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Аннотация
Микробиологические исследования вечной мерзлоты показали наличие в породах 
данной экосистемы жизнеспособных микроорганизмов. Выживаемость бактерий в 
экстремально холодных условиях послужила основанием для изучения их продуктов 
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жизнедеятельности (вторичных метаболитов). Известно, что количество бактериаль-
ных клеток и температура их культивирования значимо влияют на их биологическую 
активность. Например, экспериментальное изучение Bacillus sp. штамма М3, выде-
ленного из многолетнемерзлых пород, показало, что изменение температурных ус-
ловий культивирования влияло на ферментативные, иммунотропные и репаративные 
свойства бактерий in vitro и in vivo. В связи с этим, изучение влияния метаболитов 
микроорганизмов многолетнемерзлых пород на уровень секреции цитокинов как по-
казателей иммунологической реактивности представляется актуальным в перспективе 
создания новых иммунотропных препаратов. 
В статье анализируется влияние вторичных метаболитов бактерий Bacillus sp. 
(штамм М3) и Bacillus megaterium (штамм 8/75-1) из многолетнемерзлых пород на 
синтез мононуклеарами про- (ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-8, ИЛ-2, ИФН-γ) и противовоспа-
лительных (ИЛ-4, ИЛ-10) цитокинов методом ИФА. Метаболиты получали из взвеси 
микроорганизмов, взятых в аликвотах по 0,05 · 106 или 500 · 106 м. кл./мл и инкубиро-
ванных при температурах −5 °C и 37 °C. Выявленные эффекты действия метаболитов 
находились в определенной зависимости от температуры инкубации микроорганиз-
мов, их количества и видовой принадлежности. Метаболитами от 0,05 ∙ 106 м. кл. 
Bacillus sp. штамма М3 было оказано стимулирующее влияние на синтез цитокинов, 
характеризующих реакции неспецифической (ИЛ-1β и ИЛ-8), клеточной (ИФН-γ) и 
гуморальной (ИЛ-4) иммунорезистентности, а действие метаболитов штамма 8/75-1 
активировало деятельность клеточного иммунитета (ИЛ-2, ИФН-γ). Из метаболитов 
бактерий от 500 ∙ 106 м. кл. более активными стимуляторами секреции цитокинов 
оказались «тепловые» метаболиты штамма 8/75-1, а у штамма М3 — «холодовые».
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Введение
Одной из уникальных экосистем, характеризующейся отрицательными темпе-
ратурами на протяжении геологического времени, является вечная мерзлота 
[10]. Микробиологические исследования подтвердили наличие в многолетне-
мерзлых толщах жизнеспособных микроорганизов разных родов и видов [1, 6, 
10, 11]. Распространение их в экстремальных эконишах вечной мерзлоты мож-
но объяснить уникальностью свойств данных бактерий и архей, использовани-
ем ими различных стратегий выживания, наличием полифункциональных систем 
адаптации и коммуникации [10]. Производство микроорганизмами вторичных 
метаболитов является одним из проявлений работы данных приспособительных 
систем. Состав бактериальных вторичных метаболитов представлен разнообраз-
ными компонентами и сигнальными молекулами, активность которых зависит от 
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природы микроорганизма, количества бактериальных клеток и температурных 
условий их культивирования [8, 12, 13]. Не до конца известна их роль для самих 
микроорганизмов, однако они находят широкое применение в различных сферах 
человеческой деятельности. В частности, представляет интерес использование 
метаболитов в качестве основы для лечебных препаратов [9].

Несомненную значимость представляют микроорганизмы многолетнемерз-
лых пород как потенциальные продуценты уникальных биологически активных 
соединений. Так, в ранних исследованиях [3-5, 7] было показано, что при раз-
личных температурных условиях культивирования Bacillus sp. штамма М3, 
выделенного из проб многолетней мерзлоты позднего неогена (возраст пород 
2,5-3 млн лет), значимо изменялись его биологические свойства in vitro и in vivo, 
в частности — ферментативная, иммунотропная и репаративная активности. 
Представляется актуальным изучение влияния метаболитов микроорганизмов 
из криолитозоны «вечной мерзлоты» на функциональную активность иммунных 
клеток человека in vitro в перспективе создания на их основе иммунотропных 
препаратов. Известно, что цитокины как медиаторы межклеточного «общения» 
обеспечивают регуляцию иммунных реакций и согласованное взаимодействие 
иммунокомпетентных клеток системы [2]. 

В связи с этим целью данного исследования является оценка влияния вто-
ричных метаболитов бактериальных штаммов, выделенных из зоны многолет-
немерзлых пород различного геологического возраста, на спектр и уровень 
секреции цитокинов мононуклеарами периферической крови человека in vitro 
в зависимости от температуры инкубации и дозы бактериальных клеток.

Материал и методы исследования
В работе использованы микроорганизмы из проб многолетнемерзлых пород 
(ММП) позднего неогена (геологический возраст пород 2,5-3 млн лет, опорный 
разрез Мамонтовой горы в Центральной Якутии) — Bacillus sp. (штамм M3), а 
также плейстоцен-голоценового периода (геологический возраст пород 35-40 тыс. 
лет, район Тарко-Сале Западной Сибири) — Bacillus megaterium (штамм 8/75-1) 
[1]. Микроорганизмы Bacillus cereus (штамм JP5832), полученные из современ-
ного лекарственного препарата «Бактисубтил» (Франция), использованы в качестве 
контроля сравнения. 

Для получения вторичных метаболитов (МБ) взвесь микроорганизмов (МО) 
готовили в аликвотах по 0,05 · 106 или 500 · 106 м. кл./мл физиологического раство-
ра и инкубировали при температурах −5 °С («холодовые» метаболиты — ХМБ) и 
37 °С («тепловые» метаболиты — ТМБ) 72 часа с 2-кратной выдержкой по 30 мин 
при t = 22 °С. Метаболиты получали методом фильтрации, пропуская взвесь бак-
терий через миллипоровые фильтры диаметром пор 0,22 мкм (Millipore, USA). 
Контрольный посев на питательной среде подтвердил чистоту метаболитов.

Исследование проведено на мононуклеарных клетках (МНК) периферической 
крови (ПК) трех независимых доноров — мужчин возрастом 24-26 лет. По стан-
дартной методике на градиенте плотности фиколл-пак (ρ = 1,077) выделяли МНК 
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и ставили следующие опытные варианты реакции бласттрансформации лимфо-
цитов: спонтанная (контрольная группа); митоген-индуцированная — добавление 
20 мкл поликлонального митогена для Т-клеток фитогемаглютинина (20 пг/мл, 
Serva) (группа ФГА); антиген-индуцированная — добавление 20 мкл ХМБ или 
ТМБ штаммов М3 Bacillus sp. (группы ХМБ М3 и ТМБ М3), 8/75-1 Bacillus 
megaterium (группы ХМБ 8/75-1 и ТМБ 8/75-1) или JP5832 Bacillus cereus (груп-
пы ХМБ JP5832 и ТМБ JP5832). Постановка реакции шла в триплетах 24 часа. 
Методом иммуноферментного анализа в супернатантах клеточных культур 
определяли содержание следующего спектра цитокинов: ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-8, 
ИЛ-2, ИФН-γ, ИЛ-4 и ИЛ-10 — с помощью тест-системы «ВекторБЕСТ» (Россия) 
на спектрофотометре Lucy-2 (Anthos, Австрия) согласно рекомендациям произ-
водителя. Статистическую оценку полученных данных проводили в программе 
SPSS 11,5 for Windows.

Результаты исследования и их обсуждение
Полученные в результате исследования данные (таблица 1) показывают, что отно-
сительно спонтанного синтеза цитокинов МБ лекарственного штамма JP5832, не-
зависимо от температуры инкубации, оказали в той или иной степени стимулиру-
ющее влияние практически на весь спектр исследуемых показателей, за исключе-
нием ИФН-γ, концентрация которого достоверно не изменилась. Также ТМБ 
лекарственного штамма не изменили концентрацию ИЛ-2 в периферической крови.

Общим действием всех МБ штамма 8/75-1 стало снижение концентрации хе-
моаттрактанта ИЛ-8 (р < 0,01) и активная стимуляция секреции следующего ряда 
провоспалительных цитокинов: ФНО-α (р < 0,01), ИЛ-1β (р < 0,01), ИЛ-2 (р < 0,01), 
ИФН-γ (для группы ХМБ р < 0,05; ТМБ р < 0,01) относительно контроля. Секреция 
МНК противовоспалительного цитокина ИЛ-4 увеличилась под воздействием ХМБ 
бактерий штамма 8/75-1 (р < 0,01), а ТМБ данного штамма не оказали достовер-
ного влияния на синтез ИЛ-4. Уровень секреции другого противовоспалительного 
цитокина ИЛ-10, наоборот, в группе ХМБ 8/75-1 значимо не отличался от контро-
ля, а в группе ТМБ 8/75-1 оказался выше контрольного значения (р < 0,05).

ХМБ и ТМБ штамма М3 Bacillus sp. из ММП проявили активное стимули-
рующее влияние на секрецию МНК всего спектра про- и противовоспалитель-
ных цитокинов (p < 0,01).

Независимо от температуры инкубации, МБ лекарственного штамма JP5832 
сильнее стимулировали секрецию ИЛ-1β (p < 0,01) и ИЛ-8 (p < 0,01) и оказали 
меньшей силы воздействие на синтез ИФН-γ и ФНО-α (p < 0,01 во всех случаях) 
по сравнению с влиянием ФГА. Синтез ИЛ-4 под воздействием ХМБ и ТМБ 
современного МО значимо не отличался от аналогичного показателя в группе 
ФГА. Под влиянием ТМБ штамма JP5832 достоверно не отличилась активность 
синтеза ИЛ-10, а ХМБ на данный интерлейкин оказали явно более стимулирующее 
действие (p < 0,01) по сравнению с ФГА. Параллельно было отмечено, что под 
влиянием ХМБ штамма JP5832 уровень секреции ИЛ-2 был значимо выше 
(p < 0,05), а под влиянием ТМБ, наоборот, ниже (p < 0,01), чем в группе с ФГА.

Колыванова С. С., Калёнова Л. Ф.
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Полученные данные свидетельствуют, что по сравнению с митогенным воз-
действием МБ штамма 8/75-1 из пород плейстоцен-голоценового периода по 
большей части оказались менее активными стимуляторами цитокин-секрети-
рующей функции иммунокомпетентных клеток, чем ФГА. Независимо от тем-
пературы инкубации бактерий, более стимулирующее влияние МБ данного 
штамма оказали на секрецию ИЛ-1β (для ХМБ p < 0,01; для ТМБ p < 0,05) и 
ИЛ-2 (p < 0,01 во всех случаях). Под влиянием ХМБ штамма 8/75-1 концентра-
ция противовоспалительного ИЛ-4 (p < 0,01 в обоих случаях) оказалась выше, 
а уровень ИЛ-10, напротив, ниже, чем в митоген-индуцированной группе. Ци-
токин-стимулирующая активность всех исследуемых метаболитов плейстоцен-
голоценового штамма в отношении секреции ФНО-α (p < 0,01), ИЛ-8 (p < 0,01) 
и ИФН-γ (p < 0,05) оказалась меньше, чем у ФГА.

Результаты показали, что как ХМБ, так и ТМБ Bacillus sp. штамма М3 ока-
зали сходное или более выраженное влияние на продукцию большинства цито-
кинов МНК ПК человека, чем митоген для Т-лимфоцитов. Исключением стал 
провоспалительный ФНО-α, концентрация которого под влиянием ТМБ штам-
ма М3 была достоверно ниже (p < 0,01), чем в группе с митогеном. 

В результате анализа полученных данных выявлено, что в большинстве 
случаев метаболиты исследуемых штаммов МО не оказали чрезмерной по 
сравнению с ФГА активации на синтез ФНО-α, что может свидетельствовать об 
их умеренной способности системного воздействия на организм. 

В данном эксперименте нами было отмечено, что, независимо от темпера-
турных условий получения, метаболиты Bacillus sp. штамма М3 из пород позд-
него неогена индуцировали МНК человека in vitro на синтез цитокинов, ответ-
ственных за стимуляцию факторов неспецифической иммунорезистентности 
(ИЛ-1β и ИЛ 8), развитие реакций клеточного (ИФН-γ) и гуморального (ИЛ-4) 
иммунитета. Анализируя полученные данные, предположили, что действие 
метаболитов штамма 8/75-1 было направлено преимущественно на активацию 
клеточного иммунитета, что подтверждается повышением продукции МНК 
ИЛ-2 и ИФН-γ. Под влиянием метаболитов лекарственного штамма JP5832 в 
большей степени активировался синтез цитокинов, направленных на включение 
неспецифического звена иммунной системы (ИЛ-1β и ИЛ-8), ингибирование 
(ИЛ-10) реакций клеточного иммунитета и излишнего синтеза провоспалитель-
ных цитокинов.

Полученные в результате эксперимента данные, представленные в таблице 2, 
по влиянию бактериальных метаболитов, выделенных из 500  ∙ 106 м. кл., на 
цитокинсекретирующую функцию мононуклеарных клеток in vitro показали, 
что под воздействием ХМБ современного штамма JP5832 концентрация ИФН-γ 
остается на уровне контроля и достоверно снижается под влиянием ТМБ 
(p < 0,05). Параллельно с этим метаболиты штамма JP5832, вне зависимости от 
температурных условий инкубирования, повышают секрецию ФНО-α (p < 0,01), 
ИЛ-1β (p < 0,01) и ИЛ-2 (p < 0,01).

Колыванова С. С., Калёнова Л. Ф.
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Под влиянием ТМБ штамма JP5832 уровни противовоспалительных цитокинов 
ИЛ-4 и ИЛ-10 достоверно не отличались от контроля. ХМБ МО из лекарственного 
препарата стимулировали секрецию ИЛ-10 (p < 0,01) и не оказали достоверного 
влияния на секрецию ИЛ-4. Разнонаправленной оказалась секреция МНК цитоки-
на ИЛ-8, концентрация которого под влиянием ТМБ штамма JP5832 достоверно 
снизилась (p < 0,01), а под влиянием ХМБ, наоборот, повысилась (p < 0,01). 

МБ штамма 8/75-1, как «холодовые», так и «тепловые», повысили секрецию 
большинства исследуемых цитокинов. Однако концентрации ИЛ-4 и ИЛ-10 под 
влиянием ХМБ достоверно не отличались от контроля. 

Относительно спонтанной продукции цитокинов МНК контрольной группы 
ХМБ и ТМБ штамма М3 оказали в разной степени выраженности стимулиру-
ющее действие практически на весь исследуемый спектр цитокинов, за исклю-
чением ИЛ-8, концентрация которого под влиянием ТМБ сохранилась на уров-
не контроля.

В сравнении с группой ФГА метаболиты из дозы 500 · 106 м. кл. лекарствен-
ного штамма оказали менее активное воздействие на цитокинпродуцирующие 
клетки. Независимо от температурных условий получения метаболитов, секре-
ция ФНО-α, ИЛ-8, ИФН-γ и ИЛ-4 во всех случаях была достоверно ниже, чем 
в митоген-индуцированном варианте. Однако под влиянием МБ штамма JP5832 
отметили более повышенные концентрации ИЛ-1β (p < 0,01) и ИЛ-2 (p < 0,05). 
Концентрация противовоспалительного цитокина ИЛ-10 под воздействием ХМБ 
была значимо выше (p < 0,01), а под влиянием ТМБ, наоборот, ниже (p < 0,05), 
чем в варианте с ФГА. 

ХМБ штамма 8/75-1 по сравнению с митоген-стимулированной секрецией 
по большей части оказали равное или менее выраженное действие на выработ-
ку цитокинов. Исключением стал параметр ИЛ-1β, концентрация которого 
оказалась значимо выше (p < 0,01), чем в опыте с ФГА. ТМБ штамма 8/75-1 
оказали меньшей силы воздействие на уровень секреции ФНО-α (p < 0,01) и 
ИЛ-10 (p < 0,05) на фоне более высоких уровней ИЛ-1β (p < 0,01), ИЛ-8 (p < 0,05), 
ИЛ-2 (p < 0,01) и ИЛ-4 (p < 0,05) относительно группы с митогеном. В свою 
очередь, активность синтеза ИФН-γ достоверно не отличалась в группах между 
ТМБ 8/75-1 и ФГА.

ХМБ штамма М3 проявили более активное действие на секрецию четырех 
цитокинов: двух провоспалительных — ИЛ-1β и ИЛ-2 (p < 0,01 в обоих случаях) 
и двух противовоспалительных — ИЛ-4 (p < 0,01) и ИЛ-10 (p < 0,05) по сравнению 
с митоген-индуцированной группой. При этом секреции ИЛ-8 (p < 0,01) и ИФН-γ 
(p < 0,05) были значимо ниже, чем в группе ФГА. ТМБ штамма М3 сравнительно 
с митоген-индуцированным воздействием сильнее стимулировали МНК на се-
крецию ИЛ-1β (p < 0,01), обоих противовоспалительных цитокинов (для ИЛ-4 
p < 0,05; для ИЛ-10 p < 0,01). При этом они слабее активировали на синтез ФНО-α 
и ИЛ-8 (в обоих случаях p < 0,01). Концентрации ИЛ-2 и ИФН-γ достоверно не 
отличались в группах между ТМБ М3 и ФГА. 

Колыванова С. С., Калёнова Л. Ф.
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При изучении температурного воздействия на иммуномодулирующие 
свойства метаболитов микроорганизмов из многолетнемерзлых пород выяв-
лено, что ТМБ штамма 8/75-1 по сравнению с ХМБ являются более активны-
ми стимуляторами большей части исследуемого спектра цитокинов. Исклю-
чение составил только ИЛ-1β, концентрация которого в основном была выше 
под влиянием ХМБ плейстоцен-голоценового штамма (p < 0,05). В экспери-
менте с метаболитами штамма М3 наблюдали следующие эффекты: действие 
метаболитов бактерий, выдержанных при температуре 37 °С, в большей сте-
пени, чем ХМБ, повышают секрецию ИФН-γ и ИЛ-10 (p < 0,01 в обоих слу-
чаях). Концентрация ИЛ-1β достоверно не отличалась между группами ХМБ 
и ТМБ штамма М3. На секрецию остальных цитокинов — ФНО-α, ИЛ-8, ИЛ-2 
и ИЛ-4 — ХМБ Bacillus sp. штамма М3 было оказано более стимулирующее 
влияние по сравнению с группой ТМБ М3. 

Анализируя полученные данные, нами было выявлено различие эффектов 
у метаболитов от 500  ∙ 106 м. кл. с метаболитами от дозы 0,05  ∙ 106 м. кл. 
Метаболиты современного штамма от дозы 500 ∙ 106 м. кл. оказали блоки-
рующий эффект на синтез цитокинов, характеризующих активацию клеточ-
ного (ИФН-γ) и гуморального (ИЛ-4) иммунитета, но при этом способство-
вали модулированию неспецифической резистентности (ИЛ-8) организма и 
противовоспалительной активности (ИЛ-10) в зависимости от температурных 
условий их получения. Так, «холодовые» метаболиты МО из лекарственно-
го препарата являются стимуляторами данных звеньев иммунитета, а «тепло-
вые» — их ингибиторами. Действие метаболитов плейстоцен-голоценового 
штамма на активность факторов противовоспалительного характера оказа-
лось строго зависимым от температуры инкубации бактерий. Действие ме-
таболитов штамма 8/75-1, полученного при −5 °С, в большей степени на-
правлено на развитие каскада воспалительных реакций. «Тепловые» мета-
болиты штамма 8/75-1 значимо повышают пролиферативную активность 
клеток (ИЛ-2) и способны стимулировать развитие реакций противоспали-
тельного характера (ИЛ-10), неспецифического (ИЛ-1β) и гуморального 
(ИЛ-4) иммунитета. Метаболиты бактерий штамма М3 из мерзлоты поздне-
го неогена, независимо от температурных условий инкубации МО, индуци-
ровали МНК человека in vitro на синтез цитокинов, активирующих различные 
звенья иммунорезистентности. При этом ХМБ штамма М3 проявили себя 
более активными стимуляторами.

Заключение
В результате эксперимента было выявлено, что метаболиты бактерий способ-
ствовали в большинстве случаев увеличению синтеза исследуемых про- и 
противовоспалительных цитокинов, таких как ФНО-α, ИЛ-1β, ИЛ-8, ИЛ-2, 
ИФН-γ, ИЛ-4 и ИЛ-10. Выявленные эффекты действия продуктов жизнедея-
тельности микроорганизмов находились в определенной зависимости от 
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температурных условий инкубации МО, количества и видовой принадлеж-
ности бактерий. Данные предыдущих исследований [3-5, 7] и полученные 
результаты настоящего эксперимента являются основанием для постановки 
ряда вопросов о механизмах действия метаболитов микроорганизмов на им-
мунокомпетентные клетки человека, а в перспективе позволяют рассматривать 
вторичные метаболиты бактерий Bаcillus sp. штамма М3 в качестве основы 
для разработки препаратов с иммуномодулирующим эффектом.
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Abstract
Microbiological research has shown viable microorganisms in the permafrost. The survival 
of bacteria in extremely cold conditions was the basis for the study of their byproduct 
(secondary metabolites). It is known that the bacterial cells’ number and their cultivation 
their cultivation temperature significantly affect their biological activity. For example, an 
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experimental study of M3 strain of the Bacillus sp., isolated from permafrost, showed that 
the changes in cultivation temperature affected the enzymatic, immunotropic, and reparative 
properties of bacteria in vitro and in vivo. In this regard, the study of the effect of metabolites 
of microorganisms at the level of cytokine secretion, as indicators of immunological reactivity, 
seems relevant to create new immunotropic drugs in the future.
The effect of secondary metabolites of the bacteria Bacillus sp. (strain M3) and Bacillus 
megaterium (strain 8/75-1), isolated from permafrost of different geological ages, on the 
synthesis inflammatory (TNF-α, IL-1β, IL-8, IL-2, IFN-γ ) and anti-inflammatory (IL-4, 
IL-10) cytokines by mononuclear cells of human peripheral blood by ELISA was analyzed 
in the article. Microorganisms Bacillus cereus (strain JP5832), isolated from the modern drug 
Bactisubtil, were used as control for comparison. Metabolites were obtained from a suspension 
of microorganisms taken in aliquots of 0.05 · 106 or 500 · 106 m. cl./ml, which incubated at 
temperatures of −5 °C and 37 °C. The revealed effects of the action of secondary metabolites 
were in a certain dependence on the temperature conditions of incubation of microorganisms, 
their number, and species. Metabolites of strain M3, used at a dose of 0.05 · 106 m. cl., induced 
the synthesis of cytokines of nonspecific immunity (IL-1β and IL-8), the development of 
cell-mediated (IFN-γ) and antibody-mediated (IL-4) immune reaction, and the action of me-
tabolites strain 8/75-1 to a greater extent was aimed at increasing the secretion of IL-2, IFN-γ 
by mononuclear cells. The “warm” metabolites of strain 8/75-1 and the “cold” metabolites of 
strain M3, taken in a dose of 500 · 106 m. cl., have shown themselves to be active stimulants 
of secretion of practically the entire investigated spectrum of cytokine.
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Cytokines, mononuclear cells, peripheral blood, secondary metabolites of bacteria, permafrost.
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