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Эндоморфины являются эндогенными высокоаффинными селективными агонистами μ-рецепто-
ра, который экспрессируется на клетках иммунной системы, за счет чего эндоморфины могут обла-
дать иммуномодулирующим действием. Цель работы – оценка влияния эндоморфина-1 и эндомор-
фина-2 на функциональную активность моноцитов и нейтрофилов периферической крови in vitro.
Установлено, что эндоморфин-1 снижал спонтанную продукцию активных форм кислорода лейко-
цитами и интенсивность респираторного взрыва в культурах стимулированных нейтрофилов. Эн-
доморфин-2 угнетал спонтанную выработку кислородных радикалов фракцией лейкоцитов пери-
ферической крови, стимулировал спонтанную выработку активных форм кислорода фракцией
нейтрофилов, но угнетал их индуцированную продукцию. Эндоморфин-1 повышал процент фаго-
цитоза моноцитов, усиливал спонтанную продукцию IL-1β и угнетал стимулированную продукцию
IL-10 мононуклеарами. Эндоморфин-2 также усиливал спонтанную продукцию IL-1β и снижал
стимулированную выработку IL-10 мононуклеарами, стимулировал поглотительную активность
как нейтрофилов, так и моноцитов. Таким образом, эндоморфины являются важными модулятора-
ми функциональной активности эффекторных клеток врожденного иммунитета.
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Эндогенная опиоидная система представляет
собой совокупность опиоидных рецепторов (γ, δ, κ),
широко экспрессированных не только в ЦНС, но
и в различных органах, тканях, и их лигандов.
Опиоидные рецепторы могут быть активированы
алкалоидами растительного происхождения, та-
кими как морфин и его полусинтетическими и
синтетическими аналогами, или с помощью эн-
догенных лигандов этих рецепторов – опиоидных
пептидов. Иммуномодулирующее действие трех
основных семейств опиоидных пептидов (эндор-
фины, энкефалины, динорфины), которым свой-
ственна общая N-концевая последовательность
Tyr–Gly–Gly–Phe, изучено достаточно хорошо, а
вот информации об эффектах эндоморфинов, не
обладающих общей N-концевой последователь-
ностью, в литературе гораздо меньше [1, 2]. К то-
му же, эндогенный предшественник, из которого
образуются эндоморфины, до сих пор не иденти-
фицирован [3, 4].

Эндоморфины являются эндогенными высо-
коаффинными селективными агонистами μ-ре-
цептора, который экспрессируется на клетках
иммунной системы [5]. В литературе представлен
ряд данных о способности эндоморфинов моду-
лировать функции клеток врожденного и адап-
тивного иммунитета, в частности, изменять проли-
феративную активность и апоптоз лимфоцитов [6],
секреторную и поглотительную активность моно-
цитов [7, 8] и нейтрофилов [9, 10], однако приве-
денные данные довольно противоречивы, полу-
чены на различных экспериментальных моделях
и с использованием различных концентраций и
доз. В настоящей работе важно оценить иммуно-
модулирующие эффекты эндоморфинов в отно-
шении ряда параметров, характеризующих функ-
циональную активность эффекторных клеток
врожденного иммунитета, с учетом возможного
влияния процессов межклеточной кооперации
in vitro.
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Цель работы – оценка влияния опиоидных
пептидов эндогенного происхождения эндомор-
фина-1 и эндоморфина-2 на поглотительную ак-
тивность, продукцию кислородных радикалов, а
также синтез про- и противовоспалительных ци-
токинов IL-1β и IL-10 моноцитами и нейтрофи-
лами периферической крови in vitro.

МЕТОДИКА
Объектом исследования были лейкоциты пе-

риферической венозной крови здоровых доно-
ров-добровольцев в возрасте от 22 до 40 лет.
В пробирки, содержащие гепарин, добавляли ве-
нозную кровь, которую затем помещали в термо-
стат и выдерживали в течение 2 ч при 37°С для по-
лучения плазмы. Для получения лейкоцитарной
фракции плазму центрифугировали 20 мин при
1500 об./мин. Полученный осадок ресуспендиро-
вали в 1 мл раствора Хенкса. Фракцию нейтрофи-
лов выделяли центрифугированием в течение
40 мин при 1500 об./мин на одноступенчатом гра-
диенте плотности фиколл-урографин (ρ = 1.077),
далее осевшие на дно гранулоциты 2 раза по 10 мин
отмывали средой RPMI 1640. Клеточную суспен-
зию выдерживали в течение часа при 4°С в пол-
ной питательной среде для снятия активации.
Эндоморфины использовали в концентрациях
10–6, 10–8, 10–10, 10–12 М (Sigma). Продукцию кис-
лородных радикалов лейкоцитами и нейтрофила-
ми осуществляли с помощью реакции люминол-
зависимой хемилюминесценции. Реакцию про-
водили в плоскодонных 96-луночных планшетах
(“Greiner”, Германия), в каждой из которых со-
держалось 105 клеток в 100 мкл раствора Хенкса, в
качестве индуктора добавляли опсонизирован-
ный зимозан (ОЗ) 150 мкг/мл, в качестве маркера
выраженности реакции использовали люминол
10–5 М. Регистрацию активных форм кислорода
проводили с помощью многофункционального
спектрофотометра TECAN (Австрия).

Выделение мононуклеарных клеток проводи-
ли в пробирках с помощью наслоения гепарини-
зированной венозной крови на градиент плотно-
сти фиколл-урографин (ρ = 1.077), которые затем
центрифугировали 40 мин при 1500 об./мин. По-
лучившееся мононуклеарное кольцо собирали в
пробирку и отмывали 2 раза средой RPMI 1640 на
центрифуге по 10 мин 1500 об./мин, после чего
выдерживали при 4°C 1 ч для снятия активации.
Для получения моноцитов охлажденную суспен-
зию мононуклеаров помещали на чашку Петри в
полную питательную среду и выдерживали в тер-
мостате в течение 1 ч при 37°С. По истечении вре-
мени резиновым шпателем снимали адгезировав-
шиеся клетки, которые суспендировали в 1 мл
среды RPMI 1640 с добавлением 10 мМ HEPES
(Sigma), 2 мМ L-глутамина (Sigma), 100 мкг/мл
гентамицина и 10% эмбриональной телячьей сы-

воротки (“Биолот”, Россия). В качестве индук-
тора продукции цитокинов использовали ОЗ
150 мкг/мл. Концентрацию IL-1β и IL-10 в супер-
натантах 24 ч культур определяли методом твер-
дофазного иммуноферментного анализа с приме-
нением тест-систем “ВЕКТОР-БЕСТ” (Россия)
по стандартной методике, предложенной произ-
водителем.

Для оценки влияния эндоморфинов на фаго-
цитарную активность моноцитов и нейтрофилов
периферической крови использовали метод про-
точной цитометрии. Цельную гепаринизирован-
ную кровь инкубировали с эндоморфинами в те-
чение 1 ч при температуре 37°С, затем к пробам
добавляли объекты фагоцитоза FITC-меченые
St. aureus (предварительно разведенные раство-
ром Хэнкса 1 : 10) и инкубировали в термостате
30 мин при 37°С. Далее к клеткам добавляли ли-
зирующий раствор (0.15 М NH4Cl; 0.01 М NaHCO3;
0.0001 М ЭДТА, pH 7.2) и 5 мин центрифугирова-
ли при 250 g при температуре 4°C. Образовавший-
ся супернатант убирали, добавляли PBS-0.02%
ЭДТА и центрифугировали 5 мин при 250 g при
4°C. После центрифугирования снимали супер-
натант, добавляли к клеткам PBS-0.02% ЭДТА и
проводили анализ на проточно-лазерном цито-
метре BD FACSCalibur (Beckman Coulter, США).

Статистическую обработку данных проводили
с применением однофакторного дисперсионного
анализа для парных данных и LSD-критерия для
post-hoc сравнения.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценка влияния эндоморфинов на продукцию

активных форм кислорода (АФК) фракцией лей-
коцитов периферической крови показала, что
внесение эндоморфина-1 в концентрациях 10–8,
10–10, 10–12 М снижало спонтанную выработку
АФК лейкоцитами (F = 6,6; р = 0.001). Эндомор-
фин-2 во всех исследуемых концентрациях также
угнетал спонтанную продукцию кислородных ра-
дикалов (F = 5,8; р = 0.001). На индуцированную
зимозаном продукцию активных форм кислорода
оба эндоморфина статистически значимых изме-
нений не оказали (рис. 1).

При оценке влияния эндогенных опиоидных
пептидов на продукцию кислородных радикалов
фракцией нейтрофилов периферической крови
было установлено, что эндоморфин-1 не влиял на
спонтанную продукцию АФК фракцией нейтро-
филов, а эндоморфин-2, в концентрациях 10–8,
10–10 М, существенно повышал их выработку по
сравнению с контролем (F = 5,6; р = 0.002). Также
было установлено, что в индуцированных зимо-
заном пробах эндоморфин-1 (F = 3; р = 0.03) в
концентрациях 10–8, 10–10, 10–12 М и эндоморфин-2
во всем диапазоне концентраций показали выра-
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женный угнетающий эффект на бактерицидный
потенциал нейтрофилов (рис. 2).

При оценке влияния пептидов на поглоти-
тельную активность нейтрофилов и моноцитов
периферической крови было установлено, что
эндоморфин-1 не оказывал влияния на измене-
ние процента фагоцитоза нейтрофилов, но повы-
шал поглотительную активность фракции моно-
цитов (F = 3,16; р = 0.024) в концентрациях 10–6,
10–8 М. Оценка влияния эндоморфина-2 на по-
глотительную активность нейтрофилов показала,
что пептид повышал процент фагоцитоза (F =
= 3,87; р = 0.008) в концентрациях 10–6, 10–10 М.
Такой же эффект (F = 4,6; р = 0.004) был отмечен
и при внесении всех исследуемых концентраций
эндоморфина-2 к моноцитам (табл. 1).

Оценка влияния эндоморфинов на уровень
цитокинов показала, что эндоморфин-1 10–6,
10–12 М увеличивал концентрацию IL-1β в куль-
турах мононуклеаров и не оказывал влияния на
уровень IL-1β в культурах моноцитов. На уровень
IL-10 в культурах моноцитов эндоморфин-1

не влиял, но в концентрации 10–12 М угнетал сти-
мулированную секрецию цитокина мононуклеа-
рами (табл. 2). Внесение в культуры эндоморфи-
на-2 в концентрации 10–12 М приводило к увели-
чению уровня IL-1β в спонтанных культурах и
снижению уровня IL-10 в стимулированных
культурах мононуклеаров в концентрациях 10–6,
10–12 М (табл. 3). На уровень IL-10 и IL-1β в сти-
мулированных и спонтанных культурах очищен-
ных моноцитов эндоморфины не влияли.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Таким образом, на основе полученных резуль-
татов можно сказать, что эндоморфины модули-
руют функции клеток врожденного иммунитета,
оказывая эффекты как угнетающей, так и стиму-
лирующей направленности, чем отличаются от
своего низкомолекулярного аналога морфина,
оказывающего выраженное угнетающее воздей-
ствие практически на все параметры иммунной
системы [11]. В этом плане эффекты эндоморфи-

Рис. 1. Влияние эндоморфина-1 и эндоморфина-2 на спонтанную (A) и стимулированную (Б) продукцию активных
форм кислорода фракцией лейкоцитов периферической крови.
d – контроль; j – 10–6 М; m – 10–8 М; ▬ – 10–10 М; r – 10–12 М. * и 0 – обозначены значения кривых, где p < 0.05 по
сравнению с контролем (n = 9).
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нов значительно ближе к эффектам другого эндо-
генного лиганда μ-рецепторов пептидной приро-
ды β-эндорфина, который in vitro и in vivo также
оказывает разнонаправленное действие на широ-
кий спектр иммунных реакции. Ранее нами было
показано in vitro наличие аналогичного влияния у
β-эндорфина, который угнетал продукцию АФК
и стимулировал секрецию IL-1β [12, 13], в то же
время in vivo β-эндорфин стимулировал зимозан-
индуцированную секрецию активных форм кис-
лорода и угнетал спонтанную продукцию IL-1β и
IL-10 перитонеальными макрофагами мыши [14].

Иммунорегуляторные эффекты β-эндорфина
и эндоморфинов можно считать защитными для
организма, ведь, как известно, кислородные ра-
дикалы оказывают как положительное, так и
отрицательное воздействие, с одной стороны уси-
ливая микробицидный потенциал клеток врож-
денного иммунитета, но с другой – их интенсив-
ная продукция может повреждать липидные мем-
браны клеток и угнетать иммунный ответ [15].

Помимо этого, направленность воздействия
эндоморфинов, как и других регуляторных пеп-
тидов, зависит от концентрации, состава клеточ-

ной фракции и от наличия дополнительного ак-
тивационного сигнала. Необходимо отметить,
что продукцию АФК эндоморфины модулирова-
ли как в смешанной клеточной взвеси, так и во
фракции нейтрофилов, а модуляция продукции
цитокинов имела место только во фракции моно-
нуклеаров и отсутствовала во фракции очищен-
ных моноцитов, что может свидетельствовать о
необходимости межклеточного взаимодействия
для опиоидопосредованной регуляции цитоки-
новой продукции. Ранее было установлено, что
β-эндорфин in vitro модулировал продукцию
IL-1β мононуклеарами, но не очищенными мо-
ноцитами [13, 16]. Сравнительный анализ дей-
ствия двух пептидов в общем показал их однона-
правленное влияние на исследуемые параметры,
однако, следует отметь, что у эндоморфина-2
спектр оказываемых эффектов был несколько
шире и выражен сильнее.

Подводя итог, можно сказать, что в системе
in vitro эффекты эндоморфинов по своему харак-
теру сопоставимы с иммуномодулирующими эф-
фектами других опиоидных пептидов, в частно-
сти эндорфинов и энкефалинов, и имеют мало

Рис. 2. Влияние эндоморфина-1 и эндоморфина-2 на спонтанную (A) и стимулированную (Б) продукцию активных
форм кислорода фракцией нейтрофилов периферической крови.
Обозначения см. рис. 1.
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общего с эффектами морфина, что, в свою оче-
редь, доказывает имеющиеся существенные раз-
личия в механизме иммуномодулирующего дей-
ствия между опиоидными агонистами пептидной
и непептидной природы.

ВЫВОДЫ
1. Установлено, что эндоморфин-1 угнетал

продукцию АФК фракцией лейкоцитов и нейтро-
филов, стимулировал фагоцитоз моноцитов, уве-
личивал уровень IL-1β в спонтанных культурах и
снижал концентрацию IL-10 в культурах стиму-
лированных мононуклеаров.

2. Установлено, что эндоморфин-2 увеличивал
спонтанную выработку АФК нейтрофилами, но
угнетал их стимулированную продукцию, также
он снижал продукцию кислородных радикалов
фракцией лейкоцитов, увеличивал уровень IL-1β
в спонтанных культурах и снижал концентрацию
IL-10 в культурах стимулированных моно-
нуклеаров, помимо этого пептид повышал по-
глотительную активность как моноцитов, так и
нейтрофилов.

Этические нормы. Все исследования проведе-
ны в соответствии с принципами биомедицин-
ской этики, сформулированными в Хельсинк-
ской декларации 1964 г. и ее последующих обнов-
лениях, и одобрены локальным биоэтическим
комитетом Института экологии и генетики мик-
роорганизмов – филиал ФГБУН Пермского фе-
дерального исследовательского центра УрО РАН
(Пермь), IRB00010009.

Информированное согласие. Каждый участник
исследования представил добровольное пись-
менное информированное согласие, подписан-
ное им после разъяснения ему потенциальных
рисков и преимуществ, а также характера пред-
стоящего исследования.

Таблица 1. Влияние эндоморфина-1 и эндоморфина-2
на поглотительную активность нейтрофилов и моно-
цитов периферической крови

Примечание: * – p < 0.05 по сравнению с контролем (n = 11).

Концентрация 
пептида

Процент фагоцитоза, %

нейтрофилы моноциты

Контроль 54.69 ± 5.47 47.40 ± 4.06

Эндоморфин-1

10–6 М 58.89 ± 5.52 52.99 ± 3.57*

10–8 М 55.20 ± 5.48 51.28 ± 3.68*

10–10 М 54.38 ± 5.43 49.58 ± 4.07

10–12 М 54.76 ± 4.72 47.97 ± 3.21

Эндоморфин-2

10–6 М 60.87 ± 5.96* 54.45 ± 3.54*

10–8 М 57.08 ± 5.52 51.00 ± 3.2*

10–10 М 60.39 ± 5.49* 52.21 ± 3.56*

10–12 М 56.46 ± 5.45 50.93 ± 3.4

Таблица 2. Влияние эндоморфина-1 на уровень IL-1β и IL-10 в спонтанных и стимулированных зимозаном
культурах мононуклеаров и моноцитов периферической крови

Примечание: * – p < 0.05 по сравнению с контролем; ОЗ – опсонизированный зимозан.

Концентрация

Концентрация цитокина, пг/мл

мононуклеары моноциты

без индуктора ОЗ 150 мкг/мл без индуктора ОЗ 150 мкг/мл

IL-1β (n = 8)

Контроль 182.48 ± 37.64 307.97 ± 11.87 123.12 ± 21.45 267.45 ± 38.14

10–6 М 256.62 ± 36.88* 316.66 ± 11.85 158.69 ± 27.69 266.78 ± 33.77

10–12 М 215.39 ± 42.2* 304.15 ± 3.15 148.72 ± 26.18 275.98 ± 37.48

IL-10 (n = 6)

Контроль 27.47 ± 10.99 40.22 ± 3.99 6.62 ± 1.65 59.79 ± 19.2

10–6 М 25.01 ± 8.09 32.30 ± 2.75 8.0 ± 2.52 69.97 ± 24.29

10–12 М 23.44 ± 7.36 27.08 ± 2.25* 8.37 ± 2.18 51.87 ± 17.7
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Effect of Endomorphins-1, 2 on Functional Activity of Neutrophils and Peripheral Blood 
Monocytes In Vitro

S. V. Geina, b, *, Ya. A. Kadochnikovaa

aInstitute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch of the RAS, Perm, Russia
bPerm State University, Perm, Russia

*E-mail: gein@iegm.ru

Endomorphins are endogenous high-affinity selective agonists of the μ-receptor, which is expressed on the
cells of the immune system, due to which endomorphins can have an immunomodulatory effect. The aim of
this work is to estimate the effect of endomorphin-1 and endomorphin-2 on the functional activity of mono-
cytes and neutrophils in peripheral blood in vitro. It was found that endomorphin-1 reduced spontaneous
production of reactive oxygen species by leukocytes and the intensity of respiratory explosion in stimulated
neutrophil cultures. Endomorphin-2 oppressed spontaneous production of oxygen radicals by leukocytes
fraction of peripheral blood, stimulated spontaneous production of reactive oxygen species by neutrophils
fraction, but oppressed them the induced production. Endomorphin-1 increased the percentage of monocyte
phagocytosis, enhanced spontaneous IL-1β production, and inhibited stimulated IL-10 production by
mononuclears. Endomorphine-2 also enhanced spontaneous IL-1β production and reduced stimulated IL-
10 production by mononuclears, stimulated the absorption activity of both neutrophils and monocytes. Thus,
endomorphins are important modulators of the functional activity of innate immunity effector cells.

Keywords: endomorphins, reactive oxygen species, phagocytosis, leukocytes, neutrophils, monocytes, IL-1β,
IL-10.
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