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С помощью цитометрического метода показано, что капсульный полисахарид (КПС), выделенный 
из морских бактерий Pseudoalteromonas nigrifaciens, оказывает активирующее действие наNKT-клетки, 
усиливая их дегрануляцию(экспрессия мембранного CD107а) ивнутриклеточный синтезцитокинов: IL-12, 
TNF-α, IFN-γ, не оказывая влияния на внутриклеточный синтез IL-10.
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Using the cytometric method, it was shown that the capsular polysaccharide (PBS) isolated c marine bacteria 
Pseudoalteromonas nigrifaciens exerts an activating effect on NKT cells, enhancing their degranulation (expression 
of membrane CD107a) and intracellular synthesis of cytokines: IL-12, TNF-α, IFN-γ, without affecting the 
intracellular synthesis of IL-10.
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NKT-лимфоциты, экспрессирующие как маркеры 
NK-клеток (CD16, CD56), так и Т-клеточные диффе-
ренцировочные антигены (CD3, CD4, CD8), играют 
ключевую роль в регуляции иммунного ответа. Поиск 
лигандов NKT-клеток имеет большое значение для по-
нимания функционирования этой популяции Т-клеток. 
Изучение возможности воздействия на активность NKT-
клеток может иметь решающее значение в клинике при 
инфекционный заболеваниях, аутоиммунных процесса-
хи в лечении злокачественных новообразований. [1,2].

Морские аэробные бактерии рода Pseudoaltero­
monas продуцируют широкий набор биологически 
активных соединений, перспективных для биотех-
нологии и могут культивироваться в искусственных 
условиях [3]. Капсульный полисахарид (КПС), вы-
деленный из морских бактерий Pseudoalteromonas 
nigrifaciens, оказывает активирующее действие на 
иммунокомпетентные клетки крови человека, уси-
ливает миграционный и эффекторный потенциал 
клеток врожденного иммунитета [4]. Исходя из это-
го, представлялось перспективным исследовать вли-
яние КПС P. nigrifaciens на изменение функциональ-
ной активности NKT-клеток человека.

Цель работы: изучение влияния КПС P. nigrifaciens 
(штамм КММ 156) на процесс дегрануляции NKT-клеток 
(экспрессия мембранного CD107а) ивнутриклеточную 
продукцию цитокинов: IL-12, TNF-α, IFN-γ и IL-10.

Материал и методы
КПС получен из штамма КММ 156 бактерий  

P. nigrifaciens, выделенных из ткани желудка дальне-

восточного двустворчатого моллюска Crenomytilus 
grayanus. КПС состоит из тетрасахаридных по-
вторяющихся звеньев, содержащих два остатка 
L-рамнозы, один остаток 2-ацетамидо-2-дезокси-D-
глюкозы и один остаток 3-О-[(R)-1-карбоксиэтил]–
D-глюкозы (глюколактиловой кислоты) [5]. Глико-
полимеры выделены и любезно предоставлены для 
исследования сотрудниками Тихоокеанского инсти-
тута биоорганической химии им. Г.Б. Елякова.

Материалом для исследования служила полученная 
от здоровых доноров периферическая кровь с гепари-
ном (25 ЕД/мл), которую разводили в соотношении 1:2 
полной питательной средой (среда RPMI-1640, содер-
жащей 10% эмбриональной телячьей сыворотки, 0,01 М 
HEPES, 200 мМ L-глутамина, 100 мг/мл гентамицина). 

Использование цельной крови не требует вы-
деления и подготовки клеток к культивированию, 
устраняет неспецифическую активацию клеток на 
этапах сепарации, и при этом сохраняется существу-
ющий in vivo баланс различных типов клеток крови. 
КПС растворяли в физиологическом растворе (NaCl 
0,9%) и вносили в кровь в конечных концентрациях 
10 мкг/мл. В контрольные пробы вносили физиоло-
гический раствор в объеме, равном объему раствора 
КПС. Уровень экспрессии поверхностных молекул 
CD107а определяли цитометрическимметодом в 
программе «Cell Quest Pro» на проточном цитометре 
«FACS Calibur» («Becton Dickinson») c использова-
нием моноклональных антител к молекулам CD3-
FITC, CD107а-PE, CD56-APC («BeckmanCoulter») 
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и соответствующих изотипических контролей. В 
каждой пробе анализировали не менее 104 клеток. 
Экспрессию молекул на поверхности клеток опреде-
ляли через 4 часа.

Для оценки внутриклеточной продукции цитоки-
нов цельную кровь инкубировали в течение 4 часов 
с 10 мкг/мл. КПС в присутствии 2 мкмоль/л монен-
сина (Sigma) втечение 4 часов при температуре 37°С 
в полистироловых 12 × 75 ммпробиркахcпробками 
(Falcon). Нестимулированный контроль инкубиро-
вали в тех же условиях в присутствии моненсина 
без добавления КПС. После инкубации клетки окра-
шивали антиген-специфическиемоноклональными 
антителами для поверхностных маркеров (CD3-
FITC, CD56-APC), лизировали эритроциты (BD 
FACS Lysing Solution), клетки пермеабилизовали 
(BD FACS Permeabilizing Solution) и отмывали. Да-
лее для выявления внутриклеточных цитокинов до-
бавляли конъюгированные с PEМКА к IL-12, TNF-α 
илиIFN-γ. После отмывки клетки ресуспендировали 
в 500 мкл 1% параформальдегида и анализировали 
образцы на проточном цитометре [6].

Результаты представлены как процент NKТ-клеток, 
экспрессирующих соответствующие маркеры. Стати-
стическую обработку полученных результатов про-
водили методами непараметрической статистики, 
которые включали расчет медианы и квартильного 
размаха (разность значений 75-го и 25-го проценти-

ля), а также оценку различий с использованием кри-
терия Вилкоксона для связанных групп.

Результаты и обсуждение
NKТ-клетки, в отличие от других Т-клеток, могут 

осуществлять немедленный тип ответа на патогены 
без стадии антигензависимой дифференцировки, 
которая необходима для образования эффекторных 
Т-клеток. При активации NKТ-клетки осуществля-
ют быструю дегрануляцию и секрецию цитокинов, 
с помощью которых регулируют функции клеток 
врожденного иммунитета и участвуют в индукции и 
регуляции адаптивного иммунного ответа [7]. 

При активации NKT- клеток на их мембране реги-
стрируется экспрессия маркера CD107a, который ха-
рактеризуетсякактрансмембранный белокLAMP-1 
(lysosomal associated membrane protein 1) и является 
маркером дегрануляции клеток [8]. Инкубациякле-
ток крови с 10 мкг/мл КПС в течение 4 часов при-
водила к увеличению относительного количества 
NKТ-клеток, экспрессирующих на поверхности 
CD107a, до 7,3±1,7% (контроль – 3,7±0,9%). 

При увеличении концентрации КПС до 100 мкг/мл 
относительное количество субпопуляции CD107a-
позитивных NKТ-клеток возрастало до 14,0±3,1%. 
Исследование внутриклеточной продукции цито-
кинов показало увеличение процента NKТ-клеток, 
синтезирующих IL-12, TNF-α и IFN-γ, после 20-ча-
совой инкубации клеток крови с КПС (рис.).

Влияние КПС P. nigrifaciens на изменение внутриклеточного синтеза  
цитокинов NKT-лимфоцитами; * – р<0,05

Изменения относительного количества NKТ-
клеток, синтезирующих IL-10 под действием КПС, 
по сравнению с контролем не выявлено. Максималь-
ный эффект КПС оказывал в отношенииувеличения 
процента NKТ-клеток, синтезирующих IFN-γ. Воз-
можно, это связано с особенностью NKT-клеток, 
которые при распознавании эндогенных антигенов 
могут накапливать в клетках mRNA такого цитоки-
на, как IFN-γ, и быстро отвечать на дополнительный 
активационный сигнал его продукцией [9]. 

NKT-клетки, продуцирующие цитокины, участвуют 
в регуляции иммунногоответа, который осуществляет-
сяпутем активации как Тh1-, так и Тh2-клеток и необ-
ходим для защиты организма от инфекций и развития 
опухолей. Наблюдаемое при активации КПС значи-
тельное возрастаниеуровня субпопуляций NKТ-клеток, 
синтезирующих IFN-γ, IL-12 и TNF-α, может свидетель-
ствовать о влияния NKT-клеток на процесс дифферен-
цировки CD4+ – клеток в Т-хелперы первого типа (Th1) 
и усиления клеточно-опосредованного ответа.
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Таким образом, КПС P. nigrifaciens, можетсти-
мулировать немедленный неспецифический ответ 
NKТ-клеток, запуская процесс дегрануляции, и ре-
гулировать адаптивный иммунный ответ за счет 
синтеза цитокинов IL-12, TNF-α, IFN-γ.
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УСИЛЕНИЕ ИММУННОГО ОТВЕТА К ПОВЕРХНОСТНОМУ АНТИГЕНУ ГЕПАТИТА В 
ПОД ВЛИЯНИЕМ ФУКОИДАНОВ ИЗ БУРОЙ ВОДОРОСЛИ FUCUS EVANESCENS 
1 ФГБНУ «НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Г.П. Сомова», Владивосток
2 Тихоокеанский институт биоорганической химии имени Г.Б. Елякова ДВО РАН, Владивосток

Проведена оценка влияния сульфатированных полисахаридов (фукоидана и его модифицированных 
образцов) из бурой водоросли Fucus evanescens на специфический иммунный ответ мышей к поверхностному 
антигену гепатита В (HBs-антигену). Установлено, что все образцы фукоидана, различающиеся по 
степени очистки и молекулярной массе, усиливают иммуногенность рекомбинантного HBs-антигена 
при иммунизации мышей линии BALB/c. Адъювантное действие фукоиданов сопоставимо с действием 
гидроксида алюминия. 

Ключевые слова: иммунный ответ, профилактические вакцины, фукоиданы, адъюванты, гепатит В.
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THE INCREASING OF IMMUNE RESPONSE TO SURFACE ANTIGEN OF HEPATITIS B 
UNDER FUCOIDAN FROM FUCUS EVANESCENS INFLUENCE
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The authors investigated the effect of sulfated polysaccharides, fucoidans, from brown algae Fucus evanescens 
on the specific immune response of mice to hepatitis B. It was found that fucoidans with different degrees of 


