
Актуальные проблемы микробиологии, вирусологии, иммунологии: материалы  

научно-практической конференции 

Минск, 19 октября 2018 

 

 

Петракова О. В. 

Белорусский государственный медицинский университет, 

г. Минск 

Гурманчук И. Е. 

Белорусский государственный медицинский университет,  

г. Минск 

 Харламова А. Н. 

Белорусский государственный медицинский университет, 

 г. Минск 

Соколовская Е. В. 

Белорусский государственный медицинский университет,  

г. Минск 

Черношей Д. А. 

Белорусский государственный медицинский университет, 

 г. Минск 

 

ВЛИЯНИЕ ЛИПОПОЛИСАХАРИДА E. COLI НА СОДЕРЖАНИЕ P65  

В ЦИТОПЛАЗМЕ МОНОНУКЛЕАРОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 

ЧЕЛОВЕКА 

 

NF-kB играет важную роль в регуляции множества функций клеток. Этот 

фактор принадлежит к категории быстродействующих первичных транскрипцион-

ных факторов, т. е. транскрипционных факторов, которые почти всегда присут-

ствуют в клетках в неактивном состоянии и не требуют для своей активации синте-

за новых белков (например, c-Jun и система факторов STAT). Это позволяет NF-kB 

реализовывать быстрый ответ на различные стимулы.  

NF-kB представляет собой гомо- или гетеродимеры различных субъединиц: 

NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB, c-Rel, р100, р105. Классический NF-

kB является гетеродимером, состоящим из р50 (NFkB1) и р65 (RelA), однако в не-

которых случаях состав NF-kB может изменяться, что влияет на набор регулируе-

мых генов [1]. 

NF-kB является распространенным транскрипционным фактором, важным для 

нормальной функции иммунной системы. Он присутствует в цитоплазме  

неиндуцированных клеток в неактивном виде [2]. Неактивное состояние цитозоль-

ного NF-kB является результатом присоединения к нему белка (60–70кД), назван-

ного IkB. Обычно в цитоплазме существует неактивный гетеромерный комплекс 

NF-кВ, ассоциированный с одним из нескольких ингибиторов IкВ: IкВальфа, 

IкВбета или др. Активация в различных случаях сводится к разрушению тримерно-

го комплекса и отщеплению ингибитора с последующим его протеолизом и обра-

зованию димерного комплекса, состоящего из одинаковых или различных субъ-

единиц NF-kB, который может транслоцироваться в ядро, связываться с ДНК и 

изменять транскрипцию. Выделяют 2 пути активации NF-κB — классический и 

альтернативный. В классическом принимают участие RelA, RelB, and c-Rel, т. е. те 

белки, которые не имеют трансактивационного домена. В случае альтернативного 

пути NF-κB в цитоплазме находится в виде предшественника р100 и р105. 
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Активация NF-kB приводит к синтезу различных регуляторных белков,  

хемокинов и цитокинов, изменяющих метаболизм на уровне одной клетки, ткани, 

органа и даже всего организма. Протекающие реакции можно разделить на  

2 группы: внутриклеточные — апоптоз, дифференцировка самой клетки, и внекле-

точные — системный и локальный воспалительные ответы (синдром системного 

воспалительного ответа, сепсис, тяжелый сепсис, септический шок). Неадекватно 

сильная или длительная активация NF-kB приводит к гиперэкспрессии медиаторов 

воспаления, что является одной из причин повреждения организма при сепсисе и 

синдроме системного воспалительного ответа. 

ЛПС является одним из факторов, приводящих к активации NF-kB. Он связы-

вается с TLR 4, вызывая активацию двух сигнальных путей, каждый из которых 

приводит в свою очередь к активации NF-kB. MyD88-зависимый путь опосредуется 

киназами IRAK1 и IRAK4, которые фосфорилируют TRAF6, приводя  

к активации IKK комплекса [3]. В тоже время молекулярные особенности MyD88-

независимого пути на сегодняшниий момент не до конца ясны. Известно, что дан-

ный путь включает в себя TIR-домен, содержащий адаптерный протеин ТRIF, 

TRAM, RIP1 и RIP3 [3]. Однако оба пути приводят в конечном итоге к активации 

транскрипции гена IκBα и деградации IκB [3]. 

MyD88-независимый путь также включает IRF-3-зависимую экспрессию 

ФНОα, что приводит к активации NF-κB. Активация NF-κB посредством MyD88-

зависимого пути происходит раньше, чем активация через MyD88-независимый 

путь, поскольку синтез ФНОα требует времени [3]. Установлено, что действие ЛПС 

на клетки вызывает стабильную активацию NF-κB, тогда как при обработке клеток 

непосредственно ФНОα активация транскрипционного фактора носит изменчивый 

характер [3]. Таким образом, было показано, что устойчивая активация NF-κB обу-

словлена одновременной активацией и взаимодействием обоих сигнальных путей 

[3]. 

Материалы и методы. Мононуклеары получали из стабилизированной гепа-

рином периферической крови условно здоровых доноров после центрифугирования 

ее на градиенте плотности (1,077 гр/см3). Полученные клетки отмывали, после чего 

из них готовили суспензию в концентрации 107 клеток в 1 мл. Для оценки влияния 

ЛПС на содержание р65 в цитоплазме клеток их инкубировали  

в течение 60 минут в присутствии ЛПС E. coli (0111:В4) в конечной концентрации 

20 мкг/мл. Для постановки контрольной пробы клетки инкубировали в полной 

культуральной среде без добавления ЛПС.  

После окончания инкубации клетки центрифугировали и выделяли цитоплаз-

матические лизаты согласно протоколу производителя (Active motif). В полученных 

лизатах определяли концентрацию белка spot-методом и окраской амидочерным [4]. 

Разделение белков проводили в полиакриламидном геле, после чего переносили на 

PVDF мембрану. Мембрану инкубировали с первыми антителами  

к р65 (Stressgen). Проявляли связавшиеся антитела с помощью антикроличьих анти-

тел, меченных пероксидазой (Rockland) с последующей инкубацией мембраны  

в субстратном растворе, содержащем тетраметилбензидин (Sigma). Проводили ден-

ситометрию, результаты стандартизировали по уровню белка в пробах. 
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Результаты и обсуждение. Результаты исследования содержания р65 в цито-

плазматических экстрактах мононуклеаров периферической крови доноров пред-

ставлены в таблице. 

Содержание р65 в цитоплазматических лизатах мононуклеаров крови человека 

Эксперимент 

(n = 5) 

Содержание р65 (ЕД), 

M ± m 
Минимум Максимум 

Нижний 

квартиль 

Верхний 

квартиль 

Контроль 12,47 ± 5,4 5,50 28,44 5,64 19,30 

ЛПС E. coli  

(20 мкг/мл) 
3,68 ± 3,68 0,00 14,73 0,00 7,37 

 

Как видно из приведенных данных, содержание р65 в цитоплазме мононукле-

аров периферической крови разных доноров значительно отличается. Это вполне 

соответствует данным литературы, согласно которой NF-kB присутствует в цито-

плазме неиндуцированных клеток в неактивном виде [2].  

При анализе действия ЛПС на содержание р65 в цитоплазме клеток было вы-

явлено, воздействие ЛПС в течение 60 минут в концентрации 20 мкг/мл приводит к 

полному исчезновению р65 из цитоплазмы клеток в 80 % случаев. Это, по всей ви-

димости, является результатом деградации комплекса белков NF-kB  

в цитоплазме и переходу р65 в ядро клеток. Однако в 1 случае было зарегистриро-

вано увеличение содержания р65 в цитоплазме мононуклеаров по сравнению  

с пробой без ЛПС (в 2,6 раза). На наш взгляд это может быть связано с индивиду-

альными особенностями регуляции активности NK-κB у этого донора, а также воз-

можной предактивацией клеток in vivo. 

Заключение. Таким образом, результатом действия ЛПС E. сoli в дозе  

20 мкг/мл на мононуклеары периферической крови человека in vitro является ис-

чезновение р65 из цитоплазмы клеток после 60 минут воздействия. Также на осно-

вании полученных данных можно говорить о наличии индивидуальных особенно-

стей реализации NF-kB-опосредованного ответа клеток на ЛПС. 
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