
62

Журнал ГрГМУ 2008 № 3ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Функциональной и морфологической единицей
иммунной системы является лимфоцит, который
обладает высокой изменчивостью, деформируемо-
стью, инвазивностью и способностью к рецирку-
ляции, свойствам, обеспечивающим возможность
иммунологического надзора, распознавание и ко-
ординацию работы лимфоидных органов [1-3].
Лимфоциты, будучи мигрирующими клетками,
способны отражать изменения, происходящие в
организме, что позволяет считать их ферментным
и субстратным зеркалом организма, отражением
активности его основных обменных процессов.
Цитохимический анализ лимфоцитов перифери-
ческой крови называют «опосредованной биопси-
ей» внутренних органов. Активность ферментов
выявляется во всех типах лимфоцитов, но сведе-
ний об их субстратном обеспечении гораздо мень-
ше. В лимфоцитах обнаружены оксидоредуктазы,
трансферазы, гидролазы и другие ферменты. В
цитоплазме лимфоцитов выявлена активность раз-
личных дегидрогеназ, связанных с реакциями гли-
колиза, циклом Кребса, обменом липидов, амино-
кислот, пентозофосфатным путем и транспортом
электронов. Доказана исключительная роль глико-
лиза в энергообеспечении иммунокомпетентных
клеток, в результате чего даже небольшое умень-
шение потока метаболитов через гликолитический
путь может повлиять на функциональную актив-
ность лимфоцитов [3]. Хотя данные по морфоци-
тобиохимии лимфоцитов противоречивы и нео-
днозначны, тем не менее, очевидно, что ряд пока-
зателей могут служить маркерами функционально-
го состояния лимфоцитов [4]. При активации лим-
фоцитов происходит обратимое усиление основных
метаболических процессов и это может являться
дополнительным диагностическим критерием, ис-
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The determination of free proteinogenous amino acids concentrations in the lymphocytes released from peripheral
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acids gradient probably defined by their regulatory and metabolic potential is preserved in them.
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пользоваться для определения степени активнос-
ти иммунного компонента в патологическом про-
цессе, эффективности лекарственной терапии и
прогноза [2]. Вместе с тем, несмотря на важность
свободных аминокислот для синтеза пептидов, бел-
ков и других эффекторных молекул в лимфоцитах,
данных о концентрации этих соединений в клет-
ках иммунной системы в доступной нам литерату-
ре обнаружено не было.

Целью исследования явилось определение кон-
центраций свободных протеиногенных аминокис-
лот в лимфоцитах, выделенных из периферичес-
кой крови, а также тканей печени и тимуса.

Материалы и методы
Крыс линии Вистар массой 180-220 г, получав-

ших полноценный рацион вивария, декапитирова-
ли под легким эфирным наркозом. Отбирали кровь
в пробирки с гепарином (25 ЕД/мл). Выделяли ти-
мус и печень. Из гепаринизированной крови в гра-
диенте плотности фиколла-верографина (1,077 г/
см3) выделяли лимфоциты. Дважды отмывали за-
буференным физраствором 10 мин 1500 об/мин.
Подсчитывали количество клеток [2].

Ткани печени и тимуса измельчали ножницами,
тщательно растирали в тефлоновом гомогенизато-
ре. В градиенте плотности (фиколл-верографин,
1,077 г/см3) выделяли лимфоциты. Дважды отмы-
вали забуференным физраствором 10 мин 1500 об/
мин. Подсчитывали количество клеток [2].

Определение свободных аминокислот проводи-
ли в хлорнокислых экстрактах диализатов лимфо-
цитов методом обращеннофазной ВЭЖХ с о-фта-
левым альдегидом и 3-меркаптопропионовой кис-
лотой с изократическим элюированием и детекти-
рованием по флуоресценции (231/445 нм). Усло-
вия определения: колонка Диасорб 130 С16Т, 3х150
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мм; подвижная фаза: 0,1 М Na-ацетатный буфер
pH 5,7/50% метанол – 100/54 (об/об). Скорость
потока 0,8 мл/мин, температура колонки 30°С. Де-
риватизация: смешивание пробы с 5 объемами 0,4%
раствора о-фталевого альдегида и 0,3% 3-меркап-
топропионовой кислоты в 0,4 М Na-боратном бу-
фере, pH 9,4, затем нейтрализация добавлением
равного объема 0,1 М хлорной кислоты. Опреде-
ление ароматических аминокислот (тирозина и
триптофана) проводили методом ион-парной
ВЭЖХ с детектированием по природной флуорес-
ценции (280/320 нм для тирозина и 280/340 нм –
для триптофана). Условия определения: колонка
Сепарон SGX C18, 8 мкм, подвижная фаза: 0,1 М
NaH2PO4, 17 мМ CH3COOH, 20 мг/л ЭДТА, 180 мг/
л октилсульфоната натрия, 230 мг/л гептилсульфо-
ната натрия. Скорость потока 0,5 мл/мин, темпе-
ратура колонки 27°С. Все определения проводили
с помощью хроматографической системы Agilent
1100, прием и обработка данных – с помощью про-
граммы Agilent ChemStation A10.01. Обработка
данных: T-тест с учетом различий дисперсий в
группах, пошаговый дискриминантный анализ и
факторный анализ были реализованы с помощью
программы Statistica 7.0.

Результаты и обсуждение
Дефицит белка в рационе нарушает иммунную

функцию и повышает чувствительность организ-
ма к инфекционным агентам. Одновременно сни-
жаются концентрации большинства аминокислот
в плазме крови. Экзогенное введение аминокислот,
таких как глутамин, аргинин, глицин, таурин, трип-
тофан и цистеин, используется для модуляции фун-
кции клеток, в том числе относящихся к иммун-
ной системе. Роль свободных аминокислот в фун-
кционировании иммунной системы заключается в:
1) активации T-лимфоцитов, B-лимфоцитов, нату-

ральных киллеров и макрофагов; 2) сохранении
клеточного редокс-потенциала, экспрессии генов
и пролиферации лимфоцитов; 3) продукции анти-
тел, цитокинов и других цитотоксических соеди-
нений [13, 17]. Появляется все больше данных о
том, что добавление отдельных аминокислот в ра-
цион питания при недостаточности питания или
инфекционных заболеваниях повышает иммунный
статус, уменьшая, таким образом, заболеваемость
и смертность. Аргинин, глутамин и цистеин явля-
ются наиболее исследованными в этом плане со-
единениями [18, 19]. Полученные нами результа-
ты по определению концентраций протеиногенных
аминокислот в лимфоцитах, выделенных из кро-
ви, тканей печени и тимуса представлены в табли-
цах 1-3. Очевидно, что в лимфоцитах детектиру-

Таблица 1 – Концентрации свободных аминокислот в лимфоци-
тах крови 
 

Показатели Число  
наблюдений 

M±m 
мкмоль/млн клеток 

Пределы  
колебаний 

Aспартат  8 22,627±3,291 7,45 - 39,07 
Глутамат 8 19,716±2,291 7,79 - 28,73 
Аспарагин 8 3,705±0,631 1,06 - 6,77 
Серин 8 31,395±5,526 12,53 - 59,00 
Глутамин 8 3,083±0,533 1,20 - 5,28 
Гистидин 8 7,333±1,296 3,03 - 13,63 
Глицин 8 11,053±1,815 4,17 - 20,00 
Tреонин 8 10,220±1,507 4,52 - 17,83 
Aргинин 8 3,148±0,457 1,57 - 5,00 
Aланин  8 14,481±2,096 5,91 - 25,20 
Tирозин 8 3,912±0,692 1,73 - 8,00 
Валин 8 5,983±0,781 2,79 - 10,57 
Метионин 8 0,978±0,171 0,32 - 1,84 
Цистин 8 9,160±0,877 3,99 - 11,42 
Tриптофан 8 1,091±0,218 0,31 - 2,30 
Фенилаланин 8 5,177±0,795 2,11 - 9,20 
Изолейцин 8 59,280±37,099 1,25 - 268,90 
Лейцин 8 6,983±1,841 4,00 - 15,63 
Oрнитин 8 15,065±2,356 6,19 - 26,22 
Лизин 8 33,645±3,397 13,33 - 44,85 
Пролин 8 13,097±1,703 3,05 - 18,45 
  

Таблица 2 – Концентрации свободных аминокислот в лимфоци-
тах печени 
 

Показатели Число  
наблюдений 

M±m 
мкмоль/млн клеток  

Пределы 
 колебаний 

Aспартат  8 9,00±2,690 3,70 - 27,14 
Глутамат 8 8,11±1,213 4,89 - 13,54 
Аспарагин 8 1,59±0,426 0,63 - 4,33 
Серин 8 15,20±7,766 4,29 - 69,26 
Глутамин 8 1,26±0,212 0,56 - 2,15 
Гистидин 8 2,53±1,241 0,80 - 11,14 
Глицин 8 4,66±1,588 1,90 - 15,55 
Tреонин 8 3,77±0,956 1,60 - 10,10 
Aргинин 8 1,78±0,310 1,02 - 3,43 
Aланин  8 7,77±2,221 3,21 - 22,37 
Tирозин 8 2,49±0,767 1,05 - 7,53 
Валин 8 3,65±0,735 1,70 - 7,61 
Метионин 8 0,64±0,182 0,38 - 1,91 
Цистин 8 5,32±0,682 3,05 - 8,53 
Tриптофан 8 0,46±0,137 0,20 - 1,39 
Фенилаланин 8 4,22±0,787 1,76 - 8,50 
Изолейцин 8 3,47±0,625 1,72 - 6,23 
Лейцин 8 4,05±0,794 2,18 - 8,64 
Oрнитин 8 15,00±2,962 8,60 - 34,04 
Лизин 8 13,01±1,886 7,42 - 23,44 
Пролин 8 4,95±1,020 2,50 - 11,08 
  

Таблица 3 – Концентрации свободных аминокислот в лимфоци-
тах тимуса 
 

Показатели Число  
наблюдений 

M±m 
мкмоль/млн кл 

Пределы  
колебаний 

Aспартат  8 5,12±0,647 2,99 - 9,03 
Глутамат 8 4,13±0,713 2,29 - 8,16 
Аспарагин 8 0,76±0,118 0,44 - 1,48 
Серин 8 4,95±1,211 1,82 - 11,19 
Глутамин 8 0,46±0,146 0,20 - 1,43 
Гистидин 8 0,84±0,196 0,29 - 1,86 
Глицин 8 1,72±0,346 0,69 - 3,53 
Tреонин 8 1,40±0,258 0,72 - 2,75 
Aргинин 7 0,77±0,187 0,37 - 1,86 
Aланин  8 2,57±0,569 1,14 - 6,12 
Tирозин 8 0,70±0,129 0,25 - 1,18 
Валин 8 0,95±0,175 0,51 - 1,90 
Метионин 8 0,17±0,036 0,09 - 0,38 
Цистин 8 2,05±0,353 1,14 - 3,92 
Tриптофан 8 0,10±0,019 0,05 - 0,20 
Фенилаланин 8 0,96±0,150 0,56 - 1,48 
Изолейцин 8 1,06±0,164 0,57 - 1,70 
Лейцин 8 0,95±0,193 0,45 - 2,21 
Oрнитин 8 2,84±0,843 0,46 - 7,85 
Лизин 8 4,83±0,919 1,20 - 8,43 
Пролин 8 2,08±0,314 0,98 - 3,30 
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ются концентрации всех 20 протеиногенных сво-
бодных аминокислот. Наибольшие уровни свобод-
ных аминокислот обнаруживаются в лимфоцитах
крови, затем печени и тимуса (266,1±12,8 мкмоль/
млн кл – в крови, 97,9±1,05 мкмоль/млн кл – в пе-
чени, 36,6±0,51 мкмоль/млн кл – в тимусе). Одно-
временно в клетках в аналогичной последователь-
ности увеличивается соотношение заменимые/не-
заменимые аминокислоты (0,95 мкмоль/млн кл – в
крови, 1,38 мкмоль/млн кл – в печени, 1,78 мкмоль/
млн кл – в тимусе). Несмотря на очевидные разли-
чия в концентрациях индивидуальных аминокис-
лот, во всех трех тканях обнаруживается следую-
щая последовательность:

 для лимфоцитов крови – триптофан < метио-
нин <глутамин < аргинин < аспарагин < тирозин <
фенилаланин < валин < гистидин < лейцин < цис-
тин < треонин < глицин < пролин < аланин < глу-
тамат < аспартат < серин < лизин < изолейцин (?);

 для лимфоцитов печени – триптофан < метио-
нин < глутамин < аспарагин < аргинин < тирозин <
гистидин < изолейцин < треонин < валин < фени-
лаланин < лейцин < глицин < цистин < пролин <
аланин < глутамат < аспартат < лизин < серин;

 для лимфоцитов тимуса – триптофан < метио-
нин < глутамин < тирозин < аспарагин < аргинин <
гистидин < валин < лейцин < фенилаланин < изо-
лейцин < треонин < глицин < цистин < пролин <
аланин < глутамат < лизин < серин < аспартат.

Концентрации первых и последних шести сво-
бодных протеиногенных аминокислот во всех ис-
следованных фракциях лимфоцитов практически
находятся между собой в одинаковых сочетаниях.
Наименьшие концентрации в лимфоцитах незаме-
нимых аминокислот триптофана (0,100,019
мкмоль/млн клеток; 0,46±0,14 мкмоль/млн клеток;
1,09±0,22 мкмоль/млн клеток для лимфоцитов ти-
муса, лимфоцитов печени и лимфоцитов крови,
соответственно) и метионина (0,17±0,036 мкмоль/
млн клеток; 0,64±0,182 мкмоль/млн клеток;
0,98±0,17 мкмоль/млн клеток для лимфоцитов ти-
муса, лимфоцитов печени и лимфоцитов крови,
соответственно), что, вероятно, определяется их
ведущей регуляторной ролью в лимфоцитах.

Метаболиты триптофана участвуют в контроле
баланса воспаления и толерантности в лимфоци-
тах. Так, продукция интерферонов (IFN) сопровож-
дается активацией экспрессии индоламин-2,3-ди-
оксигеназы [20]. В частности, инфицирование ВИЧ
сопровождается повышением катаболизма трипто-
фана именно вследствие индукции цитокинами
индоламин-2,3-диоксигеназы. Активация фермен-
та сопровождается мощным иммуносупрессивным
действием, что вносит вклад в общую дисфункцию
иммунной системы, наблюдаемую при ВИЧ [5].
Повышение активности этого фермента сопровож-
дается изменением секреции IFN- и IFN-. Опос-
редованная активацией фермента иммуносупрес-

сия распространяется на различные типы клеток
CD4+ T-клетки, CD8+ T-клетки, NK-клетки, B-клет-
ки и регуляторные T-клетки [14, 15]. IFN- являет-
ся одним из наиболее известных модуляторов им-
мунной системы. Индоламин-2,3-диоксигеназа
индуцируется преимущественно IFN- [8]. Фермент
расщепляет триптофан до N-формилкинуреина,
который затем превращается в ниацин. Пролифе-
рация T-клеток тормозится в условиях недостаточ-
ности триптофана и накопления токсичных мета-
болитов триптофана [26]. Показано, что усиление
катаболизма триптофана является благоприятным
в механизмах формирования толерантности (осо-
бенно в условиях пересадки печени) [8]. В услови-
ях стимуляции экспрессии индоламин-2,3-диокси-
геназы улучшаются результаты трансплантации
печени. Доказано, что антиген-презентирующие
клетки, такие как, например, дендритные клетки
печени, сами могут повышать экспрессию индола-
мин-2,3-диоксигеназы, регулируя таким образом
иммунную реактивность [14]. Следовательно, им-
муномодуляторная функция триптофана и его ме-
таболитов является по существу доказанной, и, ве-
роятно, его концентрация в клетке достаточно же-
стко контролируется.

Метионин является аминокислотой, иницииру-
ющей синтез пептидов и белков, а также активно
участвующей в процессах метилирования нуклеи-
новых кислот. Кроме того, его метаболиты прини-
мают самое активное участие в регуляции ключе-
вых реакций метаболизма [7, 12]. Регулируя внут-
риклеточный уровень кальция и образование сво-
бодных радикалов в лимфоцитах, серосодержащие
производные метионина модулируют степень апоп-
тоза. В реализации этих механизмов активно уча-
ствуют производные метионина – цистеин и гомо-
цистеин. Повышенное образование в клетках го-
моцистеина оказывает негативное влияние на им-
мунную функцию [25]. Так, недостаточность фо-
лиевой кислоты и B12 сопровождается снижением
иммунитета, апоптозом гемопоэтических предше-
ственников клеток костного мозга и появлением
лейкоцитов с гипометилированной ДНК в перифе-
рической циркуляции. Гомоцистеин концентрация-
зависимым образом активирует Т-клетки, запуская
процессы апоптоза. Доказана связь между накоп-
лением гомоцистеина, окислительным стрессом и
активацией иммунной системы. С другой стороны,
пролиферация иммунокомпетентных клеток сопро-
вождается повышенной потребностью в В-витами-
нах, что также ведет к накоплению гомоцистеина.
Кроме того, макрофаги, стимулируемые IFN- про-
дуцируют активные формы кислорода, которые
окисляют антиоксиданты, липопротеины, чувстви-
тельные к окислению витамины группы В [24].

В анализируемых клетках достаточно низкие
концентрации глутамина (3,083±0,533 мкмоль/млн
в лимфоцитах крови, 1,26±0,212 мкмоль/млн в лим-
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фоцитах печени, 0,46±0,146 мкмоль/млн в лимфо-
цитах тимуса) и аргинина (3,148±0,457 мкмоль/
млн; 1,78±0,310 мкмоль/млн; 0,77±0,187 мкмоль/
млн, соответственно) (таблицы 1-3). Глутамин яв-
ляется во многом лимитирующей аминокислотой
для лимфоцитов, поскольку стимулирует не толь-
ко их рост, но и экспрессию поверхностных анти-
генов, образование цитокинов и синтез белков ос-
трой фазы. При недостаточности глутамина в плаз-
ме крови снижается пролиферация лимфоцитов,
изменяется активность моноцитов и макрофагов,
синтез белков острой фазы, стимулируется апоп-
тоз клеток. Показано, что глутамин стабилизирует
мРНК, повышая время ее полужизни [22]. Недо-
статочность глутамина в среде ведет к остановке
митоза на фазе G(0) [16]. Многие из этих эффек-
тов обусловлены снижением клеточного потенци-
ала, который зависит и от соотношения окислен-
ный/восстановленный глутатион. Введение живот-
ным глутамина повышает тканевые концентрации
восстановленного глутатиона [23].

Несмотря на широкую известность аргинина в
качестве иммуномодулятора, тем не менее, конк-
ретные механизмы участия этой аминокислоты в
иммунном ответе не выяснены. Известно, что в
миелоидных клетках аргинин метаболизируется,
главным образом, индуцибельной NO-синтазой
(iNOS) или аргиназой 1, ферментами, активность
которых стимулируется цитокинами T-хелперов 1
или 2 типа соответственно. Следовательно, акти-
вация iNOS или аргиназы (или их обоих) отражает
тип воспалительной реакции в специфическом па-
тологическом процессе [10, 18]. Mиелоидные суп-
рессорные клетки и мононуклеары экспрессируют
аргиназу при травматическом повреждении тканей,
сепсисе, некоторых типах инфекций и, в наиболь-
шей степени, при раке [9, 21]. В результате энер-
гичного захвата аргинина его содержание снижа-
ется. Помимо этого, миелоидные клетки могут кон-
тролировать продукцию NO и регулировать дру-
гие аргинин-зависимые биологические процессы.
Одновременно, Т-лимфоциты нуждаются в арги-
нине для пролиферации, экспрессии рецепторных
комплексов и формирования механизмов «памяти».
Аргинин-относительно незаменимая аминокисло-
та при катаболических состояниях. Сепсис, тяже-
лые травмы и злокачественные опухоли повыша-
ют потребность в аргинине и истощают его запа-
сы в организме. Это дополняется сниженным его
поступлением с пищей. Дополнительное введение
аргинина улучшает азотистый баланс и функцию
лимфоцитов, стимулирует транспорт аргинина в
печень. При эндотоксемии в эндотелиоцитами со-
судов усиливается захват аргинина. Этот эффект
опосредуется цитокинами (tumor necrosis factor,
TNF-) и циклооксигеназой. Стимуляция процес-
са TNF- включает активацию внутриклеточной
протеинкиназы С [10].

Мало известно о влиянии изменения доступно-
сти лейцина (6,983±1,841 мкмоль/млн в лимфоци-
тах крови, 4,05±0,794 мкмоль/млн в лимфоцитах
печени, 0,95±0,193 мкмоль/млн в лимфоцитах ти-
муса), изолейцина (59,280±37,099 мкмоль/млн;
3,47±0,625 мкмоль/млн; 1,06±0,164 мкмоль/млн) и
валина (5,983±0,781 мкмоль/млн; 3,65±0,735
мкмоль/млн; 0,95±0,175 мкмоль/млн, соответствен-
но) (АРУЦ), содержание которых в лимфоцитах,
относительно других протеиногенных аминокис-
лот достаточно высокое, на функционирование
иммунной системы. Клетки иммунной системы не
только используют АРУЦ для синтеза белков, но и
способны их окислять. При инфекционных забо-
леваниях происходит заметное увеличение потреб-
ности в этих субстратах, поскольку АРУЦ абсолют-
но необходимы лимфоцитам для синтеза белка,
РНК и ДНК, т.е. для обеспечения возможности их
стимуляции. Ограниченное поступление с рацио-
ном АРУЦ нарушает функцию иммунной системы
и повышает чувствительность к патогенам. Пока-
зано, что назначение АРУЦ улучшало иммунный
статус [11]. Однако до настоящего времени мно-
гие аспекты обмена АРУЦ и их влияние на иммун-
ную функцию остаются вообще не исследованны-
ми.

Фонд глутамата является одним из наиболее
значимых в лимфоцитах, выделенных из разных
тканей (19,716±2,291 мкмоль/млн в лимфоцитах
крови, 8,11±1,213 мкмоль/млн в лимфоцитах пе-
чени, 4,13±0,713 мкмоль/млн в лимфоцитах тиму-
са). Вероятно, это обусловлено не только наработ-
кой из него глутамина, но и ключевой ролью в про-
цессах трансаминирования и дезаминирования
аминокислот. Помимо важнейшей роли в качестве
метаболита, глутамат является нейротрансмитте-
ром и важным иммуномодулятором. Показано на-
личие рецепторов для глутамата на поверхности
T-клеток, экспрессия переносчиков глутамата на
антиген-презентирующих клетках (дендритные
клетки, макрофаги) [6].

Таким образом, получение новых знаний о фун-
кции и метаболизме аминокислот в иммунокомпе-
тентных клетках является необходимым для эффек-
тивного предупреждения и лечения иммунодефи-
цитных состояний. Выполненные нами исследова-
ния показывают возможность использования дан-
ного методического инструмента, позволяющего с
большей эффективностью анализировать метабо-
лическое состояние клеток иммунной системы, а
значит получать информацию о процессах проис-
ходящих в тканях организма.

Полученные нами данные:
- доказывают возможность определений концен-

траций свободных аминокислот в лимфоцитах;
- показывают наличие в этих клетках всех двад-

цати аминокислот, участвующих в биосинтезе бел-
ка;
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- показывают, что независимо от источника вы-
деления лимфоцитов (кровь, печень, тимус) в них
сохраняется определенная система концентрацион-
ного градиента между свободными аминокислота-
ми, вероятно, определяемая их регуляторным и
метаболическим потенциалом.
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