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Провоспалительные цитокининдуцирующие свойства
ангиотензина II и механизм антицитокиновых эффектов

ингибитора ангиотензинпревращающего
фермента каптоприла

Ангиотензин II (Анг2) является одним из мощных факторов, вовлеченных в развитие прогрес%
сивного тубулоинтерстициального повреждения, а также острого повреждения почек, ведущих к
почечной недостаточности. Наряду с известными гемодинамическими свойствами, обнаружены
новые свойства Анг2, позволяющие относиться к нему, как к многофункциональному цитокино%
подобному фактору. По данным литературы, применение препаратов группы ингибиторов ангио%
тензинпревращающего фермента in vivo и in vitro давало видимый антицитокиновый эффект в
экспериментах на лабораторных животных и культурах клеток. На модели культуры клеток кро%
ви человека in vitro нами установлено: человеческий Ang2 способен индуцировать синтез IL%1βββββ,
IL%8, TNFααααα, IL%1Ra. Синтез IL%8 не зависит от IL%18. In vitro кровь способна к спонтанному синте%
зу Анг2, сходному по кинетике и уровню с синтезом Анг2 в присутствии LPS. Каптоприл способен
блокировать синтез IL%1βββββ и IL%8 независимо от ингибирования ангиотензинпревращающего фер%
мента. (Цитокины и воспаление. 2006. Т. 5, № 3. С. 40–45.)
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Проблема лечения и предупреждения почеч�
ной недостаточности является одной из цент�
ральных проблем в мировой нефрологии. Эта
проблема тесно связана с клинической практи�
кой специалистов разного профиля и, следова�
тельно, существует множество различных под�
ходов к пониманию механизмов и терапевтичес�
ких стратегий лечения.

Острая почечная недостаточность (ОПН) состав�
ляет 5 % всех поступлений в стационары, смерт�
ность при этом остается в пределах 30–80 %. Наи�
более частыми причинами развития ОПН у ста�
ционарных больных являются ишемия и сепсис
[12], однако механизмы патогенеза во многих слу�
чаях остаются неясными [10, 19]. Известно, что ан�
гиотензин II (Анг2) является одним из мощных
факторов, вовлеченных в развитие прогрессивно�
го тубулоинтерстициального повреждения [3, 13,
19]. Как показали клинические исследования, ис�
пользование ингибиторов ангиотензинпревраща�
ющего фермента (ACEi) замедляет прогрессиро�

вание заболеваний почек и исход в терминальную
почечную недостаточность [17].

Наряду с известными гемодинамическими свой�
ствами Анг2 в последнее время обнаружены но�
вые, позволяющие относиться к нему, как к мно�
гофункциональному цитокиноподобному фактору,
вовлеченному в процессы воспаления. Предпола�
гается, что именно провоспалительные эффекты
Анг2 являются определяющими в патогенезе
Анг2�индуцированной ОПН в эксперименте. Анг2
регулирует синтез множества провоспалитель�
ных цитокинов как в почечном эпителии, так и в
мононуклеарах крови [4, 14, 16]. Повышение уров�
ня Анг2 приводит в тубулоинтерстициальной мак�
рофагальной и лимфоцитарной инфильтрации, что
наблюдали как при Анг2�индуцированной гипер�
тензии, так и при гипертензии, вызванной попере�
менным клипированием сосудов обеих почек [13].
Иммуносупрессивная терапия снижала Анг2�ин�
дуцированное повреждение почек [13].

Некоторые исследователи отмечают потенци�
альную роль Анг2 в развитии ОПН [14]. Назначе�
ние ACEi, таких как каптоприл, предотвращает
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развитие ОПН, вызванной нефротоксичными
рентгеноконтрастными препаратами [8]. Инакти�
вация Анг2 защищала почки крыс от развития
ишемической ОПН. На экспериментальной моде�
ли токсического поражения паренхимы почек
препараты группы ACEi защищали от ОПН по�
средством снижения LPS�индуцированного син�
теза IL�6 и TNFα [14]. Прямая нейтрализация
Анг2 также имела защитный эффект при ОПН,
вызванной раствором HgCl2 [20] и глицерином у
лабораторных крыс in vivo. Аналогичный эффект
на модели глицерининдуцированной ОПН полу�
чили, нейтрализуя TNFα.

В свете изложенного логично предположить,
что супрессия Анг2 может быть одним из перс�
пективных видов лечения, направленного на за�
щиту почек при различных патологических состо�
яниях. Назначение препаратов группы ACEi в на�
стоящее время является основным, рутинно ис�
пользуемым методом лечения хронических про�
теинурических нефропатий [15, 17]. Однако пре�
параты этой группы замедляют, а не останавли�
вают прогрессию заболевания. У пациентов, кото�
рые неудовлетворительно отвечают на моноте�
рапию препаратами ACEi, используют их комби�
нацию с блокаторами рецепторов Анг2 [1, 5, 18].

Приведенные данные показывают, что Анг�ин�
дуцированное поражение почек в основном свя�
зано с провоспалительными цитокиноподобными
свойствами данного регуляторного пептида. Оста�
ется пока неясным, возможно ли с помощью ней�
трализации Анг2 снизить продукцию провоспали�
тельных цитокинов (что важно для достижения
ренопротективного эффекта) и существует ли
принципиальная возможность, блокировав Анг2,
прерывать провоспалительные цитокиновые
каскады, вызванные причинами, не связанными
с Анг2.

Материалы и методы

Исследование проведено in vitro на клетках цельной че�
ловеческой крови здоровых доноров, а также периферичес�
ких мононуклеарах. Забор крови производили в 16–20 ч у 14
здоровых добровольцев (5 женщин, 9 мужчин) в возрасте от
24 до 40 лет. Доноры не имели инфекционных и аутоиммун�
ных заболеваний, а также в течение всего исследования и 2
недель до его начала воздерживались от физических трени�
ровок и применения любых лекарственных препаратов и пи�
щевых добавок. АД доноров было не ниже 100/60 мм. рт. ст.
и не выше 130/80 мм. рт. ст.

Кровь с антикоагулянтом (гепарин, 20 ед./мл крови) раз�
бавляли в 4 раза стерильной, подогретой до 37 °С средой
RPMI 1640 (ISN Biomedicals Inc., USA) и вносили по 100 мкл в
96�луночный планшет (Greiner, Netherlands), куда затем до�
бавляли 50 мкл стимулятора и 50 мкл другого агента или сре�
ды RPMI, когда их использование не требовалось (контроль).
Окончательные концентрации реагентов в эксперименте были
следующими: рекомбинантного человеческого ангиотензина 2

(Sigma, USA) — 250, 500 и 1000 нМ, LPS из E. coli (Difco, USA) —
20 нг/мл; IL�1β (Peprotech, USA) — 20 нг/мл; антагониста ре�
цептора IL�1 (человеческий рекомбинантный IL�1Ra, Upjohn
Co., USA) — 100 мкг/мл; IL�18�связывающего белка IL�18BP
(Peprotech Inc., USA) — 50 нг/мл; препарата каптоприл (Sigma,
USA) — 2 мМ, 1 мМ, 0,5 мМ. Все препараты цитокинов и их
антагонистов были рекомбинантными человеческими белка�
ми. После инкубации культуры в увлажненном воздухе с 5 %
CO2 при 37 °C в течение 10–12 ч кровь лизировали тритоном
Х�100, супернатант собирали и анализировали на предмет
содержания цитокинов методом жидкостной хемоэлектролю�
минесценции (ЭХЛ).

Метод жидкостной ЭХЛ [6]. Очищенные моноклональные
мышиные антитела против измеряемого цитокина метили с
помощью биотина (Igen Inc., USA). Другие мышиные антитела
к тому же цитокину (R&D Systems, USA), реагирующее с дру�
гим эпитопом, метили хелатом рутения (II) по методике про�
изводителя измерительного прибора Origen Analyzer (Igen,
USA). 25 мкл биотинилированного антитела (1 мг/мл в ЭХЛ�
буфере [6]) инкубировали 30 мин при комнатной темпера�
туре с 25 мкл суспензии покрытых стрептавидином пара�
магнитных бус (1 мг/мл, Dynal, USA). Затем к смеси добавляли
25 мкл супернатанта, исследуемого на содержание цитоки�
на, или стандартных концентраций рекомбинантного цито�
кина. Наконец, добавляли 25 мкл рутенилированных анти�
тел (1 мкг/мл в ЭХЛ�буфере), пробирки встряхивали в
течение 2 ч или ночи при комнатной температуре. Реак�
цию гасили добавлением 200 мкл фосфатного буфера и изме�
ряли на приборе Origen Analyzer (Igen, USA).

Определение содержания Анг42 в супернатанте производи�
ли иммуноферментным методом в соответствии с инструкци�
ей производителя реагентов (Sigma, USA).

Статистическая обработка. Данные нормировали в со�
ответствии с контролем. Ненормально распределенные дан�
ные анализировали с помощью непараметрического непар�
ного теста Манна—Уитни. Группы сравнивали тестом ANOVA с
использованием поправки Фишера. Статистическая значи�
мость различий принималась в 95%�ном доверительном ин�
тервале. Статистический анализ проводили с использовани�
ем пакета прикладных программ StatviewTM 512+ (BrainPower,
USA). Значения выражены как средняя арифметическая ± �
стандартная ошибка средней (M ± SE).

Результаты и обсуждение

В результате проведенных экспериментов ус�
тановлено, что стимуляция культур клеток кро�
ви человека in vitro рекомбинантным препаратом
Анг2 человека в концентрациях от 250 до 1000 нM
дозозависимым образом стимулирует продукцию
цитокинов провоспалительного ряда: IL�8, IL�1β,
TNFα, и вызывает дозозависимое увеличение вы�
работки эндогенного IL�1Ra — противовоспали�
тельного фактора, антагониста рецептора IL�1β
(рис. 1). По сравнению с контролем (нестимулиро�
ванными культурами крови в среде RPMI 1640)
под действием Анг2 наблюдалось статистически
значимое увеличение указанных цитокинов (зна�
чения p во всех случаях удовлетворяли критерию
достоверности). В дальнейших опытах использо�
вали концентрацию Анг2 500 нM.
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На примере активации синтеза IL�8 были про�
ведены эксперименты по выяснению механизма
зависимости его синтеза от участия других цито�
кинов. С этой целью проводили стимуляцию син�
теза IL�8 в культурах крови и лимфоцитов чело�
века Анг2 в условиях блокирования активности
двух провоспалительных цитокинов — IL�1β и
TNFα. Для блокирования IL�1β использовали ре�
комбинантный препарат рецепторного антагони�
ста IL�1Ra, для блокирования TNFα — раствори�

мый рекомбинантный рецептор TNFα (TNF�Rp).
Они добавлялись в культуры крови вслед за Анг2,
чтобы активация синтеза IL�8 происходила в ус�
ловиях нейтрализации IL�1β или TNFα этими ин�
гибиторами. Для сравнения было исследовано
влияние указанных ингибиторов на Анг2�индуци�
рованный синтез IL�1β.

Полученные данные (рис. 2) показали, что синтез
IL�8 в нашей модели является TNFα� и IL�1β�опо�
средованным. При блокировании IL�1β и TNFα с
помощью соответствующих растворимых рецеп�
торов (IL�1Ra и TNF�Rp) продукция IL�8 стати�
стически значимо снижалась (p < 0,05). В отличие
от этого, Анг2�индуцированный синтез IL�1β до�
стоверно ингибировался только в присутствии
IL�1Ra, но не TNF�Rp (см. рис. 2).

Аналогичный подход был использован для вы�
яснения зависимости Анг2�индуцированного син�
теза IL�8 от IL�18 — другого цитокина, сходного с
IL�1β по структуре и механизму посттрансляци�

Рис. 1. Активация синтеза цитокинов в культурах клеток крови
здоровых людей под действием рекомбинантного

ангиотензина II человека.

* — p < 0,05

а)

б)

в)

а)

б)

Рис. 2. Синтез IL�8 и IL�1β клетками крови здоровых доноров
под действием ангиотензина II в присутствии рекомбинантных

белков, нейтрализующих IL�1β, TNFα и IL�18

По оси абсцисс: Анг2 — 500 нM, IL�1Ra — 100 нг/мл, TNF�Rp —1 мкг/мл,
IL�18BP — 50 нг/мл. * — p < 0,05.
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онной конверсии. Для блокирования IL�18 в куль�
турах клеток использовали IL�18BP — рекомби�
нантный белок человека, связывающий и нейтра�
лизующий IL�18. Результаты показали, что син�
тез IL�8 (как и синтез IL�1β) не зависит от IL�18
(см. рис. 2). Стимулированная Анг2 продукция
IL�8 (и IL�1β) не нарушалась при блокировании
IL�18. При добавлении IL�18BP в культуры кле�
ток крови, стимулированные Анг2, стимуляция
синтеза IL�8 достоверно не изменялась по срав�
нению с действием одного Анг2. Эти данные ука�
зывают, что IL�18 (в отличие от IL�1β и TNFα) не
участвует в контроле цитокинового каскада, ак�
тивируемого Анг2.

Полученные данные обобщены на схеме (рис. 3).

ченный результат показал (см. рис. 4), что IL�1�
индуцированный синтез IL�8 (как и LPS�индуци�
рованный) дозозависимо подавляется каптопри�
лом и, следовательно, также зависит от выработ�
ки эндогенного Анг2. Эти опыты позволяют заклю�
чить, что LPS действует на синтез IL�8 опосредо�
ванно, через IL�1β (см. рис. 4).

Для выяснения вопроса о возможном участии
эндогенного Анг2 в цитокиновых ответах клеток
крови на LPS была поставлена еще одна серия
опытов по прямому определению уровня Анг2
при стимуляции культур клеток крови с помо�
щью LPS. При этом был получен весьма неожи�
данный результат.

Из приведенного ниже графика (рис. 5) вид�
но, что кровь способна вырабатывать Анг2 и без
стимуляции LPS, т. е. спонтанно. При этом об�
наружена четкая временная зависимость: уро�
вень эндогенного Анг2 в течение 4 ч повышался
более чем в 2,5 раза по сравнению с начальным.
Имеется статистически значимое различие
(p < 0,05) в уровнях Анг2 через 4 ч и в начале ин�
кубации (0,5 ч) как в группе культур, стимули�
рованных LPS, так и в группе нестимулирован�
ных культур цельной крови. В то же время нет
никаких значимых различий между группами на
каждом сроке инкубации.

Причины спонтанной активации синтеза Анг2
при культивировании разбавленной крови здо�
ровых людей in vitro заслуживают внимания и
дальнейшего изучения. Нельзя исключить, что
инициирующим фактором в наших опытах все
же могли быть следовые количества LPS, кото�
рые, как известно, могут присутствовать в пи�
тательной среде, использованном пластике, на�

Рис. 3. Механизм синтеза IL�8 и участия в нем IL�1β и IL�1Ra
при стимуляции клеток крови человека ангиотензином II

В подтверждение неспецифического противо�
воспалительного действия препаратов группы
ингибиторов ангиотензинпревращающего фер�
мента мы проанализировали влияние каптоп�
рила на выработку IL�8. В качестве стимулято�
ра синтеза IL�8 в этих опытах был использован
LPS в дозе 20 нг/мл. На модели цельной крови
человека, разведенной стерильной средой RPMI
1640, было показано, что имеет место значимое
снижение синтеза IL�8 (p ≤ 0,05) при дозе кап�
топрила 1 и 2 мМ. Содержание IL�8 при этом
снизилось в 4–5 раз (рис. 4). Таким образом, син�
тез IL�8 в клетках крови не только может быть
индуцирован Анг2, добавленным в культуру
клеток извне в качестве провоспалительного
агента, но находится под контролем эндогенного
Анг2  и существенно зависит от образования это�
го медиатора внутри клеток, поскольку подав�
ляется в присутствии ингибитора фермента, от�
ветственного за процессинг Анг2.

Для уточнения того, каким образом LPS вызы�
вает синтез IL�8 (напрямую или опосредованно
через другой цитокин) и на каком уровне проис�
ходит блокировка провоспалительного каскада
каптоприлом, проверяли, блокирует ли капто�
прил IL�1β�индуцированный синтез IL�8. Полу�

Рис. 4. Ингибиция синтеза IL�8, индуцированного в культурах
клеток крови LPS и IL�1β, в присутствии каптоприла —

ингибитора ангиотензинпревращающего фермента

* — p < 0,05
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конечниках пипеток и т. п. Использованные ма�
териалы считались апирогенными и не подвер�
гались проверке на присутствие эндотоксина
(LPS), однако полученные данные о спонтанном
синтезе Анг2 in vitro в отсутствие видимой сти�
муляции клеток заставляют думать о необходи�
мости контроля применяющихся лабораторных
материалов на присутствие следов LPS. Необ�
ходимы дальнейшие эксперименты со специаль�
ным вниманием к контаминации материалов
бактериальными липополисахаридами, поста�
новка опытов в апирогенных условиях, исключа�
ющих такую контаминацию. По данным M. Fukada
et al. [7], внутрибрюшинное введение животным
высокой дозы LPS (1000 мкг/кг) заметно усили�
вало экспрессию Анг2 в клетках почечных ка�
нальцев в течение 3 ч, тогда как введение фи�
зиологического раствора вызывало лишь слабое
усиление экспрессии Анг2; это показано имму�
ногистохимически и с помощью ELISA [7]. Одна�
ко литературных данных о роли LPS в запуске
синтеза Анг2 крайне мало, и вопрос пока не мо�
жет считаться решенным.

На основании наших данных можно предпола�
гать, что LPS запускает провоспалительные кас�
кады цитокинов в клетках крови человека без ин�
дукции синтеза Анг2, т. е. Анг2 не является медиа�
тором действия LPS. Таким образом, антицитоки�
новый эффект каптоприла может быть связан как
с блокадой синтезируемого кровью Анг2, так и с
другими (пока не установленными) механизмами.

Анализируя полученные данные, можно сде�
лать еще несколько выводов о роли Анг2. Ангио�
тензин II, подобно LPS, способен вызывать синтез
про� и противовоспалительных цитокинов — IL�1β
и IL�8 и TNFα, IL�1Ra, что объясняет известную

способность этого пептида вызывать неспецифи�
ческую воспалительную реакцию как на местном,
так и на системном уровнях.

Цитокининдуцирующая (и, вероятно, провос�
палительная) активность Анг2 может быть эф�
фективно блокирована фармакологической анти�
цитокиновой терапией. Препарат группы ACEi
каптоприл снижает вызываемую Анг2 продукцию
цитокинов. Механизм противовоспалительного
действия каптоприла, однако, не ограничивает�
ся блокадой ангиотензинпревращающего фер�
мента, каптоприл влияет на синтез цитокинов и
каким�то другим путем, который требует изу�
чения и который можно назвать «собственным
антицитокиновым эффектом». Данные литерату�
ры подтверждают наши выводы относительно
других цитокинов: Каптоприл, лизиноприл про�
являют иммуномодулирующее действие как ин�
гибиторы синтеза IL�12 in vitro [4] периферичес�
кими мононуклеарами человека, стимулирован�
ными LPS. Каптоприл способен нарушать синтез
IL�1β моноцитами, стимулированными TNFα. Ус�
тановлено, что в данном случае каптоприл пре�
пятствует проникновению составной субчастицы
p65 фактора NF�kappaB в ядро и, таким образом,
прерывает синтез РНК для IL�1β [2]. Использо�
вание каптоприла и саралазина на модели куль�
туры клеток zona glomeruloza почек крыс при�
вело к снижению синтеза альдостерона и, соот�
ветственно, ангиотензина [16]. Имеются данные
также о снижении синтеза IL�6 [9], IL�1α, IL�10,
IL�12 и IL�18 на модели предшественников моно�
цитов человека [11].

Таким образом, результаты нашего исследова�
ния поддерживают утверждающийся новый под�
ход к известному вазоактивному пептиду Анг2
как к одному из провоспалительных цитокинов
(или цитокиноподобному фактору) и заставляют
по другому взглянуть на известную группу пре�
паратов (блокаторов ангиотензинпревращающе�
го фермента) как на иммуномодулирующие пре�
параты. Практически это может помочь в выра�
ботке новых стратегий лечения гипертонической
болезни, различных патологических состояний в
практике отделений ОРИТ, связанных с систем�
ным воспалительным ответом организма, интен�
сивной нефрологии. Возможны варианты лечеб�
ного использования ACEi как имммуносупрессо�
ров в трансплантологии.

Авторы выражают благодарность участникам данного про�
екта: исследование проводилось при непосредственном на�
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№ 06�04�49629.

Рис. 5. Спонтанный и LPS�стимулированный синтез
ангиотензина II в культурах клеток крови человека in vitro

* — p < 0,05 в уровне Анг2 внутри каждой из групп по сравнению с наименьшим
сроком культивирования (0,5 ч).
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Pro%inflammatory cytokine%inducing properties of human angiotensin II
and mechanism of anti%cytokine properties of ACE inhibitor captopril

A.G. Soloviev1, L.L. Reznikov2, P.G. Nazarov3, C.A. Dinarello2

1 State Hospital No. 12 – City Centre for Haemocorrection, St. Petersburg, Russia;
2 University of Colorado Health Science Centre, Denver, Colorado, USA;

3 Institute of Experimental Medicine RAMS, St. Petersburg, Russia

Human angiotensin II (Ang2) is one of the potent factors involved in acute and chronic tubulointersti%
tial kidney damage leading to renal failure. Besides well%known haemodynamic properties of Ang2,
evidence suggests that cytokine%like features of this peptide are responsible for variety chronic inflam%
matory disease progression. An understanding of those mechanisms opens avenues for more efficient
therapeutic intervention and development of new therapeutic strategies. Numerous studies have pro%
vided clear evidence that angiotensin%converting enzyme inhibitors (ACEi) demonstrate clear anti%cy%
tokine effect in vivo and in vitro. Our study was designed to explore some new properties of Ang2 and
ACEi captopril in vitro using human whole blood cell culture. Human recombinant Ang2 is able to in%
duce IL%1βββββ, IL%8, TNFααααα and IL%1Ra. IL%8 synthesis is IL%18 independent. Human blood produces spon%
taneous Ang2 in vitro which is independent of LPS stimulation. ACEi captopril blocks IL%1βββββ and IL%8
synthesis independently of inhibiton of angiotensin converting enzyme. (Cytokines and Inflammation.
2006. Vol. 5, № 3. P. 40–45.)

Key words: angiotensin II, captopril, proinflammatory cytokines, anti�cytokine therapy,
human blood cell culture.


