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Статья посвящена изучению эффектов изоликвиритигенина при генерализованной бактериальной инфекции. 
Цель: изучение антибактериальных и иммунотропных механизмов и эффектов изоликвиритигенина при генерализо-
ванной стафилококковой инфекции в мышиной модели. 
Материалы и методы. Для оценки выживаемости мышей линии Balb/C использовали модель генерализованной ин-
фекции, вызванной Staphylococcus aureus J49 ATCC 25923 с построением кривых Каплан-Мейера. Степень бактерие-
мии при развитии инфекции определяли методом секторных посевов. Минимальную подавляющую концентрацию 
изоликвиритигенина в отношении Staphylococcus aureus J49 ATCC 25923 определяли методом серийных разведений. 
Для исследования антибиопленочной активности использовали МТТ-тест и атомно-силовую микроскопию. Имму-
нотропные эффекты изучали, оценивая пептон-индуцированную миграцию фагоцитов в брюшную полость, пролифе-
рацию митоген-активированных лимфоцитов в МТТ-тесте и секрецию ими цитокинов с помощью набора MILLIPLEX 
MAP на мультиплексном анализаторе Magpix. 
Результаты. Установлено, что предварительное внутрибрюшинное введение изоликвиритигенина (30 мг/кг) увеличи-
вает выживаемость мышей Balb/C при генерализованной стафилококковой инфекции. Изоликвиритигенин обладает 
антибактериальной (MПК = 64 мкг/мл) и антибиопленочной (4–32 мкг/мл) активностью в отношении S. aureus J49 
ATCC 25923, не ингибирует миграцию фагоцитов брюшную полость, дозозависимо подавляет пролиферацию и секре-
цию цитокинов митоген-активированными Т-лимфоцитами и модулирует выработку цитокинов (IL-2, IL-12p70, IFNg, 
TNFα, IL-6, IL-22, IL-23, IL-17A, IL-17F, IL-17E/IL- 25, GM-CSF, MIP-3a/CCL20, IL-10) клетками паховых лимфатических узлов 
и спленоцитов на ранних стадиях генерализованной стафилококковой инфекции. 
Заключение. Предварительное введение изоликвиритигенина повышает выживаемость мышей при генерализован-
ной стафилококковой инфекции, что может быть связано как с антимикробными (антистафилококковым, антибиопле-
ночным действием), так и иммунотропными механизмами. Полученные данные о фармакодинамике изоликвирити-
генина заслуживают внимания с точки зрения перспективы создания новых лекарственных препаратов, снижающих 
летальность при стафилококковом сепсисе.
Ключевые слова: антимикробная активность, биопленки, изоликвиритигенин, иммунитет, мыши, S. aureus
Сокращения: БМХ – бульон Мюллера-Хинтона; ДМСО – диметилсульфоксид; ИЛГ – изоликвиритигенин; ИС – ин-
декс стимуляции; КОЕ – колониеобразующие единицы; КонА – конканавалин А; МПК – минимальная подавляющая 
концентрация; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 
фактор; IFNg – интерферон-гамма; IL – интерлейкин; MIP-3a/CCL20 – макрофагальный белок воспаления-3а/хемоки-
новый лиганд (СС) 20; MTT – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид; OD – оптическая плот-
ность; S. aureus – Staphylococcus aureus; SD – стандартное отклонение; Th – T-хелперы; TNFα – фактор невроза опухоли 
альфа.
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The article is devoted to the study of the effects of isoliquiritigenin in generalized bacterial infections.
The aim is to study antibacterial and immunotropic mechanisms and effects of isoliquiritigenin in generalized staphylococcal 
infections in a mouse model.
Materials and methods. To assess the survival rate of Balb/C mice, a generalized infection model caused by Staphylococcus 
aureus J49 ATCC 25923 with Kaplan-Meier curves was used. The degree of bacteremia during the development of infection 
was determined by the method of sector crops. The minimum inhibitory concentration of isoliquiritigenin against Staphylo-
coccus aureus J49 ATCC 25923 was determined by serial dilutions methods. To study an antibiofilm activity, the MTT test and 
atomic force microscopy were used. Immunotropic effects were studied by assessing peptone-induced migration of phago-
cytes into the abdominal cavity, proliferation of mitogen-activated lymphocytes in the MTT test and their cytokine secretion 
using the MILLIPLEX MAP kit on a Magpix multiplex analyzer.
Results. It has been established that a preliminary intraperitoneal administration of isoliquiritigenin (30 mg/kg) increases 
the survival rate of Balb/C mice in case of generalized staphylococcal infections. Isoliquiritigenin has antibacterial (MOC = 
64 μg/ml) and antibiofilm (4–32 μg/ml) activities against S. aureus J49 ATCC 25923, does not inhibit the migration of phago-
cytes in the abdominal cavity, dose-dependently inhibits the proliferation and secretion of cytokines by mitogen-activated 
T-lymphocytes and modulates the production of cytokines (IL-2, IL-12p70, IFNg, TNFα, IL-6, IL-22, IL-23, IL-17A, IL-17F, IL-17E/
IL-25, GM-CSF, MIP – 3a/CCL20, IL-10) by the cells of inguinal lymph nodes and splenocytes in the early stages of generalized 
staphylococcal infections.
Conclusion. A preliminary administration of isoliquiritigenin increases the survival rate of mice with generalized staphy-
lococcal infections, which may be associated with both antimicrobial (antistaphylococcal, antibiofilm) and immunotropic 
mechanisms. The obtained data on the pharmacodynamics of isoliquiritigenin deserve attention from the point of view of 
the prospects of the new drugs creation that reduce mortality in staphylococcal sepsis.
Keywords: antimicrobial activity, biofilms, isoliquiritigenin, immunity, Balb/C mice, S. aureus
Abbreviations: MHB – Mueller-Hinton Broth; DMSO – dimethyl sulfoxide; ISL – isoliquiritigenin; SI – stimulation index; CFU 
– colony forming unit; ConA – concanavalin A; MIC – minimal inhibitory concentration; PBS – phosphate buffered saline; GM-
CSF – colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage); IFNg – interferon-gamma; IL – interleukin; MIP-3a/CCL20 – Mac-
rophage Inflammatory Protein-3/Chemokine (C-C motif) ligand 20; MTT – 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetra-
zolium bromide; OD – optical density; S. aureus – Staphylococcus aureus; SD – standard deviation; Th – T-helper cell; TNFα 
– tumor necrosis factor alpha.

ВВЕДЕНИЕ
Staphylococcus aureus (S. aureus) относится к па-

тогенам, вызывающим тяжелые генерализованные 
инфекции у человека. Среди инфекций, вызванных 
грамположительными бактериями, S. aureus-инфек-
ция характеризуется высокой смертностью вслед-
ствие развития сепсиса и септического шока [1]. 
Как известно, септический процесс может сопрово-
ждаться «цитокиновым штормом», приводящим к 
полиорганной недостаточности. При этом не всегда 
раннее назначение антибактериальных препаратов 
эффективно из-за развития неконтролируемого си-
стемного воспаления, а также устойчивости S. aureus 
к антибиотикам [2]. В настоящее время для снижения 
смертности при септическом шоке рекомендуются 
низкие дозы кортикостероидов [3], которые обла-
дают в данной ситуации нежелательными иммуно-
супрессивными эффектами. Таким образом, многие 
аспекты лечения сепсиса остаются противоречивы-
ми и требуют углубленного фундаментального изу-
чения. 

Известно, что в случае массивной генерализации 
инфекции реакция иммунной системы приобретает 
черты системного воспаления с полиорганной недо-
статочностью, главным патогенетическим фактором 
которого является продукция провоспалительных 
цитокинов, запускающих генерацию свободных ра-
дикалов [4]. S. aureus способен вырабатывать ток-
син синдрома токсического шока [5], выполняющего 
роль суперантигена, способного в низких концентра-

циях индуцировать цитокиновый выброс, запуская 
развитие «цитокинового шторма».  

Исследования последних лет демонстрируют, 
что флавоноиды корней солодки увеличивают секре-
цию IL-17 активированными T-клетками in vitro [6], а 
также приводят к переключению иммунного ответа 
с дифференцировкой клеток, продуцирующих IL-17 
в модели контактной чувствительности [7]. Более 
того, в модели генерализованной стафилококковой 
инфекции предварительное введение суммы флаво-
ноидов солодки увеличивало выживаемость лабора-
торных животных [8]. 

Изоликвиритигенин (ИЛГ) – один из основных 
флавоноидов корней солодки, обладающий раз-
личными видами фармакологической активно-
сти: противоопухолевой [9], антимикробной [6], а 
также противовоспалительной и иммуномодули-
рующей [9–11], что обуславливает актуальность 
исследования его в качестве агента при генерали-
зованном инфекционно-воспалительном процес-
се. В настоящем исследовании нами предпринята 
попытка экспериментального обоснования при-
менения халкона изоликвиритигенина (ИЛГ) при 
генерализованной инфекции мышей, вызванной  
S. aureus. 

ЦЕЛЬ работы – изучение антибактериальных 
и иммунных механизмов ИЛГ при сепсисе мышей, 
вызванном внутрибрюшинным введением штамма  
S. aureus J49 ATCC25923.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Бактериальный штамм 
и условия его культивирования
Штамм S. aureus J49 ATCC25923, полученный из 

ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицин-
ского применения» Минздрава России (г. Москва, 
Россия), растили в бульоне Мюллера-Хинтон (БМХ, 
Medica plus LLS, Россия) при 37 °C в стеклянных фла-
конах с аэрацией. Для экспериментальных целей 
использовали бактериальную культуру в средней 
log-фазе, которую культивировали в 96-луночных 
плоскодонных планшетах (Corning Costar, США). Рас-
чет колониеобразующих единиц (КОЕ) осуществляли 
путем измерения оптической плотности (OD) бакте-
риальной суспензии при 630 нм с использованием 
микропланшетного фотометра (ImmunoChem 2100, 
США), исходя из соотношения: 1 оптическая единица 
OD630 = 8,5×108 КОЕ/мл.

Выделение мононуклеаров мышей 
и условия их культивирования
Выделение мононуклеаров из паховых лимфа-

тических узлов или селезенки мышей осуществляли 
путем щадящей гомогенизации в RPMI-1640 (Thermo 
Fisher Scientific, США) с осмотическим лизисом эритро-
цитов в растворе 0,15 М хлорида аммония. Выделен-
ные лимфоидные клетки культивировали при 37 °С, 
100% влажности и 5% СО2 в RPMI-1640 с добавлени-
ем 10% инактивированной фетальной телячьей сы-
воротки (Thermo Fisher Scientific, США), пенициллина  
(100 ЕД/мл), стрептомицина (100 мкг/мл) («полная 
среда») в 96-луночных круглодонных планшетах для 
культур клеток (Corning Costar, США). Для активации 
Т-клеток использовали конканавалин А (КонА, PanEco 
LLC, Россия) в конечной концентрации 15 мкг/мл.

Тестируемый агент
ИЛГ (чистота 98%, Xi’An Yiyang Bio-Tech Co., Китай) 

растворяли в диметилсульфоксиде (ДМСО, Panreac, 
Испания). В опытах in vitro ИЛГ тестировали в диа-
пазоне концентраций так, чтобы конечная концен-
трация ДМСО в опытных образцах не превышала 
1%. В контрольные образцы вместо ИЛГ добавляли 
соответствующие объемы ДМСО. В экспериментах 
на животных ИЛГ вводили внутрибрюшино трехкрат-
но с интервалом 4 ч в разовой дозе 10 мг/кг в 0,5 мл 
фосфатно-солевого буфера при pH=7,4 (ФСБ, PanEco 
LLC, Россия).

Экспериментальные животные
Мыши Balb/С (самцы, 20–22 г, 6–8 недель) были 

получены от научно-производственного предприя-
тия «Питомник лабораторных животных» Института 
биологии РАН (г. Пущино, Россия). Уход за животны-
ми и обращение с ними осуществляли в соответствии 
с принципами ARRIVE [12]. Животные содержались 
при свободном доступе к воде и пище. Для экспери-
ментов мыши случайным образом распределялись 
на группы по 8 животных. Выведение из эксперимен-

та осуществляли путем декапитации или цервикаль-
ной дислокации. При выполнении экспериментов 
были соблюдены положения Хельсинкской декла-
рации (Бразилия, 2013 г.), протокол данных экспе-
риментов был одобрен этическим комитетом ФГБОУ 
ВО «Чувашский государственный университет им.  
И.Н. Ульянова» (протокол № 20-04 от 17.04.2020 г.).

Определение антимикробной активности
Антимикробную активность определяли ме-

тодом разведений в бульоне Мюллера-Хинтона в 
96-луночных плоскодонных планшетах [13]. После-
довательные двукратные разведения ИЛГ (диапазон 
конечных концентраций 0,1–128 мкг/мл) добавляли 
в бактериальную суспензию S. aureus (5×105 КОЕ/мл) 
и инкубировали при 37 °С в течение 24 ч. Минималь-
ной подавляющей концентрацией (MПК) ИЛГ счита-
ли самую низкую концентрацию без видимого бакте-
риального роста по истечению времени инкубации.

Оценка динамики бактериального роста
Для оценки бактериального роста использовали 

метод, описанный Wang [14], с небольшими измене-
ниями. ИЛГ добавляли к бактериальной суспензии 
(5×105 КОЕ/мл) так, чтобы конечные концентрации 
ИЛГ в образцах составляли 1/8 MПК, 1/4 MПК, 1/2 
MПК, MПК. Для оценки бактериального роста в об-
разцах OD измеряли через 4, 8, 12, 24 ч при 630 нм с 
использованием микропланшетного фотометра.

МТТ-тест формирования 
бактериальных биопленок
Для изучения формирования бактериальных 

биопленок использовали методику, описанную Grela 
[15]. Бактерии (5×105 КОЕ/мл) засевали в 96-луноч-
ные плоскодонные планшеты для культур клеток и 
культивировали в течение 24 ч. За 2 ч до окончания 
культивирования бактериальную суспензию удаля-
ли, лунки трижды промывали ФСБ и добавляли 1% 
раствор 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилте-
тразолийбромида (МТТ, eBioscience, США) в ФСБ и 
инкубировали в течение 2 ч при 37 °С. После этого 
для растворения частиц формазана раствор МТТ за-
меняли на ДМСО и инкубировали в течение 15 мин 
при 20 °C, затем измеряли OD при 492 нм с использо-
ванием микропланшетного фотометра.

МТТ-тест оценки пролиферации лимфоцитов
Суспензию спленоцитов (5×106 клеток/мл) в 

«полной среде» культивировали в 96-луночных кру-
глодонных планшетах для культур клеток с добав-
лением КонА при 37 °С, 100% влажности и 5% СО2. 
Через 24 ч добавляли ИЛГ (4–64 мкг/мл) и дополни-
тельно культивировали в течение 24 ч. За 4 ч до окон-
чания инкубации в каждую лунку добавляли 20 мкл 
0,5% раствора МТТ. Затем среду удаляли и в каждую 
лунку добавляли 100 мкл ДМСО для растворения ча-
стиц формазана. OD измеряли при 492 нм с исполь-
зованием микропланшетного фотометра.
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Модель системной инфекции 
S. aureus у мышей
Суспензию S. aureus в ФСБ вводили внутрибрю-

шинно: 5×108 КОЕ/мышь, 1,5×109 КОЕ/мышь. День 
заражения считался нулевым. Выживание оцени-
вали каждые 6 ч в первый день, затем ежедневно в 
течение 24 дней. Экспериментальным животным пе-
ред заражением вводили ИЛГ (общая доза 30 мг/кг, 
трехкратно через 4 ч, внутрибрюшинно). Животные 
контрольной группы получали 5% ДМСО. 

Мышей, зараженных сублетальной дозой  
S. aureus (5×108 КОЕ/мышь), ежедневно выводили из 
эксперимента в течение 7 дней для забора крови из 
крупных сосудов (определение бактериемии), выде-
ления селезенки и паховых лимфатических узлов.

Определение бактериемии
Бактериемию определяли методом секторных 

посевов на чашки Петри [16] с кровяным агаром. 
Чашки инкубировали при 37 °С в течение 24 ч, затем 
рассчитывали КОЕ на мл.

Пептон-индуцированная миграция фагоцитов
Миграцию фагоцитов в брюшную полость оце-

нивали согласно методике, предложенной Miyazaki 
[17], с небольшими изменениями. Для этого груп-
пе 1 отрицательного контроля трехкратно вводили 
стерильный ФСБ (0,5 мл, внутрибрюшинно); группе 
2 – стерильный раствор пептона в ФСБ (3% – 3 мл, 
внутрибрюшинно); группе 3 – трехкратно ДМСО 
(5% – 0,5 мл, внутрибрюшинно), затем – стериль-
ный раствор пептона в ФСБ (3% – 3 мл, внутрибрю-
шинно). Мышам группы 4 трехкратно вводили ИЛГ, 
после чего стерильный раствор пептона в ФСБ (3% –  
3 мл, внутрибрюшинно). Через 24 ч и 72 ч животным, 
выведенным из эксперимента, внутрибрюшинно 
вводили последовательно 20 мл ФСБ. После паль-
паторного массирования брюшка полученные про-
мывные воды отбирали в пластиковые пробирки и 
центрифугировали. Количество клеток подсчитывали 
с помощью световой микроскопии с использованием 
камеры Горяева. Индекс стимуляции (ИС) рассчиты-
вали по формуле: ИС = A/B, где A – количество клеток 
в группах, получавших пептон, B – количество клеток 
в группе отрицательного контроля.

Определение цитокинов
На 4-й и 5-й дни после заражения клетки селезен-

ки и паховых лимфатических узлов (5×106 клеток/мл)  
зараженных (5×108 КОЕ/мышь) или интактных мы-
шей культивировали 24 или 48 ч при 37 °С в 100% 
влажности и 5% CO2 в «полной среде» с добавлением 
КонA. Супернатанты собирали и хранили при –70 °C 
до анализа с использованием набора реактивов для 
определения мышиных цитокинов группы Th17 – 
MILLIPLEX MAP, Mouse Th17 MAGNETIC BEAD PANEL 
KIT 96-Well Plate Assay (USA), затем анализировали 
с помощью мультиплексного анализатора (Magpix, 
США) с определением концентрации цитокинов IL-2, 

IL-12p70, гамма-интерферона (IFNg), фактора некроза 
опухоли альфа (TNFα), IL-6, IL-22, IL-23, IL-17A, IL-17F, 
IL-17E/IL-25, гранулоцитарно-макрофагального коло-
ниестимулирующего фактора (GM-CSF), воспалитель-
ного белка-3 макрофагов (MIP-3a/CCL20), IL-10.

Статистический анализ
Все эксперименты были выполнены не менее, 

чем в трех сериях. Полученные в ходе них данные 
были статистически обработаны с помощью про-
граммного обеспечения GraphPadPrism 8.4.0. Для 
оценки динамики гибели мышей строили кривые Кап- 
лан-Мейера. Полученные результаты подчинялись 
закону нормального распределения, обрабатыва-
лись методами вариационной статистики и представ-
лялись в виде среднего арифметического значения 
(M) ± стандартной ошибки среднего (SEM). Досто-
верность различий между группами в эксперимен-
тах определяли по критерию Стьюдента. Различия 
считались достоверными при р<0,05, где р – уровень 
значимости. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Влияние ИЛГ на выживаемость мышей 
Balb/C при заражении S. aureus J49 ATCC 25923
Заражение 5x108 КОЕ/мышь не приводило к смер-

ти в контрольной группе, хотя у животных наблюда-
лись такие симптомы, как снижение активности, аппе-
тита, взъерошенность шерсти, диарея. Выживаемость 
здоровых животных, которым вводили трехкратно 
внутрибрюшинно 5% ДМСО, составила 100%.

Внутрибрюшинное введение 1,5×109 КОЕ/мышь 
вызывало гибель 100% животных контрольной груп-
пы в течение 48-72 ч. Предварительное введение ИЛГ 
значимо снижало смертность: через 2 дня погибало 
62,5±12,5% мышей, к 24-му дню выживали 12,5±6,3% 
мышей (рис. 1).  

При аутопсии установлено, что через 48–72 ч 
после заражения у мышей, получавших ИЛГ, была 
менее выраженная инъекция брыжеечных сосудов 
и вздутие кишечника. Через 14 дней в группе ИЛГ 
наблюдался выраженный спаечный процесс, а через  
24 дня отмечались забрюшинные абсцессы с плот-
ной капсулой и спайками.

Антимикробная активность ИЛГ
Для определения MПК в отношении S. aureus 

J49 ATCC 25923 ИЛГ был протестирован в диапазоне 
концентраций 0,1–128 мкг/мл. Через 24 ч образцы с 
ИЛГ в концентрациях 128 мкг/мл и 64 мкг/мл были 
полностью прозрачными подобно отрицательному 
контролю (стерильный БМХ). Бактериальная суспен-
зия с ИЛГ в концентрации 32 мкг/мл была опалесци-
рующей. В остальных пробах с ИЛГ (0,1–16 мкг/мл) 
наблюдался интенсивный рост бактерий, как в поло-
жительном контроле (суспензия бактерий без ИЛГ). 
Таким образом, MПК ИЛГ против S. aureus J49 ATCC 
25923 составила 64 мкг/мл. 

Как показано на рис. 2, ИЛГ дозозависимо пода-
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влял рост исследуемого штамма S. aureus в концентра-
циях MПК – MПК/8. В первые 4 ч наблюдений оптиче-
ская плотность образцов существенно не отличалась, 
тогда как через 8 ч различия OD630 между положи-
тельным контролем и образцами с ИЛГ нарастали. К 
концу инкубации (24 ч) OD630 для ИЛГ в МПК состав-
ляли 0,1±0,0 (р<0,05), MПК/2 – 0,3±0,1 (р<0,05), MПК/4 
– 0,4±0,1 (р<0,05), MПК/8 – 0,5±0,3 (р<0,05). 

Влияние ИЛГ на формирование биопленок 
S. aureus J49 ATCC 25923
Используя МТТ-тест, установлено, что ИЛГ дозоза-

висимо снижает способность S. aureus J49 ATCC 25923 
к адгезии к пластику (рис. 3). Удаление бактериальной 
суспензии с многократным промыванием лунок куль-
турального планшета после 24 ч инкубации показало, 
что оптическая плотность смыва с поверхности пласти-
ка в контрольных образцах была значительно выше, 
чем в лунках с ИЛГ: 0,8±0,1 vs. 0,4±0,0 (MПК, р<0,05), 
0,8±0,1 vs. 0,5±0,1 (MПК/2, р<0,05), 0,8±0,1 vs. 0,5±0,2 
(MПК/4, р<0,05), 0,8±0,1 vs. 0,5±0,1 (MПК/8, р<0,05). 
Значение OD492 в лунках с ИЛГ МПК/16 также имело 
тенденцию к снижению: 0,7±0,1 (р>0,05). 

С помощью атомно-силовой микроскопии обнару-
жено, что количество бактерий в поле зрения в образ-
цах с МПК ИЛГ (8,0±2,0 бактерий в поле зрения, 300×, 
p<0,05), MПК/2 (30,0±7,0 бактерий в поле зрения, 300×, 
р<0,05) было меньше, чем в контрольных образцах, 
имевших массивные бактериальные конгломераты 
(83,0±13,0 бактерий в поле зрения, 300×) (рис. 3).

Влияние ИЛГ на пептон-индуцированную 
миграцию фагоцитов у мышей
Миграцию фагоцитов в брюшную полость оце-

нивали, рассчитывая индекс стимуляции (ИС) – коли-
чество клеток, стимулированных внутрибрюшинной 
инъекцией пептона, относительно ФСБ. ИС у мышей, 
получавших ИЛГ, и контрольных животных стимули-
рованных пептоном, достоверно не отличались друг 
от друга. Через 24 ч ИС в контрольной группе состав-
лял 2,4±0,1 vs. 2,0±0,1 группы, получавшей ИЛГ; че-
рез 72 ч значения ИС характеризовались значениями 
1,6±0,1 (контрольная группа) по сравнению с 1,8±0,1 
(группа, получавшая ИЛГ).

Динамика спленоцитов и клеток паховых 
лимфатических узлов при генерализованной 
стафилококковой инфекции у мышей Balb/C
Количество клеток подсчитывалось ежедневно 

после внутрибрюшинного инфицирования субле-
тальной концентрацией бактерий (5×108 КОЕ/мышь)  
в течение 2 недель. Динамика числа клеток пред-
ставлена на рис.4. В 1-е сутки после заражения ко-
личество клеток в паховых лимфатических узлах у 
мышей, получавших ИЛГ, (0,4±0,2×106 клеток/мышь)  
и контрольных мышей (0,9±0,4×106 клеток/мышь) 
уменьшилось по сравнению с интактными мы-
шами (2,3±1,1×106 клеток/мышь), и только после 
3-го дня оно постепенно увеличивалось в обеих 

группах, достигая максимальных значений на 7-й 
день (9,3±0,5×106 клеток/мышь) или на 10-й день 
(10,6±0,5×106 клеток/мышь, группа, получавшая 
ИЛГ). После достижения пика на 9–10 дни развития 
инфекции, число клеток лимфатических узлов по-
степенно уменьшалось, достигая нормальных зна-
чений (у интактных животных) к 16-му дню в обеих 
группах. 

В первые дни после инфицирования количе-
ство спленоцитов в обеих группах было сопостави-
мым и меньше, чем у неинфицированных мышей 
(363,0±125,4×106 клеток/мышь), вплоть до 6-го дня. 
С 3-го до 9-го дня число спленоцитов постепенно 
нарастало в обеих группах. Количество спленоцитов 
мышей, получавших ИЛГ, достигало максимума к  
10-му дню (3328,0±166,4×106 клеток/мышь). Кон-
трольная группа имела сходную динамику с макси-
мумом к 10-му дню, но с меньшим пиковым значе-
нием (1488,0±74,4×106 клеток/мышь).

Влияние ИЛГ на пролиферацию спленоцитов 
и секрецию ими цитокинов in vitro
По результатам МТТ-теста с применением Т-кле-

точного митогена КонА установлено, что ИЛГ в кон-
центрациях 4–64 мкг/мл дозозависимо подавляет 
пролиферацию активированных лимфоцитов. Так, 
ИЛГ в концентрациях 16–64 мкг/мл практически 
полностью подавлял пролиферацию клеток. В при-
сутствии 8 мкг/мл ИЛГ жизнеспособность клеток 
снижалась более чем в два раза (50,0±7,5%, p<0,05) 
в сравнении с контролем и имела тенденцию к 
снижению при экспозиции с ИЛГ в концентрации  
4 мкг/мл (88,0±22,0%). 

В образцах с ИЛГ, даже в концентрации 4 мкг/мл 
(табл. 1), через 24–48 ч инкубации уровень практиче-
ски всех исследованных цитокинов был ниже, чем в 
контрольных образцах. 

Влияние ИЛГ на бактериемию
Для выявления бактериемии кровь зараженных 

мышей (5×108 КОЕ/мышь) засевали на кровяной 
агар. Значительный рост бактерий наблюдался че-
рез сутки после заражения у контрольных мышей  
(105 КОЕ/мл) по сравнению с мышами, получавшими 
ИЛГ (роста не наблюдали). На 4–5 сутки инфекции в 
группе, получавшей ИЛГ, не отмечено выраженного 
бактериального роста в образцах крови (<103 КОЕ/мл).  
В других образцах контрольных и опытных групп ро-
ста не наблюдалось.

Влияние ИЛГ на продукцию цитокинов 
клетками паховых лимфатических узлов 
при генерализованной стафилококковой 
инфекции мышей Balb/C
Секрецию цитокинов клетками паховых лимфати-

ческих узлов определяли на 4-е и 5-е сутки после зара-
жения (5×108 КОЕ/мышь), инкубируя клетки в течение 
24–48 ч in vitro. Как показано на рис. 5 и 6, продукция 
многих обнаруживаемых на 4-й день инфекции ци-
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Рисунок 1 – Выживаемость мышей Balb/C (самцы), зараженных S. aureus J49 ATCC 25923
Примечание: Группа А – контроль, 1,5×109 КОЕ/мышь. Группа B – предварительное введение ИЛГ (30 мг/кг), 1,5×109 КОЕ/мышь 

Рисунок 2 – Влияние ИЛГ на рост S. aureus J49 ATCC 25923

Рисунок 3 – Влияние ИЛГ на формирование биопленки S. aureus J49 ATCC 25923
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Таблица 1 – Влияние ИЛГ на секрецию цитокинов спленоцитами in vitro

А, пг/мл В, пг/мл
IL-2 <4,0 2020,0±115,7

IL-12p70 <7,9 23,8±2,6
IFNg <4,5 6253,0±157

TNFa * 25,0±0,2 213,2± 16,1
IL-6 * 27,6±1,4 2249,0±132,0
IL-22* 13,2±0,4 1276,0±71,2
IL-23 <123,7 223,3±1,4

IL-17A <20,4 724,5±76,9
IL-17F <6,2 968,4±107,4

IL-17E/IL-25 <377,5 527,6±25,4
GM-CSF  <22,5 310,8±32,6

MIP-3A/CСl20 <35,6 355,8±3,1
IL-10 * 32,8±0,1 424,3±24,3 

Примечание: А – уровень цитокинов в образцах, инкубированных с ИЛГ (4 мкг/мл); В – уровень цитокинов в контрольных образцах. 
* – р<0,05

Таблица 2 – Влияние ИЛГ на цитокины, продуцируемые спленоцитами  
при стафилококковой инфекции мышей Balb/C, на 5-й день инкубации

А, пг/мл В, пг/мл
IL-2*  3818,0±265,9 2158,5±140,7

IL-12p70*  100,6±2,6 31,8±4,6
IFNg*  7191,0±0,0 2356,0±179,6
IL-22*  1028,5±33,2 604,4±45,4
IL-23*  374,0±17,8 186,3±0,0

IL-17A*  3094,5±95,5  756,9±20,3
L-17F*  1223,5±79,9 865,45±39,4

MIP-3a/CCL20*  428,8±16,7 302,0±0,8
IL-10*  664,0±23,7 56,0±2,7

Примечание: А – группа, получавшая ИЛГ (предварительное внутрибрюшинное введение, 10 мг/кг, трехкратно); В – контрольная 
группа. * – р<0,05

токинов была выше по сравнению с 5-м днем после 
заражения. К 48 ч инкубации уровни IL-2, IFNg, IL-6, 
GM-CSF и, в частности, IL-17A, характеризовались до-
вольно высокими значениями у контрольных инфици-
рованных мышей. Внутрибрюшинное введение ИЛГ 
до заражения мышей значительно снижало продук-
цию таких цитокинов, как IL-2 (5524,3±669,8 пг/мл vs. 
1265,0±94,8 пг/мл, p<0,05), IFNg (3936,3±567,8 пг/мл vs. 
587,6±20,9 пг/мл, p<0,05), IL-6 (4861,3±361,8 пг/мл vs. 
412,3±11,8 пг/мл, p<0,05), GM-CSF (553,3±64,6 пг/мл vs. 
80,3±6,3 пг/мл, p<0,05), и IL-17A (6804,0±754,9 пг/мл vs.  
1129,0±31,1 пг/мл, p<0,05).

Влияние ИЛГ на цитокины, продуцируемые 
спленоцитами при стафилококковой 
инфекции мышей Balb/C
Секрецию цитокинов спленоцитами определяли 

на 4-й и 5-й день после заражения (5×108 КОЕ/мышь),  
инкубируя клетки в течение 24–48 ч in vitro. Введение 
ИЛГ мышам приводило к постепенному увеличению 

секреции цитокинов от 4-го к 5-му дню после зара-
жения. Как показано на рис. 7 и 8, на 4-й день после 
заражения значения GM-CSF (586,7±95,5 пг/мл vs. 
306,5±11,4 пг/мл, р<0,05) были значительно выше у 
мышей, получавших ИЛГ, чем в контроле. На 5-й день 
после заражения в группе, получавшей ИЛГ, уровень 
секреции многих исследуемых цитокинов (в момент 
инкубации 24 ч и/или 48 ч) был значительно выше по 
сравнению с контрольными мышами (табл. 2):

ОБСУЖДЕНИЕ
Настоящее исследование посвящено изучению 

эффектов халконового флавоноида ИЛГ в модели ге-
нерализованной стафилококковой инфекции. Целью 
исследования стало изучение антибактериальных и 
иммунотропных механизмов ИЛГ.

Несмотря на то, что мышиные модели S. aureus-ин-
фекции слабо коррелируют со стафилококковой ин-
фекцией у человека [18], они широко используются в 
экспериментальной медицине и фармакологии. 
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Рисунок 4 – Динамика спленоцитов (A) и клеток паховых лимфатических узлов (B)  
в модели стафилококковой инфекции мышей Balb/C

Примечание: (С) Контрольная группа, 5×108 КОЕ/мышь. (D) Предварительное введение ИЛГ (30 мг/кг), 5×108 КОЕ/мышь.  Интактные мыши: 
количество спленоцитов = 363,0±125,4×106 клеток/мышь, количество клеток паховых лимфатических узлов = 2,3±1,1×106 клеток/мышь

Рисунок 5 – Влияние предварительного введения ИЛГ на уровни цитокинов (группа Th-1 и IL-10),  
продуцируемых клетками паховых лимфатических узлов мышей Balb/C, инфицированных 

S. aureus J49 ATCC 25923 (5×108 КОЕ/мышь) (* р<0,05)
Примечание: (A) Предварительное введение ИЛГ (30 мг/кг). (B) контрольная группа (* р<0,05)
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Рисунок 6 – Влияние предварительного введение ИЛГ на уровни цитокинов (группа Th-17),  
продуцируемых клетками паховых лимфатических узлов мышей Balb/C, инфицированных  

S. aureus J49 ATCC 25923 (5×108 КОЕ/мышь) (* р<0,05)
Примечание: (A) Группа, получавшая ИЛГ (30 мг/кг). (B) Контрольная группа (* р<0,05)

Известно, что для воспроизведения инфекции 
S. aureus у животных требуются очень высокие ино-
кулянты. Так, в настоящей работе генерализованную 
инфекцию воспроизводили у мышей линии Balb/c 
внутрибрюшинным введением суспензии штам-
ма S. aureus J49 ATCC 25923 в количестве 5×108 –  
1,5×109 КОЕ/мышь. Генерализация инфекции (сепсис) 
была подтверждена (наличие бактериемии, абсцес-
сов во внутренних органах) даже в случае бактериаль-
ной нагрузки 5×108 КОЕ/мышь, которая практически 

не вызывала гибели мышей. Массивная гибель экс-
периментальных животных наблюдалась только при 
заражении 1,5×109 КОЕ/мышь и более. При этом боль-
шая часть мышей погибала в ранние сроки инфекции 
(на 2–3 сутки), что могло свидетельствовать о разви-
тии септического шока [19]. 

Было выявлено, что введение ИЛГ за 1 час до 
бактериального заражения значимо увеличивало 
выживаемость мышей. В данном случае протектив-
ный эффект ИЛГ при стафилококковом сепсисе мог 
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190

ОРИГИНАЛЬНАЯ СТАТЬЯ

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 8, Выпуск 3, 2020

Рисунок 7 – Влияние предварительного введения ИЛГ на уровни цитокинов (группа Th-1 и IL-10),  
продуцируемых спленоцитами мышей Balb /C, инфицированных S. aureus J49 ATCC 25923  

(5×108 КОЕ/мышь, внутрибрюшинно) (*р<0,05)
Примечание: (A) Группа, получавшая ИЛГ (30 мг/кг). (B) Контрольная группа (* р<0,05)
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провоспалительных цитокинов в сыворотке крови, ак-
тивность NО-синтазы, циклооксигеназы-2 [22], а также 
обладал антиоксидантными и противовоспалитель-
ными эффектами [23]. 

На ранних сроках инфекции воспалительная реак-
ция опосредована вовлечением факторов врожден-
ного, но не адаптивного иммунитета.  Именно 
врожденные иммунные реакции наиболее значимы 
для предотвращения генерализации и ограничения 
гнойно-воспалительного процесса. 

Положительным, на наш взгляд, является отсут-
ствие подавляющего влияния ИЛГ на миграцию фаго-
цитов в очаг внедрения патогена. В настоящем иссле-
довании ИЛГ не снижал количество клеток через 24 ч  
(хемотаксис нейтрофилов) и 72 ч (хемотаксис макрофа-
гов) в ответ на введение индуктора миграции – пептона. 
При этом визуальная оценка при аутопсии мышей, по-
лучавших ИЛГ, показала, что в сравнении с контрольной 
группой наблюдался более выраженный спаечный про-
цесс с формированием абсцессов с плотной капсулой. 

быть реализован путем сдерживания симптомов ток-
сического шока, которые в значительной степени яв-
ляются результатом гиперпродукции цитокинов (IL-2, 
INF-γ и TNF-α) [20] Т-лимфоцитами, активированным 
суперантигеном [21]. ИЛГ в культуре КонА-активи-
рованных спленоцитов дозозависимо ингибировал 
продукцию цитокинов даже в концентрациях, в кото-
рых не вызывал снижения пролиферации. Так, в при-
сутствии ИЛГ (4 мкг/мл) секреция всего изучаемого 
спектра цитокинов IL-2, IL-12p70, IFNg, TNFα, IL-6, IL-22,  
IL-23, IL-17A, IL-17F, IL-17E/IL-25, GM-CSF, MIP-3a/
CCL20, IL-10 была ниже контрольных показателей, 
при добавлении в культуру лимфоидных клеток ИЛГ 
в концентрациях 16-64 мкг/мл большинство цито-
кинов (IL-2, IL-12p70, IFNg, TNFα, IL-23, IL-17A, IL-17F,  
IL-17E/IL-25, GM-CSF, MIP-3a/CCL20) не определялись.

Другие исследователи также показали эффектив-
ность ИЛГ при сепсисе, вызванными иными механиз-
мами. Так, в модели сепсиса, вызванного перевязкой 
и пункцией слепой кишки, ИЛГ снижал концентрации 
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Рисунок 8 – Влияние предварительного введения ИЛГ на уровни цитокинов (группа Th-17),  
продуцируемых спленоцитами мышей Balb/C, инфицированных  

S. aureus J49 ATCC 25923 (5×108 КОЕ/мышь, внутрибрюшинно) (* р<0,05)
Примечание: (A) Предварительное введение ИЛГ (30 мг/кг); (B) Контрольная группа. (* р<0,05).

Опираясь на выявленные результаты, а также 
учитывая достаточно короткий период полувыведе-
ния ИЛГ [24], подобные вещества могут потенциаль-
но представлять интерес в качестве альтернативы 
кортикостероидам, предотвращающей летальность 
при системном воспалении. Кроме того, положи-
тельным в сравнении с кортикостероидами является 
то, что ИЛГ обладает прямым антистафилококковым 
действием. В условиях нашего эксперимента МПК 
ИЛГ в отношении S. aureus J49 ATCC 25923 состави-

ла 64 мкг/мл, что было сопоставимо с данными не-
которых авторов, которые изучали действие ИЛГ на 
другие бактерии рода Staphylococcus [6]. Несмотря 
на то, что антистафилококковая активность была не 
высокая, ИЛГ дозозависимо ингибировал суспензи-
онный рост S. aureus J49 ATCC 25923 в концентрациях 
меньше, чем МПК (8-32 мкг/мл), что позволяет пред-
положить, что антибактериальная активность ИЛГ 
также имела значение в повышении выживаемости 
животных. 

DOI: 10.19163/2307-9266-2020-8-3-181-194
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Бактерии рода Staphylococcus способны форми-
ровать биопленки на различных поверхностях. Такая 
способность выявлена у S. aureus как у коллекцион-
ных штаммов [25], так и клинических изолятов MSSA 
и MRSA [26]. Используя атомно-силовую микроскопию 
и МТТ-тест, мы выявили, что штамм S. aureus J49 ATCC 
25923 формирует биопленки на пластиковой поверх-
ности, а внесение ИЛГ в концентрациях меньше МПК 
ингибирует формирование бактериальной биоплен-
ки. Антибиопленочный эффект ИЛГ был дозозависи-
мым (4–32 мкг/мл) и коррелировал с выраженностью 
ингибирования суспензионного роста бактерий, что 
косвенно может свидетельствовать о том, что данный 
эффект явился следствием прямого антибактериаль-
ного эффекта ИЛГ. Антибиопленочная активность ИЛГ 
продемонстрирована другими исследователями в 
отношении S. xylosus [7], однако механизмы влияния 
ИЛГ на биопленки бактерий рода Staphylococcus глу-
боко не изучены, хотя есть сведения о других флавоно-
идах, влияющих на систему quorum sensing S. aureus.

В последние годы появились публикации о том, 
что S. aureus активно избегает иммунного надзора, 
«выключая» различные механизмы адаптивного им-
мунного ответа в организме хозяина [27], что позво-
ляет бактериям персистировать даже при развитии 
антигенспецифического ответа.  

Для изучения влияния ИЛГ на иммунный ответ 
мы использовали мышиную модель генерализован-
ной инфекции, в которой не наблюдалось гибели жи-
вотных при заражении (5х108 КОЕ/мышь). Проведена 
оценка динамики количества клеток паховых лимфа-
тических узлов и селезенки, а также выработки ими 
цитокинов после заражения. 

Обратил на себя внимание тот факт, что в первые 
дни после заражения животных количество клеток 
в регионарных лимфатических узлах и селезенке 
было значительно меньше, чем у интактных живот-
ных.  По-видимому, массированная бактериальная 
инвазия послужила развитию неспецифического 
ответа – стресс-реакции, вследствие чего причиной 
лимфолитического эффекта могла быть повышенная 
секреция кортикостероидов в первые дни септиче-
ского процесса [28]. Только после 3-го дня инфекции 
наблюдалось постепенное нарастание количества 
лимфоцитов в регионарных лимфатических узлах с 
достижением максимальных значений на 7-й день 
(в контрольной группе) и на 10-й день (в группе, по-
лучавшей ИЛГ). Для исследования секреции цитоки-
нов регионарные лимфатические узлы и селезенку у 
мышей извлекали на 4-е и 5-е сутки после заражения 
(период нарастания «клеточности»). 

При активации лимфоцитов сначала продуциру-
ется IL-2, а потом и другие цитокины, необходимые 
для дифференцировки различных Th-субпопуляций. 
О функциональном состоянии Th-субпопуляций при-
нято судить по продукции иммунокомпетентными 
клетками характерного спектра цитокинов: IFNg слу-
жит маркером Th1, IL-4 – маркером Th2, а IL-17A – ос-
новной цитокин Th17. 

С точки зрения современных представлений, 
Th17-клетки участвуют в антистафилококковом им-
мунитете, усиливая эффекторную функцию нейтро-
филов [29] и, таким образом, выступая наиболее 
важной протективной популяцией. Однако учитывая 
пластичность Th-субпопуляций в условиях динамич-
но изменяющегося микроокружения in vivo, также 
оценивают цитокины Th17-зависимых эффекторов, 
таких как GM-CSF, MIP-3a/CCL20. 

Исследование супернатантов клеток паховых 
лимфатических узлов инфицированных мышей кон-
трольной группы выявило преобладание таких ци-
токинов, как IL-12p70, IFNg, IL-6, IL-22, IL-23, IL-17А. 
IL-17F, IL-17E/IL-25. Это могло свидетельствовать о 
дифференцировке активированных CD4+-клеток в 
Th1 и Th17. В поддержку гипотезы дифференциров-
ки также свидетельствует увеличение сывороточных 
концентраций GM-CSF, а также антибактериального 
хемокина MIP-3a/CCL20. Растворимые компоненты  
S. aureus способствуют индукции Foxp3+Treg и помимо 
нарастания секреции провоспалительных цитокинов 
в контрольной группе нами отмечено повышение се-
креции IL-10, который, вероятно, вырабатывался Т-ре-
гуляторными клетками, сдерживающими чрезмерное 
воспаление, супрессируя Th1 и Th17. В группе мышей, 
получавших ИЛГ, выявлено подавление секреции как 
провоспалительных (IL-2, IFNg, IL-6, IL-17A, GM-CSF) 
цитокинов, так и IL-10 клетками паховых лимфатиче-
ских узлов, концентрация которых была меньше кон-
трольных значений более чем в 2 раза. 

В настоящем эксперименте ИЛГ, как и многие 
другие флавоноиды [30], проявлял иммуносупрес-
сивные свойства. В культуре мононуклеаров, активи-
рованных T-клеточным митогеном КонА, ИЛГ дозоза-
висимо ингибировал пролиферацию: в концентрации 
8 мкг/мл пролиферация подавлялась примерно 
вдвое, тогда как в концентрациях более 16 мкг/мл 
практически полностью отсутствовал пролифератив-
ный ответ, снижал продукцию цитокинов не только 
in vitro, но и клетками паховых лимфатических узлов 
у инфицированных мышей.  Таким образом, несмо-
тря на наличие антибактериальных механизмов, ИЛГ 
потенциально мог провоцировать генерализацию 
инфекции. Однако при посеве крови в первые сутки 
инфекции бактериемия в группе контрольных мы-
шей была значительно выше и достигала 105 КОЕ/мл,  
тогда как на фоне введения ИЛГ на плотной среде 
вырастали единичные колонии, свидетельствующие 
о бактериемии <103 КОЕ/мл, в последующие дни в 
течение недели, как показывал посев крови, бакте-
риемия определялась не у всех животных в обеих 
группах на низких уровнях (<103 КОЕ/мл).

Учитывая, что селезенка играет важную роль в 
сдерживании гематогенного распространения ин-
фекции [31], была исследована продукция цитоки-
нов спленоцитами на 4–5 сутки после заражения, 
где были получены неожиданные результаты. В се-
лезенках обеих групп максимальная «клеточность» 
наблюдалась на 10-ый день инфекции, но в группе, 
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получавшей ИЛГ, их количество было в 2 раза боль-
ше контрольных значений. Спленоциты мышей, 
которым вводили ИЛГ до заражения, достоверно 
увеличивали продукцию цитокинов, активирую-
щих иммунный ответ в по типу Th-1 (IL12p70, TNFα, 
IFNg) и Th-17 (IL22, IL23, IL6, IL17). Было высказано 
предположение, что экспансия большого количе-
ства Т-клеток после стимуляции суперантигеном 
может вызывать истощение IL-2, тем самым огра-
ничивая развитие защитного T-клеточного ответа 
[32]. Возможно, сдерживание секреции цитокинов 
(в частности, IL-2) и меньшая бактериальная на-
грузка на фоне введения ИЛГ способствовали бо-
лее эффективному участию спленоцитов в иммун-
ном ответе. 

На фоне введения ИЛГ обращает на себя вни-
мание более эффективный Th-17 ответ с повыше-
нием цитокинов эффекторов врожденного им-
мунитета (GM-CSF, MIP-3a/CCL20). Установлено, 
что такие хемокины как MIP-3a/CCL20, обладают 
выраженной антибактериальной активностью в 
отношении как грамположительных, так и грамо-

трицательных бактерий [33]. Предполагают, что 
провоспалительные Th17-клетки первой волны 
активно секретируют в тканях-мишенях IL-17, ко-
торый индуцирует секрецию антибактериального 
пептида MIP-3a/CCL20 разнообразными клетками. 
Вероятно, что недостаточная активность MIP-3a/
CCL20 может приводить к снижению опосредован-
ного Т-клетками контроля эрадикации бактериаль-
ного возбудителя.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе нашего исследования 

выявлено, что предварительное введение ИЛГ по-
вышает выживаемость мышей при генерализован-
ной инфекции, вызванной S. aureus J49 ATCC 25923. 
В основе данного протективного эффекта ИЛГ лежат 
как антимикробные (умеренный прямой антистафи-
лококковый с МПК=64 мкг/мл, антибиопленочный в 
концентрациях ниже МПК), так и иммуномодулирую-
щие механизмы защиты, что заслуживает внимания 
с целью создания новых лекарственных препаратов, 
снижающих летальность при сепсисе.
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