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ИССЛЕДОВАНИЕ КОЛИЧЕСТВА ИНТЕРЛЕЙКИНА-6 МЕТОДАМИ SDS-ПААГ 
ЭЛЕКТРОФОРЕЗА И ИММУНОФЕРМЕНТНОГО АНАЛИЗА В СМЕШАННОЙ СЛЮНЕ 
ПОСЛЕ ОПОЛАСКИВАНИЯ ПОЛОСТИ РТА РАСТВОРОМ ОЛИГОНУКЛЕОТИДА, 
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Были изучены селективные свойства раствора олигонуклеотида, специфического к ИЛ-6 на концентрацию ИЛ-6 в сме-
шанной слюне пациентов с воспалительными процессами в ротовой полости методами SDS-ПААГ электрофореза и им-
муноферментного анализа. Применение данных методов показало, что в смешанной слюне пациентов после полоскания 
раствором олигонуклеотида, специфического к ИЛ-6, снижается количество ИЛ-6. Наибольшую чувствительность для 
определения концентрации ИЛ-6 в слюне показал метод ELISA Kit и 20% SDS-ПААГ при окрашивании серебром, что не-
обходимо учитывать в клинической лабораторной практике.
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The selective properties of a solution of oligonucleotide specific to IL-6 on the concentration of IL-6 in mixed saliva of patients 
with oral inflammatory processes were studied using SDS-PAGE by electrophoresis and enzyme immunoassay. The application of 
these methods showed that in the mixed saliva of patients after rinsing with a solution of an oligonucleotide specific for IL-6, the 
amount of IL-6 decreases. The ELISA Kit and 20% SDS-PAGE showed the highest sensitivity to determine the concentration of 
IL-6 in saliva, which should be considered in clinical laboratory practice.
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Введение. В стоматологической практике существу-
ет множество форм заболеваний тканей ротовой поло-
сти, сопровождающихся воспалительными процесса-
ми. Воспалительным изменениям сопутствует реакция 
иммунокомпетентных клеток, которые секретируют 
множество цитокинов и других белков, участвующих 
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в этом процессе. При воспалении идет последователь-
ная секреция фактора некроза опухоли-α (ФНО-α), ин-
терлейкина (ИЛ)-1 и -6. Под действием этих цитокинов 
активируется продукция печенью белков острой фазы 
воспаления и стимулируется гипоталамо-гипофизарно-
надпочечниковая система, что способствует регуляции 
воспалительного процесса [1-5].

Интерлейкин-6 является плейотропным цитокином 
с молекулярной массой 19–24 кДа, вырабатывается не 
только клетками иммунной системы, но и вспомога-
тельными клетками, обладающими иммунной функци-
ей (моноцитами, макрофагами, лимфоцитами, эндоте-
лиоцитами, астроцитами и клетками микроглии). Своё 
действие ИЛ-6 реализует через систему JaK-STaT, со-
стоящую из янус-киназы (JaK), а также из сигнального 
белка-трансдуктора и активатора транскрипции (STaT) 
[6]. Спектр биологического действия ИЛ-6 достаточно 
широк и реализуется в основном в обеспечении диффе-
ренцировки клеток-мишеней на поздних стадиях разви-
тия, а также он участвует в дифференцировке цитоток-
сических Т-лимфоцитов [7]. 

Терапевтические ингибиторы ИЛ-6 или его рецеп-
тора уже используются для лечения некоторых ауто-
иммунных заболеваний, однако имеется опасность, что 
системная блокировка может подавить защитные функ-
ции этого цитокина. Предполагается, что в будущем на 
смену системной терапии придут более специфические 
подходы, учитывающие особенности молекулярных 
сигнальных механизмов в клетках-мишенях и различия 
в функции ИЛ-6 в зависимости от типов клеток, его про-
дуцирующих [8]. 

Сегодня одновременно ведется множество исследо-
ваний, рассматривающих различные способы примене-
ния наночастиц, содержащих селективные ингибиторы, 
что является подходящим решением для лечения многих 
заболеваний. Использование наночастиц, содержащих 
активные вещества, может значительно повлиять на 
профилактику и успешное лечение воспалительных за-
болеваний челюстно-лицевой области в целом. На осно-
вании вышеизложенного, разработка методов ингибиро-
вания ИЛ-6 с помощью специфического к нему олиго-
нуклеотида, является актуальным и перспективным для 
решения задач профилактики и возможной коррекции 
воспалительных процессов в ротовой полости. 

Цель исследования: разработать и обосновать мето-
дику применения раствора олигонуклеотида, специфи-
ческого к ИЛ-6, у пациентов с воспалительными изме-
нениями в тканях ротовой полости.

Материал и методы. В исследовании участвовали 
30 пациентов с психотическими расстройствами (сред-
ний возраст 55,2±1,44 лет), находящихся на лечении в 
психиатрическом стационаре ГБУЗ МО ЦКПБ. В план 
клинического обследования были включены опрос, 
сбор анамнеза, осмотр полости рта. У данных пациен-
тов в силу их психического состояния невозможно ис-
пользование инструментальных методов обследования 
и лечения тканей полости рта. Поэтому было проведено 
неинвазивное исследование смешанной слюны, в кото-
рой определяли количество маркера воспаления, в част-
ности ИЛ-6.

Для получения молекул фрагментов нуклеиновых 
кислот, специфических к ИЛ-6 был применен метод 
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential 
еnrichment) с использованием комбинаторной библиоте-
ки нуклеиновых кислот. В основе метода лежит отбор 

молекул нуклеиновых кислот, которые обладают каким-
либо сродством к белковой мишени. Описание методики 
селектирования фрагментов ДНК к ИЛ-6 приводится в 
статье [9]. 

Раствор олигонуклеотида, специфического к ИЛ-6, 
получали растворением 0,12 мг лиофилизата в 1000 мл 
воды, что соответствовало 0,12*10-3%. Полоскание рас-
твором объемом 2 мл проводилось однократно в течение 
10 мин, через 10 мин после процедуры осуществлялся 
сбор смешанной слюны. Образцы слюны получали пу-
тём сплевывания без стимуляции в стерильную пласти-
ковую градуированную пробирку в течение 5 мин до и 
после полоскания полости рта раствором олигонуклео-
тида, специфического к ИЛ - 6. Для сравнения были 
изучены образцы смешанной слюны у 13 здоровых во-
лонтеров (средний возраст 42,7±1,33 лет), без воспали-
тельных изменений в ротовой полости. 

Для подготовки образцов слюны к исследованию бы-
ло проведено их центрифугирование при 15000 об/мин 
в течение 10 мин с получением надосадочной жидкости 
объемом от 0,1 до 0,5 мл.

При определении белков в смешанной слюне был 
применён метод SDS-ПААГ электрофореза. Аликвоты 
всех рабочих образцов были охарактеризованы электро-
форезом в 8% и 20% ПААГ в присутствии SDS (доде-
цилсульфата натрия). Вертикальный белковый электро-
форез по Лэммли [Laemmli VK, 1970, Nature, 227, 680-
685] в денатурирующих условиях проводили в камере 
mini-PROTEaN Tetra cell (BioRad) по протоколу [Edited 
by Bollag D.m., Rozycki m.D., Edelstein, S.J. (1996) Prot. 
Methods (second edition), pp.107-155]. Разделяющий бу-
фер (12 мл) – 14,6 % акриламида, 0,4 % N, N-метилен-
бисакриламида; концентрирующий (4 мл) – 3,8 % акри-
ламида, 0,2 % N, N’-метилен-бисакриламида. Для поли-
меризации к концентрирующему буферу добавляли 50 и 
5, к разделяющему – 80 и 10 мкл 10 % персульфата ам-
мония и TEmED’а, соответственно. В качестве контроля 
использовали белковые маркеры и стандартные белки: 
лизоцим (13кДа), химотрипсиноген А (24кДа). Электро-
форез проводили при 15-30 мА. После электрофореза 
гель окрашивали кумасси по протоколу.

Для вертикального электрофореза в 8% ПААГ смешива-
ли 7,73 г акриламида с 0,27 г N, N-метилен-бисакриламида 
в присутствии трис-боратного буфера (растворяли 118 
г триса, 55 г борной кислоты в 1 л воды). Для полимери-
зации добавляли 300 мкл раствора 10% персульфата ам-
мония и 20 мкл ТЕМЕД. Префорез проводили 45 минут 
при 15 мА при 4ºС. Образцы наносили в растворе 15% 
глицерина. Электрофорез осуществляли 1,5 часа при 15 
мА при 4ºС. Гель фиксировали 10% раствором уксусной 
кислотой с добавлением 20% этанола (в течение ночи), а 
далее использовали окрашивание серебром с применени-
ем трех растворов: 1) тиосульфат натрия (0,3 г/л); 2) нитрат 
серебра (1г/л) и 37% водный р-р формальдегида (1мл/л); 
3) карбонат натрия (40 г/л); тиосульфат натрия (0,003 г/л); 
37% водный р-р формальдегида (1мл/л). Все полученные 
значения оценивали по свидетелю.

Определение активного ИЛ-6 в образцах смешанной 
слюны пациентов проводилось методом ИФА с исполь-
зованием набора ELISa Human IL-6 ELISa Kit (Invit-
rogen) и ИЛ-6 (ЗАО Вектор-Бест, Россия). Полученные 
результаты были обработаны методами вариационной 
статистики с использованием непараметрического кри-
терия Манна-Уитни. Достоверными считались значения 
при р<0,05.
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Результаты и обсуждение. На электрофореграм-
ме (рис.1, см.обложку) были четко отмечены различия 
между рабочими образцами (n=6), полученными у па-
циентов до и после полоскания раствором олигонуклео-
тида, специфического к ИЛ-6. Это позволило сделать 
первичный вывод, что полоскание раствором вносит из-
менение в белковый состав слюны. Все контрольные об-
разцы волонтеров имели близкий белковый состав, мало 
отличающийся между собой.

Так как SDS-ПААГ электрофорез имеет порог чув-
ствительности при определении белков - 0,5 мкг/в пробе 
было принято решение провести характеристику рабо-
чих образцов (n=8) в ПААГ в неденатурирующих усло-
виях с использованием для окрашивания белковых по-
лос ионами серебра (рис.2 , 3, см.обложку). 

Во всех образцах присутствует ИЛ-6 в разных ко-
личествах. Было проведено сравнение с рекомбинант-
ным образцом ИЛ-6, который получают в лабораторных 
условиях. На рис. 2 и 3 показано, что образцы «до» и 
«после полоскания» раствором олигонуклеотида, специ-
фического к ИЛ-6 резко отличаются количеством белка: 
наблюдается снижение белковой составляющей в образ-
це «после полоскания».

Таким образом, визуальное сравнение электрофоре-
грамм подтверждает, что полоскание раствором, олиго-
нуклеотида, специфического к ИЛ-6 снижает содержа-
ние белка в смешанной слюне у пациентов и не влияет 
на его количество в смешанной слюне здоровых волон-
теров.

Было проведено изучение количества ИЛ-6 в сме-
шанной слюне пациентов (n=24) до и после полоскания 
раствором олигонуклеотида, специфического к ИЛ-6. 
В первом случае был применён метод ИФА с исполь-
зованием реактива, содержащего антитела к ИЛ-6 (ЗАО 
Вектор-Бест, Россия) с чувствительностью <2,0 пг/мл. 

Полученные результаты выявили достоверные значе-
ния (р<0,001) в изменении концентрации ИЛ-6 в слюне 
пациентов до и после полоскания (рис. 4). После по-

лоскания раствором из 16 пациентов у 5 человек в сме-
шанной слюне не определялся ИЛ-6, чем и объясняется 
большая ошибка полученных значений. В слюне здоро-
вых волонтеров этим методом не определялась концен-
трация ИЛ-6. 

В связи с этим, была предпринята попытка использо-
вать другой метод определения ИЛ-6. Диагностическая 
панель ELISa Human IL-6 определяет количество ИЛ-6 
в образце с чувствительностью <1,0 пг/мл. Данным ме-
тодом определяется как естественный, так и специфи-
ческий ИЛ-6. Результаты исследования представлены на 
рисунке 5.

Анализ индивидуальных образцов (n=9) смешан-
ной слюны как пациентов, так и здоровых волонтеров с 
применением метода ELISa показал присутствие ИЛ-6. 
После полоскания полости рта раствором олигонуклео-
тида, специфического к ИЛ-6, наблюдалось снижение 
уровня ИЛ-6 в слюне.

Заключение. Нами получены данные о содержании 
ИЛ-6 в образцах смешанной слюны пациентов с вос-
палительными процессами в тканях полости рта до и 
после полоскания полости рта раствором олигонуклео-
тида, специфического к ИЛ-6. Использовались разные 
методы в исследовании уровня ИЛ-6 в образцах сме-
шанной слюны. Несмотря на то, что оба метода позво-
лили выявить тенденцию к снижению количества ИЛ-6 
в образцах смешанной слюны после полоскания поло-
сти рта раствором олигонуклеотида, специфического к 
ИЛ-6. Однако, более чувствительным для определения 
концентрации ИЛ-6 в слюне оказался метод ELISa Kit. 
Метод электрофореза в 20% ПААГ в неденатурирую-
щих условиях с использованием ионов серебра повыша-
ет чувствительность метода, характеризуется простотой 
исследования и может быть использован в клинической 
лабораторной практике. Предлагаемая нами методика 
ополаскивания полости рта раствором олигонуклеоти-
да, специфического к ИЛ-6, может влиять на регуляцию 
действия ИЛ-6 в ротовой полости.

Рис.4. График изменения количества ИЛ-6 (пг/мл) в смешан-
ной слюне пациентов (n=16) до и после полоскания раство-
ром олигонуклеотида, специфического к ИЛ-6, определяемо-
го методом ИФА чувствительностью <2,0 пг/мл. 
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Рис. 5. График изменения количества ИЛ-6 (пг/мл) в инди-
видуальных образцах смешанной слюны пациентов (n=8) до 
и после полоскания раствором олигонуклеотида, специфиче-
ского к ИЛ-6. Примечание: 1-8 – пациенты с воспалительны-
ми изменениями в ротовой полости; К – контроль (здоровые 
волонтеры); «а» – до полоскания, «б» – после полоскания.
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Рис.1. Электрофореграмма образцов смешанной слюны в 20% ПААГ: 1 – маркер лизоцим м.в. 14 kDa, 2, 3 – химотрипсин (мар-
кер) м.в. 24 kDa, 4 – ИЛ-6 рекомбинантный м.в. 22 kDa, 5-10 рабочие образцы слюны: 5,7,9 – «до полоскания»; 6, 8, 10 - «после 
полоскания». Объем нанесения 20 мкл. 

Рис.2. Электрофореграммы образцов смешанной 
слюны в 20% ПААГ в неденатурирующих услови-
ях, окраска серебром. 1 - пустая дорожка; 2 -  ИЛ-6 
рекомбинантный, 5 мкл; 3 – ИЛ-6 коммерческий, 
1мкл; 4-9 рабочие образцы слюны: 4 – волонтер 
«до полоскания»; 5 – волонтер «после полоска-
ния»; 6, 8 – пациенты «до полоскания»; 7, 9 – па-
циенты «после полоскания»; 10 – ИЛ - 6 коммер-
ческий, 1мкл.

Рис. 3. Электрофореграмма образца смешанной слюны в 8% ПА-
АГ в неденатурирующих условиях, окраска серебром: 1 - пустая 
дорожка; 2 – ИЛ-6 рекомбинантный 2 мкл; 3 – ИЛ-6 рекомбинант-
ный 6 мкл; 4-7 - рабочие образцы слюны: 4 –»до полоскания», 10 
мкл; 5 - «после полоскания», 10 мкл; 6 - «до полоскания», 20 мкл; 
7 - «после полоскания», 20 мкл; 8 – ИЛ-6 рекомбинантный 1 мкл.

ПАМЯТИ ПРОФЕССОРА  
ВЛАДИМИРА НИКОЛАЕВИЧА ТИТОВА

24 мая 2019 г. после непродолжительной болезни на 79-м году ушёл из жизни Главный редак-
тор журнала «Клиническая лабораторная диагностика», руководитель лаборатории клинической 
биохимии и лаборатории обмена липопротеинов Института кардиологии им А. Л. Мясникова Фе-
дерального государственного бюджетного учреждения «Российский кардиологический научно-
производственный комплекс» Министерства здравоохранения России, доктор медицинских наук, 
профессор Титов Владимир Николаевич.

Владимир Николаевич родился в предвоенном 1940 году, рано осиротел: его отец, погиб защи-
щая Сталинград, мать умерла. Окончил Калининский государственный медицинский институт в 
1964 г. по специальности лечебное дело. После окончания аспирантуры, в 1969 г. защитил канди-
датскую диссертацию на тему «Лечение и профилактика тиреотоксических кризов глюкокортикои-
дами» по специальности — «эндокринология», а в 1982 г. докторскую диссертацию на тему: «Осо-
бенности метаболизма липидов и липопротеинов при действии глюкокортикоидов и эстрогенов. 
Клинико-экспериментальное исследование» по специальности — «биохимия и кардиология».

Владимир Николаевич руководил лабораторией клинической биохимии с 1977 года, вёл актив-
ную научную и преподавательскую работу, воспитал плеяду научных кадров, сформировал теорию 
атеросклероза, альтернативную холестериновой и создал биологическую классификацию форм ар-
териальной гипертонии. Он был внимательным, заботливым руководителем, человеком энцикло-
педических знаний.

Область научных интересов Владимира Николаевича охватывала выяснение патогенеза наи-
более распространённых заболеваний человека, метаболических пандемий: атеросклероза, арте-
риальной гипертонии, сахарного диабета, ожирения, синдрома резистентности к инсулину, мета-
болического cиндрома, а также совершенствование патогенетически обоснованных методов диаг- 
ностики в клинической биохимии.

Профессор Титов В. Н. сформулировал новую теорию транспорта в крови жирных кислот, осно-
ванную не на липидологии, а на основе химии белка, что позволило разработать теорию патогенеза 
атеросклероза, основу которого составляет внутриклеточных дефицит полиеновых жирных кис-
лот. Результаты его научных исследований изложены в более чем 460 статьях и 11 монографиях, 9 
изобретениях, защищённых патентами РФ.

Профессор Титов В. Н. являлся действительным членом Международного союза теоретической 
и прикладной химии по отделению клинической химии, Международного союза клинической хи-
мии, экспертом Всемирной организации здравоохранения по клинической химии, профессором 
МГУ им. М. В. Ломоносова по факультету фундаментальной медицины.

Редакция журнала глубоко скорбит о потере прекрасного человека и главного редактора 
и искренне соболезнует родным и близким Владимира Николаевича.


