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В настоящее время сепсис считается одной из
наиболее сложных и недостаточно изученных про�
блем медицины. Несмотря на значительные успехи
в выяснении механизмов его развития, сепсис оста�
ется главной причиной смерти в палатах интенсив�
ной терапии [1]. При этом в 45–60% случаев сепсис
вызывается грамотрицательными бактериями и в
65–70% случаев становится причиной септического
шока [2]. Основную роль в инициировании ответа
организма на вторжение грамотрицательных бакте�
рий играют липополисахариды (ЛПС) бактериаль�
ной стенки (эндотоксины) [3, 4]. При массивном
попадании бактерий в организм возможно развитие
чрезмерного ответа, при котором возникают раз�
личные нарушения как на клеточном, так и на фи�
зиологическом уровне. В результате может развить�
ся эндотоксический шок [5], зачастую приводящий
к летальному исходу.

У многих организмов, включая млекопитающих,
важными стрессовыми белками являются белки
теплового шока, в частности БТШ70 [6]. За послед�

ние годы опубликованы новые данные о том, что
БТШ70 может находиться во внеклеточном про�
странстве, функционируя как специализированные
сигнальные молекулы – цитокины [7]. Появление
внеклеточного БТШ70 вызывает активацию раз�
личных звеньев иммунной системы, воспринима�
ясь ею как сигнал “опасности” [8]. Это приводит к
усилению продукции цитокинов, повышению ско�
рости фагоцитоза и активации системы компле�
мента, что увеличивает потенциал БТШ70 как про�
тивовоспалительного фактора. Следует отметить,
что данные эффекты вызывает как белок, высво�
бождаемый из клеток во внеклеточное простран�
ство, так и экзогенный БТШ70 [9]. Это может быть
важным для терапевтического применения БТШ70. 

Ранее мы наблюдали защитный эффект предва�
рительного введения различных препаратов
БТШ70 (рекомбинантного человеческого и выде�
ленного из сердечной мышцы верблюда) как на
уровне целого организма, так и на уровне клеток
(нейтрофилов человека и макрофагов мыши) [10].
Чтобы посмотреть, что происходит в клетках на мо�
лекулярном уровне, было интересно сравнить об�
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щие картины синтеза белков в макрофагах J774 мы�
ши при комбинированном воздействии теплового
шока, рекомбинантного БТШ70 человека, нарабо�
танного в системе экспрессии в клетках Spodoptera
frugiperda, и ЛПС.

Цель настоящей работы – изучение молекуляр�
ных механизмов защитного действия экзогенного
рекомбинантного БТШ70 человека в модели эндо�
токсемии, вызванной введением ЛПС (Escherichia
coli), на культуре макрофагов J744 мыши. 

Макрофаги мыши (линия J774), полученные из
Российской коллекции клеточных культур Инсти�
тута цитологии РАН, культивировали в среде Игла в
модификации Дульбекко (“Sigma”) с добавлением
термоинактивированной 10%�ной эмбриональной
сыворотки крупного рогатого скота (“HyClone”,
Logan UT), проверенной на присутствие эндоток�
сина (0.01 ед/мл), 1% пенициллина, 1% стрептоми�
цина, 2 мM L�глутамина при 37°С в среде, содержа�
щей 5% CO2. В день опыта клетки собирали центри�
фугированием, определяли их количество и
доводили их концентрацию свежей культуральной
средой до 2 × 106 клеток/мл среды. На каждую пробу
брали от 5 до 6 млн. клеток во флаконах объемом
10 мл. Тепловой шок проводили на водяной бане
при +43°С в течение 30 мин. После теплового шока
в пробы добавляли БТШ70 и/или ЛПС из E. coli
O55:B5 или O111:B4 (“Sigma”) в концентрации
1 мкг/мл. В опытах по защитному действию БТШ70
ЛПС добавляли спустя 10 мин после введения
БТШ70 (при комнатной температуре). Затем все
пробы культивировали при +37°С в течение 3 ч и
снова определяли концентрацию клеток и их жизне�
способность. Каждая проба содержала 1.5 × 106 кле�
ток, которые метили 1.85 MBк 35S�метионина (“Am�
ersham Biosci. Corp.”) в 200 мкл раствора Хенкса в
течение 1 ч при +37°С. После этого клетки отмыва�
ли в растворе Хенкса, осадок растворяли в 75 мкл

буфера О’Фаррелла, замораживали в жидком азоте
и хранили при –70°С. Ген рекомбинантного
БТШ70 человека для дальнейшей экспрессии кло�
нировали под полиэдриновым промотором в бак�
миду, как описано в [11]. Рекомбинантный белок,
синтезированный в клетках Spodoptera frugiperda,
очищали на смоле Ni�NTA согласно рекомендаци�
ям производителя (“QIAGEN”). Двумерный гель�
электрофорез проводили согласно классическому
методу О’Фаррелла [12] с некоторыми вариациями.
На трубку брали 1.2 × 106 клеток и проводили изо�
электрофокусирование при 300 В в течение 16 ч.
Электрофорез во втором направлении проводили в
12%�ном полиакриламидном геле. Гели окрашива�
ли кумасси R�250, высушивали и экспонировали на
рентгеновскую пленку в течение 5 дней. Пятна, со�
ответствующие белкам, синтез которых изменился,
оценивали по включению 35S�метионина, вырезали
из препаративного геля и гидролизовали трипси�
ном. Образцы анализировали на масс�спектрометре
MALDI TOF�TOF Ultraflex II (“Bruker”). Белки иден�
тифицировали по “пептидному фингерпринту” при
помощи программы Mascot [13] и базы данных NCBI.
Уровень включения 35S�метионина определяли с по�
мощью сцинтилляционного счетчика в жидком
сцинтилляторе (“МР Biomedicals Ecolume”). С этой
целью белковое пятно вырезали из геля и выдержи�
вали в 60 мкл 30%�ной перекиси водорода в течение
ночи при 65°С. Полученный раствор смешивали с 5
мл жидкого сцинтиллятора и измеряли радиоактив�
ность в сцинтилляционном счетчике (по 1 мин на
пробу).

В результате проведенной работы мы обнаружи�
ли восемь внутриклеточных белков (рисунок), уро�
вень синтеза которых значительно варьировал при
действии на макрофаги J774 бактериального эндо�
токсина в комбинации с прекондиционированием
БТШ70 и обработкой тепловым шоком по сравне�
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Двумерный электрофорез клеток J774, меченных 35S�метионином. а – Контрольные клетки, культивированные при
37°С. б – Клетки, обработанные БТШ70, перед воздействием ЛПС при 37°С. 1 – Grp94; 2 – Trap1; 3 – Dpysl2; 4 –
Sqstm1; 5 – hnRNP K; 6 – Hspd1; 7 – Eno1; 8 – Anxa5.
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нию с уровнем в контрольных клетках (таблица).
Большая часть из этих белков, а именно Hspd1,
Dpysl2, Eno1, Anxa5, относятся к семействам, син�
тез которых изменяется при различных видах стрес�
са, и они чаще всего обнаруживаются в протеомных
исследованиях [14]. Также к общестрессовым бел�
кам можно отнести белки теплового шока Grp94 и
Trap1. 

В клетке белки теплового шока, участвуя в раз�
личных сигнальных путях, могут по�разному реаги�
ровать на стресс, что отражается и в результатах на�
шей работы. Так, увеличение синтеза митохондри�
ального БТШ60 (Hspd1) в основном наблюдалось в
пробах, которые подвергали тепловому шоку. При
этом известно, что он играет проапоптотическую
роль, обеспечивая созревание прокаспазы�3 [15]. В

то же время, согласно опубликованным ранее дан�
ным [16], а также результатам нашей работы, синтез
белка Grp94, локализованного в эндоплазматиче�
ском ретикулуме, не усиливается в ответ на тепло�
вой шок. Известно, что при стрессе этот белок спо�
собен выходить во внеклеточное пространство, иг�
рая иммунорегуляторную роль [17], с чем может
быть связано уменьшение его количества в клетке.
Синтез Grp94 значительно индуцируется в ответ на
введение ЛПС, но, что интересно, снижается при
комбинированном воздействии БТШ70 и ЛПС.
Еще один белок, обнаруженный нами, – Trap1, или
митохондриальный БТШ75. Его синтез значитель�
но индуцировался при введении эндотоксина, а при
прекондиционировании с БТШ70 перед действием
ЛПС снижался. Причем такая зависимость наблю�

Обнаруженные белки и уровень их синтеза

Белок и его номер в NCBI Роль в клетке Наблюдаемое изменение уровня 
синтеза белка

Grp94, или Hsp90b1, gp96
NP_035761.1

Относится к семейству БТШ90 в эндоплазмати�
ческом ретикулуме. При клеточном стрессе 
повышается его уровень, что приводит к воспа�
лительному ответу. Не синтезируется при тепло�
вом шоке. 

Значительно возрастает при обработке 
с ЛПС. Снижение при тепловом шоке. 
При введении БТШ70 до обработки 
ЛПС уровень падает ниже контрольного.

Trap1 (TNF receptor�associat�
ed protein 1) NP_080784.1

Митохондриальный БТШ75. Антиапоптотиче�
ская роль при разных видах стресса. Защищает 
клетки от окислительного стресса.

Усиление при всех воздействиях, наибо�
лее значительное под действием ЛПС. 
Снижение при комбинации ЛСП с пре�
кондиционированием БТШ70.

Dpysl2 (Dihydropyrimidinase�
like 2 protein), или Crmp2
NP_034085.2

Участвует в реорганизации цитоскелета, регули�
руя миграцию клеток. Его синтез зависит 
от активности клетки.

Усиление во всех пробах при тепловом 
шоке и при совместной обработке 
БТШ70 и ЛПС.

Sqstm1 (Sequestosome 1), 
или p62
NP_035148.1

Убиквитин�связывающий белок, который уда�
ляет полиубиквитинированные белки из клетки. 
Предупреждает чрезмерный воспалительный 
ответ. Индуцируется в ответ на окислительный 
стресс.

Значительное усиление при введении 
как одного ЛПС, так и в комбинации с 
БТШ70 и тепловым шоком.

hnRNP K (Heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein K)
NP_079555.1 

Вовлечен во множество процессов, составляю�
щих экспрессию генов. Служит “стыковочной 
платформой” для взаимодействия и объедине�
ния многих сигнальных каскадов. Фосфорили�
руется в ответ на внеклеточные сигналы (напри�
мер, при окислительном стрессе).

Усиление в ответ на тепловой шок и на 
введение ЛПС. При 37°С наибольший 
синтез наблюдается в ответ на совмест�
ное введение БТШ70 и ЛПС.

Hspd1
NP_034607.3 

Митохондриальный БТШ60. Участвует во мно�
гих видах стресса. Эндогенный БТШ60 защища�
ет от клеточной смерти, поддерживая митохон�
дриальное окислительное фосфорилирование. 
Проапоптотическая роль.

Значительное усиление в ответ на тепло�
вой шок и совместное введение БТШ70 
и ЛПС при 37°С.

Eno1 (enolase 1)
NP_075608.2

Мультифункциональный белок, участвующий в 
гликолизе и глюконеогенезе. Регуляторная роль 
при многих стрессовых состояниях. Играет важ�
ную роль в организации активного цитоскелета, 
обеспечивая подвижность клеток в ответ на 
ЛПС�стимулы. 

Усиление в ответ на тепловой шок и об�
работку ЛПС при 37°С. При введении 
БТШ70 до обработки ЛПС при 37°С, 
снижение до контрольного уровня.

Anxa5 (Annexin A5)
NP_033803.1

Связывается с фосфатидилсерином и эффек�
тивно влияет на поглощение апоптотических и 
некротических клеток макрофагами. Противо�
воспалительный эффект.

Усиление в ответ на тепловой шок и вве�
дение ЛПС. Наиболее значительное по�
вышение в ответ на совместное введение 
БТШ70 и ЛПС при 37°С.
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далась как при нормальной температуре, так и при
тепловом шоке. Усиление синтеза этого белка хоро�
шо согласуется с тем, что он защищает клетки от
окислительного стресса и апоптоза, вызванного
различными воздействиями [18]. С другой стороны,
снижение уровня этого белка при комбинирован�
ной обработке показывает, что в этих условиях клет�
ки, возможно, меньше подвержены стрессу. 

Аннексин А5 (Anxa5), белок, наиболее значи�
тельно индуцируемый при комбинированной обра�
ботке клеток БТШ70 и ЛПС, как известно, обладает
противовоспалительной активностью. Этот белок
функционирует как вспомогательный, способствуя
поглощению апоптотических и некротических кле�
ток макрофагами [19]. 

В макрофагах, обработанных эндотоксином в
различных комбинациях с БТШ70 и тепловым шо�
ком, отмечена существенная индукция белка
Sqstm1. Повышение уровня этого белка в ответ на
введение ЛПС наблюдали и ранее [20]. Известно,
что Sqstm1 может ослаблять NF�kB�зависимый
синтез провоспалительных цитокинов в макрофа�
гах, предупреждая чрезмерный воспалительный от�
вет. Его уровень возрастает в макрофагах, стимули�
рованных IFN/TLR [21].

При введении эндотоксина в различных комби�
нациях, а также в ответ на тепловой шок индуцирует�
ся гяРНП K (hnRNP K), вовлеченный в регуляцию
множества процессов, связанных с экспрессией раз�
личных генов. Этот белок служит “стыковочной
платформой” для взаимодействия многих сигналь�
ных каскадов [22]. 

Один из обнаруженных белков, Dpysl2, участву�
ет в реорганизации цитоскелета клеток, регулируя
их миграцию [23]. Его синтез зависит от активности
клетки.

Енолаза 1 (Eno1) – это мультифункциональный
белок, который впервые был охарактеризован как
фермент гликолитического пути. Енолаза 1 выпол�
няет регуляторные функции при разных видах
стресса [24]. Так при гипоксии и тепловом шоке
Eno1 действует как стрессовый белок [14], что пока�
зано и в нашей работе, так как мы наблюдали зна�
чительную индукцию этого белка в ответ на тепло�
вой шок. Показано также, что ЛПС может активи�
ровать киназы семейства MAPK, включая ERK1/2,
которые вовлечены в экспрессию мРНК енолазы 1.
В ЛПС�стимулированных макрофагах мы наблюда�
ли повышение уровня Eno1, что согласуется с опуб�
ликованными данными [24]. Интересно, что в
ЛПС�стимулированных моноцитах происходит
быстрая транслокация Eno1 к клеточной поверхно�
сти, что приводит к локальному накоплению плаз�
мина и, в результате, к миграции клеток к месту вос�
паления [25].

Таким образом, нами выявлены белки, синтез
которых изменялся в ответ на тепловой шок, введе�
ние экзогенного БТШ70 или эндотоксина. Эти бел�
ки играют, по�видимому, различные, в некоторых
случаях противоположные, роли в клетке при

стрессе. По изменению характера синтеза этих бел�
ков видно, что предварительное введение экзоген�
ного БТШ70 до обработки макрофагов ЛПС оказы�
вает заметный протективный эффект, что согласу�
ется с результатами опытов in vivo [10]. 

Ясно также, что молекулярные механизмы такой
защиты затрагивают различные сигнальные пути, а
потому очень сложны и требуют дальнейшего более
глубокого изучения.

Работа получила финансовую поддержку Рос�
сийского фонда фундаментальных исследований
(09�04�00643 и 09�04�00660), а также программы
“Динамика генофондов” и программы Президиума
Российской академии наук “Молекулярная и кле�
точная биология” (М.Е.).
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