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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ВИРУСА ГРИППА A(H1N1)pdm09 
С МОНОЦИТАРНЫМИ МАКРОФАГАМИ IN VITRO: 
ИНДИВИДУАЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ ГЕНОВ TLR7 И RIG1 
РЕЦЕПТОРОВ
Соколова Т.М., Полосков В.В., Шувалов А.Н., Руднева И.А., 
Тимофеева Т.А.
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Дифференцировка моноцитов крови доноров в макрофаги (Мф) под действием GM-CSF 
сопровождается значительным увеличением уровней транскрипции генов сигнальных рецепторов 
ТLR7 или RIG1. В динамике инфекции Мф вирусом гриппа А Н1Н1pdm (Москва, 2009) уровни вну-
триклеточных вирусных РНК (ген М1) сохраняются на высоком уровне. Вызываемые вирусом грип-
па А реакции генов рецепторов врожденного иммунитета имеют индивидуальный характер: в Мф 
донора 1 с исходно высокими уровнями эндосомального гена ТLR7 активность снижается, а в Мф 
донора 2 с исходно низкими уровнями  активность гена TLR7 возрастает. Вирус H1N1pdm слабо сти-
мулирует экспрессию гена RIG1 и продукцию воспалительных цитокинов в Мф донора 1. Различия 
могут быть связаны с индивидуальной чувствительностью 2-х доноров к гриппозной инфекции.
Ключевые слова: вирус гриппа A (H1N1)pdm09, моноцитарные макрофаги, экспрессия генов TLR7, RIG1 рецепторы

IN VITRO INTERACTION OF INFLUENZA VIRUS A(H1N1)pdm09  
WITH MONOCYTIC MACROPHAGES: INDIVIDUAL 
RESPONSES OF TLR7 AND RIG1 RECEPTOR GENES 
Sokolova T.M., Poloskov V.V., Shuvalov A.N., Rudneva I.A., 
Timofeeva T.A.
N.F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. In vitro differentiation of donor blood monocytes to macrophages (Mph) following GM-CSF 
treatment was accompanied by a significant increase in the levels of gene transcription signaling receptors TLR7 
or RIG1. The levels of intracellular viral RNA (M1 gene) in Mph remained high upon infection by influenza 
virus A H1N1pdm (Moscow 2009) for 24-96 hours. The innate immunity reactions caused by influenza virus 
show individual features: they are decreased in Mph from donor 1 which had initially high level of endosomal 
TLR7 gene activity, and it increased by influenza virus in MPh from donor 2 who had a very low level of TLR7 
gene expression. The influenza H1N1pdm virus weakly stimulated expression of gene RIG1 and production of 
inflammatory cytokines in Mf in donor 1. The differences may be connected with individual sensitivity of the 
donors to influenza infection. 
Keywords: influenza virus A (H1N1)pdm09, monocytic macrophages, gene expression TLR7, RIG1 receptors
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Введение
Вирус гриппа А (H1N1)pdm09, вызвавший 

пандемию 2009 г., возник в результате реассор-
тации двух свиных генотипов вируса гриппа 
А(H1N1) на территории Мексики и быстро рас-
пространился в человеческую популяцию [1, 3, 
17]. Макрофаги (Мф) являются важнейшими 
составляющими врожденной иммунной систе-
мы [16]. Благодаря Мф в организме поддержи-
вается тканевой гомеостаз и баланс взаимодей-
ствия с клетками микроокружения. Популяции 
Мф, образованные из дифференцированных 
моноцитов, гетерогенны по составу и являются 
долгоживущими клетками.

На Мф представлены рецепторы PRRs 
(pattern-recognition receptors), узнающие вирус-
ные структуры. Защитные реакции Мф во мно-
гом зависят от способности этих рецепторов рас-
познавать вирусные структуры и инициировать 
внутриклеточные сигнальные процессы индук-
ции синтеза воспалительных цитокинов и интер-
феронов типа 1 [25].

Вирусы гриппа А на ранних стадиях инфекции 
стимулируют реакции TLR/RLR-врожденного 
и адаптивного иммунитета [19, 21]. На клеточной 
мембране рецептор TLR4 и C-тип лектиновых ре-
цепторов (MMR-манозный и MGL-галактозный) 
взаимодействуют с глипопротеинами оболочки – 
гемагглютинином (ГА) и нейраминидазой (NA) 
[22]. Внутри клеток эндосомальные рецепторы 
TLR3, TLR7, TLR10 и цитоплазматический RIG1 
реагируют на вирусные РНК и РНП [18, 29, 32].

Исследования на нескольких моделях Мф 
показывают, что результат взаимодействия с ви-
русами гриппа А зависит от многих факторов. 
Имеет значение источник получения и способ 
активации Мф, достигаемый Мф уровень диф-
ференцировки. Со стороны вируса влияют осо-
бенности углеводной структуры гликопротеинов 
вирусной оболочки, прежде всего ГА и NA, и сте-
пень патогенности штаммов и изолятов вирусов 
гриппа А [14, 27]. На поверхности Мф присут-
ствуют α-2,3- и α-2,6-связанные сиаловые кис-
лоты, с которыми взаимодействуют ГА вирусов 
гриппа [31]. 

C пандемическим свиным H1N1, высокопа-
тогенным птичьим H5N1 и сезонными вирусами 
гриппа А H1N1и H3N2 на моделях Мф проведен 
ряд исследований [13, 27, 28, 30]. Альвеолярные 
Мф играют центральную роль в реакциях врож-
денного и адаптивного иммунитета при респира-
торных инфекциях. В большинстве эксперимен-
тов A-Мф оказались резистентными к вирусам 
H1N1, но чувствительными к птичьим вирусам 
H5N1. Для получения А-Мф in vitro использу-
ется классический способ дифференцировки 
моноцитов периферической крови добавлением 

GM-CSF (гранулоцитарно-макрофагальный-
колониестимулирующий фактор) на 7-14 дней, 
имитируя условия образования A-Мф с феноти-
пом М1 в легких человека [9, 15].

В настоящей работе для выяснения влияния 
пандемического вируса H1N1 на систему рецеп-
торов врожденного иммунитета Мф мы приме-
нили GM-CSF-способ. В GM-Mф оценили экс-
прессию 2-х генов сигнальных рецепторов TLR7 
и RIG1 и фермента гликолиза GAPDH. Актив-
ность рецепторных генов сопоставили с уровня-
ми вирусной РНК в GM-Mф и секрецией группы 
воспалительных цитокинов (IFNα, IFNγ, TNFα, 
IL-1β, IL-10). Эксперименты проводили в дина-
мике вирусной инфекции, моделируя длитель-
ный контакт моноцитарных GM-Мф с вирусом 
гриппа АH1N1pdm. Известно, что TLRs являются 
IFN-стимулированными генами в клетках кро-
ви человека, и, по нашим данным, вирус гриппа 
А (H1N1)pdm09 чувствителен к рекомбинантно-
му альфа2-IFN [6].

Материалы и методы
Вирус гриппа A/IIV-Moscow/01/09 (H1N1)sw1 

[2, Патент RU № 2412244] получен из лаборато-
рии физиологии вирусов Подразделения «НИИ 
вирусологии им. Д.И. Ивановского» ФНИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи. Вирус размножен в 10-дневных 
куриных эмбрионах и ранее исследован на анти-
генную и рецепторную специфичность гемагглю-
тинина [8]. Приготовленные образцы аллантоис-
ных вирусов с титром 64-128 ГА/мл и ЭИД50 = 7,2 
хранили при -80 °С в аликвотах по 0,5 мл. ГА 
активность вирусов определяли микрометодом 
в реакции с 1% куриными эритроцитами, приго-
товленными на физиологическом растворе NaCl 
с pH 7,2.

Моноцитарные макрофаги получали из 20 мл 
периферической крови 2-х доноров (мужчины 25 
и 27 лет). В градиенте фикола выделяли фракцию 
лимфоцитов, которую отмывали, разводили в пи-
тательной среде RPMI-1640 с глютамином и 10% 
эмбриональной сывороткой телят до концен-
трации 4 × 106 кл/мл и разливали в пластиковые 
матрацы 25 см2. Прикрепленные к пластику мо-
ноциты культивировали в питательной среде c че-
ловеческим рекомбинантным GM-CSF 40 нг/ мл 
(SRP 3050 Sigma-Aldrich) в течение 7 дней при 
37 °С. Микроскопическое исследование GM-Мф 
проводили в инвертированном световом микро-
скопе DMIL (Leica Microsystems, Германия) при 
увеличении в 200 раз (рис. 1). 

Заражение GM-Мф вирусом гриппа А (Н1N1)
pdm09. Аллантоисный вирус 64-128 ГА ед/мл раз-
водили в 10 раз питательной средой RPMI-1640 
добавляли в количестве 1 мл к монослойным 
культурам Мф для адсорбции вируса на 1 ч при 
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37 °С. Контрольные клетки (моноциты без GM-
CSF и моноциты с GM-CSF) не заражали ви-
русом. Несвязанный с клетками вирус дважды 
отмывали и зараженные клетки инкубировали 
в питательной среде RPMI-1640 без сыворотки. 
Для получения многоцикловой инфекции за-
раженные GM-Мф культивировали в присут-
ствии TPCK-трипсина 1 мкг/мл в течение 24, 
48, 72 и 96 ч при 37 °С. В динамике инфекции 
оценивали развитие цитопатогенного эффекта 
(ЦПЭ) и собирали пробы культуральной жидко-
сти для определения ГА активности вирусов и се-
кретируемых цитокинов. В клетках тестировали 
уровни экспрессии клеточных и вирусных РНК. 
Собранные пробы хранили при -70 °С.

Метод ОТ-ПЦР в реальном времени
Суммарную РНК выделяли из клеток по мето-

дике, рекомендованной производителем реаген-
та PureZol (Cat#732-6890 Bio-Rad, США). ДНК 
удаляли с помощью набора "RNA-free" (Ambion, 
США). На матрице РНК получали кДНК в реак-
ции обратной транскрипции (ОТ) с random (слу-
чайные) праймерами. Использовали фермент 
MMuLV и 5 × буфер ОТ, ингибитор RNAsin и 4 
вида dNTP (Promega, USA). 

С полученной кДНК, разведенной в 3 и 6 
раз, парами специфических олигонуклеотид-
ных праймеров ставили ПЦР, добавляя 2-крат-
ную смесь SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-Rad, 
США). 

ПЦР проводили на приборе CFX-96 (Bio-Rad, 
США) в режиме реального времени. Протокол 
ПЦР: 96 °С 2 мин, далее 55 циклов 94 °С 10 с, 50-
54 °С 20 с, 72 °С 30 с. Пороговые циклы (Cq) реги-
стрировали в логарифмической фазе нарастания 
сигнала флюоресценции красителя EvaGreen. 
Относительная оценка кратности экспрессии ге-
нов (дельтаCq) сделана в программе CFX Manager 
“Gene expression analysis” в автоматическом ре-
жиме с оценкой средних стандартных ошибок 
в повторных образцах. Показатели контролей 
принимали равными 1. Относительные уровни 
экспрессии генов нормализовали на ген «домаш-
него хозяйства» GAPDH, используя 2delta-CT 
метод. В конечной точке ПЦР по температурным 
пикам плавления устанавливали специфичность 
ДНК-амплификатов. ДНК-амплификаты анали-
зировали электрофорезом в 1,5% агарозном геле 
с бромистым этидием.

ПЦР-праймеры 
Праймеры к консервативному 7 сегменту PНК 

(ген М1) вирусов гриппа описаны в литерату-
ре [12]. Их нуклеотидная последовательность F5-
cttctaaccgaggtcgaaacg и R 5’-agggcattttggacaaagcgtcta 
является гомологичной участку гена М1виру-
са гриппа A/Moscow/IIV01/2009 (H1N1) (Ген-
банк NCBI accession GQ219584.1 L’vov D.K., 
Prilipov A.G., Sadykova G.K., Usachev E.V.). На ма-

трице вирусной мРНК специфический ДНК-
продукт имеет размер 245 н.п. [6].

ПЦР-праймеры к клеточным мРНК TLR7, 
RIG1 и GAPDH опубликованы ранее [4, 5, 7, 20]. 
Синтез праймеров выполнен фирмой «Синтол» 
(Россия).

Иммуноферментный анализ
Секретируемые клетками цитокины IL-1β, 

TNFα, IL-10, IFNα и IFNγ тестированы с по-
мощью ИФА-наборов фирмы «Вектор-Бест» 
(Россия) согласно прилагаемой инструкции. Из-
мерение оптической плотности и расчет средних 
концентраций повторных образцов в пг/мл вы-
полнен на Микропланшетном фотометре модель 
«Anthos 2010» в программе ADAP+ (Биохим-Мак, 
Россия). 

Статистическая обработка
Данные ОТ-ПЦР в реальном времени полу-

чены с 3 повторными образцами кДНК и пред-
ставлены как средние значения дельтаCq со стан-
дартными отклонениями (SD). Величины SD 
не превышали 15% от значений средних. Зна-
чимость различий между образцами оценена 
по t-критерию Стьюдента при р < 0,05 в програм-
ме Medcalc.

Результаты 
Дифференцировка моноцитов периферической 

крови доноров в макрофаги
Культивирование моноцитов крови доноров 

с GM-CSF воспроизводит условия образования 
альвеолярных макрофагов в легких человека [9]. 
Согласно стандартной методике, из перифериче-
ской крови доноров выделена фракция очищен-
ных лимфоцитов и получены прикрепившиеся 
к пластику моноциты. К ним добавлена питатель-
ная среда RPMI-1640, содержащая 40 нг/мл GM-
CSF, на 7 дней. Не обнаружено существенных из-
менений в морфологии моноцитов 2-х доноров, 

Рисунок 1. Моноциты крови, культивированные  
с GM-СSF в течение 7 дней
Примечание. Клетки, зараженные вирусом гриппа 
А H1N1pdm09, через 24 ч и 96 ч. 
К – незараженные моноцитарные макрофаги. Увеличение 200×.
Figure 1. Blood monocytes cultured with GM-СSF for 7 days
Note. Cells infected with influenza virus H1N1pdm09 for 24 h or 96 h. 
К, non-infected monocytic macrophages. 200× magnification.

К H1N1 24 ч
(H1N1 24 h)

H1N1 96 ч
(H1N1 96 h)
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культивированных с GM-CSF 40 нг/мл и зара-
женных вирусом гриппа А (H1N1)pdm через 24 
и 96 ч (рис. 1). Представленные на рисунке 1 GM-
Мф имеют характерную округлую форму. Цито-
патогенное действие вируса (ЦПД) H1N1pdm09 
в GM-Mф, как видно из рисунка 1, не развива-
лось. ГА-активность вируса H1N1 в культураль-
ной жидкости не была выявлена на всех сроках 
гриппозной инфекции (данные не приводятся). 
Полученный результат подтверждает резистент-
ность альвеолярных макрофагов c фенотипом М1 
к пандемическому и сезонным вирусам гриппа 
А H1N1 [27].

Влияние GM-CSF на экспрессию генов сигналь-
ных иммунных рецепторов TLR7 и RIG1 в моно-
цитах

GM-CSF является членом семейства цито-
кинов, которые регулируют рост, дифференциа-
цию, миграцию и эффекторные функции гемо-
поэтических клеток и иммуноцитов [10].

Сравнили действие GM-CSF на уровни экс-
прессии клеточных генов TLR7, RIG1 и GAPDH 
в контрольных моноцитах (рис. 2А, Б). Моноциты 
2-х доноров имеют низкие конститутивные уров-
ни транскрипции генов TLR7 и RIG1(Сq43-44). 
Транскрипционная активность гена фермента 
GAPDH довольно высокая (Cq29-31), что харак-
терно для гена «домашнего хозяйства». Этот ген 
часто используется в качестве показателя кле-
точного метаболизма и референс-нормализатора 
генной экспрессии. 

Реакции рецепторных генов на гемопоэтиче-
ский фактор имеют у 2-х доноров индивидуаль-
ный характер. 

В моноцитах донора 1 под действием GM-CSF 
активность TLR7 возрастает в 256 раз, а в моно-
цитах донора 2 активность гена TLR7 остается 
на первоначальном низком уровне. В моноцитах 
донора 2, c очень низким конститутивным уров-
нем экcпрессии гена RIG1, фактор GM-CSF сти-
мулирует транскрипцию гена RIG1 в 1024 раза, 
а в моноцитах донора 1 только в 16 раз. Гемопо-
этический фактор GM-CSF повышает экспрес-
сию гена «домашнего хозяйства» GAPDH в 8 раз, 
по-видимому, стимулируя пролиферацию клеток.

Присутствие РНК вирусов гриппа А(H1N1)
pdm09 в GM-макрофагах 

Уровни внутриклеточной мРНК вируса грип-
па А (H1N1)pdm09 определяли методом ОТ-ПЦР 
в реальном времени, используя праймеры к кон-
сервативному гену М1 [12]. 

На рисунке 3 (A) показаны кривые накопле-
ния вирусного генетического материала в GM-
Мф 2-х доноров в динамике инфекции. В контро-
лях незараженных клеток (К) вирусный материал 
отсутствует. 

В динамике инфекции (24-96 ч) уровни вну-
триклеточной вирусной РНК М1 поддерживают-
ся на высоком уровне (Cq26-29). Нормализация 
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Рисунок 2. Действие GM-CSF на экспрессию генов TLR7, 
RIG1 и GAPDH в моноцитах крови
Примечание. (А) Моноциты культивировали с GM-CSF  
40 нг/мл 7 дней. Кратность стимуляции относительно контроля 
клеток = 1.  
(Б) Электрофорез ПЦР-продуктов в 1,5% агарозном геле. 
1 – моноциты крови, 2 – моноциты крови + GM-CSF (донор 1). 
Стрелки показывают ПЦР-продукты TLR7 150 н.п., RIG1  
163 н.п. и GAPDH 127 н.п. 
Figure 2. Effect of GM-CSF on expression of TLR7, RIG1 and 
GAPDH genes in blood monocytes
Note. (А) Monocytes cultured with GM-CSF (40 ng/ml) for 7 days. Fold 
changes compared to control cell values taken as 1.  
(B) Electrophoretic patterns of PCR-products in 1.5% agarose gel.  
1, blood monocytes; 2, blood monocytes + GM-CSF (donor 1). Arrows 
show specific PCR-products (TLR7, 150 bp; RIG1, 163 bp, and 
GAPDH, 127 bp.) 
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уровней вирусной РНК (2deltaCq) на референс-
ген GAPDH подтверждает cделанный вывод. По-
этому есть основания считать, что GM-Мф ста-
новятся надежным депо вирусных РНК структур.

Действие вируса гриппа А (H1N1)pdm09 на экс-
прессию генов cигнальных иммунных рецепторов 
и гена GAPDH в GM-макрофагах 

В GM-Мф, зараженных вирусом гриппа 
А (H1N1)pdm09, исследовали уровни экспрес-
сии генов рецепторов врожденного иммунитета: 
эндосомального TLR7 и цитоплазматического 
RIG1 (рис. 4А, Б, В, Г). Оба вида рецепторов уча-
ствуют в узнавании РНК и РНП вируса гриппа 
А и индуцируют сигнальные реакции антивирус-
ного ответа [18, 21, 32].

Параллельно в динамике гриппозной инфек-
ции у 2-х доноров оценивали активность гена 
фермента GAPDH (рис. 4Д, Е). Активность кле-
точного гена GAPDH незначительно меняется 
в динамике инфекции и это согласуется с данны-
ми об отсутствии выраженного ЦПД вируса грип-
па pdmH1N1в GM-Мф с 24 до 96 ч (см. рис. 1). 
Изменения генной активности рецепторов TLR7, 
RIG1 и фермента GAPDH у 2-х доноров имеют 
индивидуальный характер.

У донора 1 на всех сроках гриппозной инфек-
ции уровни экспрессии 3-х исследованных генов 
в GM-Мф были ниже контрольных (рис. 4А, Б, 
В). В динамике инфекции сила ингибирующего 
эффекта вируса на гены иммунных рецепторов 
у донора 1 варьирует (рис. 4А, Б). В GM-Мф доно-
ра 2 действие вируса гриппа А H1N1pdm на экс-
прессию генов иммунных рецепторов отличается 
от донора 1. В исследованные сроки вирус сти-
мулирует низкую транскрипционную активность 

гена TLR7 относительно контроля. Уровни экс-
прессии гена RIG1 в GM-Мф донора 2 не меня-
ются в динамике инфекции, оставаясь на уровне 
контроля (рис. 4Д). Вирус гриппа А pdmH1N1 
в GM-Mф 2-х доноров незначительно снижает 
экспрессию гена митохондриального фермента 
GAPDH в динамике инфекции, оставаясь на до-
статочно высоких уровнях (рис. 4В, Е).

В таблице 1 приведены уровни относительной 
экспрессии генов TLR7 и RIG1 в Мф 2-х доно-
ров, нормализованные на референс-ген GAPDH 
(2дельтаCq). Из данных следует, что вызываемые 
вирусом H1N1pdm09 изменения генной активно-
сти рецепторов врожденного иммунитета носят 
в Мф доноров индивидуальный характер. Так, в 
Мф донора 1, с высоким исходным уровнем ак-
тивности рецепторного гена TLR7 (Сq35), пан-
демический вирус гриппа А подавляет генную 
экспрессию, а в Мф донора 2, с низким базовым 
уровнем гена TLR7 (Сq44), наоборот, стимулиру-
ет активность. Имеются отличия и в реакции гена 
RIG1 на вирус H1N1pdm в Мф 2-х доноров. Из-
вестно, что активность рецепторных генов TLR7 
и RIG1 является причиной разной восприимчи-
вости человека к гриппозной инфекции [21].

Продукция цитокинов GM-макрофагами, зара-
женными вирусом гриппа А H1N1pdm09

По данным литературы, пандемический ви-
рус гриппа А H1N1 – слабый индуктор воспа-
лительного ответа в Мф, по сравнению с пти-
чьими вирусами [6, 7, 24]. В наших опытах также 
наблюдалась очень низкая продукция цитоки-
нов контрольными моноцитами и зараженны-
ми макрофагами донора 1 (табл. 2). Небольшие 
количества IFNα2 выявлены только через 72 ч 

Рисунок 3. Уровни РНК М1 вируса гриппа А (H1N1)pdm09 в GM-макрофагах
Примечание. (А) накопление специфических ДНК-амплификатов гена М1 вируса гриппа. По оси абсцисс Cq – циклы 
амплификации ОТ-ПЦР в реальном времени, по оси ординат – уровни флюоресценции ПЦР-продуктов.  
(Б) электрофорез ПЦР-продуктов гена М1 вируса гриппа А в 1,5% агарозном геле (донор 1). Cпецифический ДНК-продукт 245 н.п. 
К – контроль клеток.
Figure 3. Levels of RNA M1 influenza virus А (H1N1)pdm09 in GM-macrophages
Note. (A) Accumulation of specific DNA amplicons of M1 gene of influenza virus. Abscissa, number of cycles in real-time (RT-) PCR; ordinate, 
levels of fluorescent PCR-products. Numbers 1 to 4 correspond to 24, 48, 72, 96 h after virus infection; К, control cells.  
(B) electrophoretic patterns of PCR-products of M1 influenza virus gene separated in 1,5% agarose gel (donor 1). Specific DNA-product 245 bp. 
K- control cells.
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инфекции. Секреция других видов воспалитель-
ных цитокинов была на уровне чувствительности 
ИФА-тест систем (ЗАО «Вектор-Бест», Россия). 
По данным ряда исследователей и представлен-
ных нами, это связано с отсутствием продуктив-
ной инфекции в GM-Мф, зараженных пандеми-
ческим вирусом H1N1 [28].

Обсуждение
Анализ взаимодействия структур вируса грип-

па А с иммунокомпетентными клетками дает по-
нимание их ключевой роли в развитии инфекци-
онного процесса [25]. Известно, что вирус гриппа 
А активно взаимодействует с клеточными струк-

турами на этапах проникновения и синтеза ви-
русных компонентов. Вирусы гриппа проникают 
в клетки рецепторным эндоцитозом. В этом про-
цессе участвуют белки оболочки гемагглютинин 
(HA) и нейраминидаза (NA), являющиеся глав-
ными вирусными антигенами.

В экспериментальных исследованиях с разны-
ми подтипами вирусов гриппа А на нескольких 
моделях Мф, отличающихся способами диффе-
ренциации, получены неоднозначные результа-
ты [28]. В чувствительных эпителиальных клетках 
вирусы гриппа А вызывают высокопродуктивную 
инфекцию с освобождением инфекционного ви-
руса. В клетках иммунной системы, макрофагах 

Рисyнок 4. Действие вируса гриппа А (H1N1)pdm09 на экспрессию генов сигнальных иммунных рецепторов TLR7 
и RIG1 и фермента GAPDH в GM-макрофагах донора 1 (А, Б, В) и донора 2 (Г, Д, Е)
Примечание. По оси абсцисс Cq – циклы амплификации ОТ-ПЦР в реальном времени, по оси ординат – уровни флюоресценции 
ПЦР-продуктов. Номера 1,2,3,4 (24, 48, 72, 96 часы после заражения вирусом). К – контроль клеток.
Figure 4. Effect of influenza virus А (H1N1)pdm09 upon expression of signal immune receptors TLR7 and RIG1 genes, and 
reference GAPDH enzyme in GM-induced macrophages from donor 1 (A, B, C) and donor 2 (D, E, F)
Note. Abscissa, number of PCR cycles in real time RT; ordinate, levels of fluorescent PCR products. Numbers 1 to 4 correspond to 24, 48, 72, 96 h 
after virus infection; К, control cells.
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(Мф) и дендритных клетках (Дк) эффективность 
развития гриппозной инфекции может быть 
как продуктивной, так и абортивной. Это зави-
сит от субтипа НА, патогенности вируса и уровня 
клеточной дифференцировки. 

В настоящем исследовании гриппозная ин-
фекция была вызвана вирусом H1N1pdm в Мф, 
полученных культивированием с GM-CSF моно-
цитов 2-х случайных доноров [9, 15]. Cвойства 
GM-Мф похожи на альвеолярные Мф (А-Мф), 
которые играют главную роль в респираторных 
инфекциях. Известно, что GM-Мф, подобно 
клеткам MDCK, содержат на своей поверхности 
α2,6- и α2,3-сиаловые кислоты, взаимодействую-
щие с ГА человеческих и птичьих вирусов [31]. По-

этому рецепторная специфичность ГА (α2,6-gal)  
исследованного штамма вируса H1N1/Moscow/
IIV01/2009 позволяет ему взаимодействовать 
с GM-Мф и вызывать индукцию воспалительных 
сенсоров TLR/RLRs/NLPR3 [27, 28].

Инфекция вирусом H1N1pdm развивалась 
GM-Мф по абортивному типу без клеточной 
деструкции и секреции гемагглютининов. В за-
раженных GM-Мф длительно присутствовали 
вирусные РНК – агонисты эндоплазматического 
TLR7 и цитоплазматического RIG1 рецепторов 
[18, 32]. От активности этих рецепторов во мно-
гом зависят антивирусные функции Мф и сте-
пень воспалительного ответа [25]. По-видимому, 
баланс между этими функциями Мф существенен 

ТАБЛИЦА 1. ИНДИВИДУАЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ ГЕНОВ TLR7 И RIG1 МАКРОФАГОВ В ДИНАМИКЕ ИНФЕКЦИИ ВИРУСОМ 
ГРИППА A(H1N1)pdm09
TABLE 1. INDIVIDUAL REACTION OF TLR7 AND RIG1 GENES IN MACROPHAGES UPON INFECTION WITH INFLUENZA  
A VIRUS H1N1pdm09

Гены/мРНК 
Genes/
mRNA

Контроль
Control

H1N1 24 ч
H1N1 24 h

H1N1 48 ч
H1N1 48 h

H1N1 72 ч
H1N1 72 h Эффект

Effect
Сq* /2dCq** Сq*/2dCq** Сq*/dCq** Сq*/2dCq**

TLR7
донор 1
donor 1

35/1 > 45/0 38/0,1 39/0,1 ↓

донор 2
donor 2 44/1 36/256 39/32 40/16 ↑

RIG1 
донор 1
donor 1

37/1 39/0,3 39/0,3 39/0,3 ↓

донор 2
donor 2 38/1 37/2 35/8 34/16 ↑

Примечание. Сq* – пороговые циклы амплификации ПЦР-продуктов;  
2dCq** – относительные уровни нормализованной экспрессии генов.

Note. Cq*, threshhold cycle number for amplification of PCR products;  
2dCq**, relative levels of normalized gene expression.

ТАБЛИЦА 2. ДЕЙСТВИЕ ВИРУСА ГРИППА A(H1N1)pdm09 НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ В GM-МАКРОФАГАХ

TABLE 2. EFFECT OF INFLUENZA A VIRUS (H1N1)pdm09 UPON PRODUCTION OF CYTOKINES IN GM-MACROPHAGES

Цитокины
пг/мл*

Cytokines
pg/ml*

Варианты
Variants

Kонтроль 
моноциты

Control 
monocytes

GM-макрофаги
GM-macrophages

H1N1
24 ч
24 h

H1N1
48 ч
48 h

H1N1
72 ч
72 h

IFNγ 2-6 4-4 3-5 4-6 3-6
IFNα 0,7-1 1-1 3-7 1-2 10-12
TNFα 1-1 1-2 1-1 1-1 1-2
IL-1β 1-4 2-4 1-2 1-2 2-2
IL-10 1-0 0,7-1 0,4-2 2-2 1-2

Примечание. * – диапазон повторных измерений в 2-х опытах.  
Note. *, ranges for repeated measurements in two separate experiments.
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для патогенеза. Пока остается неясным, является 
ли длительное присутствие РНК-лигандов в ма-
крофагах защитной клеточной реакцией (абор-
тивная инфекция) или, наоборот, абортивная ин-
фекция – результат антагонизма пандемического 
вируса гриппа А с TLR/RLR/NLRP3 сигнальны-
ми путями и процессами апоптоза [23]. 

Функциональная гетерогенность Мф, получа-
емых с помощью разных стимулирующих факто-
ров, во многом определяет их свойства [15].

По данным литературы, GM-Мф относятся 
к воспалительному фенотипу М1 и отличаются 
от макрофагов, полученных с М-СSF (макро-
фаг-колониестимулирующим фактором) с фе-
нотипом М2 [15]. Разные виды моноцитарных 
Мф отличаются по морфологии и спектрам экс-
прессируемых генов. Реакции TLR/RLR-генов 
в дифференцированных типах Мф остаются ма-
лоизученными. В тучных клетках GM-CSF сти-
мулировал активность генов TLR3 и TLR7 с уча-
стием сигнальных протеинкиназ MAPK и PI3K/
Akt [33]. Напротив, в человеческих моноцитах 
GM-CSF снижал экспрессию генов других видов 
TLR1,TLR2 и TLR4 и транскрипционного фак-
тора Мф PU.1 [26]. 

В работе получена новая информация о вли-
янии GM-CSF на гены TLR/RLR-рецепторов 
в GM-Мф. По нашим данным, дифференциров-
ка моноцитов в Мф под действием GM-CSF со-
провождается увеличением транскрипционной 
активности генов рецепторов врожденного им-
мунитета TLR7 или RIG1, а также фермента кле-
точного метаболизма GAPDH. Выбор стимули-

руемого GM-CSF рецепторного гена может быть 
индивидуален. Различная индивидуальная чув-
ствительность клеток крови доноров к вирусам 
гриппа А и препаратам интерферонов отмечается 
в ряде сообщений [4, 5, 6, 19]. 

По данным литературы, в моноцитах кро-
ви больных гриппом А наблюдается повы-
шение уровней экспрессии рецепторов TLR3 
и TLR7 и подавление экспрессии рецепторов 
TLR2 и TLR4 [19]. Видимо, стимуляция рецеп-
торов TLR7 и RIG1 – сенсоров вирусных РНК 
характерна для активно протекающей гриппоз-
ной инфекции. Параллельно на фоне вирусной 
инфекции падает активность TLRs – сенсоров 
бактериальных патогенов. Необходимо устано-
вить корреляцию наблюдаемых in vitro инди-
видуальных реакций рецепторов врожденного 
иммунитета с состоянием иммунных ответов  
в организме. 

Заключение
Впервые изучено взаимодействие пандемиче-

ского штамма вируса гриппа А H1N1/Moscow/
IIV01/2009 с дифференцированным GM-CSF ма-
крофагами. В модельной клеточной системе Мф 
2-х доноров охарактеризованы индивидуальные 
реакции генов рецепторов врожденного иммуни-
тета TLR7 и RIG1 на дифференцирующий фак-
тор и внутриклеточные вирусные РНК в динами-
ке абортивной инфекции. 
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