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В статье представлены результаты изучения секреторной активности Т-лимфоцитов крови челове-
ка под влиянием липополисахаридов бактерий рода Shigella.  
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Т-звено иммунной системы организма челове-
ка обеспечивает формирование специфического 
иммунитета против любых генетически чужерод-
ных субстанций, в том числе и бактериального 
происхождения [1, 3, 6]. К последним относятся 
структурные компоненты клеточных стенок грам-
негативных бактерий - липополисахариды (ЛПС), 
проявляющие свойства эндотоксинов и обла-
дающие выраженными антигенными признаками 
[1, 3, 4, 6]. Контакт многих иммунокомпетентных 
клеток с ЛПС сопровождается секрецией широко-
го спектра цитокинов – интерлейкинов (ИЛ), фак-
тора некроза опухолей (ФНО), интерферонов 
(ИФН), простагландинов [4, 6]. Влияние шигел-
лёзных ЛПС на секреторную активность Т-
лимфоцитов крови человека in vitro до настояще-
го времени не исследовалось.  

Работа является фрагментом плановой науч-
ной темы кафедры микробиологии ГУ «Луганский 
государственный медицинский университет» № 
01110U007081 «Иммуносупрессивный и апопто-
генный потенциал условно-патогенных бактерий 
и грибов». 

Целью настоящего исследования явилось оп-
ределение in vitro секреторной активности Т-
лимфоцитов крови человека под воздействием 
ЛПС бактерий рода Shigella.  

Материалы и методы исследования: Секре-
торную активность изучали на культурах Т-
лимфоцитов, выделенных из крови 35 практически 
здоровых доноров 19-24 лет (средний возраст – 
22,6±1,2 года). Работу выполняли с соблюдением 
всех положений биоэтики (Страсбург, 1985 год).  

Лимфоциты выделяли градиенте плотности 
фиколла-верографина (р=1,076) по модифициро-
ванной методике Böyum [5]. Сепарацию Т-лимфо-
цитов от популяций НК-лимфоцитов и В-лимфо-
цитов, моноцитов и нейтрофилов осуществляли с 

помощью моноклональных антитела CD14, CD16 
и СD22 (производства НПЦ «Медбиоспектр», Мо-
сква, РФ). Для этого в суспензию лимфоцитов 
вносили указанные антитела в разведении 0,1-0,2 
мкг/мл в количестве 0,025 мл с последующим че-
рез 40 минут добавлением комплемента морской 
свинки, разведенного изотоническим раствором 
натрия хлорида в соотношении 1:1. Смесь инку-
бировали 60 мин в термостате, после чего Т-
лимфоциты трижды отмывали при центрифуги-
ровании в среде 199. Рабочая концентрация су-
спензий Т-лимфоцитов составляла 2*(9 lg)/л. Суп-
равитальное окрашивание выделенных лимфоци-
тов трипановым синим свидетельствовало о жиз-
неспособности 98-99 % клеток. Идентификацию 
шигелл проводили с использованием диагности-
ческих наборов «Энтеротест 24» производства 
фирмы Микро-ЛА-Тест, АО «Лахема», Чехия.  

Препараты ЛПС получали водно-феноловой 
экстракцией из культур Shigella flexneri и Shigella sonnei 
[2, 7]. Очистку препаратов проводили обработкой 
50 нг/мл РНКазы (фирмы Sigma) и 16 нг/мл 
ДНКазы (фирмы Sigma) с последующим диализом 
через 50 М трис-буфер и центрифугированием при 
20000 G в течение 30 мин. Осадок сушили лио-
фильно. Для восстановления активности ЛПС ис-
пользовали редокс-обработку. Растворы ЛПС об-
рабатывали 2-меркаптоэтанолом с конечной кон-
центрацией 0,1 М в течение 18 ч при +4ºС. Раствор 
хранили при -20ºС. Перед использованием раствор 
обрабатывали ультразвуком на водяной бане в те-
чение 5 мин. Для стимуляции in vitro Т-лимфоцитов 
использовались ЛПС в концентрациях 1-10-100 
мкг/мл. 

Содержание ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-10, ФНО-α и 
ИФН-α в средах культивирования Т-лимфоцитов 
определяли иммуноферментным методом с ис-
пользованием тест-систем производства фирмы 
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R&D Systems, США и коммерческих тест-систем 
производства фирмы «Gen-Probe Diaclone» (Фран-
ция), в соответствии с инструкциями о порядке 
проведения исследования для каждого из указанных 
медиаторов. Статистическая обработка полученных 
данных проводилась с использованием критерия 
Стьюдента. 

Результаты исследования и их обсужде-
ние: Интактные (не стимулированные шигеллёз-
ными ЛПС) культуры Т-лимфоцитов крови чело-
века in vitro проявляли минимальную секретор-
ную активность, выражающуюся в экскреции в 
культуральную жидкость ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-10, 
ФНО-α и ИФН-γ (таблица 1). 

Таблица1. Динамика секреции цитокинов (пг/мл) интактными Т-лимфоцитами (М±m) 

Время культивирования (количество культур) Показатель 24 ч (n=15) 48 ч (n=15) 72 ч (n=15) 96 ч (n=15) 
ИЛ-2 13,6±0,72 27,8±1,42* 38,5±2,63* 54,4±3,24* 
ИЛ-6 8,4±0,11 19,4±1,13* 25,9±1,31* 36,8±1,83* 
ИЛ-10 3,9±0,07 10,7±0,55* 15,2±0,76* 26,4±1,35* 
ФНО-α 5,5±0,25 13,3±0,67* 18,7±0,94* 29,2±1,56* 
ИФН-γ 6,8±0,17 15,8±0,85* 21,5±1,12* 31,6±1,64* 

Примечание: *- р<0,05. Р рассчитано по отношению к показателям инкубации 24 часа. 

Из указанных цитокинов во всех временных 
точках их определения наиболее активно сек-
ретировался ИЛ-2, продуцентом которого явля-
ется субпопуляция Т-хелперов/индукторов. С 
меньшей интенсивностью, чем ИЛ-2, продуци-
ровался ИЛ-6, обладающий выраженными про-
воспалительными свойствами. Секреция имму-
номодулирующего ИФН-γ у интактных Т-лим-
фоцитов на 24-м часу инкубации была в 2,0 раза 
ниже секреции ИЛ-2, и в 1,24 раза ниже секре-
ции ИЛ-6. Для ФНО-α подобные степени раз-
личия составили 2,47 и 1,53 раза, соответствен-
но (р<0,01 для обоих сопоставлений). Наиме-
ньший уровень секреции на 24-м часу экспери-
мента имел ИЛ-10, принимающий участие, в 
частности, в аллергических реакциях (против 
уровней секреции ИЛ-2 и ФНО-α содержание 
ИЛ-10 оказалось, соответственно, в 3,49 и в 1,41 
раза ниже, р<0,0001 и р<0,01). Выявленная гра-
дация концентраций изучаемых цитокинов со-
хранялась на 48-м, 72-м и 96-м часу исследова-
ния, с той лишь разницей, что концентрации 
указанных цитокинов с течением времени про-
грессивно увеличивались. По сравнению с 24-м 
часом исследования, содержание ИЛ-2 в культу-
ральной жидкости Т-лимфоцитов на 96-м часу 
увеличилось в 4,0 раза, содержание ИЛ-6 – в 
4,38 раза, а концентрации ИЛ-10, ФНО-α и 
ИФН-γ возросли в 6,77, в 5,31 и в 4,65 раза, со-
ответственно. То есть, секреция цитокинов ин-
тактными Т-лимфоцитами оказалась времязави-
симой. 

Внесение в культуральную среду Т-
лимфоцитов ЛПС бактерий рода Shigella сопро-
вождалось усилением секреторной активности 
Т-лимфоцитов. При этом выяснилось, что про-
секреторное влияние шигеллёзных ЛПС на Т-
лимфоциты является как дозо- и времязависи-
мым, так и видонеспецифичным. С увеличением 
действующей на Т-лимфоциты концентрации 
шигеллёзных ЛПС, а также с увеличением дли-
тельности их взаимного контакта – секреция 
изучаемых цитокинов в культурах Т-
лимфоцитов возрастала, не имея существенных 
различий, в зависимости от видовой принад-

лежности действующих шигеллёзных ЛПС.  
Так, в присутствии ЛПС Shegella flexneri в дозе 

1 мкг/мл уровень секреции ИЛ-2 на 24-м часу 
инкубации Т-лимфоцитов превышал аналогич-
ный показатель для интактных Т-клеток в 2,84 
раза, уровень секреции ИЛ-6 – в 2,79 раза, ИЛ-
10 – в 1,85 раза, а ФНО-α и ИФН-γ – в 2,84 и в 
3,13 раза, соответственно (таблица 2). Под влия-
нием ЛПС Shegella sonnei аналогичной действую-
щей концентрации подобные степени увеличе-
ния секреции Т-лимфоцитами ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-
10, ФНО-α и ИФН-γ составили, соответственно, 
2,60 , 2,67 , 1,69 , 2,93 и 3,47 раза. Абсолютные 
значения указанных цитокинов, зарегистриро-
ванных в эксперименте с ЛПС Shegella flexneri и 
Shegella sonnei в дозе 1 мкг/мл, статистически дос-
товерных различий между собой не имели, что 
свидетельствовало об отсутствии видоспецифи-
ческого влияния указанных ЛПС на секретор-
ную активность Т-лимфоцитов.  

Увеличение продолжительности контакта 
культур Т-лимфоцитов с шигеллёзными ЛПС в 
действующей концентрации 1 мкг/мл до 48, 72 
и 96 часов сопровождалось прогрессивным воз-
растанием уровней секреции изучаемых цито-
кинов. По сравнению с интактными Т-
лимфоцитами, на 96-м часу инкубации Т-клеток 
с ЛПС Shegella flexneri в дозе 1 мкг/мл концентра-
ция ИЛ-2 была выше в 1,53 раза, ИЛ-6 – в 1,42 
раза, ИЛ-10 – в 1,47 раза, а ФНО-α и ИФН-γ – 
соответственно в 1,20 и в 1,59 раза. В присутст-
вии ЛПС Shegella sonnei подобная кратность раз-
личий составила для ИЛ-2 1,48 раза, для ИЛ-6 – 
1,52 раза, для ИЛ-10 – 1,41 раза, а для ФНО-α и 
ИФН-γ – 1,33 и 1,70 раза, соответственно. 

Секреторная реакция Т-лимфоцитов на ши-
геллёзные ЛПС в дозе 10 мкг/мл было ещё бо-
лее выраженной, чем при дозе ЛПС 1 мкг/мл 
(таблица 3).  

Как оказалось, при данном условии экспери-
мента с ЛПС Shegella flexneri содержание ИЛ-2 в 
культуральной среде Т-лимфоцитов, составляя в 
среднем 117,0±5,85 пг/мл, что было выше подоб-
ного показателя в культурах интактных Т-
лимфоцитов в 8,6 раза. Наряду с этим отмечалось 
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аналогичное увеличение ИЛ-6 в 8,08 раза, ИЛ-10 – 
в 10,8 раза, ФНО-α – в 7,52 раза, а ИФН-γ – в 9,74 
раза. В опытах с ЛПС Shegella sonnei (10 мкг/мл) по-
добные степени превышения секреции ИЛ-2, ИЛ-
6, ИЛ-10, ФНО-α и ИФН-γ, против интактных Т-
лимфоцитов, составили 8,19 , 7,65 , 10,8 , 7,04 и 

9,78 раза, соответственно. При этом достоверных 
различий между абсолютными показателями изу-
чаемых цитокинов, зарегистрированными в опы-
тах с ЛПС Shegella flexneri и с ЛПС Shegella sonnei, ис-
пользованных в дозе 10 мкг/мл, выявлено не бы-
ло. 

Таблица 2. Влияние ЛПС (1 мкг/мл) на секрецию цитокинов (пг/мл) Т-лимфоцитами (М±m) 

Время культивирования (количество культур) Показатель 24 ч (n=15) 48 ч (n=15) 72 ч (n=15) 96 ч (n=15) 
ЛПС Shigella flexneri 

ИЛ-2 38,6±3,5 50,9±2,55* 67,2±3,35* 83,3±4,17* 
ИЛ-6 23,4±0,4 31,60±1,56* 41,4±2,06* 52,2±2,61* 
ИЛ-10 7,2±0,34 19,4±0,47* 24,06±1,20* 28,9±1,44* 
ФНО-α 15,6±1,07 22,7±1,14* 28,6±1,43* 38,9±1,95* 
ИФН-γ 21,3±2,32 29,3±1,47* 39,6±1,98* 50,3±2,51* 

ЛПС Shigella zonnei 
ИЛ-2 35,3±1,75 48,4±2,43* 64,7±3,24* 80,6±4,03* 
ИЛ-6 22,4±1,14 29,2±1,45* 38,9±1,95* 56,1±2,80* 
ИЛ-10 6,6±0,33 18,7±0,95* 22,8±1,14* 37,2±1,86* 
ФНО-α 16,1±0,81 24,1±1,21* 26,7±1,34* 39,0±1,95* 
ИФН-γ 23,6±1,18 33,5±1,67* 41,0±2,05* 53,6±2,68* 

Примечание: * - р<0,05. Р рассчитано по отношению к показателям инкубации 24 часа. 
Таблица 3. Влияние ЛПС (10 мкг/мл) на секрецию цитокинов (пг/мл) Т-лимфоцитами (М±m) 

Время культивирования (количество культур) Показатель 24 ч (n=15) 48 ч (n=15) 72 ч (n=15) 96 ч (n=15) 
ЛПС Shigella flexneri 

ИЛ-2 117,0±5,85 145,8±7,25* 176,4±8,82* 209,7±10,50* 
ИЛ-6 67,86±3,40 80,7±4,04* 99,3±5,00* 116,2±5,81* 
ИЛ-10 42,14±2,17 48,9±2,44* 58,19±2,91* 66,9±3,35* 
ФНО-α 41,34±2,07 55,7±2,79* 69,6±3,48* 86,3±4,32* 
ИФН-γ 66,25±3,31 89,4±4,72* 113,5±5,68* 139,6±7,00* 

ЛПС Shigella zonnei 
ИЛ-2 111,4±5,57 148,3±7,43* 169,7±8,49* 201,5±10,08* 
ИЛ-6 64,32±3,21 82,4±4,12* 96,1±4,80* 119,4±5,97* 
ИЛ-10 38,92±1,95 45,6±2,28* 54,31±2,72* 63,4±3,17* 
ФНО-α 38,74±1,94 52,5±2,62* 66,3±3,32* 88,5±4,43* 
ИФН-γ 62,77±3,14 86,2±4,31* 109,8±5,49* 144,2±7,21* 

Примечание: * - р<0,05. Р рассчитано по отношению к показателям инкубации 24 часа. 

Увеличение экспозиции взаимодействия Т-
лимфоцитов с шигеллёзными ЛПС в дейст-
вующей концентрации 10 мкг/мл, как и в случае 
с ЛПС в дозе 1 мкг/мл, сопровождалось увели-
чением секреции изучаемых цитокинов, с наи-
более высокими показателями на 96-м часу ин-
кубации. 

Так, в частности, содержание ИЛ-2 в культу-
ральных средах Т-лимфоцитов, взаимодейст-
вующих с ЛПС Shegella flexneri в дозе 10 мкг/мл в 
течение 96 часов, составило в среднем 
209,7±10,50 пг/мл, что оказалось в 3,85 раза 
выше уровня секреции ИЛ-2 интактными Т-
лимфоцитами в аналогичной временной точке, 
а также было в 2,52 раза выше, чем в подобном 
опыте с ЛПС Shegella flexneri в дозе 1 мкг/мл 
(р<0,0001 в обоих сопоставлениях). Сходные 
различия имели место и в отношении других 
изучаемых цитокинов, как в опытах с ЛПС 
Shegella flexneri, так и в опытах с ЛПС Shegella sonnei 
в действующей концентрации 10 мкг/мл. 

Наибольший просекреторный потенциал в 
культурах Т-лимфоцитов демонстрировали ши-

геллёзные ЛПС в дозе 100 мкг/мл (таблица 4).  
На 24-м часу контакта Т-лимфоцитов с ЛПС 

Shegella flexneri в дозе 100 мкг/мл содержание ИЛ-2 
в культуральной среде, составляя в среднем 
356,9±17,84 пг/мл, превысило аналогичные пока-
затели для интактных Т-лимфоцитов и для Т-
лимфоцитов, контактировавших с ЛПС Shegella 
flexneri в дозе 10 мкг/мл, в 26,24 и в 3,05 раза, соот-
ветственно (для обоих сравнений р<0,0001). Ана-
логичные степени различия для ИЛ-6 составили 
25,12 и 3,11 раза, для ИЛ-10 – 31,13 и 2,88 раза, для 
ФНО-α – 21,76 и 2,90 раза, а для ИФН-γ – 27,88 и 
2,85 раза.  

Под влиянием ЛПС Shegella sonnei в действую-
щей концентрации 100 мкг/мл содержание ИЛ-2 в 
культуральных средах Т-лимфоцитов на 24-м часу 
инкубации составило в среднем 367,5±18,38 пг/мл, 
что не имело существенной разницы с подобным 
показателем, зарегистрированным при равных ус-
ловиях опыта с ЛПС Shegella flexneri, но было в 27,02 
раза выше, чем у интактных Т-лимфоцитов, а также 
в 3,3 раза выше, чем у Т-лимфоцитов, взаимодейст-
вовавших с ЛПС Shegella sonnei в действующей кон-
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центрации 10 мкг/мл. По сравнению с интактными 
Т-лимфоцитами, содержание ИЛ-6 в культурах Т-
клеток, взаимодействовавших с ЛПС Shegella sonnei в 
дозе 100 мкг/мл, оказалось выше в 25,67 раза, ИЛ-
10 – выше в 29,79 раза, а ФНО-α и ИФН-γ – выше в 
21,76 и в 27,88 раза, соответственно. По отноше-

нию к уровням данных цитокинов, зарегистриро-
ванных в опытах с ЛПС Shegella sonnei в дозе 100 
мкг/мл, степень превышения для ИЛ-2 составила 
3,29 раза, для ИЛ-6 – 3,35 раза, для ИЛ-10 – 2,99 
раза, а для ФНО-α и ИФН-γ – 3,20 и 3,11 раза , со-
ответственно.  

Таблица 4. Влияние ЛПС (100 пг/мл) на секрецию цитокинов (пг/мл) Т-лимфоцитами (М±m) 

Время культивирования (количество культур) Показатель 24 ч (n=15) 48 ч (n=15) 72 ч (n=15) 96 ч (n=15) 
ЛПС Shigella flexneri 

ИЛ-2 356,9±17,84 481,8±24,09* 611,9±30,59* 783,2±39,16* 
ИЛ-6 211,0±10,55 280,6±14,03* 367,6±18,41* 488,1±23,96* 
ИЛ-10 121,4±6,07 152,9±7,65* 198,8±9,94* 246,5±22,99* 
ФНО-α 119,7±5,98 160,4±8,02* 213,3±10,67* 287,9±14,40* 
ИФН-γ 189,6±9,48 258,9±12,89* 349,5±17,48* 464,8±23,24* 

ЛПС Shigella zonnei 
ИЛ-2 367,5±18,38 492,5±24,63* 625,4±31,25* 794,7±39,74* 
ИЛ-6 215,6±10,78 277,4±13,87* 362,7±18,12* 485,5±24,28* 
ИЛ-10 116,2±5,81 145,6±7,28* 205,6±10,28* 239,8±12,07* 
ФНО-α 123,9±6,20 164,7±8,24* 221,2±11,06* 293,7±14,69* 
ИФН-γ 195,3±9,77 266,3±13,32* 344,8±17,24* 472,5±23,63* 

Примечание: * - р<0,05. Р рассчитано по отношению к показателям инкубации 24 часа. 

Увеличение продолжительности контакта Т-
клеток с ЛПС бактерий рода Shegella до 48 и 72 ча-
сов сопровождалось дальнейшим повышением 
секреции изучаемых цитокинов, при отсутствии 
статистически достоверных различий между пока-
зателями в опытах с ЛПС Shegella flexneri и Shegella 
sonnei. На 96-м часу культивирования Т-
лимфоцитов с шигеллёзными ЛПС в дозе 100 
мкг/мл регистрировались наибольшие уровни 
всех изучаемых цитокинов. Так, в частности, со-
держание ИЛ-2 в опытах с ЛПС Shegella flexneri и 
Shegella sonnei в дозе 100 мкг/мл на 96-м часу инку-
бации составило в среднем 783,2±39,16 пг/мл и 
794,7±39,74 пг/мл (степень превышения против 
интактных Т-лимфоцитов в подобной временной 
точке опыта – 14,39 и 14,61 раза, соответственно). 
Наяду с этим, приведенные показатели были в 3,73 
и в 3,94 раза выше аналогичных, зарегистриро-
ванных в опытах с этими же ЛПС, но в действую-
щей концентрации 10 мкг/мл. Сходная направ-
ленность изменений под влиянием шигеллёзных 
ЛПС в дозе 100 мкг/мл на 96-м часу эксперимента 
наблюдалась и в отношении других изучаемых 
цитокинов, секретируемых Т-лимфоцитами. При 
этом, видо-специфическое влияние шигеллёзных 
ЛПС на секреторную активность Т-лимфоцитов 
отсутствовало, как это имело место и в опытах с 
ЛПС меньших концентраций.  

Выводы: ЛПС бактерий рода Shigella (Shigella 
flexneri, Shigella zonnei) оказывают in vitro дозо- и вре-
мязависимое видонеспецифическое стимули-
рующее влияние на секреторную активность Т-
лимфоцитов крови человека. Под влиянием ши-
геллёзных ЛПС Т-лимфоциты усиленно секрети-
руют ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-10, ФНО-α и ИФН-γ. Наи-
большим просекреторным потенциалом облада-
ют шигеллёзные ЛПС в действующей концентра-
ции 100 мкг/мл, наименьшим – ЛПС в дозе 1 
мкг/мл.  

Перспективы дальнейших исследований. 
Планируется разработка фармакологических спо-

собов коррекции секреторной активности Т-
лимфоцитов крови человека, подвергшихся воз-
действию бактериальных ЛПС. 
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