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Реферат
Цель. Оценка влияния глюконатов 3d-металлов на комплемент-фиксирующую функцию иммуноглобули-
нов G и функциональную активность комплемента.
Методы. Исследование проведено in vivo на 2,5–3-месячных белых лабораторных мышах массой тела 25–28 г 
с вторичным иммунодефицитом, который индуцировали с помощью однократного внутрибрюшинного вве-
дения циклофосфамида, а также in vitro в тест-системе с использованием сенсибилизированных эритроцитов 
барана. Иммунологические исследования были проведены у интактных животных, а также до и после введе-
ния глюконатов Mn, Co, Cu, Zn мышам с индуцированным иммунодефицитом. Содержание иммуноглобули-
нов G и их комплексов с субкомпонентом первого компонента комплемента C1q определяли в сыворотке кро-
ви методом иммуноферментного анализа с помощью специфических моноклональных антител.
Результаты. Показано, что 2-недельное пероральное введение глюконатов 3d-металлов (Mn, Co, Cu, Zn) в 
дозе 1/10 LD50 иммунодефицитным мышам вызывает значительное повышение уровня иммуноглобулинов G 
и их комплексов с C1q. Наибольшее повышение концентрации отмечено при введении глюконата цинка. Так-
же с помощью сенсибилизированных эритроцитов барана in vitro было показано, что глюконаты кобальта и 
(в меньшей степени) марганца увеличивают функциональную активность C1q.
Вывод. Глюконаты 3d-металлов (Mn, Co, Cu, Zn) обладают иммунокорригирующими свойствами: повышают 
содержание иммуноглобулинов G и их комплексов с C1q, значительно снижающееся в результате действия 
циклофосфамида; глюконаты кобальта и марганца оказывают стимулирующее действие на функциональную 
активность комплемента по классическому пути, что свидетельствует о различных механизмах иммунокор-
ригирующего действия исследуемых глюконатов металлов и требует дальнейшего изучения.
Ключевые слова: глюконаты 3d-металлов, циклофосфамид, IgG, C1q, комплексы C1q-IgG.
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Aim. Evaluation of the effect of 3d-metal gluconates on complement-fixing function of immunoglobulin G and 
functional activity of complement.
Methods. The study was conducted in vivo on 2.5–3 month-old white laboratory mice weighing 25–28 g with 
secondary immunodeficiency, which was induced by a single intraperitoneal injection of cyclophosphamide, as well as 
in vitro in a test system using sensitized sheep erythrocytes. Immunological studies were performed in intact animals, 
and before and after the administration of Mn, Co, Cu, and Zn gluconates to mice with induced immunodeficiency. 
The content of immunoglobulin G and its complexes with subcomponent of the complement first component C1q was 
determined in serum by ELISA using specific monoclonal antibodies.
Results. Two-week oral administration of 3d-metal gluconates (Mn, Co, Cu, Zn) in a dose of 1/10 LD50 to 
immunodeficient mice was shown to cause a significant increase in the level of immunoglobulin G and its complexes 
with C1q. The greatest increase in concentration was observed with the introduction of zinc gluconate. Also by means 
of sensitized sheep erythrocytes in vitro, cobalt and, to a lesser extent, manganese gluconates were shown to increase 
the functional activity of C1q.
Conclusion. 3d-metal gluconates (Mn, Co, Cu, Zn) demonstrate immunocorrecting properties: increase the content 
of immunoglobulin G and its complexes with C1q, significantly decreasing as a result of cyclophosphamide effect; 
cobalt and manganese gluconates have a stimulating effect on the functional activity of complement by its classical 
pathway, which indicates different mechanisms of immunocorrection action of studied metal gluconates and requires 
further studies.
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Иммуносупрессивное действие химио-
терапевтических препаратов — весьма 
существенный негативный фактор, сни-
жающий эффективность их применения. 
В связи с этим изучение действия иммуно-
модуляторов различной природы при вос-
становлении резистентности организма 
после приёма экзотоксикантов является ак-
туальной задачей медицины и биохимии.

Одним из широко применяемых в онко-
логии препаратов служит цитостатик ал-
килирующего действия циклофосфамид, 
представляющий собой фосфорилирован-
ное циклическое производное иприта [1, 2]. 
Известно, что при его попадании в организм 
млекопитающих  развивается выраженная 
супрессия пролиферации В-лимфоцитов и, 
как следствие, снижение уровня иммуногло-
булинов, а также нарушения в системе ком-
племента, который служит важным звеном 
врождённого гуморального иммуни тета [3, 4].

В качестве корректоров иммунных на-
рушений в данной работе были рассмотре-
ны глюконаты 3d-элементов, обладающие 
способностью корректировать иммунные 
нарушения [5]. Соединения 3d-металлов ха-
рактеризуются многообразием направлений 
взаимодействия с биологическими мишеня-
ми [6]. Введение этих металлов в организм 
в виде неорганических солей проявляется 
выраженной токсичностью [7–10], посколь-
ку они воспринимаются иммунной систе-
мой слизистой оболочки тонкой кишки как 
гаптены, активирующие моноцитарно-ма-
крофагальную систему по механизму неза-
вершённого фагоцитоза [11]. В результате 
происходит индуцирование перекисных 
процессов, которые приводят к поврежде-
нию клеточных мембран. Однако в составе 
координационных соединений с рядом хе-
латирующих лигандов 3d-элементы в зна-
чительной степени теряют токсичность и 
способны проявлять иммунокорригирую-
щие свойства [6, 12, 13].

В этом плане представляет интерес изу-
чение комплексных соединений 3d-метал-
лов с полиоксикислотами, в частности с 
D-глюконовой кислотой. Было показано, 
что эти соединения имеют более низкую 
токсичность по сравнению с неорганиче-
скими соединениями [12]. Возможно, хела-
тирующий эффект D-глюконовой кислоты 
препятствует реализации индуцирования 
перекисных процессов, и 3d-элементы могут 
формировать стабильный  биодоступный 
пул, не оказывающий  выраженного цито-
токсического действия.

Инициация классического пути си-
стемы комплемента начинается с взаимо-
действия субкомпонента первого фактора 
комплемента C1q, который находится в сы-
воротке крови в виде мультимолекулярно-
го комплекса C1q-2C1r-2C1s с активатором, 
которым является главным образом имму-
ноглобулин G (IgG) в составе комплекса 
антиген-антитело. Комплексы C1q-IgG-ан-
тиген формируются постоянно в результа-
те иммунного ответа организма, так как 
они запускают каскад биохимических ре-
акций системы комплемента по класси-
ческому пути и стимулируют активацию 
натуральных киллеров, привлекающих фа-
гоциты и лимфоциты [14].

Целью настоящей работы было изуче-
ние влияния глюконатов 3d-металлов на 
комплемент-фиксирующую функцию IgG и 
функциональную активность комплемента.

Эксперимент проведён на 2,5–3-ме-
сячных белых беспородных мышах с мас-
сой тела 25–28 г, самцах. Иммунодефицит 
индуцировали путём однократного вну-
трибрюшинного введения цитостатика ци-
клофосфамида (эндоксана; Бакстер АГ, 
Швейцария) в дозе 50 мг/кг. Контролем 
служили две группы: интактные и имму-
нодефицитные животные («без лечения»), 
которым вводили дистиллированную воду.

Влияние глюконатов Mn, Co, Cu, Zn, 
синтезированных по методике, описан-
ной в [12], изучали в сравнении с дву-
мя группами: (1) введение препарата 
ликопид — [4-O-(2-ацетиламино-2-де-
зокси-β-D-глюкопиранозил)-N-ацетил-
мурамил]-L-аланил-D-α-глутамиламид, 
который относится к фармакотерапевти-
ческой группе иммуностимулирующих 
средств, являясь синтетическим аналогом 
бактериальных гликопептидов, и (2) глюко-
ната кальция (CaGl).

Дозы обоих препаратов рассчитыва-
ли по инструкциям: ликопид — 0,17 мг/кг 
(0,14–0,28 мг/кг), глюконат кальция — 
50 мг/кг (28–71 мг/кг). Пероральное введе-
ние всех препаратов начинали через 24 ч 
после инъекции циклофосфамида и далее 
ежедневно в течение 2 нед в дозе 1/10 по-
лулетальной дозы (LD50) [12]. На 15-е сут-
ки у животных забирали кровь и отделяли 
сыворотку, в которой методом иммунофер-
ментного анализа с помощью специфиче-
ских мышиных моноклональных антител 
против C1q и поликлональных кроличьих 
антител против IgG мыши, конъюгиро-
ванных с пероксидазой (ГНЦ НИИ ОЧБ, 
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Санкт-Петербург), определяли уровень IgG 
и комплексов C1q-IgG.

Оценку влияния глюконатов металлов 
на функциональную активность компле-
мента по классическому пути выпо лняли 
с использованием сенсибилизирован-
ных гемолитической сывороткой (ФГУП 
НПО «Микроген» МЗ России) эритроци-
тов барана. В качестве источника компле-
мента использовали донорскую сыворотку 
в разведении от 1:2 до 1:128. Глюконаты 
3d-металлов в изотоническом растворе 
натрия хлорида (10–2 М) по 50 мкл вноси-
ли в 96-луночный планшет и инкубировали 
в течение 30 мин при 4 °C. После этого до-
бавляли сенсибилизированные эритроциты 
барана в вероналовом буферном растворе 
(по 50 мкл) и инкубировали при 37 °C в те-
чение часа.

Оптическую плотность надосадочной 
жидкости, перенесённой в новый планшет, 
измеряли в той же последовательности при 
длине волны 450 нм (иммуноферментный 
анализатор Stat Fax-2100, США). Фиксацию 
комплемента (С%) сенсибилизированными 
эритроцитами в присутствии глюконатов 
металлов рассчитывали по формуле:

С%=(Ео–Ек)/Ео×100%,

где Ео — оптическая плотность в присут-
ствии препарата; Ек — оптическая плот-
ность контрольной пробы.

Манипуляции с лабораторными мыша-
ми проводили в соответствии с положением 
Хельсинкской декларации о гуманном отно-
шении к животным, которое соответствует 
положениям, принятым в Российской Фе-
дерации (МЗ РФ от 19 июня 2003 г. №267).

Результаты статистически обрабатыва-
ли с помощью программ Microsoft Excel и 
Statistica 10,0. Для описания количествен-
ных признаков в малых выборках приме-
няли медиану (Ме) и интерквартильный 
размах (Q1–Q3). Для расчёта статистической 
значимости различий между группами ис-
пользовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни для двух независимых групп. 
Статистически значимыми считали значе-
ния при р <0,05.

Представленные результаты исследо-
вания (табл. 1, 2) показывают, что введе-
ние циклофосфамида вызывает у мышей 
снижение уровня IgG на 53%, а комплек-
сов C1q-IgG — на 31,5% относительно груп-
пы интактных мышей, что указывает на 
побочное действие цитостатика, который 

вызывает изменения в системе лимфопоэ-
за, вследствие чего происходит угнетение 
синтеза IgG. С другой стороны, препарат 
в результате своего цитотоксического дей-
ствия неселективно угнетает митотиче-
скую активность клеток различных тканей, 
способствуя их дискомплексации, дистро-
фическим и дегенеративным изменени-
ям, приводящим к гибели по пути некроза, 
или же потенцируя апоптоз. Образующи-
еся вследствие этого «осколки» и метабо-
литы распада, которые не могут полностью 
инактивироваться угнетённой макрофа-
гально-фагоцитарной системой, связывают-
ся с Fc-фрагментами IgG, конкурируя с C1q, 
тем самым снижая долю связывания C1q 
с IgG. Кроме того причиной снижения об-
разования комплексов может быть гепа-
тотоксическое действие циклофосфамида, 
которое обусловливает недостаточный син-
тез компонентов комплемента или их не-
компетентность [1].

Введение глюконатов 3d-металлов в те-
чение 2 нед приводило к существенному 
повышению концентрации IgG в сыворот-
ке крови (см. табл. 1) по сравнению с живот-
ными контрольной группы «без лечения» 
(p <0,05). При введении глюконата цинка 
зарегистрировано наибольшее повышение 
концентрации IgG — на 31%, далее в поряд-
ке убывания следуют кобальт — на 25%, 
медь — на 22%. В меньшей степени эффект 
проявлялся под действием глюконата мар-
ганца — на 17%.

Аналогичная картина отмечена и в со-
держании комплексов C1q-IgG (см. табл. 2). 
Здесь выраженное увеличение было отме-
чено в группах мышей, получавших глюко-
нат цинка (на 28,5%), глюконат марганца (на 
25%) и глюконат меди (на 20%), в меньшей 
степени — при введении глюконата кобальта 
(на 18,5%). Не исключено, что такое действие 
глюконатов 3d-металлов может быть связа-
но со стимулированием дополнительного 
синтеза IgG, а также, возможно, с конкури-
рующим взаимодействием этих соединений 
с метаболитами распада, смещающим равно-
весие реакции C1q с IgG в сторону увеличе-
ния доли образования комплексов.

Поскольку в группе животных, полу-
чавших глюконат кальция, зафиксировано 
лишь незначительное повышение уровня 
IgG (на 0,4%) и комплексов C1q-IgG (на 3%) 
относительно группы «без лечения», мож-
но предположить, что определяющее влия-
ние на изменение приведённых показателей 
оказывают 3d-элементы.

© 17. «Казанский мед. ж.», №2
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Таблица 3. Влияние глюконатов 3d-металлов на фиксацию комплемента в тесте с сенсибилизиро-
ванными эритроцитами барана

Показатель Контроль
(n=12)

CaGl
(n=12)

MnGl
(n=12)

CoGl
(n=12)

CuGl
(n=12)

ZnGl
(n=12)

E450 0,92±0,09 0,95±0,1 1,13±0,13 1,89±0,2 0,85±0,09 0,91±0,09
Фиксация  
комплемента (С%), % 0 3,2±0,3 18,6±1,9 51,3±5,2 –8,2±0,9 1,1±0,12
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Из указанных в таблицах данных также 
видно, что глюконаты 3d-металлов превос-
ходят по корректирующему действию пре-
парат сравнения ликопид (p <0,05).

Результаты определения влияния глю-
конатов 3d-металлов на функциональную 
активность субкомпонента C1q по гемолизу 
сенсибилизированных эритроцитов барана 
представлены в табл. 3. Из них видно, что 
способностью активировать комплемент об-
ладают CoGl и (в меньшей степени) MnGl. 
Узнавание C1q субкомпонентом активато-
ров патологического процесса — ключевое 
событие в запуске каскада реакций класси-
ческого пути комплемента, приводящего 
к образованию мембраноатакующего ком-
плекса и уничтожению опознанных клеток.

ВЫВОДЫ
1. Глюконаты 3d-металлов (Mn, Co, Cu, 

Zn) обладают иммунокорригирующими 
свойствами: повышают содержание имму-
ноглобулинов G и их комплексов с субком-
понентом первого фактора комплемента 
C1q, значительно снижающееся в результа-
те действия циклофосфамида.

2. Глюконаты кобальта и марганца ока-
зывают стимулирующее действие на функ-
циональную активность комплемента по 
классическому пути, что свидетельствует о 
различных механизмах иммунокорригиру-
ющего действия исследуемых глюконатов 
металлов и требует дальнейшего изучения.
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