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Ис поль зо ва ние ку ри ных эмб рио нов  
в ка че ст ве мо де ли в экс пе ри мен тах  

по изу че нию пи ро ген ной ак тив нос ти эн до ток си на

В дан ной ра бо те в ла бо ра тор ных исс ле до ва ниях для раск ры тия ме ха низ ма воз дейст вия эн
до ток си на на раз ви тие эмб рио нов ис поль зо ва ли ку ри ные за ро ды ши. Установ ле ны осо бен нос ти и 
сте пень влия ния ком мер чес ких пре па ра тов ЛПС и ЛПС (ли по по ли са ха рид), по лу чен ных из беск ле
точ ной сус пен зии гра мот ри ца тель ных бак те рий, на по ка за те ли вы жи ваемос ти и пи ро ген нос ти при 
од нок рат ном вве де нии ку ри но му эмб риону в за ви си мос ти от пе ри ода он то ге не за. По лу че ны дан
ные о ни ве ли рую щем дей ст вии на но ст рук ту ри ро ван но го сор бен та КРШ (кар бо ни зо ван ная ри со вая 
ше лу ха) в от но ше нии ЛПС (ли по по ли са ха рид). Ре зуль та ты экс пе ри мен тов по изу че нию пи ро ген
но го дей ст вия ЛПС (ли по по ли са ха рид) раз лич но го проис хож де ния на ку ри ные эмб рионы сви де
тель ст вуют о том, что вве де ние сус пен зии ЛПС при во дит к ги пер тер мии (в сред нем 2,7°С) и ги бе ли  
(в сред нем 19%) в срав не нии с об ра бо тан ны ми КРШ и конт роль ны ми груп па ми.

Клю че вые сло ва: эн до ток син, пи ро ген ность, ку ри ные эмб рионы, сор бент, эли ми на ция.
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Using the chick embryo as a model experiments on  
the pyrogenic activity of an endotoxin

In this paper, in laboratory studies to uncover mechanisms of action of endotoxin on the development 
of embryos used chicken embryos. The features and the degree of influence of commercial preparations 
of LPS and LPS (lipopolysaccharide) derived from cellfree suspension of gramnegative bacteria on the 
survival and pyrogenicity after a single dose of chick embryos vary depending on the period of ontogenesis. 
Data were obtained on levellers action nanostructured sorbent krs (carbonized rice husk) in respect of 
LPS (lipopolysaccharide). Results of experiments on the action of pyrogenic LPS (lipopolysaccharide) of 
different origin for chicken embryos indicate that administration of LPS suspension leads to hyperthermia 
(average 2,7 ° C) and mortality (19% on average) compared to control and treated KRS groups.
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 Тауық эмб рион да рын эн до ток син нің  
пи ро ген ді ак тив ті лі гін зерт теу тә жі ри бе ле рін де мо дель ре тін де қол да ну

Бұл жұ мыс та эн до ток син нің эмб рион да му ына әсер ету ме ха низ мін бай қау үшін ла бо ра то
риялық зерт теу ге тауық ұрық та ры пай да ла ныл ды. Тауық ұрық та ры на ком мер циялық ЛПС (ли
по по ли са ха рид) жә не грамм те ріс бак те рияла ры нан бө ліп алын ған жа су ша сыз ЛПСтің (ли по по
ли са ха рид) он то ге нез са ты сы на пи ро ген ді әсе рі зерт тел ді. ЛПСпен (ли по по ли са ха рид) бір лес кен 
ни вер леу ші на но құ ры лым ды сор бент ККҚның (кар бо низ дел ген кү ріш қауызы) әсер ету нә ти же ле рі 
алын ды. Тә жі ри бе нә ти же сін де әр түр лі күй де гі ЛПС сус пен зиясы ның пи ро ген ді әсе рі ба қы лау жә не 
КҚҚмен өң дел ген топ тар мен са лыс тыр ған да ги пер тер мияға ( ор та ша 2,7°C) жә не олар дың өлі мі не 
(ор та ша 19°C) әке ліп со ға ты нын көр сет ті.

Түйін сөз дер: эн до ток син, пи ро ген ді лік, тауық эмб рион да ры, сор бент, эли ми на ция.

Наибо лее адек ват ной мо делью, поз во-
ляющей в ди на ми ке изу чить у поз во ноч ных за-
ко но мер нос ти преоб ра зо ва ний на про тя же нии 
эмб риоге не за без ущер ба для ма те ри нс ко го ор-
га низ ма, яв ляют ся эмб рионы птиц. Их осо бен-
ностью яв ляет ся дос туп нос ть и уп рав ляе мос ть 
в про цес се экс пе ри мен та, воз мож нос ть по лу че-
ния и фик си ро ва ния ре зуль та тов прак ти чес ки с 
по мощью всех из ве ст ных ме то дов: эмб риоло ги-
чес ких, пи ро ген ных, гис то ло ги чес ких, ци то ло-
ги чес ких, ге не ти чес ких, биохи ми чес ких, ге ма-
то ло ги чес ких, мик ро хи рур ги чес ких и мно гих 
дру гих. 

Ра бо та с ку ри ным эмб рио ном как объек том 
про мыш лен но го ин ку би ро ва ния соп ро вож дает-
ся неиз беж ны ми по те ря ми, но они не про ти во-
ре чат прин ци пам биоэти ки и, в от ли чие от ра-
бо ты с эмб риона ми мле ко пи таю щих и че ло ве ка, 
она мо жет быть реали зо ва на на лю бом эта пе 
он то ге не за, яв ляющем ся пред ме том ин те ре са 
исс ле до ва те ля [1]. Од ним из ма ло изу чен ных и 
ин те рес ных ас пек тов раз ви тия ку ри но го эмб-
риона яв ляет ся изу че ние осо бен нос тей его реак-
ции на вве де ние эн до ток си на раз лич но го проис-
хож де ния. Имеют ся дан ные ли те ра ту ры [2-4], 
сви де тель ст вующие о спе ци фи ке реаги ро ва ния 
ку ри но го эмб риона на ЛПС (ли по по ли са ха рид): 
пи ро ген ность, ле таль ность, приз на ки ги пер-
чувс тви тель ности за мед лен но го ти па и др.

Од на ко све де ния об исс ле до ва ниях, свя зан-
ных с изу че нием осо бен нос тей раз ви тия, в том 
чис ле пи ро ген ных по ка за те лей за ро ды шей под 
дей ст вием эли ми ни ро ван ных сор бен та ми ЛПС 
(ли по по ли са ха рид), в дос туп ной ли те ра ту ре не 
вс тре ча лись. 

В свя зи с этим изу че ние осо бен нос тей раз ви-
тия и ги пер тер мии эмб риона в про цес се экс пе-
ри мен тально го воз дейст вия ЛПС (Ли по по ли са-

ха рид), об ра бо тан но го КРШ (кар бо ни зо ван ная 
ри со вая ше лу ха), и ком мер чес ко го эн до ток си на 
предс тав ляет ся край не ак ту аль ным.

Ма те ри алы и ме то ды

Ма те риалом для исс ле до ва ния in vivo пос-
лу жи ли ку ри ные эмб рионы на раз ных ста диях 
эмб рио наль но го раз ви тия, ко то рые ис поль зо-
ва лись для по лу че ния све де ний о пи ро ген ной 
ак тив нос ти ком мер чес ких пре па ра тов ЛПС и 
ЛПС, по лу чен но го из беск ле точ ной сус пен зии 
гра мот ри ца тель ных бак те рий, а так же о ни ве-
ли рую щем дей ст вии на но ст рук ту ри ро ван но го 
сор бен та КРШ в от но ше нии ЛПС. 

В хо де экс пе ри мен таль ной ра бо ты по исс-
ле до ва нию влия ния ЛПС на раз ви тие ку ри ных 
эмб рион ис поль зо ва ли оп ло дот во рен ные яйца 
яйце нос ной по ро ды кур. От би ра ли яйца от здо-
ро вых кур оди на ко вой ве ли чи ны и мас сы (в 
сред нем 50±5 г) в ко ли че ст ве 266 штук.

Ин ку ба цию осу ще ст вля ли в ус ло виях ла-
бо ра то рии при тем пе ра ту ре 38±2°С и от но си-
тель ной влаж нос ти 80% в бы то вом ин ку ба то ре 
«БИ1» (Рос сия, 2012) в соот ве тс твии с инст рук-
цией его из го то ви те ля.

Вве де ние сус пен зии, со дер жа щей ЛПС (ли-
по по ли са ха рид), произ во ди ли од нок рат но в пе-
ри од ин тен сив но го рос та и раз ви тия за ро ды ша, 
на 16-е сут ки ин ку ба ции. Так как в ка че ст ве ис-
точ ни ка пи та тель ных ве ще ств в установ лен ные 
пе ри оды раз ви тия эмб рион ис поль зует имен но 
жел ток, мес то вве де ния при хо ди лось в об лас ть 
рас по ло же ния жел точ но го меш ка.

Для установ ле ния необ хо ди мой кон цент ра-
ции ЛПС, обес пе чи вающей вы жи ваемос ть ку ри-
но го эмб риона, бы ло соз да но 7 ра бо чих групп 
за ро ды шей, ко то рым в установ лен ные пе ри оды 



Вестник КазНУ. Серия биологическая. №3 (62). 2014

78 Ис поль зо ва ние ку ри ных эмб рио нов в ка че ст ве мо де ли в экс пе ри мен тах по изу че нию ...

раз ви тия в жел точ ный ме шок вво ди ли ЛПС в 
раз лич ных кон цент ра циях.

С по мощью при бо ра конт ро ля ка че ст ва яиц 
конт ро ли ро ва ли уро вень раз ви тия за ро ды шей 
на раз лич ных эта пах ин ку ба ции.

Для про ве де ния опы тов бы ли сфор ми ро ва но 
две экс пе ри мен тальные груп пы: 

I – конт роль ные эмб рионы; 
II – опыт ные эмб рионы, за ро ды шам ко то рых 

на 16-е сут ки эмб риоге не за вво ди ли в жел точ-
ный ме шок сус пен зии ЛПС. Они бы ли раз де ле-
ны на 5 групп:

Пер вая груп па – ЛПС (ком мер чес кий) вво-
ди ли в до зе 0,1 мл, в кон цент ра ции 1:10000 (экс-
пе ри мен тальная груп па 1 – ЭГ 1). 

Вто рая груп па – ЛПС (вы де лен ный на ми) 
вво ди ли в до зе 0,1 мл и кон цент ра ции 1:10000 
(экс пе ри мен тальная груп па 2 – ЭГ 2). 

Третья груп па – ЛПС (вы де лен ный на ми и 
об ра бо тан ный КРШ) вво ди ли в кон цент ра ции 
1:10000 (экс пе ри мен тальная груп па 3 – ЭГ 3). 

Чет вер тая груп па – ЛПС (ком мер чес кий) 
вво ди ли в кон цент ра ции 1:100000 (экс пе ри мен-
тальная груп па 4 – ЭГ 4).

Пя тая груп па – ЛПС (вы де лен ный на ми) 
вво ди ли в кон цент ра ции 1:100000 (экс пе ри мен-
тальная груп па 5 – ЭГ 5).

Шес тая груп па – ЛПС (вы де лен ный на ми и 
об ра бо тан ный КРШ) в кон цент ра ции 1:100000 
(экс пе ри мен тальная груп па 6 – ЭГ 6). 

Та кая по станов ка экс пе ри мен тов поз во ли ла 
прос ле дить про дол жи тель ность жиз ни ку ри ных 
эмб рио нов вп лоть до вы луп ле ния и оп ре де лить-
ся с кон цент ра цией вво ди мо го эн до ток си на. 

Для де зин фек ции по ве рх нос ти яйца ис поль-
зо ва ли 5% спир то вой раст вор йода. Раст вор йода 
на но си ли на по ве рх нос ть яйца диа мет ром 2 см. 
Мес то об ра бот ки приб ли зи тель но при хо ди лось 
на об лас ть на хож де ния жел точ но го меш ка. 

Про цесс вве де ния сус пен зии ЛПС осу ще-
ст вля ли в сте риль ных ус ло виях. Бокс об ра ба-
ты ва ли раст во ром фе но ла и об лу че нием УФ 
до ра бо ты. Вве де ние эн до ток си на раз лич но го 
проис хож де ния произ во ди ли с ис поль зо ва нием 
пор та тив но го овос ко па и под го тов лен но го сте-
риль но го обо ру до ва ния.

В свя зи с ма лы ми объема ми вво ди мой сус-
пен зии, со дер жа щей ЛПС, ис поль зо ва лись ин-
су ли но вые шп ри цы. Пос ле изв ле че ния из яйца 
иг лы от ве рс тие на по ве рх нос ти яйца за ли ва ли 
па ра фи ном и про дол жа ли ин ку ба цию.

Для из ме ре ния тем пе ра ту ры ис поль зо ва ли 
вы со ко точ ный ме ди ци нс кий тер мо метр с це-
ной де ле ния 0,1°С. Уст рой ст во, чувс тви тель ное 

к тем пе ра ту ре, вво ди ли в эмб рион на глу би ну 
око ло 2 см и ос тав ля ли его вве ден ным до дос ти-
же ния мак си маль ной тем пе ра ту ры. 

 
Ре зуль та ты и их об суж де ние

Сус пен зии, со дер жа щие эн до ток син раз лич-
но го проис хож де ния, счи та ли не пи ро ген ны ми, 
ес ли сум ма по вы ше ния тем пе ра ту ры у групп за-
ро ды шей бы ла мень ше или рав ня лась 1°С; ес ли 
эта сум ма пре вы ша ла 2°С – ЛПС счи та ли пи ро-
ген ным [5]. 

Из ме не ние пи ро ген ных по ка за те лей ку ри ных 
за ро ды шей на 16 и 19 сут ки сви де тель ст вует о на-
ру ше нии про цес сов тер мо ре гу ля ции ор га низ ма. 

Из таб ли цы 3 вид но, что тем пе ра ту ра эмб-
риона на 16 сут ки при вве де нии раст во ров ком-
мер чес кий ЛПС (ЭГ 1) сос тав ляет 35,5°С, тог да 
как в конт роль ный этот по ка за тель ра вен 33,9°С. 
По ка за тель тем пе ра ту ры ку ри ных за ро ды шей 
груп пы, по лу чив шей ЛПС, вы де лен ный на ми, 
за мет но пре вы шает (37,7°С) ана ло гич ный по ка-
за тель у конт роль ной груп пы, тог да как у за ро-
ды шей, по лу чив ших ЛПС, об ра бо тан ный КРШ, 
этот по ка за тель бли же к конт роль но му. 

На ру ше ние су точ ных рит мов тер мо ре гу ля-
ции наб лю дает ся и на 19 сут ки пос ле вве де ния 
сус пен зий ЛПС (ли по по ли са ха рид) у экс пе ри-
мен таль ных групп. 

При вве де нии эмб рио нам ми ни маль ной кон-
цент ра ции раст во ров ЛПС (ли по по ли са ха рид) 
(ЭГ 4 и ЭГ 5) по вы ше ние тем пе ра ту ры силь но 
не наб лю да лось, что мо жет сви де тель ст во вать 
об от су тс твии пи ро ген но го дей ст вия ЛПС (ли-
по по ли са ха рид) в исс ле до ван ной кон цент ра ции.

У эмб рио нов пос ле кон так та с ЛПС (ли по по-
ли са ха рид) раз лич но го проис хож де ния проис-
хо дит зна чи тель ное из ме не ние по ка за те лей тем-
пе ра ту ры те ла, ко то рое в сред нем сос тав ляет 
36,5±0,4, тог да как в конт роль ной груп пе и в 
груп пе, в ко то рой дей ст вие ЛПС (ли по по ли са ха-
рид) бы ло ни ве ли ро ва но на но ст рук ту ри ро ван-
ным сор бен том КРШ (кар бонзл ван ная ри со вая 
ше лу ха), ве ли чи на это го по ка за те ля сос тав ля ла 
33,9±0,2. Та ким об ра зом, ци то хи ми чес кие, гис-
то ло ги чес кие и пи ро ген ные по ка за те ли ку ри ных 
эмб рио нов под влия нием сус пен зии ЛПС (ли по-
по ли са ха рид) раз лич но го проис хож де ния сви-
де тель ст вуют о раз ви тии у них вос па ли тель ной 
реак ции, вы ра жен ных отк ло не ниях в раз ви тии. 
Сов мест ное вве де ние ЛПС с КРШ (кар бо ни зо-
ван ная ри со вая ше лу ха) за мет но сни жает от ри-
ца тель ное дей ст вие ЛПС (ли по по ли са ха рид) на 
эти по ка за те ли.
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Таб ли ца 1 – Из ме не ние тем пе ра ту ры ку ри ных эмб рио нов пос ле вве де ния сус пен зий ЛПС 

Груп пы за ро ды шей  Тем пе ра ту ра эмб риона (°С), 
16 су ток ин ку ба ции

 Тем пе ра ту ра эмб риона (°С),
19 су ток ин ку ба ции

Конт роль 33,9±0,2 34,3±0,2
ЭГ 1 35,5±0,3 35,9±0,4
ЭГ 2 37,7±0,4 35,3±0,2
ЭГ 3 33,2±0,5 34,2±0,2
ЭГ 4 34,7±0,5 35,5±0,3
ЭГ 5 34,2±0,3 35,3±0,4
ЭГ 6 34 ±0,2 34,2±0,3

При од нок рат ном вве де нии сус пен зий ЛПС 
(ли по по ли са ха рид) в жел точ ный ме шок вы жи-
ваемос ть за ро ды шей на 16-е сут ки сос тав ляет 
79,88% от об ще го чис ла за ло жен ных яиц, а на 
19 сут ки этот по ка за тель сос тав ляет 83,91%. 

Ре зуль та ты исс ле до ва ния мак си маль ных 
кон цент ра ций ЛПС (1:10000) сви де тель ст вуют 

о том, что вве де ние ком мер чес кий ЛПС эмб-
риону на 15-е сут ки вы зы вает ле таль ный ис-
ход сре ди эмб рио нов в те че ние 23-25 ча сов у 
76% за ро ды шей; ЛПС вы де лен ный на ми – 72%; 
ЛПС об ра бо тан ный КРШ – 83% соот ве тст вен-
но. В ми ни маль ных кон цент ра циях этот по ка-
за тель вы ше. 

Таб ли ца 2 – Вы жи ваемос ть за ро ды шей в нор ме и при вве де нии раз ных сус пен зий ЛПС (ли по по ли са ха рид) на 
15-е сут ки

 Чис ло эмб рио нов в груп пах Срок вве де ния сус пен зий 
ЛПС, 15 су ток ин ку ба ции

Срок уче та по ка за те лей, 
16 су ток ин ку ба ции

Ко ли че ст во вы жив ших 
эмб рио нов, %

Конт роль (n=29) 29 29 100
ЭГ 1 (n=29) 29 22 75,86
ЭГ 2(n=29) 29 21 72,41
ЭГ 3(n=29) 29 24 82,76
ЭГ 4(n=29) 29 23 79,31
ЭГ 5(n=29) 29 22 75,86
ЭГ 6(n=29) 29 27 93,10

Таб ли ца 3 – Вы жи ваемос ть за ро ды шей в нор ме и при вве де нии раз ных сус пен зий ЛПС (ли по по ли са ха рид) на 
18-е сут ки 

 Чис ло эмб рио нов в груп пах Срок вве де ния сус пен зий 
ЛПС, 18 су ток ин ку ба ции

Срок уче та по ка за те лей, 
19 су ток ин ку ба ции

Ко ли че ст во вы жив ших 
эмб рио нов, %

Конт роль (n=29) 29 28 96,55
ЭГ 1 (n=29) 29 23 79,31
ЭГ 2(n=29) 29 22 75,86
ЭГ 3(n=29) 29 26 89,65
ЭГ 4(n=29) 29 25 86,21
ЭГ 5(n=29) 29 24 82,76
ЭГ 6(n=29) 29 26 89,65
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Вве де ние ку ри ным эмб рио нам сус пен зий 
ком мер чес кий ЛПС (ли по по ли са ха рид) в мак си-
маль ной кон цент ра ции на 18-е сут ки при во дит к 
сни же нию уров ня вы жи ваемос ти к 19-м сут кам 
по срав не нию с конт ро лем на 17%; ЛПС (ли по-
по ли са ха рид), вы де лен ный на ми – на 21%; ЛПС, 
об ра бо тан ный КРШ (кар бо ни зо ван ная ри со вая 
ше лу ха), – на 7%, что сви де тель ст вует об эф фек-
тив ной сорб ции эн до ток си на на КРШ (кар бо ни-
зо ван ная ри со вая ше лу ха).

Установ ле ны осо бен нос ти и сте пень влия ния 
ком мер чес ких пре па ра тов ЛПС и ЛПС (ли по по-
ли са ха рид), по лу чен ных из беск ле точ ной сус пен-
зии гра мот ри ца тель ных бак те рий, на по ка за те ли 

вы жи ваемос ти и пи ро ген нос ти при од нок рат ном 
вве де нии ку ри но му эмб риону в за ви си мос ти от 
пе ри ода он то ге не за. По лу че ны дан ные о ни ве ли-
рую щем дей ст вии на но ст рук ту ри ро ван но го сор-
бен та КРШ (кар бо ни зо ван ная ри со вая ше лу ха) в 
от но ше нии ЛПС (ли по по ли са ха рид). 

Ре зуль та ты, по лу чен ные при изу че нии ди на-
ми ки из ме не ния мор фо мет ри чес ких и пи ро ген-
ных по ка за те лей раз ви тия ку ри но го за ро ды ша 
in vivo под влия нием сус пен зий ЛПС (ли по по-
ли са ха рид) раз лич но го проис хож де ния, мо гут 
быть ис поль зо ва ны в научных це лях и при сос-
тав ле нии учеб ных ма те риалов по био тех но ло-
гии и биоло гии.
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Эксп рес сия IL-10 и TGF-β  
ци то ки нов на ту раль ны ми кил лер ны ми клет ка ми  

боль ных ра ком мо лоч ной же ле зы

На ту раль ные кил лер ные клет ки (NK) тра ди ци он но расс мат ри вают ся как ци то ток си чес кие эф
фек тор ные лим фо ци ты, об ла дающие спо соб ностью унич то жать ин фи ци ро ван ные или транс фор
ми ро ван ные клет ки ор га низ ма. В пос лед нее вре мя NK расс мат ри вают как клет ки, участ вующие в 
им му но ре гу ля ции пу тем про дук ции ци то ки нов и че рез межк ле точ ные взаимо дей ст вия. Ра нее бы
ло по ка за но, что NKклет ки здо ро вых до но ров со дер жат ми нор ную по пу ля цию кле ток, эксп рес си
рующих IL10 и TGFβ, ко то рые, в свою оче редь, ока зы вают суп рес сор ное влия ние на ком по нен
ты врож ден но го и приоб ре тен но го им му ни те та. Учи ты вая важ ность им му но ре гу ля тор ных кле ток 
в раз ви тии зло ка че ст вен ных но во об ра зо ва ний, мы исс ле до ва ли пул цир ку ли рующих NKкле ток, 
про ду ци рую щих суп рес сор ные ци то ки ны, у боль ных ра ком мо лоч ной же ле зы. На ми бы ло выяв ле но 
уве ли че ние уров ня IL10+ и TGFβ+ NKкле ток в пе ри фе ри чес кой кро ви боль ных, по срав не нию со 
здо ро вы ми до но ра ми. По лу чен ные дан ные поз во ляют пред по ло жить, что NKклет ки при раз ви тии 
ра ка мо лоч ной же ле зы приоб ре тают по вы шен ную им му но суп рес сор ную ак тив ность и мо гут участ
во вать в по дав ле нии про ти во опу хо ле во го им му ни те та.

Клю че вые сло ва: NKклет ки, рак мо лоч ной же ле зы, IL10, TGFв.

Ye.O. Оstapchuk, Yu.V. Perfilyeva,  
N. Abdolla, R.Т. Тleylieva, О.Yu. Yurikova, I.A. Oskolchenko,  

Sh.G. Talaeva, N.А. Omarbaeva, N.N. Belyaev
Expression of IL-10 and TGF-β by natural killer cells in breast cancer patients 

NK cells had been traditionally considered as cytotoxic effector cells rapidly killing infected and 
transformed cells. Recent evidence has suggested that NK cells have immune regulatory effect by 
secreting various cytokines or celltocell contact. It has been recently shown that NK cells contain a trace 
amount of cells expressing intracellular IL10 and TGFβ, which can exert suppressive influence upon 
innate and adaptive immunity. Taking into consideration the importance of circulating immunoregulatory 
compartment in tumor progression, levels of NK cells expressing suppressive cytokines were investigated 
in the peripheral blood of breast patients. We found that in breast cancer patients circulating NK cells 
contained increased number of IL10+ and TGFβ+ cells compared to healthy donors. The findings support 
the assumption that under breast cancer NK cells acquire increased immunosuppressive activity and can 
play a role in suppression of antitumor immunity. 

Key words: NK cells, breast cancer, IL10, TGFв.
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Е.О. Ос тап чук, Ю.В. Пер филь ева, Н. Аб дол ла,  
Р.Т. Тлеу лиева, О.Ю. Юри ко ва, И.А. Ос коль чинко, Ш.Ж. Та лаева,  

Н.А. Омар баева, Н.Н. Бе ляев 
Сүт безі ісігі ауруларының табиғи киллер жасушаларындағы  

IL-10 және TGF-β экспрессиясы 

Та би ғи кил лер жа су ша ла ры әдет те ағ за да ғы ин фи цир лен ген не ме се транс фор ма циялан ған жа
су ша лар ды өл ті ру ге ка бі лет ті ци то ток си ка лық эф фек тор лы лим фо цит тер ре тін де қа рас ты ры ла ды. 
Соң ғы уа қыт тар да, NKжа су ша ла ры ци то кин дер про дук циясы мен жа су ша ара лық әре ке ті ар қы лы 
им мун дық ре гу ля циясы на қа ты сы бар деп са на ла ды. Осы ған дейін сау до нор лар дың NKжа су ша ла
ры ара сын да IL10 жә не TGFβ эксп рес сия лайт ын ми нор ды по пу ля циясы та бы ла ды, ол өз ре тін де 
туа біт кен жә не жү ре бол ған им му ни тет тің ком по не нт те рі не супп ре сор лық әсер ете ті ні анық тал ды. 
Им му но ре гу ля тор ды жа су ша лар дың қа тер лі ісік те рі нің өсуіне қа ты су ма ңыз ды лы ғын есеп ке алып, 
біз суп рес сор лық ци то кин дер ді бө ліп шы ға ра тын сүт бе зі ісі гі ауру па циент те рі нің айна лым да ғы 
NKжа су ша ла ры ның са нын зерт те дік. Сау до нор лар мен са лыс ты рып қа ра ған да ауру адам дар дың 
шет кі ай мақ тық қан да ғы IL-10+ жә не TGF-β+ NKжа су ша ла ры ның про це нт тік дең гейі нің жо ғар лайт
ын ды ғын анық та дық. Алын ған мә лі мет тер ден сүт бе зі ісі гі ке зін де гі NKжа су ша лар жо ға ры им му но
су пп рес сор лық ак тив ті лік ке ие бо лып, ісік ке қар сы им му ни тет тің ба сы лу ына қа ты суы мүм кін екен
ді гі бол жа на ды.

Түйін сөз дер: та би ғи кил лер жа су ша лар, сүт бе зі ісі гі, IL10, TGFв.

 Вве де ние

Сог лас но сов ре мен ной кон цеп ции им му но-
ло гии, ци то ки ны иг рают важ ную роль в раз ви тие 
зло ка че ст вен ных но во об ра зо ва ний, мо ду ли руя 
ак тив ность им мун ных кле ток. Ин тер лей кин-10 
(IL-10) и транс фор ми рующий фак тор рос та-β 
(TGF-β) яв ляют ся им мун но ре гу ля тор ны ми ци-
то ки на ми, об ла дающи ми про ти во вос па ли тель-
ны ми и суп рес сор ны ми свой ст ва ми. Уро вень 
дан ных ци то ки нов уве ли чен в сы во рот ке и опу-
хо ле вой тка ни при ра ке мо лоч ной же ле зы [1, 2]. 
Ра нее бы ло по ка за но, что у транс ген ных мы шей 
с нок дау ном ге на IL-10 наб лю да лась по вы шен-
ная эли ми на ция опу хо ли и вы жи ваемос ть, по 
срав не нию с конт роль ны ми жи вот ны ми [3]. Из-
ве ст но, что IL-10 ин ги би рует про ли фе ра цию, 
ак ти ва цию, про дук цию ци то ки нов и ци то ток-
сич нос ть NK-кле ток. Эн до ген ный и эк зо ген ный 
TGF-β по дав ляет ци то ток сич нос ть, сек ре цию 
IFNг и эксп рес сию NKG2D и NKp30 на NK-
клет ках [4-8]. 

Ре гу ля тор ную и суп рес сор ную функ цию 
NK-кле ток тра ди ци он но свя зы вают с ци то ки-
но вой про дук цией [9]. Так, ра нее бы ла опи са-
на про дук ция IL-10 и TGF-β ма ло чис лен ны ми 
по пу ля циями NK-кле ток че ло ве ка [10]. IL-10-
про ду ци рующие NK-клет ки бы ли оха рак те-
ри зо ва ны как им му но суп рес сор ные, т.к. они 
по дав ля ли про ли фе ра цию и про дук цию IFNγ 
ан ти ген-спе ци фи чес ки ми Т-лим фо ци та ми. 
Дан ная суб по пу ля ция NK-кле ток эксп рес си ро-

ва ла по вы шен ный уро вень мРНК IL-10, низ кий 
уро вень мРНК TGF-β и IL-13 и не эксп рес си-
ро ва ла IFNγ [11]. M. Giuliani с соавт. по лу чи-
ли в ус ло виях in vitro ре гу ля тор ные NK-клет ки 
(NKPSG) из CD34+ ге мо поэти чес ких кле ток-
пред шест вен ни ков пе ри фе ри чес кой кро ви, 
экс пе рес си рующих мемб ранс вя зан ный IL-15 
[12]. NKPSG об ла да ли фе но ти пом зре лых NK, 
сек ре ти ро ва ли суп рес сор ные мо ле ку лы, та кие, 
как IL-10, IL-21 и HLA-G, по дав ля ли функ ции 
зре лых денд рит ных кле ток и ци то ток си чес кую 
ак тив ность NK-кле ток пе ри фе ри чес кой кро ви, 
а так же не об ла да ли спо соб ностью к ци то ли зу 
кле ток-ми ше ней [12]. Кро ме это го, уве ли чен-
ный про цент IL-10-сек ре ти рующих NK-кле ток 
был по ка зан в пе ри фе ри чес кой кро ви и де ци-
ду аль ной обо лоч ке на ран них ста диях бе ре мен-
нос ти, в срав не нии со слу чаями спон тан ных 
абор тов [13] и у жен щин во вре мя фол ли ку ляр-
ной фа зы ова ри ально го цик ла [14]. Эти дан-
ные сви де тель ст вуют о на ли чие ре гу ля тор ных 
свой ств IL-10-сек ре ти рующих NK-кле ток и их 
учас тия в обес пе че нии им мун ной то ле ра нт нос-
ти к пло ду. Тем не ме нее IL-10- и TGF-β-про ду-
ци рующие NK-клет ки до сих пор не бы ли изу-
че ны при ра ке. 

Учи ты вая важ ность им му но ре гу ля тор но го 
пу ла NK-кле ток в раз ви тии опу хо ли, мы исс-
ле до ва ли суб по пу ля цию IL-10- и TGF-β-про ду-
ци рую щих NK-кле ток в пе ри фе ри чес кой кро ви 
боль ных ра ком мо лоч ной же ле зы (РМЖ) на раз-
ных ста диях за бо ле ва ния. 
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 Ма те ри алы и ме то ды

Вы де ле ние мо но нук леар ных кле ток пе ри фе-
ри чес кой кро ви. В хо де исс ле до ва ния ис поль-
зо ва ли ве ноз ную кровь (10 мл), ста би ли зи ро-
ван ную ЭДТА (2 мг/мл), здо ро вых жен щин (ср. 
воз раст – 39,5±14,8, n=17) и пер вич ных боль ных 
с опе ра бель ным РМЖ и от су тс твием ме тас та-
зов (ср. воз раст – 53,0±14,5, n=21) в ос нов ном 
на II ста дии за бо ле ва ния (I ста дия n=3, II ста дия 
n=14, III ста дия n=4). Исс ле до ва ние бы ло одоб-
ре но эти чес ким ко ми те том Ка за хс ко го науч-
но-исс ле до ва тель ско го инс ти ту та он ко ло гии и 
ра ди оло гии, и все до но ры да ли свое ин фор ми ро-
ван ное сог ла сие. Мо но нук леар ные клет ки вы де-
ля ли цент ри фу ги ро ва нием на од нос ту пен ча том 
гра диен те плот нос ти Hystopaque (с=1,077 г/мл) 
и от мы ва ли сре дой RPMI-1640. 

Ан ти те ла и реак ти вы. В хо де по станов-
ки экс пе ри мен тов ис поль зо ва ли сле дующие 
реак ти вы: сре да RPMI-1640, L-глу та мин, пе ни-
цил лин/ст реп то ми цин, фе таль ная те лячья сы-
во рот ка (ФТС), фи то ге маг лю тин нин (ФГА) M, 
Hystopaque-1077 (Sigma-Aldrich, США), Brefeld-
inA (Biolegend, США). Сле дующие ан ти те ла 
бы ли ис поль зо ва ны для про точ ной ци тоф луори-
мет рии: anti-CD3-FITC (Miltenyi Biotec, Гер ма-
ния), anti-CD56-PerCP (Biolegend, США), anti-
IL-10-PE и anti-TGF-в-PE (R&D Systems, США).

Куль ти ви ро ва ние кле ток. Мо но нук леар ные 
клет ки куль ти ви ро ва ли в сре де RPMI-1640, со-
дер жа щей 10% ФТС, 2 мМ глу та ми на, 100 U/мл 
пе ни цил ли на и 100 мг/мл ст реп то ми ци на в те-
че ние 18 ч при 37°С в ат мос фе ре с 5% СО2, без 
сти му ля ции (НС) или с до бав ле нием ФГА-М (10 
µl/ml). По ис те че нии 1 ч ин ку ба ции к куль ту рам 
кле ток до бав ля ли Brefeldin A (1 µl/ml) для пре-
до тв ра ще ния сек ре ции ци то ки нов. Кон цент ра-
ция кле ток в куль ту рах сос тав ля ла 2×106 кл./мл.

Про точ ная ци тоф луори мет рия. Эксп рес-
сию IL-10 и TGF-в оце ни ва ли ме то дом про точ-
ной ци тоф луори мет рии, ана ли зи руя мо но нук-
леар ные клет ки в гейте NK-кле ток (CD3-CD56+). 
Ме че ние про во ди ли пу тем ин ку ба ции кле ток в 
при су тс твии ан ти тел, свя зы вающих ся с по ве-
рх ност ны ми мар ке ра ми (5 мкл ан ти тел на 100 
мкл кле точ ной сус пен зии) в те че ние 10 мин 
при 4-8°C в тем но те. Да лее про во ди ли фик са-
цию и пер меаби ли за цию кле точ ной мемб ра ны 
до бав ле нием раст во ра Fixation/Permeabilization 
(BD Biosciences, США) в объеме 500 мкл на ко-
ли че ст во кле ток, не пре вы шающее 10⁷. За тем 
кле точ ную сус пен зию пе ре ме ши ва ли и ин ку би-

ро ва ли в те че ние 20 мин при ком нат ной тем пе-
ра ту ре в тем но те. Пос ле это го клет ки от мы ва ли 
бу фер ным раст во ром Perm/Wash (BD Bioscienc-
es, USA) и ме ти ли ан ти те ла ми про тив ци то ки-
нов, пос ле че го клет ки от мы ва ли, ре сус пен ди ро-
ва ли в про точ ной жид кос ти и ана ли зи ро ва ли на 
FACSCalibur (BD Biosciences, США).

Ста тис ти чес кий ана лиз. Ре зуль та ты предс-
тав ле ны в ви де сред них зна че ний ± стан дарт ные 
отк ло не ния. Ста тис ти чес кую дос то вер ность 
раз ли чий оце ни ва ли по t-кри те рию Стью ден та 
при уров не зна чи мос ти p не бо лее 0,05.

 Ре зуль та ты и их об суж де ние

1. Пе ри фе ри чес кая кровь боль ных ра ком 
мо лоч ной же ле зы со дер жит по вы шен ный про-
цент IL-10-про ду ци рую щих NK-кле ток. В хо де 
исс ле до ва ния на ми бы ло об на ру же но, что све-
же вы де лен ные мо но нук леар ные клет ки пе ри фе-
ри чес кой кро ви боль ных РМЖ со дер жат в срав-
не нии со здо ро вы ми жен щи на ми по вы шен ный 
про цент NK-кле ток, эксп рес си рующих внут-
рик ле точ ный IL-10 (iIL-10), (6,4±2,0; 3,7±1,2; 
p˂0,0005, соот ве тст вен но) (рис. 1). 

M. Giuliani и др. по ка за ли, что суп рес сор ные 
NKPSG-клет ки эксп рес си ро ва ли мемб ранс вя зан-
ную фор му IL-10 [12]. Мы об на ру жи ли, что нез-
на чи тель ная час ть NK-кле ток здо ро вых до но ров 
эксп рес си рует мемб ранс вя зан ный IL-10 (mbIL-
10) (1,6±1,1; n=17). У боль ных РМЖ про цент 
mbIl-10+ NK-кле ток ока зал ся дос то вер но вы ше 
(3,7±1,2; p˂0,0001) (рис. 1). Сле дует от ме тить, 
что мы не при ме ня ли ме тод кис лот ных смы вов 
для изу че ния mbIL-10 на NK-клет ках, поэто му 
ос тает ся неяс ным, заяко рен ли mbIL-10 не пос-
редст вен но че рез мемб ра ну или дан ный ци то-
кин свя зан с клет кой че рез спе ци фи чес кий ре-
цеп тор.

Ра нее бы ло по ка за но, что уже пос ле 2 ч сти-
му ля ции ФГА в со че та нии с IL-2 про дук ция 
IL-10 и эксп рес сия мРНК IL-10 в NK-клет ках 
по вы шает ся [11]. Ко ли че ст во IL-10-эксп рес си-
рующих CD3-CD56+ NK-кле ток бы ло оце не но 
на ми пос ле 18 ч сти му ля ции ФГА. По лу чен-
ные ре зуль та ты по ка за ли, что ФГА зна чи тель-
но уси ли вает эксп рес сию iIL-10 NK-клет ка ми 
здо ро вых до но ров и боль ных РМЖ, в срав не нии 
с нес ти му ли ро ван ны ми клет ка ми (рис. 1). При 
этом про цент ФГА-сти му ли ро ван ных NK-кле-
ток, эксп рес си рующих iIL-10, был зна чи тель но 
вы ше у боль ных РМЖ, по срав не нию со здо ро-
вы ми до но ра ми (11,9±2,5; 5,9±2,5, соот ве тст-
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При ме ча ние: дан ные предс тав лен ны в ви де сред ней и стан дарт но го отк ло не ния, дос то вер ность от ли чий: * – p˂0,0005; 
** – p≤0,01

Ри су нок 1 – Со дер жа ние iIL-10+ (А) и mbIL-10+ (Б) NK-кле ток в све же вы де лен ных (СВ NK), нес ти му ли ро ван ных (НС) 
и ак ти ви ро ван ных ФГА мо но нук леа рах пе ри фе ри чес кой кро ви здо ро вых до но ров и боль ных ра ком мо лоч ной же ле зы 

(РМЖ). Предс тав ле ны реп ре зен та тив ные ре зуль та ты и обоб щен ные дан ные для каж дой из исс ле до ван ных групп. 

вен но, p<0,0005) (рис. 1). Пос ле сти му ля ции 
ФГА мы наб лю да ли уве ли че ние mbIL-10+ Nk-
кле ток по от но ше нию к нес ти му ли ро ван ным 
клет кам в груп пе здо ро вых жен щин (3,6±1,5; 
2,3±0,8, соот ве тст вен но, p<0,01) (рис. 1). Ана-
ло гич но здо ро вым до но рам, уро вень mbIL-10+ 
NK-кле ток боль ных РМЖ уве ли чи вал ся в от вет 
на воз дейст вие ФГА, в срав не нии с нес ти му-
ли ро ван ны ми клет ка ми (7,5±2,0; 5,3±1,6, соот-

ве тст вен но, p=0,01) (рис. 1). При этом про цент 
mbIl-10+ NK-кле ток РМЖ был вы ше, чем в 
груп пе здо ро вых жен щин как в све же вы де лен-
ной мо но нук леар ной фрак ции, так и пос ле ак-
ти ва ции ФГА (рис. 1). Мы не об на ру жи ли ста-
тис ти чес ки зна чи мой за ви си мос ти эксп рес сии 
IL-10 NK-клет ка ми от ста дии за бо ле ва ния РМЖ 
как в све же вы де лен ных, так и в ак ти ви ро ван ных 
мо но нук леа рах пе ри фе ри чес кой кро ви.
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2. Про цент TGF-в+ NK-кле ток по вы шен у 
боль ных ра ком мо лоч ной же ле зы. Как по ка за но 
на ри сун ке 2, ко ли че ст во NK-кле ток, эксп рес си-
рующих внут рик ле точ ный TGF-в (iTGF-в), бы-
ло по вы ше но у боль ных РМЖ, в срав не нии со 
здо ро вы ми жен щи на ми (6,6±2,6; 3,6±1,7, соот-
ве тст вен но, p=0,001). Сти му ля ция ФГА по вы-

ша ла ко ли че ст во NK-кле ток, эксп рес си рующих 
iTGF-в, во всех исс ле дуемых груп пах (рис. 2). 
При этом уве ли чен ный про цент iTGF-в+ NK в 
груп пе боль ных сох ра нял ся пос ле ин ку ба ции 
без сти му ля ции и в при су тс твие ФГА (рис. 2).

На ли чие мемб ра нас со ци иро ван ной фор мы 
TGF-в на Т-ре гу ля тор ных лим фо ци тах и ее суп-
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рес сор ный эф фект бы ли опи са ны ра нее [15]. 
Мы пред по ло жи ли, что NK-клет ки так же мо-
гут пре зен ти ро вать TGF-в на своей по ве рх нос ти 
(mbTGF-в). Мы об на ру жи ли, что 2,1±1,0% (n=9) 
све же вы де лен ных NK-кле ток здо ро вых до но ров 
эксп рес си руют mbTGF-в (рис. 2). ФГА по вы-
шал про цент mbTGF-в+ NK у здо ро вых до но ров, 
по срав не нию с нес ти му ли ро ван ны ми клет ка ми, 
тог да как в груп пе боль ных это го по вы ше ния не 

наб лю да лось (рис. 2). В срав не нии с груп пой здо-
ро вых жен щин, мо но нук леары боль ных РМЖ, ак-
ти ви ро ван ные ФГА, со дер жа ли боль ший про цент 
mbTGF-в+ NK (3,9±1,3; 6,3±2,2, соот ве тст вен но, 
p<0,01) (рис. 2). Мы не об на ру жи ли ста тис ти чес ки 
зна чи мых раз ли чий в ко ли че ст ве NK-кле ток, эксп-
рес си рующих iTGF-в и mbTGF-в, меж ду воз раст-
ны ми груп па ми и груп па ми боль ных на раз лич-
ных ста диях РМЖ как до, так и пос ле сти му ля ции.

Ри су нок 2 – Со дер жа ние iTGFв+ (А) и mbTGFв+ (Б) NK-кле ток в све же вы де лен ных (СВ NK), нес ти му ли ро ван ных (НС) 
и ак ти ви ро ван ных ФГА мо но нук леа рах пе ри фе ри чес кой кро ви здо ро вых до но ров и боль ных ра ком мо лоч ной же ле зы 

(РМЖ). Предс тав ле ны реп ре зен та тив ные ре зуль та ты и обоб щен ные дан ные для каж дой из исс ле до ван ных групп. При ме-
ча ние: дан ные предс тав ле ны в ви де сред ней и стан дарт но го отк ло не ния, дос то вер ность от ли чий: * – p≤0,001; ** – p≤0,05
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Та ким об ра зом, NK-клет ки пе ри фе ри чес-
кой кро ви боль ных РМЖ со дер жат по вы шен-
ный про цент IL-10- и TGF-в-эксп рес си рующих 
NK-кле ток и NK-кле ток, приоб ре таю щих дан-
ную спо соб ность при ми то ген ной сти му ля ции. 
По лу чен ные дан ные поз во ляют пред по ло жить, 
что при раз ви тии РМЖ ре гу ля тор ный пул NK-
кле ток уве ли чи вает ся, что мо жет сни жать об-

щую ци то ли ти чес кую ак тив ность NK [16]. 
Ис хо дя из ин ги би рующе го влия ния дан ных ци-
то ки нов на про ти во опу хо ле вый им му ни тет [3], 
Il-10+ и TGF-в+ NK-клет ки мо гут участ во вать 
в соз да ние суп рес сор но го фо на в опу хо ле вом 
мик роок ру же нии и, тем са мым, при во дить к 
ус коль за нию опу хо ле вых кле ток от им мун но го 
над зо ра. 



Вестник КазНУ. Серия биологическая. №3 (62). 2014

86 Эксп рес сия IL-10 и TGF-в ци то ки нов на ту раль ны ми кил лер ны ми клет ка ми боль ных ра ком ...

Ли те ра ту ра

1 Kozłowski L. et al. Concentration of interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8) and interleukin-10 (IL-10) in blood serum of 
breast cancer patients // Rocz. Akad. Med. Bialymst. – 2003. – N 48. – P. 82-84.

2 Llanes-Fernandez L. et al. Relationship between IL-10 and tumor markers in breast cancer patients // Breast. –2006. –V.15. 
–N.4. –P.482–489.

3 Hamidullah, Changkija B., Konwar R. Role of IL-10 in breast cancer // Breast Cancer Res. Treat. – 2012.– V. 133.– N 1.– Р. 
11–21.

4 Moore K.W. et al. Interleukin-10 and the interleukin-10 receptor // An. Rev. Immun. –2001. – N19. – P. 683–765.
5 Mege J.L. et al. The two faces of interleukin 10 in human infectious diseases // Lancet Infec. Diseases. – 2006. – V.6. – N9. – 

P. 557–569. 
6 Scott M.J. et al. Interleukin-10 suppresses natural killer cell but not natural killer T cell activation during bacterial infection 

// Cytokine. – 2006. – V. 33. – N2. –P. 79-86.
7 Crane C.A. et al. TGF-b downregulates the activating receptor NKG2D on NK cells and CD8 T cells in glioma patients // 

Neuro-Oncology. – 2010. – V.12. – N1. –P.7–13. 
8 Wilson E.B. et al. Human tumour immune evasion via TGF-b blocks NK cell activation but not survival allowing therapeutic 

restoration of anti-tumour activity // PLoS ONE. – 2011. – V.6. – N9. – P.10.
9 Poli A. et al. CD56bright natural killer (NK) cells: an important NK cell subset // Immunology. – 2009. – N126. – P.458–465.
10 Gray J.D. et al. Generation of an inhibitory circuit involving CD8 T cells, IL-2, and NK cell-derived TGF-b: contrasting ef-

fects of anti-CD2 and anti-CD3 // J. Immunol. – 1998. – N.160. – P.2248. 
11 Deniz G. et al. Regulatory NK cells suppress antigen-specific T cell responses // J. Immunol. – 2008. – N180. – P. 850 –857. 
12 Giuliani M. et al. Generation of a novel regulatory NK cell subset from peripheral blood CD34+ progenitors promoted by 

membrane-bound IL-15 // PLoS ONE. – 2008. – V.3. – N 5. – P. 1 –16.
13 Higuma-Myojo S. et al. Cytokine profile of natural killer cells in early human pregnancy // AJRI. – 2005. – N 54. – P.21–29.
14 Veenstra van Nieuwenhoven A.L. et al. Cytokine production in natural killer cells and lymphocytes in pregnant women com-

pared with women in the follicular phase of the ovarian cycle // Fertil. Steril. – 2002. – N77. – P.1032–1037.
15 Gregg R.K. et al. A sudden decline in active membrane-bound TGF-beta impairs both T regulatory cell function and protec-

tion against autoimmune diabetes // J Immunol. –2004. – V.173. – N12. – P.7308-7316.
16 Caras I. et al. Evidence for immune defects in breast and lung cancer patients // Cancer Immunol. Immunother. –2004. –V.53. 

–N12. –P.1146 –52. 


