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ВЛИЯНИЕ ХИМИЧЕСКИ МОДИФИЦИРОВАННЫХ ПОЛИСАХАРИДОВ  
НА РАЗВИТИЕ СЕЛЕКТИВНОЙ ДЕПРЕССИИ МАКРОФАГОВ ПЕЧЕНИ
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Исследованы свойства новых модификаторов биологического ответа — водорастворимых кар-
боксиметилированных β-1,3-гликанов (Институт химии Словацкой АН, Братислава). Изуче-
на способность карбоксиметилированного β-1,3-гликана и хитокарбоксиметилгликана как 
стимуляторов макрофагов при депрессии макрофагов печени. Использована модель селектив-
ной депрессии макрофагов печени in vivo с помощью однократного введения мышам хлорис-
того гадолиния (7,5 мг/кг, внутривенно). Обнаружено, что предварительное (за 24 ч) введение 
карбоксиметилированного β-1,3-гликана (25 мг/кг, внутривенно или внутрибрюшинно), хи-
токарбоксиметилгликана (25 мг/кг), как и зимозана (50 мг/кг, внутрибрюшинно) животным с 
депрессией макрофагов печени оказывало защитный эффект и предотвращало снижение ко-
личества моноцитов периферической крови. Введение зимозана и исследованных β-1,3-глика-
нов увеличивало скорость захвата гадолиния клетками печени, вероятно, за счет притока в 
орган макрофагов и повышения их эндоцитозной активности. Обнаружено, что исследован-
ные водорастворимые β-1,3-гликаны вызывали увеличение массы печени и селезенки (отно-
сительной и абсолютной). Изолированное введение хлористого гадолиния интактным живот-
ным сопровождалось значительным снижением активности хитотриозидазы сыворотки крови 
крыс в период максимального захвата гадолиния клетками печени (48 ч), а при предваритель-
ном введении карбоксиметилированного β-1,3-гликана крысам с депрессией макрофагов зна-
чения показателя не отличались от интактных животных. Полученные в настоящей работе 
данные свидетельствуют о возможности эффективной фармакологической коррекции депрес-
сии макрофагов печени с помощью стимуляторов полисахаридной природы.

Ключевые слова: депрессия макрофагов печени, хлористый гадолиний, лизосомы, β-1,3-гли-
каны

Модификаторы биологического ответа пред-
ставляют большой интерес для клинической и 
экспериментальной медицины. Перспективно их 
использование, прежде всего водорастворимых и 
биодеградируемых соединений, в онкологии, хи-
рургии, педиатрии и других областях медицины, 
при лечении различных воспалительных забо-
леваний печени (инфекционной, паразитарной 
природы) [3, 4]. Остается неясным механизм за-
щитного действия этих соединений, особенно но-
вых модификаторов биологического ответа при 
иммунодепрессивых состояниях [14]. В этом пла-
не представляет интерес использование моделей 
депрессии макрофагов in vivo, которые позволя-
ют подавить функциональную активность опре-
деленного пула макрофагов — печени, селезенки 
и легких.

В настоящее время используется относительно 
изученная модель селективной депрессии макро-
фагов печени in vivo, получаемая с помощью од-
нократного введения животным (мышам и кры-
сам) хлористого гадолиния в дозе 7,5-10 мг/кг [1, 
8 — 13]. При этом из печени удаляется популяция 
крупных макрофагов, значительно подавляется 

рецепторно-опосредованный эндоцитоз (но не пи-
ноцитоз) макрофагов печени при отсутствии на-
рушений макрофагов легких и селезенки [2, 12]. 
Полагают, что восстановление численного и ка-
чественного состава (репопуляция) макрофагов 
печени происходит через несколько суток после 
введения животным хлористого гадолиния за счет 
рекрутируемых моноцитов периферической крови 
[12]. Однако остается неясным почему поражается 
популяция крупных макрофагов печени, не иссле-
дованы достаточно и свойства «восстановившихся 
«макрофагов. На модели с депрессией макрофагов 
печени у крыс нами обнаружены нарушения ста-
бильности лизосом клеток печени — макрофагов и 
гепатоцитов (по увеличению свободной активнос-
ти маркерных ферментов этих клеток — катепсина 
В и катепсина L соответственно), развивающиеся 
в результате внутрилизосомного накопления гадо-
линия как в макрофагах, так и частично — в гепа-
тоцитах [15]. Показано наличие лизосомотропных 
свойств хлористого гадолиния, т.е. его способности 
избирательно концентрироваться in vivo в лизосо-
мах определенных типов клеток (преимущественно 
макрофагов), которые представлены и у других лан-
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таноидов — соединений лантана и иттрия [17, 18]. 
Модели с введением in vivo соединений гадолиния, 
лантана и иттрия характеризуются подавлением 
скорости фагоцитоза введенных внутривенно час-
тиц углерода макрофагами печени [15]. Наиболее 
изученной является модель селективной депрессии 
макрофагов печени, воспроизводимая с помощью 
однократного введения животным (мышам и кры-
сам) хлористого гадолиния в дозе 7,5-10 мг/кг [12, 
17]. Повышение дозы вводимого хлористого гадо-
линия более 10 мг/кг однократно приводит к де-
прессии макрофагов не только печени, но и легких 
[13]. Модель с использованием высоких доз хло-
ристого гадолиния менее изучена по сравнению с 
используемой в большинстве случаев селективной 
депрессией макрофагов печени (доза хлористого 
гадолиния 7,5 мг/кг 24-48 ч спустя), как и действие 
хлористого гадолиния при повторных введениях 
соединения, когда неоднократно происходит репо-
пуляция макрофагов печени [11, 12, 13].

Цель исследования: изучить эффективность 
стимуляции макрофагов новыми химически мо-
дифицированными β-1,3-гликанами при фармако-
логически обусловленной депрессии макрофагов 
печени, вызываемой хлористым гадолинием. 

Материалы и методы
Использовали взрослых самцов мышей ли-

нии СВА и СВА/С57Bl, массой 20-25 г. (вива-
рий Института цитологии и генетики СО РАН, 
Новосибирск). Эксперименты на животных про-
водили в соответствии с «Правилами проведения 
работ с использованием экспериментальных жи-
вотных» (Приложение к приказу Министерства 
здравоохранения СССР от 12.08.1977 г. №755).

Хлористый гадолиний (ХГ, любезно предо-
ставлен проф. M. Хардонком, Голландия) вводи-
ли мышам однократно, внутривенно в хвостовую 
вену в дозе 7,5 мг/кг массы [12]. Контрольным 
животным вводили внутривенно соответствую-
щий объем физиологического раствора. Забой жи-
вотных производили в динамике через 0, 5, 15, 30, 
60 минут и 24 часа спустя для изучения динамики 
накопления гадолиния в клетках печени и оценки 
активности ферментов лизосом. 

Карбоксиметилированный β-1,3-гликан 
(КМГ) и хитокарбоксиметилгликан (Хито-КМГ) 
(оба препарата производства Института химии 
Словацкой АН) (Таблица 1) вводили животным 
однократно, внутривенно или внутрибрюшинно, в 
дозе 25 мг/кг массы, а зимозан (Сигма, США) — в 
дозе 50 мг/кг массы, внутривенно. Мышей забива-
ли через 24, 48 ч и 7 суток после введения препа-
ратов. Контрольным животным вводили внутри-
венно соответствующий объем физиологического 
раствора. Подсчет числа и состава лейкоцитов пе-
риферической крови проводили, забирая кровь 
при декапитации животных. 
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После забоя мышей получали сыворотку кро-
ви, используемую для последующих биохимичес-
ких исследований. Печень извлекали, промывали 
и гомогенизировали в 0,25 М растворе сахарозы с 
0,001 М ЭДТА, рН 7,2-7,4 и использовали для оп-
ределения активности ферментов. 

Активность хитотриозидазы сыворотки крови 
оценивали флуориметрическим методом с исполь-
зованием в качестве субстрата 4-метилумбеллифе-
рил -β-D-N, N′, N″-триацетилхитотриозид (Сигма, 
США) [16]. 

В отдельных экспериментах оценивали накопле-
ние гадолиния в печени после обеззоливания ткани 
печени, используя метод адсорбционной спектрос-
копии. Работу проводили на спектрометре L-70 
(Jober Ivon, Франция) на базе ЗАО «Каталист», 
Новосибирск (исследования проведены совмест-
но с Плотниковой Г.И. и Петровой Е.А., приносим 
благодарность за помощь в работе). В качестве ана-
литической линии гадолиния использовали линию 
Gd II 342, 247 нм. Предел обнаружения гадолиния 
установлен по критерию 2 сигмы, фон составлял 
0,005 микрограмм/см3 в интервале концентраций 
от 0,01 до 10 микрограмм/см3. Величина относи-
тельного стандартного отклонения не превышала 
0,005. Данные обрабатывали статистически мето-
дом параллельных рядов вариационной статистики 
с использованием t-критерия Стьюдента. Различия 
считали достоверными при p < 0,05. 

Результаты исследования
Масса печени и в меньшей степени — селе-

зенки мышей (абсолютная и относительная) уве-
личены при введении интактным мышам КМГ и 
Хито-КМГ (Рис.1, 2), вероятно, вследствие прито-
ка макрофагов, наблюдаемого также при воздейс-
твии зимозана [15]. Оба β-1,3-гликана при предва-
рительном введении увеличивали массу печени у 
животных с использованием хлористого гадоли-
ния (Рис. 1, 2).

Предварительное введение β-1,3-гликанов (за 
24 ч) мышам ускоряло процесс захвата гадолиния 

Таблица 1
Структура карбоксиметилированного  

хитин-гликана (Хито-КМГ)
Полисахарид Карбоксиметилированный хитин-глюкан

Производс-
тво

Институт химии Словацкой АН, Братислава, 
Словакия

Источник Aspergillus niger

Структура

[→4GNAc1→4GNAc1→4GNAc1→4GNAc1  
                                                            ↓
                                                                                                              6 

→3G1→3G1→3G1→3G1→3G1→3G1→3G1→] 
                                    6 
                   ↑
                   G1

Степень 
замещения

0,43 (43 % моносахаридных звеньев замещены 
карбоксиметильной группой в положении С-6)

Mол. масса 280 kDa 

Доза 25 мг/kг
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клетками печени (Рис. 4, 5), увеличивая концен-
трацию гадолиния в ткани печени, как абсолют-
ную (рассчитанную в микрограммах гадолиния на 
грамм ткани печени), так и относительную (захват 
хлористого гадолиния, рассчитанный в проценте 
от введенной дозы этого соединения). Наиболее 
значительны различия в захвате гадолиния пече-
нью спустя 30 и 60 мин после введения мышам 
хлористого гадолиния, через 24 ч изменения не-
значительны (Рис. 4, 5). 

Введение ХГ интактным мышам сопровожда-
лось уменьшением относительного количества мо-
ноцитов периферической крови, не влияя сущест-
венно на общее количество лейкоцитов (1, 3 сут) 
(Рис. 3). Предварительное введение β-1,3-гликанов 
предотвращало падение количества моноцитов пе-
риферической крови, наблюдаемое при депрессии 
макрофагов печени (Рис. 3). Нами показано, что 
аналогичные изменения отмечены и в отношении 
поглотительной функции печени (по захвату час-

Рис. 1. Абсолютная масса печени и селезенки мышей 
CBA/C57BL при введении ХГ (7,5 мг/кг) и КМГ 
и ХитоКМГ (25 мг/кг) * P < 0,05 по сравнению с 

контролем. Число животных в каждой группе — 15
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Рис. 2. Относительная масса печени и селезенки мышей 
CBA/C57BL при введении ХГ (7,5 мг/кг)  

и КМГ и ХитоКМГ (25 мг/кг) * P < 0,05 по сравнению 
с контролем. Число животных в каждой группе — 15
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Рис. 4. Влияние предварительного введения β-1,3-гликанов 
на концентрацию гадолиния в  печени мышей с селективной 

депрессией макрофагов печени.  
* P < 0,05 по сравнению с группой с введением ХГ 

интактным мышам. Число животных в каждой группе — 15
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Рис. 3. Влияние введения зимозана (50 мг/кг, в/б) 
и ХитоКМГ (25 мг/кг, в/б) на захват гадолиния 
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Рис. 5. Влияние ХГ, КМГ и ХитоКМГ (25 мг/кг, в/б)  
на относительное содержание моноцитов  периферической 

крови мышей.  
* P < 0,01 по сравнению с контролем. Число животных 
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тиц углерода): подавление скорости фагоцитоза 
при введении хлористого гадолиния и предупреж-
дение депрессии с помощью предварительного вве-
дения исследуемых β-1,3-гликанов [15].

Следует отметить, что повышение массы пече-
ни при воздействии β-1,3-гликанов обеспечивает, 
возможно, повышенный захват хлористого гадо-
линия клетками печени путем рецепторно-опос-
редованного эндоцитоза; при этом увеличено как 
число макрофагов в печени, так и их эндоцитозная 
способность. Предварительное введение β-1,3-
гликанов предупреждало снижение количества 
моноцитов в периферической крови, вызванное 
введением хлористого гадолиния. 

Полагают, что хитотриозидаза сыворотки крови 
у человека имеет макрофагальное происхождение 
и показано повышение активности хитотриозида-
зы сыворотки крови при стимуляции макрофагов, 
и особенно при болезни Гоше — лизосомной болез-
ни накопления человека, сопровождающейся фор-
мированием клеток Гоше — перегруженных непе-
реваренным липидным материалом макрофагов 
[16]. Несмотря на то, что (в противоположность 
человеку) хиториозидаза у крыс не имеет макро-
фагального происхождения, как показано послед-
ними исследованиями, нами обнаружена корреля-
ция между снижением активности хиториозидазы 
сыворотки крови и депрессией макрофагов печени 
при введении крысам и мышам хлористого гадо-
линия [15]. В настоящей работе показано восста-
новление сниженной активности хитотриозидазы 
при терапии β-1,3-гликанами депрессии макрофа-
гов печени (Таблица 2). 

Таким образом, предварительное введение 
мышам как КМГ, так и Хито-КМГ существенно 
предотвращает депрессию макрофагов печени при 
воздействии хлористого гадолиния. Механизм 
защиты в значительной степени связан с тем, 
что увеличение числа и функциональной актив-
ности макрофагов печени при предварительном 
введении мышам КМГ и Хито-КМГ происходят 
до депрессивного воздействия ХГ, так что число 
макрофагов печени существенно не снижается 
(вероятно, как и их эндоцитозная активность). 
Необходимо исследовать, какая популяция мак-

рофагов печени подвергается элиминации при 
воздействии ХГ на стимулированные полисаха-
ридами макрофаги. Известно, что биологический 
эффект водонерастворимых β-1,3-гликанов, одних 
из основных компонентов зимозана, осуществля-
ется за счет взаимодействия их с β-гликановыми 
рецепторами макрофагов; недавно обнаружены 
новые типы рецепторов — дектиновые, которые 
важны в проявлении биологического действия 
этих полисахаридов. При химической модифи-
кации путем карбоксиметилирования получают 
водорастворимые или частично водорастворимые 
β-1,3-гликаны, которые взаимодействуют с ука-
занными выше рецепторами, а также, возможно, со 
скавенджер-рецепторами макрофагов. Действие 
водорастворимых β-1,3-гликанов (перспективных 
для клинической медицины) как стимуляторов 
макрофагов отличается от водонерастворимых β-
1,3-гликанов с той же структурой и молекулярной 
массой [5]. Существенное отличие состоит в том, 
что введение водорастворимых β-1,3-гликанов не 
вызывает образования гранулем в печени, наблю-
даемых при воздействии зимозана и водонераство-
римых β-1,3-гликанов (нежелательный побочный 
эффект). Согласно полученным в настоящей ра-
боте данным водорастворимые КМГ и Хито-КМГ 
способны предотвращать депрессию макрофагов 
печени и, следовательно, могут быть использова-
ны при и при других состояниях как стимуляторы 
макрофагов. Защитное действие β-1,3-гликанов не 
отмечено нами в экспериментах, если использо-
вали последующее (после хлористого гадолиния) 
введение мышам КМГ и Хито-КМГ. Очевидно, 
репопуляция макрофагов печени при воздействии 
β-1,3-гликанов при депрессии макрофагов печени 
имеет особенности, которые требуют дальнейшего 
исследования. 

Изучаются возможности использования хло-
ристого гадолиния в трансплантологии [6], в 
подходах к лечению опухолевых процессов [1], 
токсического гепатита (при введении четырех-
хлористого углеводорода) [7], на ранних этапах 
развития эндотоксимии [2]. Введение хлористого 
гадолиния вызывает уменьшение экспрессии β-2 
интегринов, молекул адгезии [13], фактора некро-
за опухоли [8, 10], снижение продукции суперок-
сида кислорода [18]. При предварительном вве-
дении ХГ показан усиленный захват окисленных 
ЛПНП на моделях атеросклероза [11]. Некоторые 
соединения, вызывающие депрессию макрофагов 
печени (метил-пальмитат), оказывают гепатопро-
тективное действие на модели повреждения пече-
ни, вызванного галактозамином [6]. 

Данные, полученные в настоящей работе, 
свидетельствуют о том, что модель селективной 
депрессии макрофагов печени, вызываемая с по-
мощью ХГ, может быть использована для оценки 

Таблица 2 
Влияние предварительного введения КМГ  

на активность хитотриозидазы в сыворотке крови 
мышей с селективной депрессией макрофагов печени

Группы животных Активность хитотриозидазы, 
нмоль/мл в час 

Контроль (интактные) 282,9 ± 23,72 

ХГ, 2 сут 121,5 ± 12,20* 

КМГ, 1 сут.+ХГ 2 сут 384,7±18,42 * 

КМГ, 1 сут.+ХГ 7 сут 296,0±28,86 

Примечание: * р < 0,05. Число животных в контрольной группе 
— 15, в опытных — 8 — 10.
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эффективности ряда стимуляторов макрофагов, 
особенно новых модификаторов биологического 
ответа полисахаридной природы, предлагаемых в 
настоящее время.

CHEMICALLY MODIFIED POLYSACCHARIDE  
INFLUENCE ON DEVELOPMENT  
OF SELECTIVE LIVER MACROPHAGE  
DEPRESSION
M.A. Dergunova, T.G. Filatova, S.Ya. Zhanaeva,  
G. Kogan, T.A. Korolenko 

The role of carboxymethylated β-1,3-glucan and 
chito-carboxymethylated glucan as macrophage stim-
ulators at liver macrophage depression was studied. 
There has been used a model of selective liver mac-
rophage depression  in vivo by means of a single in-
troduction of gadolinium chloride (7,5 mg/kg, intra-
venously) to mice. It is found that prior introduction 
(prior 24 hours) of carboxymethylated β-1,3 glucan 
(25 mg/kg intravenously) and chito-carboxymeth-
ylated glucan (25 mg/kg) as well as zymosan (50 
mg/kg) to animals with liver macrophages depres-
sion possessed the protective effect. Both zymosan 
and β-1,3-glucans revealed the signs of liver macro-
phage stimulation: increased number and phagocytic 
activity of liver macrophages, increased serum chi-
totriosidase activity. Model of selective liver mac-
rophage depression was characterized by decreased 
number of liver macrophages and decreased serum 
chitotriosidase activity. Chito-KMG as well as zy-
mosan increased uptake of gadolinium by liver cells 
during preliminary β-1,3-glucans administration. It 
was concluded that the model of selective liver mac-
rophage depression is useful for study the effects of 
modifiers of biological response (polysaccharides 
with a structure like β-1,3-glucans).
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