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Резюме 
In vitro альвеолярные и перитонеальные макрофаги 
являются системами с ограниченной возможностью 
оценки антиоксидантных свойств иммуномодулято-
ров, поскольку в них можно оценить только антиради-
кальный (антисупероксидный О2•) эффект. В данных 
системах иммуномодуляторы в разных концентрациях 
(0,1–20 мМ) могут оказывать прооксидантное и анти-
оксидантное действия. Перитонеальные и альвеолярные 
макрофаги по-разному реагируют на добавление имму-
номодуляторов с заведомо доказанными системными 
антиоксидантными свойствами (метапрот, трекре-
зан, полиоксидоний). Комбинирование иммуномодуля-
торов повышает вероятность выявления их антира-
дикальных свойств в данных клеточных системах.

Фагоциты как ключевые эффекторы гомеостаза 
участвуют в развитии острого и хронического вос-
паления. Способность фагоцитов генерировать 
активные формы кислорода обеспечивает микро-
бицидную функцию гранулоцитов [9]. Продукцию 
активных форм кислорода при стимуляции фаго-
цитов обеспечивает НАДФН-оксидаза с участием 
ионов Са2+, восстанавливая молекулярный кисло-
род во внеклеточном пространстве до супероксида 
кислорода и окисляя при этом цитозольный NADPH 
до NADP+ [1]. Супероксидный анион запускает 
дальнейший каскад свободнорадикальных реакций 
и сопряженных с ним феноменов. В то же время из-
быточное образование свободных радикалов кисло-
рода сопровождается разрушением здоровых тка-
ней в очаге воспаления.

В связи с этим поиск средств коррекции кисло-
родзависимого метаболизма гранулоцитов является 
актуальной проблемой. В лечении воспалительных 
процессов различного генеза применяются иммуно-
модуляторы полиоксидоний и трекрезан [4, 5], анти-
гипоксант метапрот, а также их комбинации [11, 12]. 
Эти средства обладают широким спектром фарма-
кологической активности и, воздействуя на базаль-
ные клеточные процессы, стимулируют адаптаци-
онные возможности организма. Ранее нами было 

показано, что при активации перекисного окисле-
ния липидов гипоксическим фактором метапрот 
проявляет выраженные антиоксидантные свойства 
[6, 11, 12]. Для полиоксидония также характерно по-
давление спонтанного образования активных форм 
кислорода [8, 9]. Сведения об антиоксидантных 
свойствах трекрезана немногочисленны и требуют 
дальнейшего изучения.

Целью данного исследования явилось изучение 
влияния иммуномодуляторов полиоксидония, тре-
крезана и метапрота, а также их комбинаций на био-
хемилюминесценцию макрофагальных клеток.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы

Объектом исследования служили перитонеальные 
и альвеолярные макрофаги интактных крыс самцов 
Вистар массой 230–250 г. Альвеолярные макрофаги 
получали в бронхоальвеолярных смывах, перитоне-
альные макрофаги — в смывах из брюшной полости 
с применением раствора Хенкса (рН 7,4). Взвесь 
макрофагов содержала 1 × 106 клеток в 1 мл. Адге-
зии макрофагов на стекло достигали 20-минутной 
инкубацией во влажной камере при 37 °C. Получен-
ная суспензия содержала более 98 % жизнеспособ-
ных клеток по результатам теста с 0,1%-м раствором 
трипанового синего. При дифференцированном 
подсчете в окрашенных мазках макрофаги состав-
ляли около 90 %.

Антиоксидантный эффект препаратов в макрофа-
гах определяли в термостатируемой при 37 ± 0,5 °C 
кювете на хемилюминометре «Хемилюм-1» (Рос-
сия), сопряженном с компьютером. Биохемилюми-
несценцию (БХЛ) регистрировали по изменению 
люцигенинзависимой хемилюминесценции, для 
усиления которой использовали люцигенин (бис-Ν-
метилакридиний, «Sigma»). В кювету вносили 0,2 мл 
суспензии макрофагов, содержащую 1 × 107 клеток, 
0,1 мл раствора люцигенина (100 мкМ/л) и 0,1 мл фи-
зиологического раствора с соответствующими до-
зами тестируемых препаратов (в контроле — 0,1 мл 
физиологического раствора). Время инкубации со-
ставляло 20 мин и 40 мин. Уровень спонтанной БХЛ 
измеряли в течение 5 мин при постоянном переме-
шивании с помощью мешалки. После графической 
регистрации результатов с помощью оригиналь-
ной компьютерной программы вычисляли интен-
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сивность БХЛ (интегральный показатель) и по вы-
соте пика полученных кривых отмечали величину 
максимума интенсивности свечения. Показатели 
спонтанной БХЛ в контрольной группе (макрофаги 
в физиологическом растворе) принимали за 100 %. 
Показатели БХЛ, полученные в опытных группах (ма-
крофаги с препаратом), рассчитывали в процентах 
от контроля. С помощью регистрации спонтанной 
БХЛ клеток исследовали уровень продукции фаго-
цитами реактивных форм кислорода, прежде всего, 
супероксидного анион-радикала (О

2
•), по интенсив-

ности наработки которого можно оценить степень 
активности клетки и ее функциональный потенциал 
на фоне действия препарата [2, 3].

РЕзУЛьТАТы ИССЛЕДОВАНИй  
И Их ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние полиоксидония на интенсивность БХЛ 
в перитонеальных и альвеолярных макрофагах ин-
тактных животных было однонаправленным. В кон-
центрации 500 мкг/мл полиоксидоний проявил 
прооксидантное, а в концентрации 1500 мкг/мл ан-
тиоксидантное действие, соответственно достовер-
но увеличивая и уменьшая уровень спонтанной БХЛ 
клеток (табл. 1, 2). Работами Б. В. Пинегина и соавто-
ров [8] показано, что в лейкоцитах периферической 
крови нормальных доноров полиоксидоний в дозах 
100, 250 и 500 мкг/мл резко подавляет спонтанное 

образование перекиси водорода и супероксидного 
радикала, регистрируемых с помощью люминолза-
висимой и люцегенинзависимой спонтанной БХЛ. 
Ингибирование образования внеклеточных актив-
ных форм кислорода составляет основу антиокси-
дантного действия полиоксидония.

Действие трекрезана, метапрота и их сочетания 
с полиоксидонием на люцигенинзависимую БХЛ 
в перитонеальных и альвеолярных макрофагах было 
различным и дозозависимым. Так, в перитонеаль-
ных макрофагах после 20 мин инкубации трекрезан 
и метапрот в концентрации 20 мМ/л снижали ин-
тенсивность свечения на 20 % и 80 % соответствен-
но (табл. 1). В альвеолярных макрофагах метапрот 
в дозе 20 мМ/л независимо от времени инкубации 
достоверно увеличивал интенсивность свечения. 
При 20-мин инкубации трекрезана в дозе 0,1 мМ/л 
интенсивность свечения в альвеолярных макрофа-
гах возрастала на 22 %, а при 40-минутной инкуба-
ции препарата в дозе 20 мМ/л — на 48 % (табл. 2).

Известно, что в водорастворимой модельной си-
стеме (гемоглобин — перекись водорода — люми-
нол), а также в суспензии липосом трекрезан в ин-
тервале концентраций от 1 до 10 мкМ уменьшает 
интенсивность БХЛ на фоне не меняющейся дли-
тельности латентного периода [5, 12].

При добавлении в клеточную среду перитоне-
альных и альвеолярных макрофагов полиоксидония 
(1500 мкг/мл) и трекрезана (20 мМ/л) в сочетании 

n Таблица 1. Влияние метапрота, полиоксидония, трекрезана и их комбинаций на спонтанную  
люцигенинзависимую биохимилюминесценцию (БХЛсп)   перитонеальных макрофагов (пМф) крыс (n = 10)

Препараты
Режим

измерения

БХЛсп пМф, %*

Максимум
свечения

Интенсивность свечения

Контроль
1
2

100
100

100
100

Полиоксидоний 500 мкг/мл
1
2

109 ± 7
97 ± 3

115 ± 5**
108 ± 3**

Полиоксидоний 1500 мкг/мл
1
2

91 ± 6
84 ± 5**

86 ± 6**
92 ± 9

Трекрезан 0,1 мМ/л
1
2

105 ± 3
103 ± 4

100 ± 2
107 ± 3

Трекрезан 20 мМ/л 
1
2

79 ± 3**
101 ± 1

80 ± 4**
102 ± 1

Метапрот 0,1 мМ/л 
1
2

99 ± 11
90 ± 7

92 ± 7
85 ± 6**

Метапрот 20 мМ/л 
1
2

25 ± 2**
43 ± 6**

21 ± 2**
36 ± 4**

Полиоксидоний 500 мкг/мл + метапрот 0,1 мМ/л 
1
2

62 ± 5**
96 ±4

62 ± 5**
99 ± 3

Полиоксидоний 1500 мкг/мл + метапрот 20 мМ/л 
1
2

25 ± 2**
33 ± 1**

27 ± 3**
36 ± 3**

Трекрезан 0,1 мМ/л + метапрот 0,1 мМ/л
1
2

183 ± 4**
285 ± 12**

191 ± 6**
292 ± 5**

Трекрезан 20 мМ/л + метапрот 20 мМ/л
1
2

23 ± 4**
59 ± 2**

28 ± 1**
38 ± 2**

1 — БХЛсп Мф после инкубации с препаратом 20 мин; 2 — БХЛсп пМф после инкубации с препаратом 40 мин; * — в % от кон-
троля, где регистрируемые показатели спонтанной БХЛ пМф (без препаратов) принимали за 100 %; ** — различия достоверны  
по сравнению с контролем  при р < 0,05
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с метапротом в концентрации 20 мМ/л наблюдалось 
уменьшение интенсивности свечения, сопостави-
мое с эффектами метапрота. Однако при внесении 
в клеточную среду перитонеальных и альвеолярных 
макрофагов сочетания препаратов в наименьших 
из исследованных концентраций регистрировали 
значительное увеличение интенсивности БХЛ. Так, 
в перитонеальных макрофагах при инкубации в те-
чение 20 и 40 мин трекрезана и метапрота в дозах 
0,1 мМ/л интенсивность свечения возрастала на 91 % 
и 192 % соответственно (табл. 1). В альвеолярных 
макрофагах при инкубации в течение 20 и 40 мин 
трекрезана и метапрота в тех же дозах БХЛ увели-
чивалась на 33 % и 24 % соответственно (табл. 2). 
Комбинация полиоксидония в дозе 500 мкг/мл с ме-
тапротом в дозе 0,1 мМ/л в перитонеальных ма-
крофагах при инкубации в течение 20 мин снижала 
интенсивность свечения на 38 % (табл. 1), а в аль-
веолярных макрофагах, напротив, увеличивала БХЛ 
в 2 раза (табл. 2).

Различие антиоксидантных эффектов препаратов 
может быть обусловлено метаболическим портре-
том исследованных макрофагов. Несмотря на общее 
происхождение из моноцитов крови, перитонеаль-
ные и альвеолярные макрофаги имеют существен-
ные метаболические различия. Альвеолярные ма-
крофаги, преимущественно аэробы, зависящие 
от функционирования процессов окислительного 
фосфорилирования, имеют высокую активность сук-

цинатдегидрогеназы и цитохромоксидазы. Из всех 
классов макрофагов альвеолярные наиболее ак-
тивно генерируют супероксидный анион, что при 
нормально функционирующей антиоксидантной си-
стеме поддерживает стерильность альвеол и преду-
преждает инфекционное заражение легких.

Перитонеальные макрофаги — факультатив-
ные анаэробы с характерной высокой активностью 
гликолитических ферментов пируваткиназы и фос-
фофруктокиназы [10]. Следует подчеркнуть, что эти 
различия носят адаптивный характер. Очевидно, 
исследуемые препараты в зависимости от концен-
трации способны регулировать кислородзависимый 
метаболизм фагоцитирующих клеток крови, кото-
рые служат значительным источником образования 
свободных радикалов, и в активном состоянии про-
дуцируют в 12 раз больше супероксида кислорода 
и перекиси водорода [7].

ВыВОДы

1. In vitro альвеолярные и перитонеальные макро-
фаги являются системами с ограниченной воз-
можностью оценки антиоксидантных свойств 
иммуномодуляторов, поскольку в них можно оце-
нить только антирадикальный (антисупероксид-
ный О

2
•) эффект. В данных системах иммуномо-

дулятор в разных концентрациях может оказывать 
прооксидантное и антиоксидантное действие.

n Таблица 2. Влияние  метапрота, полиоксидония, трекрезана и их комбинаций на спонтанную  
люцигенинзависимую биохимиолюминесценцию (БХЛсп)  альвеолярных макрофагов (аМф)  крыс (n = 10)

Препараты
Режим

измерения

БХЛсп аМф, %*

Максимум
свечения

Интенсивность свечения

Контроль
1
2

100
100

100
100

Полиоксидоний 500 мкг/мл
1
2

140 ± 10**
128 ± 9**

180 ± 16**
163 ± 16**

Полиоксидоний 1500 мкг/мл 
1
2

84 ± 4**
71 ± 5**

85 ± 5**
69 ± 4**

Трекрезан 0,1 мМ/л
1
2

117 ± 3**
100 ± 4

122 ± 2**
101 ± 2

Трекрезан 20 мМ/л 
1
2

88 ± 3**
133 ± 3**

96 ± 2
148 ± 3**

Метапрот 0,1 мМ/л 
1
2

140 ± 4**
129 ± 3**

169 ± 5**
148 ± 5**

Метапрот 20 мМ/л 
1
2

309 ± 14**
320 ± 13**

297 ± 23**
302 ± 15**

Полиоксидоний 500 мкг/мл ± метапрот 0,1 мМ/л 
1
2

120 ± 3**
127 ± 5**

196 ± 7**
233 ± 11**

Полиоксидоний 1500 мкг/мл ± метапрот 20 мМ/л 
1
2

74 ± 4**
97 ± 3

66 ± 4**
85 ± 5**

Трекрезан 0,1 мМ/л ± метапрот 0,1 мМ/л
1
2

110 ± 4
147 ± 3**

133 ± 2**
124 ± 3**

Трекрезан 20 мМ/л ± метапрот 20 мМ/л
1
2

60 ± 3**
45 ± 3**

40 ± 3**
20 ± 2**

1 — БХЛсп аМф после инкубации с препаратом 20 мин; 2 — БХЛсп аМф после инкубации с препаратом 40 мин; * — в % от кон-
троля, где регистрируемые показатели спонтанной БХЛ аМф (без препаратов) принимали за 100 %; ** — различия достоверны  
по сравнению с контролем  при р < 0,05
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2. Перитонеальные и альвеолярные макрофаги по-
разному реагируют на добавление иммуномо-
дулятора с заведомо доказанными системными 
антиоксидантными свойствами. Комбинирова-
ние иммуномодуляторов повышает вероятность 
выявления их антирадикальных свойств в данных 
клеточных системах.
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effect of iMMune Modulators in different  
coMbinations on luceginine-dependent  
cheMical luMinescence in the blood alveolar 
and peritoneal Macrophages 

Zarubina I. V. , Antonenkova Ye. V. , Bolekhan A. V.,  
Mokrenko Ye. V. 

◆ Summary: In vitro the blood alveolar and peritoneal mac-
rophages can be assessed as systems with limit possibilities 
for evaluation of antioxidant properties of immune modula-
tors because we can assess only antiradical (anti-superox-
ide О2•) effect of them in these systems. Immune modu-
lators in fifferent concentrations (0.1–20 mM) can induce 
prooxidant or antioxidant effect in these systems. The blood 
alveolar and peritoneal macrophages differentially react on 
adding of immune modulators with proved systemic anti-
oxidant properties (metaprot, trekresan, polyoxydonium). 
Combination of immune modulators increases the possibil-
ity of appearance of intiradical properties in these cellular 
systems.

◆ Key words: alveolar and peritoneal macrophages; antioxi-
dant properties; immune modulators; metaprot; trekresan; 
polyoxydonium.
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