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РЕЗЮМЕ

Цель работы – выявление на основе индуцируемой воспалительной реакции у интактных мышей пред-
расположенности к дальнейшему развитию разных клинических вариантов системной красной волчанки.

Материал и методы. Низкодозовый системный воспалительный ответ моделировали введением липо-
полисахарида (ЛПС) интактным самкам мышей-гибридов (C57BL/6xDBA/2)F1 (B6D2F1) внутрибрюшин-
но в дозе 10 нг/мышь или 1 мкг/мышь. Динамику ответа на ЛПС оценивали через 2, 4, 8, 11, 24 ч, а 
также на 4- и 8-й нед от момента индукции модели по числу форменных элементов крови (лейкоцитов, 
нейтрофилов, лимфоцитов), а также соотношению нейтрофилы / лимфоциты (индекс N/L), уровню  вне-
клеточной ДНК (внДНК). Через 1 сут после введения  ЛПС  у мышей индуцировали модель системной 
красной волчанки (СКВ): самкам мышей B6D2F1 вводили по 120 × 106  клеток селезенки мышей роди-
тельской линии DBA/2. Через 3 мес от момента индукции модели у мышей  двукратно измеряли уровень 
белка в моче: при  протеинурии 3 мг/мл и более мышей относили к группе CКВнефрит+, при наличии белка 
в моче менее 3 мг/мл – к группе CКВнефрит–. 

Результаты. Установлено, что  введение ЛПС не влияет на соотношение групп CКВнефрит+/CКВнефрит–. Ре-
троспективный анализ количества лейкоцитов, нейтрофилов, лимфоцитов не позволяет прогнозировать 
развитие нефрита. При введении ЛПС в дозе 10 нг/мышь наблюдалось  достоверное увеличение частоты 
и абсолютного прироста индекса N/L на 8-й нед относительно 4-й нед после индукции модели в группе 
CКВнефрит+ по сравнению с группой CКВнефрит–. При введении ЛПС в дозе 1мкг/мышь  мыши CКВнефрит+ и 
CКВнефрит– обнаруживают разную динамику  воспалительного ответа по приросту индекса N/L в каждой 
последующей точке относительно предыдущей. Изменение уровня внДНК в группе CКВнефрит+ и CКВнефрит– 

аналогично динамике индекса N/L. Таким образом, полученные данные свидетельствуют о возможности 
использования параметров воспалительного процесса, в частности индекса N/L и уровня внДНК, для 
прогноза предрасположенности животного к развитию  разных вариантов СКВ.A / 2 parent mice twice 

Ключевые слова: липополисахарид, индекс N/L,  внДНК, модель системной красной волчанки, 
фенотипическая гетерогенность. 
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ВВЕДЕНИЕ  
В последние годы активно развиваются иссле-

дования, связанные с изучением фенотипической 
разнородности аутоиммунных, аллергических, 

онкологических заболеваний. Примером феноти-
пической гетерогенности системной красной вол-
чанки  (СКВ) у людей является наличие (более  
чем у половины больных) или отсутствие  люпус-
ного нефрита. Волчаночный нефрит является од-
ним из серьезных проявлений и одним из самых 
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хроническими воспалительными заболеваниями 
(атеросклероз, диабет,  неврологические воспа-
ления, метаболический синдром). Реакция на вну-
тривенное введение ЛПС, который активирует 
врожденный иммунитет  и вызывает специфиче-
ские метаболические последствия, расценивается  
как интегральный показатель сложных физиоло-
гических, молекулярных и генетических  взаимо-
действий,  определяющих воспаление у каждого 
конкретного индивидуума  [5]. 

Цель работы – выявление на основе индуци-
руемой воспалительной реакции у интактных мы-
шей предрасположенности к дальнейшему раз-
витию разных клинических вариантов системной 
красной волчанки.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В опыт были включены здоровые половозре-

лые 6–8-недельные мыши, содержавшиеся в ви-
варии в условиях, соответствующих требованиям 
ýксперимента. Мыши получали гранулирован-
ный комбикорм, сбалансированный по потреб-
ностям в белках, жирах, углеводах, витаминах, 
минеральных веществах и микроýлементах в ра-
циональных дозах (ГОСТ Р 50258-92). Все ýкс-
перименты проводили в стандартных условиях 
содержания животных, соблюдения температур-
ного режима, освещенности. В работе использо-
вали самок мышей-гибридов первого поколения 
(C57Bl/6xDBA/2)F1 и самок мышей линий DBA/2, 
полученных из ýкспериментально-биологической 
клиники лабораторных животных НИИФиКИ  
(г. Новосибирск).  

Интактным самкам мышей-гибридов 
(C57BL/6xDBA/2)F1 (B6D2F1) внутрибрюшинно 
однократно  вводили  липополисахарид (ЛПС)  
E. coli штамма 111: B4 (Sigma, США) в дозе  
10 нг/мышь или 1 мкг/мышь в физиологическом 
растворе. Динамику ответа на ЛПС оценивали 
через 2, 4, 8, 11, 24 ч, а также на 4- и 8-й нед от 
момента индукции модели по числу форменных 
ýлементов крови (лейкоцитов, нейтрофилов, лим-
фоцитов), а также  соотношению нейтрофилы / 
лимфоциты (индекс N/L),  уровню  свободной 
ДНК. Индекс N/L – ýто результат деления абсо-
лютного количества нейтрофилов на абсолютное 
количество лимфоцитов. Для выделения ДНК за-
бор крови производили из хвостовой вены жи-
вотных в пробирки, содержащие 3 × PBS,  30 мМ 
ЭДТА (PBS – 10 мМ фосфатный буфер; рH 7,4;  
0,15 М NaCl). Плазму отделяли от фракции 
кле-ток центрифугированием в течение 20 мин 
при 400 g. Для определения количества ДНК,  

сильных предикторов неблагоприятного исхода 
СКВ. 

Наиболее важным клинически релевантным 
проявлением болезни в модели СКВ на осно-
ве хронической реакции «трансплантат против 
хозяина в полуаллогенной системе» при пере-
носе клеток одного из родителей реципиенту 
(parent-into- F1) P → F1  [1], разработанной в 
лаборатории ýкспериментальной иммунотерапии 
НИИФиКИ, является фенотипическая разно-
родность – развитие разных клинических вари-
антов системной красной волчанки: CКВнефрит+ и 
CКВнефрит–. После индукции модели через 3 мес 
в популяции генетически однородных гибридов 
F1 у всех мышей имелись признаки СКВ: спле-
номегалия, гипергаммаглобулинемия, продукция 
аутоантител к ДНК. При ýтом у  части мышей с 
более выраженными симптомами СКВ развивает-
ся нефрит (CКВнефрит+), а у мышей с менее выра-
женными симптомами СКВ нефрит отсутствует –  
CКВнефрит–  [2]. Показано, что наличие разных 
клинических вариантов CКВнефрит– и CКВнефрит+ 
связано с преимущественной активацией соответ-
ственно Т-клеток-хелперов Th1 или  Th2. А со-
отношение активности Th1- и Th2-субпопуляций, 
контролирующее выбор варианта, по которому 
пойдет развитие иммунного процесса в каждом 
конкретном случае, определяется не только ге-
нотипом, но и обусловленными ýпигенетическими 
механизмами изменениями в иммунной системе, 
сформировавшимися на предыдущих ýтапах он-
тогенеза [3]. 

Сегодня понятно, что сложное взаимодей-
ствие между врожденным и адаптивным иммун-
ным  реагированием существует не только при 
антиинфекционной защите, но также при разви-
тии аутоиммунного ответа [4].  Возможно, что 
соотношение групп мышей CКВнефрит– и CКВнефрит+, 
равное примерно 50/50 при стандартных усло-
виях опыта (без каких-либо воздействий после 
индукции модели), обусловлено у части мы-
шей ýпигенетическими изменениями в системе 
врожденного иммунитета, определяющими более 
сильный воспалительный ответ, что в дальнейшем 
приведет к формированию группы CКВнефрит+.  
Для изучения ýпигенетических механизмов в раз-
витии воспаления в настоящее время апробиру-
ются разнообразные ýкспериментальные модели. 
К числу таких моделей относится модель ýкспе-
риментальной низкодозовой ýндотоксемии, когда 
здоровым людям-добровольцам внутривенно вво-
дится липополисахарид (ЛПС). 

Ответ на введение ЛПС у части здоровых лиц 
выявляет отклонения, характерные  для больных 
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связанной с  клеточной поверхностью,  осадок 
клеток инкубировали 5 мин с 0,25%-м раствором 
трипсина, реакцию останавливали добавлением 
ингибитора трипсина из соевых бобов (143 мкг 
ингибитора на 1 мг фермента). Клетки осажда-
ли центрифугированием при 400 g в течение 20 
мин,  отбирали супернатант (трипсиновая фрак-
ция). Выделение  ДНК из полученных фракций 
проводили на колонках компании «БиоСилика» 
(Россия) согласно инструкции по применению 
«Набора для выделения ДНК из плазмы кро-
ви». Определение свободной циркулирующей 
ДНК (из плазмы крови) проводили с помощью 
флуоресцентного красителя PicoGreen. Концен-
трация ДНК пересчитывалась по калибровочной 
кривой,  построенной для  известных концентра-
ций стандартной  двухцепочечной λ ДНК. Через 
1 сут после введения ЛПС у мышей-гибридов ин-
дуцировали модель СКВ: самкам B6D2F1 вводи-
ли  клетки селезенки мышей родительской линии 
DBA/2 [6]. Каждая мышь-реципиент получала  по 
60–70 × 106 клеток путем внутривенной инъекции 
в хвостовую вену в объеме 0,5 мл среды двукрат-
но с интервалом в 5–6 сут.  Количество белка в 
моче определяли колориметрически с красителем 
Кумасси бриллиантовый синий, результаты выра-
жали в мг/мл. 

Через 3 мес от момента индукции моде-
ли у мышей  двукратно измеряли уровень бел-
ка в моче: при  протеинурии 3 мг/мл и более 
мышей относили к группе CКВнефрит+, при на-
личии белка в моче менее 3 мг/мл – к группе  
CКВнефрит– [7]. 

Статистическую обработку результатов про-
водили методами непараметрической статистики 
с использованием теста Манна – Уитни, критерия 
Пирсона χ2 и пакета прикладных статистических 
программ Statistica 6.0 (StatSoft, США) на персо-
нальном компьютере.   Предварительный анализ 
вариационных рядов выявил асимметричность 
распределения признаков. Данные представлены 
в виде медианы Ме. Различия считали статисти-
чески значимыми при р < 0,05.

РУЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После  введения интактным реципиентам ЛПС 

в  дозе 10 нг/мышь за 1 сут до индукции модели, 
через 12 нед у 20 мышей из 38 развился нефрит, 
у 18 мышей  нефрита не было, то есть соотно-
шение мышей  CКВнефрит+/CКВнефрит– составило 
53/47.  При введении ЛПС в дозе 1 мкг/мышь из 
19 мышей у 10 мышей развился нефрит, у 9 мы- 
шей – нет, соотношение составило 53/47. Таким 

образом, введение ЛПС в дозе 10 нг/мышь и  
1 мкг/мышь за 1 сут до индукции процесса не из-
меняет частоты вариантов CКВнефрит+/CКВнефрит–,  
которое при стандартных условиях опыта (дву-
кратный перенос клеток селезенки) в среднем 
также примерно равно 50/50. Однако ранее 
установлено, что при введении в первые 2 нед 
после индукции модели соединений, изменяю-
щих баланс Th1/Th2, наблюдается возможность 
модуляции процесса. Вещества, активирующие 
Th1-клетки (плазмида pUC19, дегидроýпиан-
дростерон-сульфат), снижают частоту развития 
аутоиммунного гломерулонефрита; вещества, 
стимулирующие Th2-клетки (мурамилдипептид, 
бисфенол А, пентоксифиллин), увеличивают ча-
стоту ýтого клинического варианта в ýксперимен-
тальной группе [8].  

Известно, что введение ЛПС индуцирует им-
мунный ответ к ДНК: введение только ЛПС (без 
ýкзогенной ДНК) приводит к образованию ан-
ти-ДНК антител, что вызывает у интактных мы-
шей заболевание, подобное волчанке. А у мы-
шей NZB/W со спонтанной СКВ  оно приводит 
к более ранней и ускоренной форме волчаноч-
ного нефрита, что связано с усилением поликло-
нальной активации В клеток, увеличением титра 
анти-ДНК антител. Более того, начинающий-
ся мезангиальный нефрит у мышей NZB/W под 
действием ЛПС трансформируется в диффузный 
пролиферативный нефрит  [9]. 

Отсутствие влияния введенного интактным мы-
шам ЛПС на соотношение CКВнефрит+/CКВнефрит–, 
то есть на исход развития СКВ, может быть свя-
зано с использованием в данном ýксперименте  
малых доз ЛПС и однократным его применением, 
в то время как авторы процитированных выше 
работ использовали многократное введение го-
раздо более высоких доз ЛПС. В целом, несмо-
тря на то что в большинстве исследований пока-
зано  усиление Th1-ответа под действием ЛПС, 
его влияние на дифференцировку в Th2, Th17 и 
Treg зависит от дозы, пути иммунизации и видов 
адъюванта. Так, у мышей антиген-специфический 
Th2-ответ формируется в присутствии низких 
доз ЛПС (0,1 мкг), а Th1-ответ – при высоких 
дозах (100 мкг) ЛПС [10]. 

Как видно из данных, представленных на рис. 1,  
введение ЛПС в низкой дозе 10 нг/мышь  не со-
провождается изменениями числа лейкоцитов в 
динамике, через 2 ч наблюдается подъем количе-
ства нейтрофилов, который достигает максимума 
к 4-му ч, оставаясь достоверно высоким к 6-му ч.  
В период времени 2–4 ч у животных наблюда-
ется  выраженная лимфопения, к 24-му ч от  
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момента введения ýндотоксина в крови норма-
лизуется  содержание нейтрофилов и лимфо-
цитов, что аналогично  данным, полученными у 
людей  [11]. В то же время введение ЛПС в дозе  
1 мкг/мышь вызывает более выраженные гема-
тологические изменения по сравнению с дозой  
10 нг/мышь (см. рис. 1). Снижение числа лейко-
цитов в периферической крови, которое наблю-
дается через 2 ч после инъекции ýндотоксина, 
является одним из ранних изменений,  связан-
ных с секвестрацией лейкоцитов в тканях [12]. 
Последующее увеличение лейкоцитов в основ-
ном связано с увеличением их производства 
(мобилизации) из костного мозга. Кроме цир-

куляции в кровотоке нейтрофилы могут форми-
ровать маргинальные пулы в селезенке, легких, 
краевой пул в сосудах. Эти маргинальные ней-
трофилы играют гомеостатические функции и 
обладают способностью мобилизоваться назад 
в циркуляцию. Однако время их пребывания в 
ýтих периферийных участках остается неизвест-
ным.  Как увеличение, так и нормализация чис-
ленности лейкоцитов (нейтрофилов) опосредует-
ся колониестимулирующим фактором (Г-КСФ), 
цитокины ФНОα и IL-1β также играют ключевую 
роль в облегчении миграции лейкоцитов за счет 
увеличения ýкспрессии молекул адгезии на ýндо-
телиальных клетках [13]. 

Рис. 1. Динамика изменения форменных ýлементов периферической крови мышей после введения разных доз ЛПС: а – доза 
ЛПС 10 нг/мышь; b – доза ЛПС 1 мкг/мышь. По оси абсцисс – время после введения ЛПС, ч. По оси ординат – количество 

клеток х106/мл. *p < 0,05 по  сравнению с 0-м ч

Fig. 1. Evaluation of changes in the formed elements of mouse peripheral blood after the administration of different LPS doses: а – 
LPS dose 10 ng/mouse; b – LPS dose 1 mkg/mouse; X-direction – time passed after LPS administration, hours; Y-direction – number 

of cells x 106/ml; p < 0,05, as compared with 0 hour

Введение ЛПС в дозе 1 мкг/мышь и 10 нг/мышь  
сопровождается разной динамикой развития 
нейтрофилеза и лимфопении. Однако видно, что 
гематологические параметры в группе мышей с 
введением ЛПС в дозе 1 мкг/мышь через 24 ч так-
же возвращаются к своим исходным значениям 
(см. рис. 1). Приведенные данные наглядно сви-
детельствуют о том, что введение ЛПС в дозах 10 
нг/мышь и 1 мкг/мышь не приводит к необрати-
мым изменениям картины крови. Таким образом, 
они являются, наряду с данными об  отсутствии 
изменения баланса CКВнефрит+/CКВнефрит– в  опыт-

ной группе мышей после введения ЛПС, допол-
нительным доказательством  того, что введение 
ЛПС интактным животным не влияет на исход 
заболевания при дальнейшем введении животных 
в ýкспериментальную модель индуцированной 
СКВ. 

Несмотря на то что при ответе  на ЛПС в дозе  
10 нг/мышь и 1 мкг/мышь в период 2–4 ч  в кро-
ви мышей выявляются достаточно большие ин-
дивидуальные колебания параметров численно-
сти нейтрофилов (нейтрофилез) и лимфоцитов 
(лимфопения), ретроспективный анализ не вы-

а

b 
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явил возможности использовать их в качестве 
маркеров, позволяющих прогнозировать разви-
тие СКВ в опытной группе мышей  в направле-
нии  CКВнефрит– или  CКВнефрит+. Кроме того, в 
стандартных условиях опыта – индукция модели 
без предварительного введения ЛПС – у мышей 
с выраженной лимфопенией и большими инди-
видуальными колебаниями лимфоцитов, которые 
выявляются в 1–3-ю нед после индукции модели, 
не удалось прогнозировать развитие CКВнефрит–  
или  CКВнефрит+ [14]. Изучение взаимодействия 
врожденного и адаптивного иммунитета в фор-
мировании хронического слабовыраженного вос-
паления, являющегося ключевой особенностью 
ряда патологических состояний (атеросклероза, 
диабета, онкологии, аутоиммунных заболеваний), 
обуславливает необходимость поиска новых ýкс-
периментальных моделей, повышения ýффектив-
ности использования традиционных маркеров 
воспаления. К числу таких маркеров относится 
достаточно простой параметр –  индекс N/L как 
биологический маркер системного воспаления 

и  предиктор, положительно коррелирующий с 
исходом  заболеваний, обусловленных наличи-
ем хронического системного воспаления низ-
кого уровня. Сегодня он является предиктором 
неблагоприятного прогноза рака и сердечно-со-
судистых заболеваний среди населения в целом 
[15]. Хотя основной механизм изменения количе-
ства лейкоцитов может быть неодинаковым при 
различных патологических состояниях, характе-
ризующихся наличием слабовыраженного вос-
паления, общий паттерн комбинированной ней-
трофилии и лимфопении может обнаруживаться 
при ýтих стрессовых состояниях [16, 17]. 

Ретроспективный анализ  средних значений ин-
декса N/L в течение 1 сут после введения ЛПС в 
дозе 10 нг/мышь выявляет лишь  тенденцию более 
раннего и более выраженного ответа на ýндоток-
син у животных, у которых впоследствии развился 
нефрит, но не выявил возможности использовать 
его в качестве маркера, позволяющего прогнози-
ровать развитие СКВ в опытной группе мышей в 
направлении  CКВнефрит– или  CКВнефрит+ (табл. 1).

Т а б л и ц а  1 

Изменения индекса N/L у мышей после введения ЛПС в дозе 10 нг/мышь, Ме

Группа
Время, ч

0 2 4 6 24

CКВнефрит–, 0,24 0,97 1,5 0,9 0,29

n = 14 (0,2–0,5 ) (0,3–2,1) (0,4–3,9) (0,5–1,7) (0,11–0,6)

CКВнефрит+, 0,3 1,5 1,9 0,9 0,23

n = 14 (0,13–0,6) (0,4–2,7) (0,84–3,2) (0,3–1,6) (0,2–0,4)

Ретроспективный анализ средних значений  
лейкоцитов, нейтрофилов, лимфоцитов в группе 
CКВнефрит– и CКВнефрит+ на более поздних сроках 
наблюдения – 4- и 8-й нед не выявляет каких-
либо существенных различий. При ýтом средние 
значения и индивидуальные колебания индекса 
N/L также выявляют тенденцию его увеличения 
в группе СКВнефрит+ по сравнению с группой 
СКВнефритˉ на 8-й нед по сравнению с 4-й нед от 
момента индукции модели (табл. 2).

Т а б л и ц а  2 

Средние значения индекса N/L у мышей после индукции 
СКВ, Ме

Группа Время, нед 

4 8

CКВнефрит–,
n = 13

0,29 
(0,14–0,43 )

0,27
 (0,1–0,46)

CКВнефрит+,
n = 14

0,30
 (0,12–0,52)

0,35
 ( 0,07–0,79)

Для нормирования колебаний индекса N/L у 
каждого отдельного животного было подсчита-
но изменение (прирост/убыль) индекса N/L к 8-й 
нед относительно 4-й нед и установлено, что при-
рост индекса N/L в группах CКВнефрит– и CКВнефрит+  
достоверно отличался. У мышей CКВнефрит+ выяв-
лялся существенный прирост индекса N/L, и он 
составлял  в среднем 25,1%,  у мышей CКВнефрит– –  
в пределах ошибки измерения (1,5%).

Эти изменения в группах касаются и частот-
ных характеристик: прирост индекса N/L выяв-
ляется у 10 из 14 мышей CКВнефрит+, и только у 
четырех из 13 мышей CКВнефрит– (уровень стати-
стической значимости различий индекса приро-
ста с наличием протеинурии  по критерию Пир-
сона  χ2 соответствует p < 0,05). 

Важно, что прирост индекса N/L выявляет 
подгруппу мышей CКВнефрит+ до выявления  про-
теинурии, которая начинает определяться у мы-
шей ýтой группы на 10–12 нед от момента ин-
дукции модели.  Аналогичные данные получены 

Бюллетень сибирской медицины. 2017;  16  (4):  155–164



160

в стандартной модели СКВ без введения ЛПС у 
15 интактных животных. Через 12 нед мыши были 
разделены на группы: восемь мышей составили 
группу CКВнефрит+, семь мышей – CКВнефрит–. Ре-
троспективный анализ средних значений индекса 
N/L  на 4- и 5-й нед не выявил каких-либо суще-
ственных различий в группах. Прирост индекса на 
5-й нед относительно 4-й нед  у мышей CКВнефрит+  
составил в среднем 70%, тогда как в группе  
CКВнефрит–  – в пределах ошибки измерения (1,4%).

По литературным данным известно, что значе-
ние  индекса N/L является хорошим прогности-
ческим  маркером: у пациентов с СКВ  индекс 
N/L  достоверно выше по сравнению со здоровы-
ми людьми. Средние значения индекса у больных 
СКВ с люпусным нефритом достоверно выше, чем 
у больных без нефрита, что позволяет отнести 
его к перспективным маркерам, отражающим по-
ражение почек у пациентов с СКВ, который имеет 
преимущества по сравнению с определением кре-
атинина и измерением  суточной протеинурии: он 
более дешев, быстро и легко измеряется [18]. 

Таким образом, в ýкспериментальной модели 
СКВ выявлялся достоверный прирост значений 
индекса N/L на 8-й нед относительно 4-й.  Мы 
полагаем, что достоверный прирост ýтого показа-
теля связан с началом развития нефрита в группе 
мышей CКВнефрит+, что согласуется с данными у 
человека [19]. Возможность обнаружить груп-
пу мышей CКВнефрит+ на сроке 8 нед по приросту 
индекса  N/L представляется важным, так как в 
ýтот срок у мышей не выявлялась протеинурия, 

на основании которой мыши были включены в 
фенотипически разнородные группы CКВнефрит+  и 
CКВнефрит–. Стоит отметить, что группа CКВнефрит– –  
ýто  группа мышей, у которых отмечаются ми-
нимальные морфологические изменения в поч-
ках, не приводящие к значимой протеинурии, что 
близко клиническим наблюдениям. Морфологи-
ческие изменения в почках определяются прак-
тически у всех больных СКВ, тогда как  клини-
ческие признаки поражения почек выявляются у 
50–80% больных [20].  Сравнение представлен-
ных данных с изменением индекса N/L при СКВ 
челов. У людей в периферической крови выяв-
ляются преимущественно полиморфноядерные 
клетки, тогда как у мышей примерно 79% всех 
ядросодержащих клеток – мононуклеарные. При 
оценке трансляционных возможностей ýкспери-
ментальных моделей расстройств иммунитета у 
животных и человека ýти различия морфологиче-
ской картины крови в литературе не обсуждают-
ся. Многие исследования  на мышах в настоящее 
время  выполняются с нейтрофилами, выделен-
ными из костного мозга, хотя, как известно, ней-
трофилы костного мозга неоднородны и функци-
онально незрелы. 

Ретроспективный анализ  ответа интактных 
мышей  на ЛПС в дозе  1 мкг/мышь показал, что  
мыши в последующем разделившиеся на группу 
CКВнефрит–  и CКВнефрит+ проявляют разную кинетику 
воспалительного ответа, определяемую по индек-
су N/L: у мышей CКВнефрит+ ответ развивается бы-
стрее по сравнению с мышами CКВнефрит– (табл. 3).

Т а б л и ц а  3

Индекс N/L у мышей после введения ЛПС в дозе 1 мкг/мышь, Ме

Группа
Время, ч

0 2 4 8 11 24
CКВнефрит–, 0,2 0,54 1,9 9,1 6,6 0,24
n = 4 (0,07–0,3 ) (0,35–1,13) (1,1–3,3) (6,7–11,5)  ( 4,9–8,1)  (0,04–0,52)
CКВнефрит+, 0,2 0,57 2,5 8,9 5,6 0,4
n = 6  (0,19–0,3) (0,25–0,96) (1,3–4,9) (4,9–13,3) (2,3–13,2) (0,3–0,5)

 Т а б л и ц а  4

Прирост индекса N/L в крови мышей после введения ЛПС в дозе 1 мкг/мышь

Группа
Время, ч

0 4 8 11 24
CКВнефрит–, 0,2 3,0 4,8 0,2 0,9
n = 9
CКВнефрит+, 0,2 5,8 3,2 0,6 0,9
n = 10

Как видно из данных табл. 3, максимальные 
различия  по средним значениям индекса N/L у 
мышей CКВнефрит–  и CКВнефрит+ выявляются через 
4 ч после введения ЛПС в дозе 1 мкг/мышь. 
Поскольку более существенный прирост индекса 

наблюдается у мышей из группы  CКВнефрит+  в 
период 2–4 ч, а у мышей из группы CКВнефрит– в 
период 4–8 ч, был рассчитан прирост индекса 
N/L на каждый последующий  час относительно 
предыдущего часа  (табл. 4).
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Таким образом, ретроспективный анализ изме-
нения индекса N/L у мышей при введении ЛПС 
в дозе 1 мкг/мышь до индукции модели показал, 
что  мыши, впоследствии включенные в группы  
CКВнефрит+ и CКВнефрит–, проявляют разную динами-
ку воспалительного ответа, определяемую по при-
росту индекса N/L в каждой определяемой точ- 
ке – 0 ч, 4, 8, 11, 24 ч относительно  предыдущей. 
У мышей CКВнефрит+ ответ развивается сильнее 
и  быстрее по сравнению с мышами CКВнефрит–.   
У мышей CКВнефрит+ максимум ответа наблюдается 
через 4 ч, у мышей  CКВнефрит– – 8 ч.

Одной из отличительных черт СКВ является 
наличие антител к двухцепочечной ДНК.  Появ-
ление в организме внеклеточных нуклеиновых 
кислот напрямую связано с   протекающими в 
организме процессами воспаления, приводящи-
ми к гибели клеток и нарушениям  клиренса по-
гибающих клеток. Таким образом, определение 
уровня  внеклеточной ДНК (внДНК) представ-
ляется подходящим маркером для определения 
динамики протекания и степени заболевания. 
Был определен уровень внДНК в плазме   ин-
тактных  животных  до  и  после введения ЛПС  
в дозе  1 мкг/мышь. Ретроспективный анализ  
показал, что мыши, в последующем включенные 
в группы CКВнефрит–  и CКВнефрит+, имели разную 
динамику изменения уровня внДНК. В сред-
нем в группе мышей  с  CКВнефрит+ уровень внД-
НК  повышался, а затем снижался раньше, чем 
у мышей с  CКВнефрит– (рис. 2). При сравнении 
данных табл. 4 и рис. 2 видно, что изменения  

индекса N/L и уровня внДНК каждой из под-
групп имеют сходную динамику. Так, в группе 
CКВнефрит+ через 4 ч выявляется максимум ответа 
по индексу N/L, а со сдвигом на 4 ч определяет-
ся максимум уровня внДНК. В группе CКВнефрит–  

максимум ответа по индексу N/L выявляется через  
8 ч, а со сдвигом на 4 ч определяется максимум 
уровня внДНК. Феномен повышенной концентра-
ции внДНК в крови  определяется как отличи-
тельный признак не только  при патологических 
состояниях, протекающих с острым воспалением 
(инсульт, сепсис, травма, инфаркт миокарда), но 
и при хронических воспалительных процессах, 
включая онкологические, аутоиммунные забо-
левания, напряженные физические нагрузки, и  
обусловлен воспалением или аберрантной (уси-
ленной) гибелью клеток.  Несмотря на то что пато-
физиологический смысл ýтого феномена остается 
малопонятным, уровень внДНК рассматривается 
не только в качестве биомаркера клеточной гибе-
ли, содержащего общую оценку процессов гибели 
клеток, но и биомаркера прогноза ýтих процессов 
и возможную терапевтическую мишень [21]. Се-
годня внДНК известна не только  как биомаркер, 
но описаны ее потенциальные функциональные 
ýффекты – способность избирательно стимули-
ровать продукцию провоспалительного цитокина 
ИЛ-6 моноцитами человека [22]. На основе пред-
ставленных данных достаточно затруднительно 
судить об источнике внДНК. Можно предпола-
гать, что появление внДНК связано с образовани-
ем нейтрофильных внеклеточных ловушек (НЕТо-
за). Известно, что ЛПС используется в условиях 
in vitro как индуктор НЕТоза.  По данным [23], у 
больных СКВ наличие активного люпусного неф-
рита коррелирует с повышенным уровнем свДНК 
в плазме, обусловленным нарушением регуляции 
НЕТоза у ýтих больных.

Новые исследования показали, что TLRs явля-
ются ключевыми регуляторами как врожденного, 
так и адаптивного  иммунного ответа, и пост-
трансляционные  модификации могут приводить 
к изменению их функциональной активности [24].  
Изменение передачи сигналов TLRs модулиру-
ет функцию дендритных клеток (ДК), связываю-
щих врожденный и адаптивный иммунный ответ. 
Выключение в ДК миелоидного фактора диффе-
ренцировки 88 – ключевого адаптора в передаче 
TLRs-сигнала – приводит к преимущественной  ин-
гибиции дифференцировки Th1 и соответственно 
изменению баланса Th1/Th2 продукции цитокинов 
в сторону Th2-клеток (т.е. увеличению секреции 
цитокинов Th2 типа IL-4 и IL-5)  и соответственно 
торможению аллоиммунного ответа [25].

Рис. 2. Ретроспективный анализ средних значений уровня вне-
клеточной ДНК в плазме интактных животных после введения 
ЛПС 1 мкг/мышь. Пунктирная линия – СКВнефрит–; сплошная 
линия – СКВнефрит+. По оси абсцисс – время после введения 

ЛПС, чс; по оси ординат – концентрация внДНК, нг/мл

Fig. 2. Retrospective analysis of mean values of extracellular 
DNA level of in plasma of intact animals after LPS administration 
1 mg/mouse: dashed line – systemic lupus erythematosusnephritis; 
continuous line – systemic lupus erythematosusnephritis+; 
X-direction – time passed after LPS administration, hours; 

Y-direction – amount of extracellular DNA, ng/ml 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
 Установлена взаимосвязь гетерогенности от-

вета интактных конвенциальных мышей-гибридов 
B6D2F1 на введение ЛПС до индукции СКВ с по-
следующим развитием разных клинических вари-
антов СКВ (с нефритом и без нефрита). Модель 
поляризации  Th1/Th2  иммунного ответа в по-
луаллогенной системе DBA/2 → B6D2F1, приво-
дящая к формированию разных клинических ис-
ходов CКВнефрит– и CКВнефрит+, представляет собой 
чувствительную к воздействиям систему. Она не 
только служит для оценки воздействий на ба-
ланс субпопуляций Th1/Th2 in vivo, определя-
ющих соответствующий адаптивный иммунный 
ответ, но также для изучения ýпигенетических 
изменений в системе врожденного иммунитета, 
детермнирующих в дальнейшем формирование 
адаптивного иммунного реагирования. Разная 
динамика ЛПС-индуцированного воспалитель-
ного ответа, оцениваемая у интактных мышей с 
помощью индекса N/L и внДНК и соотнесенная 
с формированием разных клинических вариан-
тов СКВ, свидетельствует о перспективности ис-
пользования  данного подхода для оценки ýпи-
генетических изменений в системе врожденного 
иммунитета и прогноза возможного исхода за-
болевания.
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Early markers of phenotypic heterogeneity in the induced model of systemic 
lupus erythematosus

Kolesnikova O.P., Goiman E.V., Gavrilova E.D., Demchenko E.N., Kozlov V.A.  

Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology 
14, Str. Yadrintsevskaya, 630099, Novosibirsk, Russian Federation

ABSTRACT

The study aimed at evaluating the predisposition for development of different variants of SLE based on an 
inflammatory response in intact mice.

Materials and methods. Low-dose systemic inflammatory response was modeled by the administration of 
lipopolysaccharide (LPS) of E. coli (strain 111: B4) by intact B6D2F1 recipients in the dose of 10 ng/mouse or 
1 μg / mouse. We evaluated the number of leukocytes, neutrophils, and lymphocytes in the blood, the index 
of neutrophils / lymphocytes (ratio N/L), and the level of free DNA (cf DNA cell free) in dynamics. The first 
day after LPS injection we induced SLE model: the female B6D2F1 mice were injected 60–70 x 106 spleen cells 
of the DBA / 2 parent mice twice  with interval five days. Three months after the induction of the model, the 
level of protein in the urine was measured twice: the mice with  proteinuria 3 mg/ml and more were assigned 
to the group SLEnephritis+, and mice with less than 3 mg/ml of protein in the urine were assigned to the group 
SLEnephritis–.

Results. It was established that administration of LPS does not change the frequency of nephritis in mice. The 
retrospective analysis of the number of leukocytes, neutrophils, and lymphocytes does not allow the prediction 
of the development of nephritis. We observed a significant increase in the frequency and the absolute value of 
the N/L index at week 8 relative to 4 weeks four weeks before the appearance of proteinuria in the group of 
mice SLEnephritis+ in contrast to  mice SLEnephritis– when LPS was administered at a dose of 10 ng/mouse. Mice 
SLEnephritis+  and SLEnephritis–  show  different kinetics of the inflammatory response by an increase in the N/L 
index every subsequent hour relative to the previous one when LPS was administered at a dose of 1 μg/mouse. 
The dynamics of the cfDNA level is similar to the kinetics of an index N/L in the group SLEnephritis+ and the 
SLEnephritis–. The data obtained indicate the possibility of using of the index N/L and cfDNA level as a parameter 
of inflammatory response in mice and prediction of the susceptibility the development of nephritis.

Key words: LPS, index N/L, cfDNA, SLE model, phenotyping heterogeneity.
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