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Интерлейкин-8 (IL-8, CXCL8) является одним из основных хе-
мокинов, стимулирующим миграцию нейтрофилов, моноцитов 
и  лимфоцитов в  очаг воспаления. Цель работы  — оценить пря-
мое влияние IL-8  на  функциональные свойства активированных 
липополисахаридом (ЛПС) моноцитов (макрофагов) (Мц  (Мф))
человека. CD14+ Мц  (Мф)  выделяли из  мононуклеарных клеток 
крови (МНК) человека методом позитивной магнитной сепарации. 
Поверхностные маркеры (CD16, CD119, CD124, CD197) в культу-
ре Мц (Мф) определяли с помощью проточной цитометрии, концен-
трации IL-10, IL-6, IL-1β и фактор некроза опухоли-α (tumor necrosis 
factor-α, TNF-α) в клеточных супернатантах методом твердофазно-
го иммуноферментного анализа. Показано, что IL-8 заметно сни-
жал количество CD16+ (FcγRIII) клеток среди ЛПС-активированных 
Мц (Мф). В то же время IL-8 значимо повышал количество клеток, 
экспрессирующих CD119 (рецептор к IFN-γ) и CD197 (CCR7), сни-
жая при этом количество клеток, несущих CD124 (рецептор к IL-4). 
Кроме того, IL-8 усиливал секрецию IL-6 и IL-1β активированными 
макрофагальными клетками, не оказывая при этом существенно-
го влияния на продукцию TNF-α и IL-10. Полученные данные указы-
вают на способность IL-8 непосредственно стимулировать провос-
палительную активность макрофагальных клеток.

Ключевые слова: моноцит (макрофаг), интерлейкин-8, 
воспаление.

Interleukin-8 (IL-8, CXCL8) is one of the main chemokines that 
stimulates the migration of  neutrophils, monocytes and lympho-
cytes into the inflammatory focus. The aim of this study was to in-
vestigate the direct influence of IL-8 on the functionality of human 
monocytes/macrophages (Mc (Mph)) upon their activation by lipo-
polysaccharide (LPS). CD14+ cells were isolated from blood mono-
nuclear cells (MNCs) by  positive magnetic separation. Surface 
markers (CD16, CD119, CD124, CD197) in  Mc  (Mph) cultures 
were determined by flow cytometry, while IL-10, IL-6, IL-1β and tu-
mor necrosis factor-α (TNF-α) concentrations in cell supernatants 
by solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay. IL-8 was found 
to be capable of significantly reducing the number of CD16+ (FcγRIII) 
cells among activated Mc  (Mph). At  the same time, IL-8  detect-
ably increased the number of  cells expressing CD119 (receptor 
to  interferon-γ) and CD197 (CCR7), reducing the number of cells 
carrying CD124 (receptor to IL-4). In addition, IL-8 was able to en-
hance the secretion of IL-6 and IL-1β by activated Mph cells, with-
out significantly affecting the production of  TNF-α  and IL-10. The 
data obtained indicate the ability of  IL-8  to  directly favor the pro-
inflammatory activity of Mph cells.

Keywords: monocyte (macrophage), interleukin-8, inflammation.

Введение
Интерлейкин-8 (IL-8, CXCL8) является одним из основ-

ных хемокинов, стимулирующим миграцию нейтрофилов, 
моноцитов и  лимфоцитов в  очаг воспаления. IL-8  отно-
сится к группе CXC хемокинов, состоит из 72 аминокис-
лот, имеет молекулярную массу 8,8 кДа [1, 2]. Моноциты 
(макрофаги) (Мц (Мф)), фибробласты, лимфоциты, клетки 
эндотелия и  гладкой мускулатуры вырабатывают IL-8  [3, 
4]. Рецепторы IL-8  CXCR1 и  CXCR2  экспрессируются 
на лейкоцитах [5, 6]. CXCR1 и CXCR2 являются G-белок-
связанными рецепторами, которые участвуют во внутри-
клеточной сигнальной трансдукции, в результате чего про-
исходит активация фосфолипазы С, которая способствует 
образованию инозитол-1,4,5-трифосфатной системы 
вторичных мессенджеров с  последующим увеличением 
внутриклеточной концентрации ионов кальция [5, 7].

IL-8 стимулирует миграцию нейтрофилов и усиливает 
их функциональную активность посредством как CXCR1, 
так и CXCR2 [8]. Рецепторы к IL-8 также высоко экспрес-
сируются на Мф [6, 9]. Важно заметить, что Мф являют-
ся основными продуцентами IL-8  в  иммунной системе. 
Отсюда, очевидно, что IL-8 должен принимать непосред-
ственное участие в аутокринной регуляции функциональ-
ной активности этих клеток. Тем не  менее, значимость 
этой регуляции пока точно не определена. Цель настоящей 

работы — оценить прямое влияние IL-8 на функциональ-
ные свойства Мц  (Мф)  (CD14+), находящихся под акти-
вирующем воздействием бактериального липополиса-
харада (ЛПС). Для анализа функциональной клеточной 
активности среди Мц  (Мф) определяли количество кле-
ток, экспрессирующих на  своей поверхности маркеры 
CD16, CD119, CD124, и  CD197, а  также оценивали 
продукцию клетками фактора некроза опухоли-α  (tumor 
necrosis factor-α, TNF-α), IL-1β, IL-6, IL-10. Выявление 
экспрессии молекулы CD16  позволяет фенотипически 
разделить Мц (Мф) на классические (CD14+CD16–) и не-
классические (CD14+CD16+)  [10]. Экспрессия CD119, 
СD197 и продукция TNF-α, IL-1β, IL-6 характеризует про-
воспалительную активность Мф, тогда как экспрессия 
CD124  и  продукция IL-10  ассоциируются с  их  противо-
воспалительной активностью  [11, 12]. Таким образом, 
выбранная нами экспериментальная модель позволяет 
выявить основную направленность функциональных из-
менений Мц (Мф), происходящих под воздействием IL-8.

Материал и методы
Материалом для исследования служила венозная ге-

паринизированная кровь, взятая стандартным методом 
из локтевой вены 14 условно здоровых доноров (мужчин 
и  женщин в  возрасте от  21  до  40  лет). Перед забором 
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крови все доноры подписывали информированное со-
гласие. Исследование было одобрено локальным этиче-
ским комитетом (протокол № 7 от 10 марта 2015 г.).

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли с  помощью 
градиентного центрифугирования на фиколле с плотностью 
1,077±0,001  g/ml  (Ficoll-Paque Premium, GE  Healthcare, 
США). CD14+-клетки (СD14  — общепринятый маркер 
Мц  (Мф)  [13]) получали из  МНК методом позитивной 
магнитной колоночной сепарации (MS  Columns, Miltenyi 
Biotec, Германия) с использованием суперпарамагнитных 
частиц, конъюгированных с антителами к молекуле CD14 
(MicroBeads, Miltenyi Biotec, Германия), согласно инструк-
ции фирмы-производителя. Чистоту и  жизнеспособность 
CD14+-клеток оценивали на  проточном цитофлуориметре 
(Accuri C6, BD  Biosciences, США) с  применением анти-
CD14  антител, конъюгированных с  PerCP (eBioscience, 
США), и раствора пропидиум иодида (PI).

CD14+-клетки культивировали 24  ч. в  бессыворо-
точной среде TexMACS (Miltenyi Biotec) в  24-луночных 
планшетах в  концентрации 1,0–1,5×106  кл/мл. В  ка-
честве активатора использовали бактериальный ЛПС 
из  Salmonella typhi (Пирогенал, МЕДГАМАЛ ФНИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи, Россия) в концентрации 1 мкг/мл для 
получения наиболее приближенной к природе модели ак-
тивации макрофагальных клеток  [14]. Рекомбинантный 
IL-8 (Miltenyi Biotec) добавляли в клеточные пробы в кон-
центрациях (0,01; 0,1; 1,0; 10,0  нг/мл) вместе с Л ПС 
в  начале культивирования. Контролем служили только 
клетки, активированные ЛПС в отсутствие IL-8.

Поверхностные маркеры в клеточных культурах опре-
деляли методом проточной цитометрии на  проточном 
цитофлуориметре (Accuri C6, BD  Biosciences, США) 
с  использованием коктейля моноклональных анти-
тел, конъюгированных с  флуоресцентными метками: 
CD14-PerCP (eBioscience, США), CD16-FITC, CD119-
PE, CD124-APC и CD197-PE/AF488 (BioLegend, США). 
Настройку цветовой компенсации проводили с  помо-
щью одноцветных контролей. Для выставления границ 
зоны позитива и  учета неспецифического связывания 
использовали неокрашенный контроль и FMO-контроль. 

Уровень неспецифического фонового сигнала учитыва-
ли с помощью изотип контролей (Iso IgG2a, κ — APC, PE, 
AF488 и Iso IgG1, κ — PE, BioLegend, США).

Концентрации IL-10, IL-6, IL-1β и  TNF-α  в  клеточных 
супернатантах определяли методом твердофазного им-
муноферментного анализа (ИФА) с использованием ком-
мерческих тест-систем (Вектор Бест, Россия) на автома-
тическом иммуноферментном анализаторе (ChemWell 
2910, Awareness Technology, inc., США).

Статистическую обработку данных проводили с  по-
мощью программы IBM SPSS Statistics 20 (Statistical 
Package for the Social Sciences, США). Было сделано 
по  два повтора при исследовании образцов на  цитоме-
тре и ИФА. Полученные результаты оценивали методами 
статистического описания и  проверки статистических 
гипотез. Анализировали выборку с  помощью гипотезы 
нормальности распределения (Колмогорова-Смирнова). 
В  качестве средневыборочной характеристики исполь-
зовали медиану (Мe), первый и третий квартили (Q1-Q3). 
Для оценки статистической значимости различий иссле-
дуемых выборок использовали непараметрический кри-
терий Вилкоксона при уровне значимости p<0,05.

Результаты
На  рис. 1  представлена стратегия гейтирования, 

которая позволяла идентифицировать CD14+CD16– 
и  CD14+CD16+, а  также CD14+CD119+, CD14+CD124+ 
и CD14+CD197+ клетки.

Количество CD14+-клеток, выделенных из  крови ме-
тодом позитивной магнитной сепарации, составляло 
98,8 % (97,8–99,3), их  исходная жизнеспособность  — 
95,4 % (94,0–99,5).

Первоначально мы  нашли, что IL-8  не  оказывает 
существенного влияния на  жизнеспособность клеток 
в культуре, и интактные (неактивированные) Мц (Мф) ма-
лочувствительны к действию IL-8 (данные не представле-
ны). Однако после активации клеток ЛПС они начинали 
реагировать на воздействие IL-8. IL-8 заметно снижал ко-
личество CD16+-клеток (низкоаффинный Fc-рецептор), 
среди активированных Мц (Мф) (табл. 1).

Таблица 1. Содержание CD16+, CD119+, CD124+, CD197+ клеток (%) среди активированных Мц (Мф)

Субпопуляция Активация
Активация+IL-8 нг/мл

0,01 0,1 1,0 10,0

CD14+/CD16+ 10,5
(4,8–15,3)

7,4*
(3,3–10,9)

6,0*
(2,7–11,4)

5,9
(3,0–9,1)

5,3
(4,2–11,2)

CD14+/CD119+ 80,2
(65,9–88,0)

90,1
(72,9–98,7)

90,7
(63,8–97,9)

90,7
(75,5–98,8)

91,3*
(66,1–98,5)

CD14+/CD124+ 45,5
(33,9–56,7)

44,7
(33,4–51,6)

44,1
(19,1–49,1)

43,2*
(31,2–49,4)

43,1*
(31,8–48,0)

CD14+/CD197+ 90,7
(63,7–94,4)

97,2*
(93,6–98,8)

94,6
(92,5–98,2)

97,1*
(93,8–98,9)

97,1*
(93,7–98,8)

Примечание: здесь и далее данные представлены в виде медианы, в скобках первый и третий квартили;
*p<0,05 — в сравнении с клетками, активированными ЛПС в отсутствие IL-8 (контроль)

Добавление максимальной концентрации IL-8 
(10,0  нг/мл) к Л ПС-активируемым макрофагаль-
ным клеткам вызывало заметное увеличение коли-
чества клеток, экспрессирующих молекулу CD119 
(табл. 1). CD119  является α-цепью рецептора к  IFN-γ. 
Связывание данного рецептора с  соответствующим 
цитокином приводит к  классической провоспалитель-
ной (М1) активации Мц (Мф) [15, 16].

Под действием двух концентраций IL-8 (1,0 
и  10,0  нг/мл) происходило умеренное, но  статисти-
чески достоверное уменьшение количества активиро-
ванных CD124+-клеток. Молекула CD124  относится 
к 1 типу рецепторов IL-4. Связывание этого рецептора 
с  соответствующим лигандом способствует М2  аль-
тернативной активации Мц (Мф), что ослабляет их вос-
палительную активность [15, 17].
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Кроме того, в макрофагальных культурах IL-8 в двух 
концентрациях (1,0 и 10,0 нг/мл) вызывал достовер-
ное увеличение содержания CD197+-клеток (табл. 1). 
CD197  или CCR7  является рецептором к  двум хемо-
киновым лигандам группы C-C, которые выделяются 
стромальными клетками Т-зон лимфатических узлов. 
Связывание этих хемокинов с  CCR7  на  Мц  (Мф)  вы-
зывает их  миграцию в  Т-зависимые зоны вторичных 

лимфоидных органов, где происходит презентация 
антигена Т-лимфоцитам [12, 18].

Значимое влияние IL-8  на  цитокиновую продукцию 
Мц  (Мф)  было выявлено только после их  активации 
ЛПС. Молекулы IL-1β и  IL-6 являются медиаторами вос-
палительного ответа, продуцируются активированными 
Мф, вовлечены в  процессы пролиферации, активации 
и  апоптоза лимфоцитов  [19]. Было установлено, что 
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И

Рис. 1. Алгоритм цитометрического анализа моноцитов (макрофагов) при определении их фенотипа:
А — распределение клеток по прямому (FSC) и боковому (SSC) светорассеянию до инкубации;
Б — содержание CD14+-клеток до инкубации;
В — жизнеспособность клеток, определяемая по окрашиванию PI: зона позитива — мертвые, зона негатива — живые;
Г — распределение клеток по прямому (FSC) и боковому (SSC) светорассеянию после инкубации 24 ч.;
Д — идентификация CD14+ и CD14–-клеток;
Е — содержание CD16+- и CD16–-клеток из CD14-позитивных моноцитов (макрофагов);
Ж — содержание CD119+-клеток среди популяции CD14+-моноцитов (макрофагов);
З — содержание CD124+-клеток среди популяции CD14+-моноцитов (макрофагов);
И — содержание CD197+-клеток среди популяции CD14+-моноцитов (макрофагов)



68 Оригинальные исследования

Гены & Клетки  Том XIII, № 1, 2018

IL-8 в максимальной концентрации (10,0 нг/мл) усилива-
ет продукцию IL-1β активированными Мц (Мф). В концен-
трациях 0,01 и 1,0 нг/мл IL-8 также вызывает повышение 
секреции IL-6. При этом IL-8 не оказывает существенного 
влияния на продукцию TNF-α и IL-10 (табл. 2).

Обсуждение
Согласно современным представлениям, Мц  (Мф) 

можно разделить на  3  субпопуляции: классические 
(CD14+CD16–), неклассические (CD14++CD16+) и  пере-
ходные (CD14+CD16++). В  некоторых случаях, субпопу-
ляции неклассических и переходных объединяют в одну 
субпопуляцию (CD14+CD16+) [10]. CD16 (FcγRIII) обеспе-
чивает вовлечение иммунокомпетентных клеток в  про-
цесс антителозависимой цитотоксичности. На  основе 
полученных нами данных, можно предполагать, что про-
воспалительный эффект IL-8, по-видимому, не  связан 
с усилением экспрессии на Мц (Мф) низкоаффинных ре-
цепторов к Fc фрагменту IgG.

В  сравнении с  дендритными клетками, Мф  являют-
ся менее дифференцированными клетками, и  должны 
быть подвержены влиянию цитокинового/хемокинового 
микроокружения в большей степени. При культивирова-
нии in  vitro в  разных условиях, Мф  могут дифференци-
роваться в  классически активированные М1  и  альтер-
нативно активированные М2  Мф, а  также дендритные 
клетки [10, 20]. М1 Мф генерируются под воздействием 
цитокинов, продуцируемых T-хелперами 1 типа и микроб-
ных продуктов. Эти Мф  продуцируют активные формы 
азота (NO) и  TNF-α. Они способны разрушать внутри-
клеточные патогены и  обладают противоопухолевой 
цитодеструктивной активностью  [21]. M2  макрофаги 
генерируются под воздействием цитокинов, продуциру-
емых T-хелперами 2  типа, и  глюкокортикоидами  [22]. 
Они вырабатывают IL-10, трансформирующий ростовой 
фактор-β  (transforming growth factor-β, TGF-β) и аргина-
зу (arginase-1, Arg1). Эти клетки эффективны в  борьбе 
с внеклеточными патогенами. Важная особенность аль-
тернативно активированных Мф  — их  способность сти-
мулировать неоангиогенез и поддерживать регенератив-
ные процессы в организме [21].

Согласно данным, представленным в  настоящей 
работе, IL-8, добавленный в  культуру в  максимальной 
концентрации (10,0  нг/мл) заметно увеличивал со-
держание среди ЛПС-активированных Мф  количество 
клеток, экспрессирующих рецептор к  IFN-γ, и  снижал 

содержание клеток, экспрессирующих рецептор к  IL-
4. Полученные результаты указывают на  способность 
IL-8  поддерживать классическую активацию Мф. 
Поскольку Мф  являются основными продуцентами 
IL-8  в  иммунной системе, мы  полагаем, что в  ближай-
шем микроокружении Мф  концентрация IL-8  может 
быть достаточно высокой и, следовательно, он  играет 
значимую роль в аутокринном поддержании провоспа-
лительной макрофагальной активности.

Ранее было показано, что классическая актива-
ция Мф  характеризуется повышенной экспрессией 
CCR7  [23]. Мы  обнаружили, что IL-8  способен увеличи-
вать среди Мф  содержание CD197+-клеток. Таким об-
разом, IL-8 может содействовать миграции вовлеченных 
в  иммуногенез макрофагальных клеток в  лимфоидные 
органы и, тем самым, способствовать генерализации 
и интенсификации адаптивных иммунных процессов.

В своей модели мы выявили лишь статистически не-
значимую тенденцию IL-8  повышать макрофагальную 
продукции TNF-α. Более значимый прирост был, одна-
ко, отмечен со  стороны секреции IL-1β и  IL-6, цитоки-
нов, которые наряду с  IL-8  вовлечены в  аутокринную 
регуляцию функциональной активности Мф. Следует 
учесть, что в  наших экспериментах эндогенная про-
дукция IL-8 Л ПС активированными макрофагальными 
клетками могла несколько смазывать эффекты экзо-
генного IL-8  как на  экспрессию мембранных молекул, 
так и на продукцию цитокинов.

Таким образом, миграционная и функциональная ак-
тивность активированных Мф может находиться под не-
прерывным регуляторным влиянием IL-8. Не только сами 
Мф, но и взаимодействующие с ними Т-клетки могут быть 
продуцентами IL-8  [24]. Стимуляция продукции IL-8  им-
мунокомпетентными клетками обычно ассоциируется 
с  повышением активности транскрипционного фактора 
NF-κB и в ряде случаев может быть следствием развития 
аутоиммунных расстройств [25]. Не исключено, что инак-
тивация (или конкурентная блокада) IL-8 была бы более 
эффективна, в  сравнении с  инактивацией других про-
воспалительных цитокинов в  сдерживании, как макро-
фагального воспаления, так и патологических иммунных 
реакций, приводящих к разрушению тканей и органов.
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