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Хроническая сердечная недостаточность (ХСН) является актуальной проблемой здравоохранения и од-
ной из основных причин смертности во всем мире. В публикации приведена оценка влияния адреноблокаторов 
фентоламина и пропранолола на апоптоз и продукцию активных форм кислорода (АФК) нейтрофилов у боль-
ных хронической сердечной недостаточностью при действии липополисахаридов. Измерение продуцируемых 
нейтрофилами АФК производили методом хемилюминесценции. Жизнеспособность и апоптоз нейтрофилов 
определяли методом флуоресцентной микроскопии. Участие отдельных сигнальных путей (p38MAPK, PI3K, 
ERK) в механизме действия адреноблокаторов изучали с использованием специфических ингибиторов. Уста-
новлено, что пропранолол в диапазоне концентраций от 10 мкМ до 400 мкМ увеличивает продукцию АФК 
нейтрофилами – как контрольных клеток, так и при действии LPS. Фентоламин в этом же диапазоне кон-
центраций значительно снижает продукцию АФК нейтрофилами. Было выявлено, что среди использованных 
ингибиторов наиболее эффективно снижают пропранолол-индуцированную продукцию АФК нейтрофилами 
SB203580, Wortmannin и LY294002, в то время как PD98059 практически не ингибирует продукцию АФК кле-
ток как с LPS, так и без него. Пропранолол и фентоламин ускоряют апоптоз нейтрофилов в присутствии и от-
сутствие LPS. Результаты, полученные с использованием ингибиторов сигнальных путей действия LPS на ней-
трофилы, показали, что в механизме активации клеток пропранололом важную роль играют сигнальные пути 
с участием p38MAPK и PI3K. ERK не участвуют в активации клеток пропранололом. В механизме действия 
фентоламина значимая роль принадлежит p38MAPK, ERK, при этом действие PI3K менее выражено.
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Chronic heart failure (CHF) is an urgent public health problem and one of the main causes of death worldwide. 
The publication provides an assessment of the effect of adrenoblockers phentolamine and propranolol on apoptosis and 
the production of reactive oxygen species (ROS) of neutrophils in patients with chronic heart failure under the action of 
lipopolysaccharides. Measurement of ROS produced by neutrophils was performed by chemiluminescence. Viability 
and apoptosis of neutrophils were determined by fluorescence microscopy. The participation of individual signaling 
pathways (p38MAPK, PI3K, ERK) in the mechanism of action of adrenoblockers was studied using specific inhibi-
tors. It was found that propranolol in the concentration range from 10 μM to 400 μM increases the production of ROS 
by neutrophils, both in control cells and under the action of LPS. Phentolamine in the same range of concentrations 
significantly reduces the production of ROS by neutrophils. It was found that among the inhibitors used, the most ef-
fective decrease in propranolol-induced ROS production by neutrophils SB203580, Wortmannin, and LY294002, while 
PD98059 practically does not inhibit ROS production in cells with or without LPS. Propranolol and phentolamine ac-
celerate neutrophil apoptosis in the presence and absence of LPS. The results obtained using inhibitors of LPS signaling 
pathways on neutrophils showed that signaling pathways involving p38MAPK and PI3K play an important role in the 
mechanism of cell activation by propranolol. ERKs are not involved in cell activation by propranolol. In the mechanism 
of action of phentolamine, a significant role belongs to p38MAPK, ERK, while the effect of PI3K is less pronounced.
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Хроническая сердечная недостаточ-
ность (ХСН) является актуальной пробле-
мой здравоохранения и одной из основных 
причин смертности во всем мире. Иссле-
дования последнего десятилетия показали, 
что патофизиология сердечной недостаточ-
ности (CH) в значительной степени свя-

зана с нарушением перфузии кишечника, 
что приводит к дисфункции кишечного эн-
дотелиального барьера, который поддержи-
вается несколькими механизмами хорошо 
сбалансированной кишечной микробиоты 
[1]. У пациентов с СН происходит снижение 
кровотока в кишечном эндотелии из-за сни-
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жения сердечного выброса. Это, в свою оче-
редь, приводит к ишемии кишечной стенки 
и увеличению проницаемости из-за струк-
турного нарушения барьерной функции ки-
шечного эпителия [2]. Кроме того, систем-
ный застой у пациентов с СН может вызвать 
отек кишечной стенки, что также приводит 
к повышению кишечной проницаемости, 
которая, в свою очередь, увеличивает транс-
локацию эндотоксинов (липополисахари-
дов (LPS)) и других компонентов, продуци-
руемых грамотрицательными бактериями, 
в системный кровоток, вызывая эндотоксе-
мию [3]. Этот процесс может дополнитель-
но активировать синтез цитокинов и вызвать 
системное воспаление, которое, в свою оче-
редь, способствует прогрессированию сер-
дечной недостаточности [4]. 

Действие LPS реализуется благодаря 
взаимодействию с Толл-подобными рецеп-
торами 4 (Toll-like receptor 4, TLR4) в клет-
ках врожденного иммунитета (в том числе 
и нейтрофилах), клетках эндотелия, а так-
же в кардиомиоцитах. В ответ на действие 
LPS клетки различных тканей организма 
продуцируют активные формы кислорода, 
цитокины. Под действием LPS происходит 
ингибирование апоптоза нейтрофилов [5]. 
Нейтрофилы традиционно рассматривают-
ся как терминально дифференцированные 
короткоживущие фагоциты с довольно не-
контролируемым образом действий. Однако 
в последнее время было выяснено, что эти 
клетки могут выступать в качестве регуля-
торов воспалительных процессов в сердеч-
но-сосудистой системе. Показано, что после 
ишемического инсульта нейтрофилы усили-
вают дисфункцию клеток эндотелия за счет 
секреции нейтрофильной эластазы и актив-
ных форм кислорода (АФК). Нейтрофиль-
ные внеклеточные ловушки (Neutrophil 
Extracellular Traps (NET)) способствуют 
росту тромбов, NET ускоряют гибель ней-
ронов. В то же время установлено, что в ме-
стах повреждения артерий активированные 
нейтрофилы посредством пептида катели-
цидина, сосудистого эндотелиального фак-
тора роста и эпидермального фактора роста 
способствуют восстановлению клеток эн-
дотелия. Нейтрофилы также влияют на за-
живление сердца после инфаркта миокарда, 
стимулируя переход макрофагов в сторону 
репаративного фенотипа (который актив-
но фагоцитирует поврежденные клетки). 
Кроме этого, нейтрофилы, циркулирующие 
в сердце, секретируют аннексин А1, кото-
рый способствует дифференцировке ма-
крофагов в макрофаги проангиогенного фе-
нотипа, что, в свою очередь, способствует 
ангиогенезу в ишемизированном сердце [6].

При сердечно-сосудистых патологи-
ях важную роль играют адренорецепторы. 
В лечебной практике достаточно широко 
используются неселективные блокаторы 
адренорецепторов – пропранолол (блокиру-
ет β1- и β2-адренорецепторы) и фентоламин 
(блокирует α1- и α2-адренорецепторы). Про-
пранолол эффективно применяется при лече-
нии СН у детей [7]. Кроме того, пропранолол 
снижает LPS- индуцированную секрецию 
TNFα моноцитами человека [8]; снижает 
экспрессию матриксной металлопротеазы 
9 (играет важную роль в патогенезе атеро-
склероза), экспрессия которой увеличивается 
при действии норадреналина и LPS [9]. Фен-
толамин, как и пропранолол, эффективно ис-
пользуется при лечении СН в педиатрии [10]. 
Однако механизмы действия пропранолола 
и фентоламина на генерацию АФК и апоптоз 
нейтрофилов при действии LPS остаются не-
достаточно исследованными.

Целью исследования явилось изучение 
влияния адреноблокаторов фентоламина 
и пропранолола на апоптоз и продукцию 
АФК нейтрофилами больных хронической 
сердечной недостаточностью при действии 
липополисахаридов. 

Материалы и методы исследования
Нейтрофилы выделяли из крови боль-

ных, которые принимали участие в исследо-
вании, в которое были включены согласно 
критериям включения (возраст ≥35 лет, III 
функциональный класс ХСН по классифи-
кации New York Heart Association Functional 
Classification, фракция выброса ≤40%). 
Кровь из локтевой вены забирали в пробир-
ки системы «Vacutainer» c Na-гепарином 
и затем получали фракцию нейтрофилов 
с использованием фиколла, как описано 
в [11]. Изолированные нейтрофилы ре-
суспендировали в полной культуральной 
среде DMEM, содержащей 10% термоинак-
тивированной эмбриональной телячьей сы-
воротки, а также пенициллин (100 ЕД/мл), 
сульфат стрептомицина (100 мг/мл) и глута-
мин 2,0 мМ. Чистота нейтрофилОВ соста-
вила 98%, жизнеспособность – 99%.

Образование АФК нейтрофилами изме-
ряли методом хемилюминесценции [11]. 

Для выявления путей внутриклеточной 
сигнализации, участвующих в механиз-
мах действия исследуемых адреноблока-
торов, клетки инкубировали с ингибитора-
ми фосфатидил инозитол 3 киназы (PI3K) 
(LY294002 и Wortmannin), экстраклеточных 
регуляторных киназ (ERK) (PD98059), ми-
тогенактивируемой p38 киназы (p38MAPK) 
30 минут. Затем к клеткам добавляли адрено-
блокаторы и в конце – LPS. Апоптотическую 
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гибель нейтрофилов определяли, как опи-
сано ранее [12]. Статистическую обработку 
данных проводили в программе SigmaPlot. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

Первоначально было изучено воздей-
ствие пропранолола и фентоламина на уро-
вень АФК, генерируемых нейтрофилами 
(рис. 1). Полученные результаты показали, 
что пропранолол в диапазоне концентраций 
от 25 до 400 мкМ дозозависимо увеличивал 
продукцию АФК (начиная с концентрации 
50 мкМ). При концентрации пропранолола 
200–400 мкМ продукция АФК нейтрофилами 
достигала максимальных значений (300%) 
(рис. 1а), в то время как активация продук-
ции АФК нейтрофилами при действии LPS 
составляла 250% (рис. 1б). В присутствии 
LPS с ростом концентрации пропранолола 
происходило еще большее увеличение ге-
нерации АФК (~3,5 раза при концентрации 
от 100 до 400 мкМ) нейтрофилами, начиная 
с концентрации 50 мкМ пропранолола (рис. 
1б). Однако отношение величины ХЛ в при-
сутствии LPS к величине ХЛ без LPS с ро-
стом концентрации пропранолола уменьша-
лось, достигая величины 1,17 (по сравнению 
с соотношением в отсутствие пропранолола, 
равным 2,5) (рис. 1а, 1б).

В отличие от пропранолола, фентоламин 
в диапазоне концентраций от 0,1 до 400 мкМ 
дозозависимо снижал продукцию АФК 
нейтрофилами, начиная с концентрации 
20 мкМ, достигая минимальных значений 
при концентрации фентоламина 200–400 мкМ 

(рис. 1в). В присутствии LPS с ростом кон-
центрации фентоламина происходило умень-
шение генерации АФК нейтрофилами, на-
чиная с концентрации 10 мкМ фентоламина 
(рис. 1г). Однако отношение величины ХЛ 
в присутствии LPS к величине ХЛ в отсут-
ствие LPS с ростом концентрации фентола-
мина сохранялось (2,27 раза при концентра-
ции 400 мкМ фентоламина) (рис. 1в, 1г).

Во второй серии экспериментов для вы-
явления определяющих механизмов дей-
ствия адреноблокаторов было изучено 
влияние специфических ингибиторов сиг-
нальных путей активации клеток при дей-
ствии липополисахаридов на генерацию 
АФК нейтрофилами в присутствии пропра-
нолола и фентоламина. Было установлено, 
что SB203580 (в присутствии и отсутствие 
LPS) редуцировал уровень АФК нейтрофи-
лов почти до уровня АФК контроля (рис. 
2, SB). PD98059 ~ на 10% редуцировал 
уровень АФК нейтрофилов в присутствии 
пропранолола и LPS (рис. 2, PD). Инги-
биторы фосфатидил инозитол 3 киназы 
(Wortmannin и LY294002) снижали уровень 
АФК контрольных и активированных LPS 
нейтрофилов (рис. 2, LY, W, а, б). При этом 
отношение величины уровней АФК в при-
сутствии LPS к величине уровней АФК 
без LPS для Wortmannin и LY294002 было 
меньше 2. Причем у Wortmannin эта величи-
на была меньше, чем у LY294002, и состав-
ляла ~ 1,5. В присутствии пропранолола 
также происходило значительное снижение 
продукции АФК (рис. 2, W, в, г) при дей-
ствии этих ингибиторов. 

Рис. 1. Воздействие блокаторов адренорецепторов на уровень АФК, продуцируемых нейтрофилами  
при действии LPS. а, б – пропранолол; в, г – фентоламин; а, в – нейтрофилы без LPS;  

б, г – нейтрофилы вместе с LPS (20 нг/мл LPS). n=12, p<0,005
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Рис. 2. Действие ингибиторов сигнальных путей на уровень АФК, генерируемых нейтрофилами, 
при добавлении к клеткам 50 мкМ пропранолола (Pro), 50 мкМ фентоламина (Phe) и LPS;  

а – пробы без Pro, Phe и LPS; б – пробы с 20 нг/мл LPS; в – пробы с Pro; г – пробы с Pro и 20 нг/мл LPS;  
д – пробы с Phe; е – пробы с Phe и 20 нг/мл LPS; 0 – пробы без ингибиторов. SB – 0,5 мкМ SB203580;  

PD – 10 мкМ PD98059; LY – 1 мкМ LY 294002; W – 10 нМ Wortmannin. n=12, p<0,005

Ингибиторы р38MAPK и ERK зна-
чительно редуцируют уровень АФК ней-
трофилов в отсутствие LPS (~ в 3–4 раза) 
и в присутствии LPS (~ в 5–6 раз) (рис. 2, 
SB, PD, д, е). Ингибиторы PI3K не ингиби-
руют действие фентоламина на контроль-
ные клетки и незначительно снижают уро-
вень АФК нейтрофилов в присутствии LPS 
(рис. 2, LY, W, д, е).

Таким образом, полученные результаты 
показали, что среди исследованных инги-
биторов сигнальных путей наиболее зна-
чимо уровень АФК нейтрофилов в присут-
ствии пропранолола снижают ингибиторы 
p38MAPK и PI3K. Ингибитор ERK не сни-
жает уровень АФК нейтрофилов как в при-
сутствии, так и в отсутствие LPS (рис. 2, PD, 
в, г сравнить с рис. 2, 0, в, г). В присутствии 
фентоламина наиболее значимо уровень 
АФК нейтрофилов снижают ингибиторы 
p38MAPK ERK. Ингибиторы PI3K действу-
ют менее эффективно.

В третьей серии экспериментов было 
исследовано действие адреноблокаторов 
на апоптоз нейтрофилов. Полученные ре-
зультаты показали, что пропранолол вы-
зывает значительное увеличение процента 
апоптотических нейтрофилов по сравнению 
с контролем. Пропранолол уменьшает инги-
бирование апоптоза нейтрофилов, индуци-
рованное LPS. Фентоламин незначительно 
увеличивает апоптоз нейтрофилов (рис. 3). 

Ответ нейтрофилов на эндотоксины мож-
но условно разделить на три стадии. На на-
чальной стадии вслед за активацией TLR4 – 

сигнального пути происходит активация 
НАДФН-оксидазы, затем в течение несколь-
ких часов развивается секреция цитокинов, 
в более поздней стадии проявляются изме-
нения в регуляции апоптоза клеток. Наши 
результаты показали, что фентоламин значи-
тельно снижает уровень АФК, генерируемых 
нейтрофилами в присутствии LPS (рис. 1в, 
1г). Первым из цитокинов обычно секре-
тируется TNFα. В экспериментах на мы-
шиных макрофагах пропранолол и фенто-
ламин не снижали LPS-индуцированную 
продукцию TNFα, но несколько снижали 
продукцию этого цитокина при совместном 
действии норадреналина и LPS. Показано, 
что ингибиторы JNK, ERK, p38MAPK могут 
частично снижать секрецию TNFα, индуци-
рованную норадреналином [13]. 

Известно, что в активации секреции 
TNFα моноцитами человека при действии 
LPS ключевую роль играет путь PI3K→Akt 
(RAC-alpha serine/threonine-protein kinase, 
Protein kinase B alpha), который может инак-
тивировать сигнальные пути с участием 
p38MAPK, JNK и ERK [5]. В наших экспе-
риментах основное различие в сигнальных 
путях пропранолола и фентоламина при-
ходится на ERK. Для фентоламина ингиби-
торы LY и Wortmannin значительно слабее 
ингибируют пробы (рис. 3, LY294002, д, е; 
рис. 3, W, д, е) по сравнению с аналогичными 
пробами при действии SB (рис. 3, SB, д, е). Это 
может говорить о некоторой отрицательной 
регуляции для фентоламина по этим сиг-
нальным путям. 
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Рис. 3. Влияние пропранолола, фентоламина и LPS на апоптоз нейтрофилов.  
К – контроль, L – 100 нг/мл LPS, Pr – 200 мкМ пропранолола,  

Pr-L – последовательное добавление к клеткам пропранолола и LPS, Ph – 200 мкМ фентоламин, 
Ph-L последовательное добавление к клеткам фентоламина и LPS. n=12, p<0,005

Кроме того, LY294002 ингибирует 
только PI3K, а Wortmannin  – PI3K и Akt. 
В экспериментах на фибробластах живот-
ных было показано, что фентоламин эффек-
тивно снижает секрецию цитокинов: IL-1β, 
IL-6 и IL-8 [14], индуцированную LPS.

Одним из механизмов активации апоп-
тоза нейтрофилов являются АФК. Наши 
эксперименты показали, что пропранолол 
увеличивает продукцию АФК нейтрофила-
ми, что, возможно, является одной из при-
чин увеличения апоптоза этих клеток в на-
ших экспериментах. Также пропранолол, 
увеличивая апоптотическую гибель ней-
трофилов в присутствии LPS, будет способ-
ствовать снижению времени циркуляции 
этих клеток при воспалительных патологи-
ях. Фентоламин оказывает на апоптоз менее 
выраженное действие, чем пропранолол, 
однако он эффективно снижает продукцию 
АФК этими клетками в присутствии LPS. 
Вероятно, фентоламин активирует апоптоз 
путем снижения мембранного потенциала 
митохондрий с последующей активацией 
каспаз, как это было показано в некоторых 
типах клеток [15]. 

Заключение
Полученные результаты показали, 

что пропранолол увеличивает уровень 
АФК в диапазоне концентраций от 50 мкМ 
до 400 мкМ. В присутствии ингибиторов 
p38MAPK и PI3K происходит значитель-
ное снижение пропранолол-индуциро-
ванной продукции АФК нейтрофилами, 
что указывает на участие этих ферментов 
в активации клеток под действием пропра-
нолола. В отличие от пропранолола, фен-

толамин значительно снижает продукцию 
АФК клетками в диапазоне концентраций 
от 20 мкМ до 400 мкМ. В механизме дей-
ствия пропранолола большое значение име-
ют p38MAPK и PI3K. В механизме действия 
фентоламина значимая роль принадлежит 
p38MAPK, ERK, при этом действие PI3K 
менее выражено.

Работа выполнялась в рамках госзада-
ния по теме 0576-2020-0005, одобрена ЛЭК 
БПНЦ РАН, протокол № 14 от 04.09.2018 г.
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