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ИЗУЧЕНИЕ ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИХ СВОЙСТВ 
ПРЕПАРАТА «ВИТАНАМ»

В.С. Орлова1*, Е.В. Орлова2, А.С. Тимохина1, Я.М. Станишевский1

Резюме. В работе показано влияние нового препарата «Витанам» – селективного активатора Са-зависимой NO-синтазы 
на процессы Т- и В-клеточного иммунитета у лабораторных животных. «Витанам» является иммуномодулятором широко-
го спектра действия, причем эффект препарата проявляется и при его пероральном введении.
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THE STUDY OF IMMUNOMODULATING PROPERTIES OF THE VITANAM
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Abstract. In the present paper some immunological effects on T- and B-cell immunity of a new drug Vitanam – selective activator of 
Ca-dependent NO-synthase were shown on the animal model.
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ВВЕДЕНИЕ
В течение последних двух десятилетий ок-

сид азота (NO) был признан одним из самых 
универсальных игроков в иммунной системе. 
Са2+-зависимая NO-синтаза (NOS) участвует в па-
тогенезе и борьбе с инфекционными заболевани-
ями, опухолями, аутоиммунными процессами и 
хроническими дегенеративными заболеваниями. 
Рядом исследователей было показано, что Са2+-
зависимой NOS принадлежит важная роль в регу-
ляции многих иммунных процессов в организме 
человека и животных [1–2]. Препарат «Витанам» яв-
ляется селективным активатором Са2+-зависимой 
NOS. В связи с этим представляло большой инте-
рес изучение влияния полученного препарата на 
отдельные звенья системы иммунитета, в частно-
сти на системы Т- и В-лимфоцитов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изучение влияния нуклеотидного препара-

та на систему иммунитета проведено по стан-
дартам и руководствам GLP на мышах линий СВА, 
BALB/c, C57Bl6 (самцы и самки, масса тела 16–18 г) 
и крысах, полученных из филиала «Столбовая» 
ФГБУН  НЦБМТ ФМБА и лимфоцитах донорской 
крови человека. 

Мышей содержали в клетках Т3, крыс –  в 
клетках Т4 по 6–10 особей в клетке при темпера-
туре 22±3 °С и относительной влажности 60±10%. 
Освещение искусственное, продолжительность 
светлого и темного периодов 12 ч. В помещении 
поддерживался 12-кратный воздухообмен, жи-
вотные имели свободный доступ к стандартно-
му гранулированному корму и к питьевой воде. 
Все животные получали стандартный комбикорм 
К-122, изготовленный НПО «Сельскохозяйствен-
ные технологии», состав, пищевая ценность, со-
держание витаминов и микроэлементов которо-
го указаны в таблице 1. 

Комбикорм сбалансирован по аминокис-
лотному составу, минеральным веществам, ви-
таминам, изготовлен из высококачественных 
компонентов.

Содержание витаминов и микроэлементов в 
1 кг комбикорма в мг: А – 7,00 тыс. МЕ, В12 – 0,02, 
В2 – 3,00, В3 – 20,00, В4 – 292,00, В5 – 20,00, В6 – 
4,00, Е – 5,00, Н – 0,10, К3 – 1,00, Cu – 2,5, Fe – 10, 
J – 0,7, Mn – 70, Zn – 70. (сертификат соответствия 
№ РОСС RU. П081. ВОО113 ГОСТ 50258-92)

Для проведения экспериментов in vitro ис-
пользовали следующие питательные среды: 
среда А – для отмывания клеток – 199 или «Иг-
ла» с добавлением 10% инактивированной 
(560 °С, 30 мин) фетальной оленьей сыворотки и 
50 мкг/мл гентамицина.
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Таблица 1. 

Состав и показатели качества гранулированного корма К-122 
для мелких лабораторных животных

В состав корма 
входят

%
Показатели  

качества
%

Овес 5 Сырой протеин 17,3

Кукуруза, ячмень 12,1

Пшеница 14,2

Шрот 
подсолчечниковый

7,6 Обменная энергия 247,0 ккал

Отруби пшеничные 15 Сырая клетчатка 9,95

Дрожжи кормовые 2,9 Сырой жир 2,78

Травяная мука 1 
класса

27 Са 0,75

Соль поваренная 0,3 Р 0,51

Премикс минерально- 
витаминный

1 Натрий хлористый 0,54

Мука рыбная 2,8 Лизин 0,75

Мел кормовой 1,6 Мет. + Цист. 0,54

Среда Б для культивирования лимфоцитов в функ-
циональных тестах – среда RPMI-1640, содержащая 5% 
инактивированной телячьей эмбриональной сыво-
ротки, 2 мМ глутамина, 5х10–5 М 2-меркаптоэтанола и 
50 мкг/мл гентамицина. 

Среда В для культивирования клеток К 562 (клет-
ки-мишени для естественных киллеров) in vitro – сре-
да RPMI-1640, содержащая 10% инактивированной те-
лячьей эмбриональной сыворотки, 2 мМ глутамина и 
50 мкг/мл гентамицина. 

Для работы с клетками лимфоидных органов 
in vitro животных забивали цервикальной дислока- 
цией, асептически выделяли селезенку или тимус, 
клетки получали продавливанием через двойную ней-
лоновую сетку в среде А с последующим отстаиванием 
в течение 3–5 мин при 4 °С и 3-кратным отмыванием 
и центрифугированием в среде А. После чего клетки 
ресуспендировали в среде Б и доводили до необходи-
мых конечных разведений. 

При изучении влияния нуклеотидного препара-
та на В-клеточное звено иммунитета определяли 
титры агглютининов к эритроцитам барана в сыворот-
ке крови мышей в тесте прямой гемагглютинации по 
методу Г.П. Кудриной с соавт. [3], количество антитело-
образующих клеток в селезенке мышей, иммунизиро-
ванных эритроцитами барана, определяли по методу 
Ерне [4], влияние препарата на реакцию бласттранс-
формации В-лимфоцитов в ответ на стимуляцию липо-
полисахаридом исследовали по методу Б.Б. Фукса и со-
авт. [5]. 

Исследование влияния нуклеотидного препара-
та на титр агглютининов к эритроцитам барана в сы-

воротке крови в тесте прямой гемагглютинации 
выполнено на двух оппозитно реагирующих на эри-
троциты барана линиях мышей C57BL6 (низкоотвеча-
ющие) и СВА (высокоотвечающие). Мышей иммуни-
зировали внутрибрюшинным введением суспензии 
эритроцитов барана (ЭБ) в субоптимальной дозе 3×107 
клеток. Подопытным животным одновременно с им-
мунизацией однократно внутрибрюшинно или 3-крат-
но в желудок в последующие дни вводили нуклеотид-
ный препарат в дозах 5 и 10 мг/кг. 

На 7-е сутки после иммунизации получали сы-
воротку крови мышей, которую после инактива-
ции комплемента прогреванием при 56 °С в течение 
30 мин использовали для определения титра агглюти-
нинов (наибольшее разведение сыворотки, при кото-
ром наблюдается отчетливая агглютинация ЭБ). Опре-
деление титра гемагглютининов проводили в лунках 
микропланшетов для иммунологических реакций ме-
тодом последующих разведений перед добавлением 
ЭБ и последующей инкубацией при комнатной темпе-
ратуре в течение 2,5 ч. Титры агглютининов к ЭБ выра-
жали величиной log2T, где Т – титр антител исследуе-
мой сыворотки [3].

Для определения влияния нуклеотидного препа-
рата на количество антителообразующих клеток 
в селезенке мышей СВА и C57BL6, иммунизированных 
ЭБ, использовали прямой метод локального гемолиза 
в агаровом геле по методу Ерне [4]. Мышей иммунизи-
ровали внутривенным введением ЭБ, отмытых в ста-
рильном физиологическом растворе в субоптималь-
ной иммуногенной дозе 3×107 клеток/мышь. Мышам 
однократно в день иммунизации внутрибрюшинно 
или 3-кратно в желудок в последующие дни вводили 
нуклеотидный препарат в дозах 5 и 10 мг/кг соответст- 
венно. На 4-е сутки после иммунизаци определяли 
число АОК в селезенке по методу Ерне. Для этого сус- 
пензию клеток селезенки мышей отмывали средой А 
и смешивали с ЭБ в расплавленном и охлажденном 
до температуры 40 °С агаре в следующей пропорции: 
1х106 клеток в 200 мкл среды Б и 0,15 мл 25% суспензии 
отмытых ЭБ добавляли к 4 мл 0,75% агара, растворен-
ного на среде Б. Полученную смесь немедленно раз-
ливали по чашкам Петри, на которые предваритель-
но наносили равномерный слой 1,5% агара на среде Б. 
Чашки Петри помещали на 2 ч в термостат при 370 °С. 
В качестве источника комплемента использовали лио-
филизированную сыворотку морских свинок, которую 
разводили физиологическим раствором (1:5) и добав-
ляли еще на 40 мин. По завершении инкубации под-
считывали число гемолитических бляшек. Число АОК 
пересчитывали на 1 селезенку и на 1x106 спленоцитов.

Изучение влияния нуклеотидного препарата на 
бласттрансформацию В-лимфоцитов селезен-
ки, индуцируемую липополисахаридом (LPS), прово-
дили по методу Б.Б. Фукса и соавт. [5] на мышах линии 
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СВА, которым внутрибрюшинно вводили исследуе-
мый препарат в дозах 10 и 100 мкг/кг. Клетки выделя-
ли аналогично методу при определении АОК. В ячей-
ки круглодонных 96-луночных микропанелей вносили 
по 100 мкл суспензии клеток селезенки мышей СВА в 
концентрации 2x106/мл и 100мкл LPS («Дифко», США) 
в концентрациях 1,0; 5,0; 10 и 20 мкг/мл. Каждую кон-
центрацию митогена и препарата исследовали в трех 
параллельных опытах. Инкубацию проводили 72 ч 
при 370 °С в атмосфере 5% СО2. За 18 ч до окончания 
инкубации в лунки вносили по 1 мкКu 3Н-тимидина 
(Amersham, США) (уд. акт. 24 Кu/мМ) в объеме 10 мкл. 
По окончанию инкубации клетки собирали на стек- 
ловолокнистые фильтры с помощью 12-канально-
го харвестера, отмывали 0,15 М NaCI, 5% раствором 
трихлоруксусной кислоты (ТХУ) и 96% этанолом. Высу-
шенные фильтры помещали во флаконы с 5 мл сцин-
тилляционной жидкости (5 г 2,5-дифенил-оксазола-
на 100 мг 1,4-бис(2,5-фенил-оксазолил)бензола на 1 л 
сцинтилляционного толуола). Образцы просчитыва-
ли на сцинтилляционном β-счетчике [Tri-Carb B2810TR 
(Perkin Elmer, США)]. Результаты выражали в имп/мин.

Для оценки влияния нуклеотидного препарата на 
Т-клеточное звено иммунитета использовали реак-
цию гиперчувствительности замедленного типа 
(ГЗТ) по методу Е.Ю. Гусева и соавт. [6] и метод поли-
клональной активации Т-лимфоцитов фитогемагглю-
тинином и конканавалином А по методу Б.Б. Фукса и 
соавт. [5]. Исследования выполнены на мышах линии 
СВА (самцы, масса тела 18–20 г), которых иммунизи-
ровали подкожным введением в межлопаточную об-
ласть эритроцитов барана в дозе 1×107 клеток/мышь. 
Мышам подопытных групп в день иммунизации внут- 
рибрюшинно вводили 5 и 10 мг препарата в 25 мкл сте-
рильного изотонического растворa NaCl. Контрольные 
животные в этот же срок получали соответствуюшие 
количества физиологического раствора. 

Для проявления реакции ГЗТ на 7-е сутки живот-
ным субплантарно в левую заднюю лапу вводили раз-
решающую инъекцию ЭБ в дозе 1х108 клеток/мышь. В 
контрлатеральную лапу вводили изотонический раст- 
вор NaCl в объеме 50 мкл. Местную воспалительную 
реакцию оценивали через 24 ч по разнице массы опыт-
ной (Ро) и контрольной (Рк) лап. 

При исследовании влияния нуклеотидно-
го препарата на поликлональную активацию 
Т-лимфоцитов, индуцированную фитогемагглю-
тинином (ФГА) и конканавалином А (КонА), исполь-
зовали суспензию клеток селезенки мышей СВА. Нук- 
леотидный препарат в изучаемых дозах вводили мы-
шам внутрибрюшинно 3 раза через каждые 2 дня. 
Контрольной группе животных вводили среду 199 при 
тех же условиях в объемах, соответствующих объемам 
вводимого препарата. На 8-е сутки после последнего 
введения нуклеотидного препарата мышей забивали 

и извлекали селезенку, которую гомогенизировали в 
среде А. Клетки центрифугировали 5 мин при 200 г 3 
раза. К осадку клеток добавляли 2 мл среды В. В ка-
честве митогенов использовали ФГА и КонА в концент- 
рациях 0,06; 0,12; 0,25; 0,5; 1.0; 2,5; 5; 10 и 20 мкг/мл и 
ФГА-Р («Серва», ФРГ) – 0,1; 1,0; 10 и 50 мкг/мл. Реак-
цию проводили в 96-луночных круглодонных план-
шетах. Культивирование проводили в объеме 200 мкл 
(100  мкл ФГА и КонА + 100 мкл взвеси клеток 2,5х106 
клеток/мл) в СО2-инкубаторе (5% СО2) в течение 72 ч. 
В контроле ставили реакцию на спонтанную пролифе-
рацию клеток селезенки без митогена. Пролиферацию 
и бласттрансформацию Т-лимфоцитов оценивали по 
количеству меченого 3Н-тимидина (Amersham, США), 
включенного в ДНК лимфоцитов. Результаты выража-
ли в имп/мин.

Изучение влияния нуклеотидного препарата 
на продукцию ИЛ-2 клетками селезенки мышей 
BALB/с, стимулироваными КонА. По 1 мл суспен-
зии спленоцитов мышей в среде Б (5х106 клеток/мл), 
5 мкг/мл КонА и препарата в концентрациях 10, 50 и 
100 мкг/мл вносили в ячейки 24-луночных панелей и 
инкубировали 24 ч при З7 °С в атмосфере 5% СО2. По 
окончании инкубации отбирали надосадки, которые 
хранили при –20 °С. В качестве индикаторных кле-
ток для тестирования активности ИЛ-2 использовали 
96-часовые Т-клеточные бласты мышей BALB/с, акти-
вированные в тех же условиях, при которых получали 
ИЛ-2. Клетки до тестирования дважды отмывали сре-
дой А с α-метил-Д-маннозидом (20 мг/мл) и переводи-
ли в свежую среду Б. Готовили двойные разведения 
ИЛ-2 в плоскодонных 96-луночных панелях в объеме 
100 мкл. Затем в лунки добавляли равный объем сус- 
пензии Т-бластов (0,65х106/мл). Через 14 ч инкубации 
в лунки вносили 3Н-тимидин в объеме 10 мкл. Затем 
через 4  ч инкубации клетки осаждали на стеклово-
локнистые фильтры, отмывали физраствором, пре-
ципитировали 5% ТХУ и обрабатывали 96-метанолом. 
Радиоактивность проб определяли на β-счетчике, ре-
зультаты выражали в условных единицах активности 
ИЛ-2 [7]. 

Оценку влияния нуклеотидного препарата на 
продукцию ИЛ-2 лимфоцитами периферической 
крови человека, стимулированными ФГА, проводи-
ли по методу M. Lyte [8]. 100 мкл гепаринизированной 
венозной донорской крови вносили в ячейки 24-лу-
ночных панелей и добавляли 90 мкл среды Б, содержа-
щей 20 мкг ФГА и нуклеотидный препарат в конечных 
концентрациях 10, 50 или 100 мкг/мл. Клетки инкуби-
ровали 48 ч при 37 °С в атмосфере 5% CO2. По окон-
чании инкубации отбирали надосадки и хранили при 
–20  °С. Последующее тестирование активности ИЛ-2 
проводили на Т-бластах мышей BALB/с в соответствии 
с описанными выше методическими приемами. 

РАЗДЕЛ:   Эффективность и безопасность лекарственных средств
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование влияния  
комплексного препарата «Витанам»  
на В-клеточное звено иммунитета

Лекарственные препараты или химические ве-
щества, обладающие иммуномодулирующей ак-
тивностью, могут оказывать прямое действие на 
В-лимфоциты, амплифицируя антигенный сигнал или 
повышая чувствительность рецепторов к воздействию 
регуляторных клеток. Иммуномодулирующее дейст- 
вие может проявляться также опосредованно через 
воздействие препаратов на регуляторные клетки. Ин-
тактный В-лимфоцит через антигенспецифический ре-
цепторный комплекс распознает антиген, процесси-
рует его, представляет Т-хелперу типа 2 (Т-зависимый 
ответ) и в результате информационного межклеточно-
го обмена через продукцию и рецепцию растворимых 
и мембраноассоциированных медиаторов получает 
импульс к выработке антител [9]. Поэтому для оценки 
влияния изучаемых препаратов на В-клеточное зве-
но иммунитета наиболее информативным показате-
лем является исследование продукции антител. Дан-
ная интегральная характеристика отражает процессы 
пролиферации и дифференцировки В-лимфоцитов и 
состояние регуляторных механизмов, ответственных 
за эти процессы [9]. 

В этой связи основной задачей при изучении вли-
яния «Витанамна» В-клеточное звено иммунитета яв-
лялась оценка его действия на продукцию антител в 
тестах прямой гемагглютинации [3] и локального гемо-
лиза в агаровом геле по Ерне [4].

Важной характеристикой функциональной актив-
ности В-лимфоцитов является их способность к поли-
клональному ответу на В-клеточный митоген – бакте-
риальный липополисахарид (LPS). Так как ответ на LPS 
является Т-независимым, эффект изучаемого препа-
рата, обладающего иммуномодулирующим действи-
ем, может означать его непосредственное влияние на 
В-лимфоциты либо опосредованное действие через 
регуляторные клетки, не являющиеся Т-лимфоцитами 
(например, макрофаги). 

Влияние препарата «Витанам»  
на титр агглютининов  
к эритроцитам барана в сыворотке крови  
в тесте прямой гемагглютинации

Тест основан на способности антител, содержа-
щихся в сыворотке крови иммунизированных живот-
ных, агглютинировать эритроциты барана (ЭБ), ис-
пользуемые в качестве антигена. 

Исследования выполнены на 40 мышах линии СВА 
и 40 мышах линии C57BL6 (самцы, масса тела 18–20  г), 
разделенных на 4 группы по 10 мышей СВА и 10 мышей 

C57BL6 в каждой. Титры гемагтлютининов определяли 
у двух оппозитно реагирующих на эритроциты барана 
линий мышей, C57BL6 (низкоотвечающие) и СВА (высо-
коотвечающие). Мышей иммунизировали внутрибрю-
шинным введением суспензии эритроцитов барана 
(ЭБ) в субоптимальной дозе Зх107 клеток. Животным 
2-й и 3-й групп одновременно с иммунизацией внут- 
рибрюшинно вводили «Витанам» в дозах 5 и 10  мг/кг. 
Мыши 4-й группы на фоне иммунизации ЭБ получали 
3-кратно в желудок (в день иммунизации и в два после-
дующих дня) изучаемый препарат в дозе 5 мг/кг. Жи-
вотные 1-й группы не получали «Витанам» и служили 
контролем. На 7-е сутки после иммунизации получа-
ли сыворотку крови мышей, которую для инактивации 
комплемента прогревали при 560 °С в течение 30 мин. 
Для определения титра агглютининов (наибольшее 
разведение сыворотки, при котором наблюдается от-
четливая агглютинация ЭБ) в лунки микропланшетов 
для иммунологических реакций вносили по 50 мкл 
0,15 М NaCI. В первую лунку добавляли 50 мкл сыворот-
ки крови, перемешивали пипеточным дозатором и пе-
реносили по 50 мкл из одной лунки в другую. В каждую 
лунку добавляли по 25 мкл 1% суспензии ЭБ. Планше-
ты встряхивали и инкубировали при комнатной тем-
пературе 2,5 ч, после чего просматривали результаты 
реакции гемагглютинации. Титры агглютининов к ЭБ 
выражали величиной log2T, где Т – титр антител иссле-
дуемой сыворотки [3].

Таблица 2. 

Влияние препарата «Витанам» на титр гемагглютининов 
(log2T)  к эритроцитам барана в сыворотке крови мышей  

линий СВА и C57BL6 при иммунизации эритроцитами барана  
в субоптимальной дозе

Группы
Доза и способ введения 

препарата «Витанам»

Линии мышей

СВА C57BL6

log2 T log2 T

1 контроль 3,80±0,41 3,50±0,55

2 в/б однократно 5 мг/кг 4,50±0,42 3.67±0,65

3 в/б однократно 10 мг/кг 4,67±0,62 4,33±0,36*

4 в/ж трехкратно 5 мг/кг 4,67±0,65 3,83±0,76

Результаты проведенных исследований показа-
ли, что «Витанам» усиливает продукцию антиэрит- 
роцитарных антител на субоптимальную дозу ЭБ во 
всех используемых дозах и способах введения у мы-
шей СВА и при в/б разовой инъекции в дозе 10 мг 
у мышей C57BL6 (таблица 2). При ответе на субопти-
мальную дозу антигена «Витанам» усиливает анти-
телогенез, но титры гемагглютининов не достигают 
уровня, регистрируемого при иммунизации опти-
мальной дозой ЭБ.
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Влияние препарата «Витанам»  
на количество антителообразующих клеток  
в селезенке мышей,  
иммунизированных эритроцитами барана

Прямой метод локального гемолиза, основанный 
на способности антиэритроцитарных антител в при-
сутствии комплемента лизировать эритроциты барана 
в агаровом геле с образованием зон гемолиза вокруг 
антителообразующих клеток (АОК), был предложен  [4] 
для оценки влияния препаратов и химических ве-
ществ на иммунный ответ. 

Иследования выполнены на 32 мышах линии СВА 
и 32 мышах линии C57BL6 (самцы, масса тела 18–20 г), 
которые были разделены на 4 группы по 8 мышей 
СВА и C57BL6 в каждой. Мышей иммунизировали внут- 
ривенным введением ЭБ, отмытых в стерильном фи-
зиологическом растворе в субоптимальной имму-
ногенной дозе 3×107 клеток/мышь. Мышам 2-й и 3-й 
групп внутрибрюшинно вводили «Витанам» в дозах 5 и 
10 мг/кг соответственно. Мыши 4-й группы на фоне им-
мунизации ЭБ получали 3-кратно в желудок препарат 
в дозе 5 мг/кг (в день иммунизации и в 2 последующих 
дня), животные 1-й группы внутрибрюшинно получа-
ли физиологический раствор и служили контролем. На 
4-е сутки после иммунизаци определяли число АОК в 
селезенке по методу Ерне.

Как видно из таблицы 14, под влиянием «Витанам» 
при однократном внутрибрюшинном введении в до-
зе 10 мг/кг и при 3-кратном введении в желудок в дозе 
5 мг/кг мышам двух использованных линий наблюдает-
ся усиление иммунного ответа на эритроциты барана 
и увеличение количества АОК.

Таблица 3. 

Влияние препарата «Витанам» на количесткво  
антителообразующих клеток (АОК) у мышей линий СВА  

и C57BL6, иммунизированных ЭБ  
(представлены средние геометрические  

и доверительные интервалы)

Группы животных,  
испытанные дозы  

препарата и способ  
введения

Количество АОК на селезенку 
мышей линий СВА и C57BL6, 1×104 

СВА C57BL6 

1. Группа – контроль 
(физиологический раствор) 

5,81 (4,51÷7,12) 2,78 (1,90÷3,67)

2. Группа – нуклеотидный 
препарат в/б 5 мг/кг

5,12 (3,91÷7,02) 2,51 (2,24÷2,77)

3. Группа – нуклеотидный 
препарат в/б 10 мг/кг 

9,18 (7,86÷10,51)** 7,35 (6,25÷8,45)**

4. Группа – нуклеотидный 
препарат в/ж 3-кратно 
5 мг/кг

7,07 (5,60÷8,53)* 6,03 (4,90÷7,15)**

В наименьшей из испытанных доз – 5 мг/кг при 
однократном внутрибрюшинном введении мышам 
препарата «Витанам» не оказывал иммуностимулиру-
ющего действия при иммунизации животных эритро-
цитами барана. 

Влияние препарата «Витанам» 
на бласттрансформацию В-лимфоцитов  
селезенки, индуцируемую  
липополисахаридом 

Ранее было отмечено, что важной характерис- 
тикой функциональной активности В-лимфоцитов 
является их способность к поликлональному отве-
ту на селективный В-клеточный митоген – бактери-
альный липополисахарид (LPS). Если изучаемый пре-
парат оказывает влияние на бласттрансформацию 
В-лимфоцитов при стимуляции LPS, то этот эффект об-
условлен непосредственным влиянием на регулятор-
ные клетки, которые не являются Т-лимфоцитами. 

Иследования выполнены на 32 мышах линии СВА 
(самцы, масса тела 18–20), которые были разделены на 
4 группы по 8 мышей в каждой. Определение проводи-
ли по методу Б.Б. Фукса и соавт. [5].

В результате проведенных исследований установ-
лено, что «Витанам» в диапазоне испытанных концент- 
раций 1–100 мкг/мл не влияет на индукцию бакте-
риальным липополисахаридом бласттрансформа-
ции В-лимфоцитов селезенки мышей линии СВА. 
Следовательно, «Витанам» не оказывает прямого им-
муномодулирующего влияния на В-лимфоциты при 
поликлональной стимуляции липополисахаридом и 
выявленное его стимулирование гуморального им-
мунитета (увеличение титра гемагглютининов и числа 
АОК) свидетельствует об опосредованных механизмах 
действия препарата на В-лимфоциты через модифика-
цию регуляторных клеток звеньев иммунитета. 

Отсутствие прямого иммуномодулирующего вли-
яния на В-лимфоциты при поликлональной стимуля-
ции липополисахаридом может также быть связано с 
тем, что Витанам является селективным активатором 
Са2+-зависимой NO-синтазы, а LPS, как было показа-
но O. Xie с соавт. [10], является индуктором экспрессии 
iNOS, которая не является конститутивно экспрессиру-
емой в большинстве тканей и органов и индуцируется 
посредством индукции LPS промотора  – бактериаль-
ной хлорамфениколацетилтрансферазы (САТ). 

Исследование влияния препарата «Витанам»  
на Т-клеточное звено иммунитета

Т-лимфоцитам принадлежит роль координатора 
функций гуморального и клеточного иммунитета, а 
также непосредственного участника реакций клеточ-
ного иммунитета [11]. При анализе иммуномодулирую-
щего действия препарата «Витанам» на В-лимфоциты 
(гуморальный иммунный ответ) были получены кос-
венные доказательства участия Т-клеток в реали-
зации эффектов изучаемого препарата на систему 
иммунитета. 

Т-лимфоциты – функционально гетерогенная по-
пуляция. В ее состав входят клетки, выполняющие 
вспомогательную (Т-хелперы типов 0; 1 и 2); супрес-
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сорную (Т-супрессоры) и цитотоксическую (Т-киллеры) 
функции. Т-лимфоциты при антигенной стимуляции 
продуцируют широкий спектр цитокинов и могут на-
ходиться под ауто- и паракринным влиянием данных 
факторов, а также через продукцию этих медиаторов 
влиять на другие типы клеток иммунной системы. На 
поверхности Т-лимфоцитов представлены рецепторы 
для цитокинов и других сигнальных молекул, воспри-
нимающих информацию от других клеток иммунной 
системы.

В связи с этим представляется целесообраз-
ным оценить влияние препарата «Витанам» на функ-
циональную активность суммарной популяции 
Т-лимфоцитов in vitro (поликлональная активация 
Т-клеточными митогенами), а также на отдельные суб-
популяции Т-лимфоцитов: эффекторы гиперчувстви-
тельности замедленного типа (ГЗТ) (Т-хелперы типа 1) 
и Т-клетки – продуценты интерлейкина-2 (преиму-
щественно Т-хелперы типов 0, 1 и 2).

Влияние препарата «Витанам»  
на поликлональную активацию,  
индуцируемую Т-клеточными митогенами –  
фитогемагглютинином и конканавалином А

Оценку влияния препарата «Витанам» на бласт-
трансформацию Т-лимфоцитов проводили по методу 
Б.Б. Фукса и соавт. [5]. Принцип этого метода состоит в 
том, что под воздействием митогенов фитогемагглю-
тинина (ФГА) и конканавалина А (Кон А) происходит по-
ликлональная активация Т-лимфоцитов, на которую 
могут влиять изучаемые лекарственные препараты и 
химические вещества, изменяя при этом функциональ-
ное состояние (иммунореактивность) Т-лимфоцитов. 

Исследования выполнены на 24 мышах линии СВА 
(самцы, масса тела 18–20 г), которые были разделены на 
3 группы по 8 мышей в каждой. «Витанам» в изучаемых 
дозах 10 и 100 мг/кг вводили мышам внутрибрюшинно 
3 раза через каждые 2 дня. Контрольной группе живот-
ных вводили среду 199 при тех же условиях в объемах, 
соответствующих объемам вводимого препарата. На 
8-е сутки после последнего введения преарата «Вита-
нам» мышей забивали и извлекали селезенку, которую 
гомогенизировали в среде А. Клетки центрифугирова-
ли 5 мин при 200 г 3 раза. К осадку клеток добавляли 
2 мл среды В. В качестве митогенов использовали ФГА 
и КонА («Серва», Германия) в концентрациях 0,06; 0,12; 
0,25; 0,5; 1.0; 2,5; 5; 10 и 20 мкг/мл и 0,1; 1,0; 10 и 50 мкг/
мл соответственно. Реакцию проводили в 96-луночных 
круглодонных планшетах. Культивирование прово-
дили в объеме 200 мкл (100 мкл ФГА и КонА + 100 мкл 
взвеси клеток 2,5х106  клеток/мл) в СО2-инкубаторе 
(5% СО2) в течение 72 ч. В контроле ставили реак-
цию на спонтанную пролиферацию клеток селезен-
ки без митогена. Пролиферацию и бласттрансформа-
цию Т-лимфоцитов оценивали по количеству меченого 
3Н-тимидина (Amersham, США), включенного в ДНК 
лимфоцитов. Результаты выражали в имп/мин.

Как видно из рисунка 1, «Витанам» в дозе 100 мкг/мл 
усиливает пролиферативный ответ Т-лимфоцитов, ин-
дуцируемый ФГА в дозах 1 и 10 мкг/мл. «Витанам» в до-
зе 10 мкг/мл усиливает пролиферацию Т-лимфоцитов на 
ФГА в концентрации 10 мкг/мл. 

На основании результатов, представленных на ри-
сунке 2, можно заключить, что «Витанам» оказывает 
резко выраженное нейтрализующее действие на ак-
тивность КонА, что выражается в пропорциональном 
смещении кривых «доза – ответ». Препарат дозозави-
симо усиливает ответ Т-лимфоцитов на высокие дозы 
КонА (2,5–20,0 мкг/мл) и угнетает ответ на малые (0,06–
0,5 мкг/мл) и оптимальную (1,0 мкг/мл) дозы митогена. 

Влияние нуклеотидного препаратана  
на реакцию гиперчувствительности  
замедленного типа 

Реакция гиперчувствительности замедленно-
го типа (ГЗТ) – иммунная воспалительная реакция, ха-
рактеризующаяся относительно медленным развити-
ем и инфильтрацией межуточной ткани лейкоцитами, 
с преобладанием Т-лимфоцитов. Морфологические 
проявления реакции (отек, индурация и т.д.) обуслов-
лены продукцией широкого спектра цитокинов, вы-
рабатываемых Т-лимфоцитами и нелимфоидными 

Рисунок 1. Влияние препарата «Витанам» на пролиферацию 
Т-лимфоцитов селезенки мышей СВА, индуцируемую ФГА

Рисунок 2. Влияние препарата «Витанам» на пролиферацию 
Т-лимфоцитов селезенки мышей СВА, индуцируемую КонА
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вспомогательными клетками, инфильтрирующими по-
раженную ткань [12]. 

ГЗТ – антигенспецифическая реакция, главную 
роль в которой играют Т-хелперы типа 1, стимулирую-
щие созревание предшественников Т-эффекторов ГЗТ. 
В регуляцию ГЗТ вовлечены Т-супрессоры несколь-
ких типов. Модельная система ГЗТ позволяет полу-
чить данные об интегральной функции Т-лимфоцитов 
в классической системе Т-клеточного иммунитета [13]. 

Исследования выполнены на 30 мышах линии 
СВА (самцы, масса тела 18–20 г), которые были разде-
лены на 3 группы по 10 животных в каждой. Мышей 
иммунизировали подкожным введением в межло-
паточную область эритроцитов барана в дозе 1×107 
клеток/мышь. Мышам 2-й и 3-й групп в день иммуни-
зации внутрибрюшинно вводили «Витанам» в дозах 5 
и 10 мг/кг. Контрольные мыши 1-й группы получали 
внутрибрюшинно соответствующие количества физи-
ологического раствора, использованного для раство-
рения препарата. На 5-е сутки после иммунизации все 
животные получали субплантарно в левую заднюю ла-
пу разрешающую инъекцию ЭБ в дозе 1×107 клеток/
мышь в объеме 50 мкл. В подушечку контрлатераль-
ной лапы (контрольная лапа) инъецировали 50 мкл 
стерильного физиологического раствора. Результаты 
реакции регистрировали через 24 ч по соотношению 
величины отека стоп опытной и контрольной лап, ко-
торый определяли с помощью микрометра. Разница 
в объеме опытной и контрольной лап характеризо-
вала величину отека и интенсивность реакции гипер- 
чувствительности замедленного типа. Индекс реакции 
(И) вычисляли по формуле: 

И = ((Р0 – Рк)/ Рк)×100, 

где Р0 и Рк – объемы опытной и контрольной лап. 

Результаты проведенных исследований представ-
лены в таблице 4.

Таблица 4. 

Влияние препарата «Витанам» при внутрибрюшинном  
введении мышам линии СВА на развитие реакции  

гиперчувствительности замедленного типа

Группы животных, испытуемая 
доза препарата

Индекс реакции 

1 группа – контроль 33,3±6,1

2 группа – «Витанам», 5 мг/кг 26,4±6,9

3 группа – «Витанам», 10 мг/кг 26,9±5,9

Данные таблицы 4 свидетельствуют о том, что «Ви-
танам» в испытанных дозах 5 и 10 мг/кг при внутри-
брюшинном введении мышам линии СВА несколько уг-
нетает реакцию ГЗТ, индуцированную ЭБ. Однако этот 
эффект был слабовыраженным, и показатели индекса 
реакции у 2-й и 3-й групп, получавших «Витанам» в до-
зах 5 и 10 мг/кг, статистически достоверно не отлича-
лись от показателей контрольной группы.

Влияние препарата «Витанам» на продукцию  
интерлейкина-2 спленоцитами мышей  
линии BALB/c, стимулированными  
конканавалином А

Продукция интерлейкина-2 (ИЛ-2) является одним 
из основных показателей функциональной активности 
Т-клеток, а именно Т-хелперов. ИЛ-2 служит медиато-
ром межклеточных взаимодействий гликопротеидной 
природы. Его участие необходимо для выработки ан-
тител и развития иммунного ответа, реакций клеточ-
ного иммунитета, пролиферации, Т- и В-лимфоцитов, 
генерирования лимфокинактивированных килле-
ров и усиления активности клеток, опосредующих 
естественную противоопухолевую резистентность 
организма. 

Исследование продукции ИЛ-2 проводили по ме-
тоду A. Reske-Kunz et al. [14]. Продуцентами ИЛ-2 явля-
лись клетки селезенки мышей линии BALB/c, которым 
вводили «Витанам» в дозах 10, 50 и 100 мг/кг внутри-
брюшинно 3 раза через каждые 2 дня. Контрольной 
группе животных вводили среду 199 при тех же усло-
виях в объемах, соответствующих объемам вводимо-
го препарата. На 8-е сутки после последнего введения 
препарата «Витанам» мышей забивали и извлекали се-
лезенку, которую гомогенизировали (см. раздел «Ма-
териалы и методы»). 

Для индукции ИЛ-2 использовали клетки селезен-
ки мышей BALB/c, стимулированные КонА в присутст- 
вии препарата «Витанам» или без него (таблица 5). 

Таблица 5. 

Влияние препарата «Витанам» на продукцию ИЛ-2 клетками 
селезенки мышей BALBс, стимулированными КонА

Группы животных, испытуемые 
препараты и дозы

Уровень выработки 
ИЛ-2, или 3Н-тимидина 

в мин

1 группа – КонА 9,45±4,40

2 группа – «Витанам», 10 мг/кг Менее 1

3 группа – «Витанам», 50 мг/кг Менее 1

4 группа – «Витанам», 100 мг/кг Менее 1

3 группа – КонА + «Витанам», 10 мг/кг 9,49±4,31

3 группа – КонА + «Витанам», 50 мг/кг 7,00±3,83

3 группа – КонА + «Витанам», 100 мг/кг 5,31±2,31

Из приведенных в таблице 5 данных следует, что 
«Витанам» дозозависимо угнетает индуцируемую КонА 
продукцию ИЛ-2 клетками селезенки мышей BALB/c. 

Влияние препарата «Витанам»  
на продукцию ИЛ-2 лимфоцитами  
периферической крови человека,  
стимулированными фитогемагглютинином

В данном разделе исследований по оценке влия-
ния препарата «Витанам» на выработку ИЛ-2 его про-
дуцентами являлись лимфоциты донорской крови, 
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стимулированные фитогемагглютинином. Оценку вли-
яния препарата «Витанам» на продукцию ИЛ-2 лимфо-
цитами периферической крови человека, стимулиро-
ванными ФГА, проводили по методу M. Lyte [8]. 100 мкл 
гепаринизированной венозной донорской крови 
вносили в ячейки 24-луночных панелей и добавляли 
90 мкл среды Б, содержащей 20 мкг ФГА и «Витанам» в 
конечных концентрациях 10, 50 или 100 мкг/мл. Клет-
ки инкубировали 48 ч при 37 °С в атмосфере 5% CO2. 
По окончании инкубации отбирали надосадки и хра-
нили при –20  °С. Последующее тестирование актив- 
ности ИЛ-2 проводили на Т-бластах мышей BALB/с в 
соответствии с методическми приемами, описанными 
в разделе «Материалы и методы». 

Результаты проведенных исследований представ-
лены в таблице 6.  

Таблица 6. 

Влияние препарата «Витанам» на продукцию ИЛ-2  
лимфоцитами донорской крови, стимулированными 

фитогемагглютинином

Группы,  
испытуемые препараты и дозы

Уровень выработки ИЛ-2 
или 3Н-тимидина в мин

Донор №1 Донор  №2

1 группа – ФГА 6,06 8,03

2 группа – «Витанам», 10 мкг/мл Менее 1 Менее 1

3 группа – «Витанам», 50 мкг/мл Менее 1 Менее 1

4 группа – «Витанам», 100 мкг/мл Менее 1 Менее 1

3 группа ФГА + «Витанам», 10 мкг/мл 5,44 8,80

3 группа ФГА + «Витанам», 50 мкг/мл 5,63 8,96

3 группа ФГА + «Витанам, 100 мкг/мл 5,99 8,10

Из представленных в таблице 6 данных видно, что 
«Витанам» в испытанных концентрациях и в использо-
ванной схеме постановки эксперимента существенно 
не влияет на продукцию интерлейкина-2 лимфоцита-
ми периферической крови человека, стимулирован-
ными фитогемагглютинином. 

Результаты проведенных исследований по оценке 
иммуномодулирующих свойств препарата «Витанам» 
из дрожжей Saccharomyces cerevisiae раса 14 совпадают 
с данными различных авторов, изучавших механизмы 
действия на иммунную систему нуклеината натрия – 
ближайшего аналога препарата из дрожжей, которые 
показали, что нуклеинат натрия повышает функцио-
нальную активность Т-лимфоцитов [15–16].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итоги изучения иммуномодулирующих 

свойств комплексного нуклеотидного препарата, по-
лученного из дрожжей Saccharomyces cerevisiae раса 14, 
можно отметить, что препарат при введении мышам в 
дозах 5 и 10 мг/кг усиливает гуморальный иммунный 

ответ на эритроциты барана и подавляет реакцию ГЗТ 
на этот антиген. 

В системе in vitro «Витанам» в концентрациях 
1–100 мкг/мл не влияет на индуцируемую LPS пролифе-
рацию В-клеток селезенки и модифицирует митоген-
ный ответ Т-клеток на ФГА и КонА. 

Таким образом, «Витанам» является иммуномо-
дулятором широкого спектра действия, причем эф-
фект препарата проявляется и при его пероральном 
введении.

Работа выполнена при финансовой поддержке Минис- 
терства образования и науки РФ по Программе реализа-
ции комплексных проектов по созданию высокотехноло-
гичного производства (постановление Правительства РФ 
№  218 oт 09.04.2010 г., шифр конкурса 2016-218-09). Договор 
№ 03.G25.310258.
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