
Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 3 (85), Часть 2 

170                Клиническая медицина

УДК 616.24-002.5-078.33

л.В. сахно, м.а. Тихонова, О.Ю. леплина, а.а. Останин, е.Р. черных

интерлейкин-10 как пОтенциальный регулятОр pd-1-b7-h1-
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Целью настоящей работы являлось сравнительное исследование фенотипических и функциональных 
свойств дендритных клеток (ДК) здоровых доноров и больных туберкулезом легких (ТБ), а также 
влияние экзогенного IL-10, добавляемого в процессе генерации ДК, на фенотип и апоптоз-индуцирующую 
активность ДК здоровых доноров. Было обследовано 60 больных туберкулезом легких, различающихся 
по уровню ответа на туберкулиновый очищенный белковый дериват (PPD), и 40 здоровых доноров 
крови. Установлено, что у больных ТБ дендритные клетки, генерированные in vitro из моноцитов крови 
в присутствии GM-CSF+IFN-α, характеризуются повышенной экспрессией В7-Н1, высоким уровнем 
продукции IL-10 и низкой аллостимуляторной активностью в СКЛ. В нашем исследовании была выявлена 
положительная взаимосвязь между эндогенной продукцией IL-10 и экспрессией B7-H1 в общей группе 
обследованных. Продемонстрировано, что добавление IL-10 в процессе генерации ДК здоровых доноров 
приводило к повышению содержания ДК экспрессирующих B7-H1, снижению их аллостимуляторной 
активности и усилению проапоптогенной активности дендритных клеток в СКЛ. 
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In this investigation the phenotypic and functional properties of healthy donor and patient with pulmonary tu-
berculosis (PT) dendritic cells (DCs) were characterized. We also studied the influence of IL-10 on the phenotype 
and apoptosis-inducing activity of healthy donor DCs. 60 patients with pulmonary tuberculosis with different 
proliferative response to antigens of M. tuberculosis (purified protein derivative, PPD) and 40 healthy donors 
were enrolled in this study. It was revealed that DCs, generated in vitro from PT patient’s blood monocytes with 
GM-CSF+IFN-α, were characterized by increased B7-H1 expression, up-production of IL-10 and reducing of 
allostimulatory activity in mixed lymphocyte culture (MLC). The endogenous IL-10 production by DCs was 
correlated with expression of B7-H1 in the general group of persons. It was revealed that addition of IL-10 to 
semi-mature DCs of healthy donor results in increasing of B7-H1 expression, diminishing of allostimulatory 
activity and enlargement of pro-apoptogenic activity of DCs. 
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Цитотоксическая функция дендритных кле-
ток, особенно генерируемых в присутствии 
интерферона-α (IFN-ДК), активно обсуждается в 
последние годы в связи с выявленной способно-
стью ДК лизировать клетки различных опухолевых 
линий [7]. Однако участие ДК в индукции апоптоза 
Т-клеток и возможное значение этого феномена 
остается практически не изученным. 

Известно,  что активированные через 
Т-клеточный рецептор CD4+ и CD8+ Т-клетки экс-
прессируют рецептор программированной клеточ-
ной смерти (PD-1), а ДК несут на своей поверхности 
молекулу B7-H1, являющуюся лигандом для PD-1 (PD-
L1). Поэтому включение сигнального пути PD-1-B7-
H1 при взаимодействии ДК с Т-лимфоцитами может 
индуцировать апоптоз/анергию Т-лимфоцитов. 
При персистирующих инфекциях генерируются 
толерогенные ДК с повышенной экспрессией B7-H1 
и низкой экспрессией костимуляторных молекул 
CD80 и CD86. В свою очередь, на Т-лимфоцитах, 
активированных антигенами патогенных микро-
организмов, повышается экспрессия рецептора 
PD-1. Связывание PD-1 с PD-L1 через определенные 
сигнальные пути может приводить к повышенной 

гибели антигенспецифических лимфоцитов [4, 6]. 
Вероятно, вовлечение PD-1-B7-H1 взаимодействия 
иммунокомпетентных клеток может приводить к 
нарушению антигенспецифического ответа при 
инфекционных заболеваниях. 

Известно, что интерлейкин-10 (IL-10) прини-
мает участие в иммуносупрессии и хронизации 
воспалительного процесса при инфекции. Учиты-
вая известные данные о стимулирующем влиянии 
IL-10 на экспрессию B7-H1 [3], а также выявленный 
нами факт повышенной продукции IL-10 моно-
цитами и генер  ируемыми из них ДК у больных 
туберкулезом (ТБ) [1] представляется вероятным 
предположение о вовлечении IL-10 в процесс по-
вышения апоптоз-индуцирующей активности ДК 
больных. При таком рассмотрении, активация 
PD-1-B7-H1 сигнального пути при взаимодействии 
ДК с Т-лимфоцитами, может являться одним из 
механизмов подавления антигенспецифического 
иммунного ответа в целом и толерогенной/супрес-
сорной активности ДК в частности. 

Целью настоящей работы являлось сравни-
тельное исследование фенотипических и функци-
ональных свойств ДК здоровых доноров и больных 



Áþëëåòåíü ÂÑíÖ ÑÎ ÐÀÌí, 2012, ¹ 3 (85), Часть 2 

Клиническая медицина         171

туберкулезом, а также влияние экзогенного IL-10, 
добавляемого в процессе генерации ДК, на фе-
нотип и апоптоз-индуцирующую активность ДК 
здоровых доноров. 

материалы и метОды

Обследованы 60 больных туберкулезом легких: 
37 мужчин и 23 женщины в возрасте от 16 до 61 года, 
включая 23 (38 %) с фиброзно-кавернозной, 31 (52 %) 
с инфильтративной и 6 (10 %) с диссеминированной 
формами ТБ. Активное бацилловыделение (БК+) 
выявили у 36 больных (60 %). При лабораторном 
исследовании лекарственную резистентность за-
регистрировали у 12 из 60 пациентов (20 %). Обсле-
дование всех пациентов проводили после получения 
информированного согласия. В исследование были 
включены 40 здоровых доноров крови, сопостави-
мых по полу и возрасту. Обследование проводили 
после получения информированного согласия.  

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли 
из гепаринизированной венозной крови центри-
фугированием в градиенте плотности фиколла-
верографина и культивировали (0,1 × 106/лунку) 
в 96-луночных планшетах для иммунологических 
исследований в среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 
США), дополненной 0,3 мг/мл L-глутамина, 5 мМ 
HEPES-буфера, 100 мкг/мл гентамицина и 10 % 
инактивированной сыворотки доноров крови IV 
(АВ) группы при 37 °С в СО

2
-инкубаторе. Для стиму-

ляции клеток использовали туберкулиновый очи-
щенный белковый дериват (PPD) в дозе 50 мкг/ мл. 
Интенсивность пролиферации оценивали на 6 сут. 
по включению 3Н-тимидина (1 мкКи/лунку), добав-
ленного за 18 ч до окончания культивирования. В 
зависимости от уровня пролиферативного ответа 
больные ТБ были разделены на 2 подгруппы – с 
сохранным (> 12500 имп./мин; n = 38; подгруппа 1 
и сниженным (< 12500 имп./мин; n = 22; подгруппа 
2 ответом на PPD.

Моноциты выделяли в 6-луночных планшетах 
(Nunclon, Дания) путем прилипания к пластику 
МНК (3 × 106 клеток/мл) в присутствии 5 % инакти-
вированной сыворотки доноров крови IV (AB) груп-
пы. ДК генерировали из моноцитов в течение 4 сут. 
в среде RPMI-1640 с 5% сыворотки плодов коровы 
(Биолот, С-Пб) в присутствии GM-CSF (40 нг/ мл, 
Sigma-Aldrich) и IFN-a (1000 Ед/мл, Роферон-А, 
Roche, Швейцария) с последующим дозреванием в 
течение 24 ч в присутствии 10 мкг/ мл липополиса-
харида (LPS E. coli 0111:B4, Sigma-Aldrich). В серии 
экспериментов одновременно с LPS добавляли 
интерлейкин-10 (Sigma, 5 нг/мл).

Оценку экспрессии B7-H1 на ДК проводили 
c использованием моноклональных анти-B7-H1-
антител (PharMingen, США), меченных фикоэ-
ритрином (PE) методом проточной цитофлюори-
метрии (FASC Calibur, Becton Dickinson, США). В 
культуральных супернатантах генерированных 
ДК определяли концентрацию IL-10 с помощью 
наборов для иммуноферментного анализа в соот-
ветствии с инструкцией фирмы-производителя 
(«Вектор-Бест», Новосибирск). 

Аллостимуляторную активность ДК оценивали 
в смешанной культуре лимфоцитов (СКЛ). Для 
этого МНК доноров (0,1 × 106/лунку) культиви-
ровали в 96-луночных круглодонных планшетах в 
присутствии аллогенных ДК здоровых доноров и 
больных ТБ в соотношении 10:1 в среде RPMI-1640 
и 10% инактивированной сыворотки доноров кро-
ви IV (AB) группы. Интенсивность пролиферации 
оценивали на 5-е сут. радиометрически по вклю-
чению 3Н-тимидина. Индекс стимуляции в СКЛ 
рассчитывали как отношение пролиферативного 
ответа МНК в присутствии ДК к уровню спонтан-
ной пролиферации МНК. 

У р о в е н ь  а п о п т о з а  и  р а с п р е д е л е н и е 
Т-лимфоцитов по фазам клеточного цикла оце-
нивали в 3-суточной алло-СКЛ. Клеточный цикл 
и уровень апоптоза CD4+ и CD8+(CD4-) Т-клеток 
оценивали методом трехцветной проточной 
цитометрии. Для этого, 25 мкл МНК (1,0 × 106), 
полученных после культивирования в алло-СКЛ, 
инкубировали в течение 45 мин при 4°С в темноте с 
5 мкл FITC-коньюгированных анти-CD3-антител и 5 
мкл PE-коньюгированных анти-CD4 (Сорбент, Мо-
сква). После однократной отмывки забуференным 
физиологическим раствором, содержащим 0,02 % 
ЭДТА и 1 % азида натрия (раствор «А») клетки фик-
сировали в течение 30 мин холодным 0,5% раство-
ром парафармальдегида. Фиксированные клетки 
центрифугировали, осадок ресуспендировали в 
0,5 мл раствора А, содержащего РНКазу в концен-
трации 20 мкг/мл, после чего клетки инкубировали 
в темноте в течение 30 мин при 37 °C. Затем клетки 
обрабатывали 7-амино-актиномицином D (7-AAD, 
Calbiochem, Германия) в конечной концентрации 
2 мкг/мл в темноте в течение 30 минут при 4 °C. 

Анализ клеточного цикла проводили по оценке 
гистограмм ДНК (красная флуоресценция). От-
носительное содержание клеток с диплоидным 
(клетки в G

0
/G

1 
фазах клеточного цикла) и гиперди-

плоидным (клетки в S, G
2
/M фазах клеточного цик-

ла) набором ДНК определяли в гейтах CD3+CD4+ 
или CD3+CD8+ (CD4-) Т-лимфоцитов (зеленая 
и оранжевая флуоресценция). Апоптотические 
клетки, ДНК которых подвергалась фрагментации, 
формировали характерный гиподиплоидный пик. 
Результаты выражались в виде процентного соот-
ношения позитивных клеток к общему количеству 
CD3+CD4+ и CD3+CD8+ Т-лимфоцитов (не менее 
10000). 

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 
«Statistica 6.0». Для выявления значимых различий 
сравниваемых показателей использовали непара-
метрический U-критерий Вилкоксона – Манна – 
Уитни. Различия считали достоверными при уровне 
значимости p < 0,05. 

результаты и Обсуждение

Сравнительное исследование экспрессии 
B7-H1 на ДК показало, что у здоровых доноров 
относительное содержание ДК с поверхностной 
экспрессией B7-H1 варьировало от 18 до 79, а 
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медианное значение составляло 38 % (табл. 1). Со-
держание B7-H1-позитивных клеток в культурах 
ДК больных ТБ варьировало от 24 до 90 и медиан-
ное значение составляло 67 %. Таким образом, ДК 
больных ТБ характеризовались достоверно более 
высоким уровнем экспресиии B7-H1 по сравнению 
с ДК здоровых доноров. Согласно данным литера-
туры, а также полученным нами ранее результатам 
больные ТБ характеризуются выраженной гетеро-
генностью по уровню пролиферативного ответа 
Т-клеток на антигены M. tuberculosis, например, 
туберкулиновый очищенный белковый дериват 
(PPD). При этом часть пациентов характеризуется 
сохранным ответом на PPD, тогда как у других ответ 
на PPD резко снижен, что свидетельствует о состо-
янии PPD-анергии циркулирующих Т-клеток. Эта 
подгруппа пациентов отличается также более вы-
соким уровнем апоптоза CD4 и CD8-Т-лимфоцитов. 
Поэтому мы также сравнили содержание B7-H1+ 
ДК в подгруппах больных с сохранным (подгруп-
па 1) и сниженным (подгруппа 2) ответом на PPD. 
Несмотря на отсутствие достоверных различий в 
подгруппах, ДК PPD-анергичных пациентов харак-
теризовались наиболее выраженным возрастанием 
доли B7-H1-позитивных клеток. Действительно, 
доля пациентов с повышенным содержанием B7-
H1+ ДК (превышающим верхнюю квартильную 
границу нормативного диапазона) в группе анер-
гичных больных была выше, чем у реактивных 
пациентов (75 против 57 %). 

Исследование концентрации IL-10 в суперна-
тантах ДК показало, что ДК больных отличались 
достоверно повышенным уровнем продукции IL-10. 
Медианное значение уровня IL-10 в культурах ДК 
больных практически в 4 раза превышало таковое 
в культурах ДК доноров, причем наиболее высокая 
продукция данного цитокина наблюдалась в под-
группе PPD-анергичных пациентов (табл. 1). Сопо-
ставление эндогенной продукции IL-10 и экспрес-
сии B7-H1 дендритными клетками в общей группе 
обследованных пациентов, включающей больных 
ТБ и здоровых доноров, выявило наличие прямой 
корреляционной связи между указанными пара-

метрами (Rs = 0,49; p = 0,006; n = 30). Еще более 
выраженная достоверная прямая корреляционная 
связь была выявлена при анализе сопряженности 
продукции IL-10 и количества B7-H1-позитивных 
ДК в группе доноров (Rs = 0,86; p = 0,003; n = 9). 

Сравнение способности ДК доноров и больных 
ТБ (с повышенной экспрессией B7-H1) стимули-
ровать пролиферацию Т-клеток в ответ на аллоан-
тигены в СКЛ продемонстрировало выраженное 
снижение аллостимуляторной активности ДК боль-
ных ТБ (4345 ± 709 против 12113 ± 1263 имп./ мин у 
доноров, p

u 
< 0,05) (табл. 1). Снижение аллостиму-

ляторной активности ДК регистрировалось как у 
PPD-реактивных, так и PPD-анергичных пациентов, 
однако в последнем случае было достоверно более 
выраженным. 

В нашем исследовании была выявлена положи-
тельная взаимосвязь между эндогенной продукцией 
IL-10 и экспрессией B7-H1, поэтому следующей 
задачей являлось исследование фенотипических и 
функциональных свойств ДК здоровых доноров при 
добавлении экзогенного IL-10 в процессе генерации 
ДК. IL-10 добавляли на стадии дозревания ДК здо-
ровых доноров (одновременно с LPS). Полученные 
результаты (табл. 2) показали, что добавление IL-10 
приводило к повышению содержания ДК экспрес-
сирующих B7-H1 молекулу на своей поверхности 
и снижению их аллостимуляторной активности.

Кроме того, было установлено, что добавление 
IL-10 приводило к усилению проапоптогенной ак-
тивности дендритных клеток в СКЛ. Так, культуры 
МНК, стимулированные ДК, генерируемыми в 
присутствии IL-10, содержали достоверно более 
высокое количество апоптотических CD3+CD8 
Т-лимфоцитов (табл. 3). Следует отметить, что 
количество пролиферирующих (в S,G

2
/M фазе 

цикла) Т-клеток в СКЛ статистически значимо не 
отличалось при использовании в качестве клеток 
стимуляторов ДК генерированных в присутствии 
и отсутствие IL-10 (табл. 3). Следовательно, ДК здо-
ровых доноров, культивированные в присутствии 
экзогенного IL-10, не блокировали прохождение 
клеточного цикла Т-лимфоцитами.

Таблица 1
Сравнительная характеристика ДК здоровых доноров и больных туберкулезом

Показатель Здоровые доноры Больные ТБ 
Больные ТБ

Подгруппа № 1 
PPD ответ 

> 12500 имп./мин 

Больные ТБ 
Подгруппа №2 

PPD ответ 
< 12500 имп./мин 

1. Экспрессия B7-H1+ (%) 
М ± S.E. 
медиана 

42,3 ± 4,4 (19) 
38 

61,0 ± 2,9 (44)* 
67 

58,1 ± 3,6 (32)* 
62,5 

68,8 ± 3,9 (12)* 
70 

2. Продукция IL-10 (пкг/мл) 
М ± S.E. 
медиана 

490 ± 125 (13) 
224 

821 ± 60 (31)* 
975 

797 ± 70 (25)* 
899 

921 ± 95 (6)* 
1027 

3. Аллостимуляторная активность 
Пролиферативный ответ в СКЛ  
(имп./мин) 

12113 ± 1263  
(24) 

4345 ± 709  
(55)* 

6173 ± 1126  
(31)* 

1983 ± 366  
(24)*,# 

 примечание: данные представлены в виде М ± S.E. В скобках – количество наблюдений. * – p
u
 < 0,05 – достоверность 

различий показателей по сравнению с донорами. Здесь и далее в таблицах: U-критерий Вилкоксона – 
Манна – Уитни.
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заключение

В предыдущем исследовании было продемон-
стрировано, что активация Т-клеток в присутствии 
ДК больных туберкулезом приводила к более 
выраженному увеличению количества апоптоти-
ческих и уменьшению доли пролиферирующих 
Т-лимфоцитов [2]. В аллогенной СКЛ после 3-суточ-
ного сокультивирования МНК с ДК увеличивалось 
количество PD-1+ CD4- и CD8-Т-клеток, причем 
относительное количество этих клеток статисти-
чески значимо не различалось при стимуляции 
ДК больных ТБ и здоровых доноров [2]. Учитывая 
выше сказанное можно предположить, что более 
высокий уровень апоптоза Т-клеток в присутствии 
ДК пациентов с туберкулезом в большей степени 
связан с функциональными особенностями ДК. 

Полученные в настоящем исследовании дан-
ные демонстрируют, что ДК больных туберкулезом 
отличаются более высокой экспрессией B7-H1 и 
повышенной продукцией IL-10. Выявленные факты 
согласуются с данными других авторов, которые 
зарегистрировали вовлечение дендритных кле-
ток с повышенной экспрессией B7-H1 в развитие 
Т-клеточных дисфункций при различных заболе-
ваниях [3, 5].

Выявленная прямая корреляционная зависи-
мость между экспрессией B7-H1 и продукцией 
IL-10 дендритными клетками позволила предпо-
ложить важную роль эндогенной продукции IL-10 
в регуляции экспрессии B7-H1 на поверхности 
ДК. Для более детального выяснения роли IL-10 

в регуляции экспрессии B7-H1 мы исследовали 
влияние экзогенного IL-10 на экспрессию B7-H1 
молекул и аллостимуляторную способность ден-
дритных клеток здоровых доноров при добавле-
нии данного цитокина на стадии дозревания ДК. 
Полученные результаты показали, что добавление 
IL-10 сопровождалось статистически значимым 
усилением экспрессии B7-H1 на поверхности ДК 
здоровых доноров и снижением их аллостимуля-
торной активности. Кроме того, добавление IL-10 
на стадии созревания ДК приводило к усилению 
их проапоптогенной активности по отношению 
к популяции CD3+CD8 Т-лимфоцитов. Этот факт 
согласуется с полученными нами ранее данными 
о большей чувствительности CD8+ Т-лимфоцитов 
к апоптогенному влиянию ДК больных ТБ [2]. 
Важно отметить, что относительное количество 
ДК здоровых доноров, экспрессирующих B7-H1 в 
присутствии экзогенного IL-10, не достигало зна-
чений, характерных для ДК больных ТБ. Также, 
апоптоз-индуцирующая способность ДК здоровых 
доноров генерированных в присутствии IL-10 уве-
личивалась, но не достигала значений характер-
ных для апоптоз-индуцирующей активности ДК 
больных. Таким образом, IL-10 является важным, 
но, по-видимому, не единственным фактором, 
регулирующим проапоптогенную активность ДК. 
Для ДК, генерированных в присутствии GM-CSF 
и IL-4, продемонстрировано, что добавление IL-10 
приводит к усилению экспрессии B7-H1, причем 
связывание моноклональных антител против анти-

Таблица 2
Влияние интерлейкина-10, добавляемого на стадии созревания, на фенотипические и функциональные 

свойства ДК здоровых доноров

Показатель 
ДК здоровых доноров 

LPS (n = 14) LPS + интерлейкин-10 (n = 14) 

B7-H1+ДК (%) 40,4 ± 4,1 48,1 ± 5,3* 

Аллостимуляторная активность:   

- пролиферативный ответ (имп/мин) 13432 ± 1841 9230 ± 992* 

- индекс стимуляции в СКЛ 35,6 ± 6,9 23,7 ± 3,8* 

 
 
примечание: данные представлены в виде М ± S.E. В скобках – количество наблюдений. * – p

u
 < 0,05 – достоверность 

различий показателей в присутствии и отсутствие интерлейкина-10 на стадии дозревания ДК.

Таблица 3
Влияние интерлейкина-10 как дозревающего сигнала на способность ДК стимулировать апоптоз  

и пролиферацию Т-клеток в смешанной культуре

Показатель 
Условия культивирования ДК-стимуляторов 

LPS (n = 14) LPS+IL-10 (n = 14) 

1. Количество апоптотических Т-клеток (%) 

CD3+CD4 Т-клетки 8,3 ± 1,8 10,4 ± 2,3 

CD3+CD8 Т-клетки 11,2 ± 2,0 17,0 ± 2,8* 

2. Количество пролиферирующих (в S,G2/M фазе цикла) Т-клеток (%) 

CD3+CD4 Т-клетки 17,9 ± 3,3 15,8 ± 3,2 

CD3+CD8 Т-клетки 18,6 ± 2,2 18,9 ± 2,5 

  
 
примечание: данные представлены в виде М ± S.E. В скобках – количество наблюдений. * – p

u 
< 0,05 – достоверность 

различий показателей в присутствии и отсутствие IL-10 на стадии дозревания ДК.
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гена B7-H1 с ДК усиливало их аллостимуляторную 
способность [5]. В нашем исследовании впервые 
продемонстрировано, что усиление экспрессии 
B7-H1 в присутствии IL-10 регистрируется и для 
IFN-ДС.
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