровне ИЛ-1β  
и ИЛ-17 во ІІ и ІІІ стадиях ХБП позволяет судить о функциональном ис-
тощении мононуклеаров.

Таблица 2
Спонтанная и стимулированная митогеном ФГА продукция ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17 в супернатантах 
больных с пролиферативными и непролиферативными формами ХГН (М + m)

Цитокины, 
нг/л

Здоровые (контрольная 
група), n = 30

Больные с пролифератив-
ным ХГН, n = 37

Больные с непролифера-
тивным ХГН, n = 92

Спонтанная 
продукция 
цитокинов

Стимули-
рованная  

продукция  
цитокинов

Спонтанная 
продукция 
цитокинов

Стимули-
рованная 

продукция 
цитокинов

Спонтанная 
продукция 
цитокинов

Стимули-
рованная 

продукция 
цитокинов

ФНО-α 25,5 ± 2,5 156,2 ± 4,9 79,1 ± 6,5* 174,2 ± 16,8* 53,5 ± 5,0* 118,2 ± 10,5*
ИЛ-1β 40,5 ± 4,0 78,4 ± 7,3 60,75 ± 5,8* 117,6 ± 10,3* 44,5 ± 4,1* 86,2 ± 7,6*
ИЛ-17 3,7 ± 0,3 8,2 ± 0,8 10,7 ± 1,0* 23,78 ± 2,0* 10,1 ± 0,88* 21,5 ± 1,88*

Примечание:
*– р < 0,05 при сравнении с данными пациентов контрольной группы.

Изменение спонтанной и индуцированной продукции провоспалительных цитокинов (ФНО-α, ИЛ-1β и ИЛ-17)  
мононуклеарными клетками цельной крови у больных хроническим гломерулонефритом
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 � ВЫВОДЫ
1. Установление значительно более высокой концентрации ФНО-α, 

ИЛ-1β и ИЛ-17 в биологическом материале больных хроническим 
гломерулонефритом (особенно при стимуляции митогеном ФГА) по 
сравнению с аналогичными показателями у представителей кон-
трольной группы (здоровых лиц) свидетельствует о повышеной ак-
тивности мононуклеарных клеток.

2. Констатация у больных с пролиферативными формами хроническо-
го гломерулонефрита более высоких уровней ФНО-α и ИЛ-1β свиде-
тельствует о более обширном поражении почечной ткани.

3. Снижение продукции ФНО-α в ІІІ стадии ХБП может свидетельствовать 
о значительном объеме склерозирования и фиброзирования почек.

Таблица 3
Спонтанная и стимулированная митогеном ФГА продукция провоспалительных цитокинов ФНО-α, 
ИЛ-1β и ИЛ-17 мононуклеарными клетками во ІІ и ІІІ стадии хронической болезни почек (М + m)

Цитокины, 
нг/л

Здоровые (контрольная 
группа), n = 30

Пациенты со ІІ стадией ХБП, 
n = 69

Пациенты с ІІІ стадией 
ХБП, n = 60

Спонтанная 
продукция 
цитокинов

Стимули-
рованная 

продукция 
цитокинов

Спонтанная 
продукция 
цитокинов

Стимули-
рованная 

продукция 
цитокинов

Спонтанная 
продукция 
цитокинов

Стимули-
рованная 

продукция 
цитокинов

ФНО-α 25,5 ± 2,5 156,2 ± 4,9 71,4 ± 6,8* 157,3 ± 14,5* 56,1 ± 5,1* 123,6 ± 10,8*
ИЛ-1β 40,5 ± 4,0 78,4 ± 7,3 52,6 ± 4,9* 101,9 ± 10,0* 49,3 ± 4,3* 94,5 ± 9,0*
ИЛ-17 3,7 ± 0,3 8,2 ± 0,8 10,75 ± 0,95* 23,5 ± 2,1* 11,5 ± 1,0* 25,42 ± 2,3*

Примечание:
*– р < 0,05 при сравнении с показателями у пациентов контрольной группы.
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production of proinflammatory cytokines 
(TNF-α, IL-1β, and IL-17) of whole blood 
mononuclear cells in patients with chronic 
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The paper presents the results of a comparison of spontaneous and induced mitogen PHA 
production of cytokines whole blood mononuclear cells of healthy and patients with chronic  
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glomerulonephritis, as without the morphological forms, and when divided by proliferative and 
nonproliferative morphological forms. It is established that the products (spontaneous and stimu-
lated) inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β, and IL-17 in patients with chronic glomerulonephritis 
was significantly increased, as well as in patients with proliferative and nonproliferative forms of 
chronic glomerulonephritis.

Key words: chronic glomerulonephritis, proliferative, nonproliferative, cytokines, mononuclear 
cells.
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