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Исследовано влияние экстракта из дальневосточных видов 
голотурий на уровень продукции нитросинего тетразолия и 
активность антиоксидантных ферментов макрофагов мышей, 
зараженных Yersinia pseudotuberculosis. Установлено, что при 
100 %-ной выживаемости у 67 % инфицированных животных 
происходила коагуляция перитонеальной жидкости. Трехсуточ‑
ное введение инфицированным животным ЭГ в концентрациях 
0,5–1 мг/кг подавляло функциональную активность макрофа‑
гов и оказывало защитный антисептический эффект, снижая 
число мышей с септическими проявлениями инфекции. В дозе 
10 мг/кг экстракт стимулировал функциональную активность 
макрофагов, но и увеличивал количество мышей с коагуляцией 
перитонеальной жидкости. Авторы предлагают использование 
экстракта из голотурий в низких дозах для комплексного лече‑
ния септических проявлений при иерсиниозе.

Псевдотуберкулез, вызываемый Yersinia pseudotuber
culosis (дальневосточная скарлатиноподобная лихо‑
радка), постоянно регистрируется в России и за ру‑
бежом. Заболевание характеризуется клиническим 
полиморфизмом и нередкой генерализацией инфекции 
[6]. Лечение псевдотуберкулеза часто осложняется 
формированием лекарственно-резистентных штаммов 
возбудителя. Все это обусловливает необходимость 
совершенствования фармакотерапии заболевания, 
разработок и исследований новых препаратов, в том 
числе иммуномодулирующей направленности, пос‑
кольку возбудитель псевдотуберкулеза вызывает зна‑
чительные повреждения иммунитета [14].

Из тканей ряда дальневосточных голотурий (Cucu
maria japonica, Eupentacta fraudatrix) получен экстракт, 
содержащий комплекс биологически активных веществ 
и получивший коммерческое название «Пентакан» 
(ТУ 9154-001-77418193). Первоначально обнаружена 
его эффективность в ингибировании роста микробов in 
vitro и в клинике при наружном применении [1]. Даль‑
нейшие опыты на животных показали выраженный 
иммуномодулирующий эффект препарата, в том числе 
при профилактическом использовании в опытах по 
заражению неинбредных мышей Y. pseudotuberculosis [3].

Функциональная активность фагоцитов во многом 
определяется уровнем продукции в них активных ме‑
таболитов кислорода. При этом увеличение активности 
может быть опасно и для самой клетки, в связи с чем 
рост продукции активных метаболитов кислорода огра‑
ничивает система антиоксидантной защиты. Модуляция 

оксидантно-антиоксидантного баланса препаратами 
также может влиять на уровень иммунного ответа. 
Экстракт из голотурий (ЭГ) проявляет высокую анти‑
оксидантную активность, по-видимому обусловленную 
входящими в его состав каротиноидами и тритерпе‑
новыми гликозидами, и это свойство может лежать в 
основе его иммуномодулирующего действия [1].

Целью настоящей работы явился анализ влия‑
ния ЭГ на уровень продукции активных метаболитов 
кислорода и активность антиоксидантных ферментов 
макрофагов мышей, зараженных Y. pseudotuberculosis, 
по лечебной схеме применения – после заражения 
животных бактериями.

Материал и методы. Использовали самок неинбред‑
ных мышей массой 14–15 г, находившихся на стандарт‑
ной диете. В работе руководствовались правилами про‑
ведения работ с использованием экспериментальных 
животных (приказ МЗ СССР № 755 от 12.08.1977 г.). 
Контрольным животным (1-я группа) вводили физио‑
логический раствор. Для экспериментального инфици‑
рования животным 2–5-й групп внутрибрюшинно од‑
нократно вводили Y. pseudotuberculosis в дозе 105 микроб
ных клеток (штамм 3D, III серотип, выделенный от 
больного человека). Животным 3–5-й групп дополни‑
тельно в течение трех последующих суток вводили ЭГ 
per os один раз в день в дозах 0,5, 1,0 и 10,0 мг/кг соот‑
ветственно. Животных 1-й и 2-й групп поили фи‑
зиологическим раствором (pH 7, 4) в течение трех 
суток по той же схеме. Отдельно три группы животных 
(6–8-я) получали только ЭГ в дозах 0,5, 1,0 и 10,0 мг/кг 
per os один раз в день в течение трех дней. Каждая экс‑
периментальная группа состояла из трех-четырех мы‑
шей. По окончании эксперимента (через 45 мин после 
последнего введения физраствора или ЭГ) животных 
забивали дислокацией шейных позвонков и отбирали 
перитонеальный экссудат. В полученных из него макро‑
фагах определяли содержание нитросинего тетразолия 
(НСТ), по которому судили о продукции активных ме‑
таболитов кислорода [5]. Часть клеток отбирали для 
последующего анализа уровня апоптоза, часть замора‑
живали в жидком азоте и хранили при –20 °С до опре‑
деления активности антиоксидантных ферментов. Перед 
определением активности антиоксидантных ферментов 
клетки разрушали ультразвуком (УЗДН-1, 22 кГц, 25×6 
с при 0 °С). Ядра осаждали центрифугированием. В по‑
лученных супернатантах спектрофотометрическими 
методами определяли активность супероксиддисмутазы 
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(СОД, НФ 1.15.1.1), каталазы (НФ 1.11.1.6) и глутати‑
онредуктазы (ГР, НФ 1.6.4.2) [4]. Все измерения прово‑
дили в трипликатах. Количество белка в пробах опреде‑
ляли окраской по Кумасси бриллиантовым голубым 
G-250.

Для анализа апоптоза суспензии перитонеальных 
макрофагов (0,3–0,5 млн клеток) центрифугировали 
(1000g×5 мин при 4 °С), к осадку добавляли 40 мкл 4 % 
раствора формалина и делали мазки, которые окра
шивали Hoechst 33342 [12]. Об уровне апоптоза судили 
по процентному содержанию ярко-голубых флюорес‑
цирующих клеток.

Результаты обрабатывали статистически, исполь‑
зуя для определения достоверности различий между 
группами t-критерий Стьюдента.

Результаты исследования. В течение эксперимента 
все животные были живы. Однако уже через сутки 
после введения бактерий у части инфицированных 
мышей (2–5-я группы) появились визуальные призна‑
ки сепсиса, в частности – коагуляция перитонеальной 
жидкости. На 4-й день у животных, не получавших экс‑
тракта (2-я группа), этот феномен зарегистрирован в 
67 % случаев. ЭГ в дозе 0,5 и 1 мг/кг проявлял защитное 
действие, снижая число животных с коагулированной 
перитонеальной жидкостью в 3-й и 4-й группах до 
25 и 33 % соответственно. В то же время экстракт в 
концентрации 10 мг/кг стимулировал коагуляцию, 
которая на четвертые сутки была зарегистрирована у 
всех мышей 5-й группы.

Для понимания механизмов такой про- и анти‑
воспалительной активности ЭГ было проведено ис‑
следование состояния оксидантно-антиоксидантного 
баланса макрофагов. У мышей 2-й группы не было 
отмечено изменений в продукции НСТ по сравнению 
с контролем. Однако у инфицированных мышей, полу‑
чавших дополнительно ЭГ в дозе 1 мг/кг (4-я группа), 
уровень НСТ был значительно снижен по сравнению 
с контролем, а доза 10 мг/кг, напротив, стимулировала 
продукцию НСТ (рис. 1). Введение только экстракта 1 и 
10 мг/кг в сутки (7-я и 8-я группы) значительно снижа‑
ло уровень НСТ в клетках по сравнению с контролем 
(максимально при дозе 1 мг/кг – на 77 %).

При этом как инфицирование бактериями (2-я 
группа), так и скармливание экстракта (6–8-я группы) 
не оказывали влияния на активность СОД в макро‑
фагах мышей по сравнению с контролем (1-я группа). 
Введение препарата в дозе 0,5 мг/кг инфицированным 
животным (3-я группа) также не оказывало влияния 
на активность фермента. Однако экстракт в дозе 1 мг/
кг (4-я группа) значительно стимулировал активность 
СОД (на 64 % по сранению с контролем), а в дозе 10 мг/
кг (5-я группа) снижал активность фермента на 36 % 
по сравнению с контролем (рис. 2, а).

Активность каталазы в эксперименте изменялась 
более значительно. Так, во 2-й группе она снижалась на 
37 % по сравнению с контролем. В 7-й и 8-й группах заре‑
гистрировано прямое дозозависимое подавление актив‑
ности фермента: на 39 и 53 % соответственно. Введение 

же ЭГ инфицированным мышам возвращало активность 
каталазы к контрольным значениям только в 3-й группе. 
В 4-й и 5-й группах активность фермента оставалась 
практически на том же уровне, что во 2-й (рис. 2, б).

В макрофагах мышей 2-й группы отмечена тен‑
денция к возрастанию активности ГР (на 40 %). Это 
свидетельствовало об определенной напряженности ан‑
тиоксидантной ферментной защиты, связанной со сни‑
жением уровня восстановленного глутатиона. В группах 
6–8, напротив, отмечено дозозависимое подавление 
активности фермента (максимальное подавление – на 
64 % – при концентрации 10 мг/кг). При введении ЭГ в 
дозе 0,5 мг/кг инфицированным мышам (3-я группа) 
активность фермента была практически такой же, как 
во 2-й группе, превышая контрольное значение в 1,6 
раза. Однако в 4-й группе ЭГ (10 мг/кг) уже возвращал 
активность фермента к контрольному уровню (рис. 2, в).

Рис. 1. Влияние ЭГ на уровень НСТ в макрофагах:
* – разница с контролем статистически значима.

Рис. 2. Изменения активности антиоксидантных ферментов 
в макрофагах:

а – СОД, б – каталаза, в – ГР; * – разница с контролем статистически 
значима.
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Уровень апоптоза в макрофагах инфицированных 
мышей снижался на 32 % по сравнению с контролем. 
У животных 7-й и 8-й групп также происходило сни‑
жение уровня апоптоза (статистически значимое в 7-й 
группе). У инфицированных животных, принимавших 
ЭГ (3–5-я группы), уровень апоптоза достоверно воз‑
растал в обратной концентрационной зависимости 
(рис. 3).

Обсуждение полученных данных. Ранее нами было 
показано, что один из важных факторов патогеннос‑
ти Y. pseudotuberculosis – термостабильный токсин 
ТсТYp – обладает способностью модулировать апоптоз 
в нейтрофилах крови крыс in vitro [2]. Стратегия бак‑
терий, в том числе Y. pseudotuberculosis, направленная 
на подавление иммунитета макроорганизма, может 
реализовываться и через другие факторы, например 
эффекторные белки Yop, которые индуцируют апоп‑
тоз и подавляют фагоцитоз в макрофагах путем бло‑
кировки респираторного взрыва [14, 15]. Ранее было 
показано, что заражение мышей бактериями псевдоту‑
беркулеза уже через 45 мин приводит к значительному 
снижению уровня НСТ в перитонеальных макрофагах 
[3], что соответствует представлениям, изложенным 
выше. Однако в настоящих опытах через четверо су‑
ток после заражения мышей не отмечено изменений 
в продукции НСТ макрофагами. При этом не заре‑
гистрировано и существенных изменений активности 
антиоксидантных ферментов за исключением каталазы, 
активность которой достоверно снижалась. Уменьшал‑
ся также уровень апоптоза в макрофагах. Очевидно, 
к четвертым суткам после заражения происходило 
восстановление функциональной активности мак‑
рофагов, по-видимому, за счет увеличения синтеза 
ими провоспалительных веществ, что способствовало 
появлению у части инфицированных животных при‑
знаков сепсиса.

Такая динамика изменений клеточного ответа на 
бактерии, вероятно, обусловлена тем, что реализация 
иммунного ответа макрофага на патоген может вести 
и к выживанию, и к смерти клетки, в зависимости 
от изменений в контролирующих апоптоз системах 
[14]. Возможно, в более поздние сроки включаются 
апоптозконтролирующие механизмы, направленные 
на выживание макрофагов. В частности, известно, что 
в регуляции апоптоза, помимо каспаз, могут участво‑
вать митогенактивируемые и циклоаденозинмонофос‑
фатзависимые протеинкиназы [14]. В свою очередь 

показано участие циклического аденозинмонофосфата 
в регуляции продукции активных форм кислорода, 
причем аденозинмонофосфат не только стимулирует 
активность антиоксидантных ферментов в культуре 
клеток и снижает концентрацию перекиси водорода, 
но и может снижать активность каталазы в отсутс‑
твие изменений других антиоксидантных ферментов 
(что указывает на важную роль перекиси водорода в 
проведении сигнала) [7, 9, 10].

По-видимому, снижение активности антиокси‑
дантных ферментов при первоначальном снижении 
уровня НСТ в макрофагах при введении бактерий 
в последующие сроки сопровождается его ростом 
с соответствующим повышением активности ан‑
тиоксидантных систем (СОД и ГР) практически до 
уровня контроля. При этом концентрация переки‑
си водорода поднимается до значений, превышаю‑
щих контрольные, на фоне значительно сниженной 
активности каталазы. Избирательное действие на 
продукцию перекиси водорода показано и при дейс‑
твии некоторых других бактерий [8, 13]. Повышение 
же продукции этого соединения может стимулиро‑
вать синтез циклического аденозинмонофосфата [9]. 
Наряду с имеющимися данными о вовлеченности 
циклического аденозинмонофосфата в регуляцию 
апоптоза, индуцированного Y. pseudotuberculosis [2], 
это свидетельствуют о возможности снижения уров‑
ня апоптоза в макрофагах через четверо суток после 
инфицирования в связи с ростом его уровня.

Вместе с тем при трехсуточном введении ЭГ (1 и 10 
мг/кг) отмечено обратное концентрационно-зависимое 
подавление продукции НСТ при сохраненной актив‑
ности СОД, но не каталазы и ГР, активность которых 
препарат ингибировал в прямой концентрационной 
зависимости (достоверно – только при дозе 10 мг/кг).

Таким образом, ЭГ снижает уровень НСТ на фоне 
уменьшения активности как каталазы, так и ГР, что 
говорит в пользу антиоксидантного механизма дейс‑
твия: экстракт может эффективно снижать уровень 
свободных радикалов в клетке [1], тем самым отменяя 
необходимость поддержания высокой антиоксидант‑
ной ферментной защиты. При этом он снижает уровень 
апоптоза в обратной зависимости от дозы.

Введение инфицированным животным ЭГ в дозе 
0,5 мг/кг вызывало рост активности каталазы до кон‑
трольного уровня при неизменной активности СОД и 
ГР, но уровень НСТ оставался сниженным. При дозе 1 
мг/кг уровень НСТ у инфицированных животных не 
превышал таковой при введении ЭГ неинфицирован‑
ным мышам, не происходило изменений в активности 
ГР и каталазы, но значительно возрастала активность 
СОД. Обе дозы экстракта (0,5 и 1 мг/кг) значительно 
стимулировали уровень апоптоза.

Таким образом, увеличение уровня апоптоза в мак‑
рофагах инфицированных животных при введении 
указанных доз ЭГ связано с низким уровнем продукции 
НСТ. При этом снижалось и число животных с прояв‑
лениями сепсиса по сравнению с инфицированными 

Рис. 3. Уровень апоптоза в макрофагах:
* – разница с контролем статистически значима.
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мышами 2-й группы. По-видимому, снижение функ‑
циональной активности макрофагов и увеличение их 
гибели в этих условиях способствовало снижению их 
провоспалительных эффектов, как это было показано 
и при действии растительных флавоноидов [11].

Напротив, в 5-й группе наибольшая из использо‑
ванных концентраций (10 мг/кг) при введении инфи‑
цированным животным значительно стимулировала 
продукцию НСТ, не вызывая достоверного изменения 
в активности СОД И ГР, а также в уровне апоптоза. 
Таким образом, при этой дозе происходил рост анти‑
бактериальной активности ЭГ при сохранении жиз‑
неспособности самих макрофагов. Однако активность 
каталазы, но не других ферментов, оставалась снижен‑
ной. В этой группе число животных с коагуляцией кро‑
ви составило 100 %, превысив даже частоту сепсиса во 
2-й группе. Таким образом, в условиях бактериального 
инфицирования стимулирование ЭГ функциональной 
активности макрофагов сопровождалось, по-види‑
мому, усилением их провоспалительной активности, 
способствовавшей развитию сепсиса.

В целом при введении ЭГ с лечебной целью в тече‑
ние трех суток мышам, инфицированным Y. pseudotu
berculosis, отмечено дозозависимое противодействие 
эффекту бактерий в макрофагах. Наиболее выражен‑
ное, стимулирующее функциональную активность 
макрофагов действие имело применение ЭГ в макси‑
мальной из исследованных концентраций – 10 мг/кг. 
Однако именно эта доза, повышая функциональную 
активность макрофагов и их выживаемость, по-види‑
мому, приводила к усилению продукции этими клет‑
ками провоспалительльных веществ, приводящих к 
септическим проявлениям. В связи с этим дозы ЭГ 
0,5–1 мг/кг, при которых сохранялась сниженная фун‑
кциональная активность макрофагов, но при этом 
уменьшалась и частота септических проявлений, могут 
быть рекомендованы для дальнейшего изучения при 
лечении сепсиса.

Работа выполнена при частичной поддержке гранта РФФИ-
ДВО РАН № 08-04-99141.
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Effects from Far Eastern Holothurians extract 
on oxidant-antioxidant balance and apoptosis 
in mice macrophages in case of experimental 
pseudotuberculosis infection
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Sciences (1 Selskaya St. Vladivostok 690087 Russia)
Summary – The paper describes effects from the Far Eastern Ho‑
lothurians extract on nitroblue te-trazolium production level and 
action of antioxidant ferments of mice macrophages infected with 
Yersinia pseudotuberculosis. As reported, given the 100 % survival rate, 
67 % of infected animals had the peritoneal fluid coagulated. The 
three day introduction of HE into infected animals at the concen-
tration of 0.5–1 mg/kg allowed to suppress functional activity of mac‑
rophages and have protective antiseptic effect, thereby decreasing a 
number of mice with septic manifestations. Given the 10 mg/kg dose, 
the Holothurians extract appeared to stimulate functional activity of 
macrophages and increase number of mice with coagulated perito‑
neal fluid. The authors suggest applying the Holothurians-derived ex‑
tract in low doses to treat septic manifestations in case of Yersiniosis.
Key words: Yesinia, Holothurians extract, macrophages, sepsis.
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