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Аннотация. Вещества низкой и средней молекулярной массы (ВНиСММ) и олигопептиды (ОП) пред-
ставляют собой пул гетерогенных молекул, образующихся в ходе метаболических процессов. На сегод-
няшний день установлена роль этих веществ в развитии метаболических сдвигов при различных гомео-
статических изменениях, накоплены данные об участии отдельных веществ пула молекул средней массы в 
регуляции путей метаболизма. С учетом того, что активность метаболизма лимфоцитов и их способность 
к метаболическому перепрограммированию имеют решающее значение на всех этапах иммунного реаги-
рования, определение внутриклеточного пула молекул средней массы позволяет получить представление 
о состоянии метаболизма лимфоцитов. Цель работы – изучение спектральных особенностей пула низ-
ко- и среднемолекулярных веществ лимфоцитов периферической крови и характера взаимосвязи их коли-
чественных показателей с внутриклеточными регуляторами иммунометаболизма. Материалы и методы. 
Исследовалась лимфоцитарная фракция венозной крови людей, проживающих на Европейском Севере 
России. В клеточном лизате лимфоцитов методом твердофазного иммуноферментного анализа опреде-
лялось содержание регуляторов гликолиза (HIF-1α) и митохондриальных процессов (SIRT3) для оцен-
ки уровня активности клеточного метаболизма. В супернатантах лимфоцитов с помощью двухлучевого 
спектрофотометра регистрировалась оптическая плотность ВНиСММ в диапазоне длин волн 224–304 нм, 
строилась спектральная кривая, и рассчитывалась площадь под кривой. Концентрация ОП определялась 
фотометрическим методом на длине волны 750 нм. Вычислялся коэффициент корреляции Спирмена для 
анализа взаимосвязей между определяемыми показателями. Результаты. Впервые проведена регистрация 
и определены особенности спектрограмм ВНиСММ супернатантов лимфоцитов периферической крови. 
Установлено, что между концентрацией регулятора гликолиза HIF-1α и содержанием ВНиСММ и ОП в 
лимфоцитах имеются корреляционные взаимосвязи средней силы противоположной направленности. Вы-
явлено согласованное изменение индекса иммунологической реактивности, соотношения HIF-1α/SIRT3 и 
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содержания ВНиСММ. Внутриклеточное содержание ВНиСММ может служить информативным неспе-
цифическим критерием, позволяющим в экспресс-режиме оценить метаболическую активность лимфоци-
тов периферической крови, изменение которой отражается в профиле спектральной кривой, что позволяет 
проводить визуальный контроль.

Ключевые слова: лимфоциты, вещества низкой и средней молекулярной массы, олигопептиды, сирту-
ин 3, индуцируемый гипоксией фактор 1α, иммунометаболизм 
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Abstract. Low- and medium-molecular-weight substances (LMMWS) and oligopeptides (OPs) constitute a 
pool of heterogeneous molecules formed during metabolic processes. These substances have been found to play a 
significant role in the development of metabolic shifts in the course of various homeostatic changes. Evidence has 
been obtained that individual substances in the LMMWS pool participate in the regulation of metabolic pathways. 
Considering that the metabolic activity of lymphocytes and their capacity for metabolic reprogramming are crucial 
at all stages of the immune response, determining the intracellular LMMWS pool provides insight into the state of 
lymphocyte metabolism. The purpose of this research was to study the spectral characteristics of the pool of LMMWS 
in peripheral blood lymphocytes and to elucidate the nature of the relationship between their quantitative characteristics 
and intracellular regulators of immunometabolism. Materials and мethods. The lymphocyte fraction of venous blood 
of people living in the European North of Russia was explored. To evaluate cellular metabolic activity, the content 
of regulators of glycolysis (HIF-1α) and mitochondrial processes (SIRT3) were determined in the lymphocyte cell 
lysate using enzyme-linked immunosorbent assay. In lymphocyte supernatants, the optical density of LMMWS in the  
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224–304 nm wavelength range was measured using a double beam spectrophotometer, after which a spectral curve 
was plotted and the area under the curve was calculated. OP fraction was measured at a wavelength of 750 nm using 
the photometric method. Spearman’s rank correlation coefficient was calculated to analyse the relationships. Results. 
For the first time, the characteristic features of the spectrograms of LMMWS in the supernatants of peripheral blood 
lymphocytes were recorded and determined. A moderate negative correlation between HIF-1α concentration and the 
content of LMMWS and OPs in lymphocytes was established. Consistent changes in the immunological reactivity 
index, HIF-1α/SIRT3 ratio, and LMMWS content were identified. The intracellular content of LMMWS can serve as an 
informative non-specific criterion, allowing us to promptly assess the metabolic activity of peripheral blood lymphocytes. 
Changes in this activity are reflected in the spectral curve profile, which facilitates visual monitoring.

Keywords: lymphocytes, low- and medium-molecular-weight substances, oligopeptides, sirtuin 3, hypoxia-
inducible factor 1α, immunometabolism
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Исследованиями прежних лет была уста-
новлена значимость гетерогенной группы 
веществ с молекулярной массой, не превы
шающей 5 кДа, для выявления степени и фаз 
развития эндогенной интоксикации, а также 
определения ранних изменений метаболиче-
ского статуса организма и его контроля [1, 2]. 
Пул этих гетерогенных соединений представ-
лен веществами низкой и средней молекуляр-
ной массы (ВНиСММ) небелковой природы и 
олигопептидами (ОП). Содержание ВНиСММ 
и ОП в супернатантах плазмы крови, эритро-
цитов, слюны, мочи является информативным 
критерием для оценки текущего состояния 
организма, его изменений при различных па-
тологиях и мониторинге проводимого лечения 
[3–6]. ВНиСММ участвуют в реализации фун-
даментальных регуляторных механизмов че-
рез связывание с ключевыми ферментами тех 
или иных метаболических путей [7]. Уровень 
среднемолекулярных веществ может влиять на 
эффективность иммунного ответа через нару-
шение трансмембранной передачи сигналов и 
транспорта ионов в клетку [6], а ряд молекул 
из пула ВНиСММ может воздействовать на 
транскрипционные факторы и контролировать 

транскрипцию генов, способствуя регуляции 
процессов пролиферации и дифференцировки 
иммунных клеток [8]. При этом отдельные ме-
таболиты проявляют противоположное по на-
правленности действие на иммунные реакции. 
Так, α-кетоглутарат способствует дифференци-
ровке CD4+ Т-хелперов и активации иммунной 
защиты [9], в то время как повышение про-
дукции β-гидроксибутирата (β-HB) стимули-
рует дифференцировку CD4+ Т-регуляторных 
клеток и ведет к торможению иммунной ре-
активности [10]. ОП также играют значимую 
роль в регуляции иммунных клеток, они пре-
имущественно образуются внутри клетки в ре-
зультате протеасомной деградации белка [11, 
12]. В частности, олигопептид EL28, образую-
щийся при протеолизе регуляторной субъеди-
ницы 4 19S-аденозинтрифосфатазы, влияет на 
эффективность иммунного ответа за счет мо-
дуляции действия интерферона γ, что ведет к 
увеличению пролиферации CD8+-лимфоцитов 
и усилению экспрессии альтернативных форм 
протеасом с более высокой каталитической 
активностью, способствующих улучшению 
презентации антигена молекулами главно-
го комплекса гистосовместимости первого 
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класса [12, 13]. Кроме того, цитотоксичность  
CD8+-лимфоцитов во многом зависит от состо-
яния митохондрий, в которых происходит генера-
ция активных форм кислорода [14]. ОП участву-
ют в обеспечении стабильности митохондрий 
путем взаимодействия с определенными факто-
рами транскрипции, способствуя повышению 
экспрессии соответствующих белков-шаперонов 
и процессу фолдинга с формированием функци-
онально зрелых молекул белка [15].

В настоящее время все большее внимание 
уделяется роли внутриклеточного метаболизма 
в пролиферации, дифференцировке лимфоци-
тов, выполнении ими специфических функ-
ций при реализации вторичного иммунного 
ответа [16, 17]. Способность к перестройке 
метаболизма чрезвычайно важна для лимфо-
цитов, особенно при переходе клеток к актив-
ному состоянию, сохранении баланса Th17/
Тreg и формировании Т-клеток памяти, при 
этом основными регуляторами метаболическо-
го перепрограммирования лимфоцитов служат 
гипоксией индуцированный фактор 1α (HIF-
1α), стимулирующий аэробный гликолиз [18], 
и сиртуин 3 (SIRT3), активирующий митохон-
дриальный метаболизм [19].

Содержание ВНиСММ и ОП в клетке на-
прямую зависит от активности путей их нара-
ботки, а сами вещества среднемолекулярного 
пула являются как продуктами, так и субстра-
тами метаболических процессов и тесно связа-
ны с их регуляцией, поэтому количественный 
анализ ВНиСММ и ОП, изучение их взаимос-
вязей с регуляторами метаболизма лимфоцитов 
периферической крови представляются акту-
альными и перспективными.

Цель исследования – определить спектраль-
ные особенности пула низко- и среднемолеку-
лярных веществ лимфоцитов периферической 
крови и характер взаимосвязи их количествен-
ных показателей с внутриклеточными регуля-
торами иммунометаболизма.

Материалы и методы. Выполнено пилот-
ное исследование, в котором приняли участие 
12 чел. (жители г. Архангельска, средний воз-
раст – 44,2±11,6 года), давших добровольное 

информированное согласие на забор венозной 
крови для анализа и не имевших на момент 
обследования острых заболеваний или обо-
стрений хронических заболеваний в течение  
1 мес. Все проводимые процедуры соответ-
ствовали требованиям Хельсинкской деклара-
ции Всемирной медицинской ассоциации об 
этических принципах проведения медицин-
ских исследований (редакция 2013 года). 

Кровь отбиралась в утренние часы нато-
щак из локтевой вены в пробирки с K3ЭДТА 
и пробирки с гепарином. Из полученных об-
разцов готовились препараты для подсчета 
лейкоцитарной формулы и последующего 
вычисления индекса иммунологической ре-
активности (ИИР), представляющего собой 
соотношение клеток-продуцентов различных 
групп цитокинов [20]. В градиенте плотно-
сти фиколла-верографина выделялась лимфо-
цитарная фракция. Для исключения наличия 
примесей других мононуклеарных клеток 
изучался окрашенный по Романовскому пре-
парат, приготовленный из выделенной взвеси. 
Содержание ВНиСММ и ОП в супернатантах 
лимфоцитов, полученных путем добавления 
к лимфоцитарной взвеси раствора трихло-
руксусной кислоты (150 г/л) и последующего 
центрифугирования, определялось по методи-
ке профессора М.Я. Малаховой [1]. Измерение 
коэффициентов экстинкции ВНиСММ прово-
дилось в ультрафиолетовом диапазоне (224–
304 нм) на двухлучевом спектрофотометре 
Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Europa GmbH, 
Япония). На основании полученных значений 
оптической плотности строилась спектраль-
ная кривая, площадь под которой пропорцио-
нальна содержанию ВНиСММ. Коэффициент 
экстинкции ОП измерялся на фотоэлектроко-
лориметре КФК-3-01 (Россия) при длине вол-
ны 750 нм. Концентрация ОП определялась 
по калибровочной кривой, в качестве кали-
братора использовался стандартный раствор с  
0,4 г/л альбумина. Содержание регуляторов 
HIF-1α и SIRT3 измерялось в лизате лимфо-
цитов методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа на автоматическом анализа-
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торе Evolis (Bio-Rad, США) с использованием 
наборов компании CloudClone (США). Для 
получения клеточного лизата проводилась 
предварительная пробоподготовка, которая 
включала подсчет на автоматическом гемато-
логическом анализаторе Sysmex 500i (Sysmex, 
Япония) количества клеток в лимфоцитарной 
взвеси, определение процентной доли жизне-
способных клеток и последующую обработку 
взвеси лизирующим раствором производства 
компании CloudClone (США).

Построение спектрограмм пула низко- и 
среднемолекулярных веществ выполнялось в 
MS Excel 2016 (Microsoft, США), вычислялась 
площадь под графиком с установлением наи-
высшего значения коэффициента экстинкции 
спектральной кривой и соответствующей ему 
длины волны. Статистическая обработка полу-
ченных данных осуществлялаяь с использова-
нием SPSS 22.0 (IBM, США), рассчитывались  
среднее значение (M) и стандартное отклоне-
ние (SD). Для изучения взаимосвязей между 
показателями вычислялся коэффициент корре-
ляции Спирмена.

Результаты. Предварительно проводилась 
первичная оценка иммунного статуса участни-
ков исследования. Измерялись общее содержа-
ние лейкоцитов, абсолютное и относительное 

содержание их популяций (нейтрофилов, лим-
фоцитов, моноцитов и эозинофилов). Из табл. 1 
можно увидеть, что все показатели не выходи-
ли за пределы своих референсных интервалов. 
Однако следует отметить, что рассчитанное по 
полученным данным среднее значение ИИР 
(6,90±2,95 у. е.) несколько превышало верхнюю 
границу референсного интервала (3,8–6,5 у. е.).

На основании усредненных значений ко-
эффициентов экстинкции, полученных при 
регистрации оптической плотности образцов 
в диапазоне длин волн 224–304 нм, была по-
строена спектральная кривая супернатантов 
лимфоцитов, отражающая пул ВНиСММ. Как 
видно из рис. 1 (см. с. 332), усредненная спек-
трограмма лимфоцитов представлена кривой с 
быстрым подъемом коэффициента экстинкции 
до максимального значения и пологим спуском 
до оси абсцисс после пиковой точки. Спектр 
поглощения характеризуется наличием одного 
пика на длине волны 237 нм, которому соот-
ветствует значение коэффициента экстинкции 
0,65±0,11 у. е. Наибольший разброс значений 
оптической плотности наблюдался в диапазо-
не длин волн от 234 до 258 нм, где регистри-
ровались максимальные поглощения спектра 
веществ преимущественно катаболического 
происхождения [2]. 

Таблица 1
Содержание лейкоцитов и их популяций в периферической крови обследованных людей

Content of leukocytes and their populations in the peripheral blood of the examined individuals

Популяция клеток

Абсолютное содержание, ∙106 кл./мл Относительное содержание, %

М±SD Референcный 
интервал М±SD Референcный 

интервал

Лейкоциты 5,36±1,13 4,00–9,00 – –

Сегментоядерные нейтрофилы 3,14±0,84 2,00–5,50 58,25±6,80 45,00–72,00

Лимфоциты 1,74±0,40 1,00–4,80 33,08±6,36 19,00–37,00

Моноциты 0,29±0,11 0,05–0,82 5,42±1,73 3,00–12,00

Эозинофилы 0,09±0,05 0,02–0,50 1,75±0,97 1,00–5,00

Палочкоядерные нейтрофилы 0,08±0,09 0,04–0,30 1,42±0,50 0–5,00
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Результаты определения содержания ве-
ществ среднемолекулярного пула (ВНиСММ и 
ОП) и регуляторов иммунометаболизма (HIF-1α 
и SIRT3) в лимфоцитах периферической крови 
представлены в табл. 2.

Корреляционный анализ позволил выявить, 
что изменение содержания ВНиСММ и ОП в 

лимфоцитах периферической крови в основ-
ном опосредуется регулятором активности аэ-
робного гликолиза HIF-1α (рис. 2). Концентра-
ция SIRT3 не имела статистически значимой 
взаимосвязи с внутриклеточным содержанием 
ВНиСММ и ОП.

Установленные коэффициенты корреляций 
HIF-1α с содержанием ОП и ВНиСММ отража-
ют разнонаправленные статистически значимые 
взаимосвязи средней силы между регулятором 
метаболизма HIF-1α и показателями среднемоле-
кулярного пула лимфоцитов. Выявлено, что вну-
триклеточная концентрация HIF-1α в лимфоцитах 
имеет обратную взаимосвязь с содержанием ОП, 
в то время как с уровнем ВНиСММ связь прямая.

C помощью построенных последовательно 
и без перекрытия 2М-графиков, включающих 
все определяемые случаи, был установлен ха-
рактер флуктуаций внутриклеточного содержа-
ния ВНиСММ, регуляторов метаболизма (HIF-
1α, SIRT3) и ИИР (рис. 3). При этом между 
флуктуациями HIF-1α/SIRT3 и ИИР была выяв-
лена положительная взаимосвязь средней силы 
(r = 0,45, p < 0,05).

Рис. 1. Усредненная спектральная кривая супернатантов лимфоцитов, М±SD
Fig. 1. Averaged spectral curve of lymphocyte supernatants, M ± SD

Таблица 2
Внутриклеточное содержание ВНиСММ, ОП,  
HIF-1α, SIRT3 и соотношение HIF-1α/SIRT3  

в лимфоцитах периферической крови  
обследованных людей

Intracellular content of LMMWS, OPs, HIF-1α  
and SIRT3, and HIF-1α/SIRT3 ratio in the peripheral 

blood lymphocytes of the examined individuals

Показатель М SD

ОП, г/л 0,35 0,10
ВНиСММ, у. е. 16,06 3,02
SIRT3, нг/106 кл. 0,36 0,22
HIF-1α, нг/106 кл. 1,54 0,66
HIF-1α/SIRT3 5,30 3,82
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Рис. 2. Корреляционные зависимости между концентрацией HIF-1α 
и содержанием ОП (r = –0,53 (а)), ВНиСММ (r = 0,45 (б)) в лимфоцитах 
периферической крови обследованных людей (p < 0,05)

Fig. 2. Correlations between the HIF-1α concentration and OP (r = –0.53 (a)) 
and LMMWS (r = 0.45 (б)) content in the peripheral blood lymphocytes of the 
examined individuals (p < 0.05)

Рис. 3. Последовательные графики переменных ИИР (I), HIF-1α/SIRT3 (II)  
и ВНиСММ (III) 

Fig. 3. Sequential plots of the variables immunoreactivity index (I), HIF-1α/SIRT3 (II), 
and middle molecules (III)
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Из отображенных на рис. 3 графиков видно, 
что изменения внутриклеточного содержания 
ВНиСММ, соотношения HIF-1α/SIRT3 и зна-
чений ИИР носят согласованный однонаправ-
ленный характер. 

Обсуждение. Результаты проведенного им-
мунологического исследования не выявили от-
клонений как в абсолютном содержании лим-
фоцитов, так и в значениях других показателей 
лейкоцитарной формулы. Несмотря на это, на-
блюдается некоторое увеличение расчетного 
ИИР, что указывает на повышенный уровень 
фоновой активности иммунитета. Данные из-
менения, которые проявляются смещением 
соотношения популяций лейкоцитов в сторо-
ну лимфоцитов вследствие компенсаторного 
сдвига, формирующегося в процессе адапта-
ции к природно-климатических условиям Се-
вера, являются характерной особенностью им-
мунного статуса северян [21].

Как известно, для развертывания и контроля 
вторичного иммунного ответа весьма значима 
возможность быстрого перехода лимфоцитов 
на преимущественный путь метаболизма [17]. 
Важную роль в этом играет регуляция биохи-
мических процессов, которая обеспечивается 
при помощи как различных белковых молекул, 
так и низкомолекулярных веществ [14, 15]. На-
пример, белки-регуляторы метаболического 
перепрограммирования лимфоцитов HIF-1α 
и SIRT3 осуществляют контроль гликолиза и 
окислительного фосфорилирования (OXPHOS) 
в митохондриях соответственно [18, 19]. Дан-
ные внутриклеточные пути отличаются по 
эффективности и скорости продукции необ-
ходимого клетке энергетически емкого аде-
нозинтрифосфата: гликолиз, по сравнению с 
OXPHOS, более быстрый, но менее эффек-
тивный. Именно изменение активности этих 
путей метаболизма определяет возможность 
перехода лимфоцитов из одного функциональ-
ного состояния в другое [16]. На это, в частно-
сти, указывает и установленная положительная 
корреляция между ИИР и соотношением HIF-
1α/SIRT3.  Регуляторная субъединица HIF-1α 
фактора транскрипции HIF1, благодаря осо-

бенностям метаболизма лимфоцитов, остается 
стабильной в присутствии кислорода, способ-
ствуя процессу аэробного гликолиза [18]. Кро-
ме того, при этом наблюдается снижение мито-
хондриального биогенеза, которое происходит 
за счет аутофагии, пространственного перерас-
пределения митохондрий, уменьшения генера-
ции ацетил-коэнзима А [22], что негативно ска-
зывается на продукции β-HB [23], влияющего 
на экспрессию PGC-1α [24]. Данные метаболи-
ческие перестройки направлены на повышение 
обеспечения энергией и пластическими суб-
стратами процессов, опосредующих развитие 
иммунного ответа, в частности пролиферацию 
лимфоцитов, их дифференцировку в эффек-
торные клетки и последующий синтез соот-
ветствующих белков [16]. Регуляторный белок 
SIRT3 является никотинамидадениндинукле-
отид-зависимой деацетилазой, регулирующей 
активность митохондриальных протеинов пу-
тем деацетилирования. Так, SIRT3 деацетили-
рует и активирует митохондриальный динамин 
ОРА1, стимулирующий процесс слияния мито-
хондрий [25], активирует метаболизм липидов 
и аминокислот, стимулирует работу ферментов 
цикла трикарбоновых кислот и комплексов 
I, III, IV цепи переноса электронов, повышая 
эффективность OXPHOS [19], которое являет-
ся значимым для контроля эффекторной фазы 
развития иммунного ответа и клеточной памя-
ти [14]. 

Результаты корреляционного анализа по-
казывают, что внутриклеточное содержание 
ВНиСММ и ОП в лимфоцитах периферической 
крови преимущественно зависит от уровня ре-
гулятора гликолиза HIF-1α, имеющего прямую 
взаимосвязь с концентрацией ВНиСММ и об-
ратную – с содержанием ОП. Отрицательный 
характер связи HIF-1α с концентрацией ОП 
обусловлен повышением белкового синтеза в 
процессе иммунного реагирования, в то время 
как увеличение содержания ВНиСММ – нарас-
танием скорости наработки низкомолекуляр-
ных соединений в процессе активации HIF-1α 
гликолитического пути метаболизма. Это ока-
зывает непосредственное влияние на характер 
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спектральной кривой супернатантов лимфоци-
тов, отражающий количественный и качествен-
ный состав ВНиСММ. 

Изучение метаболической активности лим-
фоцитов периферической крови имеет ключе-
вое значение для оценки их функционального 
состояния. Полученные результаты доказыва-
ют, что неспецифическим интегративным по-
казателем метаболической активности лимфо-
цитов периферической крови может служить 
пул низко- и среднемолекулярных веществ, 

состав которого находит отражение в профиле 
спектральной кривой. Данный подход пред-
ставляется весьма информативным в оценке 
метаболического статуса лимфоцитов. Стоит 
отметить, что преимуществами предложенно-
го подхода к анализу клеточного метаболизма 
являются отсутствие сложных подготовитель-
ных манипуляций, доступность необходимых 
реагентов, обработка результатов в автомати-
ческом режиме и возможность их визуального 
контроля.
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