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РЕФЕРАТ Инновационный продукт Неолактоферрин представляет собой естественную комбинацию 
рекомбинантного лактоферрина человека (90%) и лактоферрина козы (10%), выделенных из молока коз-
продуцентов, несущих в геноме полноразмерный ген лактоферрина человека. Изучено действие Неолак-
тоферрина на клетки иммунной системы человека. Неолактоферрин усиливал выработку интерлейкина 
1β (IL-1β), определял направление дифференцировки предшественников дендритных клеток, усиливал 
экспрессию факторов транскрипции, ответственных за дифференцировку Th- и Treg-клеток, стимулировал 
выработку как интерферона-γ, так и IL-4. Обогащенный ионами железа Неолактоферрин усиливал синтез 
провоспалительного цитокина – фактора некроза опухолей α. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что Неолактоферрин обладает иммунотропной активностью, сдерживает развитие иммунных процессов 
по воспалительному пути. Обогащение Неолактоферрина ионами железа усиливает его провоспалитель-
ную активность.
КЛЮчЕВыЕ СЛОВА воспаление, иммунитет, Неолактоферрин, рекомбинантный лактоферрин человека, фак-
торы транскрипции, цитокины. 

ВВЕдЕНИЕ
Лактоферрин (Лф) – ключевой бактерицидный белок 
грудного молока, обеспечивающий защиту новорож-
денного ребенка от инфекций. Лф обладает противо-
микробным [1–3], противовирусным [4–6] и противо-
грибковым [7, 8] действием. Показано также, что Лф 
поражает антибиотикустойчивую микрофлору 
без формирования генетической адаптации к нему 
микроорганизмов [9, 10]. При совместном примене-
нии Лф и антибиотиков наблюдается усиление дей-
ствия последних [11, 12]. Несмотря на выраженную 
антимикробную активность, Лф не подавляет жизне-
деятельность нормальной микрофлоры желудочно-
кишечного тракта [13, 14]. Более того, он стимулирует 
рост бифидобактерий, поставляя необходимые для их 
жизнедеятельности ионы железа [15]. Среди других 
биологических активностей Лф основными являют-
ся: иммуномодулирующая [9, 16], антиоксидантная 
[17, 18] и противовоспалительная [19]. Обнаружено, 
что Лф и его производные (лактоферрицины) пода-
вляют развитие опухолей и метастазов у экспери-
ментальных животных [20–22].

Механизм биологических активностей Лф хорошо 
изучен [23–25]. Установлено, что бактерицидность 

Лф обусловлена не только непосредственным воз-
действием на патогенные микроорганизмы, но и спо-
собностью активировать иммунную систему орга-
низма за счет стимуляции врожденного иммунитета, 
активации и дифференцировки иммунокомпетент-
ных клеток [26]. Было решено выделить лактоферрин 
человека (чЛф) в чистом виде и попытаться исполь-
зовать его в качестве компонента продуктов функ-
ционального питания и в составе различных биоло-
гически безопасных лекарственных средств нового 
поколения. Возможность подобного использования 
чЛф подтверждена в работах сотрудников Москов-
ского научно-исследовательского онкологического 
института им. П.А. Герцена, создавших на основе 
чЛф, выделенного из грудного молока, высокоэф-
фективные лекарственные средства широкого тера-
певтического действия [27–30], в том числе и инъ-
екционные [31]. К сожалению, вследствие дефицита 
грудного молока потребность в чЛф не может быть 
полностью удовлетворена.

В последнее десятилетие широкое распростране-
ние получил лактоферрин, выделенный из коровье-
го молока (Bovine lactoferrin, бЛф), биологические 
активности которого во многом оказались сходными 
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с чЛф [32, 33]. Несмотря на успехи в использовании 
бЛф [34], «чужеродный» бЛф решили заменить ре-
комбинантным лактоферрином человека (рчЛф), 
как это сделано в случае некоторых других биологи-
чески активных белков животных.

Известно, что по аминокислотной последовательно-
сти чЛф и бЛф совпадают лишь на 67% [35]. Различия 
в первичной структуре приводят к различиям во вто-
ричной и третичной структуре этих белков, что может 
определять их функциональные особенности. Уже 
выявлены определенные различия в строении рецеп-
торов чЛф и бЛф в различных органах и тканях чело-
века [36]. Установлено, например, что рецептор кле-
ток тонкого кишечника более специфичен к чЛф, чем 
к бЛф, и это отличие в значительной степени опреде-
ляется структурой чЛф [37]. Предполагается, что ре-
цептор чЛф участвует во всасывании железа в тонком 
кишечнике человека [38]. Обычно железо транспор-
тируется через апикальную мембрану тонкого ки-
шечника при помощи транспортера двухвалентных 
катионов (Divalent metal transporter-1, DMt-1). Же-
лезо, связанное с чЛф, не может проникнуть в клетку 
посредством DMt-1, для этого служит рецептор чЛф. 
Попав в клетку, чЛф связывается с ядром, где, по-
видимому, действует в качестве фактора транскрип-
ции и активирует биосинтез таких сигнальных бел-
ков, как каспаза-1 и интерлейкин-18, которые затем 
поступают в циркуляцию как системный сигнал. Этот 
путь считается минорным, по нему транспортируется 
~10% чЛф. Основной путь, по которому чЛф проника-
ет в эпителиальные клетки, приводит к деградации 
~90% белка и высвобождению железа. 

Рецепторы чЛф, аналогичные рецептору тонко-
го кишечника, удалось найти в слюнных железах, 
сердце, скелетных мышцах, надпочечниках и под-
желудочной железе [39]. Два других типа рецепторов 
обнаружены в печени: рецепторный белок липопро-
теинов низкой плотности (LrP) и асиалогликопро-
теиновый рецептор (ASGPr).

При расщеплении бЛф и чЛф образуются так на-
зываемые лактоферрицины, обозначаемые соответ-
ственно символами В [40] и Н [41], которые различа-
ются как по аминокислотной последовательности, 
так и по биологической активности. 

Иммунологи полагают, что полную биологическую 
безопасность бЛф для человека может гарантировать 
только применение этого белка в составе пищевых 
продуктов, тогда как чЛф можно использовать и в со-
ставе инъекционных лекарственных средств. 

К настоящему времени рчЛф получен в разных 
странах при помощи современных биотехнологиче-
ских методов, а также растений [42, 43], микроско-
пических грибов [44] и животных [45, 46] в качестве 
продуцентов. 

В Российской Федерации в рамках Программы 
союзного государства (Россия–Белоруссия) рчЛф 
получен в составе козьего молока [47]. По физико-
химическим параметрам и биологической активно-
сти рчЛф соответствует природному чЛф [48, 49]. 
На основе этого белка создан инновационный продукт 
Неолактоферрин (Неолакт), представляющий собой 
комбинацию рчЛф и лактоферрина козы (кЛф), при-
сутствующих в молоке трансгенных коз в соотноше-
нии рчЛф : кЛф = 90 : 10.

Ранее мы экспериментально установили, что лак-
тоферрин козы усиливает экспрессию гена NF-кB 
и синтез важнейшего для активации врожденного 
иммунитета фактора некроза опухолей α (tnFα, tu-
mor necrosis factor), но не влияет на активацию син-
теза интерлейкина-1 (IL-1, interleukin-1). 

В представленной работе изучено совместное дей-
ствие рчЛф и кЛф на показатели врожденного имму-
нитета человека. Исследована способность Неолакта 
с различным насыщением железа – 4% (Fe-) и 16% 
(Fe+) активировать врожденный иммунитет, уси-
ливать презентирующую способность дендритных 
клеток, определять направление дифференциров-
ки предшественников Т-клеток и усиливать синтез 
основных цитокинов адаптивного иммунного ответа – 
интерферона-γ (IFnγ, interferon-γ) и IL-4. 

эКСПЕРИМЕНТАЛьНАя чАСТь
Активность образцов Неолакта оценивали в диа-
пазоне концентраций от 0.1 до 100 мкг/мл при ин-
кубации с исследуемыми клетками в течение 18 ч 
при 37°С. 

Мононуклеары (преимущественно лимфоциты) 
выделяли из цельной крови человека центрифуги-
рованием с использованием одноступенчатого гра-
диента плотности фиколл–верографин (плотность 
1.077 г/мл). Прилипающую фракцию получали инку-
бацией мононуклеаров крови в 24-луночных плашках 
(costar, США) в течение 1 ч при 37оС. 

Линия дендритных клеток человека HtSc.IL-10 
получена и поддерживается в лаборатории диф-
ференцировки лимфоцитов Института иммуноло-
гии [50]. 

Экспрессию мембранных молекул на поверхно-
сти клеток оценивали при помощи проточной цито-
флуориметрии BD FAcScanto II с использованием 
моноклональных антител, меченных флуоресцеи-
низотиоцианатом (анти-cD80, анти-cD123) или фи-
коэритрином (анти-HLA-Dr, анти-cD86) (caltag, 
США).

Концентрацию цитокинов в культуральных сре-
дах определяли иммуноферментным методом с ис-
пользованием соответствующих тест-наборов (ОАО 
«Цитокин», Санкт-Петербург). 
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Внутриклеточные цитокины определяли в моно-
нуклеарах, активированных смесью 4-форбол-12-
миристат-13-ацетата (ФМА) и иономицина (ионо), 
в присутствии BD GolgiStop (Becton Dickinson, США) 
и пермеабилизированных BD-набором (BD cytofix/
cetoperm Fixation/Permeabilization Kit) на проточ-
ном цитометре с использованием меченых монокло-
нальных антител к цитокинам [51].

Уровень экспрессии генов факторов транскрипции 
(nF-κB, GAtA-3, tbet, FOXP3 и rOrc) определяли 
методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени с предварительной обратной транскрипцией. 
Использовали наборы реагентов taqMan One-Step 
rt-Pcr Master Mix reagents Kit и taqMan Gene 
expression Assays (Applied Biosystems, США) [52]. 
Уровень экспрессии мРНК определяли относительно 
экспрессии мРНК гена «домашнего хозяйства» β2-
микроглобулина (B2M) по формуле:

ΔΔСt = 2-((Ct вк
B2M

 - Ct
B2M

) - (Ct вк
генХ

 - Ct
генХ

)), 

где Сt – пороговый цикл, определяемый на экспо-
ненциальном участке кривой накопления ДНК, ВК – 
внутренний контроль.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с использованием методов непараметрического 
анализа. Показатели представляли в виде Ме (L–H), 

где Ме – медиана, L – нижний квартиль, Н – верхний 
квартиль. Для сравнения показателей использован 
u-критерий Манна–Уитни.

РЕЗУЛьТАТы И ОБСУЖдЕНИЕ
Нами обнаружено, что Неолакт активирует врожден-
ный иммунитет. В концентрации 10 и 100 мкг/мл он 
значимо усиливал секрецию IL-1β моноцитами крови 
человека, не влияя на выработку tnFα.

Обогащение Неолакта ионами железа индуцирова-
ло появление у него способности усиливать выработ-
ку tnFα (рис. 1). Таким образом, провоспалительная 
активность Неолакта ограничивалась повышением 
выработки IL-1β моноцитами крови, тогда как его 
обогащение ионами железа существенно активирова-
ло врожденный иммунитет и усиливало проявления 
провоспалительных эффектов.

Влияние Неолакта на экспрессию мембранных 
молекул, играющих ключевую роль в презентации 
антигена, определенное на дендритных клетках ли-
нии HtSc.IL-10, представлено на рис. 2. Неолакт 
в трех испытанных дозах значительно снижал чис-
ло клеток, экспрессирующих молекулы главного 
комплекса гистосовместимости класса II (HLA-Dr) 
и костимулирующую молекулу cD86, которые ис-
ходно были представлены почти на всех клетках ли-
нии, и повышал численность клеток, несущих дру-
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Рис. 1. Влияние Неолакта (2) и Неолакта, обогащен-
ного железом (3), на секрецию моноцитами цито-
кинов IL-1β и TNFα. 1 – уровень секреции цитокинов 
в контроле. По оси ординат: концентрация цитокинов 
(пг/мл) в культуральной среде моноцитов. Пред-
ставлены медианы *p < 0.05 относительно контроля; 
# – то же относительно Неолакта. Содержание Нео-
лакта и Неолакта, обогащенного железом, в среде 
составило 10 мкг/мл

Рис. 2. Влияние Неолакта на экспрессию костимули-
рующих молекул HLA-DR, CD80 и CD86 дендритными 
клетками линии НTSC.IL-10. Представлены средние 
значения трех определений. По оси абсцисс – кон-
центрация Неолакта, мкг/мл, по оси ординат – про-
цент клеток, несущих маркер. К – исходная экс-
прессия костимулирующих молекул, без добавления 
Неолакта 

%  

100

80

60

40

20

0
К 0.1 1 10

CD80
CD86
HLA-DR



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 5  № 4 (19)  2013 | ActA nAturAe | 81

гую костимулирующую молекулу – cD80, исходно 
представленную на малом числе клеток этой линии. 
Под влиянием Неолакта фактически происходила 
смена костимулирующих молекул на поверхности 
дендритных клеток. При этом под влиянием Неолак-
та возрастала плотность молекул HLA-Dr на каж-
дой индивидуальной клетке. Введение в препарат 
ионов железа приводило к утрате этих эффектов. 
Снижение доли дендритных клеток, несущих мо-
лекулы HLA-Dr, можно рассматривать как сви-
детельство ограничения под влиянием Неолакта 
антигенпрезентирующей способности популяции 
дендритных клеток. Активация Т-клеток, зави-
сящая от экспрессии костимулирующих молекул, 
в присутствии Неолакта количественно не меняет-
ся, поскольку ослабление экспрессии одной кости-
мулирующей молекулы сопровождается усилени-
ем экспрессии другой, выполняющей аналогичную 
функцию. При этом Неолакт обладает активностью 
фактора дифференцировки дендритных клеток, 
что регистрируется по экспрессии маркера плаз-
мацитоидных дендритных клеток – cD123, являю-
щегося рецептором IL-3 (рис. 3). Индукция экспрес-
сии cD123, которую можно трактовать как признак 
конверсии фенотипа дендритных клеток из миело-
идных в плазмацитоидные [53], определяет иммун-
ный ответа th2-типа и ослабляет более агрессивный 
ответ Т-клеток (th1 и th17), приводящий к разви-
тию иммунного воспаления. Необходимо отметить, 
что у кЛф дифференцирующая активность выра-
жена в меньшей степени (рис. 3). 

Выбор направления дифференцировки Т-хелпер-
ных клеток в конечном счете определяет направление 
иммунного ответа, а также его про- или противовос-
палительный характер, способность благоприятство-
вать развитию различных форм иммунопатологии 

и т.д. Условно к провоспалительным можно отнести 
th1- и Тh17-клетки, а к противовоспалительным – 
th2 и treg, причем th2-клетки принято рассматри-
вать как проаллергические. Направление диффе-
ренцировки и стабилизация клеточного фенотипа 
определяются экспрессией факторов транскрипции 
GAtA-3 (для th2-клеток), tbet (для th1), rOrc 
(для th17) и FOXP3 (для treg), кодируемых соот-
ветственно генами GATA3, TBX21, RORC и FOXP3. 
В связи с этим спектр экспрессии указанных генов 
Т-клетками крови в значительной степени опреде-
ляет наследственную или индуцированную склон-
ность организма к развитию иммунного ответа в том 
или ином направлении, а также различных форм им-
мунопатологии. 

Влияние Неолакта на развитие Т-хелперных кле-
ток различного типа оценивали по их воздействию 
на экспрессию генов факторов транскрипции, кон-
тролирующих дифференцировку cD4+ Т-клеток 
(таблица). Неолакт и его производное, обогащенное 
железом, уже в концентрации 1 мкг/мл усиливали 
экспрессию гена GATA3, ответственного за развитие 
th2-клеток, антипаразитарную защиту и проаллер-
гическую ориентацию иммунных процессов. Эффект 
проявлялся при действии Неолакта как на покоя-
щиеся, так и на активированные Т-клетки. Сколько-
нибудь существенного влияния на экспрессию «про-
воспалительных» генов TBX21 (кодирует фактор tbet 
th1-клеток) и RORC (кодирует фактор th17-клеток 
rOrc) не обнаружено. Неолакт усиливает экспрес-
сию гена FOXP3, ответственного за развитие регу-
ляторных Т-клеток, которые ограничивают интен-
сивность и длительность иммунного ответа. Неолакт 
не индуцирует экспрессию в дендритных клетках 
гена β-цепи IL-12, ответственного за дифференци-
ровку th1-клеток. 

Рис. 3. Влияние Неолакта и козьего лактоферрина на экспрессию молекул CD123 на дендритных клетках линии 
НTSC.IL-10 в суточных культурах. Гистограммы двуцветного окрашивания моноклональными антителами. К1 – 
без окрашивания анти-CD123-PE; К2 – без инкубации с Неолактом. Жирным выделены значения, отличающиеся 
от контроля в 2 и более раз. Концентрации Неолакта и козьего лактоферрина составили 10 мкг/мл

К1 К2 Неолакт кЛф 

0.8% 2.5% 17.1% 9.4%
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Таким образом, в этой группе тестов Неолакт 
не только не проявил сколько-нибудь выраженной 
способности усиливать экспрессию факторов, вовле-
ченных в развитие иммунного воспаления, но оказы-
вал скорее противоположное действие, стимулируя 
экспрессию генов, ответственных за развитие th2- 
и treg-клеток. 

Оценка влияния Неолакта на дифференцировку 
th1- и th2-клеток (th1- и th2-клетки определя-
ли по числу клеток, продуцирующих их ключевые 

цитокины – IFnγ и IL-4 соответственно) показала, 
что Неолакт усиливает выработку обоих цитокинов. 
При концентрации 1 мкг/мл продукция IFnγ уси-
ливается в большей степени, чем выработка IL-4, 
при концентрации 10 мкг/мл эффекты обоих цито-
кинов выравниваются (рис. 4). Но даже при концен-
трации 1 мкг/мл число клеток-продуцентов IFnγ 
остается существенно меньше, чем при активации 
клеток смесью ФМА и иономицина, тогда как число 
IL-4-продуцентов превышает этот уровень. Иными 

Влияние Неолакта на экспрессию генов факторов транскрипции, контролирующих дифференцировку CD4+ 

Т-лимфоцитов

Неолакт, мкг/мл
Гены факторов транскрипции 

GATA3 TBX21 RORC FOXP3

Неактивированные лимфоциты

0 (контроль) 0.718
(0.527–0.974)

0.010
(0.005–0.018)

0.260
(0.199–0.292)

0.569
(0.306–0.818)

1.0 1.173*
(0.815–1.690)

0.014
(0.002–0.016)

0.266
(0.159–0.272)

0.834*
(0.811–1.120)

10.0 0.727
(0.481–2.587)

0.018
(0.001–0.028)

0.172
(0.043–0.409)

0.767
(0.246–0.774)

Активированные фитогемагглютинином лимфоциты 

0 (контроль) 0.613 
(0.483–0.894)

0.010
(0.005–0.017)

0.649
(0.433–1.013)

0.805
(0.047–1.101) 

1.0 1.228*
(0.705–1.815)

0.014
(0.007–0.018)

0.487
(0.399–0.802)

1.018
(0.759–2.446)

10.0 0.675
(0.399–0.807)

0.011
(0.008–0.013)

0.743
(0.483–1.576)

0.678
(0.361–1.069)

*р < 0.05.
Примечание. Представлены медианы (в скобках – нижний и верхний квартили).

Рис. 4. Влияние Неолакта 
на индукцию Т-клеток, 
образующих IFNγ и IL-4 
(n = 3) (A), и положи-
тельный контроль синте-
за указанных цитокинов 
Т-клетками при опти-
мальной стимуляции сме-
сью ФМА/иономицин 
(100 нМ/2 мкМ соот-
ветственно) (Б). По оси 
абсцисс – концентрация 
рчЛф (А), по оси орди-
нат – процент клеток, 
продуцирующих IFNγ 
и IL-4 (А, Б) 
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словами, стимуляция th2-клеток под действием Нео-
лакта соответствует физиологическому уровню их 
вовлечения в иммунный ответ, тогда как стимуляция 
th1-клеток не достигает этого уровня, что не проти-
воречит результатам оценки влияния рчЛф на экс-
прессию генов факторов транскрипции, контроли-
рующих дифференцировку подклассов Т-хелперных 
клеток. 

ВыВОды
Суммируя результаты оценки влияния Неолак-
та на некоторые проявления активности иммунной 
системы, можно заключить, что препарат обладает 
иммунотропной активностью, его действие в опреде-
ленной степени направлено на сдерживание иммун-

ных процессов или их развитие по th2-зависимому 
пути. В то же время, судя по влиянию на формиро-
вание IFnγ- и IL-4-продуцирующих клеток, пре-
парат не вызывает резко выраженной поляризации 
иммунного ответа, что могло бы послужить основой 
для развития аллергических или аутоиммунных про-
цессов. Обогащение препарата ионами железа вы-
зывает усиление его провоспалительной активности 
и утрату ряда эффектов, свойственных исходному 
Неолакту. 

Работа поддержана Министерством образования 
и науки РФ (государственный контракт  

№ 01.916.12.0001).
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