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ВВЕДЕНИЕ

Известно, что нейтрофилы являются клет-
ками, способными к синтезу и секреции ряда 
цитокинов, получивших в свое время название 
нейтрофилокины [1]. В последующем было по-
казано, что нейтрофилы способны секрети-
ровать широкий спектр цитокинов и отвечать 
усилением или снижением их продукции при 
воздействии различных факторов [2, 3].

Целью настоящего исследования явилось 
изучение спонтанной секреции преформиро-
ванных цитокинов нейтрофилами в условиях 
in vitro.
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В работе изучена секреция нейтрофилами преформированных цитокинов после часовой ин-
кубации в среде RPMI 1640. Секрецию цитокинов определяли с использованием мультиплекс-
ных наборов компании БиоРад (США) для определения 17 цитокинов (G-CSF, GM-CSF, IL-10, 
IL-12p70, INF-γ, IL-13, IL-17A, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, TNF-α, IL-8, MCP-1, MIP-1β) 
на приборе MAGPIX-100 (США). Установлено, что при инкубации нейтрофилов в среде RPMI 
1640 в течение 1 часа в среде инкубации (супернатанте) выявляются GM-CSF, IL-12p70, IL-17A, 
IL-1β, IL-6 IL-8 и MIP-1β, концентрация которых в супернатанте нейтрофилов превышала кон-
трольный уровень (среда RPMI-1640) в 1,2–7,0 раз (p<0,05–0,001). Таким образом, нейтрофилы 
способны секретировать преформированные цитокины в среду культивирования в течение 1 часа 
после начала их инкубации.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изучена in vitro спонтанная секреция нейтро-
филов периферической крови 10 здоровых до-
норов при часовой их инкубации в среде RPMI 
1640. Нейтрофилы из периферической крови до-
норов получали путем градиентного центрифу-
гирования плазмы крови на двойном градиенте 
фи колл-ве рографин плотностью 1,093–1,075. 
Все процедуры осуществлялись в пластико-
вой посуде. Венозная кровь, отобранная в ва-
куумные пробирки для взятия венозной кро-
ви с ли тий-ге па ри ном [4, 5], смешивалась с 6% 
раствором декстрана Т-500 (на изотоническом 
растворе хлорида натрия) в соотношении 10:1 
и отстаивалась при температуре 37 °C в течение 
40 минут. Плазма с лейкоцитами осторожно на-
слаивалась на двухфазный градиент плотности 
фи кол ла-верографина (плотность нижнего слоя 
1,093–1,095, верхнего –  1,075–1,077; объем –  
1,5 мл) и центрифугировалась при 1500 об./мин 
в течение 40 минут. Между градиентами распо-
лагалось клеточное кольцо, на 98–100% состоя-
щее из нейтрофилов. Нижнее кольцо осторожно 
снималось дозатором и переносилось в другую 
пробирку. Клеточная взвесь отмывалась от при-
меси градиентов, для чего в пробирку добавляли 
2,0 мл питательной среды RPMI 1640, центрифу-
гировали при 1500 об./мин в течение 10 минут, 
а надосадочную жидкость сливали. Отмывку 
повторяли трижды. После отмывки клеток под-
считывали концентрацию нейтрофилов в каме-
ре Горяева и доводили ее питательной средой 
RPMI 1640 до 5´106 кл/мл.

Наличие в супернатантах клеток цитокинов 
определяли с использованием мультиплексных 
наборов компании БиоРад (США) для опреде-
ления 17 цитокинов (G-CSF, GM-CSF, IL-10, 
IL-12p70, INF-γ, IL-13, IL-17A, IL-1β, IL-2, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, TNF-α, IL-8, MCP-1, 
MIP-1β) на приборе MAGPIX-100 (США). Кон-
тролем служила среда RPMI 1640 без клеток.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Данные проведенных опытов in vitro свиде-
тельствовали, что после часовой инкубации ней-
трофилов в культуральной жидкости наблюда-
лось появление в ней ряда цитокинов, которые 
эффективно регистрировались использованной 
тест-системой для определения 17 цитокинов. 
В частности, выявлено, что нейтрофилы ак-
тивно секретируют широкий спектр цитокины, 
такие как: GM-CSF, IL-12p70, IL-17A, IL-1β 
и IL-6, концентрация которых в супернатан-

те нейтрофилов превышала контрольный уро-
вень (среда RPMI-1640) в 1,2–7,0 раз (p<0,05–
0,001), а к цитокинам-лидерам относились IL-8 
и MIP-1β, кратность увеличения концентра-
ции которых против контроля составляла 23,9 
и 36,7 раза соответственно (p<0,001).

Эти результаты указывают на то, что в усло-
виях часовой инкубации (явно недостаточной 
по времени для синтеза клетками цитокинов 
de novo) нейтрофилы активно выделяют в среду 
культивирования широкий спектр, очевидно 
преформированных, главным образом, про-
воспалительных цитокинов –  хемокинов и ро-
стовых факторов. Следует подчеркнуть, что эта 
клеточная модель позволяет изучать механизмы 
секреции цитокинов на живых фагоцитах, то 
есть не ушедших в апоптоз или гибнущих клет-
ках, так как в условиях in vitro нейтрофилы жи-
вут в питательной среде около суток. При этом 
основные методики оценки продукции клетка-
ми цитокинов, разработанные для лимфоцитов 
и мононуклеаров, требуют не менее 48–72 часов 
инкубации, что не позволяет использовать их для 
изучения цитокиновой активности нейтрофи-
лов. Кроме того, необходимо отметить, что дан-
ная методика может быть эффективно исполь-
зована при исследовании цитокиновой реакции 
нейтрофилов на действие различных факторов, 
например бактерий, вирусов, лекарственных 
препаратов и др., в условиях максимальной их 
жизнеспособности, обеспечивая более глубо-
кое понимание механизмов функционирования 
и регуляции фагоцитарных клеток.

ВЫВОДЫ

1. В супернатантах часовых культур нейтро-
филов выявляется широкий спектр цитокинов.

2. Созданная методика оценки секреции пре-
формированных цитокинов нейтрофилами от-
крывает перспективы оценки функциональных 
и регуляторных эффектов этих клеток in vitro.

(Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА-А18- 
118020690020-1, и теме из Плана НИР ИКВС 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075).
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In work secretion by neutrophils the preforming of cytokins after an hour incubation to the RPMI 
1640 environment is studied. Secretion of cytokin was defi ned with use of multiplex sets of the Bio-
Rad company (USA) for defi nition of 17 cytokin (G-CSF, GM-CSF, IL-10, IL-12p70, INF-γ, IL-13, 
IL-17A, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, TNF-α, IL-8, MCP-1, MIP-1β) on the MAGPIX-100 
device (USA). It is established that at an incubation of neutrophils in the environment of RPMI 1640 
within 1 hour in the environment of an incubation (supernatant) come concentration of which in a supe-
natant of neutrophils exceeded GM-CSF, IL-12p70, IL-17A, IL-1β, IL-6 IL-8 and MIP-1β reference 
level (RPMI-1640 environment) by 1.2–7.0 times (p <0.05–0.001). Thus, neutrophils are able to secrete 
preformed cytokines into the culture medium for 1 hour after the start of their incubation.
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