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ВЛИЯНИЕ  СУПЕРНАТАНТОВ  КИШЕЧНЫХ МИКРОСИМБИОНТОВ 

НА ПРОДУКЦИЮ  ЦИТОКИНОВ  ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫМИ КЛЕТКАМИ     

В  УСЛОВИЯХ  IN VITRO 
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Цель. Изучить влияние супернатантов кишечных микросимбионтов по продукцию 

цитокинов  лимфоцитами периферической крови человека и перитонеальными макрофа-

гами мышей. 

Материалы и методы. В работе использовали супернатанты 160 штаммов, изолиро-

ванных из фекалий 95 пациентов при обследовании на дисбиоз (II-III степень). Продукция 

цитокинов TNFα и IL-10 под влиянием микробных супернатантов оценивалась на лимфо-

цитах периферической крови человека и перитонеальных макрофагах мышей. Уровень 

цитокинов определяли методом ИФА. 

Результаты. Среди штаммов бифидо- и лактобактерий преобладали культуры, не 

индуцирующие или ингибирующие продукцию лимфоцитами и макрофагами провоспали-

тельного цитокина TNFα и стимулирующие/не влияющие на секрецию IL-10. Влияние су-

пернатантов условно-патогенных бактерий на продукцию цитокинов было разнообразным 

и видоспецифичным.  

Заключение. Охарактеризованы иммунорегуляторные свойства супернатантов раз-

личных представителей микробиоты толстого кишечника человека на модели двух типов 

иммунокомпетентных клеток, участвующих в реализации врожденного и адаптивного 

иммунитета. Полученные данные  могут быть использованы для оценки потенциальной 

роли кишечных микросимбионтов в развитии воспаления внекишечной локализации.  

Ключевые слова: цитокины, макрофаги, лимфоциты, иммунный гомеостаз кишечни-

ка, кишечные микросимбионты. 
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INFLUENCE OF INTESTINAL MICROSYMBIONTS SUPERNATANTS ON THE 

PRODUCTION OF CYTOKINES BY IMMUNOCOMPETENT CELLS  IN VITRO
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Objective. To study the effect of supernatants of intestinal microsymbionts on the produc-

tion of cytokines by human peripheral blood lymphocytes and mouse peritoneal macrophages.  

Materials and methods. The study used supernatants of 160 strains isolated from the fe-

ces of 95 patients during examination for dysbiosis (II-III degree). The production of TNFα and 

IL-10 cytokines under the influence of microbial supernatants was evaluated on human peripher-

al blood lymphocytes and mouse peritoneal macrophages. The level of cytokines was determined 

by ELISA.  
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Results. Among the strains of bifidobacteria and lactobacilli under conditions of  the large 

intestine dysbiosis 2-3 degrees, cultures prevailing that do not induce or inhibit the production of 

proinflammatory cytokine TNFα by lymphocytes and macrophages and stimulate / do not affect 

the secretion of IL-10. The influence of supernatants of opportunistic bacteria on the production 

of cytokines was diverse and species-specific.  

Conclusion. The immunoregulatory properties of supernatants of various representatives 

of the microbiota of the human large intestine are characterized on the model of two types of 

immunocompetent cells involved in the implementation of innate and adaptive immunity. The 

data obtained can be used to assess the potential role of intestinal microsymbionts in the devel-

opment of inflammation of extraintestinal localization.  

Key words: cytokines, macrophages, lymphocytes, immune intestinal homeostasis, intes-

tinal microsymbionts. 

 

Введение 

В последние годы получены данные, позволившие сформировать новое 

представление о роли нормальной микробиоты человека, механизмах ее кон-

троля и создания условий для совместного сосуществования. К 2009 г. закон-

чено полное секвенирование генома нормальной микробиоты человека (Hu-

man microbiome project) c описанием ее состава [1]. По современным пред-

ставлениям организм человека является гигантской  «химерой», состоящей 

на 90% из клеток симбионтных микроорганизмов и лишь на 10% из челове-

ческих клеток.  

Взаимоотношения иммунной системы человека с комменсалами отли-

чаются от взаимоотношений с патогенами и представляют собой физиологи-

ческую норму, не сопровождающуюся развитием воспаления. В 2002 г. В.Б. 

Климовичем предложен  термин «акцептивный иммунитет» для обозначения  

взаимодействия иммунной системы с нормальной микробиотой и высказано 

предположение о том, что он представляет собой  отдельную функцию им-

мунитета – акцептивную, обеспечивающую возможность проживания боль-

шого количества видов симбионтных бактерий на слизистых [2]. Эти поло-

жения легли в основу концепции акцептивного иммунитета. При акцептив-

ном иммунитете ответ развивается не против какого-либо одного микроорга-

низма, а в отношении многих видов различных комменсалов одновременно. 

Основные гомеостатические механизмы, обеспечивающие симбиотические 

взаимоотношения комменсалов и иммунной системы, реализуются в слизи-

стой кишечника на уровне эпителия, а также на уровне клеток врожденного и 

адаптивного иммунитета. Задачей этих взаимоотношений является создание 

оптимального паракринного микроокружения для индукции и созревания 
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ключевых клеток, обеспечивающих состояние толерантности к нормальной 

микрофлоре, толерогенных дендритных клеток и Т-регуляторных лимфоци-

тов при участии комменсалов, выполняющих роль триггерного фактора [3].  

Показано, что взаимодействие кишечной микробиоты с хозяином игра-

ет роль не только при желудочно-кишечных заболеваниях, но и патологии 

внекишечной локализации [2, 4]. При изменении состава микробиоты и ее 

свойств (проявление вирулентных признаков, изменение профиля цитокинов 

клеток хозяина в ответ на взаимодействие с комменсалами или их метаболи-

тами) возможен срыв толерантности к микробиоте, развитие воспаления в 

кишечнике, повышение проницаемости эпителиального барьера, формирова-

ние Т-реактивных клонов против антигенов комменсалов, транслокация ан-

тигенов комменсалов и реактивных клонов в другие органы и ткани с после-

дующим  развитием внекишечной патологии. 

         Цель данной работы – изучить особенности продукции цитокинов лим-

фоцитами и перитонеальными макрофагами под влиянием суперанатантов 

кишечных микросимбионтов человека.  

Материалы и методы  

Исследуемые штаммы микроорганизмов выделены от 95 пациентов в 

возрасте 18-60 лет с дисбиозом кишечника II-III степени. Всего в работе было 

изолировано 160 штаммов облигатно-анаэробных микроорганизмов и фа-

культативно-анаэробных бактерий: Bifidobacterium spp. (n=20), Lactobacillus 

spp. (n=20), и по 15 штаммов Propionibacterium spp, Bactericides spp., Clostrid-

ium spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus aureus, Enterococcus 

spp., Pseudomonas spp. Выделение и идентификацию исследуемых микроор-

ганизмов проводили по белковому  профилю с использованием масс-

спектрометра MALDI TOF MS серии Microflex LT с программным обеспече-

нием Maldi Bio Typer 3,0 («Bruker Daltonics», Германия). Для  получения 

культуральных бесклеточных супернатантов (фильтратов) штаммы микроор-

ганизмов культивировали в бульоне Shaedler (BBL, USA) при 37ºС в течение 

24-48 часов; суточную бульонную культуру двукратно центрифугировали 

при 3000 об/мин и из надосадка готовили фильтрат (мембранные фильтры с 

диаметром пор 0,22 мкм, «Millipore», USA).  

Результат влияния супернатантов исследуемых культур на нестимули-

рованные мононуклеары оценивали по изменению концентрации цитокинов 

в культуральной среде. Мононуклеарные лейкоциты выделяли в стерильных 
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условиях из гепаринизированной крови здоровых доноров методом гради-

ентного центрифугирования (400g) в градиенте плотности фиколл-

верографин («Pharmacia», Швеция) плотностью 1,077 г/см
3
. Продукцию ци-

токинов изучали в культуре мононуклеаров, сокультивируемой с супернатан-

тами микросимбионтов (опыт) и без добавления супернатантов (контроль) 

после 24-часовой инкубации клеток (2х10
6
) при 37

0
С в атмосфере 5% СО

2
 в 

полной культуральной среде RPMI-1640 с добавлением 10% инактивирован-

ной эмбриональной телячьей сыворотки («Sigma-Aldrich», США) и 80 мкг/мл 

гентамицина. Через сутки отбирали супернатанты и замораживали (-20
0
С) 

для дальнейшего определения в них уровня цитокинов. Определение концен-

трации цитокинов (TNFα, IL-10) в опытных и контрольных пробах проводи-

ли ИФА с использованием реагентов «Цитокин» (СПб, Россия), учет резуль-

татов регистрировался на фотометре Multiskan Labsystems (Финляндия) при 

длине волны 492 нм.  Количественные значения продукции цитокинов оце-

нивались по изменению содержания цитокинов в опытных пробах по сравне-

нию с контрольными и выражались в пг/мл. 

Донорами перитонеальных макрофагов (ПМ) служили 16 интактных 

мышей (СВАхС57Bl6)F1. Перед забором ПМ животным после эвтаназии в 

брюшную полость вводили 7,0 мл холодной среды 199 с 10% фетальной сы-

воротки и гепарина (10 ед/мл). Спустя 2 мин через разрез в паховой области 

извлекали клетки перитонеальной экссудата и переносили в охлажденные 

стерильные силиконированные пробирки. После отмывки (1000 об/мин; 5 

мин) клетки взвешивали в теплой полной культуральной среде: бесцветный 

раствор Хенкса с 10% фетальной сыворотки, с добавлением Hepes (15 мМ), 

0,01% L-глутамина и гентамицина (100 мкг/мл). Концентрацию клеток дово-

дили до 1х10
6
/мл, полученную суспензию разносили в лунки планшета (0,25 

мл) и инкубировали 2 часа при 37
0
С. Неприлипающую фракцию клеток уда-

ляли двукратной отмывкой теплой полной культуральной средой. К полу-

ченным таким образом ПМ добавляли супернатанты  микроорганизмов и  

культивировали в течение 24 часов в СО2 инкубаторе (опыт). Контролем 

служили ПМ безмикробных супернатантов с добавлением бульона. Исследо-

вания каждой микробной  культуры дублировали. Уровень цитокинов (TNFα, 

IL-10) оценивали путем определения их содержания в супернатантах культур 

ПМ методом ИФА (тест-системы “Bender MedSystems”, Австрия). 

Статистический анализ полученных результатов проводили с помощью 
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программы Statistica 6.0. Для оценки различий (р) использовали критерий (t) 

Стьюдента, различия считали значимыми (достоверными) при р<0,05. 

Результаты и обсуждение 

Установлено, что среди культур Bifidobacterium spp. преобладали штам-

мы, супернатанты  которых  в условиях in vitro в отношении продукции мо-

нонуклеарами периферической крови человека раннего провоспалительного 

цитокина TNFα проявляли ингибирующий эффект (95% штаммов), остав-

шиеся культуры оказывали стимулирующее воздействие. В отношении ПМ 

90% супернатантов культур Bifidobacterium spp. не оказывали существенного 

влияния на секрецию данного цитокина, а 10% изолятов стимулировали его 

продукцию. Сходная картина по спектру разнообразия влияния на продук-

цию TNFα мононуклеарными лейкоцитами наблюдалась и для супернатантов 

клинических штаммов Lactobacillus spp.  

Супернатанты исследуемых условно-патогенных кишечных микросим-

бионтов существенно не различались по влиянию на продукцию TNFα моно-

нуклеарными клетками периферической крови человека и оказывали при-

мерно в равной степени как ингибирующий, так и стимулирующий эффект. 

Вместе с тем на модели ПМ выявлялся индуцирующий эффект на продукцию 

TNFα среди исследуемых супернатантов S. aureus (40%) и  Pseudomonas spp. 

(26,6%), остальные культуры условно-патогенных бактерий не влияли на 

продукцию данного цитокина ПМ.  

При анализе изменений содержания цитокинов в среде культивирова-

ния на модели мононуклеаров периферической крови человека установлено, 

что в контроле значения TNFα составляли 37,1±2,2 пг/мл. Диапазон колеба-

ний уровня TNFα  в опытных пробах составил для: Bifidobacterium spp. 11,9-

92,8 пг/мл; Lactobacillus spp. 20,3-136,5 пг/мл; Bactericides spp. 19,1-

132,0 пг/мл; Clostridium spp. 11,9-245,2 пг/мл; Pseudomonas spp. 50,6-137,9 пг/мл; 

Klebsiella spp. 15,09 -329,4 пг/мл; Propionibacterium spp. 21,86-386,2 пг/мл; S. 

aureus 31,8-293,5 пг/мл; Enterococcus spp.12,7-219,1 пг/мл.  

При анализе изменений содержания цитокинов в среде культивирова-

ния на модели мышиных ПМ установлено, что в контроле значения TNFα со-

ставляли 6,1±0,2 пг/мл. Диапазон колебаний уровня TNFα в опытных пробах 

составил для: Pseudomonas spp. 8,2-24,5 пг/мл; Staphylococcus aureus 9,5-30,2 

пг/мл,; Bifidobacterium spp. 6,4-19,5 пг/мл и  Lactobacillus spp.7,5-16,2 пг/мл.  

В отношении противовоспалительного цитокина IL-10 у Bifidobacterium 
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spp., по сравнению с эффектами  воздействия на продукцию провоспали-

тельного цитокина TNFα, увеличивалась доля культур, индуцирующих сек-

рецию IL-10  мононуклеарными клетками периферической крови (30%), а у 

10% изолятов отмечалось стимулирующее действие и на ПМ. Супернатанты 

Lactobacillus spp. в 80% оказывали ингибирующий эффект на секрецию IL-10 

в равной степени на моделях мононуклеаров человека и перитонеальных 

макрофагов мышей. Стимулирующий эффект на секрецию противовоспали-

тельного цитокина мононуклеарными клетками периферической крови чело-

века выявлялся у 13,3% культур E. coli и Klebsiella spp. Обращает внимание 

тот факт, что до 80,0% клинических культур Pseudomonas spp. и 13,3% 

штаммов Clostridium spp. обладали индуцирующим эффектом на продукцию 

IL-10 перитонеальными макрофагами мышей.  

При анализе изменений содержания цитокинов в среде культивирова-

ния на модели мононуклеаров периферической крови человека было уста-

новлено, что в контроле значения IL-10 составляли 49,7±5,6 пг/мл. Диапазон 

колебаний уровня цитокинов в опытных пробах составил для: Bifidobacterium 

spp. 10,32-165,8 пг/мл; Lactobacillus spp. 11,3-141,1 пг/м; Bactericides spp.8,3-

34,9 пг/мл;  Clostridium spp. 9,82-115,9 пг/м; Klebsiella spp. 13,6-61,5 пг/мл; 

Escherichia coli 6,5-213,6 пг/мл; Enterococcus spp. 11,7-55,7 пг/м и S. aureus 

10,2-125,9 пг/мл.  

При анализе изменений содержания цитокинов в среде культивирова-

ния на модели мышиных ПМ выявлено, что в контроле значения IL-10 со-

ставляли 14,7±4,6 пг/мл. Диапазон колебаний уровня IL-10 в опыте составил 

для: Bifidobacterium spp. 14,1-25,4пг/мл; Lactobacillus spp. 14,3-20,3 пг/мл; 

Clostridium spp. 16,8-22,8 пг/м; E. coli 13,0-19,2 пг/мл; Pseudomonas spp.14,3-

38,4 пг/мл. 

Таким образом, среди штаммов бифидо- и лактобактерий в условиях 

выраженных микроэкологических нарушений толстого кишечника (дисбиоз 

II-III степени) преобладали культуры, не индуцирующие продукцию раннего 

провоспалительного цитокина TNFα или ингибирующие его синтез. Указан-

ная направленность воздействия супернатантов на секрецию данного цито-

кина проявлялась не только в отношении лимфоцитов (мононуклеары перифе-

рической крови человека на 80-90% представлены лимфоцитарными клетка-

ми), но и для перитонеальных макрофагов. Иначе говоря, бифидо- и лактобак-

терии в условиях нарушенного микробного баланса, структуры и функции 
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микросимбионтов, присущих выраженному дисбиозу, характеризовались  низ-

кой способностью к индукции TNFα – цитокина из группы ранних провоспа-

лительных плейотропных цитокинов с многофункциональным действием [6].   

Способность бифидо- и лактобактерий ограничивать воспаление по-

средством иммунорегуляции реализовывалась не только через популяцию 

лимфоцитов, но и макрофагов. Как известно, в зависимости от внешних сти-

мулов макрофаги проявляют высокую пластичность, изменяя свой фенотип и 

транскрипционную программу [7]. Считается, что значительные изменения 

функционального состояния макрофагов происходят при воспалении под 

воздействием цитокинов, гормонов и микроорганизмов, вызывая классиче-

скую (М1) или альтернативную активацию (М2) [8, 9]. Макрофаги М1 харак-

теризуются продукцией провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-6), активи-

рующих Th1 ответ, выполняя фагоцитарную, антигенпрезентирующую и ци-

токинпродуцирующую функцию на ранних этапах воспаления. Поляризация 

макрофагов в М2 фенотип сопровождается высокой способностью к фагоци-

тозу апоптотических клеток, продукцией противовоспалительных цитокинов. 

Тяжелая степень дисбиоза характеризуется развитием субклинического вос-

палительного процесса в кишечнике с вовлечением различных популяций 

лимфоцитов и макрофагальных клеток [10, 11]. В нашей работе установлено, 

что макрофаги, культивируемые с  супернатантами бифидо- (90%) и лакто-

бактерий (80%), не отвечали секрецией TNFα, но усиливали продукцию IL-10 

под влиянием супернатантов 10% культур  бифидобактерий. Тем самым, оп-

ределенная доля доминантных микросимбионтов обладала потенциальной 

возможностью лимитирующего влияния на развитие воспаления при кишеч-

ном дисбиозе через отсутствие влияния на продукцию TNFα и, напротив, ин-

дукцию IL-10.  Хотя по нашим данным доля подобных штаммов не так вели-

ка, тем не менее, это может играть значимую роль, поскольку кишечник со-

держит самый большой пул макрофагов в организме, которые необходимы 

для поддержания гомеостаза слизистой оболочки при контакте с микробио-

той в условиях постоянной потребности в обновлении эпителия [11]. Являясь 

важным компонентом протективного иммунитета, макрофаги участвуют в 

контроле воспалительных процессов в кишечнике [12], поэтому цитокиновое 

микроокружение, создаваемое наряду с другими факторами микросимбион-

тами и их метаболитами, может существенно влиять на функцию и поляри-

зацию макрофагов. 
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Цитокиновый баланс под влиянием супернатантов условно-патогенных 

кишечных микросимбионтов, выделенных при дисбиозе, формировался за 

счет равномерного распределения штаммов с различным эффектом влияния 

на секрецию лимфоцитами провоспалительного цитокина TNFα (ингиби-

рующий/индифферентный) и преобладанием ингибирующего эффекта в от-

ношении противовоспалительгого цитокина IL-10 (за исключением отдель-

ных штаммов кишечной палочки и клебсиелл, усиливающих его секрецию). 

Обращает внимание отсутствие ответа макрофагов на супернатанты 

условно-патогенных культур в отношении TNFα за исключением изолятов 

золотистого стафилококка и псевдомонад, проявляющих индуцирующий эф-

фект. Вместе с  тем более разнообразное влияние они оказывали на макрофа-

ги в отношении IL-10, участвующего в поляризации макрофагов по М2 типу. 

Следует отметить, что эффект воздействия микробных супернатантов во 

многом может быть связан с различиями в их составе. Известно, что при 

культивировании микроорганизмы секретируют в жидкую питательную сре-

ду широкий набор макромолекул, включая белки, ферменты, молекулы ДНК, 

сложные углеводы и такие важнейшие иммунорегуляторные молекулы как 

летучие жирные кислоты. Поэтому дальнейшее изучение иммунорегулятор-

ных свойств кишечных микросимбионтов невозможно без учета воздействия 

отдельных компонентов или комбинаций микробных метаболитов на иммун-

ные эффекторные клетки, контролирующие и регулирующие состояние ак-

цептивного иммунитета, обеспечивая кишечный гомеостаз и предотвращая 

развитие внекишечной воспалительной патологии. 

Заключение 

Таким образом, проведенные исследования позволили охарактеризо-

вать иммунорегуляторные свойства (по влиянию на продукцию раннего про-

воспалительного цитокина TNFα  и противовоспалительного цитокина IL-10) 

супернатантов различных представителей микробиоты толстого кишечника 

человека на модели двух типов иммунокомпетентных клеток, участвующих в 

реализации врожденного и адаптивного иммунитета – макрофагов (перито-

неальные макрофаги мышей) и лимфоцитов (основная популяция мононук-

леарных клеток периферической крови человека).  

Полученные данные обосновывают необходимость расширения даль-

нейших исследований по изучению механизмов участия кишечных микро-

симбионтов в предотвращении развития воспалительных реакций в кишеч-
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нике, транслокации условно-патогенных микроорганизмов в ткани и органы 

внекишечной локализации с последующим формированием патологии. 

(Исследование выполнено при финансовой поддержке областного гранта для аспирантов 

в сфере научной и научно-технической деятельности соглашение №18 от 23 августа 2019 

ода и Фонда содействия развитию малых форм предприятий в научно-технической сфере 

- программа «Умник-2018» договор от 21.03.2019 №13639ГУ/2018) 
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