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Фукоиданы – водорастворимые, высокосульфатированные, разветвленные гомо- и гетерополисахариды, полученные из 
морских бурых водорослей – обладают свойствами миметиков природных лигандов белков-рецепторов, действуют как 
промоторы и ингибиторы биологических реакций, в том числе связанных с реализацией иммунного ответа и развитием 
воспаления. В настоящей работе представлены результаты изучения действия фукоидана из Fucus evanescens на процессы 
пролиферации и апоптоза лимфоцитов периферической крови человека. Фукоидан оказывал влияние на способность 
лимфоцитов к бласттрансформации в зависимости от степени пролиферативного потенциала клеток: при исходно низ-
ком уровне спонтанной пролиферации проявлял стимулирующее действие, при высоком – ингибировал пролиферацию. 
Направленность эффекта фукоидана различалась также в зависимости от исходного состояния клеток (покой или актива-
ция) и конечной концентрации полисахарида в среде культивирования. Заключается, что исходом активации лимфоци-
тов при действии на них митогена (фитогемагглютинин) и фукоидана может быть как пролиферация, так и апоптоз. Увели-
чение количества апоптотических клеток при внесении фукоидана в культуру лимфоцитов, активированных фитогемаг-
глютинином, на высоте пролиферации может быть отражением суммации митогенных сигналов фукоидана и митогена.
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Углеводы, участвующие в важнейших биологических 
процессах, считаются относительно неиспользован‑
ным источником лекарств, открывающим новые воз‑
можности терапевтического воздействия при процес‑
сах, в развитии которых они играют ключевую роль. 
К ним относятся воспаление, рак и инфекции. Потен‑
циальная значимость углевод‑углеводных и углевод‑
белковых взаимодействий детерминирована присут‑
ствием на внешней поверхности клеток множества 
гликолигандных структур, образующих гликокаликс, 
а также различных типов мембраносвязанных угле‑
водсвязывающих белков, которые расшифровывают 
гликокод и распознают определенные сахара [11]. Эти 
же компоненты присутствуют в растворимой форме 
в окружающей клетки среде и способны к аффинно‑
му связыванию с комплементарными мембранными 
гликорецепторами. Общим признаком таких структур 
считается способность влиять на процессы внутрикле‑
точной сигнализации.

В последнее время активно развиваются иссле‑
дования, связанные с возможностью использования 
в качестве терапевтических средств сложных гликанов 
(полисахаридов), в том числе гетерополисахаридов. 
К их числу относятся фукоиданы – водорастворимые, 
высокосульфатированные, разветвленные гомо‑ и ге‑
терополисахариды из морских бурых водорослей, где 
основным моносахаридным остатком служит L‑фукоза 
[15]. Широкий спектр биологических свойств фукои‑
данов определяется их структурным сходством с гепа‑
рансульфат гликозаминогликанами, обнаруженными 
в базальных мембранах, во внеклеточном матриксе, 
а также на поверхности клеток в составе мембран 
[10]. Связывание гепарин/гепарансульфатов с другими 

макромолекулами обеспечивает структурную орга‑
низацию внеклеточного матрикса в соединительных 
тканях, контроль гомеостаза, регуляцию клеточного 
метаболизма, дифференцировки и  агрегации кле‑
ток и др. и дает возможность модулировать влияние 
многих сигнальных молекул на клетку [13]. Фукоида‑
ны, будучи природными миметиками гепарансульфат 
гликозаминогликанов, проявляют бифункциональные 
эффекты, выступая в качестве, как промоторов, так 
и ингибиторов биологических реакций, в том числе 
при реализации иммунного ответа и развитии воспа‑
ления [5, 10]. В механизмах иммуномодуляции веду‑
щую роль играют процессы активации, пролиферации 
и дифференцировки лимфоцитов, межклеточные вза‑
имодействия и сопутствующая продукция цитокинов. 
Вместе с тем, апоптоз – программированная клеточная 
гибель – обеспечивает естественный механизм элими‑
нации клеток, ограничивающий экспансию активиро‑
ванных клонов, развитие воспаления и аутоиммунных 
реакций [3]. Авторы публикаций о молекулярных 
связях между путями выживания и сигнальными апоп‑
тозными путями предполагают участие рецепторов 
смерти и их регуляторов в механизмах роста и диф‑
ференцировки, и рассматривают апоптоз и пролифе‑
рацию как альтернативные формы ответа клеток на 
стимуляцию [1, 4]. В этой связи изучение параметров 
основных гомеостатических систем – пролиферации 
и апоптоза – несет важную биологическую информа‑
цию и целесообразно для более полной характеристи‑
ки веществ, перспективных для создания иммуномо‑
дулирующих лекарственных препаратов.

Ранее мы показали, что фукоидан из бурой во‑
доросли Fucus evanescens наряду с  противоопу‑
холевыми, противовирусными, антикоагулянтны‑
ми, свойствами обладает противовоспалительным, 
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иммуномодулирующим и  апоптозрегулирующим 
действием [2, 7]. Цель настоящей работы заключалась 
в определении влияния фукоидана из F. eva nes cens на 
динамические процессы пролиферации и апоптоза 
лимфоцитов периферической крови человека.

Материал и методы

Фукоидан из бурой водоросли F. eva nes cens был выделен 
в соответствии с протоколом (патент WO 2005/014657 
A1) и структурно охарактеризован, как описано ранее 
[14]. Анализ моносахаридного состава показал, что 
полисахарид содержал следующие моносахариды (%): 
Fuc – 79, Xyl – 7, Man – 2, Gal – 12; соотношение суль‑
фатов: Fuc : SO3, моль/моль – 1 : (0,7–1).

Лимфоциты периферической крови здоровых до‑
норов выделяли на градиенте плотности фиколл‑ве‑
рографина (d = 1,077), отмывали фосфатно‑солевым 
буфером, доводили до концентрации 2 ×10⁶/мл полной 
ростовой средой, содержащей 10 % эмбриональной те‑
лячьей сыворотки, 0,01М HEPES, 200мМ L‑глутамина, 
10–5М 2‑меркаптоэтанола, 100 мг/мл гентамицина. Вы‑
ход жизнеспособных клеток, оцениваемый по окраске 
трипановым синим, составлял более 90 %. Клеточную 
взвесь 2×10⁶/мл в объеме 200 мкл засевали в лунки 
96‑луночных планшетов и культивировали при 37 °С 
в течение 96 часов в газовой среде с 5 % СО2. В качестве 
митогена использовали фитогемагглютинин (Sigma, 
США) в дозе 1 или 10 мкг/мл. По истечении 72 часов (на 
пике пролиферации) в лунки вносили фукоидан в изу‑
чаемых дозах и инкубировали 24 часа. По окончании 
инкубации исследовали количество апоптотических 
клеток цитофлуориметрическим методом измерения 
гиподиплоидной ДНК, окрашенной пропидиум йо‑
дидом (Sigma, США). Пролиферативную активность 
лимфоцитов оценивали по включению 3Н‑тимидина 
с помощью жидкостного сцинтилляционного счетчика 
Mark‑III.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью пакета программы Statistica 6. 
Использовали описательную статистику с вычислением 
средних (M), их стандартных ошибок (m) и значимости 
различий между средними на основе t‑крите‑
рия Стьюдента (p). При анализе взаимосвязи 
между переменными использовали коэффи‑
циент корреляции (r) Спирмена и коэффици‑
ент детерминации (R2).

Результаты исследования

Фитогемагглютинин (ФГА) – Т‑клеточный 
митоген, моделирует состояние активации 
лимфоцитов in vitro и обеспечивает возмож‑
ность выяснения закономерностей действия 
исследуемых веществ на популяцию Т‑клеток 
с максимальной приближенностью к услови‑
ям живого организма. В предварительных 
исследованиях мы установили модулирующее 
влияние фукоидана из F. eva nes cens на способ‑

ность лимфоцитов периферической крови человека 
к бласттрансформации в зависимости от степени про‑
лиферативного потенциала клеток: при исходно низком 
уровне спонтанной пролиферации полисахарид прояв‑
лял стимулирующее действие, при высоком – ингиби‑
ровал пролиферацию. В дальнейшем, для выявления 
зависимости пролиферации лимфоцитов от дозы фу‑
коидана использовали культуры клеток с низкой про‑
лиферативной активностью. Фукоидан проявлял мито‑
генные свойства, увеличивая спонтанную пролифера‑
цию лимфоцитов в конечной концентрации от 1 до 
100 мкг/мл. Направленность данного эффекта также 
различалась в зависимости от исходного состояния 
клеток (покой или активация), при этом комитогенное 
действие проявлялось в случае субоптимальной акти‑
вации лимфоцитов ФГА (1 мкг/мл). В низких дозах 
(1 мкг/мл) фукоидан стимулировал, а в конечной кон‑
центрации 100 мкг/мл – подавлял митогенстимулиро‑
ванную пролиферацию лимфоидных клеток (табл.).

Уровень спонтанной фрагментации ДНК в культуре 
лимфоцитов составлял 11,5±1,4 %. Через 96 часов после 
действия ФГА в конечной концентрации 10 мкг/мл 
регистрировалось значимое усиление апоптоза лим‑
фоцитов, превышавшее его среднее исходное значение 
(20,4±2,1 %, p = 0,007) при концентрации клеток в куль‑
туре 5×10⁶/мл. Внесение фукоидана в культуру лим‑
фоцитов на пике пролиферации в процессе ответа на 
ФГА (через 72 часа культивирования) в конечной 
концентрации 1 мкг/мл и  10 мкг/мл не изменяло 
(24±2,9 и 21,5±2 %, соответственно), а в концентрации 
100 мкг/мл значимо увеличивало количество апопто‑
тических клеток до 47,5±6,8 %.

При построении аппроксимирующих кривых за‑
висимости уровней пролиферации и апоптоза от ко‑
нечной концентрации фукоидана продемонстрирова‑
но, что в присутствии митогена (ФГА) использование 
минимальной и средней доз фукоидана сопровожда‑
лось усилением пролиферации и апоптоза (пролифе‑
рация оценивалась через 72 часа, апоптоз – через 96 
часов культивирования) (r = 0,68±0,18, p<0,05 при ис‑
пользовании дозы 10 мкг/мл; r = 0,83±0,13, p<0,01 при 
использовании дозы 1 мкг/мл). В максимальной дозе 

Таблица
Влияние фукоидана на спонтанную и митогениндуцированную 

пролиферацию лимфоцитов периферической крови

Вариант 
опыта

Доза, 
мкг/мл

Включение 3H‑тимидина
МИПа, имп./мин. СПб, имп./мин.

M±m pв ИСг M±m pд ИСг

Контроль – – – – 1634±173 – –
ФГА   1 11193±950 – – – 0,000 –

Фукоидан
  1 16229±1003 0,006 1,5 2124±224 0,130 1,3
 10 12213±876 0,192 1,1 2778±276 0,060 1,7
100  7552±591 0,008 0,8 3300±292 0,003 2,0

а Митоген‑индуцированная пролиферация.
б Спонтанная пролиферация.
в Значимость различий по сравнению с опытом «ФГА».
г Индекс стимулиции – отношение среднего значения пролиферации (имп./мин.) 

в опытных и контрольных культурах.
д Значимость различий по сравнению с контролем (интактные клетки).
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(100 мкг/мл) между выраженностью апоптотической 
реакции и пролиферативными процессами выявле‑
на тесная отрицательная корреляционная связь 
(r = –0,90±0,19, p<0,01): способность лимфоцитов 
к пролиферации снижалась, а количество апоптоти‑
ческих клеток увеличивалось. Выявленную закономер‑
ность наглядно иллюстрируют линии полиномиаль‑
ного тренда (рис.).

Обсуждение полученных данных

Основной принцип функционирования физиологиче‑
ских систем – поддержание биологической целостности 
организма. На клеточном уровне данный процесс реа‑
лизуется за счет регуляторного влияния эфферентных 
сигналов, обеспечивающих сложное состояние рав‑
новесия между интегративными физиологическими 
процессами – пролиферацией, дифференцированием 
и программируемой клеточной гибелью. Иммунный 
ответ, сопряженный с активацией лимфоцитов, может 
приводить, в зависимости от ряда внешних и внутрен‑
них факторов, к двум взаимоисключающими исхо‑
дам – пролиферации и апоптозу. Общность сигнальных 
путей, рецепторов роста и смерти детерминирована 
необходимостью обеспечения гибели клеток, подвер‑
женных всплескам быстрой и интенсивной пролифе‑
рации. Механизмы, контролирующие чувствитель‑
ность Т‑клеток к активационному апоптозу, до конца не 
ясны. Тем не менее, очевидно, что модуляция апоптоза 
Т‑лимфоцитов осуществляется на нескольких уровнях, 
включая регуляцию апоптозиндуцирующих сигналов 
и их рецепторов, костимулирующих сигналов (цито‑
кинов, гормонов, контактной стимуляции), вторичных 
сигнальных мессенджеров апоптоза (фосфатаз, киназ, 
транскрипционных факторов) и метаболических каска‑
дов, вызывающих непосредственное повреждение клет‑
ки (активных форм кислорода, протеаз, нуклеаз и др.) 
[3, 4]. Как и при активации лимфоцитов, при апоптозе 
передача сигнала регулируется трансмембранной тиро‑
зин‑фосфатазой CD45 [4, 6]. Ионы Са2+, играющие важ‑
нейшую роль в клеточной пролиферации, инициируют 
формирование пор в митохондриальных мембранах 

и истечение апоптотических факторов из митохондрий. 
В реализации апоптоза участвует и ряд транскрипцион‑
ных факторов, ответственных за выход клетки из фазы 
покоя в цикл или за продвижение по циклу (факторы 
Nur‑77 и с‑mус, NF‑κB) [3]. При этом, с одной стороны, 
стимуляция лимфоцитов активирует транскрипцион‑
ный фактор NF‑κB, который опосредует экспрессию 
генов TRAF-1, TRAF-2, cIAP-1 и cIAP-2, блокирующих 
активацию каспазы‑8, ключевого инициатора апоп‑
тоза, и ингибирует апоптоз, с другой – классические 
рецепторы апоптоза (рецепторы к Fas, фактору некроза 
опухоли‑α, TRAIL) могут проводить как проапоптотиче‑
ский, так и антиапоптотический сигналы [4, 12]. Выбор 
пути, по которому движется клетка, определяется дозой, 
нагрузкой лиганда, взаимодействующего с рецептором, 
вовлечением других рецепторов.

Известно также, что зрелые Т‑лимфоциты, цир‑
кулирующие в  крови, относительно резистентны 
к проапоптотическим сигналам за счет стабильной 
экспрессии Bcl‑2, однако чувствительность клеток 
к апоптозу увеличивается при активации митогена‑
ми и коррелирует с пролиферативной активностью 
[8]. Пролиферация при этом развивается быстрее 
и раньше достигает максимума (соответственно на 3‑и 
и 5–6‑е сутки), а продолжительность апоптотической 
реакции длительнее пролиферативной. Кульминаци‑
ей иммунного ответа считается гибель большинства 
активированных Т‑лимфоцитов, при действии до‑
полнительных факторов эффективность индукции 
активационного апоптоза резко усиливается на пике 
пролиферативного ответа [1, 3].

Результаты настоящего исследования свидетельст‑
вуют, что исходом активации Т‑лимфоцитов при дей‑
ствии на них Т‑клеточного митогена и фукоидана из 
F. eva nes cens может быть как пролиферация, так и апоп‑
тоз. Увеличение количества апоптотических клеток при 
внесении фукоидана в культуру лимфоцитов, активи‑
рованных ФГА, в конечной концентрации 100 мкг/мл, 
демонстрирует усиление чувствительности клеток к ин‑
дукции апоптоза на высоте пролиферации.

Ранее мы показали, что фукоидан из F. eva nes cens 
обладает проапоптогенной активностью в отношении 
лимфоцитов периферической крови в дозе 500 мкг/мл 
и не вызывает гибели этих клеток в 24‑часовых культу‑
рах при конечной концентрации 100 мкг/мл. Реализация 
апоптоза лимфоидных элементов, индуцированная 
фукоиданом, была связана со снижением трансмем‑
бранного митохондриального потенциала и антиапоп‑
тотического протеина Bcl‑xL [7]. Увеличение количества 
апоптотических клеток при внесении фукоидана в ко‑
нечной концентрации 100 мкг/мл в культуру лимфо‑
цитов, активированных ФГА, вероятно, обусловлено 
усилением чувствительности активированных клеток 
к индукции апоптоза на высоте пролиферации и может 
быть отражением суммации митогенных и проапопо‑
тотических сигналов фукоидана и ФГА. Вместе с тем, 
было подтверждено действие фукоидана из F. eva nes cens 
и как лиганда для Тoll‑подобных рецепторов, вызыва‑
ющего активацию NF‑kB при взаимодействии с этими 

Рис. Эмпирические данные и  аппроксимирующие кривые за‑
висимости уровня пролиферации и апоптоза от конечной кон‑

центрации фукоидана в среде культивирования.
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рецепторами. Показано также, что фукоидан из F. eva-
nes cens индуцирует продукцию активных форм кисло‑
рода нейтрофилами, синтез фактора некроза опухоли‑α 
и интерлейкина‑1 мононуклеарами, усиливает экспрес‑
сию рецепторов адгезии [2]. Апоптоз, индуцированный 
фактором некроза опухоли‑α и Fas, в определенной 
степени обусловлен их способностью вызывать в клетке 
образование реактивных форм кислорода [13]. Кроме 
того, показано, что связывание рецептора адгезии L‑се‑
лектина с углеводным лигандом фукоиданом индуци‑
рует апоптоз в рецептор‑экспрессирующих клетках [9]. 
Эти данные демонстрируют, что адгезивный сигнал, 
индуцированный фукоиданом, может быть преобразо‑
ван в сигнал, ведущий к апоптотической смерти клетки. 
Учитывая полученные нами ранее данные, можно по‑
лагать, что оксидативный стресс, индукция цитокинов 
и адгезивный сигнал также вносят вклад в обеспечение 
проапоптотических свойств фукоидана.

Таким образом, полученные в настоящем исследо‑
вании результаты позволяют заключить, что исходом 
активации Т‑лимфоцитов при действии на них митоге‑
на (ФГА) и фукоидана может служить как пролифера‑
ция, так и апоптоз. Ключевые события, определяющие 
выбор между этими формами, связаны с внутрикле‑
точными механизмами (активацией NF‑kB, экспрес‑
сией Bcl‑xL, снижением трансмембранного митохон‑
дриального потенциала) и зависят от интенсивности 
стимулирующего сигнала (дозы фукоидана), исходного 
состояния клетки (активация, покой) и ее внутренних 
потенций (пролиферативного потенциала).
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CELLULAR AND MOLECULAR MECHANISMS OF IMMUNOMODULATORY ACTION 
OF FUCOIDAN FROM BROWN ALGA FUCUS EVANESCENS
T.S. Zaporozhets1, A.K. Gazha1, T.N. Zvyagintseva2, 
O.S. Malyarenko2, N.N. Besednova1
1 Somov Institute of Epidemiology and Microbiology (1 Selskaya St. 
Vladivostok 690087 Russian Federation), 2 G.B. Elyakov Pacific Insti-
tute of Bioorganic Chemistry (159/2 100 Anniversary of Vladivostok 
Ave. Vladivostok 690022 Russian Federation)
Objective. To determine the effect of fucoidan from Fucus evanes-
cens on the dynamic processes of proliferation and apoptosis of 
human peripheral blood lymphocytes.
Methods. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were pre-
pared by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation and cul-
tured in 96-well flat-bottom culture plates in complete were me-
dium RPMI 1640. PBMCs were either unstimulated or stimulated in 
vitro with the mitogen phytohemagglutinin (final concentration 1 
and 10 μg/ml), fucoidan (final concentration 1, 10, 100 μg/ml). At 
the end of the incubation, the number of apoptotic cells was ex-
amined by a cytofluorimetric method of measuring hypodiploid 
DNA stained with propidium iodide. Cell proliferation was mea-
sured PBMCs by [3H] thymidine incorporation into DNA.
Results. Fucoidan from F.  eva nes cens influenced the ability of 
PBMCs to blast transformation depending on the degree of pro-
liferative cell potential: at the initially low level of spontaneous 
proliferation, the polysaccharide showed a stimulating effect, at 
the high level of spontaneous proliferation had an inhibitory ef-
fect. The direction of the effect of fucoidan also differed depend-
ing on the initial state of the cells (rest or activation) and the dose 
of the polysaccharide.
Conclusions. The outcome of the activation of T-lymphocytes by 
mitogen and fucoidan can be both proliferation and apoptosis. 
The increase in the number of apoptotic cells upon introduction 
of fucoidan into the culture of lymphocytes activated by phy-
tohemagglutinin is due to the increased sensitivity of activated 
cells to the induction of apoptosis at the height of proliferation 
and may be a reflection of the summation of mitogenic signals of 
fucoidan and phytohemagglutinin.
Keywords:  sulfated polysaccharides, lymphocyte activation, 

proliferation, apoptosis
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