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РЕФЕРАТ Липополисахариды (LPS) и липотейхоевые кислоты (LTA) являются главными индукторами 
воспалительных ответов клеток крови, вызываемых грамотрицательными и некоторыми грамположи-
тельными бактериями. CD14 – общий рецептор LPS и LTA, передает лиганды на TLR4 и TLR2 соответ-
ственно. Нами показано, что нетоксичный LPS Rhodobacter capsulatus PG блокирует синтез провоспали-
тельных цитокинов при активации клеток крови LTA Streptococcus pyogenes, связываясь с рецептором 
CD14, что приводит к блокировке передачи сигнала к TLR2/TLR6. LPS Rhodobacter capsulatus PG можно 
рассматривать как прототип для создания препаратов, защищающих клетки крови от действия LTA 
грамположительных бактерий.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА липополисахариды, Rhodobacter capsulatus, липотейхоевые кислоты, TLR, CD14, ци-
токины.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ LPS – липополисахарид; LTA – липотейхоевая кислота; CD – кластер дифферен-
цировки; ERK – киназа, регулируемая внеклеточным сигналом; IL – интерлейкин; JNK – N-концевая 
киназа c-Jun; LBP – LPS-связывающий белок; MAPK – митогенактивируемая протеинкиназа; MD-2 – 
белок миелоидной дифференцировки 2; NF-κB – ядерный фактор транскрипции κB; РАМР – молеку-
лярные структуры, связанные с патогеном; PI3K – фосфатидилинозит-3-киназа; PKC – протеинкина-
за C; TLR – Толл-подобный рецептор; TNF-α – фактор некроза опухоли α.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение механизмов воспаления, вызванного 
лигандами различной природы, является одним 
из приоритетных направлений современной биоме-
дицины. В нашей работе рассмотрена возможность 
использования липополисахарида (LPS) Rhodobacter 
capsulatus PG, нетоксичного антагониста эндоток-
синов, для изучения механизмов функциональных 
ответов клеток врожденного иммунитета на PAMP 
различной природы. LPS и липотейхоевые кисло-
ты (LTA) – главные элементы клеточной стенки 
грамотрицательных и грамположительных бакте-
рий, обладают иммуностимулирующей активно-
стью. LPS – это гликолипиды, состоящие из трех 
структурных доменов: липида А, олигосахарида 
кора и О-антигена, и локализованные во внешнем 

лепестке внешней мембраны грамотрицательных 
бактерий, а LTA – это амфифильные ди- и триаци-
лированные липопептиды, заякоренные на внешней 
стороне цитоплазматической мембраны грамполо-
жительных бактерий. В некоторых аспектах LTA 
рассматриваются как эквивалент LPS, ответствен-
ный за развитие септического шока, вызываемого 
грамположительными бактериями [1]. TLR4 и TLR2, 
экспрессированные на поверхности клеток крови, 
узнают эти биологически активные молекулы. TLR4 
был идентифицирован как специфический рецептор 
к LPS, индуцирующий высвобождение провоспа-
лительных цитокинов моноцитами и макрофагами, 
стимулированными эндотоксинами [2]. TLR2 узнает 
ди- или триацилированные LTA грамположитель-
ных бактерий, инициируя иммунные ответы [3, 4]. 
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LTA Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus 
и Streptococcus pneumonia связываются непосред-
ственно с TLR2 [5–7]. В доставке LPS к рецептору 
участвует белок LBP крови, который связывается 
с LPS и передает его в форме мономера мембранос-
вязанному рецептору CD14, далее к MD-2 и ТLR4 
[8]. В доставке LTA к TLR2 также участвуют LBP 
и CD14 [4]. CD14 входит в мультилигандный ре-
цепторный комплекс и опосредует разнообразные 
клеточные ответы, связанные с передачей сигна-
лов от TLR2 и TLR4 [9]. СD14 усиливает активацию 
TLR2, облегчая связывание липопептидов и гетеро-
димеризацию TLR2 с TLR1 или TLR6. Активация 
комплекса TLR2/TLR6 диацилированными липо-
пептидами, в частности LTA, происходит с участием 
рецептора CD36 [10]. Чтобы TLR4 функционировал 
как рецептор LPS, необходим фактор миелоидной 
дифференцировки MD-2 [11]. MD-2 физически ассо-
циирован с TLR2, но слабее, чем MD-2 с TLR4 [12]. 
Показано, что эта вспомогательная молекула уси-
ливает опосредованные TLR2 ответы на LTA [13]. 
Передача сигналов от TLR2 и TLR4 запускается 
индуцированной лигандами димеризацией рецепто-
ров. В отличие от TLR4, который в ответ на LPS 
передает сигналы в виде гомодимера (TLR4)2, TLR2 
при распознавании LTA формирует гетеродимер 
с TLR6 или TLR1 [14, 15]. Бактериальные компо-
ненты LTA и LPS запускают внутриклеточный 
сигнальный каскад через TLR2 и TLR4 по сходно-
му сигнальному пути, приводящему к активации 
транскрипционного фактора NF-κB, PKC, PI3K, 
ERK, JNK и p38 MAPK и к синтезу провоспали-
тельных цитокинов TNF-α, IL-1β, IL-6 и хемокина 
IL-8 [16]. LPS целого ряда грамотрицательных бак-
терий, не относящихся к энтеробактериям, акти-
вируют клетки миелоидной линии через TLR2 [17, 
18]. К особенностям липидов А этих LPS относятся 
наличие фосфорилированного диглюкозамина, дли-
на углеводородных цепей остатков жирных кислот, 
отличная от длины цепей у энтеробактериальных 
LPS, или присутствие разветвленных ацильных 
цепей [19]. Нетоксичный LPS грамотрицательной 
фототрофной бактерии Rhodobacter capsulatus PG 
является антагонистом эндотоксинов [20, 21]. Этот 
LPS способен блокировать активацию клеток кро-
ви, которая приводит к высвобождению широкого 
спектра провоспалительных цитокинов, вызван-
ному эндотоксинами [22]. Синтетический аналог 
липида А из R. capsulatus, E5531, подавляет на-
работку TNF-α моноцитами крови человека, акти-
вированными LPS Escherichia coli 0111:B4 или LTA 
Staphylococcиs faecalis, практически не проявляя 
собственной активности [23]. Cтруктура нетоксич-
ного липида А LPS Rhodobacter capsulatus вклю-

чает в дисахаридную основу дифосфорилэтиламин 
при С-1 и фосфорилэтиламин при С-4’, а также нена-
сыщенную жирную кислоту (12:1) [24]. На основании 
этих структурных особенностей липида А мы пред-
положили, что LPS Rhodobacter capsulatus PG, подоб-
но E5531, может конкурировать с LTA Streptococcus 
pyogenes  за TLR2, блокируя активацию синтеза про-
воспалительных цитокинов клетками крови.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследования проводили на цельной крови здо-
ровых добровольцев обоего пола в возрасте от 25 
до 30 лет. Все испытуемые дали письменное согла-
сие на участие в исследовании. Протокол иссле-
дования соответствует Хельсинкской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации (2013 г.) и одо-
брен Локальным этическим комитетом больницы 
Пущинского научного центра (№ 2 от 10.04.2014). 
Забор периферической крови осуществляли в кли-
нических условиях с использованием вакутейнеров 
(Becton Dickinson and Company, Великобритания), 
обработанных гепарином натрия (17 ед./мл).

Активация клеток крови LPS и LTA
Для исследования влияния LPS и LTA на син-
тез цитокинов и хемокинов кровь разводили сре-
дой RPMI 1640 в соотношении 1:10 и инкубирова-
ли с LPS E. coli 055:B5 (100 нг/мл), LPS Salmonella 
enterica серотип Typhimurium (100 нг/мл), LTA 
Streptococcus pyogenes  (1000 нг/мл) (Sigma-
Aldrich, США) или LPS Rhodobacter capsulatus PG 
(1000 нг/мл) в различных сочетаниях в течение 6 
и 24 ч при 37°C в 5% CO2. LPS Rhodobacter capsu-
latus PG был получен согласно методике, описан-
ной ранее [25]. Для определения антагонистического 
действия LPS Rhodobacter capsulatus PG в отноше-
нии LPS E. coli, S. enterica или LTA S. pyogenes 
в различных сочетаниях кровь в течение 30 мин 
предынкубировали с LPS Rhodobacter capsulatus 
PG, после чего добавляли LPS или LTA. Для опре-
деления роли рецептора CD14 в активации клеток 
кровь предварительно инкубировали с антителами 
(АТ) к CD14 (2 мкг/мл) (Purified Anti-human CD14 
Clone M5E2, BioLegend, США) в течение 30 мин 
при 4°C, а затем добавляли LPS или LTA. Образцы 
инкубировали в течение 6 и 24 ч при 37°C в 5% CO2. 
После инкубации клетки крови осаждали центри-
фугированием (300 g, 10 мин). Супернатанты отби-
рали и хранили при –20°C до определения содержа-
ния цитокинов и хемокинов.

Содержание цитокинов и хемокинов
Содержание цитокинов и хемокинов определяли 
с помощью наборов для ИФА TNF-α, IL-6, IL-1β, 
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IL-8 («Вектор-БЕСТ», Россия) согласно протоколу 
производителя. Оптическую плотность образцов 
определяли на ИФА-анализаторе STAT FAX 3200 
(Awareness Technology Inc., США) при длине волны 
450 нм.

Статистический анализ
Статистическую обработку и графическое пред-
ставление результатов проводили методами не-
параметрической статистики в Origin Pro 7.5 
и Microsoft Office Excel 2010 (плагин AtteStat). 
Результаты представлены в виде медианных зна-
чений с верхним и нижним квартилями (IQR). 
Статистическую значимость различий между ме-
дианными значениями определяли по критерию 
Манна–Уитни (p < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
LPS E. coli или LPS S. enterica стимулировали зна-
чительную, близкую по величине, наработку провос-
палительных цитокинов TNF-α (рис. 1), IL-6 (рис. 2) 
и IL-1β (рис. 3), а также хемокина воспаления IL-8 
(рис. 4), продукция которых значимо превышала 
контрольные значения. В ответ на активацию LTA 
также нарабатывались высокие уровни исследуе-
мых цитокинов и хемокинов. Уровень синтеза более 
позднего цитокина IL-1β и хемокина IL-8 в ответ 
на LTA S. pyogenes превышал уровни при актива-
ции посредством LPS E. coli или LPS S. enterica 
(рис. 3, 4). 

Нетоксичный LPS Rhodobacter capsulatus PG 
в концентрации, в 10 раз превышающей концентра-
цию эндотоксинов E. coli и S. enterica, и в равной 
концентрации с LTA S. pyogenes не стимулировал 
клетки к наработке TNF-α, IL-6 и IL-1β (рис. 1–3). 
Количество хемокина IL-8 в крови в ответ на LPS 
Rhodobacter capsulatus PG незначительно увели-
чивалось по сравнению с контролем, но было зна-
чительно ниже, чем при активации клеток кро-
ви эндотоксинами или LTA S. pyogenes (рис. 4). 
Исследование способности LPS Rhodobacter capsu-
latus PG защищать клетки крови от действия эн-
дотоксинов E. coli и S. enterica показало, что LPS 
Rhodobacter capsulatus PG подавлял синтез цитоки-
нов TNF-α, IL-6 и IL-1β в крови, причем блокиро-
вание ответа на LPS S. enterica было сильнее, чем 
на LPS E. coli (рис. 1–3).

По синтезу хемокина IL-8 защитного эффекта 
LPS Rhodobacter capsulatus PG от действия эндо-
токсинов не наблюдалось (рис. 4). IL-8 является 
важным медиатором ответа хозяина на воспаление 
и инфекцию [26]. Предполагается, что ответ клеток 
на воздействие бактериальных агентов и синтез 
IL-8 индуцируются раньше, чем синтез IL-6 [27].

При активации клеток LTA S. pyogenes предва-
рительная инкубация крови с LPS Rhodobacter cap-
sulatus PG приводила к значительному снижению 
синтеза провоспалительных цитокинов TNF-α, IL-6 
и IL-1β и хемокина IL-8 (рис. 1–4). Из полученных 
данных следует, что LPS Rhodobacter capsulatus PG 
проявляет антагонистическую активность не только 
в отношении эндотоксинов, но и в отношении LTA 
S. pyogenes.

В контрольных образцах АТ к CD14 не влия-
ли на активацию синтеза TNF-α в клетках крови 
(рис. 5). Предварительная инкубация крови с АТ 
к CD14 при последующей активации клеток LPS 
E. coli, LPS S. enterica или LTA S. pyogenes более 
заметно снижала синтез TNF-α, индуцированный 
LTA, чем эндотоксинами.

ОБСУЖДЕНИЕ
Толл-подобные рецепторы (TLR) активируют клет-
ки врожденной иммунной системы, распознавая 
различные микроорганизмы через ассоциирован-
ные с патогеном молекулярные паттерны (РАМР), 
в частности LPS грамотрицательных бактерий 
и LTA грамположительных бактерий. Рецепторы 
TLR4 узнают LPS – центральные индукторы вос-
палительных ответов, вызываемых грамотрицатель-
ными бактериями, а TLR2 узнают LTA – индукторы 
воспалительных ответов, вызываемых грамполо-
жительными бактериями [3]. Оба рецептора спо-
собны к передаче сигналов, формируя гомодимер 
(TLR4)2 или гетеродимер TLR2/TLR6 соответствен-
но. Вариации в количестве ацильных цепей в ли-
пиде А эндотоксина могут ослабить сигнализацию 
через TLR4 и изменить иммунный ответ хозяина 
на патоген [28]. TLR4/MD-2 распознает гексаацили-
рованный липид А E. сoli как агонист. Структурные 
изменения в липиде А других грамотрицательных 
бактерий снижают их активность в рецепторном 
комплексе по сравнению с гексаацилированным 
липидом А. Исследуя способность Е5531 – пента-
ацилированного синтетического аналога липида 
А Rhodobacter capsulatus, ингибировать связывание 
LPS E. coli с моноцитами человека, рассчитали аф-
финность Е5531 к клеткам, которая оказалась в 24 
раза ниже, чем у LPS E. coli [23]. Для блокирова-
ния эффектов LPS E. coli или S. enterica мы ис-
пользовали LPS Rhodobacter capsulatus PG в кон-
центрациях, в 10 раз превышающих концентрации 
эндотоксинов. LPS Rhodobacter capsulatus PG силь-
нее блокировал синтез провоспалительных цитоки-
нов TNF-α, IL-6, IL-1β в клетках, активированных 
LPS S. enterica, чем LPS E. coli. Значительно более 
выраженной была антагонистическая активность 
LPS Rhodobacter capsulatus PG в отношении LTA 
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Рис. 1. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG 
на секрецию TNF-α при активации клеток крови LPS 
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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Рис. 2. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG 
на секрецию IL-6 при активации клеток крови LPS 
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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Рис. 3. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG  
на секрецию IL-1β при активации клеток крови LPS  
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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Рис. 4. Влияние LPS Rhodobacter capsulatus PG  
на секрецию IL-8 при активации клеток крови LPS  
E. coli, LPS Salmonella enterica или LTA Streptococcus 
pyogenes, n = 7. *р < 0.05

S. pyogenes при использовании равных весовых кон-
центраций LPS Rhodobacter capsulatus PG и LTA S. 
pyogenes. Способность LPS Rhodobacter capsulatus 
PG защищать клетки от активации агонистами син-
теза цитокинов снижалась в ряду LTA S. pyogenes > 
LPS S. enterica > LPS E. coli (рис. 1–3). В переда-
че сигнала как от LPS, так и от LTA критическую 
роль играет рецептор CD14, который участву-
ет не только в узнавании лигандов рецепторами 

TLR4 и TLR2, но и в активации синтеза цитокинов 
клетками [6, 29]. Экспрессируемые на поверхности 
клетки рецепторы CD14 с высокой аффинностью 
связываются с молекулярными лигандами, ассоци-
ированными с различными патогенами. Далее CD14 
передает LPS сигнальному комплексу TLR4/MD-2 
[30], а LTA – комплексу TLR2/TLR6 [4]. CD14 
и CD36 действуют как корецепторы TLR2 в отве-
те моноцитов на LTA. Блокирование этих рецеп-
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торов антителами ингибирует индуцированное LTA 
высвобождение моноцитами TNF-α, что указыва-
ет на участие этих рецепторов в связывании LTA 
с плазматической мембраной и активации NF-κB 
[31]. На моноцитах человека показано, что LTA 
Streptococcus sanguis конкурирует с LPS Salmonella 
abortusequi за связывание с CD14, а связывание 
LPS с CD14 полностью ингибируется, если концен-
трация LTA в 100 раз превышает концентрацию 
LPS [32]. 

Для проверки этого предположения и понимания 
механизма подавления активации клеток посред-
ством LPS Rhodobacter capsulatus PG мы блоки-
ровали рецепторы CD14 клеток крови с помощью 
mАТ до активации агонистами LPS или LTA. 
Наблюдаемый нами невысокий (по сравнению с дан-
ными [23]) процент снижения активации при бло-
кировании рецепторов CD14 связан, очевидно, со 
специфичностью используемых нами антител (Clone 
M5E2). Предварительная инкубация крови с АТ 
CD14 перед активацией клеток LPS E. coli, LPS 

S. enterica или LTA S. pyogenes более выраженно 
снижала синтез TNF-α, индуцированный LTA, чем 
эндотоксинами. Полученные нами результаты пока-
зали, что CD14 участвует в активации и передаче 
сигнала к синтезу цитокинов от LPS и LTA, причем 
это участие снижается в ряду LTA S. pyogenes > 
LPS S. enterica > LPS E. coli (рис. 5), аналогично 
снижению эффективности защиты LPS Rhodobacter 
capsulatus PG от активации клеток используемыми 
агонистами (рис. 1–3).

Можно предположить два возможных механизма 
блокирования активации клеток посредством LPS 
Rhodobacter capsulatus PG, связанных с различной 
аффинностью исследованных лигандов к рецепто-
рам CD14: блокирование на уровне взаимодействия 
с рецептором CD14 или на уровне активации рецеп-
торного комплекса TLR4/MD-2 или TLR2/TLR6.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты нашей работы показывают, что неток-
сичный LPS Rhodobacter capsulatus PG блокирует 
синтез провоспалительных цитокинов при актива-
ции клеток крови LTA S. pyogenes, путем его свя-
зывания с рецептором CD14, что приводит к по-
давлению передачи сигнала к TLR2/TLR6. LPS 
Rhodobacter capsulatus PG можно рассматривать 
прототипом для создания препаратов, защищающих 
клетки крови от действия LTA грамположительных 
бактерий. 
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Рис. 5. Влияние АТ СD14 на секрецию TNF-α при акти-
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или LTA Streptococcus pyogenes, n = 7. *р < 0.05
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