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Актуальность. Активация нейтрофилов – обя-
зательный этап и  чувствительный маркер си-
стемного воспалительного ответа. С развитием 
этого состояния сопряжено возникновение 
полиорганной недостаточности  – основного 
показания для пребывания пациентов в  отде-
лении реанимации. Поиск препаратов, спо-
собных предотвратить развитие системного 
воспалительного ответа и снизить летальность, 
остается актуальной задачей анестезиоло гии-
реаниматологии. Цель  – изучить противовос-
палительное действие синтетического аналога 
лей-энкефалина (препарат даларгин) на ней-
трофилах человека in vitro. Материал и  мето-
ды. Исследование проводилось на выделенных 
из крови 5  здоровых доноров нейтрофилах, 
часть из которых активировали с  помощью 
10 мкM формил-Мет-Лей-Про (fMLP) и 100 нг/мл 
липополисахарида (ЛПС) и затем оценивали их 
активность с  помощью флуоресцентных анти-
тел к  маркерам дегрануляции CD11b и  CD66b. 
Интактные и  активированные нейтрофилы 
обрабатывали раствором даларгина в  концен-
трациях 50 и 100 мкг/мл. Результаты. Даларгин 
в концентрации 100 мкг/мл в 5,5 раза (р = 0,008) 
снижает уровень экспрессии молекул CD11b 
на поверхности интактных нейтрофилов, 
а ЛПС в дозе 100 нг/мл, напротив, увеличивает 
экспрессию тех же молекул на 46% (р = 0,08). 
Добавление даларгина в  концентрации 

50  мкг/мл к  нейтрофилам, активированным 
ЛПС, уменьшает экспрессию молекул CD11b 
(р = 0,016). Добавление даларгина в  концен-
трациях 50  мкг/мл к  активированным fMLP 
нейтрофилам значимо (р = 0,008) уменьшает 
экспрессию молекул CD11b и  возвращает ее 
практически к  уровню контроля. Даларгина, 
добавленный в концентрации 100 мкг/мл к ней-
трофилам, активированным fMLP в дозе 10 мкМ, 
уменьшает экспрессию CD11b на их поверхно-
сти до уровня ниже контроля на 23% (р = 0,08). 
Заключение. Даларгин в  исследованных кон-
центрациях оказывает противовоспалительное 
действие как на интактные, так и на предакти-
вированные бактериальными компонентами 
нейтрофилы, ингибируя процесс активации 
и дегрануляции дозозависимым образом.
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Синдром системного воспалительно-
го ответа  – состояние, возникающее 
в  ответ на различные повреждающие 
воздействия как инфекционного (бак-

териальные возбудители) так и неинфекционно-
го (травмы, ожоги, оперативные вмешательства 
большого объема) генеза [1] и  проявляющееся 
в  гиперпродукции провоспалительных цитоки-
нов, их проникновении через гистогематические 
барьеры с  последующей инфильтрацией лейко-
цитами и  цитокинами тканей органов-мишеней 
[2, 3]. Последнее приводит к развитию полиорган-
ной недостаточности, которая становится основ-
ной причиной гибели пациентов в палате интен-
сивной терапии.

Важнейшую роль в  развитии, регуляции 
и  разрешении воспаления играют нейтрофилы, 
клетки врожденного иммунитета. Иммунный 
ответ на повреждение тканей или инфекцию на-
чинается с секреции нейтрофилами провоспали-
тельных и  антивоспалительных цитокинов, что 
направлено на удаление повреждающего агента 
и восстановление гомеостаза [4].

Чувствительными маркерами системного вос-
палительного ответа признаны молекулы CD11b 
и СD66b, находящиеся во внутриклеточных гра-
нулах нейтрофилов. При действии воспалитель-
ных стимулов гранулы сливаются с цитоплазма-
тической мембраной, а молекулы CD11b и СD66b 
экспонируются на поверхности клеток (рис. 1) – 
этот процесс называется дегрануляцией. CD11b 
взаимодействует с  рецепторами ICAM-1 (англ. 
Inter-Cellular Adhesion Molecule) на эндотелиаль-
ных клетках, тем самым обеспечивая адгезию 
нейтрофилов и последующую их миграцию через 
эндотелиальный барьер к  очагу воспаления [5], 

тогда как CD66b связан с агрегацией нейтрофи-
лов [6].

Молекулы CD11b и  СD66b широко использу-
ются в  клинической диагностике, поскольку их 
уровень значительно повышен у пациентов с раз-
личными видами бактериальных инфекций [7], 
при ревматоидном артрите [8], диабетической ан-
гиопатии [9] и других заболеваниях. Увеличение 
CD11b применяют в  диагностике неонатальных 
инфекций [10] и сепсиса, так как имеются много-
численные данные о  том, что экспрессия CD11b 
и СD66b значительно увеличивается при сепсисе 
и  синдроме системного воспалительного ответа 
[11].

Однако при определенных условиях возни-
кает избыточный иммунный ответ. Он сопрово-
ждается гиперактивацией нейтрофилов и  дру-
гих клеток иммунной системы, нарушением их 
миграции, избыточным количеством провоспа-
лительных цитокинов в крови – так называемой 
цитокиновой бурей, последующим «иммунным 
параличом», что и приводит к увеличению числа 
осложнений у  пациентов и  повышению леталь-
ности [12]. В этом отношении кардиохирургия не 
исключение: в  раннем послеоперационном пе-
риоде системный воспалительный ответ (в том 
числе сепсис) регистрируется у 2,5–20% больных 
[13]. Несмотря на впечатляющие достижения на-
шей специальности, следует признать: достаточ-
но эффективных методов лечения этого состо-
яния не существует. Именно поэтому одной из 
важнейших задач современной реаниматологии 
остается поиск препаратов для профилактики 
и  лечения синдрома системного воспалитель-
ного ответа или предотвращения последующих 
осложнений.

В наших предыдущих работах был описан 
органопротекторный эффект отечественного 
синтетического аналога лей-энкефалина  – пре-
парата даларгин, обладающего дельта-опиоидной 
активностью [14, 15]. Тогда мы не смогли объяс-
нить механизм реализации данного феномена. 
Сегодня по аналогии с  механизмом, описанным 
для морфина [16], вполне оправданным представ-
ляется предположение, что даларгин способен 
модулировать воспалительный ответ организма 
как на инфекционные, так и  неинфекционные 
повреждающие агенты. Целью настоящего иссле-
дования была проверка данной гипотезы.

Материал и методы
В ходе исследования планировалось изучить 
противовоспалительное действие синтети-
ческого аналога лей-энкефалина (препарат 

Рис. 1. Активация нейтрофилов и экспрессия ими молекул 
адгезии CD11b (красный треугольник) и СD66b (зеленый 
треугольник) под действием воспалительного стимула; ICAM-1 
(англ. Inter-Cellular Adhesion Molecule) – молекула клеточной 
адгезии, которая экспрессируется эндотелием
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Даларгин-Эллара, ООО «Эллара», г.  Покров, 
Россия) на активированные компонентами бак-
терий нейтрофилы человека. Материал для ис-
следования получен на базе ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского; лабораторная часть ис-
следования выполнена в лаборатории молекуляр-
ной биологии НИИ физико-химической биологии 
им. А.Н. Белозерского МГУ им. М.В. Ломоносова 
в июне–августе 2015 г. 

Выделение нейтрофилов. Гепаринизи-
рован ную венозную кровь 5  здоровых доно-
ров смешивали с  раствором декстрана Т-500 
(“Pharmacosmos”, Дания) до конечной концен-
трации декстрана  1% и  оставляли при комнат-
ной температуре на 30  минут для осаждения 
эритроцитов. Верхний слой плазмы (обогащен-
ный лейкоцитами и  лишенный эритроцитов) 
наслаивали на Фиколл (НПП «ПанЭко», Россия) 
с  плотностью 1,077  г/мл и  центрифугировали 
30 минут при комнатной температуре при 300 g 
в  центрифуге с  отключенным тормозом. Затем 
удаляли супернатант и  все дальнейшие проце-
дуры проводили на льду и  с использованием 
охлажденных растворов. Удаление примесных 
эритроцитов проводили с помощью ресуспенди-
рования осадка в 2 мл деионизованной стериль-
ной воды в течение 45 с, а затем добавляли 2 мл 
двухкратного PBS для восстановления тонич-
ности. Центрифугировали 10  минут при 200  g, 
+4  °C. Осажденные нейтрофилы промывали 
PBS и ресуспендировали в культуральной среде 

(RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) + 10% FBS с  низ-
ким содержанием эндотоксинов).

Активация нейтрофилов. Активацию (де-
грануляцию) нейтрофилов измеряли с помощью 
антител, конъюгированных с  флуоресцентными 
красителями (СD11b-FITC и CD66b-AlexaFluor647 
(“BD Biosciences”, США)) согласно протоколу про-
изводителя. Для определения активации ней-
трофилов использованы антитела к  молекулам 
CD11b (β2-интегрин) и СD66b. В качестве индук-
торов воспаления применены липополисахарид 
(ЛПС), основной компонент клеточной стенки 
грамотрицательных бактерий, а  также пептид 
формил-Мет-Лей-Про (fMLP), который бактерии 
используют при биосинтезе белка.

К нейтрофилам в концентрации 4 млн/мл до-
бавляли 10 мкM fMLP и даларгин в концентраци-
ях 50 и 100 мкг/мл и инкубировали 30 минут при 
37 °С. Затем добавляли антитела и инкубировали 
30  минут во льду, после чего измеряли уровень 
флуоресценции (условные единицы флуорес-
ценции, у.е.ф.) на проточном цитофлуориметре 
Beckman-Coulter FC 500.

К нейтрофилам в концентрации 4 млн/мл до-
бавляли 100 нг/мл ЛПС и даларгин в концентра-
циях 50  и  100  мкг/мл и  инкубировали 30  минут 
при 37 °С. Затем добавляли антитела и инкубиро-
вали 30 минут во льду, после чего измеряли уро-
вень флуоресценции (у.е.ф.) на проточном цито-
флуориметре Beckman-Coulter FC 500.

Этическая экспертиза. Протокол иссле-
дования одобрен на заседании локально-
го этического комитета ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского (протокол №  4 от 
14.04.2015). Протоколом предусмотрено получе-
ние информированного согласия добровольцев 
на исследование крови.

Статистический анализ. Для расчетов ис-
пользовались программы Statistica 10.0 (StatSoft, 
Inc.) и  MedCalc 12.5.0.0 (MedCalc Software bvba). 
Средние значения представлены медианой 
с  межквартильным интервалом. Межгрупповые 
различия показателей оценивались при помощи 
U-критерия Манна – Уитни и принимались ста-
тистически значимыми при уровне р < 0,05.

Результаты
Как видно из табл. 1, уровень экспрессии CD11b 
на поверхности интактных нейтрофилов со-
ставляет 1672,8 [1641,4–1688,0] у.е.ф. Даларгин 
в концентрации 100 мкг/мл в 5,5 раза (р = 0,008) 
снижает уровень экспрессии молекул CD11b 
на поверхности интактных нейтрофилов, 
а ЛПС в дозе 100 нг/мл, напротив, увеличивает 

Таблица 1. Уровень экспрессии CD11b (условные единицы флуоресценции) 
на поверхности нейтрофилов при различных воздействиях

Группа (n = 5) Уровень экспрессии CD11b, у.е.ф. 
(медиана [Q1–Q3])

Значимость 
различия, р

Контроль 1672,8 [1641,4–1688]

Даларгин 50 мкг/мл 470,4 [460,1–525,8] 0,841*

Даларгин 100 мкг/мл 304,8 [293,9–324,1] 0,008*

ЛПС 2397,0 [2387,9–2502,8] 0,008*

ЛПС + даларгин 50 мкг/мл 1666,7 [1622,6–1674,2] 0,016†

ЛПС + даларгин 100 мкг/мл 1012,4 [960,2–1104,1] 0,008†

fMLP 2501,0 [2151,0–2979,3] 0,008*

fMLP + даларгин 50 мкг/мл 1765,0 [1686,2–1902,7] 0,008‡

fMLP + даларгин 100 мкг/мл 1293,7 [1272,1–1304,8] 0,008‡

ЛПС – липополисахарид, у.е.ф. – условные единицы флуоресценции, fMLP – пептид хемотактический 
fMet-Leu-Phe
* по отношению к контролю; † по отношению к ЛПС; ‡ по отношению к fMLP
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экспрессию тех же молекул на 46%  (р = 0,08). 
Добавление даларгина в концентрации 50 мкг/мл 
к  нейтрофилам, активированным ЛПС, умень-
шает экспрессию молекул CD11b (р = 0,016), 
практически возвращая уровень их экспрессии 
к контрольному.

Добавление даларгина в  концентрациях 
100 мкг/мл к активированным ЛПС нейтрофилам 
уменьшает экспрессию CD11b на 39% ниже уров-
ня контроля (р = 0,08).

Пептид fMLP, добавленный в  дозе 10  мкM 
к  интактным нейтрофилам, значимо  – на 
53% (р = 0,08) – увеличивает экспрессию молекул 
CD11b на поверхности нейтрофилов по отноше-
нию к контролю.

Добавление даларгина в  концентрациях 
50 мкг/мл к активированным fMLP нейтрофилам 
значимо (р = 0,008) уменьшает экспрессию моле-
кул CD11b и  возвращает их экспрессию практи-
чески к уровню контроля.

Таблица 2. Уровень экспрессии CD66b (условные единицы флуоресценции) на поверхности нейтрофилов при различных 
воздействиях

Группа (n = 5) Уровень экспрессии CD66b, у.е.ф. (медиана 
[Q1–Q3])

Значимость различия, р

Контроль 70420,3 [69973,8–72442,1]

Даларгин 50 мкг/мл 57543,7 [57540,8–61969,9] 0,016*

Даларгин 100 мкг/мл 52542,2 [52146–53172,5] 0,008*

ЛПС 108469,8 [105091,3–119445,3] 0,008*

ЛПС + даларгин 50 мкг/мл 70673,5 [68602,7–82840,8] 0,008†

ЛПС + даларгин 100 мкг/мл 47981,8 [41774,4–50830,7] 0,008†

fMLP 145804,8 [137011,2–147231,3] 0,008*

fMLP + даларгин 50 мкг/мл 96475,8 [83999,2–99279,7] 0,008‡

fMLP + даларгин 100 мкг/мл 86323,4 [85545,7–88886,5] 0,008‡

ЛПС – липополисахарид, у.е.ф. – условные единицы флуоресценции, fMLP – пептид хемотактический fMet-Leu-Phe
* по отношению к контролю; † по отношению к ЛПС; ‡ по отношению к fMLP

Рис. 2. Даларгин понижает экспрессию маркера дегрануляции CD11b в интактных и предактивированных липополисахаридом 
(ЛПС) и пептидом хемотактическим fMet-Leu-Phe (fMLP) нейтрофилах человека. Данные представлены уровнем флуоресценции 
относительно контроля
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Даларгин в  концентрации 100  мкг/мл, до-
бавленный к  нейтрофилам, активированным 
fMLP в дозе 10 мкМ, снижает экспрессию CD11b 
на их поверхности до уровня ниже контроля на 
23% (р = 0,08) (рис. 2).

Как видно из табл. 2, даларгин в концентрации 
50 мкг/мл значимо – на 15% (р = 0,016) – снижает 
уровень экспрессии молекул CD66b на поверх-
ности интактных нейтрофилов по отношению 
к контролю. Даларгин в концентрации 100 мкг/мл 
значимо  – на 25%  (р = 0,008)  – снижает уровень 
экспрессии молекул CD66b в интактных нейтро-
филах по отношению к контролю.

ЛПС, добавленный в дозе 100 нг/мл, значимо – 
на 54% (р = 0,08) – увеличивает экспрессию моле-
кул CD11b на поверхности нейтрофилов в  срав-
нении с контролем.

Добавление даларгина в  концентрации 
50  мкг/мл к  активированным ЛПС нейтрофи-
лам значимо (р = 0,008) уменьшает уровень экс-
прессии молекул CD66b на их поверхности 
и  возвращает его практически к  уровню кон-
троля. Добавление даларгина в  концентрациях 
100 мкг/мл к активированным ЛПС нейтрофилам 
уменьшает экспрессию CD66b на 33% ниже уров-
ня контроля (р = 0,08).

Пептид fMLP, добавленный в  дозе 10  мкM 
к  интактным нейтрофилам, значимо  – на 103% 
(р = 0,08)  – увеличивает экспрессию молекул 
CD66b на поверхности нейтрофилов по отноше-
нию к контролю.

Добавление даларгина в  концентрациях 
50 мкг/мл к активированным fMLP нейтрофилам 

уменьшает на 70%  (р = 0,008) экспрессию мо-
лекул CD66b по отношению к  уровню актива-
ции. Добавление даларгина в  концентрациях 
100  мкг/мл к  активированным fMLP нейтрофи-
лам уменьшает на 80% (р = 0,008) экспрессию мо-
лекул CD66b при сравнении с уровнем активации 
(рис. 3).

Обсуждение
В настоящее время ЛПС и fMLP широко исполь-
зуются для провокации системного воспали-
тельного ответа в эксперименте [17]. Полученные 
нами результаты подтверждают эффективность 
данных методик.

В описанных экспериментах даларгин сни-
жает уровень активации нейтрофилов, оказывая 
противовоспалительный эффект как на интакт-
ные клетки, так и  на предварительно активиро-
ванные компонентами бактерий (ЛПС, fMLP) 
нейтрофилы. Ранее нами было показано, что 
синтетический аналог лей-энкефалина может 
предотвращать развитие эндотелиальной дис-
функции в модели сепсиса in vitro [18]. Возможно, 
второе (предотвращение эндотелиальной дис-
функции) является следствием первого (ингиби-
рование даларгином процесса активации нейтро-
филов). Однако это только первый шаг в процессе 
познания механизмов противовоспалительного 
действия даларгина.

Детальный механизм действия препарата все 
еще представляется малоизученным и  требует 
дальнейших исследований. Известно, что далар-
гин является агонистом опиоидных рецепторов, 

Рис. 3. Даларгин понижает экспрессию маркера дегрануляции CD66b в интактных и предактивированных липополисахаридом 
(ЛПС) и пептидом хемотактическим fMet-Leu-Phe (fMLP) нейтрофилах человека. Данные представлены уровнем флуоресценции 
относительно контроля
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а нейтрофилы в норме практически не экспрес-
сируют данные рецепторы. Но как показали 
I.D.  Welters и  соавт. [19], под действием провос-
палительных агентов (например, фактора некро-
за опухоли α) экспрессия всех типов опиоидных 
рецепторов увеличивается практически в 10 раз. 
Следовательно, действие даларгина на активи-
рованные нейтрофилы вполне может быть опо-
средовано опиоидными рецепторами нейтрофи-
лов. Но не только ими. Легко проникать внутрь 
клетки и  даже накапливаться в  митохондриях 
могут и  другие похожие по структуре пептиды 
с  флуоресцентной меткой [20, 21]. Кроме того, 
мы предполагаем, что даларгин может влиять 
на фосфорилирование GSK-α/β, которая, в свою 
очередь, играет огромную роль в жизнедеятель-
ности лейкоцитов: регулирует их миграцию, де-
грануляцию и продолжительность жизни. 

Таким образом, даларгин представляется нам 
перспективным препаратом для лечения синдро-
ма системного воспалительного ответа, но меха-
низмы его действия на эндотелиальные клетки 
и  клетки иммунной системы остаются малоизу-
ченными.

Ограничение исследования
Изучение биологических процессов, связанных 
с действием отдельных веществ на нейтрофилы, 

предполагает использование подходов in vitro, 
однако полученные результаты нуждаются в про-
верке на животных моделях и  (в случае успеха) 
у пациентов.

Использованная нами концентрация далар-
гина недостижима при переносе исследования 
в  область in vivo. Полученные результаты об-
надеживают, вместе с  тем следует продолжить 
эксперименты и  изучить эффективность тех 
доз даларгина, которые могут быть получены in 
vivo.

Остаются неизученными и молекулярные ме-
ханизмы противовоспалительного действия да-
ларгина на нейтрофилы. Для решения этого во-
проса требуются дальнейшие исследования.

Заключение
Даларгин оказывает противовоспалительное 
действие как на интактные, так и на предактиви-
рованные бактериальными компонентами ней-
трофилы, уменьшая их активацию и дегрануля-
цию дозозависимым образом. Подтверждение 
вышеизложенного в моделях in vivo и раскрытие 
молекулярных механизмов действия даларгина 
на клетки врожденного иммунитета, возможно, 
позволят инициировать клиническое испытание 
даларгина для изучения его предполагаемых ор-
ганопротекторных свойств. 
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Background: Neutrophil activation is a  manda-
tory stage and a  sensitive marker of systemic in-
flammatory response. The development of this 
condition is associated with subsequent multiple 
organ failure which is the main indication for the 
patients stay in the intensive care unit. The search 
for drugs that could prevent the development of 
systemic inflammatory response and reduce mor-
tality remains an urgent task of anesthesiology/re-
suscitation. Aim: To study the anti-inflammatory 
effect of dalargin, a synthetic analogue of lei-en-
kephalin, on human neutrophils in vitro. Materials 
and methods: The study was performed on blood 
neutrophils isolated from 5 healthy donors. A pro-
portion of neutrophils were activated by 10 mkM 
formil-Met-Leu-Pro (fMLP) and 100 ng/mL lipo-
polysaccharide (LPS) with subsequent assessment 
of their activity by fluorescent antibodies to the de-
granulation markers CD11b and CD66b. Thereafter 
intact and activated neutrophils were treated 
with dalargin solution at concentrations of 50 and 
100 mcg/mL. Results: Dalargin at 100 mcg/mL re-
duced the expression of CD11b molecules on the 
surface of intact neutrophils by 5.5-fold (p = 0.008). 
On the contrary, LPS at a  dose of 100  ng/mL in-
creased the expression of the same molecules 
by 46% (p = 0.08). The addition of dalargin at 

50 mcg/mL to LPS-activated neutrophils reduced 
the expression of CD11b molecules (p = 0.016). The 
addition of dalargin at 50  mcg/mL to fMLP-acti-
vated neutrophils significantly (p = 0.008) reduced 
the expression of CD11b molecules and reversed 
their expression virtually to the level of the con-
trol. The addition of dalargin at 100  mcg/mL to 
neutrophils activated by fMLP at 10 mkM reduced 
the expression of CD11b on their surface to a level 
below the control by 23% (p = 0.08). Conclusion: 
Dalargin at the studied concentrations has an an-
ti-inflammatory effect on both intact and pre-ac-
tivated bacterial components of neutrophils, thus 
inhibiting the process of activation and degranula-
tion in a dose-dependent manner.

Key words: inflammation, leukocyte, degranula-
tion test, dalargin
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