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Проведено исследование иммунотропной активности структурно различных фукоиданов и их производных
по отношению к изолированным иммунокомпетентным клеткам крови, являющихся эффекторами врож!
денного иммунного ответа. Наибольшую активность продемонстрировал высокомолекулярный фукоидан
СF из водоросли Chordaria flagelliformis, основная цепь которого построена из (1→3)!связанных остатков
α!L!фукопиранозы, а боковые заместители включают остатки α!D!глюкуроновой кислоты и α!L!фукофу!
ранозы. Это соединение в концентрации 0,05 мг/мл стимулировало фагоцитоз Saccharomyces cerevisiae и
Lactobacillus acidophilus нейтрофилами, увеличивая как относительное количество фагоцитов, так и их эф!
фективность. При этом было отмечено возрастание концентрации мембраносвязанных молекул интегрина
CD11c на 14%. Воздействие СF на системном уровне в дозе 0,01 мг/мышь внутрибрюшинно приводило к
усилению противоопухолевой цитотоксической активности мононуклеарных лейкоцитов селезенки против
клеток меланомы линии В16 в 1,9 раза и против клеток эритромиелобластного лейкоза линии К!562 в 1,7
раза. Полученные данные свидетельствуют о способности фукоидана CF стимулировать противоинфекци!
онную и противоопухолевую активность эффекторов врожденного иммунитета при участии интегринов
CD11c.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фукоиданы, лейкоциты, натуральные киллеры, фагоцитоз, цитотоксичность.

Сульфатированные полисахариды фукоида!
ны из бурых водорослей вызывают интерес бла!
годаря проявляемой ими биологической актив!
ности, такой как антикоагулянтная, антитром!
ботическая, противовоспалительная, противо!

опухолевая, противовирусная и др. [1–4]. На ос!
нове таких биомолекулярных систем [5], как фу!
коиданы, могут быть разработаны эффективные
фармацевтические препараты для лечения цело!
го ряда социально!значимых заболеваний. В
настоящее время фукоиданы рассматриваются
как один из наиболее перспективных классов
природных соединений для разработки иммуно!
модулирующих агентов, поскольку они наряду с
широким спектром иммунотропных свойств ха!
рактеризуются относительно низкой токсич!
ностью. Механизм иммуностимулирующего
действия фукоиданов связывается, прежде все!
го, с их способностью активировать фагоциты и
индуцировать продукцию цитокинов, таких как
фактор некроза опухоли!α, интерлейкин!6 и
интерлейкин!8 [1, 4, 6, 7]. Эти эффекты приво!

ВЛИЯНИЕ ФУКОИДАНОВ И ИХ ПРОИЗВОДНЫХ 
НА ПРОТИВООПУХОЛЕВУЮ И ФАГОЦИТАРНУЮ 
АКТИВНОСТЬ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА
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дят к стимуляции натуральных киллеров (НК), а
также T!клеток, что сопровождается повыше!
нием их цитотоксической активности по отно!
шению к трансформированным клеткам, а так!
же высвобождением интерферона!γ и интерлей!
кина!12. Кроме того, фукоиданы способны вы!
зывать активацию и созревание антигенпрезен!
тирующих дендритных клеток [8].

Фукоиданы, продуцируемые разными вида!
ми водорослей, существенно различаются стро!
ением и спектром биологической активности
[9–12]. Целью настоящего исследования явля!
лась оценка воздействия структурно различных
фукоиданов и их производных на активность
иммунокомпетентных клеток крови, являю!

щихся эффекторами врожденного иммунного
ответа. Были изучены два высокомолекулярных
фукоидана из водорослей Saccharina latissima SL
[13] и Chordaria flagelliformis CF [14], дексилози!
лированный низкомолекулярный фукоидан
PPdX [15] из водоросли Punctaria plantaginea и
синтетический полностью сульфатированный
октасахарид OS [16]. Основные структурные ха!
рактеристики исследованных сахаридов предс!
тавлены на рис. 1, а содержание моносахаридов
и сульфата указано в табл. 1. В качестве биообъ!
ектов были выбраны натуральные киллеры и
нейтрофилы, которые проявляют противоопу!
холевую и противоинфекционную активность
соответственно.

АНИСИМОВА  и  др.
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Рис. 1. Основные структурные характеристики исследованных фукоиданов и их производных
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Ранее нами было проведено исследование
антикоагулянтной, противовоспалительной и
антиангиогенной активностей для ряда струк!
турно различных фукоиданов [9]. Интервал ак!
тивных концентраций полисахаридов составил
10–100 мкг/мл, в связи с этим в настоящем ис!
следовании мы использовали схожие количест!
ва сахаридов.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследованные поли; и олигосахариды. Вы!
сокомолекулярные фукоиданы из водорослей
видов S. latissima SL и C. flagelliformis CF выделя!
ли, как описано ранее [13, 14]. Полисахарид
PPdX получали дексилозилированием нативно!
го фукоидана из водоросли вида P. plantaginea
[15]. Полностью сульфатированный октасаха!
рид OS синтезировали из L!фукозы [16]. Содер!
жание моносахаридов и сульфата в исследован!
ных сахаридах указано в табл. 1. Для приготов!
ления рабочих (стоковых) растворов навески
поли! и олигосахаридов (5,0 мг) были растворе!
ны сначала в диметилсульфоксиде (ДМСО) (1 мл),
а затем в стерильном 0,9%!ном растворе хлори!
да натрия (9 мл).

Исследование фагоцитарной активности нейт;
рофилов. Для исследований использовали кровь
клинически здоровых доноров, стабилизиро!
ванную гепарином (20 ед/мл) или 3,8%!ным цит!
ратом натрия в соотношении 9 : 1. Кровь (0,9 мл)
в течение 3 ч инкубировали с растворами иссле!
дуемых образцов (0,1 мл) при 37° на возвратно!
поступательном шейкере при 250 об/мин. Ко!
нечная концентрация образцов сульфатирован!
ных сахаридов составляла 0,05 мг/мл. В конт!
рольной серии экспериментов к стабилизиро!
ванной крови (0,9 мл) добавляли 0,9%!ный

раствор NaCl (0,1 мл), содержавший 10%!ный
ДМСО.

Для изучения фагоцитоза с помощью свето!
вой микроскопии в качестве объектов фагоци!
тоза использовали суспензии Saccharomyces cere$
visiae (дрожжи вида S. cerevisiae) и Lactobacillus
acidophilus (штамм бактерий L. acidophilus
N.V.EP 317/402 «Наринэ» ТНСи), которые инку!
бировали с престимулированной фукоиданами
кровью в течение 45 мин [17]. Готовили мазок,
окрашивали его по Романовскому–Гимзе и про!
водили микроскопию с масляной иммерсией. В
каждом мазке подсчитывали не менее 100 нейт!
рофилов, вычисляя фагоцитарный индекс (ФИ) –
процент клеток, содержащих фагоцитированные
объекты, а также фагоцитарное число (ФЧ) –
количество поглощенных одним фагоцитом
бактерий или дрожжей [18].

Исследование фагоцитарной активности
нейтрофилов крови за счет кислородзависимого
киллинга E. coli проводили с использованием
набора реагентов FagoFlowEx Kit («EXBIO
Diagnostics», Чехия) методом проточной цито!
метрии. Популяцию нейтрофильных лейкоци!
тов выделяли при помощи гейтирования по па!
раметрам малоуглового и бокового светорассея!
ния. Результаты регистрировали на канале флуо!
ресценции FL1 (FITC) цитофлуориметра BD
Canto II («Becton Dickinson», США). Затем в со!
ответствии с инструкцией производителя про!
водили оценку средней интенсивности флуо!
ресценции (MFI – от англ. mean fluorescence
intensity, усл. ед) фагоцитов, которая отражает
уровень активации отдельного нейтрофила.

Для изучения активации кислородзависимых
механизмов фагоцитоза использовали спектро!
фотометрический вариант теста восстановления
нитросинего тетразолия (НСТ). Принцип мето!
да основан на учете количества диформазана,
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UAб

13,5

1,9

–

–

Gal

1,7

8,4

1,5

–

Man

–

0,7

–

–

Xyl

–

1,8

–

–

Fuc

40,1

36,7

60,2

39,4

Источник

C. flagelliformis

S. latissima

расщепление по Смиту
фукоидана из P. planta$
ginea

синтез из L!фукозы

Образец

CF [14]

SL [13]

PPdX [15]

OS [16]

DSв

0,8

1,3

0,7

2,0

Таблица 1. Состава исследованных поли! и олигосахаридов

SO–2
3

26,6

39,8

27,4

59,1

а Содержание (w/w, %) моносахаридов и сульфата.
б Уроновые кислоты.
в Степень сульфатирования рассчитана как молярное отношение сульфата к сумме моносахаридов (Fuc + Xyl + Gal + UA).
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восстановленного фагоцитами из НСТ. Эта хи!
мическая реакция осуществляется благодаря ак!
тивации кислородзависимой биоцидности фа!
гоцитов. НСТ!тест проводили в двух вариантах:
спонтанном и стимулированном [18]. В качестве
стимулятора использовали суспензию дрожжей
S. cerevisiae и кисломолочных бактерий L. aci$
dophilus. Кровь в течение 3 ч инкубировали с раст!
ворами исследуемых фукоиданов при 37° на возв!
ратно!поступательном шейкере при 200 об/мин,
а затем еще 1,5 ч с микроорганизмами в тех же
условиях. Концентрация образца сульфатиро!
ванного сахарида составляла 0,05 мг/мл. Затем
добавляли раствор НСТ и инкубировали еще
45 мин. Результат учитывали, измеряя оптичес!
кую плотность раствора на планшетном сканере
MS Multiscan («Multiscan», Финляндия) при 540 нм.

Определение концентрации лейкоцитов с фе;
нотипом CD45+CD66b+CD11с+. Использовали
антитела к CD45, CD11c, CD66b человека,
конъюгированные с флуорохромами («Becton
Dickinson», США). После инкубации крови с
антителами эритроциты лизировали реагентом
OptiLyse («Immunotech», Франция), затем клет!
ки отмывали фосфатно!солевым буфером. Фе!
нотип лейкоцитов оценивали методом проточ!
ной цитометрии на цитофлуориметре BD Canto II
(«Becton Dickinson», США). В каждом образце
анализировали не менее 10 000 клеток. Популя!
цию нейтрофилов последовательно гейтировали
по параметрам малоуглового и бокового свето!
рассеяния, а затем выделяли клетки CD45+. Ре!
зультаты выражали в виде доли флуоресцирую!
щих клеток в процентах от общего числа клеток,
а также в виде величины MFI – интенсивности
флуоресценции отдельной клетки по целевому
маркеру. Анализ результатов проводили в прог!
рамме FACSDiva 6.1.3.

Оценка цитотоксической активности лейкоци;
тов ex vivo. 20 мышей линии С57Вl/6 были разде!
лены на две равные группы – опытную и конт!
рольную. Раствор СF вводили мышам опытной
группы в дозе 0,01 мг/мышь внутрибрюшинно
пятикратно один раз в сутки ежедневно (первое
введение – за 24 ч до перевивки опухоли). Мы!
шам обеих групп прививали опухоль меланомы
В16 (500 000 клеток на мышь). По истечении
20 сут у мышей был произведен забор селезенок
в стерильных условиях. Из гомогената селезенок
на градиенте плотности фиколла!урографина
выделяли мононуклеарные лейкоциты (МЛ),
которые дважды отмывали центрифугировани!
ем в среде RPMI!1640 («ПанЭко», Россия). В ка!
честве клеток!мишеней (КМ) использовали
клетки НК!чувствительной линии эритробласт!
ного лейкоза К!562 и клетки меланомы линии В16
(банк клеточных линий РОНЦ им. Н.Н. Блохи!

на). Подсчитывали количество живых эффек!
торных и опухолевых клеток в суспензиях при
добавлении трипанового синего («Sigma», США).
Для коинкубации клеток с тестируемыми веще!
ствами использовали 96!луночные планшеты
(«Nunс», США или «Costar», Франция). Кон!
центрация клеток!мишеней в среде составляла
500 000 кл/мл. Соотношение клеток!мишеней и
клеток!эффекторов МЛ (КЭ) в среде соответ!
ствовало 1/2, 1/5 и 1/10. После коинкубации в
течение 24 ч определяли индекс цитотоксичес!
кой активности (ИЦА) натуральных киллеров с
помощью колориметрического МТТ!теста, ос!
нованного на способности дегидрогеназ живых
клеток восстанавливать 3!(4,5!диметил!2!тиа!
зил)!2,5!дифенил!2H!тетразолия бромид (MTT)
до фиолетовых кристаллов формазана, раство!
римых в ДМСО [19].

Статистический анализ первичных данных
проводили с использованием пакета программ
Statistica 6.0, StatSoft. Результат анализа пред!
ставлен в формате: среднее выборочное (χ) ± ве!
личина стандартной девиации (SD). Для расчета
величины достоверности отличия от контроля
(р) применяли t!критерий Стьюдента. Различия
считали достоверными при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Основная цепь исследованных углеводных
молекул построена из повторяющихся (1→3)!
связанных остатков α!L!фукопиранозы. Образ!
цы SL и СF представляют собой высокомолеку!
лярные полимеры, содержащие боковые замес!
тители, состоящие из остатков α!L!фукопира!
нозы (SL), α!D!глюкуроновой кислоты (СF) и
α!L!фукофуранозы (CF). Степень сульфатиро!
вания (отношение содержания сульфата к моно!
сахаридам) для полисахаридов SL и СF состави!
ла 1,3 и 0,8 соответственно. Образец PPdX – ли!
нейный низкомолекулярный полисахарид со сте!
пенью сульфатирования 0,7. Соединение OS –
синтетический низкомолекулярный октасаха!
рид со степенью сульфатирования 2,0.

В табл. 2 приведены результаты исследова!
ния воздействия соединений СF, SL, PPdX и OS
в концентрации 0,05 мг/мл на активацию захвата
молочнокислых бактерий L. acidophilus и дрож!
жей S. cerevisiae сегментоядерными нейтрофи!
лами крови, стабилизированной гепарином.

Приведенные в табл. 2 данные указывают на
усиление поглощения нейтрофилами L. acido$
philus после стимуляции высокомолекулярными
полисахаридами CF и SL. При этом наблюдали
как увеличение относительного количества фа!
гоцитов (в сравнении с контролем ФИ было вы!
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ше в 1,8 и 1,7 раз соответственно), так и тенден!
цию увеличения ФЧ после преинкубации с эти!
ми соединениями. Также эти соединения способ!
ствовали увеличению ФИ относительно дрож!
жей на 23% (р < 0,05) и 7% (р > 0,05) соответ!
ственно. При этом после стимуляции нейтро!
филов CF ФЧ увеличилось относительно конт!
роля в 2 раза (рис. 2, см. цветную вклейку). Низ!
комолекулярные сахариды PPdX и OS были не!
активны в данном тесте.

Сходные данные были получены в результа!
те исследования кислородзависимого киллинга
E. coli после преинкубации клеток крови, стаби!
лизированной гепарином, с образцами сульфа!
тированных сахаридов методом проточной ци!
тометрии (табл. 3). Было показано достоверное
повышение антибактериальной фагоцитарной
активности нейтрофилов крови после их пред!
варительной стимуляции с образцом СF. Однако
если после стимуляции СF величина MFI фаго!
цитирующих нейтрофилов увеличилась на 9%,
то после стимуляции PPdX и OS она уменьши!
лась – в 1,8 и 1,5 раза соответственно (p < 0,05).

Известно, что кислородзависимая биоцид!
ность фагоцитов опосредована, в т.ч. и активны!
ми метаболитами кислорода, образуемыми в
процессе так называемого «респираторного
взрыва». Поэтому количественное изучение дан!
ного показателя после преинкубации клеток
крови с сульфатированными сахаридами прово!
дили с помощью НСТ!теста: спонтанного и сти!
мулированного S. cerevisiae и L. acidophilus. Резуль!
таты экспериментов представлены в табл. 4 и 5.

Приведенные в табл. 4 данные указывают на
то, что предварительная стимуляция клеток ге!
паринизированной крови СF в наибольшей сте!
пени способствовала нарастанию кислородза!

висимой фагоцитарной активности фагоцитов
при контакте как с дрожжами, так и с бактерия!
ми in vitro. Другие образцы практически не вли!
яли на активность лейкоцитов в НСТ!тесте.
Аналогичные результаты были получены при
исследовании образцов крови, стабилизирован!
ной цитратом натрия (табл. 5).

Для изучения механизмов усиления фагоци!
тарной активности нейтрофилов под воздей!
ствием CF был исследован фенотип нейтрофи!
лов крови, стабилизированной гепарином, пос!
ле коинкубации с фукоиданом. В частности,
оценивали изменение относительной концент!
рации CD45+CD66b+CD11с+ клеток.

По результатам проведенных исследова!
ний было установлено, что после 4 ч коинку!
бации лейкоцитов крови человека с СF в кон!
центрации 0,05 мг/мл наблюдалось достовер!
ное увеличение относительной концентрации
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р

0,007

0,133

–

–

ФИ, %

79 ± 6,1

63 ± 6,0

НО

НО

р

0,044

0,047

0,588

0,071

ФЧ, ед

4 ± 0,7

5 ± 3,2

1 ± 3,5

2 ± 1,3

р

0,006

0,001

0,473

0,105

ФИ, %

69 ± 5,7

65 ± 1,1

39 ± 2,4

47 ± 10,0

Образцы

CF

SL

PPdX

OS

Контроль

р

0,002

0,500

–

–

Таблица 2. Фагоцитарный индекс (ФИ) и фагоцитарное число (ФЧ) лейкоцитов крови человека после стимуляции суль!
фатированными сахаридами СF, SL, PPdX и OS в сравнении с контролем

ФЧ, ед

8 ± 3,3

4 ± 1,5

НО

НО

Примечание. НО – не определено.

Микроорганизмы

S. cerevisiaeL. acidophilus

38 ± 3,1 3 ± 1,6 56 ± 7,2 4 ± 2,1

Стимуляторы фагоцитоза

СF

SL

PPdX

OS

Контроль

MFI

5,61 ± 3,11

1,142 ± 78,4

2,93 ± 1,51

3,46 ± 1,53

5,15 ± 1,2

р

0,028

0,403

0,001

0,001

–

Таблица 3. Влияние образцов СF, SL, PPdX и OS на кисло!
родзависимую биоцидность фагоцитов E. coli нейтрофила!
ми крови здорового донора



АНИСИМОВА  и  др.

CD45+CD66b+CD11с+ лейкоцитов с 72 ± 1,1% в
контроле до 86 ± 1,7% в пробе с этим фукоиданом,
р < 0,001; показатель MFI нарастал с 390 ± 298
до 586 ± 175 усл. ед соответственно, р < 0,001
(рис. 3, см. цветную вклейку).

Полученные данные указывают на то, что
повышение на мембране нейтрофилов концент!
рации интегрина CD11c, опосредованное воз!
действием CF, позитивно коррелирует с усиле!
нием захвата фагоцитами микроорганизмов.
При этом не удалось достоверно установить
факт усиления интенсивности кислородного
взрыва в клетках!эффекторах, определяющих
успешную деструкцию захваченного фагоцитом
объекта.

Для оценки воздействия наиболее активного
фукоидана СF на функциональность эффекто!
ров врожденного противоопухолевого иммуни!

тета проводили исследование изменения цито!
токсической активности МЛ селезенки мышей
после курса парентерального введения СF. Из!
менение противоопухолевой цитотоксической
активности МЛ изучали в сравнении с контро!
лем. В качестве клеток!мишеней (КМ) исполь!
зовали клетки НК!чувствительной линии эрит!
робластного лейкоза К!562 и клетки меланомы
линии В16. Соотношение клеток!мишеней и
клеток!эффекторов МЛ (КЭ) в среде соответ!
ствовало 1/2, 1/5 и 1/10. Результаты представле!
ны в табл. 6.

Приведенные в табл. 6 данные указывают на
то, что системное воздействие СF на иммунитет
мышей реализуется усилением противоопухоле!
вой активности иммунокомпетентных клеток.
При этом наблюдается не только тенденция уси!
ления НК!активности по отношению к НК!
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Образцы

СF

SL

PPdX

OS

Контроль

бактерии

1,27

0,98

1,06

0,99

1,04

Таблица 4. Изменение активности лейкоцитов в НСТ!тесте под воздействием образцов СF, SL, PPdХ и OS (кровь, стаби!
лизированная гепарином)

дрожжи

1,33

0,89

1,08

1,08

1,08

бактерии

2999 ± 900

3200 ± 960

3105 ± 932

3112 ± 934

2845 ± 854

дрожжи

3129 ± 939

2900 ± 870

3148 ± 944

3375 ± 1013

2942 ± 883

спонтанная активность

2359 ± 708

3274 ± 982

2922 ± 877

3132 ± 940

2733 ± 850

Стимулированная/спонтанная

активность

Оптическая плотность раствора формазана

стимулированная активность

Образцы

СF

SL

PPdX

OS

Контроль

бактерии

1,16

1,01

1,08

1,13

1,03

Таблица 5. Изменение активности лейкоцитов в НСТ!тесте под воздействием образцов СF, SL, PPdX и OS (кровь, стаби!
лизированная цитратом натрия)

дрожжи

1,17

0,96

1,12

1,14

1,04

бактерии

3317 ± 854

2982 ± 215

3233 ± 340

3399 ± 691

2996 ± 590

дрожжи

3338 ± 784

2833 ± 708

3352 ± 842

3404 ± 684

3019 ± 807

спонтанная активность

2865 ± 657

2959 ± 885

2984 ± 947

2997 ± 588

2902 ± 651

Стимулированная/спонтанная

активность

Оптическая плотность раствора формазана

стимулированная активность
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чувствительной линии К!562 (в сравнении с
контролем ИЦА МЛ увеличился в 1,2–1,7 раза),
но и статистически достоверное усиление цито!
токсичности, направленной против клеток ме!
ланомы линии В16 (в сравнении с контролем
ИЦА МЛ увеличился в 1,7–1,9 раза).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенных исследований бы!
ло показано, что строение фукоиданов сущест!
венно влияет на их иммунотропные свойства.
Наибольшую активность продемонстрировал
высокомолекулярный фукоидан СF из водорос!
ли C. flagelliformis, основная цепь которого пост!
роена из (1→3)!связанных остатков α!L!фуко!
пиранозы, а боковые заместители включают ос!
татки α!D!глюкуроновой кислоты и α!L!фуко!
фуранозы. Умеренную активность проявлял вы!
сокомолекулярный фукоидан SL, содержащий в
качестве боковых заместителей остатки α!L!фу!
копиранозы. Низкомолекулярные линейные са!
хариды PPdX и OS были практически неактивны.

После коинкубации лейкоцитов крови чело!
века с фукоиданом CF было установлено увели!
чение на 14% относительного количества интег!
рина CD11c на фоне нарастания показателя
MFI с 390 ± 298 до 586 ± 175 усл. ед, р < 0,001.
Как известно, интегрин CD11c является гликопро!
теином из надсемейства интегринов, α!субъеди!
ницей интегрина αXβ2, рецептора фибриноге!
на. Одно из ранее описанных свойств CD11c –
это способность опосредовать фагоцитоз iC3b!
опсонизированных частиц [20]. Также эта моле!
кула является рецептором комплемента C4.
CD11c вовлечен в фагоцитоз частиц латекса и
бактерий в отсутствие комплемента, клеточную
миграцию, продукцию цитокинов моноцитами

и макрофагами, способен связывать множество
лигандов, вовлеченных в клеточную адгезию,
таких как ICAM!1 и ICAM!4, а также ЛПС [21].
Это дало основания ряду специалистов рассмат!
ривать повышение концентрации CD11c+ им!
мунных клеток в крови как маркер усиления их
функциональной активности. В частности, ра!
нее нами были получены аналогичные результа!
ты, подтверждающие положительную корреля!
цию нарастания уровня интегринов и высокой
фагоцитарной активности эффекторов врож!
денного иммунитета [22, 23]. В настоящем ис!
следовании эта закономерность была подтверж!
дена в специальных сериях опытов по оценке
захвата бактерий (L. acidophilus и E. coli) и дрож!
жей, при этом результаты учитывали как с по!
мощью световой микроскопии, так и с исполь!
зованием метода проточной цитометрии. В
частности, после инкубации клеток крови с CF
наряду с повышением содержания CD11с+
нейтрофилов и уровня экспрессии на клеточной
мембране данного маркера увеличивается ФИ
поглощения L. acidophilus и дрожжей в 1,8 и 1,4
раза (р < 0,05) соответственно. Таким образом,
полученные данные свидетельствуют об усиле!
нии под воздействием фукоидана CF начальной
стадии фагоцитоза – поглотительной способ!
ности нейтрофилов. В качестве стабилизатора
крови использовали гепарин, в специальной се!
рии опытов было установлено, что замена гепа!
рина на цитрат натрия не изменяет ответную ре!
акцию клеток на воздействие фукоиданов.

Завершающая фаза фагоцитоза связана с
деструкцией биологических агентов, имеющих
корпускулярную структуру (бактериальные и
грибковые патогены, клетки простейших,
собственные поврежденные клетки и продукты
их распада), посредством кислородзависимых и
кислороднезависимых механизмов. При этом
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Клетки!мишени
(КМ)

К!562

В16

р

0,321

0,084

0,217

0,045

0,395

0,006

Таблица 6. Цитотоксическая активность спленоцитов животных после системного введения фукоидана СF (опытная
группа) в сравнении с контролем

опыт

15 ± 17,0

53 ± 15,7

72 ± 10,8

15 ± 2,7

24 ± 4,6

41 ± 4,7

контроль

9 ± 11,9

32 ± 14,8

60 ± 21,3

8 ± 4,7

22 ± 11,3

24 ± 4,7

Соотношение
КМ/КЭ

1/2

1/5

1/10

1/2

1/5

1/10

ИЦА, %
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для элиминации микроорганизмов важную роль
играет кислородзависимая биоцидность фаго!
цитов (кислородный взрыв), опосредованный
активацией НАДФН!оксидазы, которая катали!
зирует восстановление молекулярного кислоро!
да до супероксидного радикала, что приводит к
появлению в фагоците активных форм кислоро!
да (супероксид!анион!радикал, перекись водо!
рода, радикал гидроперекиси и др.). В данной
работе с использованием НСТ!теста было пока!
зано умеренное увеличение под влиянием фуко!
идана СF показателей, характеризующих интен!
сивность кислородного взрыва, что свидетель!
ствует о способности полисахарида незначи!
тельно усиливать деструкцию фагоцитирован!
ных микроорганизмов.

Резюмируя вышеизложенное, можно заклю!
чить, что фукоидан CF существенно усиливает
поглощение нейтрофилами бактерий и дрож!
жей (начальная стадия фагоцитоза), но не реа!
лизацию деструкции фагоцитированных микро!
организмов, опосредованной кислородзависи!
мыми механизмами (завершение фагоцитоза).
Выявленная особенность действия полисахари!
да на нейтрофилы может рассматриваться как
сбалансированное стимулирующее влияние на
клеточное звено противоинфекционного имму!
нитета, исключающее избыточное выделение
реактивных кислородных радикалов, вызываю!
щих острое повреждение тканей с развитием ор!
ганной и даже полиорганной недостаточности
[24, 25].

Проведенные нами исследования также поз!
волили установить усиление проявления цито!
токсической противоопухолевой активности
иммунокомпетентных клеток в условиях ex vivo
после курсового парентерального введения CF.
Целью данного эксперимента было изучение
влияния фукоиданов на иммунореактивность
мышей!опухоленосителей для определения из!
менений функционального состояния эффекто!
ров врожденного иммунитета – натуральных
киллеров, участвующих в реализации противо!
опухолевого иммунитета. Выбранный дизайн
исследования позволил, с одной стороны, оце!
нить НК!активность, являющуюся интеграль!
ным показателем реактивности эффекторов
врожденного иммунитета, а с другой – опреде!
лить противоопухолевую цитотоксическую ак!
тивность лимфоцитов по отношению к клеткам
целевой (привитой мышам) опухоли – мелано!
мы В16. Поэтому в качестве клеток!мишеней в

цитотоксическом тесте были использованы две
клеточные линии: НК!чувствительная линия
клеток К!562 и клетки штамма меланомы В16. В
итоге после курса фукоидана наблюдали не
только тенденцию к стимуляции НК!активнос!
ти при испытании на НК!чувствительной ли!
нии клеток К!562 (в сравнении с контролем
ИЦА МЛ увеличился в 1,2–1,7 раза), но и ста!
тистически достоверное усиление цитотоксич!
ности против клеток меланомы линии В16 (в
сравнении с контролем ИЦА МЛ увеличился в
1,1–1,9 раза). Известно, что интегрины CD11c
ассоциированы в качестве мембраносвязанной
молекулы не только с нейтрофилами, но также и
с моноцитами, тканевыми макрофагами, НК и
дендритными клетками. Возможно, что обнару!
женная нами способность CF стимулировать
противоопухолевую эффективность МЛ, как и в
случае с нейтрофилами, опосредована усилени!
ем экспрессии мембраносвязанных молекул
CD11c на НК, обеспечивающих контакт эффек!
торов с клетками!мишенями.

Полученные данные позволяют предполо!
жить, что молекулярный механизм стимулирую!
щего действия фукоидана CF на эффекторы
противоинфекционного и противоопухолевого
иммунитета реализуется при участии интегрина
CD11c.

Проведенное в данной работе исследование
позволило установить, что фукоидан CF из во!
доросли C. flagelliformis способен активировать
клетки врожденного иммунитета как при ло!
кальном воздействии in vitro, так и на системном
уровне при курсовом парентеральном введении.
Было достоверно установлено, что это соедине!
ние интенсифицирует захват микроорганизмов
нейтрофилами, увеличивая как относительное
количество фагоцитов (ФИ), так и их эффек!
тивность (ФЧ), на фоне возрастания концентра!
ции молекул интегрина CD11c на мембране
нейтрофилов. Воздействие СF на системном
уровне приводило к усилению противоопухоле!
вой цитотоксической активности (ИЦА) МЛ се!
лезенки против клеток меланомы линии В16 (в
1,7–1,9 раза, р < 0,05) и против клеток линии К!562
(в 1,2–1,7 раза, р > 0,05).

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант КОМФИ 13!04!40315!K и состав!
ляющие его гранты 13!04!40313!H, 13!04!314!H
и 13!04!40315!H).
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The immunotropic activity of structurally different fucoidans and their derivatives towards isolated immune blood
cells, effectors of innate immune system, was studied. The most potent effect was observed for high molecular weight
fucoidan CF from alga C. flagelliformis, whose backbone is built up of (1→3)!linked units of α!L!fucopyranose, and
branches included residues of α!D!glucuronic acid and α!L!fucofuranose. This compound at a concentration of
0.05 mg/ml potentiated phagocytosis of S. cerevisiae and L. acidophilus by neutrophils increasing relative quantity of
phagocytes, as well as their effectiveness. Along with this, 14% increasе of the concentration of membrane!bound
integrin CD11c molecules was observed. The systemic effect of CF at a dose of 0.01 mg/mouse i.p. led to potentia!
tion of cytotoxic activity of spleen mononuclear leucocytes towards melanoma cells of line B16 by 1.9!fold and
towards chronic myelogenous leukemia cells of line K!562 by 1.7!fold. These results indicate that fucoidan CF can
stimulate anti!infective and anti!tumor activity of effectors of the innate immune system via integrins CD11c.
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