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Нативные гранулы зимозана вызывают активацию фагоцитов и комплемента сыворотки крови, что 
приводит к нежелательным побочным эффектам. В связи с этим было решено вначале инкорпорировать 
гранулы зимозана в нейтрофилы, а лишь потом эти «нагруженные» зимозаном нейтрофилы вводить 
в кровеносное русло. Проведённые эксперименты выявили, что даже на 17-й день после однократного 
внутривенного введения зимозан-обработанных нейтрофилов сохраняются выраженные проявления 
противоопухолевой активности в печени и селезёнке.
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Formation of sustained antitumor effect in mice’s liver and spleen 
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Application of zymosan in medicine is limited because of its side effects, since the native granules of zymosan directly 
activate serum complement components and phagocytic cells. In this regard, it was decided at the outset (ex vivo) to 
incorporate the granules of zymosan in the neutrophils, and only then inject these “loaded” zymosan neutrophils into 
the bloodstream. Our experiments showed a total inhibition of the weight accretion of both tumor affected liver (from 
5220 ± 963 to 1327 ± 219 mg) and spleen (from 328 ± 29 to 187 ± 64 mg) of mice. Thus these data showed that even 
on the 17th day after a single intravenous injection zymosan-treated neutrophils persist expressed manifestations 
of anti-tumor activity in the liver and spleen, that may be basis for using this method for antimetastatic preventive 
measures in liver and other localizations.
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Введение

Известный уже более 50  лет иммуностимуля-
тор зимозан, точнее, его структурный элемент  – 
β-глюкан,  – способен вызывать у нейтрофилов 
противоопухолевую активность [9, 12, 22]. В основе 
его эффекторного механизма лежит выброс нейтро-
филами активных форм кислорода и фактора некроза 
опухоли-альфа [9, 10]. Кроме того, стимулированная 
секреция нейтрофилами других цитокинов приво-
дит к мобилизации противоопухолевого потенциала 
НК- и ЛАК-клеток [11]. Зимозан выгодно отличается 
от водорастворимых форм β-глюкана тем, что оказы-
вает на фагоцитирующие клетки более выраженное 
и пролонгированное активирующее воздействие [12, 
18]. Все эффекты зимозана на фагоцитирующие и 
другие клетки опосредованы через его связывание с 
маннозным рецептором – Dectin-1 [20, 23]. В момент 
этого связывания происходит инициация выброса 
активных форм кислорода, что приводит к повреж-
дению клеток окружающих тканей [8, 21]. Попав в 
кровоток, зимозан через непосредственный контакт 
с некоторыми компонентами сывороточного компле-
мента также способен спровоцировать образование 
целого ряда биологически активных веществ, влеку-
щее к нежелательным, а порой смертельно опасным 
осложнениям [15, 16, 21]. В связи с вышеизложенным, 
возникла идея активировать нейтрофилы в услови-

ях ex vivo и только потом эти зимозан-нагруженные 
(ЗН) нейтрофилы вводить в организм. Оказавшись 
внутри клетки, гранулы зимозана будут лишены 
возможности вступать в контакт с компонентами 
сывороточного комплемента, эндотелием сосудов, а 
также с поверхностными рецепторами нейтрофилов 
и макрофагов, что позволит избежать развития прак-
тически всех вышеперечисленных опасных побочных 
эффектов и осложнений. 

Ранее нами уже сообщалось о противоопухоле-
вом эффекте ЗН-макрофагов и ЗН-нейтрофилов на 
рост меланомы В16 в печени мышей [2, 3], а приняв 
во внимание то, что частичковые формы β-глюкана 
оказывают на иммунную систему более выраженное и 
продолжительное действие, по сравнению с его водо-
растворимыми формами [14], представляет интерес 
изучить длительность получаемого нами противо-
опухолевого эффекта после однократного внутри-
венного введения в организм мыши ЗН-нагруженных 
нейтрофилов.

Материалы и методы

Животные 
В  р а б о т е  и с п о л ь з о в а л и  м ы ш е й - с а м о к 

(CBA × C57BL/6)F1 в возрасте 6–8 месяцев (вес мыши 
должен быть в пределах 32–38  г), полученных из 
экспериментально-биологической клиники лабо-
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раторных животных СО РАМН (г. Новосибирск). Все 
работы с лабораторными животными выполнялись в 
соответствии с положениями Хельсинкской деклара-
ции Всемирной медицинской ассоциации о гуманном 
отношении к животным (ред. 2000 г.), принципами 
гуманности, изложенными в директиве Европейского 
Сообщества № 86/609 ЕС.

Получение зимозан-нагруженных нейтрофилов
За 7 часов до выделения ЗН-нейтрофилов мышам 

внутрибрюшинно вводили 4 мг гомогенизированного 
зимозана, суспендированного в 1 мл физиологическо-
го раствора. Размер частиц зимозана в суспензии не 
превышал 1–5 микронов. Вымывание нейтрофилов 
из брюшной полости мыши проводили введением в 
последнюю 10 мл холодного физиологического рас-
твора приготовленного на деионизированной воде. 
Клеточный перитонеальный смыв центрифугирова-
ли при 1500 об./мин в течение 7 минут. Осаждённые 
ЗН-нейтрофилы доводили до нужной концентрации 
всё тем же физиологическим раствором, приготов-
ленным на деионизированной воде.

Моделирование печёночного роста  
меланомы В16

С целью образования печёночных и селезёночных 
очагов роста меланомы В16 10000 клеток вводились 
в портальную вену. Результат оценивали на 21-й день 
после введения опухолевых клеток (определялся 
прирост массы опухоли в печени селезёнке). Массу 
опухоли определяли как разницу между массой 
печени животных группы позитивного контроля и 
группы нативного контроля, группы опыта и группы 
нативного контроля. 

Зимозан-нагруженные нейтрофилы в количестве 
15 × 106/мышь вводили в хвостовую вену за 17 дней 
до инокуляции опухолевых клеток. 

Статистическая обработка материалов
Статистическую обработку результатов прово-

дили с использованием пакета прикладных программ 
Statistica for Windows  6.0 c вычислением средней 

арифметической и её стандартной ошибки (М ± м). 
О статистической значимости различий показате-
лей сравниваемых групп судили по критерию Ман-
на – Уитни. Различия считали значимыми только при 
р < 0,05 (** – статистически значимые отличия между 
опытной и контрольной группами).

Результаты и обсуждение

Полученные данные, отображённые на цифровых 
фотографиях (рис. 1, 2), с очевидностью демонстри-
руют наличие противоопухолевого эффекта от одно-
кратного внутривенного введения ЗН-нейтрофилов 
даже на 17-й день от начала эксперимента. 

Рис.  2.  Подавление роста меланомы В16 в селезёнке 
мышей (группа «Опыт»), которым за 17  дней до 
введения клеток опухоли внутривенно ввели 15 млн 
ЗН-нейтрофилов. «Контроль» – образцы препара-
тов селезёнок, поражённых меланомой, из группы 
животных, не подвергавшихся обработкой ЗН-
нейтрофилами.

Рис. 1. Подавление роста меланомы В16 в печени мышей (группа «Опыт»), которым за 17 дней до введения клеток опухоли 
внутривенно ввели 15 млн ЗН-нейтрофилов. «Контроль» – образцы препаратов печёнок, поражённых меланомой, 
из группы животных, не подвергавшихся обработкой ЗН-нейтрофилами.
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На рисунке 1 изображены образцы печёнок, а на 
рисунке 2 – образцы селезёнок исследуемых групп. 
Обработка полученных данных выявила статисти-
чески значимые признаки подавления опухолевого 
роста: а) снижение массы прироста веса поражённой 
печени мышей (с 5220 ± 963 до 1327 ± 219 мг); б) сни-
жение массы прироста веса поражённой селезёнки (с 
328 ± 29 до 187 ± 64 мг). Эти результаты согласуются 
с полученными нами ранее данными по влиянию 
ЗН-макрофагов и ЗН-нейтрофилов на рост мелано-
мы  В16 в печени мышей [2, 3]. В отдельной серии 
экспериментов по выяснению действия интактных 
нейтрофилов (элиситированных в брюшную полость 
10%-м раствором пептона и необработанных зимо-
заном) на опухолевый рост меланомы В16 в печени 
и селезёнке мышей мы не обнаружили какого-либо 
эффекта. Так, количество опухолевых узелков в пе-
чени контрольной и опытной группы составляло 
43,8 ± 17,5 и 51,0 ± 19,8 соответственно. Аналогичные 
результаты были получены и при подсчёте числа 
опухолевых узелков в селезёнках (9,8 ± 4,3 и 10,5 ± 4,2 
соответственно). Более того, полученные данные 
указывают на наличие недостоверной стимуляции 
роста опухоли в печени и селезёнке, что согласуется 
с данными других авторов [13, 17]. Ранее сообщалось, 
что введение ЗН-нагруженных нейтрофилов приво-
дит к гиперплазии печёночной ткани, что является 
следствием стимуляции лейко- и гемопоэза зимоза-
ном [4, 5] и обусловлено притоком, дифференциров-
кой и активацией различных форменных элементов 
иммунной системы. В основном это происходит за 
счёт системы мононуклеарных фагоцитов и в мень-
шей степени это касается гранулоцитов, различных 
популяций лимфоцитов и естественных киллеров – 
НК-клеток [1, 6, 7, 19, 22, 23, 24]. Такая мобилизация 
иммунокомпетентных клеток в печени и формирует 
в последней повышенную неспецифическую имму-
нологическую реактивность.

Мы впервые предлагаем схему активации ней-
трофилов, когда начальная стадия этого процесса 
происходит ex  vivo. В такой форме зимозан можно 
попытаться использовать даже для внутривенного 
введения, не провоцируя возникновения вышеупомя-
нутых побочных эффектов и осложнений, связанных 
с введением нативных гранул. В связи с этим можно 
предположить, что ЗН-нейтрофилы выступают в 
качестве фармакологической формы (контейнеров) 
для адресной доставки исследуемого препарата, в 
частности, в печень и селезёнку. Вместе с тем ранее 
нами было уже установлено, что остаточный цито-
токсический потенциал другой разновидности фа-
гоцитирующих клеток – макрофагов (также зимозан-
нагруженных) практически не способен повреждать 
расположенные рядом клетки и ткани, в частности, 
гепатоциты [2]. 

Таким образом, установлено, что однократное 
внутривенное введение ЗН-нейтрофилов формирует 
в печени и селезёнке мышей довольно выраженный 
устойчивый неспецифический противоопухолевый 
механизм зашиты, который можно попытаться ис-
пользовать для разработки методов профилактики 
печёночных метастазов. Предлагаемая нами модель 

адоптивной клеточной терапии является перспек-
тивной для дальнейших исследований и решений 
проблем практического применения зимозана как 
в клинике, так и в эксперименте, поскольку такие 
ЗН-нейтрофилы практически не способны вызвать 
множество побочных, а порой опасных для жизни 
осложнений. 
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