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В работе представлены данные о влиянии гомогената расплода пчел на активность нейтрофильных лейкоцитов. Было исследова-

но: 1) образование нейтрофильными лейкоцитами активных метаболитов кислорода с участием НАДФН-оксидазы;  

2) активность миелопероксидазы; 3) скорость окислительных процессов, катализируемых пероксидазами. Нейтрофильные лейкоциты 

изолировали из крови здоровых доноров методом разделения в градиенте плотности фиколл-урографина. Определение интенсивности 
генерации активных метаболитов кислорода клетками проводили хемилюминесцентным методом с использованием  люминола для 

регистрации суммарной активности НАДФН-оксидазы и миелопероксидазы или использованием люцигенина для оценки генерации ·O2
– 

при активации НАДФН-оксидазы. Установлено, что гомогенат расплода пчел оказывает ингибирующее действие на процессы окисле-
ния в системе, содержащей изолированную пероксидазу, а также в системе, содержащей активированные нейтрофильные лейкоци-

ты. Эффективность действия препарата в отношении свободной пероксидазы на несколько порядков выше, чем эффективность ин-

гибирования активности нейтрофильных лейкоцитов. Значительный ингибирующий эффект в отношении клеток проявляется при 
концентрациях препарата от 1 мкл/мл и выше. Полученные данные свидетельствуют в пользу того, что гомогенат расплода пчел 

может быть использован в качестве противовоспалительного средства для снижения вторичного повреждения тканей активирован-

ными нейтрофильными лейкоцитами и секретируемыми ими пероксидазами и активными метаболитами кислорода. 
Ключевые слова: нейтрофильные лейкоциты, расплод пчел, хемилюминесцентный метод, антиоксидантное действие, противо-

воспалительное действие. 
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The paper presents data on the affect of the homogenate of bee brood on the activity of neutrophils. We investigated: 1) the formation of neu-

trophils active oxygen metabolites, with the participation of NADPH oxidase, 2) myeloperoxidase activity, and 3) the rate of oxidative processes 

catalyzed by peroxidases. Neutrophils were isolated from blood of healthy donors by density gradient separation in Ficoll-Urografin. Determina-
tion of the generation intensity of reactive oxygen metabolites by cells was performed by chemiluminescence method using luminol to register the 

total activity of NADPH oxidase and myeloperoxidase or using lucigenin to assess the generation of ·O2
– at activation of NADPH oxidase. It is 

established that the homogenate of bee brood has an inhibitory affect on the oxidation processes in a system containing isolated peroxidase, as 
well as in a system containing activated neutrophils. The effectiveness of the drug in relation to free peroxidase is manifolds higher than the effi-

ciency of inhibition of neutrophil leukocytes. Significant inhibitory effect on cells is displayed at concentrations of the drug from 1 mkl / ml and 

higher. The obtained data testify to the fact that homogenate of bee brood can be used as anti-inflammatory drug to reduce secondary tissue dam-
age by activated neutrophils and their secreted peroxidases and active metabolites of oxygen. 

Key words: neutrophils, bee brood, chemiluminescent method, antioxidant effect, anti-inflammatory effect. 

 
оспаление представляет собой патологиче-

ский процесс, развивающийся в васкуляри-

зированных тканях и органах в ответ на любое 

местное повреждение (биологическое, механи-

ческое, термическое, лучевое, химическое) и 

проявляющийся в виде ряда поэтапных измене-

ний, направленных на локализацию, разведе-

ние, изоляцию и устранение агента, вызвавшего 

повреждение, а также на восстановление по-

врежденной ткани. 

Воспаление играет, в первую очередь, за-

щитную роль. В то же время механизмы воспа-

ления приводят к вторичному тканевому само-

повреждению, поэтому в ряде случаев необхо-

димо применение противовоспалительных 

средств для снижения повреждения тканей ор-

ганизма хозяина.  

Важным этапом воспаления является хемо-

таксис (направленная миграция) лейкоцитов и 

осуществляемый ими фагоцитоз. Фагоциты 

(нейтрофилы, моноциты), участвуя в воспале-

В 
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нии, генерируют эндогенные окислители (ак-

тивные формы кислорода и галогенов), оксид 

азота и высвобождают во внеклеточную среду 

гидролазы, пероксидазы, оказывающие силь-

ный цитотоксический эффект на клетки парази-

тов и бактерий, как и на ткани организма хо-

зяина. Именно с фагоцитами связывают вто-

ричное самоповреждение тканей. Таким обра-

зом, вещества, оказывающие инактивирующее 

действие на фагоциты и/или снижающие интен-

сивность процессов окисления, уменьшающие 

интенсивность генерации активных кислород-

ных метаболитов (АКМ), будут проявлять про-

тивовоспалительную активность. 

Нейтрофилы и моноциты при активации ме-

диаторами воспаления генерируют окислители 

с участием ферментов НАДФН-оксидазы и 

миелопероксидазы (МПО). Нейтрофилы явля-

ются наиболее многочисленными лейкоцитами 

и содержат большое количество НАДФН-

оксидазы и МПО. НАДФН-оксидаза представ-

ляет собой мембранно-ассоциированный фер-

мент, катализирующий образование суперок-

сидных  анион-радикалов ·O2
–
 у наружной по-

верхности клеток или внутри фагосом. Из ·O2
–
 

спонтанно или с участием фермента суперок-

сиддисмутазы образуется Н2О2. МПО относится 

к водорастворимым ферментам класса перокси-

даз, катализирующим окисление различных 

субстратов в присутствии пероксида водорода 

Н2О2. При функционировании МПО также ге-

нерируется гипохлорит OCl
–  

[1–6].  

С начала 90-х годов прошлого века стали по-

являться работы об использовании препаратов 

из пчелиного расплода для повышения неспе-

цифической резистентности организма. Систе-

матические исследования химического состава 

пчелиного и, особенно, трутневого расплода 

были начаты в 2000–2005 годах [7–9]. В 2005 

году сотрудниками Ставропольского государст-

венного аграрного университета был запатенто-

ван препарат на основе личинок трутней (па-

тент Российской Федерации на изобретение  

№ 2258522 от 20 августа 2005 г. «Способ изго-

товления препарата из отходов пчеловодства 

для стимуляции организма животных»). Этот 

препарат содержал набор аминокислот и других 

низкомолекулярных биорегуляторов. Данные 

вещества обеспечили антиоксидантное дейст-

вие препарата. 

В связи с вышеизложенным целью настоя-

щего исследования было изучение антиокси-

дантной активности гомогената расплода пчел 

(ГРП) на образование активных метаболитов 

кислорода нейтрофильными лейкоцитами чело-

века, а именно на образование ими АКМ с уча-

стием НАДФН-оксидазы и МПО, а также на 

скорость окислительных процессов, катализи-

руемых изолированными пероксидазами. 

Материал и методы. В работе использова-

ны декстран-500, фиколл-400, 30% раствор 

Н2О2, люминол, fMLP, пероксидаза хрена 

(«Sigma», США), урографин («Schering AG», 

Германия), гепарин, латекс («Белмедпрепара-

ты», Беларусь), NaCl, KCl, NaH2PO4 H2O, 

MgSO4 7H2O, CaCl2, NaHCO3, глюкоза («Ана-

лиз-Х», Беларусь), препарат ГРП. 

Выделение нейтрофилов из крови людей. 
Нейтрофилы изолировали из крови здоровых 

доноров разделением в градиенте плотности 

фиколл-урографина. Консервированную с гепа-

рином кровь перемешивали из расчета 5:1 с 7% 

раствором декстрана-2000 в 0,15 моль/л NaCl и 

инкубировали в течение 60 мин для седимента-

ции эритроцитов при комнатной температуре.  

В пробирки наливали по 2 мл фиколл-

урографина (собственного приготовления, 

плотность 1,077 г/см
3
), на который осторожно 

наслаивали по 9 мл содержащей лейкоциты 

плазмы, полученной в результате оседания 

эритроцитов, и центрифугировали в течение  

30 мин при 400 g для разделения лейкоцитов по 

плотности. После центрифугирования всю на-

досадочную жидкость удаляли. Осадок, содер-

жащий фракцию гранулоцитов, очищали от ос-

тавшихся эритроцитов, проводя гипотониче-

ский лизис в дистиллированной воде в течение 

30 с. Осмотичность восстанавливали добавле-

нием 0,3 моль/л NaCl. Затем клетки дважды от-

мывали в 0,15 моль/л NaCl, центрифугируя в 

течение 8 мин при 400 g. Полученную фракцию 

гранулоцитов суспензировали в сбалансирован-

ном солевом растворе Эрла (СБСР) при рН 7,3. 

В полученной фракции клеток содержание ней-

трофилов составляло не менее 96% [1].  

Исследование влияния препарата ГРП на ре-

акции окисления, катализируемые пероксида-

зой. Пероксидаза хрена (ПХ) и миелоперокси-

даза нейтрофилов человека, как и другие перок-

сидазы, катализируют окисление субстратов в 

присутствии Н2О2. При использовании люми-

нола в качестве субстрата образуется окислен-

ная форма люминола в возбужденном состоя-

нии (3-аминофталат), которая далее переходит в 

основное энергетическое состояние с выделе-

нием избытка энергии в виде световых импуль-

сов. Излучение, испускаемое люминолом при 

его окислении (максимум полосы спектра ис-

пускания – 438 нм), представляет собой хеми-

люминесценцию (ХЛ), интенсивность которой 
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определяется скоростью химической реакции и 

при фиксированных концентрациях люминола и 

Н2О2 отражает активность пероксидазы. Реги-

страцию ХЛ проводили с использованием ком-

пьютеризированного измерительного комплек-

са, включающего биохемилюминометр БХЛ-1 

(Белгосуниверситет, Беларусь) и систему реги-

страции и обработки сигналов Uniсhrom («Но-

вые аналитические системы», Беларусь).  

В кварцевую кювету для БХЛ-1 вносили  

ПХ (0,6 нг/л), препарат ГРП, люминол  

(25 мкмоль/л), СБСР Эрла рН 7,4 до полного 

объема пробы 1 мл. Кювету помещали в кювет-

ное отделение БХЛ-1, затем в темноте иниции-

ровали реакцию окисления, внося в кювету  

20 мкмоль/л Н2О2, и регистрировали кинетиче-

ские зависимости интенсивности ХЛ. С помо-

щью программы «Unichrom» рассчитывали ин-

тегральную интенсивность ХЛ, определяя пло-

щадь под кинетической кривой за время  

1,5 мин. Этот параметр характеризует скорость 

реакции, катализируемой ПХ. 

Регистрация генерации (активных кисло-

родных интермедиатов) АКМ. Определение 

интенсивности генерации АКМ клетками про-

водили хемилюминесцентным методом с ис-

пользованием  люминола (Люм-ХЛ) для реги-

страции суммарной активности НАДФН-

оксидазы и МПО или использованием люциге-

нина (Люц-ХЛ) для оценки генерации ·O2
–
  

при активации НАДФН-оксидазы. В стеклян-

ную кювету вносили препарат ГРП (2, 10,  

50 мкл; в контрольных образцах – равное коли-

чество СБСР Эрла), суспензию нейтрофилов  

(2 млн клеток), люминол или люцигенин  

(25 мкмоль/л) как эмиттеры свечения, CaCl2  

(2 ммоль/л) и доводили объем пробы до 1 мл 

добавлением СБСР Эрла (рН=7,3). Помещали 

кювету в камеру биохемилюминометра БХЛ-1 

(«БГУ» – «Новые аналитические системы», 

Республика Беларусь) и регистрировали кине-

тические зависимости интенсивности ХЛ, обу-

словленной генерацией АКМ нейтрофилами 

при адгезии, в течение 10 мин, затем вносили 

хемоаттрактант fMLP (0,75 мкмоль/л) и регист-

рировали кинетику ХЛ в течение 4 мин, после 

чего добавляли латекс (20 мкл разведенной в  

50 раз базовой суспензии) и регистрировали 

кинетическую зависимость интенсивности ХЛ в 

течение 5 мин. Далее проводили расчет инте-

гральной интенсивности ХЛ за соответствую-

щие временные промежутки с использованием 

программы Unichrom («Новые аналитические 

системы», Республика Беларусь). Исследования 

проводили при температуре 37°С [2–3, 6].  

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 

представлены данные, характеризующие влия-

ние препарата ГРП в различных концентрациях 

на скорость окислительных процессов, катали-

зируемых пероксидазой ПХ. Как видно из ил-

люстрации, в присутствии препарата интенсив-

ность окисления люминола, катализируемого 

ПХ, снижается. Это свидетельствует об инги-

бирующем действии препарата на пероксидазу. 

Достоверные различия по сравнению с контро-

лем (без препарата) наблюдаются при внесении 

препарата в концентрации 0,5 нл/мл и выше 

(доверительная вероятность р > 0,95). 

 
* – различия по сравнению с контролем достоверны с доверительной вероятностью р > 0,95, n=3 

Рис. 1. Влияние препарата ГРП на активность ПХ. 
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* – различия по сравнению с контролем достоверны с доверительной вероятностью р > 0,95, n=5 

 

Рис. 2. Влияние препарата ГРП на процессы образования нейтрофилами O2
–  

при активации клеток в ходе адгезии ( ), действии хемотаксического агента fMLP ( )  

и стимулятора фагоцитоза латекса ( ). 
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* – различия по сравнению с контролем достоверны с доверительной вероятностью р > 0,95, n=5 

 

Рис. 3. Влияние препарата ГРП на процессы образования нейтрофилами АКМ с участием 

НАДФН-оксидазы и МПО
 
при активации клеток в ходе адгезии ( ), действии хемотаксиче-

ского агента fMLP ( ) и стимулятора фагоцитоза латекса ( ). 

 

На рис. 2 и 3 показано влияние препарата на 

процессы образования нейтрофилами АКМ с 

участием НАДФН-оксидазы и МПО, анализи-

руемые по интенсивности Люц-ХЛ и Люм-ХЛ 

клеток при их активации в ходе адгезии, дейст-

вии хемотаксического агента fMLP и стимуля-

тора фагоцитоза латекса.  Обнаружено, что 

препарат ГРП  приводит к снижению генерации 

АКМ нейтрофилами при всех использованных 

видах стимуляции. 
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Как следует из рис. 2, достоверное уменьше-

ние относительно контроля интенсивности 

Люц-ХЛ, характеризующей образование клет-

ками ·O2
–
, выявляется при действии препарата 

ГРП  в концентрации 1–2 мкл/мл и более  

(р > 0,95). Из рис. 3 видно, что при действии 

препарата ГРП в концентрациях 1–2 мкл/мл на-

блюдается снижение суммарной генерации 

АКМ нейтрофилами (с участием НАДФН-

оксидазы и МПО) приблизительно на 50% при 

активации клеток как при адгезии, так и дейст-

вии хемотаксического фактора fMLP и стиму-

лятора фагоцитоза латекса. С увеличением кон-

центрации препарата ГРП степень ингибирова-

ния активности нейтрофилов возрастает. 

Таким образом, установлено, что препарат 

ГРП оказывает ингибирующее действие на про-

цессы окисления в системе, содержащей изоли-

рованную пероксидазу, а также в системе, со-

держащей активированные нейтрофилы.  

Заключение. Эффективность действия пре-

парата в отношении свободной пероксидазы на 

несколько порядков выше, чем эффективность 

ингибирования активности нейтрофилов. Зна-

чительный ингибирующий эффект на клетки 

проявляется при концентрациях препарата  

от 1 мкл/мл и выше.  Полученные данные сви-

детельствуют в пользу того, что препарат из 

гомогената расплода пчел может быть исполь-

зован в качестве противовоспалительного сред-

ства для снижения вторичного повреждения 

тканей активированными нейтрофилами и сек-

ретируемыми ими пероксидазами и активными 

метаболитами кислорода.  

Работа поддержана грантом БРФФИ (до-

говор № Б11ВТ-007). 
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