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Комплексное исследование состояния кислородзависи‑
мой системы фагоцитов крови выявило дозозависимое 
стимулирующее воздействие ДНК на эти клетки. Оно 
проявлялось в способности снижать активность фермен‑
тов, принимающих участие в образовании супероксидно‑
го анионного радикала и, напротив, повышать активность 
миелопероксиды – катализатора преобразования аниона 
кислорода в перекись водорода. Все это позволяет сделать 
вывод, что ДНК молок лососевых обладает антиоксидант‑
ным эффектом в отношении фагоцитов крови. Кроме того, 
стимулирующее влияние этого вещества на другие функ‑
ции фагоцитов (внутриклеточное содержание 5’-нуклео‑
тидазы и катионных белков) может стать решающим фак‑
тором, определяющим перспективность применения ДНК 
молок лососевых рыб в качестве иммуностимулирующего 
средства, так как известно, что катионные белки являются 
представителями низкомолекулярных межклеточных регу‑
ляторов, участвующих в процессах сигнализации различ‑
ных физиологических функций организма.

По основным биохимическим параметрам фагоци‑
ты крови – моноциты и нейтрофилы – не имеют 
принципиальных отличий от других клеток, однако 
характерной особенностью их метаболизма являет‑
ся способность под влиянием различных факторов 
экзогенного и эндогенного происхождения к мгно‑
венной активации [1]. Нейтрофилы – короткоживу‑
щие, но многочисленные элементы, и им отведена 
главная роль в разрушении внеклеточных патогенов 
и их токсинов. Другая группа фагоцитов, произ‑
водных от моноцитов, – макрофаги – относится к 
длительноживущим клеткам. В норме большинство 
нейтрофилов и моноцитов периферической крови 
находятся в состоянии покоя. Способность этих кле‑
ток к стимуляции систем отражает их «готовность» к 
осуществлению основных функций: бактерициднос‑
ти, поглощению и перевариванию патогенов, что в 
дальнейшем обеспечивает антигенпредставляющие 
и иммунорегуляторные функции [1, 8].

Для фагоцитов при фаго-, пино- и экзоцитозе ха‑
рактерно постоянное потребление (интерьеризация) 
плазматической мембраны, которое компенсируется 
перманентным синтезом ее компонентов. Опреде‑
ление активности эктоферментов мембраны макро‑
фагов, к которым относят аденозинтрифосфатазу и 
5`-нуклеотидазу, позволяет оценить степень стимуля‑
ции этих клеток [14]. Также при стимуляции различ‑
ными агентами в фагоцитах наблюдается активация 

ферментных систем, резко возрастают поглощение 
кислорода, расход глюкозы, выделение углекислого 
газа и молочной кислоты, а цепь таких взаимосвязан‑
ных реакций получила название «дыхательного, или 
метаболического взрыва» [10, 12]. Комплексные ис‑
следования различных проявлений реактивности фа‑
гоцитирующих клеток, основанные как на количес‑
твенном определении ферментативной активности, 
так и на оценке их способности к активации систем 
под влиянием специфического стимулятора, позво‑
ляет подойти к углубленной оценке роли этих клеток 
в защите организма.

Современные принципы биофармации базиру‑
ются на оптимальном подборе состава и вида лекарс‑
твенных форм, максимально эффективных с лечеб‑
ной точки зрения при содержании в них минимума 
субстанций, обладающих побочными действиями 
[5]. Изучение «судьбы» лекарственных средств в ор‑
ганизме – это первый этап исследования активности 
биологически активных веществ, который включает 
тестирование их свойств на моделях in vitro. К одной 
из таких моделей относятся клетки врожденного им‑
мунитета – фагоцитирующие клетки крови (нейтро‑
филы и моноциты).

Цель настоящего исследования: охарактеризовать 
метаболическую активность фагоцитов крови после 
воздействия на них биологически активного вещест‑
ва – ДНК из молок лососевых рыб.

Материал и методы. В работе использовали ДНК из 
молок лососевых рыб, полученную учеными ТИНРО-
центра г. Владивостока по оригинальной технологии 
[7]. Фракцию фагоцитирующих клеток, способных к 
адгезии, получали из гепаринизированной крови до‑
норов [6]. Концентрацию клеток доводили до 2×106 
в мл и клеточную суспензию разносили в пробирки 
Эпиндорфа. К взвеси клеток добавляли ДНК в кон‑
центрациях от 0,001 до 10 мг/мл. Контакт вещества с 
клетками составил 30, 90, 120, 150 и 180 мин. По исте‑
чении времени лейкоцитарная суспензия по 100 мкл 
вносилась в лунки плоскодонного планшета в трип‑
летах для каждого образца. После 45 мин инкубации 
надосадок отбирался, а клеточный монослой трижды 
отмывался физиологическим раствором. Клетки вы‑
сушивали на воздухе и фиксировали в парах форма‑
лина в течение 10 мин.

Определяли активность 5’-нуклеотидазы, для вы‑
явления активности кислородзависимой системы 
использовали гистохимический метод с нитросиним 
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тетразолием – (НСТ-тест) и выявляли внутриклеточ‑
ное содержание лактатдегидрогеназы и миелоперок‑
сидазы, а также катионных белков цитоплазмати‑
ческих гранул нейтрофилов [6]. НСТ-тест отражает 
степень активации кислородзависимого метаболизма 
фагоцитов – функции гексозомонофосфатного шун‑
та и связанной с ним наработки свободных радика‑
лов кислорода [10].

Результаты спектрофотометрического анализа 
активности ферментов выражали в виде унифициро‑
ванного показателя – индекса стимуляции, который 
вычисляли по формуле:

Т=(N
о
–N

k
)/N

k
×100,

где Т – индекс стимуляции (%), N
k
 – средний пока‑

затель оптической плотности исследуемого субстрата 
в нестимулированных клетках; N

o
 - средний показа‑

тель оптической плотности исследуемого субстрата в 
стимулированных клетках.

Результаты исследования и обсуждение полученных 
данных. Одним из характерных признаков стимуля‑
ции фагоцитов является снижение внутриклеточного 
содержания 5`-нуклеотидазы, что позволяет диффе‑
ренцировать активированные и покоящиеся клетки 
[3, 14]. Добавление ДНК к монослою фагоцитов со‑
провождалось отчетливым снижением внутриклеточ‑
ного содержания 5`-нуклеотидазы (рис., а). Статис‑
тически значимо показатели отличались от контроля 
через 120 мин после внесения вещества в концен‑

трации 0,001, 0,1 и 1 мг/мл (–10,4±1,8, –14,7±1,3 и 
–12,6±0,9% соответственно). Минимальные показа‑
тели зарегистрированы через 180 мин после контак‑
та с ДНК (–20,3±1,7, –20,4±1,3 и –18,4±1,1% соот‑
ветственно) и оставались на данном уровне до конца 
срока наблюдения. Таким образом, выявлена стиму‑
ляция фагоцитирующих клеток в ответ на введение 
ДНК в концентрациях 0,001, 0,1 и 1 мг/мл.

При исследовании фагоцитов было выявлено ста‑
тистически значимое снижение показателей НСТ-
теста при низких концентрациях вещества (0,0001, 
0,001, 0,01 и 0,1 мг/мл) уже после 60 мин контакта 
(рис., б). Минимальные значения индекса стиму‑
ляции составили –10,4±0,9, –9,4±0,7, –9,4±0,8 и 

–18,5±1,3% соответственно через 120 мин контакта. 
Полученные данные указывают на регуляторное ан‑
тиокислительное действие препарата ДНК на кис‑
лородзависимый метаболизм изученной популяции 
клеток.

Лактатдегидрогеназа принимает активное участие 
в начальном преобразовании углеводов, результатом 
которого является субстрат, используемый в образо‑
вании реактивных видов кислорода. Этот фермент 
относится к первому комплексу электронно-транс‑
портной цепи и принимает участие в гидролизе [2]. 
В ответ на введение ДНК активность лактатдегидро‑
геназы в фагоцитах крови уменьшалась при всех кон‑
центрациях, кроме 0,0001 мг/мл (рис., в). Минималь‑
ные показатели при концентрации 0,001 и 0,01 мг/мл 

Рис. Активность ферментов фагоцитов крови при их взаимодействии с ДНК.
а – активность 5`-нуклеотидазы; б – НСТ-тест; в – активность лактатдегидрогеназы; г – активность миелоперокcидазы. Ось ординат – ин­
декс стимуляции Т, ось абсцисс – количество внесенной ДНК («звездочкой» обозначена статистическая значимость различий между группами).
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в г
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были отрицательными и составили –17,6±0,7% через 
150 мин и при добавлении ДНК в концентрациях 0,1 
и 1 мг/мл – –19,6±1,1 и 13,7±1,2% соответственно 
через 180 мин. Отчетливое уменьшение активности 
лактатдегидрогеназы в фагоцитах под воздействием 
препарата ДНК также подтверждает его антиокси‑
дантное действие и указывает на снижение способ‑
ности этих клеток к продукции реактивных форм 
кислорода.

Миелопероксидаза – железосодержащий про‑
теин, являющийся катализатором преобразования 
перекиси водорода в гидроксильный радикал из ги‑
похлорной кислоты и супероксидного аниона [10]. 
Было определено увеличение активности миелопе‑
роксидазы через 150 мин контакта фагоцитов с ДНК 
(рис., г). Максимальные показатели отмечались через 
180 мин контакта при всех концентрациях: 12,89±0,7, 
44,38±3,4, 29,4±1,7, 30,9±2,1 и 28,4±1,7% соответс‑
твенно. Так как миелопероксидаза принадлежит к 
системе защиты клеток от чрезмерного образования 
реактивных форм кислорода, то можно предполо‑
жить, что ДНК молок лососевых рыб стимулирует 
данную систему фагоцитов.

Особенностью нейтрофилов является наличие 
в них обширного спектра молекул-эффекторов [9]. 
В последние два десятилетия отмечается новая тен‑
денция в идентификации широкого массива струк‑
турно и функционально разнообразных полипеп‑
тидов, которые способны выделять эти клетки [13]. 
Особый интерес вызывают неферментные бактери‑
цидные белки с низкой молекулярной массой, кото‑
рые обладают суммарным положительным зарядом 
и бактерицидным действием [11, 13]. Эти протеины 
способны играть роль медиатора воспаления, фак‑
тора проницаемости, стимулятора метаболических 
процессов и служить источником неспецифических 
опсонинов при фагоцитозе, модулируя свертывание 
крови и стимулируя зависимый от комплемента ли‑
зис, адгезию и хемотаксис [9, 13].

После контакта фагоцитов с ДНК определено 
резкое увеличение внутриклеточного содержания ка‑
тионных белков после 45 мин экспозиции. Макси‑
мальные показатели отмечались через 90 мин. В конце 
срока наблюдения обнаруживалось снижение внутри
клеточного содержания катионных белков до уровня 
интактных клеток, что можно объяснить их выделени‑

ем фагоцитами во внеклеточное пространство (табл.). 
Полученные данные указывают на отчетливую сти‑
муляцию ДНК синтетической активности фагоцитов.

Известно, что система фагоцитов, являясь звеном 
быстрого реагирования, играет важнейшую роль не 
только в антибактериальной, но и в противоопухоле‑
вой защите организма, а также в аллергических ре‑
акциях немедленной гиперчувствительности [9]. От 
функциональной полноценности данных клеток во 
многом зависит генез, течение и исход многих патоло‑
гических состояний [4]. Помимо того, что реактивные 
формы кислорода, произведенные стимулированны‑
ми фагоцитами, используются этими клетками для 
уничтожения поглощенных микроорганизмов, они 
могут вызывать множественное разрушение окружаю‑
щих тканей, поэтому их образование должно быть от‑
регулированным [12]. При стимуляции фагоцитов на 
первом этапе происходит образование супероксидно‑
го анионного радикала путем передачи ему электрона 
от молекулярного кислорода, тогда как на втором эта‑
пе супероксидный анион преобразуется в следующий 
мощный окислительный компонент – перекись во‑
дорода [2, 10]. Комплексное исследование состояния 
кислородзависимой системы фагоцитов позволило 
выявить выраженное дозозависимое стимулирующее 
воздействие ДНК. Оно проявлялось в способности 
снижать активность ферментов, принимающих учас‑
тие в образовании супероксидного анионного радика‑
ла, и, напротив, повышать активность миелоперокси‑
ды – катализатора преобразования аниона кислорода 
в перекись водорода. Все это позволяет сделать вывод, 
что ДНК из молок лососевых обладает антиоксидант‑
ным эффектом в отношении фагоцитов крови. Кроме 
того, стимулирующее влияние исследуемого вещества 
на функцию фагоцитов может стать решающим фак‑
тором, определяющим перспективность применения 
ДНК в качестве иммуностимулирующего средства, в 
частности, для повышения естественной резистент‑
ности организма к возбудителям различных инфекци‑
онных заболеваний [3]. Этот факт подтверждают полу‑
ченные нами данные о стимулирующем действии ДНК 
на способность фагоцитов выделять во внеклеточное 
пространство катионные белки, которые являются 
представителями низкомолекулярных межклеточных 
регуляторов, участвующих в процессах сигнализации 
различных физиологических функций организма.

Таблица
Внутриклеточное содержание катионных белков в фагоцитах после контакта с ДНК (M±m)

Концентрация 
ДНК, мг/мл

Индекс стимуляции после контакта, %1

через 45 мин через 90 мин через 120 мин через 150 мин через 180 мин

0,0001 100,00±2,15 162,60±1,80 52,00±2,20 145,00±8,90   0,51±0,45

0,001   98,98±5,14 167,50±1,90 45,40±5,10 165,00±2,15 31,02±4,23

0,01 103,60±4,66 172,96±2,26 78,60±4,66 139,80±8,98   6,50±1,67

0,1 124,00±4,98 156,50±2,26 65,30±4,64 128,60±4,64   9,20±0,47

1 174,50±1,50 139,80±3,60 69,40±2,15 187,70±2,15   5,10±2,60
1 Разница с контролем (принят за 0) всех данных статистически значима.
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