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В развитии алкогольного поражения печени 
(АПП) патогенетическую роль играют этанол, 
ацетальдегид, липополисахариды микробного 
происхождения (LPS), запускающие каскад 
реакций, опосредованных активацией клеток 
Купфера в печени, продукцией цитокинов, 
хемокинов, являющихся модуляторами экс-
прессии белков острой фазы и комплемента 
[1–3]. Об участии в патогенезе АПП системы 
комплемента, вовлеченной в регуляцию гумо-
рального ответа, воспаления, опсонизации 
патогенов, элиминации иммунных комплек-
сов, свидетельствует ее активация при алко-
гольной интоксикации [4]. Генерализованной 
активации системы комплемента, вызывающей 
повреждения клеток и тканей собственного 
организма, препятствует действие плазменных  
и мембранных регуляторных факторов, синте-
зируемых большинством клеток, включая гепа-
тоциты [5–8]. К семейству мембранных регуля-
торных белков комплемента относятся фактор, 
ускоряющий диссоциацию С3-конвертазы (DAF,  
CD55), мембранный кофакторный белок (МСР, 
CD46), протектин (CD59). CD55 и CD46 функ-
ционируют на начальных, а протектин — на 
конечных этапах активации комплемента. 

Однако, несмотря на ключевую роль мембран-
ных регуляторных белков комплемента, их экс-
прессия в гепатоцитах и регуляция при раз-
личных патологических состояниях, включая 
АПП, практически не изучены.

В настоящей работе исследовано влияние 
патогенетических факторов, участвующих в раз- 
витии АПП (этанол, ацетальдегид и LPS) на 
экспрессию мембранных регуляторных бел-
ков комплемента в клетках гепатомы человека 
HepG2 (модельная система для изучения функ-
ции гепатоцитов in vitro).

Материал и методы исследования
В исследовании использовали культуру кле-

ток гепатомы человека HepG2, полученную из 
коллекции клеточных культур АТТС (США). 
Клетки культивировали в монослое в пласти-
ковых 24-луночных планшетах в увлажненной 
атмосфере 5% СО2 и 95% воздуха при 37 °С  
в среде RPMI, содержащей глюкозу, L-глутамин, 
10% телячью сыворотку, пенициллин (100 ЕД/
мл) и стрептомицин (100 мг/мл). Клетки инку-
бировали в течение 48 часов в культуральной 
среде, содержавшей этанол в конечных кон-
центрациях 50 и 200 мМ либо ацетальдегид 
(100 мкМ) в присутствии или в отсутствие 
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LPS (Escherichia coli, Serotype 0111:В4 (Sigma, 
США)) в конечной концентрации 100 нг/мл). 
Окисление ацетальдегида блокировали циана-
мидом (0,2 мМ) — ингибитором альдегиддеги-
дрогеназы. Концентрацию этанола и ацеталь-
дегида в культуральной среде, а также скорость 
их окисления клетками в процессе инкубации 
определяли методом газовой хроматографии на 
хроматографе Perkin Elmer Sigma 2000 (США).

Жизнеспособность инкубированных клеток, 
оцениваемая по включению в цитозоль трипа-
нового синего, была выше 95% при всех экс-
периментальных воздействиях. Кроме того, для 
контроля цитотоксичности этанола, ацетальде-
гида и LPS в процессе инкубации в культураль-
ной среде определяли активность лактатдеги-
дрогеназы спектрофотометрическим методом 
при λ-340 нм на микропланшетном анализаторе 
Multiskan RS (Labsystems, Финляндия) в среде 
определения, содержавшей 9,76 мМ пирувата, 
0,2 мМ NADH и 81,3 мМ TRIS/203,3 мМ NaCl. 
Активность фермента в среде инкубации при 
всех экспериментальных воздействиях состав-
ляла менее 8% от максимальной активности, 
регистрируемой при полном лизисе (Triton 
Х-100) всех культивированных клеток, что сви-
детельствует об оптимальных условиях инку-
бации и отсутствии выраженного цитотокси-
ческого эффекта этанола, ацетальдегида и LPS  
в использованных концентрациях.

Базальную экспрессию изучаемых белков 
исследовали методом иммунофлюоресцентной 
микроскопии. Перенесенные на покровные 
стекла клетки фиксировали в течение 5 мин  
в ацетоне при –20 °С, промывали 0,5% раствором 
бычьего сывороточного альбумина в фосфатном 
буфере (BSA/PBS) и инкубировали при +22 °С 
в течение 20 мин с первичными моноклональ-
ными антителами (Bric 229 mAb (CD59); Jn 46 
mAb (CD46) и Bric 230 mAb (CD55)) в конечной 
концентрации 5 мкг/мл). После трехкратной 
отмывки раствором PBS клетки инкубировали 
с вторичными FITC-конъюгированными анти-
телами, меченными зеленым флюоресцеином 
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes Inc., США). 
В контрольных экспериментах для исключения 
неспецифичного связывания клетки инкубиро-
вали в культуральной среде, не содержавшей 
первичных антител. Иммунофлюоресцентный 
анализ проводили на флюоресцентном микро-
скопе Olympus ВХ-50 (Япония), оснащенном 
цифровой камерой Hamamatsu Orca Him CCD-
camera (Hamamatsu Photonics KK, Япония)  
и программным обеспечением для обработки 
изображений (Openlab software, Improvision 
Corporation, США).

Влияние этанола, ацетальдегида и LPS на 
экспрессию мембранных регуляторных белков 
комплемента исследовали методом проточной 
цитометрии. Ресуспендированные в 0,5% BSA/
PBS клетки (1 × 106 клеток/мл) инкубировали 
в течение 15 минут с первичными антителами. 
После отмывки клетки инкубировали в течение 
15 мин с вторичными FITC-конъюгированными 
антителами, меченными Alexa Fluor 488, отмы-
вали в 0,5% BSA/PBS и анализировали на про-
точном цитометре Becton Dickison FACScan 440 
(San Jose, CA, USA), оснащенным аргоновым 
лазером (λ-488 нм). Для обработки результатов 
цитометрии использовали пакет программ Lysis 
II (Becton Dickinson, США).

Для статистической обработки результа-
тов исследований использовали программу 
GraphPad Prism 2.0 (GraphPad Software, San 
Diego, CA, США). Вычисляли среднее арифме-
тическое значение (М), ошибку среднего ариф-
метического значения (m), различия между 
средними значениями показателей оценивали 
с помощью t-критерия Стьюдента и считали 
значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В гепатоцитах синтезируется большинство 

белков системы комплемента, включая регуля-
торные, биосинтез которых существенно повы-
шается в период реакций острой фазы в резуль-
тате действия провоспалительных цитокинов 
TNF-α, IL-1β и IL-6 [9]. В настоящем иссле-
довании изучено влияние этанола, ацетальде-
гида и LPS на экспрессию мембранных регу-
ляторных белков комплемента (CD46, CD55 
и CD59) в клетках гепатомы человека HepG2, 
наиболее полно отражающих функциональный 
фенотип гепатоцитов и экспрессирующих ряд 
генов, включая гены белков системы компле-
мента [10]. CD46 является гликопротеином  
с трансмембранным доменом, экспрессирован 
на клетках различных тканей и действует как 
кофактор для фактора I, обеспечивая инакти-
вацию C3b и C4b [11]. CD55 — гликопротеин, 
фиксирован в клеточной мембране гликозил-
фосфатидил-инозитольным остатком, пред-
ставлен на большинстве клеток, включая эри-
троциты, ускоряет диссоциацию С3-конвертаз, 
вытесняя фрагменты С2а и Bb [12]. CD59 — 
мембранный гликопротеин, экспрессирован  
на клетках крови, эндотелия, эпителия, блоки-
рует образование лизирующего мембрану ком-
плекса, препятствуя внедрению С9 в липидный 
бислой мембраны [13].

Иммунофлюоресцентный анализ клеток 
HepG2 выявил высокий уровень базальной 
экспрессии мембранных регуляторных белков 
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комплемента CD46, CD55 и CD59. Средняя 
интенсивность флюоресценции была наивыс-
шей для CD59 (948 ЕД) и значительно ниже  
у CD46 (305 ЕД) и CD55 (23 ЕД), с максималь-
ной интенсивностью флюоресценции в местах 
межклеточных контактов. Аналогичная зако-
номерность в уровне экспрессии изученных 
белков была подтверждена методом проточной 
цитометрии (данные не приведены).

Следует отметить, что в клетках HepG2, 
фенотипически схожих с гепатоцитами, синте-
зируются многие белки плазмы крови, однако 
экспрессия и активность алкогольдегидроге-
назы и, соответственно, скорость окисления 
этанола в них очень низка. Нами выявлен 
дозозависимый эффект этанола на экспрессию 
мембранных регуляторных белков комплемента 
CD59, CD46 и CD55 (таблица), а также обна-

ружено отсутствие аддитивности эффекта при 
совместной инкубации LPS с этанолом, при-
чем в отсутствие этанола LPS также не влиял 
на экспрессию исследованных белков.

В отличие от алкогольдегидрогеназы, в клет-
ках HepG2 экспрессирована альдегиддегидро-
геназа, окисляющая ацетальдегид до ацетата  
и CO2, что объясняет обнаруженные в предва-
рительных экспериментах низкие концентра-
ции ацетальдегида в среде инкубации (менее 
10% от первоначальных). Для блокирования 
окисления ацетальдегида и снижения его кон-
центрации в культуральной среде во время 
инкубации в настоящем исследовании альде-
гиддегидрогеназу ингибировали цианамидом. 
Повышение экспрессии CD55 и CD59 при 
инкубации клеток HepG2 с ацетальдегидом 
в присутствии цианамида свидетельствует об 

Таблица
Результаты исследования влияния LPS, этанола и ацетальдегида на экспрессию мембранных регуляторных 

белков комплемента CD46, CD55 и CD59 в клетках гепатомы человека HepG2

CD 46 
(n = 6)

CD55 
(n = 6)

CD59 
(n = 6)

LPS

Контроль 100 ± 7 100 ± 6 100 ± 3

LPS, 100 нг/мл 98 ± 7 102 ± 4 97 ± 8

Этанол

Контроль 100 ± 7 100 ± 8 100 ± 3

Этанол, 50 мМ 110 ± 5 115 ± 4 90 ± 10

Этанол, 50 мМ + LPS, 100 нг/мл 115 ± 4 108 ± 5 98 ± 5

Этанол, 200 мМ 130 ± 9 *# 145 ±7 *# 121 ± 6 *#

Этанол, 200 мМ + LPS, 100 нг/мл 140 ± 7 * 140 ± 6 * 130 ± 11 *

Ацетальдегид

Контроль 100 ± 4 100 ± 4 100 ± 6

Ацетальдегид, 100 мкМ 112 ± 6 104 ± 4 89 ± 2

Цианамид, 0,2 мМ 102 ± 3 101 ± 5 108 ± 7

Ацетальдегид, 100 мкМ + цианамид, 0,2 мМ 98 ± 4 134 ± 7 *& 137 ± 5 *&

Примечание: результаты представлены в виде % от средних контрольных значений, М ± т; n — количество 
экспериментов; * — р<0,05 по отношению к группе соответствующего контроля, # — р<0,05 по отношению  
к группе «Этанол, 50 мМ»; & — Р < 0,05 по отношению к группе «Ацетальдегид, 100 мкМ».
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ацетальдегид-опосредованной индукции мем-
бранных регуляторных белков комплемента 
при алкогольной интоксикации (таблица).

Известно, что биосинтез белков системы 
комплемента индуцируется цитокинами, бел-
ками острой фазы, липополисахаридами. Обна-
руженное в настоящем эксперименте отсут-
ствие эффекта LPS в отношении экспрессии 
мембранных регуляторных белков комплемента 
клетками HepG2 может быть обусловлено крат-
ковременностью действия LPS или биохимиче-
скими особенностями данной линии клеток. 
К примеру, в клетках эндометрия и эндотелия 
человека LPS увеличивал экспрессию факторов 
регуляции комплемента и провоспалительных 
цитокинов с максимальным эффектом в корот-
кие сроки опыта (6 часов) и возвращением  
к базальным значениям уже через 24 часа [14].

Установлено, что цитокины TNF-α, IL-1β  
и IL-4 не влияют на экспрессию CD46, а LPS, 
IL-1β и IL-4 повышают экспрессию CD55  
в клетках сосудистого эндотелия, тогда как 
TNF-α индуцирует, а IL-1β снижает экспрес-
сию CD59 [15]. В то же время при совмест-
ной инкубации TNF-α, IL-1β и IL-6 в течение  
3 дней отмечалось увеличение экспрессии 
мРНК CD55 и CD59 и снижение экспрессии 
мРНК CD46 в клетках HepG2 [16].

Механизмы регуляции экспрессии мембран-
ных белков комплемента до настоящего вре-
мени остаются недостаточно изученными. Ряд 
данных свидетельствует о вовлечении протеин-
киназного пути, что подтверждается индукцией 
регуляторных белков комплемента активато-
рами протеинкиназы С (форбол-12-миристат-
13-ацетат) и протеинкиназы А (дибутирил-С-
аденозин монофосфат) [17].

Таким образом, в клетках гепатомы чело-
века HepG2 экспрессированы мембранные 
регуляторные белки комплемента. Повыше-
ние их экспрессии под действием факторов, 
играющих патогенетическую роль в развитии 
АПП (этанол, ацетальдегид), по-видимому, 
играет протективную роль при комплемент-
опосредованном поражении печени, развиваю-
щемся на фоне алкогольной интоксикации.

Работа выполнена при поддержке гранта 
Академии наук Финляндии.
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THE EFFECT OF ETHANOL, ACETALDEHYDE AND LPS ON MEMBRANE COMPLEMENT REGULATORY 
PROTEINS EXPRESSION IN HUMAN HEPАТОМА HEPG2 CELLS

Anna Vladimirovna BELKOVETS1,2, Igor Leonidovich BYKOV1, Sami JUNNIKKALA1, Svetlana Arsentyevna 
KURILOVICH2, Seppo MERI1

1Haartman Institute, University of Helsinki, 
 PO BOX 21, Helsinki, Finland 

2SRI of Internal Medicine SB RAMS 
 175/1, Boris Bogatkov st., Novosibirsk, 630089

The complement system activation plays an important role in pathogenesis of the alcohol liver disease (ALD). The 
aim of this study was to evaluate the effects of ethanol, acetaldehyde and lipopolysaccharide (LPS) on the expression 
of the membrane complement regulatory proteins by human hepatoma cell line HepG2, that retain many hepatocytes 
functions. Treated cells were processed for immunofluorescence microscopy and flow cytometry analysis (FACS). 
HepG2 cells strongly expressed the complement membrane attack inhibitor CD59, and to a lesser extent CD46 and 
CD55. Ethanol exposure resulted in dose dependent (50, 200 mM; 48 hrs) increase of the expression of all complement 
regulators tested. The LPS (100 ng/ml; 48 hrs) did not change significantly the expression of CD59 and CD55 nor of 
CD46. There was no synergistic effect of ethanol and LPS on CD55, CD59 and CD46. Acetaldehyde (100 uM; 48 hrs) 
had no effect on CD46 expression but increased CD55 and CD59. Thus, our data demonstrate that factors, involved in 
the developing of ALD can modulate the expression of complement regulatory proteins on HepG2 cells. This might be 
relevant in the protection of hepatocytes from complement activation in chronic alcohol consumption.

Key words: complement, regulatory proteins, ethanol, acetaldehyde, lipopolysaccharide.
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