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Изучен уровень экспрессии противовоспалительных цитокинов NF-kB, IL-6, INF-γ, 
Caspasa-3, Fс у кур в легких и кишечнике при моделировании инфекционного бронхита. Для 
моделирования коронавирусной пневмонии вакцину вводили индивидуально, 10 доз на го-
лову перорально. Цыплятам 1-й опытной группы скармливали препарат Люманце в расчете 
3 кг/т корма, 2-й опытной – препарат Глицевир в расчете 200 мкг/0,3 мл на голову. Цыплята 
контрольной группы препараты не получали. Выявлено, что противовирусные препараты в 
опытных группах подавляли разрушение эпителиальных клеток в кишечнике. Это не всегда 
может свидетельствовать о позитивном характере, поскольку в случае апоптоза происходит 
разрушение не только пораженных вирусными частицами клеток кишечника, но и здоровых. 
Отмечено снижение количества активных макрофагов в кишечнике опытных групп относи-
тельно контрольной. Количество вырабатываемого интерферона также находилось ниже кон-
троля, что свидетельствует о пониженной активности иммунной системы. Выявлена более 
высокая провоспалительная активность в респираторной системе цыплят при использовании 
Глицевира. Она заключается в повышенном уровне экспрессии генов IL-6, интерферона-гам-
ма, рецептора макрофагов к Fc фрагментам антител, фактора регуляции воспаления NF-kB в 
сравнении с препаратом Люманце, обладающим противовоспалительной активностью, но и 
в сравнении с цыплятами контрольной группы, не подвергавшихся лечению. Сделан вывод о 
возможности прогнозирования риска развития обострения инфекционного процесса в легких 
на фоне локального снижения вирусной нагрузки в кишечнике. Необходим комплексный под-
ход при терапии коронавирусных инфекций, включающий или противовирусные препараты 
системного действия, или противовоспалительные средства.
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chickens in the lungs and intestines during the modeling of infectious bronchitis in chickens was 
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Изучение экспрессии функционально-значимых генов  
при терапии коронавирусной инфекции у цыплят

studied. To simulate coronavirus pneumonia, the vaccine was administered individually, 10 doses 
per head orally. The chickens of the 1st experimental group were fed with the Lyumantse preparation 
at the rate of 3 kg / t of feed, the 2nd experimental group received the Glitsevir drug at the rate of 
200 μg / 0.3 ml per head. The chickens of the control group did not receive the preparations. It was 
revealed that antiviral drugs in the experimental groups suppressed the destruction of epithelial 
cells in the intestine. This may not always be an indication of a positive character, as in the case 
of apoptosis, not only the intestinal cells affected by the virus particles but also healthy cells are 
destroyed. There was a decrease in the number of active macrophages in the intestines of the 
experimental groups relative to the control. The amount of interferon produced was also below the 
control, which indicates a decreased activity of the immune system. A higher pro-inflammatory 
activity in the respiratory system of chickens was detected when Glicevir was used. It consists of 
increased expression of IL-6, interferon-gamma, macrophage receptor to Fc antibody fragments 
and inflammatory regulatory factor NF-kB genes compared to Lumantse with anti-inflammatory 
activity, but also compared to untreated control group chickens. It is concluded that it is possible to 
predict the risk of an exacerbation of an infectious process in the lungs against the background of a 
local decrease in the viral load in the intestine. An integrated approach is needed in the treatment of 
coronavirus infections, including either systemic antiviral drugs or anti-inflammatory drugs.
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ВВЕДЕНИЕ

В современной науке провоспалительные 
и противовоспалительные цитокины рас-
сматриваются как важнейший фактор меж-
клеточного и системного взаимодействия 
в организме. Цитокины – это группа эндо-
генных гликозилированных полипептидных 
медиаторов межклеточного взаимодействия, 
участвующих в формировании и развитии 
защитных реакций организма при внедре-
нии патогенов и нарушении целостности 
тканей, а также в регуляции ряда нормаль-
ных физиологических функций [1].

Состояние иммунных функций организ-
ма во многом определяется соотношением 
провоспалительных и противовоспалитель-
ных цитокинов. Доказано существование 
функционального антагонизма между ними 
[2]. Острое возрастание уровня цитокинов в 
циркуляции приводит к развитию защитной 
системной воспалительной реакции, кото-
рую нередко называют цитокиновым штор-
мом. Патологически высокая концентрация 
провоспалительных цитокинов может вы-
звать септический шок и гибель организма. 
В ситуациях, когда уровень цитокинов дли-
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тельное время превышает физиологическую 
концентрацию, они становятся уже не ме-
диаторами защиты, а медиаторами развития 
патологии [3–6]. Это обусловлено в том чис-
ле и популяционно: необходимо элимини-
ровать организм, чтобы не произошло даль-
нейшего распространения патологии.

Интерлейкин 6 (IL-6) – иммунорегулятор-
ный цитокин с широким спектром действия: 
он регулирует процессы воспаления и кле-
точного деления. IL-6 синтезируется из ма-
крофагов, Т-клеток, фибробластов, эндоте-
лиальных клеток сосудов, глиальных и эпи-
телиальных клеток после взаимодействия с 
патогенными молекулами. При формирова-
нии иммунного ответа интерлейкин 6 уча-
ствует в выработке антител. Избыток этого 
цитокина приводит к развитию аутоиммун-
ной реакции и повреждению тканей [7]. 

Каспазы – семейство цистеиновых про-
теаз, которые участвуют в расщеплении пеп-
тидных связей. Экспрессия каспаз-3, -8, -9 
является показателем цитотоксичности апоп-
тотического стимула, что делает эти маркеры 
важной частью исследований, касающихся 
процессов апоптоза в организме [8]. 

Клетки иммунной системы взаимодей-
ствуют друг с другом с использованием ци-
токинов – модуляторов иммунных реакций. 
Среди них важное место занимают интер-
фероны. Они обладают противовирусным и 
антибактериальным действием, участвуют 
в противоопухолевом иммунном ответе [9]. 
INF-γ, как и большинство цитокинов, об-
ладает плейотропным действием и играет 
важную роль в иммунном ответе. Первона-
чально считалось, что INF-γ продуцирует-
ся только натуральными киллерами (NK), 
CD4 + Тh1-лимфоцитами и цитотоксиче-
скими CD + Т-лимфоцитами. Позднее стало 
известно, что В-лимфоциты, NKT-клетки и 
антигенпрезентирующие клетки (APC) (ма-
крофаги, дендритные клетки) также способ-
ны секретировать данный цитокин [10]. 

NF-kB обнаружен почти во всех типах 
клеток животных и участвует в клеточных 
реакциях на раздражители: стресс, цитоки-
ны, свободные радикалы, тяжелые металлы, 
ультрафиолетовое облучение, окисленные 

ЛПНП, а также бактериальные или вирус-
ные антигены. NF-kB играет ключевую роль 
в регулировании иммунного ответа на ин-
фекцию [11, 12]. 

Антивирусный эффект лекарств часто 
выявляется с помощью qRT-PCR [13–15], 
IFA [16, 17].

В нескольких сообщениях указывается, 
что сигнальные пути MDA5 и цитокины 
врожденного иммунитета активируются 
после инфицирования штаммом IBV M41 
[18]. Путь передачи сигналов MDA5 на-
рушен расщеплением адаптерного белка 
MAVS в штамме инфекции IBV JS/2010/12 
[19]. Ответ INF типа I играет решающую 
роль в сопротивлении штамму SAIBK2 IBV 
[20]. Сигнальные пути MDA5 и цитокин 
врожденного иммунитета (NF-kB и IRF3) 
индуцировались после инфицирования 
штаммом IBV-M41 [17]. Исследователями 
обнаружено, что уровни экспрессии мРНК 
MDA5, MAVS, INF-α, INF-β, NF-kB, TNF-α 
и IL-6 значительно повышены после инфи-
цирования IBV in vitro и in vivo [18]. 

Цель исследования – оценить экспрессию 
генов IL-6, Fс, NF-kB, Caspasa-3 и INF-γ на 
фоне коронавирусной инфекции у цыплят. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Цыплята кросса Шавер в возрасте 14 сут 
были вакцинированы против инфекцион-
ного бронхита кур (вакцина против ИБК, 
штамм Ma5, живая сухая). Для моделиро-
вания коронавирусной пневмонии вакцину 
вводили индивидуально, 10 доз на голову 
перорально. Цыплятам 1-й опытной группы 
(n = 10) скармливали препарат Люманце в 
расчете 3 кг/т корма, 2-й опытной (n = 10) – 
препарат Глицевир (производное глицирри-
зиновой кислоты в составе наночастиц хи-
тозана) в расчете 200 мкг/0,3 мл на голову. 
Концентрат разводили в 3 раза. Цыплята 
контрольной группы (n = 11) препараты не 
получали. 

На 22-е сутки осуществляли убой птицы 
методом цервикально-церебральной дисло-
кации и проводили патологоанатомическое 
вскрытие птиц. Из внутренних органов ме-
тодом фенолхлороформной экстракции вы-
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деляли РНК, осуществляли ОТ-ПЦР. Синтез 
кДНК проводили с использованием олиго-
нуклеотида N7.

Для подтверждения успешности зара-
жения тестировали наличие геномной РНК 
вируса ИБК методом ОТ-ПЦР в режиме 
реального времени, ПЦР проводили в ко-
нечном объеме 20 мкл, содержащем 67 мМ 
трис.-HCl (рН 8,9), 16 мМ (NH4)2SO4, 
2,4 мМ MgCl2, 0,01% Твин 20, 0,2 mM 
дНТФ, 0,3 mкM растворы олигонуклеотид-
ных праймеров 5`-atgctcaaccttgtccctagca-3` 
5`tcaaactgcggatcatcacgt-3` и зонда FAM-
tggaagtagagtgacgcccaaac-BHQ, 1–2 ед. 
HotStart Taq-ДНК полимеразы. ПЦР прово-
дили на амплификаторе CFX (BiоRad) по 
следующей программе: начальная денатура-
ция – 95 °С (15 мин), далее 40 циклов: дена-
турация – 95 °С (10 с), отжиг – 60 °C (30 с). 

Контроль выделяемости РНК из образцов 
осуществляли с использованием ПЦР в режиме 
реального времени специфичного в отношении 
мРНК гена домашнего хозяйства glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) по про-
токолу, указанному выше, с использовани-
ем праймеров 5`cgtgaccccagcaacatcaa3` и 5` 
acttaccccagccttctccat3` taqman зонда ROX- 
tggagtccactggtgtcttcacc- BHQ2. 

Экспрессию генов IL-6, Fс, NF-kB, 
Caspasa-3, INF-γ оценивали методом дельта-
дельта Ct относительно уровня экспрессии 
генов домашнего хозяйства (см. таблицу).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Препараты Люманце и Глицевир пода-
вляли разрушение эпителиальных клеток в 
кишечнике опытных групп (см. рис. 1). Это 
не всегда свидетельствует о позитивном ха-
рактере, поскольку в случае апоптоза про-
исходит разрушение не только здоровых, 
но и зараженных клеток. Отмечено сниже-
ние количества активных макрофагов в ки-
шечнике относительно контрольной груп-
пы. Количество вырабатываемого интерфе-
рона также находилось ниже контроля, что 
свидетельствует о пониженной активности 
иммунной системы.

Препарат Глицевир состоит из наноча-
стиц, которые не всасываются в кишечнике, 
и обладает местным действием. Препарат 
Люманце может всасываться, поскольку со-
держит соли масляной кислоты и помимо 
местного обладает и системным действием. 
В кишечнике оба препарата снизили вирус-
ную нагрузку.

Препарат Глицевир спровоцировал более 
интенсивную экспрессию генов, участву-
ющих в иммунном ответе и воспалении, 
что характеризуется повышенным уровнем 
NF-kB, IL-6, INF-γ (большее количество 
Т-хеллперов встречается с вирусными ча-
стицами), Fc (большее количество макрофа-
гов) и Caspasa-3 (клетки в легких разруша-
ются интенсивнее) (см. рис. 2).

О подавлении разрушения эпителиаль-
ных клеток опытными препаратами также 
свидетельствует пониженная удельная доля  

Нуклеотидные последовательности праймеров ПЦР для оценки экспрессии генов 
PCR primer nucleotide sequences for assessing gene expression 
Интерлейкин Праймер Cсылка  

на источник ПЦР-программа

IL-6 5`-aaatccctcctcgccaatct-3`
5`-ccctcacggtcttctccataaa-3 [21]

1 95 °С 7 мин 1 цикл
Caspasa-3 5`-ccaccgagataccggactgt-3`

5`-aactgcttcgcttgctgtga-3` [22]

INF-γ 5`-cactgacaagtcaaagccgc-3`
5`-accttcttcacgccatcagg-3` [22]

2 95 °С 15 с
39 цикловFcR 5`-cactgacaagtcaaagccgc-3`

5`-accttcttcacgccatcagg-3` [22]

NF-kB 5`-tcaacgcaggacctaaagacat-3`
5`-gcagatagccaagttcaggatg-3` [22] 3 64,5 °C 30 с

END
Данные обрабатывали методами вариационной и непараметрической статистики.
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Рис. 1. Экспрессия генов в кишечнике у птицы опытной и контрольной групп, log10(ddCt) 
(относительно GAPDH) 
Fig. 1. Gene expression in the intestine of birds in the experimental and control groups, 
log10(ddCt) (relative to GAPDH) 

Рис. 2. Экспрессия генов в легких у птицы опытной и контрольной групп, log10(ddCt) (относи-
тельно GAPDH) 
Fig. 2. Gene expression in lungs of poultry from experimental and control groups, log10(ddCt) 
(relative to GAPDH)
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Fc-фрагмента относительно контрольной 
группы. Fc-рецептор присутствует на макро-
фагах и отвечает за связывание антител с ма-
крофагом. Можно утверждать о снижении ко-
личества активных макрофагов в кишечнике 
относительно контрольной группы. Каспазы 
играют важную роль в развитии и регуляции 
апоптоза и воспалительных процессов. В 
данном случае (поскольку сам коронавирус 
не влияет на разрушение клеток) происходит 
разрушение пораженных клеток иммунными 
агентами, например Т-киллерами.

При взаимодействии Т-хелпера с анти-
геном вырабатывается интерферон гамма 
(INF-γ), который является провоспалитель-
ным цитокином и активирует множество кле-
ток (Т-клетки, В-клетки и др.). В кишечнике 
количество вырабатываемого интерферона 
снижено, это также свидетельствует о пони-
женной активности иммунной системы. 

Интерлейкин-6 является провоспалитель-
ным цитокином, количество которого напря-
мую влияет на развитие цитокинового штор-
ма. IL-6 создает в организме условия сверх-
нагрузки иммунной системы, и возникают 
два пути развития: элиминация возбудителя 
в полной мере или элиминация самого зара-
женного животного [7, 11]. В момент, когда 
вирусные антигены встречается с толл-лайк 
рецепторами, активируется NF-kB, который, 
в свою очередь, является пусковым механиз-
мом как для врожденного иммунного ответа 
(миграция макрофагов и др.), так и для адап-
тивного иммунитета (выработка антител, 
формирование Т-клеток). NF-kB – наиболее 
ранний фактор и наиболее активно эксплу-
атируется при коронавирусных инфекциях. 
Это проявляется аномально длительной ми-
грацией нейтрофилов, гранулоцитов в очаг 
воспаления, их активизацией, а также повы-
шенной пролиферацией, в то время как при 
обычной инфекции имеется лишь короткий 
период, когда нейтрофилы осуществляют 
борьбу с первичным очагом заражения. Этот 
механизм может впоследствии привести к 
лейкотриеновому шторму, в дальнейшем – к 
цитокиновому.

Глицирризиновая кислота оказывает проти-
вовирусное, противовоспалительное, проти-
возудное и иммуномодулирующее действие, 
влияет на разные типы ДНК и РНК вирусов in 
vitro и in vivo, прерывает репликацию вирусов 
на ранних стадиях, вызывает выход вириона 
из капсида, не допуская его проникновения в 
клетки, что связано с селективным дозозави-
симым ингибированием фосфорилирующей 
киназы. Глицирризиновая кислота взаимодей-
ствует со структурами вируса, изменяя различ-
ные фазы вирусного цикла, что сопровождается 
необратимой инактивацией вирусных частиц, 
находящихся в свободном состоянии вне кле-
ток, блокирует внедрение активных вирусных 
частиц внутрь клетки, нарушает способность 
вируса к индукции синтеза новых вирусных 
частиц, индуцирует образование интерферона, 
что является одним из компонентов противо-
вирусного действия, инактивирует указанные 
вирусы в нетоксичных для нормально функци-
онирующих клеток концентрациях. Противо-
воспалительная активность глицирризиновой 
кислоты сочетается со стимулирующим вли-
янием на гуморальные и клеточные факторы 
иммунитета1.

Различия между активностью препаратов с 
наличием резорбтивного эффекта (Люманце) 
и его отсутствием (Глицевир в составе нано-
частиц хитозана) заключаются в более высо-
кой провоспалительной активности в респи-
раторной системе при использовании Глице-
вира. Она заключается в повышенном уровне 
экспрессии генов IL-6, интерферона-гамма, 
рецептора макрофагов к Fc фрагментам анти-
тел, фактора регуляции воспаления NF-kB не 
только в сравнении с препаратом Люманце, об-
ладающим заведомо противовоспалительной 
активностью благодаря наличию в составе мас-
ляной кислоты, но и в сравнении с контрольной 
группой цыплят, не подвергавшихся лечению. 

Нами предложены две гипотезы о дей-
ствии препаратов на пораженный кишечник:

– оба препарата уменьшают воспаление 
в кишечнике через подавление иммунореак-
тивности и, как следствие, снижают иммун-
ный ответ;

1Пат. РФ № 2044145 (Российская Федерация). Ди- и триникотинаты глицирризиновой кислоты и ингибитор репро-
дукции вируса иммунодефицита человека / Г.А. Толстикова, Л.А. Балтина, К.П. Волчо, О.А. Плясунова, А.Г. Покровский, 
Н.Ф. Салахутдинов. Опубл. 10.08.2007. Бюл. № 22. 
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– препараты снижают вирусную нагрузку, 
соответственно происходит менее интенсив-
ная презентация вирусных антигенов, мень-
ше вырабатывается иммунокомпетентных 
клеток.

При любой из этих гипотез Глицевир ока-
зывал подавляющее действие на воспали-
тельные процессы в кишечнике, не влияя на 
легкие (см. рис. 1). 

В качестве основной версии рассматри-
вается снижение активности иммунокомпе-
тентных клеток в составе желудочно-кишеч-
ного тракта, в первую очередь – Treg лимфо-
цитов (активных продуцентов противовоспа-
лительного цитокина IL10) в связи с подавле-
нием инфекционного процесса локально, по 
месту действия Глицевира, т.е. в кишечнике. 
В пользу этого предположения свидетель-
ствует подавление активности экспрессии 
гена IL-6, прямого антагониста провоспали-
тельного цитокина IL10 и клеток, продуци-
рующих данный интерлейкин. Вся кровь и 
лимфа из желудочно-кишечного тракта обя-
зательно проходят через легкие, т.е. практи-
чески без разбавления, поэтому вклад регу-
ляторной активности иммунной системы ки-
шечника в отношении иммунокомпетентных 
клеток легких должен быть существенным. 
Таким образом, можно спрогнозировать риск 
развития обострения инфекционного про-
цесса в легких на фоне локального снижения 
вирусной нагрузки в кишечнике, что требует 
комплексного подхода в терапии коронави-
русных инфекций, включающего или проти-
вовирусные препараты системного действия, 
или противовоспалительные средства.

ВЫВОДЫ

1. На модели коронавирусной инфекции 
обнаружено статистически значимое подавле-
ние экспресии провоспалительного цитокина 
IL-6 (p < 0,05) в опытных группах цыплят, по-
лучавших препараты Люманце и Глицевир.

2. Применение препарата Глицевир в со-
ставе наночастиц хитозана ограничивалось 
локальным действием что характеризовалось 
отсутствием подавления провоспалительных 
цитокинов в легких и, напротив, отличалось 
от действия Люманце повышением дисперсии 
уровней экспрессии исследуемых генов и сред-
ними уровнями прироста экспрессии генов 

IL- 6, NF-kB, INF-γ (провоспалительных цитоки-
нов) и Caspasa-3, Fc-фрагментов в ткани легких.

3. Для снижения рисков обострения 
пневмоний при коронавирусных инфекциях 
применение противовирусных препаратов 
местного действия в кишечнике должно под-
разумевать использование противовоспали-
тельных препаратов системного действия.
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