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Резюме 
Цель исследования — изучить противовоспалительное действие хлорида лития путем воздей-

ствия на нейтрофилы человека сыворотки пациентов с септическим шоком in vitro.  
Материал и методы. Исследование проводили на выделенных из крови 6 здоровых доноров ней-

трофилах, которые активировали с помощью сыворотки пациентов с септическим шоком, после чего 
оценивали их активность с помощью флуоресцентных антител к маркерам дегрануляции CD11b и 
CD66b. Уровень апоптоза и некроза нейтрофилов человека оценивали через 22 часа после выделе-
ния; количественная оценка была проведена с использованием аннексина V и йодистого пропидия 
на проточном цитофлуориметре. Интактные и активированные нейтрофилы обрабатывали раство-
ром хлорида лития в концентрациях 0,3; 3,0 и 9 ммоль. 

Результаты. Уровень экспрессии CD11b на поверхности интактных нейтрофилов (здоровые до-
норы) составил 3434,50 [3311,0–3799,0] условных единиц флуоресценции (у.е.ф.). Инкубация нейтро-
филов с сывороткой крови пациентов с септическим шоком увеличивала экспрессию CD11b в 2,5 
раза — 8589,0 [7279,0–11258,0] у.е.ф. (р=0,005) в сравнении с интактными лейкоцитами, и увеличивала 
экспрессию CD66b в 2,7 раза до 27 600,0 [22 999,0–28 989,0] у.е.ф. (р=0,005) в сравнении с интактными 
нейтрофилами. Лития хлорид дозозависимо в концентрациях — 0,3 ммоль, 3,0 и 9,0 ммоль снижал 
уровень экспрессии молекул CD11b и CD66b на поверхности активированных нейтрофилов. Септи-
ческая сыворотка уменьшала спонтанный апоптоз нейтрофилов, а раствор лития хлорида в дозе 3 
ммоль и выше индуцировал спонтанный апоптоз нейтрофилов.  

Заключение. Хлорид лития снижает степень активации нейтрофилов, предварительно активи-
рованных сывороткой пациентов с септическим шоком, снижает уровень экспрессии молекул CD11b 
и CD66b на поверхности нейтрофилов, ингибируя процесс их активации (дегрануляции). Лития хло-
рида в концентрации 3 ммоль и выше способен индуцировать спонтанный апоптоз нейтрофилов, ак-
тивированных сыворотками пациентов с септическим шоком.  
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Summary 

The aim of the study: to examine the anti-inflammatory effect of lithium chloride by exposing the human 
neutrophils to serum of patients with septic shock in vitro. 
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Material and methods. The study was carried out on neutrophils extracted from the blood of 6 healthy 
donors, which were activated with serum from patients with septic shock. The neutrophil activity was evaluated 
with fluorescent antibodies to the CD11b and CD66b markers of degranulation. The level of human neutrophil 
apoptosis and necrosis was assessed 22 hours after extraction; quantitative assessment was made using an-
nexin V and propidium iodide with flow cytofluorimetry. Intact and activated neutrophils were treated with 
0.3, 3.0 and 9.0 mmol lithium chloride solution. 

Results. The level of CD11b expression on the surface of intact neutrophils (healthy donors) was 
3434.50 [3311.0–3799.0] arbitrary fluorescence units (AFU). Incubation of neutrophils with serum of patients 
with septic shock increased CD11b expression 2.5 times to 8589.0 [7279.0–11258.0] AFU (P=0.005) vs intact 
leukocytes, and increased CD66b expression 2.7 times up to 27 600.0 [22 999.0–28 989.0] AFU ((P=0.005) vs in-
tact neutrophils. Lithium chloride in concentrations of 0.3, 3.0 and 9.0 mmol in a dose-dependent manner re-
duced the level of expression of CD11b and CD66b molecules on the surface of activated neutrophils. Septic 
serum reduced spontaneous neutrophil apoptosis, and 3.0 mmol and higher lithium chloride solution induced 
spontaneous neutrophil apoptosis.  

Conclusion. Lithium chloride reduces the activation of neutrophils preactivated by serum of patients with 
septic shock, reduces expression of CD11b and CD66b molecules on the neutrophil surface, inhibiting the pro-
cess of their activation (degranulation). Lithium chloride in concentration of 3.0 mmol and higher is able to 
induce spontaneous apoptosis of neutrophils activated by serum of patients with septic shock.  
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Введение 
Синдром системного воспалительного 

ответа (ССВО) возникает при повреждении, 
вызванном как воздействием бактериальных 
или вирусных агентов, так и тяжелой сочетан-
ной травмой, ожогами, оперативными вмеша-
тельствами большого объема  [1]. Выражен-
ность ССВО зависит от продукции 
провоспалительных и противовоспалительных 
цитокинов, активации нейтрофилов и макро-
фагов, с последующим их проникновением 
через гистогематические барьеры и инфильт-
рацией тканей органов-мишеней  [2, 3], что 
является причиной полиорганной недостаточ-
ности, являющейся на сегодняшний день 
основной причиной летальности пациентов в 
реанимационных отделениях. В развитии и 
разрешении воспаления важную роль играют 
нейтрофилы. Иммунный ответ на инфекцию и 
повреждение тканей направлен на удаление 
повреждающего агента, восстановление гоме-
остаза и берет свое начало с выделения ней-
трофилами провоспалительных и противовос-
палительных цитокинов [4]. 

Белковые молекулы CD11b и СD66b 
являются наиболее изученными маркерами 
ССВО, находящимися во внутриклеточных гра-
нулах нейтрофилов. Воспалительные стимулы 
способствуют слиянию гранул с цитоплазмати-
ческой мембраной, в результате чего молекулы 
CD11b и СD66b экспонируются на поверхности 
клеток (рис. 1). Данный процесс получил 
название дегрануляции. Известно, что CD11b 
способен взаимодействовать с рецепторами 
ICAM-1 на эндотелии, что обеспечивает адге-
зию нейтрофилов к эндотелиальному барьеру 
и дальнейшее их продвижение к очагу воспа-

Introduction  
Systemic inflammatory response syndrome 

(SIRS) occurs in response to the damage caused by 
exposure to bacterial and viral agents, as well as se-
vere combined injuries, burns and major surgical 
interventions [1]. Severity of SIRS depends on pro-
duction of proinflammatory and anti-inflamma-
tory cytokines, activation of neutrophils and 
macrophages, their subsequent penetration 
through the blood-tissue barriers and infiltration of 
target organ tissue [2, 3], which can result in multi-
organ failure, being the leading cause of death in 
patients in intensive care units. Neutrophils play an 
important role in the development and resolution 
of inflammation. The immune response to infec-
tion and tissue damage aims to remove the damag-
ing agent, restore homeostasis, and starts with the 
release of pro-inflammatory and anti-inflamma-
tory cytokines by neutrophils [4]. 

The protein molecules CD11b and CD66b lo-
cated in intracellular neutrophil granules are the 
most studied markers of SIRS. Inflammatory stim-
uli promote fusion of granules with cytoplasmic 
membrane and cause exposition of CD11b and 
CD66b molecules on the cell surface (Fig.). This 
process is called degranulation. CD11b is known to 
interact with endothelial ICAM-1 receptors ensur-
ing the adhesion of neutrophils to the endothelial 
barrier and their further advancement to the in-
flammation zone [5]. The CD66b molecule is asso-
ciated with neutrophil aggregation [6]. 

Expression of CD11b and CD66b molecules is 
consistently increased in patients with sepsis of 
various causes, and their level assessment has long 
been used in clinical diagnostics [7, 8]. 

Excessive immune response associates with 
over-activation of neutrophils and other immune 
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ления [5]. Молекула CD66b связана с агрегаци-
ей нейтрофилов [6]. 

В клинической диагностике достаточно 
давно применяется определение экспрессии 
молекул CD11b и СD66b, уровень которых 
достоверно повышается у пациентов при сеп-
сисе различного генеза [7, 8]. 

Избыточный иммунный ответ сопровож-
дается чрезмерной активацией нейтрофилов, 
а также других клеток иммунной системы и 
избыточным синтезом провоспалительных 
цитокинов, приводящих к развитию такого 
опасного явления, как «цитокиновая буря». 
Она нередко сопровождается последующим 
развитием «иммунного паралича», который, в 
свою очередь, является причиной увеличения 
числа осложнений и летальности у пациентов, 
находящихся на лечении в палате интенсивной 
терапии [9]. 

В этой связи важнейшей задачей совре-
менной реаниматологии является поиск пре-
паратов для купирования гиперактивирован-
ного состояния иммунной системы.  

Таблетированный препарат, основой кото-
рого являются соли лития (карбонат лития, 
седалит), ограниченно, но длительное время 
используется (в психиатрии), прежде всего - 
для лечения маниакальных и гипоманиакаль-
ных фаз биполярного аффективного расстрой-
ства. Однако, в последнее время накопилось 
достаточно новых данных о его высокой 
эффективности при критических состояниях, 

cells with excessive production of pro-inflamma-
tory cytokines, leading to potentially lethal «cy-
tokine storm». It is often followed by «immune 
paralysis», which causes an increase in morbidity 
and mortality in patients of intensive care units [9]. 

In this regard, the search for drugs to relieve 
the immune hyperactivation is an important chal-
lenge of contemporary intensive care.  

The tablet preparation based on lithium salts 
(lithium carbonate) has been used for a long time 
(with some limitations) in psychiatric practice pri-
marily to treat manic and hypomaniacal phases of 
bipolar affective disorder. However, recently there 
has been sufficient evidence of its high efficiency in 
ischemia/reperfusion conditions. Lithium ions play 
a major role in neutralizing the effects of oxidative 
distress associated with a wide range of diseases 
(e.g., myocardial infarction, stroke, severe com-
bined trauma). Lithium salts have distinct cytopro-
tective properties due to the ability to phosphory-
late glycogen synthase kinase-3 beta (GSK-3β) 
causing its inactivation and preventing cell death 
as a result of ischemia-reperfusion [10–12]. Recent 
experimental studies have proven the real potential 
of lithium chloride to protect the brain, my-
ocardium, and kidneys from ischemia-
reperfusion  [13–15]. In previous studies lithium 
salts were shown to prevent inflammatory damage 
to cells and tissues in the in vivo models of inflam-
mation-associated diseases  [16–18]. Lithium is 
known to suppress neuroinflammation developing 
after brain injury and prevent the blood-brain bar-

Активация нейтрофилов и экспрессия ими молекул адгезии CD11b (красный треугольник) и СD66b (зеленый тре-
угольник) под действием воспалительного стимула. 
Activation of neutrophils and expression of the CD11b (red triangle) and СD66b (green triangle) adhesion molecules after ex-
posure to a pro-inflammatory stimulus. 
Note. ICAM-1 — Inter-Cellular Adhesion Molecule, expressed on endothelium. 
Примечание. ICAM-1 — англ. Inter-Cellular Adhesion Molecule, молекула клеточной адгезии, которая экспрессируется эн-
дотелием; intact/activated neutrophil — интактный/активированный нейтрофил; pro-inflammatory stimuli — воспалитель-
ные стимулы. 



обусловленных ишемией/реперфузией. Основ-
ную роль ионам лития отводят в нейтрализа-
ции последствий окислительного дистресса, 
сопутствующего большому ряду заболеваний 
(например, инфаркт, инсульт, тяжелая сочетан-
ная травма). Соли лития обладают выражен-
ными цитопротективными свойствами благо-
даря способности фосфорилировать киназу 
3-бета гликогенсинтетазы (GSK-3β), что приво-
дит к ее инактивации, и предотвращает гибель 
клеток в результате ишемии-реперфузии [10–12]. 
Недавние экспериментальные исследования 
доказали реальные возможности лития хлорида 
для защиты мозга, миокарда, почек от ишемии-
реперфузии [13–15]. В предыдущих исследова-
ниях было показано, что соли лития в моделях 
патологий, которые были связаны с воспале-
нием in vivo, предотвращали воспалительные 
повреждения клеток и тканей [16–18]. Извест-
но, что литий подавляет нейровоспаление, 
которое развивается после травмы головного 
мозга, предотвращает нарушение гематоэнце-
фалического барьера и нейродегенера-
цию [19]. Хроническое воспаление кишечника 
также эффективно подавлялось хлоридом 
лития [20].  

На сегодняшний день молекулярные меха-
низмы реализации противовоспалительных 
свойств солей лития остаются неизученными и 
вполне оправданным представляется предпо-
ложение, что хлорид лития способен модулиро-
вать воспалительный ответ организма через 
фосфорилирование GSK-3β в нейтрофилах. 

Цель исследования — изучение противо-
воспалительного действия хлорида лития путем 
воздействия на нейтрофилы человека сыворот-
ки пациентов с септическим шоком in vitro. 

Материал и методы 
Больных (n=6) с развившимся септическим 

шоком отобрали в соответствии с критериями 
«Сепсис-3» [21]. 

Больной 1: Ф., 59 лет, перфорация сигмовидной 
кишки, фибринозно-гнойный перитонит, септиче-
ский шок, ОРДС. Больной 2: Г., 39 лет, внебольнич-
ная левосторонняя пневмония, септический шок. 
Больной 3: А., 59 лет, нозокомиальная двусторонняя 
пневмония, ОРДС, септический шок. Больной 4: В., 
45 лет, дивертикулез толстой кишки, перфорация 
сигмовидной кишки, разлитой гнойный перитонит, 
септический шок. Больной 5: В., 54 года, тупая 
травма брюшной полости, разрыв тонкого кишеч-
ника, разлитой перитонит. Больной 6: Н., 41 года, 
проникающее ранение брюшной полости с повреж-
дением тонкого и толстого кишечника, разлитой 
гнойный перитонит, септический шок. 

В качестве контрольной группы использовали 
биоматериал, полученный от 6 практически здоро-
вых доноров, средний возраст 35,6 [28,7; 45,0] лет. В 
каждой из групп было 3 мужчин и 3 женщины. 

rier disruption and neurodegeneration  [19]. 
Chronic bowel inflammation was also effectively 
suppressed by lithium chloride [20]. 

To date, the molecular mechanisms of anti-in-
flammatory action of lithium salts remain unex-
plored and it is quite reasonable to assume that 
lithium chloride can modulate the body inflamma-
tory response through GSK-3β phosphorylation in 
neutrophils. 

The aim of the study was to investigate the 
anti-inflammatory effect of lithium chloride by ex-
posing human neutrophils to the serum of patients 
with septic shock in vitro. 

Materials and Methods 
Patients (n=6) with septic shock were selected ac-

cording to «Sepsis-3» criteria [21]. 
Patient 1: F., 59 years old, perforation of the sigmoid 

colon, fibrinopurulent peritonitis, septic shock, ARDS. 
Patient 2: G., 39 years old, community acquired left-sided 
pneumonia, septic shock. Patient 3: A., 59 years old, 
nosocomial bilateral pneumonia, ARDS, septic shock. Pa-
tient 4: E., 45 years old, colonic diverticulosis, sigmoid 
perforation, generalized purulent peritonitis, septic 
shock. Patient 5: V., 54 years old, blunt abdominal trauma, 
rupture of the small intestine, generalized peritonitis. Pa-
tient 6: N., 41 years old, penetrating abdominal wound 
with damage to small and large intestine, generalized pu-
rulent peritonitis, septic shock. 

The material obtained from 6 apparently healthy 
donors with an average age of 35.6 [28.7; 45.0] years was 
used as the control. Each group included 3 men and 3 
women. 

Heparinized venous blood mixed with T-500 dex-
tran solution (Pharmacosmos, Denmark) to achieve the 
1% final concentration of dextran and left at room tem-
perature for 30 minutes for erythrocyte sedimentation 
was used for neutrophil isolation. The upper plasma layer 
(enriched with white blood cells and devoid of red blood 
cells) was placed onto ficoll (PanEco, Russia) with the 
density of 1.077 g/ml and centrifuged at room tempera-
ture at 300g for 30 minutes in a centrifuge with the brake 
off. Then the supernatant was removed and all further 
procedures were carried out on ice and using cooled so-
lutions. The erythrocytes were removed by resuspending 
the sediment in 2 ml of deionized sterile water for 45 sec-
onds, then 2 ml of 2-fold PBS were added to restore tonic-
ity and centrifuged at 200g, 4°C for 10 minutes. Precipi-
tated neutrophils were washed with PBS and 
resuspended in a culture medium (RPMI-1640 by 
PanEco, Russia, 10% FBS with low endotoxin content). 

Activation (degranulation) of neutrophils was as-
sessed by increasing CD11b, CD66b molecules (mem-
brane components of secondary, or specific granules, 
and tertiary, or gelatinase granules) on the cell surface 
after their incubation with serum of 6 patients with septic 
shock used as an inflammatory inductor. Measurements 
were made with antibodies conjugated with fluorescent 
dyes, CD11b-FITC and CD66b-AlexaFluor647 (BD Bio-
sciences, USA) according to the manufacturer's protocol. 

In order to evaluate the effect of lithium salt on 
neutrophil degradation, the patient serum and lithium 
chloride in concentrations of 0.3, 3.0 and 9.0 mmol/l 
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Для выделения нейтрофилов использовали ге-
паринизированную венозную кровь, которую сме-
шивали с раствором декстрана Т-500 (Pharmacosmos, 
Дания) до конечной концентрации декстрана 1% и 
оставляли при комнатной температуре на 30 минут 
для осаждения эритроцитов. Верхний слой плазмы 
(обогащенный лейкоцитами и лишенный эритроци-
тов) наслаивали на фиколл (ПанЭко, Россия) с плот-
ностью 1,077 г/мл и центрифугировали при комнат-
ной температуре при 300g, 30 минут в центрифуге с 
отключенным тормозом. Затем удаляли супернатант 
и все дальнейшие процедуры проводили на льду и 
с использованием охлажденных растворов. Удале-
ние эритроцитов проводили с помощью ресуспен-
дирования осадка в 2 мл деионизованной стериль-
ной воды в течение 45 сек, а затем добавляли 2 мл 
2-х кратного PBS для восстановления тоничности 
и центрифугировали при 200g, 4°C, на протяжении 
10 минут. Осажденные нейтрофилы промывали 
PBS и ресуспендировали в культуральной среде 
(RPMI-1640 (ПанЭко, Россия), 10% FBS с низким со-
держанием эндотоксинов).  

Активацию (дегрануляцию) нейтрофилов оце-
нивали по увеличению на поверхности клеток моле-
кул CD11b, CD66b (компоненты мембран специфиче-
ских, желатиназных и четвертичных гранул) после их 
инкубации с сывороткой 6 пациентов с септическим 
шоком, использованной в качестве индуктора воспа-
ления. Измерения проводили с помощью антител, 
конъюгированных с флуоресцентными красителями 
(СD11b-FITC и CD66b-AlexaFluor647 (BD Biosciences, 
USA)) согласно протоколу производителя.  

С целью определения влияния соли лития на 
дегрануляцию нейтрофилов к концентрату клеток 4 
млн/мл от здоровых доноров добавляли сыворотку 
пациентов и хлорид лития в концентрации 0,3, 3,0 и 
9,0 ммоль/л и инкубировали 30 мин при 37°С. Затем 
добавляли антитела и инкубировали 30 минут во 
льду, после чего измеряли уровень флуоресценции 
в условных единицах (у. е. ф.) на проточном цитоф-
луориметре Beckman-Coulter FC 500.  

Апоптоз нейтрофилов. С цель определения 
апоптоза нейтрофилов от здоровых доноров их ин-
кубировали с сыворотками пациентов с септическим 
шоком в течение 22 часов при 37°С в увлажненном 
CO2-инкубаторе. Затем клетки центрифугировали 
при 400 g в течение 5 минут и ресуспендировали оса-
док в 70 мкл буфера (10 мМ HEPES, 120 мМ NaCl, 2,5 
мМ CaCl2, pH = 7,4). К каждой пробе добавляли 2,5 
мкл аннексина V, конъюгированного с флуоресцент-
ным красителем FITC (ThermoFisher, США) и остав-
ляли на 25 минут при 37°С. Далее добавляли иодид 
пропидия до конечной концентрации 5 мкг/мл, ин-
кубировали еще 5 минут, после чего анализировали 
не менее 50 тысяч клеток с помощью проточного ци-
тофлуориметра Beckman Coulter CytoFLEX. Апоптоти-
ческими считали аннексин V-положительные и про-
пидий иодид-отрицательные клетки.  

Иммуноблотинг. Электрофорез белков прово-
дили в 12,5% полиакриламидном геле в денатури-
рующих условиях. Образцы растворяли в буфере, 
содержащем 0,125 М Tрис-HCl (pH 6,8), 4% додецил-
сульфата натрия (Sigma Chemical Co., США), 20% гли-
церина, 0,005% бромфенола синего (Sigma Chemical 
Co., США) и 10% 2β-меркаптоэтанола (Merck, Герма-

were added to the 4 million/ml cell concentrate from 
healthy donors and incubated for 30 minutes at 37°C. 
Then antibodies were added and incubated for 30 min-
utes in ice, after which the fluorescence level was meas-
ured in arbitrary fluorescence units (AFU) on the Beck-
man-Coulter FC 500 flow cytometer.  

Apoptosis of neutrophils. In order to determine 
apoptosis of neutrophils from healthy donors, the cells 
were incubated with sera of patients with septic shock for 
22 hours at 37°C in a humidified CO2 incubator. The cells 
were then centrifuged at 400 g for 5 minutes and the sed-
iment was resuspended in the 70 μl buffer (10 mmol 
HEPES, 120 mmol NaCl, 2.5 mmol CaCl2, pH=7.4). 2.5 µl 
of annexin V conjugated with FITC fluorescent dye (Ther-
moFisher, USA) was added to each sample and left for 25 
minutes at 37°C. Then propidium iodide was added to 
the final concentration of 5 µg/ml, incubated for another 
5 minutes, and then at least 50 thousand cells were ana-
lyzed with a flow cytofluorimeter Beckman Coulter 
CytoFLEX. Cells which were annexin V positive and pro-
pidium iodide negative were considered apoptotic.  

Immunoblotting. Protein electrophoresis was per-
formed in 12.5% polyacrylamide gel under denaturing 
conditions. The samples were dissolved in a buffer con-
taining 0.125 M Tris-HCl (pH 6.8), 4% sodium dodecyl 
sulphate (Sigma Chemical Co., USA), 20% glycerin, 
0.005% bromophenol blue (Sigma Chemical Co., USA) 
and 10% 2β-mercaptoethanol (Merck, Germany). The 
samples were heated for 2 minutes in a water bath and 
introduced into gel wells. For preparation of the separat-
ing gel, a 30% mixture of acrylamide (Sigma Chemical 
Co., USA) and bis-acrylamide (Sigma Chemical Co., 
USA) (37.5:1) was used, which was diluted to 12.5% by 
1.5 M Tris-HCl buffer (pH=8.8) and water to the final 
Tris-HCl concentration of 375 mmol. Sodium dodecyl 
sulphate 0.1%, ammonium persulfate (Sigma Chemical 
Co., USA) 0.1% and TEMED (tetramethylenediamine, 
Acros, Belgium) 0.1% were also added to the mixture. For 
preparation of the concentrating gel, 30% mixture of 
acrylamide and bis-acrylamide was diluted to 5% 1 M 
Tris-HCl buffer (pH=6.8) and water to the final Tris-HCl 
concentration of 125 mmol. 0.1% sodium dodecyl sul-
phate, 0.1% ammonium persulphate and 0.1% TEMED 
were also added to the mixture. Glasses 8x10 cm with 1 
mm thick spacers was used. For electrophoresis we used 
Tris-glycine electrode buffer containing 25 mmol Tris-
HCl, 192 mmol glycine, 0.1% sodium dodecyl sulphate, 
pH=8.3. Electrophoresis was carried out at direct current 
of 10 mA in concentration mode and 15 mA in separa-
tion mode. At the end of electrophoresis, proteins were 
transferred to PVDF membrane (Amersham Pharmacia 
Biotech, United Kingdom). The transfer was carried out 
by the semi-dry method for 2 hours at 200 mA, 20 V. 
Transfer quality was estimated by dying of a part of gel 
and membrane with 2% Ponceau solution (Sigma Chem-
ical Co., USA). The membranes were blocked for 12 
hours at +40°C in a tris-buffer medium (Sigma Chemical 
Co., USA) containing 5% skimmed milk powder. Then 
the membranes were washed with tris-buffer medium 3 
times for 10 minutes and incubated for 2 hours at room 
temperature with primary antibodies (against GSK-3β or 
phosphorylated GSK-3β) in 1:1000 dilution in tris-buffer 
medium containing 0.5% of bovine serum albumin 
(«Calbiochem») and 0.01% of Tween-20 («Sigma Chemi-
cal Co.»). The membranes were washed three times dur-



ния). Образцы кипятили 2 мин на водяной бане и 
вносили в лунки для геля. Для приготовления раз-
деляющего геля использовали 30% смесь акрила-
мида (Sigma Chemical Co., США) и бис-акриламида 
(Sigma Chemical Co., США) (37,5:1), которую разво-
дили до 12,5% 1,5 М Трис-HCl буфером (pH=8,8) и 
водой до конечной концентрации Трис-HCl 375 мМ. 
В смесь также добавляли додецилсульфат натрия до 
0,1%, персульфат аммония (Sigma Chemical Co., США) 
до 0,1% и TEMEД (тетраметилэтилендиамин, Acros, 
Бельгия) до 0,1%. Для приготовления концентри-
рующего геля 30% смесь акриламида и бис-акрила-
мида разводили до 5% 1 М Трис-HCl буфером (рН = 
6,8) и водой до конечной концентрации Трис-HCl 125 
мМ. В смесь также добавляли 0,1% додецилсульфата 
натрия, 0,1% персульфат аммония и 0,1% TEMEД. В 
работе использовали стекла 8�10 см со спейсерами 
толщиной 1 мм. Для проведения электрофореза ис-
пользовали Трис-глициновый электродный буфер, 
содержащий 25 мМ Трис-HCl, 192 мМ глицин, 0,1% 
додецилсульфата натрия, pH = 8,3. Электрофорез 
проводили при постоянном токе 10 мА в режиме 
концентрирования и 15 мА в режиме разделения. По 
окончании электрофореза переносили белки на 
PVDF мембрану (Amersham Pharmacia Biotech, Объ-
единенные Королевства). Перенос проводили полу-
сухим методом в течение 2 часов при 200 мА, 20 V. Ка-
чество переноса оценивали окрашиванием части 
геля и окрашиванием мембраны 2% раствором Pon-
ceau (Sigma Chemical Co., США). Мембраны блокиро-
вали 12 часов при +4°С в трис-буферной среде (Sigma 
Chemical Co., США), содержащей 5% обезжиренного 
сухого молока. Затем мембраны промывали трис-бу-
ферной средой 3 раза по 10 минут и инкубировали 2 
часа при комнатной температуре с первичными ан-
тителами (против GSK-3β или фосфорилированной 
формы GSK-3β) в разведении 1:1000 в трис-буфер-
ной среде, содержащем 0,5% бычьего сывороточ-
ного альбумина («Calbiochem») и 0,01% Tween-20 
(«Sigma Chemical Co.»). Мембраны три раза по 15 
минут промывали в TBS, содержащем 0,01% Tween-
20 и инкубировали 1 час с вторичными антителами, 
конъюгированными с пероксидазой хрена, в разве-
дении 1:10000 в трис-буферной среде, содержащем 
0,01% Tween-20. После финальной отмывки от не-
связанных антител, полосы детектировали с помо-
щью хемилюминесцентного субстрата пероксидазы 
хрена ECL (Еnhanced chemiluminescence system, 
Amersham Pharmacia Biotech, Бельгия). Хемилюми-
несценцию детектировали на фотопленку Kodak Pro-
fessional T-MAX P3200 TMZ 135-36 (Kodak, США). 
Изображение оцифровывали на сканере Epson Per-
fection V750 Pro (Seiko Epson Corp., Япония) и анали-
зировали с помощью программы ImageJ. 

Содержание фосфорилированной формы 
GSK-3β выражали в условных единицах хемилю-
минесценции (у. е. л.). 

Для статистического анализа использовали 
программы Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.) и MedCalc 
12.5.0.0 (MedCalc Software bvba). Средние значе-
ния представили медианой с межквартильным 
интервалом. Межгрупповые различия показате-
лей оценивали при помощи U-критерия Уитни–
Манна и принимали статистически значимыми 
при уровне р<0,05.  

ing 15 minutes in a TBS containing 0.01% Tween-20, and 
incubated for 1 hour with secondary antibodies conju-
gated to horseradish peroxidase in a 1:10000 dilution in 
a tris-buffer medium containing 0.01% Tween-20. After 
the final washing of unbound antibodies, the signal 
bands were detected with horseradish peroxidase 
chemiluminescence substrate ECL (Еnhanced chemilu-
minescence system, Ensham Pharmacia Biotech, Bel-
gium). Chemiluminescence was registered on Kodak 
Professional T-MAX P3200 TMZ 135-36 film (Kodak, 
USA). The image was digitized on an Epson Perfection 
V750 Pro scanner (Seiko Epson Corp., Japan) and ana-
lyzed using the ImageJ software. 

The level of phosphorylated GSK-3β was expressed 
in arbitrary luminescence units (ALU). 

Statistica 10.0 (StatSoft, Inc.) and MedCalc 12.5.0.0 
(MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium) software were 
used for statistical analysis. The mean values were repre-
sented by the median with the interquartile interval. In-
tergroup differences were estimated using the Whitney 
Mann U-criterion and considered significant at P<0.05.  

 

Results and Discussion 
The effect of sera of patients with septic 

shock on the CD11b and CD 66b expression on the 
neutrophil surface. Neutrophil activation is one of 
the phases of inflammation where morphological 
and physiological changes (flattening, degranula-
tion, migration, cytokine secretion, oxidative explo-
sion, etc.) are observed due to external signals. The 
CD11b and CD66b molecules located in the intra-
cellular granules of neutrophils are sensitive mark-
ers of activation and degranulation. 

As shown in Table 1, the CD11b expression on 
the surface of intact neutrophils (healthy donors) 
was 3434.50  [3311.0–3799.0] AFU. Incubation of 
neutrophils with serum of patients with septic 
shock increased the number of CD11b molecules 
on the neutrophil surface by 2.5 times up to the 
value of 8589.0 [7279.0–11258.0] AFU (P=0.005). 

Addition of 9 mmol lithium chloride to intact 
neutrophils did not reduce the expression of CD11b 
molecules vs. control, it was 2703.9 [2514.0–3578.0] 
AFU (P>0.05). Incubation of neutrophils with 
serum of patients with septic shock and 0.3 mmol 
lithium chloride did not affect the increased level 
CD11b on the neutrophil surface (after septic 
serum exposure) — 7998.0 [7527.0–10115.0] AFU 
(P>0.05), while the addition of 3.0 mmol lithium 
chloride virtually brought the expression back to 
the control value (P>0.05), and the addition of 9.0 
mmol lithium chloride significantly reduced (by 
40%) the expression of CD11b molecules on the 
neutrophil surface vs the control (P=0.04). 

As seen from Table 2, the CD 66b expression 
on the surface of intact neutrophils was 
10125.0 [9887.0–10575.0] AFU. Incubation of neu-
trophils with serum of patients with septic shock 
increased the expression of the above-mentioned 
molecules by 2.7 times up to the value of 

50 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m G E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 0 ,  1 6 ;  5

https://doi.org/10.15360/1813-9779-2020-5-45-55
Experimental  Studies



51w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o mG E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 0 ,  1 6 ;  5

https://doi.org/10.15360/1813-9779-2020-5-45-55
Экспериментальные исследования

Результаты и обсуждение 
Влияние сывороток пациентов с септи-

ческим шоком на уровень экспрессии CD11b 
и CD 66 b на поверхности нейтрофилов.  Акти-
вация нейтрофилов – одна из стадий развития 
воспаления, при которой под действием внеш-
них сигналов у нейтрофилов наблюдаются 
морфологические и физиологические измене-
ния (уплощение, дегрануляция, миграция, сек-
реция цитокинов, окислительный взрыв и дру-
гие). Чувствительными маркерами активации 
и дегрануляции являются молекулы CD11b и 
СD66b, которые находятся во внутриклеточных 
гранулах нейтрофилов.  

Как видно из табл. 1, показатель экспрес-
сии CD11b на поверхности интактных нейтро-
филов (здоровые доноры) составил 
3434,50 [3311,0–3799,0] у. е. ф. Инкубация ней-
трофилов с сывороткой крови пациентов с сеп-
тическим шоком повышала количество моле-
кул CD11b на поверхности нейтрофилов в 2,5 
раза до значения показателя экспрессии — 
8589,0 [7279,0–11258,0] у. е. ф. (р=0,005). 

Добавление к интактным нейтрофилам 
хлорида лития в концентрации 9 ммоль, не 
уменьшало экспрессию молекул CD11b по отно-
шению к контролю — 2 703,9 [2514,0–3578,0] у. е. 
ф. (р>0,05). Инкубация нейтрофилов с сыворот-
кой крови пациентов с септическим шоком и 
хлоридом лития в концентрации 0,3 ммоль не 
влияла на повышенное септической сыворот-
кой содержание CD11b на их поверхности — 
7998,0 [7527,0–10115,0] у. е. ф. (р>0,05), в то время 
как добавление хлорида лития в концентрации 
3,0 ммоль практически возвращало показатель 
экспрессии к контрольному значению (р>0,05), а 
добавление хлорида лития в концентрации 9 
ммоль значимо уменьшало (на 40%) экспрессию 
молекул CD11b на поверхности нейтрофилов по 
отношению к контролю (р=0,04). 

Как видно из табл. 2, показатель экспрессии 
CD 66b на поверхности интактных нейтрофилов 
составил 10125,0 [9887,0–10575,0] у. е. ф. Инкуба-

27688.0 [22999.0–28989.0] AFU (P=0.005) vs. the in-
tact leukocytes. 

Addition of 9 mmol lithium chloride to intact 
neutrophils significantly reduced the expression of 
CD66b molecules vs the control down to 7050.0 [6 
888.0–8 545.0] AFU (P=0.047). 

Incubation of neutrophils with serum of pa-
tients with septic shock and 0.3 mmol lithium chlo-
ride did not affect the increased level of CD66b on 
the neutrophil surface (after the serum exposure), 
which was 21565.0  [20897.0–26933.0] AFU 
(P=0.009), while the addition of 3.0 mmol lithium 
chloride restored their expression to the value sim-
ilar to the controls at 11712.0  [10587.0–11985.0] 
AFU (P>0.05), and the addition of 9 mM lithium 
chloride did not reduce the CD11b expression on 
neutrophil surface vs the control group reaching 
8750.0 [6835.0–9745.0] AFU (P>0.05). 

The effect of sera of patients with septic shock 
on apoptosis and necrosis of human neutrophils 
22 hours after extraction. The study results showed 
that the proportion of human neutrophils with signs 
of apoptosis and necrosis 22 hours after excretion is 
57.1 [55.8–57.9] % (Table 3, control). 

Incubation of neutrophils with serum of pa-
tients with septic shock reduces by 2.6 times the 
number of spontaneously apoptotic neutrophils 
down to 21.95 [19.50–23.90] % (P=0.004) (Table 3, + 
SS). Addition of 9.0 mmol lithium chloride to intact 
neutrophils significantly reduced the number of 
neutrophils with preserved ability to spontaneous 
apoptosis — down to 39.75  [38.50–42.70] % 
(P=0.002) (by 30%). 

Addition of 0.3 mmol lithium chloride to the 
incubation medium of neutrophils with sera of pa-
tients with septic shock did not affect the number 
of spontaneously apoptotic neutrophils which was 
26.0 [21.5–27.2] % (P=0.7). 

Notably, the addition of 3.0 lithium chloride to 
the incubation medium of neutrophils with serum 
of patients with septic shock significantly increased 
the number of spontaneously apoptotic neu-
trophils by 1.8 times to as much as 39.5 [37.7–40.0] 
% (P=0.03). The increase of lithium chloride con-

Neutrophils                                                                  CD11b expression, AFU                                                        P value vs control 
Intact (control)                                                         3434.5 [3311.0–3799.0]                                                                         
+ SS                                                                              8589.0 [7279.0–11258.0]                                                                  0.005  
+ LiCl, 9 mmol                                                           2703.9 [2514,0–3878.0]                                                                   >0.05  
+ SS + LiCl, 0.3 mmol                                             7998.0 [7527.0–10115.0]                                                                  0.004  
+ SS + LiCl, 3.0 mmol                                              3571.5 [3299.0–3894.0]                                                                   >0.05 
+ SS + LiCl, 9.0 mmol                                          2068.5 [1951.0–2394.0] ????                                                                 0.04

Таблица 1. Значения экспрессии CD11b на поверхности нейтрофилов при воздействии сыворотки па-
циентов с септическим шоком и раствора лития хлорида (0,3 мМ; 3 мМ; 9 мМ), Ме [LQ–HQ]. 
Table 1. CD11b expression on the surface of neutrophils after exposure to the sera of patients with septic shock 
lithium chloride solution (0.3 mmol; 3.0 mmol; 9.0 mmol), Ме [LQ–HQ]. 

Note. For tables 1–4: intact neutrophils — neutrophils obtained from apparently healthy donors (control); SS — septic serum 
(serum of patients with septic shock); + — added to the control. 
Примечание. Для табл. 1–4: intact — интактные нейтрофилы, полученные от практически здоровых доноров (конт-
роль); SS — септическая сыворотка (сыворотка крови пациентов с септическим шоком); + — добавление к контролю; 
AFU — у. е. ф. 



ция нейтрофилов с сывороткой крови пациен-
тов с септическим шоком увеличивала экспрес-
сию тех же молекул в 2,7 раза, до значения 
27688,0 [22999,0–28989,0] у. е. ф. (р=0,005), в сравне-
нии с показателем интактных лейкоцитов.  

 Добавление хлорида лития в концентрации 
9 ммоль к интактным нейтрофилам значимо умень-
шало экспрессию молекул CD 66b по отношению к 
контролю — 7 050,0 [6 888,0–8 545,0] у. е. ф. (р=0,047). 

Инкубация нейтрофилов с сывороткой 
крови пациентов с септическим шоком и хлори-
дом лития в концентрации 0,3 ммоль не влияла на 
повышенное септической сывороткой содержа-
ние CD 66b на их поверхности 21565,0  [20897,0–
26933,0] у. е. ф. (р=0,009), в то время как добавле-
ние хлорида лития в концентрации 3,0 ммоль 
возвращало значение их экспрессии к показателю, 
не отличающемуся от контрольного значения — 
11712,0 [10587,0–11985,0] у. е. ф. (р>0,05), а добавле-
ние хлорида лития в концентрации 9 мМ не умень-
шало показатель экспрессии CD11b на поверхно-
сти нейтрофилов по отношению к контролю — 
8750,0 [6835,0–9745,0] у. е. ф. (р>0,05). 

Влияние сывороток пациентов с септи-
ческим шоком на показатель апоптоза и нек-
роза нейтрофилов человека через 22 часа 
после выделения. Результаты исследования 
показали, что доля нейтрофилов человека с 
признаками апоптоза и некроза через 22 часа 
после выделения составляет 57,1 [55,8–57,9] % 
(табл. 3, контроль); 

Инкубация нейтрофилов с сывороткой 
пациентов с септическим шоком в 2,6 раза 
уменьшает количество нейтрофилов, которые 
подверглись спонтанному апоптозу – до значения 

centration up to 9 mmol similarly increased the 
number of neutrophils capable of spontaneous 
apoptosis to 40.2 [38.8–41.1] % (P=0.007). 

 In line with present-day ideas, neutrophils are 
rather short-lived leukocytes: after leaving bone 
marrow the average lifetime of neutrophils is 4–5 
days [22]. During this time, neutrophils leave the 
bone marrow, mature and age. Under normal phys-
iological conditions, the aging of neutrophils is ac-
companied by increased expression of CXCR4 
chemokine receptor, which leads to neutrophils' 
migration to bone marrow, liver and other organs 
where they undergo apoptosis and are phagocytized 
by macrophages. Apoptosis is an extremely impor-
tant and sophisticated stage in the neutrophil life 
cycle, because accelerated massive neutrophil 
death leads to neutropenia and increased suscepti-
bility to infections, while overly long lifespan, on the 
contrary, may cause chronic inflammation [23]. 

The results show that septic serum drastically 
reduces the ability of neutrophils to «escape» from 
the inflammation site by apoptosis and thus con-
tributes to «nonresolving inflammation», whereas 
the addition of lithium chloride in a concentration 
of 3 mmol and above can induce spontaneous neu-
trophil apoptosis. At the same time, the 9.0 mmol 
lithium chloride added to intact neutrophils reduces 
the number of neutrophils capable of spontaneous 
apoptosis, which from the whole body perspective 
can be promising for the treatment of neutropenia, 
as it has been shown in a clinical study [24].  

The effect of sera of patients with septic shock 
on GSK-3β phosphorylation in neutrophils and the 
impact of lithium chloride. This study also examined 
the effect of sera of patients with septic shock on the 

52 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m G E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 0 ,  1 6 ;  5

https://doi.org/10.15360/1813-9779-2020-5-45-55
Experimental  Studies

Neutrophils                                                                  CD66b expression, AFU                                                        P value vs control 
Intact (control)                                                       10125.0 [9887.0–10575.0]                                                                       
+ SS                                                                            27688.0 [22999.0–28989.0]                                                                0.005  
+ LiCl, 9.0 mmol                                                       7050.0 [6888.0–8545.0]                                                                   0.047 
+ SS + LiCl, 0.3 mmol                                          21565.0 [20897.0–26933.0]                                                                0.009  
+ SS + LiCl, 3.0 mmol                                          11712.0 [10587.0–11985.0]                                                                >0.05 
+ SS + LiCl, 9.0 mmol                                              8150.0 [6835.0–9745.0]                                                                   >0.05

Таблица 2. Значение экспрессии CD66b на поверхности нейтрофилов при  воздействии сыворотки па-
циентов с септическим шоком и раствора лития хлорида (0,3мМ; 3мМ; 9 мМ), Ме [LQ–HQ]. 
Table 2. CD66b expression on the surface of neutrophils after exposure to the sera of patients with septic shock 
and lithium chloride solution (0.3 mmol; 3.0 mmol; 9.0 mmol), Ме [LQ–HQ]. 

Neutrophils                                                Percentage of apoptotic                                                                                             P value  
                                                                              and necrotic cells, %                                                                    vs control                                vs + SS 
Intact (control)                                                57.1 [55.8–57.9]                                                                                                                                
+ SS                                                                   21.95 [19.50–23.90]                                                                       0.004                                           
+ LiCl, 9.0 mmol                                           39.75 [38.50–42.70]                                                                       0.002                                           
+ SS + LiCl, 0.3 mmol                                     26.0 [21.5–27.2]                                                                           0.002                                       0.7 
+ SS + LiCl, 3.0 mmol                                     39.5 [37.7–40.0]                                                                           0.004                                     0.03 
+ SS + LiCl, 9.0 mmol                                     40.2 [38.8–41.1]                                                                           0.002                                    0.007 

Таблица 3. Показатель апоптоза и некроза анексин-положительных (an+) нейтрофилов при  инкубации с 
сыворотками пациентов с септическим шоком и раствором лития хлорида (0,3мМ; 3мМ; 9 мМ), Ме [ LQ–HQ]. 
Table 3. Percentage of apoptosis and necrosis of annexin-positive (an+) neutrophils after incubation with the sera 
of patients with septic shock and lithium chloride solution (0.3 mmol; 3.0 mmol; 9.0 mmol), Ме [LQ–HQ]. 

Примечание. Percentage of apoptotic and necrotic cells — доля клеток с признаками апоптоза и некроза.
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21,95 [19,50–23,90] % (р=0,004) (табл. 3, + СС). Добав-
ление хлорида лития в концентрации 9 ммоль к 
интактным нейтрофилам значимо уменьшало 
количество нейтрофилов, сохранивших спо-
собность к спонтанному апоптозу – до значе-
ния 39,75 [38,50–42,70] % (р=0,002) (на 30%). 

Добавление хлорида лития в концентра-
ции 0,3 ммоль в среду инкубация нейтрофилов 
с сыворотками крови пациентов с септическим 
шоком не влияло на количество нейтрофилов, 
которые подверглись спонтанному апоптозу - 
26,0 [21,5–27,2] % (р=0,7). 

Важно отметить, что добавление хлорида 
лития в концентрации 3 ммоль, в среду инкуба-
ции нейтрофилов с сывороткой крови пациен-
тов с септическим шоком, значимо, в 1,8 раза — 
39,5 [37,7–40,0] % (р=0,03), увеличивало коли-
чество нейтрофилов, подвергшихся спонтан-
ному апоптозу. Увеличение концентрации 
хлорида лития до 9 ммоль сопоставимо уве-
личивало количество нейтрофилов, сохранив-
ших способность к спонтанному апоптозу — 
40,2 [38,8–41,1] % (р=0,007). 

 Согласно современным представлениям, 
нейтрофилы — это достаточно короткоживу-
щие лейкоциты: после выхода из костного 
мозга среднее время жизни нейтрофилов 
составляет 4–5 дней [22]. В течение этого време-
ни нейтрофилы выходят из костного мозга, 
созревают и стареют. При нормальных физио-
логических условиях старение нейтрофилов 
сопровождается увеличением экспрессии 
рецептора хемокинов CXCR4, что приводит к 
миграции нейтрофилов в костный мозг, 
печень и другие органы, где они подвергаются 
апоптозу и фагоцитируются макрофагами. 
Апоптоз — крайне важный и сложно регули-
руемый этап в жизненном цикле нейтрофилов, 
поскольку слишком быстрая и массовая 
смерть нейтрофилов приводит к нейтропении 
и подверженности организма инфекциям, а 
излишне долгая жизнь, наоборот, может 
вызвать хроническое воспаление [23]. 

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что септическая сыворотка резко снижа-
ет возможности нейтрофилов «уйти» из очага 
воспаления путем апоптоза и таким образом 
способствует формированию «неразрешаемо-
го воспаления», а добавление хлорида лития в 
концентрации 3 ммоль и выше способно инду-
цировать спонтанный апоптоз нейтрофилов. В 
тоже время, хлорид лития, добавленный к 
интактным нейтрофилам в концентрации 9 
ммоль, приводит к уменьшению количества 
нейтрофилов, способных к спонтанному апоп-
тозу, что в условиях целостного организма 
может быть перспективно в плане терапии 
нейтропении, как было отмечено в клиниче-
ском исследовании [24].  

phosphorylation of GSK-3 beta, a key enzyme pro-
tecting cell from ischemia reperfusion, a cascade that 
is rapidly activated in response to pro-inflammatory 
signals. The content of phosphorylated GSK-3 beta in 
intact neutrophils was 899557 [821555–931223] ALU 
(Table 4). Incubation of neutrophils with serum of pa-
tients with septic shock for 10–15 minutes resulted in 
dephosphorylation (activation) of the enzyme, lead-
ing to a 2-fold reduction of the phosphorylated GSK-
3 beta (P<0.05) to the value of 412743 [400532–445331] 
ALU (Table 4), without affecting the enzyme activity 
in neutrophils. Addition of 9.0 mmol lithium chloride 
to intact neutrophils significantly increased the level 
of GSK-3 beta up to the value of 
2407799 [2201343–2938373] ALU (P=0.002) (by 270%). 
Addition of 0.3 mmol lithium chloride to the incuba-
tion medium of neutrophils with serum of patients 
with septic shock did not significantly affect the level 
of GSK-3 beta in neutrophils, which was 
478755 [400532–445331] ALU (P=0.002), while the ad-
dition of 3.0 mmol lithium chloride increased the level 
of phospho-GC-3 beta in neutrophils virtually to the 
control values reaching 858454  [810535–955723] 
(P=0.006) ALU. Increase of lithium chloride concen-
tration up to 9 mmol further (practically 2 times 
higher than in the control) increased the level of phos-
phorylated GSK-3 beta in neutrophils up to 
1759454 [1519555–1911121] (P=0.004) ALU. 

Conclusion  
The experimental results confirmed the effect 

of lithium chloride on GSK-3 beta phosphorylation 
in neutrophils which suggests that lithium chloride 
is able to modulate the inflammatory activation of 
neutrophils on exposure to serum of patients with 
septic shock due to GSK-3 beta phosphorylation in 
neutrophils. 

This study demonstrated that one of the pos-
sible anti-inflammatory mechanisms of lithium 
chloride could be phosphorylation of GSK-3 beta 
in neutrophils, which in turn leads to reduced ex-
pression of CD11b and CD66b degranulation mark-
ers on neutrophil surface. The lithium chloride so-
lution was found to increase the capability of 
neutrophils to spontaneous apoptosis and proba-
bly could contribute to the resolution of inflamma-
tion. The results of this study open the prospects for 
the use of lithium chloride to treat «excess» inflam-
mation in bacterial sepsis, but these encouraging 
data require confirmation on in vivo models, which 
may allow initiating a clinical trial to study the pre-
sumed organoprotective and anti-inflammatory 
properties of lithium chloride.

Действие сывороток пациентов с септи-
ческим шоком на показатель фосфорилиро-
вания GSK-3β в нейтрофилах и влияния на 
него хлорида лития. В настоящем исследова-



нии также изучили влияние сывороток паци-
ентов с септическим шоком на фосфорилиро-
вание ГСК-3 бета, — ключевого фермента 
защиты клетки от ишемии-реперфузии — кас-
када, который быстро активируется в ответ на 
провоспалительные сигналы. Содержание 
фосфо-ГСК-3 бета в интактных нейтрофилах 
составило 899557 [821555–931223] у. е. л. (табл. 4) 
Инкубация нейтрофилов с сывороткой пациен-
тов с септическим шоком в течение 10–15 минут 
приводила к дефосфорилированию (активации) 
фермента, снижая содержание фосфорилиро-
ванной формы ГСК–3 бета в 2 раза (p<0,05) — до 
значения 412743[400532–445331] у. е. л. (табл. 4), 
не оказывая влияния на содержание самого 
фермента в нейтрофилах. Добавление хлорида 
лития в концентрации 9 ммоль к интактным 
нейтрофилам значимо увеличивало в них содер-
жание фосфо-ГСК-3 бета — до значения 
2407799  [2201343–2938373] у. е. л. (р=0,002) (на 
270%). Добавление хлорида лития в концентра-
ции 0,3 ммоль в среду инкубации нейтрофилов 
с сывороткой крови пациентов с септическим 
шоком значимо не влияло на содержание 
фосфо-ГСК-3 бета в нейтрофилах — 
478755  [400532–445331] у. е. л., в то время как 
добавление хлорида лития в концентрации 3 
ммоль увеличивало содержание фосфо-ГСК-3 
бета в нейтрофилах практически до значения 
в контроле — 858454 [810535–955723] (р=0,006) 
у. е. л. Увеличение концентрации хлорида 
лития до 9 мМ еще более, практически в 2 раза 
от показателя в контроле, увеличивало содер-

жание фосфо-ГСК-3 бета в нейтрофилах до 
1759454 [1519555–1911121] (р=0,004) у. е. л. 

Заключение 
Полученные экспериментальные резуль-

таты подтвердили влияние хлорида лития на 
фосфорилирование ГСК-3 бета в нейтрофилах, 
и в этой связи представляется логичным пред-
положить, что хлорид лития способен модули-
ровать воспалительную активацию нейтрофи-
лов под действием сыворотки пациентов с 
септическим шоком, благодаря фосфорилиро-
ванию ГСК-3 бета в нейтрофилах. 

Данное исследование продемонстрировало, 
что один из возможных путей реализации проти-
вовоспалительных свойств хлорида лития может 
осуществляется через фосфорилирование ГСК-
3 бета в нейтрофилах, что, в свою очередь, приво-
дит к снижению экспрессии на поверхности ней-
трофилов маркеров дегрануляции CD11b и 
CD66b. При этом важно отметить, что раствор 
лития хлорида увеличивает способность нейтро-
филов к спонтанному апоптозу и, вероятно, будет 
способствовать разрешению воспаления. Резуль-
таты проведенного исследования открывают 
перспективы применения хлорида лития для 
лечения «избыточного» воспаления при бактери-
альном сепсисе, однако эти обнадеживающие 
данные требуют подтверждения в моделях in vivo, 
что, возможно, позволит инициировать клиниче-
ское испытание хлорида лития для изучения его 
предполагаемых органопротекторных и проти-
вовоспалительных свойств.
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Neutrophils                                          Phosphorylated GSK-3β, ALU                                                                   %                         P value vs +SS 
Intact (control)                                        899557 [821555–931223]                                                                   100                                     
+ SS                                                             412743* [400532–445331]                                                                   51                                      
+ LiCl, 9.0 mmol                                 2407799* [2201343–2938373]                                                               270                                     
+ SS + LiCl, 0.3 mmol                           428755* [400532–445331]                                                                   53                                  0.8 
+ SS + LiCl, 3.0 mmol                            858454 [810535–955723]                                                                    95                                0.006 
+ SS + LiCl, 9.0 mmol                       1759454* [1519555–1911121]                                                               195                               0.004

Таблица 4. Денситометрический анализ Вестерн-блотов на содержание в нейтрофилах  киназы фосфо– 
ГСК–3 бета при воздействии сыворотки пациентов с септическим шоком, Ме [LQ–HQ].                                                                                            
Table 4. Western blot densitometry analysis for the neutrophil phospho-GSK-3 beta after exposure to sera of patients 
with septic shock, Ме [LQ–HQ]. 

Note. * — P<0.05 vs the control.  
Примечание. ALU — у. е. л.; * — p<0,05 относительно контроля.
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