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Резюме
Введение. Макрофаги занимают особое место в формировании и координации иммунного ответа, их популяция характеризуется 
гетерогенностью, однако среди них выделяют два основных типа: провоспалительные (классически активированные) макрофаги М1, 
которые активируются интерфероном-γ (ИФН-γ) или липополисахаридом (ЛПС) бактерий, продуцируют провоспалительные цитокины, 
оксид азота (NO) и инициируют иммунный ответ, и противовоспалительные (альтернативно активированные) макрофаги М2, которые 
активируются такими цитокинами как интерлейкин 1 (ИЛ-1), ИЛ-10 или ИЛ-13 и связаны с подавлением иммунного ответа и заживлением 
тканей. Провоспалительные свойства макрофагов чаще всего связывают с активацией внутриклеточного сигнального каскада с участием 
киназного комплекса IKK-2 и ядерного фактора-κB (NF-κB), который является важнейшей молекулой сигнальной трансдукции. Ранее было 
показано, что гуминовые кислоты (ГК) торфа вызывают появление у макрофагов провоспалительных свойств, однако внутриклеточные 
механизмы такой активации не изучены.
Цель. Изучение вклада внутриклеточного сигнального каскада IKK-2/NF-κB в процесс активации провоспалительных свойств макрофагов 
гуминовыми кислотами торфа.
Материалы и методы. Исследования проводили с помощью культуральных методов, а также методом вестерн-блоттинга.
Результаты и обсуждение. Показано, что добавление ингибитора киназы IKK-2 в культуру макрофагов снижало способность ГК 
стимулировать продукцию оксида азота исследуемыми клетками. Методом вестерн-блоттинга выявлено, что через 30 минут после 
совместной инкубации ГК с макрофагами содержание молекулы NF-κB p65 в клетках увеличивалось, через 60 минут снижалось до 
показателей интактного контроля, а через 17 часов уменьшалось в 3 раза по сравнению с контрольным уровнем. Однако ингибитор IKK-2 
после 30-минутной инкубации не оказывал блокирующего влияния на киназу IKK, тогда как через час после совместной инкубации клеток 
с ингибитором и веществами наблюдалось снижение уровня NF-κB p65. Эта тенденция сохранялась и к 17 часам.
Заключение. Стимулирующее действие гуминовых кислот торфа на макрофаги реализуется, в том числе, за счет активации киназного 
комплекса IKK-2 с дальнейшим высвобождением субъединицы p65 молекулы NF-κB. Прослеживается зависимость степени активации  
NF-κB от срока взаимодействия клетки с активирующими агентами. ГК осуществляют запуск внутриклеточного сигнального каскада 
ядерного фактора NF-κB уже в течение первых 30 минут.
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Abstract
Introduction. Macrophages occupy a special place in the formation and coordination of the immune response, their population is characterized 
by heterogeneity, however, two main types are distinguished among them: pro-inflammatory (classically activated) macrophages M1, which are 
activated by interferon-γ (IFN-γ) or lipopolysaccharide (LPS) of bacteria, produce pro-inflammatory cytokines, nitric oxide (NO) and initiate an 
immune response, and anti-inflammatory (alternatively activated) macrophages M2, which are activated by such cytokines as interleukin 1 (IL-1), 
IL-10 or IL-13 and are associated with suppression of the immune response and tissue healing. The proinflammatory properties of macrophages 
are most often associated with the activation of an intracellular signaling cascade with the participation of the IKK-2 kinase complex and nuclear 
factor-κB (NF-κB), which is the most important signal transduction molecule. Previously, the authors showed that humic acids (HA) of peat 
cause the appearance of pro-inflammatory properties in macrophages; however, the intracellular mechanisms of such activation have not been 
studied.
Aim. Study of the contribution of the intracellular signaling cascade IKK-2/NF-κB to the activation of pro-inflammatory properties of macrophages 
by humic acids of peat.
Materials and methods. The studies were carried out using cultural methods and western blotting.
Results and discussion. It was shown that the addition of the IKK-2 inhibitor to the macrophage culture reduced the ability of HA to stimulate 
the production of nitric oxide by the cells. Western blotting revealed that after 30 minutes simultaneous incubation of HA with macrophages, 
the content of the NF-κB p65 molecule in the cells increased, after 60 minutes it decreased to the values of intact control, and after 17 hours it 
decreased 3 times compared to the control level. However, the IKK-2 inhibitor after a 30-minutes incubation did not have a blocking effect on 
the IKK kinase, whereas in an hour of the co-incubation of the cells with the inhibitor and substances, a decrease in the level of NF-κB p65 was 
observed. This trend continued in 17 hours.
Conclusion. The stimulating effect of peat humic acids on macrophages is realized, among other things, due to the activation of the IKK-2 kinase 
complex with further release of the p65 subunit of the NF-κB molecule. The dependence of the degree of NF-κB activation on the period of 
interaction of the cell with activating agents is traced. HA start the intracellular signaling cascade of the nuclear factor NF-κB already within the first 
30 minutes.
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ВВЕДЕНИЕ
Путь передачи сигналов с помощью ядерного 

фактора-κB (NF-κB) является одним из наиболее зна-
чимых внутриклеточных механизмов, связанных с  
развитием иммунных реакций. Сигнальный путь NF-κB 
активируется многочисленными экзогенными и эндо-
генными стимулами и является ключевым в регуля-
ции воспалительной реакции на патогены и раковые 
клетки, а также аутоиммунных заболеваний. Семейст- 
во NF-κB состоит из пяти мономеров NF-κB (RelA/p65, 
RelB, cRel, NF-κB1 p50 и NF-κB2 p52), которые могут  
димеризоваться с образованием до 15 уникальных 
факторов транскрипции. В покоящихся клетках ядер-

ный фактор находится в цитоплазме в виде гетеро- 
димера, инактивированного ингибиторным белком 
IκB. Стимуляция цитокиновых или паттерн-распозна-
ющих рецепторов приводит к фосфорилированию  
киназного комплекса IκB (IKK-2), который состоит  
из субъединиц IKK-β и NEMO (известный как IKK-γ). 
Активация IKK-β приводит к фосфорилированию IκB,  
убиквинированию, протеасомальной деградации и 
высвобождению NF-κB с последующей транслокацией  
в ядро и запуску транскрипции генов [1–5].

В последнее время гуминовые кислоты (ГК) стали 
широко использоваться в экспериментальной меди-
цине как объект для исследований. Выявлено их гепа-
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топротекторное, антиоксидантное, антибактериаль-
ное, адаптогенное, ранозаживляющее действие  [6]. 
Кроме того, показано, что in vitro ГК обладают проти-
вовирусной активностью против вирусов герпеса 1 
и 2 типов (HSV1, HSV2), респираторного и цитомега-
ловируса человека (HCMV, RSV) [7], проявляют им-
муномодулирующие свойства на фоне применения 
антибиотиков, а также способствуют усилению сосу-
дообразования [8].

Ранее было доказано, что ГК торфа усиливают 
продукцию оксида азота макрофагами (МФ), пода-
вляют в них активность аргиназы, а также стимули-
руют секрецию ряда провоспалительных цитокинов 
(ИЛ-1β, ИЛ-12, ФНО-α, ИФН-γ) и снижают продукцию 
противовоспалительных цитокинов (ИЛ-10) иммуно-
компетентными клетками [3, 4]. Иными словами, ГК 
торфа вызывают активацию макрофагов по класси-
ческому пути и появление у них провоспалительных 
свойств, но внутриклеточные механизмы такой ак-
тивации почти не изучены. Поляризация МФ зависит 
от целого ряда путей сигнальной внутриклеточной 
трансдукции, в частности, МАР киназ, JNK, PI3-кина-
зы/Akt, NOTCH, JAK/STAT, TGF-β, TLR/NF-κB и HIF [9, 
10]. Однако провоспалительные свойства макрофагов 
чаще всего связывают с передачей сигнала с помощью 
молекулы NF-κB [2].

В связи с этим целью нашего исследования бы-
ло изучение вклада внутриклеточного сигнального 
каскада IKK-2/NF-κB в процесс активации макрофагов 
гуминовыми кислотами торфа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали ГК, которые получали из 

образцов верхового торфа болота «Васюганское», 
Томской области, которые отличались друг от друга 
местом отбора, глубиной отбора, степенью разложе-
ния торфа и зольностью: ГК-1 (сфагново-мочажинный 
торф, мочажина грядово-мочажинного комплекса, 
глубина отбора 20–70  см; степень разложения 5–10 %; 
зольность 2,77 %), ГК-2 (сосново-пушицевый торф, 
высокий рям, глубина отбора 10–50  см; степень раз-
ложения 30–35 %; зольность 7,25 %), ГК-3 (магелла-
никум торф, гряда грядово-мочажинного комплекса,  
глубина отбора 100–120  см; степень разложения 10–
15 %; зольность 2,66 %). Образцы высушивали при 
комнатной температуре до воздушно-сухого состо- 
яния, измельчали в роторно-ножевой мельнице, про-
сеивали через сито (диаметр 3  мм), обрабатывали 
0,1  моль/л раствором натрия пирофосфата в массо-
вом соотношении 1 : 100, перемешивали в течение 
8  часов в реакторе Р-100 при температуре 25–27  °С, 
отделяли жидкую фазу (экстракт) ГК от твердых остат-
ков торфа вакуумной фильтрацией (нутч-фильтр),  
обрабатывали экстракт кислотой хлороводородной 
до рН  1-2, осаждали центрифугированием, отмывали 
осадок водой очищенной до рН  7 и высушивали при 
комнатной температуре.

Исследования проводили на перитонеальных  
макрофагах мышей линии C57BL/6 8–10 недель  
(НИИФиРМ им. Е. Д.  Гольдберга Томского НИМЦ), ко-
торые выделяли из брюшной полости промыванием  
ледяным раствором хлорида натрия. Из полученной 
перитонеальной взвеси выделяли зрелые МФ с по-
мощью набора EasySep™ Biotin Positive Selection Kit  
и антител, специфических к макрофагальным рецеп-
торам Anti-Mouse F4/80 Antibody (оба «Stem Cell», 
Канада, кат. №  17683, № 60027BT). Далее макрофаги 
(2,5–3 × 106) культивировали в 96-луночных планше- 
тах при 37  °С в атмосфере с 5%-м СО2 и абсолютной 
влажности в среде, состоящей из RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, США) с добавлением 10%-м ЭТС (HyClone, 
США), 20  мМ HEPES (Sigma-Aldrich, США), 0,05 мМ 
2-меркаптоэтанола (Sigma-Aldrich, США), 50 мкг/мл 
гентамицина (Sigma-Aldrich, США) и 2 мМ L-глютами-
на (Sigma-Aldrich, США), в присутствии образцов ГК и/или  
ингибитора IKK-2 в концентрации 20 нМ (Calbiochem, 
США, кат. №  401481), а также стандартного актива-
тора – ЛПС (0,1 мкг/мл) (Sigma-Aldrich, США, серотип  
О111:В4). Через 2 суток после инкубации из лунок  
собирали надосадок, смешивали с эквивалентным 
объемом реактива Грисса (Sigma-Aldrich, США) и из-
меряли содержание нитритов при помощи анализа-
тора иммуноферментных реакций Униплан (АИФР-01, 
ЗАО «Пикон», Россия) при длине волны 540 нм.

Для определения уровня NF-κB макрофаги инку-
бировали с исследуемыми веществами как описано 
выше в течение 30, 60 минут и 17 часов, затем соби-
рали, отмывали фосфатно-солевым буфером и разру-
шали RIPA буфером (Abcam, Великобритания), содер-
жащим коктейль ингибиторов протеаз и фосфатаз. 
Полученные лизаты разделяли на белковые фракции  
с помощью SDS-PAGE. Белки из геля переносили по-
лусухим переносом на PVDT мембрану Immun-Blot®  
(Bio-Rad, США), затем блокировали мембрану 5%-м  
раствором BSA (Sigma-Aldrich, США). После этого  
мембрану инкубировали с первичными антителами  
Anti-NF-κB p65 (Abcam, Великобритания, кат. 
№  ab16502), а затем со вторичными HRP Goat anti-
Rabbit IgG (Cedarlane, Канада, кат. № CLGRHRP). В ка-
честве контроля загрузки использовали Anti-β-Actin-
Peroxidase антитела (Sigma-Aldrich, США, кат. № A3854). 
Визуализацию проводили при помощи хемилюми-
несцентного субстрата Clarity™ Western ECL Substrate 
(Bio-Rad, США). Денситометрический анализ выпол-
няли с использованием гель-документирующей сис- 
темы G:BOX Chemi XRQ (Syngene, Великобритания) 
и программного обеспечения Gene-Tools (Syngene, 
Великобритания).

Статистическую обработку проводили с помо-
щью пакета Statistica 13.3, используя критерий Дан-
нета. Проверка на нормальность распределения про-
водилась с помощью критерия Шапиро – Уилка. Для 
каждой выборки вычисляли выборочное среднее  
(М), ошибку среднего (m), различия считали досто-
верными при р < 0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе была определена способность 

гуминовых кислот и ЛПС (в качестве стандартного  
активатора макрофагов) стимулировать продукцию 
оксида азота перитонеальными макрофагами. Все 
исследуемые гуминовые кислоты и ЛПС после сов- 
местной инкубации в течение 48 часов их с клетками 
достоверно повышали концентрацию нитритов в су-
пернатантах. Однако ингибитор IKK-2 не оказывал  
влияния на ЛПС-стимулированную продукцию ок-
сида азота, но при этом снижал стимулирующие 
свойства ГК (таблица  1). Вероятно, механизм стиму-
лирующего действия ГК на макрофаги отличается от 
механизма действия ЛПС и в большей степени связан 
с сигнальным каскадом IKK-2/NF-κB. А действие ЛПС  
реализуется за счет других сигнальных каскадов или 
других мономеров молекулы NF-κB, либо с участием 
субъединицы α киназного комплекса ингибитора κB 
(IKK-α).

Таблица 1. Влияние ингибитора IKK-2 на продукцию  
оксида азота перитонеальными макрофагами мышей  
линии C57/BL6, стимулированными гуминовыми кислотами 
(М ± m)

Table 1. Effect of IKK-2 inhibitor on nitric oxide production  
by peritoneal macrophages of C57/BL6 mice stimulated with 
humic acids (M ± m)
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Среда (контроль)
Medium (control)

– 3,75 ± 0,19 3,32 ± 0,06

ЛПС
LPS

0,1 15,85 ± 0,20* 16,67 ± 0,06

ГК-1
HA-1

10 17,36 ± 0,28* 14,45 ± 0,13

ГК-2
HA-2

100 14,54 ± 0,23* 8,42 ± 0,07

ГК-3
HA-3

10 18,10 ± 0,31* 13,99 ± 0,09

Примечание. * Различия показателя со средой без ингибито- 
ра, р < 0,05;  – различия показателя с инкубацией каждого ве- 
щества без ингибитора; р < 0,05; n = 5.

Note. * Differences with the medium without an inhibitor, p < 0.05; 
 – differences with the incubation of each substance without an in-
hibitor; p < 0.05; n = 5.

Для дальнейшего исследования внутриклеточной  
активации NF-κB с помощью иммуноблоттинга нами  
была выбрана гуминовая кислота ГК-2, поскольку  
ингибитор IKK-2 наиболее эффективно отменял ее  
стимулирующее действие. Было выявлено, что ГК-2 
вызывала увеличение содержания субъединицы p65 
молекулы NF-κB в макрофагах через 30 минут после 
совместной инкубации в 1,3 раза относительно ин-

тактных клеток. Через 60 минут уровень p65 снижал- 
ся до показателей интактного контроля, а после 17 ча-
сов инкубации был в 3 раза ниже контрольного уров-
ня. Динамика изменений уровня NF-κB после стиму- 
ляции клеток ЛПС была аналогичной (рисунок 1). Та-
ким образом, ГК осуществляют запуск внутриклеточ-
ного сигнального каскада ядерного фактора NF-κB  
уже в течение первых 30 минут, а значительное сни-
жение содержания молекулы NF-κB в клетке к 17  ча-
сам, вероятно, связано с включением механизмов 
обратной связи и деградацией молекулы. Такие ме-
ханизмы, например, могут напрямую зависеть от ло-
кальной концентрации NO [11]. А их биологический  
смысл, вероятно, заключается в прекращении иммун-
ного ответа с целью ограничения повреждения собст- 
венных тканей.

При добавлении в культуру клеток ингибитора  
IKK-2 после 30-минутной инкубации он не оказы-
вал блокирующего влияния на киназу IKK, поскольку  
уровень NF-κB p65 в макрофагах не только не умень-
шался, но даже увеличивался под действием гуми-
новой кислоты и ЛПС по сравнению с контролем. 
Тогда как через час совместной инкубации клеток 
с ингибитором и веществами наблюдалось сниже-
ние уровня NF-κB p65. Эта тенденция сохранялась 
и к 17  часам (рисунок  2). Исходя из этих результа-
тов, можно сделать вывод о том, что активирующее  
действие ГК происходит в течение 30 минут, а для 
реализации блокирующего действия ингибитора  
IKK-2 требуется не менее часа. Снижение уровня  
NF-κB после 17 часовой инкубации макрофагов с ГК 
и ингибитором IKK-2 мы связываем с тем, что к этому  
сроку наблюдается уменьшение экспрессии NF-κB  
даже без добавления ингибитора.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На основании полученных результатов можно  

сделать вывод о том, что стимулирующее действие 
гуминовых кислот торфа на антигенпрезентирующие  
клетки в большой степени реализуется за счет ак-
тивации киназного комплекса IKK-2 с дальнейшим 
высвобождением субъединицы p65 молекулы NF-κB. 
Более того, прослеживается зависимость степени ак-
тивации NF-κB от продолжительности действия ак-
тивирующих агентов на клетки. Показано, что ГК осу-
ществляют запуск внутриклеточного сигнального 
каскада ядерного фактора NF-κB уже в течение пер- 
вых 30 минут. В отличие от ЛПС механизм стимулиру-
ющего действия ГК на макрофаги в большей степени 
связан с сигнальным каскадом IKK-2/NF-κB, поскольку 
одновременная инкубация клеток с митогеном и инги-
битором IKK-2 не снижала выработку оксида азота.
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Рисунок 1. Определение уровня NF-κB p65 в перитонеальных макрофагах мышей на разных сроках активации гуминовой кисло-
той торфа методом иммуноблоттинга. 

А – относительное содержание NF-κB p65 в перитонеальных макрофагах, выявленное с помощью денситометрических измере-
ний на иммуноблотах; Б – репрезентативные для каждой группы полосы иммуноблота. 

Примечание. * Различия показателя с контролем, р < 0,05; n = 3

Figure 1. Determination of NF-κB p65 in peritoneal macrophages of mice at different periods of activation by humic acid of peat by the 
method of immunoblotting. 

A – relative content of NF-κB p65 in peritoneal macrophages, revealed by densitometric measurements on immunoblotts; B  – 
representative immunoblot bands for each group. 

Note. * Differences with control, p < 0.05; n = 3

Рисунок 2. Определение уровня NF-κB p65 в перитонеальных макрофагах мышей на разных сроках активации гуминовой кисло-
той торфа в присутствии ингибитора IKK-2 методом иммуноблоттинга. 

А – относительное содержание NF-κB p65 в перитонеальных макрофагах, выявленное с помощью денситометрических измере-
ний на иммуноблотах; Б – репрезентативные для каждой группы полосы иммуноблота. 

Примечание. * Различия показателя со средой, р < 0,05; n = 3

Figure 2. Determination of NF-κB p65 in peritoneal macrophages of mice at different periods of activation by humic acid in peat in the 
presence of IKK-2 inhibitor by immunoblotting. 

A – relative content of NF-κB p65 in peritoneal macrophages, revealed by densitometric measurements on immunoblots; B  – 
representative immunoblot bands for each group. 

Note. * Differences with medium, p < 0.05; n = 3
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