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В статье приведены результаты исследований цитокинового профиля лабораторных мышей, включая 
впервые установленные данные цитокинового статуса трансгенных мышей NAT1hom и NAT2hom. 
Использована методология анализа цитокинов в сыворотке крови лабораторных животных методом 
мультиплексного xMAP-анализа на магнитных частицах. Для мышей инбредных линий C57BL/6 
и Balb/c представлены данные по изменению количественного содержания цитокинов в плазме крови 
мышей после однократного введения препаратов полимурамил и такролимус. Изучено влияние на 
цитокиновый профиль иммуносупрессора — такролимуса и иммуномодулятора — полимурамила.
Особое внимание уделено динамике концентрации фактора некроза опухоли (TNF-α) как одному 
из важнейших критериев биологического действия иммуномодуляторов. Определена продукция 
TNF-α в условиях экспериментальной иммуносупрессии, подтверждены иммуномодулирующие 
свойства полимурамила в условиях острого воспаления на модели гриппа у мышей. Предложено 
использовать трансгенных гуманизированных мышей линий NAT1hom и NAT2hom в иммуноло-
гических исследованиях и поиске новых фармакологических молекул-регуляторов, метаболизиру-
ющихся с участием систем ацетилирования организма. Полученные данные сопоставлены с влия-
нием на цитокиновый статус ингината — эффективного ингибитора N-ацетилтрансферазы (NAT2), 
имеющего выраженное иммуномодулирующее действие при продукции ИФН-гамма и ФНО-альфа.
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This article presents the results of studies aimed at investigating the cytokine profile of laboratory mice, 
including novel data on the cytokine status of transgenic mice NAT1hom and NAT2hom. The investig-
ation of cytokines in the blood serum of laboratory animals was carried out using multiplex xMAP-ana-
lysis on magnetic particles. For mice of inbred lines C57BL/6 and Balb/c, data is presented with respect 
to changes in the quantitative content of cytokines in the blood plasma after a single injection of the 
Polymuramyl and Tacrolimus drugs. Effects of the Tacrolimus immunosuppressant and the Polymuramyl 
immunomodulator on the mouse cytokine profile were estimated. 
A particular attention was paid to the dynamics of the concentration of the tumour necrosis factor (TNF-α) 
as one of the most important criteria of the biological action of immunomodulators. The production of 
TNF-α in experimental immunosuppression was determined. The immunomodulating properties of Poly-
muramyl were confirmed under the conditions of acute inflammation by simulating influenza in mice. It 
is established that transgenic humanized mice of NAT1hom and NAT2hom lines can be successfully used 
in immunological studies and search for new pharmacological regulatory molecules metabolized with the 
participation of body acetylation systems. The obtained data are compared with the effect of inginate — 
an effective inhibitor of N-acetyltransferase (NAT2) — on the cytokine status. This drug is characterized by 
a pronounced immunomodulating effect on the production of IFN-gamma and TNF-alpha.
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Введение
Цитокины представляют собой продуци-

руемые клетками белково-пептидные фак-
торы, осуществляющие короткодистантную 
регуляцию межклеточных и межсистемных 
взаимодействий. Цитокины определяют 
выживаемость клеток, стимуляцию или ин-
гибирование их роста, дифференцировку, 
функциональную активацию и апоптоз кле-
ток. Способность регулировать перечислен-
ные функции обусловлена тем, что после 
взаимодействия цитокинов с комплемен-
тарными рецепторами на поверхности кле-
ток [6] сигнал через элементы внутрикле-
точной трансдукции передается в ядро, где 
активируются соответствующие гены [7, 8]. 
Белки, продукты активированных цитоки-
нами генов, продуцируются клетками и ре-
гулируют перечисленные выше процессы.

Действие цитокинов тесно связано 
с физиологическими и патофизиологи-
ческими реакциями организма. При этом 
происходит модуляция как локальных, так 
и системных механизмов защиты. Одной 
из важнейших функций системы цитоки-
нов является обеспечение согласованного 
действия иммунной, эндокринной и нерв-
ной системы в ответ на стресс. Усиление 
продукции определенных цитокинов вос-
паления или факторов, стимулирующих 
рост лимфоцитов, может лежать в осно-
ве некоторых заболеваний. В то же время 
снижение уровня ряда цитокинов также 
способно провоцировать заболевание. Так, 
колониестимулирующий фактор (CSF) 
играет ведущую роль в нормальном гемо-
поэзе, и уменьшение его продукции нару-
шает механизмы защиты против инфекций. 
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Особенно большую роль цитокины играют 
в формировании патогенеза опухолевых 
заболеваний иммунной системы. Эти забо-
левания развиваются из клеток основных 
продуцентов и/или потребителей цитоки-
нов. Гены цитокинов сопряженно активи-
руются с онкогенами при хромосомных 
аберрациях и при ретровирусных инфек-
циях. Вследствие этого опухолевые клетки 
продуцируют цитокины, стимулирующие 
пролиферацию неопластических иммуно-
компетентных клеток.

Поскольку цитокины являются локаль-
ными медиаторами, более целесообразно 
измерять их уровни в соответствующих 
тканях после экстракции тканевых про-
теинов или в естественных жидкостях — 
например, в слезе, смывах из полостей, 
моче, спинномозговой жидкости и т.д. 
Уровни цитокинов в сыворотке или др. 
биологических жидкостях отражают теку-
щее состояние работы иммунной системы, 
т.е. синтез цитокинов клетками организма 
in vivo. Определение уровней продукции 
цитокинов мононуклеарами перифериче-
ской крови (МПК) in vitro показывает функ-
циональное состояние клеток. Спонтанная 
продукция цитокинов МПК в культуре 
свидетельствует, что клетки уже инактиви-
рованы in vivo. Индуцированный (различ-
ными стимуляторами, митогенами) син-
тез цитокинов отражает потенциальную, 
резервную способность клеток отвечать 
на антигенный стимул (в частности, на дей-
ствие лекарственных препаратов). Снижен-
ная индуцированная продукция цитокинов 
in vitro может служить одним из признаков 
иммунодефицитного состояния.

Ранее нами получены эксперименталь-
ные данные о биологическом действии 
препаратов — производных флуорена: ти-
лорона и ингината. Препараты выступают 
как эффективные ингибиторы N-ацетил-
трансферазы (NAT) и оказывают иммуно-
модулирующее действие при продукции 
цитокинов ИФН-гамма и ФНО-альфа [1]. 

Данные наблюдения применимы для поиска 
производных флуорена как перспективных 
средств в моделировании противовирус-
ных молекул-кандидатов и иммуностиму-
ляторов. На основе полученных данных 
in vitro эксперимента по ферментативной 
активности установлено эффективное ин-
гибирующее действие производных флу-
орена (тилорона и ингината) по ферменту 
NAT2 человека.

При оценке уровней цитокинов необхо-
димо помнить, что они являются антиген-
неспецифическими факторами. Поэтому 
специфическая диагностика инфекцион-
ных, аутоиммунных и аллергических за-
болеваний с помощью определения уровня 
тех или иных цитокинов невозможна. Тем 
не менее, изучение уровней цитокинов поз-
воляет получить информацию о функцио-
нальной активности различных типов им-
мунокомпетентных клеток [8, 9]; о тяжести 
воспалительного процесса, его переходе 
на системный уровень и прогнозе; о соот-
ношении процессов активации Т-хелперов 
1 и 2 типов, что очень важно при дифферен-
циальной диагностике ряда инфекционных 
и иммунопатологических процессов; о ста-
дии развития ряда аллергических и ауто-
иммунных заболеваний. Кроме того, опре-
деление уровней цитокинов используется 
при применении новых иммуномодулирую-
щих препаратов на основе рекомбинантных 
цитокинов и их антагонистов для изучения 
фармакокинетики этих препаратов, а также 
их способности индуцировать синтез дру-
гих цитокинов.

Особый интерес представляет иммуноло-
гический статус трансгенных гуманизиро-
ванных мышей, используемых в качестве 
биомоделей патогенезов и применяемых 
в направленном поиске новых фармаколо-
гических регуляторов.

Основным путем метаболизма широко-
го ряда лекарственных средств и ксено-
биотиков, включая канцерогены, является 
N-ацетилирование, которое происходит 
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при участии ферментов N-ацетилтрансфе-
раз (NAT1 и NAT2). Ранее нами получены 
генетические конструкции с генами чело-
века NAT1 и NAT2 и успешно выведены 
поколения устойчивых трансгенных ли-
ний мышей (NAT1hom, NAT2hom), несу-
щих эти гены [1–3]. Методами молекуляр-
но-генетического (ПЦР, Вестерн-блоттинг) 
и биоаналитического анализа (ВЭЖХ-МС, 
спектрофотометрия) установлено наличие 
трансгенов и определены экспрессия, ак-
тивность белков NAT1 и NAT2 человека 
в тканях гуманизированных мышей [4]. 
Разработаны новые методы оценки эффек-
тивности и безопасности применения пер-
спективных фармакологических средств 
с использованием трансгенных экспери-
ментальных животных, несущих гены 
NAT1 и NAT2 человека, а также подходы 
по скринингу молекул-кандидатов на осно-
ве соединений — ингибиторов ферментов 
N-ацетилтрансфераз человека [5].

Цитокиновый профиль трансгенных гу-
манизированных мышей ранее в литерату-
ре не описан и представляет фундаменталь-
ный и прикладной интерес.

Цель работы — исследовать цитокино-
вый профиль линий лабораторных мышей 
C57BL/6, Balb/c и трансгенных гуманизи-
рованных NAT1hom, NAT2hom методом 
xMAP-мультиплексного анализа на маг-
нитных частицах. На примере выбранных 
лекарственных средств (иммуносупрессо-
ра — такролимуса и иммуномодулятора — 
полимурамила) оценить паттерн изменений 
цитокинового профиля для линий мышей 
C57BL/6 и Balb/c, фармакодинамику и ха-
рактер иммунологического действия вы-
бранных модельных препаратов.

Материалы и методы
Цитокиновый профиль плазмы крови 

всех испытуемых животных определяли 
с помощью мультиплексного анализа на си-
стеме «Bio-Plex Magpix» (Bio-Rad, США). 

Данный метод представляет собой мульти-
плексную иммунную реакцию, протекаю-
щую на магнитных микрочастицах, с их 
последующим проточным флуоресцент-
ным анализом и одновременным определе-
нием содержания цитокинов. Пользовались 
стандартной коммерчески доступной пане-
лью на 23 цитокина (Bio-Plex Pro™ Mouse 
Cytokine 23-plex Assay, #M60009RDPD). 
Плазму крови, стабилизированную ЭДТА, 
вносили в лунки планшета. Дальнейшие 
операции выполняли в соответствии с про-
токолом производителя.

Иммунологическое действие лекарствен-
ных средств — такролимуса и полимура-
мила — на цитокиновый профиль опре-
деляли на мышах-самцах линии Balb/с 
и C57Bl/6 массой 20±2 г. Первоначально 
вводили 0,3 мл водно-спиртового р-ра им-
муносупрессора — такролимуса в дозе 
0,5 мг/мышь. Дальнейшее введение поли-
мурамила выполняли спустя 30–40 мин 
в дозе 10 и 50 мкг/мышь внутримышечно. 
Группе контрольных животных вводили 
физ. р-р и р-р полимурамила (10 мкг/мышь) 
без предварительного введения такролиму-
са. Образцы плазмы крови для определе-
ния уровня цитокинов отбирали через 1,5 ч 
от начала эксперимента.

Для определения иммуномодулирующей 
активности полимурамила по его влиянию 
на продукцию ФНО-альфа (TNF-α) и др. 
цитокинов использована модель гриппа 
на мышах линии Balb/с массой 16–18 г 
(мышиная модель острого воспаления). 
Применялся штамм вируса гриппа H5N2, 
адаптированный к мышам и вызывающий 
при интраназальном заражении летальную 
двухстороннюю пневмонию. Полимура-
мил вводился ежедневно внутримышечно 
в объеме 0,5 мл. Длительность введения — 
5 дней, начиная со второго дня после за-
ражения (через 16–18 ч после заражения). 
На подготовительном этапе проводили 
определение дозы вируса гриппа H5N2 
для интраназального заражения: была 
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подобрана доза, вызывающая гибель 80% 
мышей в контрольной группе (без введения 
препарата). Действие полимурамила изуча-
ли в трех дозах: 50, 10 и 2 мкг/мышь (≈ 900, 
180 и 36 мкг/кг). Забор плазмы крови про-
водили у выживших животных на 5-е сут 
после начала эксперимента в аналогичных 
первой части исследования условиях.

Результаты исследований
Получен массив первичных данных, поз-

воляющий оценить цитокиновый статус 
трансгенных гуманизированных мышей 
NAT1hom, NAT2hom, а также характер 
и динамику иммунобиологического воз-
действия лекарственных средств — на при-
мере препаратов иммуносупрессивного 
действия (такролимус) и иммуномодулиру-
ющего (полимурамил) действия  — по из-
менению содержания 23 цитокинов и хемо-
кинов во времени.

Сопоставление полученного нами цито-
кинового профиля плазмы крови трансген-
ных мышей NAT1hom, NAT2hom с откры-
тыми базами данных цитокинового статуса 
(рис. 1) инбредных линий мышей и челове-
ка (CytReg и др.) отражает иммунологиче-
скую близость генетически-модифициро-
ванных линий к цитокиновому профилю 
человека.

Анализ динамических изменений про-
филя цитокинов для инбредных линий 
C57Bl/6 и Balb/с показывает, что при введе-
нии животным полимурамила формируется 
отчетливый цитокиновый ответ. При этом 
наиболее выраженная реакция касается та-
ких цитокинов и хемокинов, как IL-1b, IL-5, 
MCP-1, IL-6, TNF-α, G-CSF, RANTES, MIP-
1b и IFN-γ.

Типичная динамика содержания TNF-α 
в плазме крови испытуемых животных 
представлена на рис. 2.

Рис. 1. Сравнительная гистограмма цитокинового профиля плазмы лабораторных трансгенных животных 
NAT1hom, NAT2hom и C57Bl/6.
Fig. 1. Comparative histogram of the plasma cytokine profile of laboratory transgenic animals NAT1hom, NAT2hom 
and C57Bl/6.
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Установлено, что фармакодинамика 
полимурамила, оцениваемая по уровню 
ФНО-альфа, имеет несколько максимумов: 
первый после в/м введения (50 мкг/мышь) 
по ФНО-альфа наблюдается при 10 мин, 
следующий — при 45–60 мин и максималь-
ный — на 24 ч (рис. 2). Подобный волнооб-
разный характер продукции TNF-α и ряда 
др. цитокинов (IL-6, IL-10) является от-
личительной особенностью фармакокине-
тики и фармакодинамики иммуномодули-
рующего действия препарата. Причинами 
таких закономерностей могут быть поли-
компонентность состава полимурамила, 
отличающая его от индивидуальных соеди-
нений мурамилпептидов (МДП, глюкоза-
минил-МДП и др.).

Нами установлено, что полимурамил 
в условиях иммуносупрессивной модели 
оказывает восстанавливающее действие 
на уровень циркулирующего ФНО-альфа, 
увеличивая в рамках эксперимента продук-
цию цитокина в 10–30 раз по сравнению 
с группой животных, получивших только 
иммуносупрессор — такролимус. Замечено, 
что данные эффекты развиваются в короткие 

промежутки времени (до 2 ч) и сопряжены 
с выживаемостью животных (рис. 3).

В качестве модели острого воспаления 
использовалась модель эксперименталь-
ного гриппа на мышах. Было показано, 
что у животных с экспериментальным 
гриппом внутримышечное введение поли-
мурамила в дозе 10 мкг/мышь подавляет 
продукцию TNF-α, приближая его значение 
к уровню продукции TNF-α интактных жи-
вотных.

Выводы
Впервые получены данные цитокинового 

профиля трансгенных гуманизированных 
мышей NAT1hom, NAT2hom. Выявлена 
иммунологическая сопоставимость данных 
цитокинового статуса трансгенных линий 
с открытыми базами данных по цитокино-
вому статусу человека.

Впервые получены эксперименталь-
ные данные фармакодинамики иммуно-
логического лекарственного средства — 
полимурамила.

Результаты исследования фармакодина-
мики полимурамила по изменению уровней 

Рис. 2. Динамика концентрации ФНО-альфа (TNF-α) в плазме крови мышей C57Bl/6 через 5–10–15–30–45 мин, 
1–1,5–2–3–8–24 ч после однократного введения полимурамила в дозе 50 мкг/мышь.
Fig. 2. Dynamics of the concentration of TNF-alpha (TNF-α) in the blood plasma of C57Bl/6 mice after 5–10–15–30–
45 min, 1–1.5–2–3–8–24 h after a single injection of Polymuramil at a dose of 50 µg per mouse.
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ряда цитокинов и хемокинов (ФНО-альфа, 
IL-6, IL-10) в плазме крови подтверждают 
иммуномодyлирующее действие препарата. 
Наличие нескольких максимумов концен-
трации большинства изученных цитокинов 
в плазме крови после введения полимура-
мила может отражать наличие в составе 
этого иммуномодулятора трех действующих 

компонентов и объясняться фазным вклю-
чением в высвобождение/продукцию цито-
кинов разных по локализации в организме 
клеток-продуцентов. Первый пик, вероятно, 
связан с выбросом цитокинов в зоне первич-
ного введения препарата и клетками крови, 
второй пик — с высвобождением цитокинов 
в тканях в результате тканевого распределе-

Рис. 3. Уровень ФНО-альфа в образцах плазмы крови мышей после введения полимурамила (ПМ), 50 и 10 мкг/мышь, 
с предварительно индуцированной иммуносупрессией введением такролимуса.
Fig. 3. Levels of TNF-alpha in mouse plasma samples after administration of Polymuramil (PM), 50 and 10 µg per 
mouse, with pre-induced immunosuppression with Tacrolimus.

Рис. 4. Уровень TNF-α в плазме крови мышей Balb/c (ПМ, в/м, 10 мкг/мышь — уровень TNF-α в плазме крови 
мышей после заражения гриппом и 5 ежедневных введений препарата полимурамил внутримышечно в дозе  
10 мкг/мышь. Контроль — уровень TNF-α в плазме крови мышей после заражения гриппом. Норма — уровень 
TNF-α в плазме крови здоровых мышей).
Fig. 4. Levels of TNF-α in Balb/c mouse plasma (PM, IM, 10 µg per mouse — the level of TNF-α in the mouse blood 
plasma after infecting with influenza viruses and 5 daily Polyrammyl injections intramuscularly at a dose of 10 µg per 
mouse. Control — the level of TNF-α in the mouse blood plasma after infecting with influenza viruses. Norm — the level 
of TNF-α in the blood plasma of healthy mice).
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ния полимурамила из системного кровото-
ка. Третий пик, обнаруженный в отношении 
ФНО-альфа и некоторых других цитокинов 
через 24 ч после введения препарата, можно 
трактовать как активацию синтеза этих мо-
лекул de novo.

Эксперимент на мышиной модели грип-
па подтверждает иммуномодулирующую 
активность полимурамила при внутримы-
шечном введении в условиях острого вос-
паления. Внутримышечное введение поли-
мурамила достоверно снижает избыточную 

продукцию провоспалительного цитокина 
TNF-α.

На модели иммуносупрессии, индуци-
рованной такролимусом, полимурамил 
оказывал восстанавливающее действие 
на уровень циркулирующего ФНО-альфа, 
увеличивая в рамках эксперимента продук-
цию цитокина в 10–50 раз по сравнению 
с группой животных, подверженных имму-
носупрессии. Установлено, что данные эф-
фекты развиваются в короткие промежутки 
времени (до 2 ч).
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