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РЕЗЮМЕ. Введение. Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) человека составляют пул им-
мунных клеток и могут служить моделью для исследования иммунных заболеваний. Цель. Тестирование биоло-
гической активности препаратов глицеролипидов из папоротников и хвощей, содержащих в своем составе 
длинноцепочечные полиненасыщенные жирные кислоты (ДЦПНЖК), в отношении МКПК без дополнительной 
стимуляции и после стимуляции форбол-12-миристат-13-ацетатом (ФМА) и иономицином. Материалы и методы. 
Препараты глицеролипидов получали фракционированием общих липидов молодых вай папоротника Matteuccia 
struthiopteris и побегов хвоща Equisetum arvense на силикагеле. Для сравнения использовали фосфатидилхолин 
из яичного желтка. Состав жирных кислот препаратов анализировали методом газовой хроматографии. Мононук-
леарные клетки выделяли из крови больных бронхиальной астмой. Параметры жизнеспособности и активации 
клеток оценивали методом проточной цитометрии. Результаты. Препараты глицеролипидов из папоротника и 
хвоща, в отличие от яичного фосфатидилхолина, проявляли цитотоксическое действие. Наибольший эффект имела 
фракция липидов из папоротника, элюированная метанолом, которая снижала жизнеспособность клеток на 64,6 
(51,1–79,0)% в концентрации 2 мкг/мл и вызывала полную гибель клеток при 20 мкг/мл. При стимуляции клеток 
ФМА/иономицином цитотоксический эффект препарата усиливался, однако доля МКПК, экспрессирующих маркер 
CD69, не изменялась. Цитотоксическое действие других препаратов липидов наблюдали при более высоких кон-
центрациях (20 и/или 80 мкг/мл), а эффект был слабее: жизнеспособность снижалась на 7,1 (6,7–9,4)% для липидов 
папоротника, элюированных смесью хлороформ – метанол – вода (3:5:2), на 39,8 (26,4–41,6)% и 12,0 (10,0–15,5)% 
для фракций липидов хвоща, элюированных метанолом и смесью хлороформ–метанол–вода, соответственно, при 
концентрации препаратов 80 мкг/мл. Заключение. Сравнение состава жирных кислот препаратов не подтвердило 
вклада ДЦПНЖК в наблюдаемые эффекты. Идентификация активного компонента позволит вести разработку ле-
карственного препарата при гипериммунном ответе или в модельных экспериментах. 

Ключевые слова: мононуклеары периферической крови, липиды, папоротник, хвощ, биологическая активность.  
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SUMMARY. Introduction. Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) are a pool of immune cells and they 
are also a convenient model system for studying immune pathologies. Aim. Testing for bioactivity of glycerolipid prepa-
rations from fern and horsetail species containing long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFAs) towards PBMCs 
without exogenous stimulation and after phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) plus ionomycin stimulation. Materials 
and methods. Glycerolipid preparations were produced by fractionation of total lipids, isolated from young fronds of the 
fern Matteuccia struthiopteris and shoots of the horsetail Equisetum arvense, on silica. Egg phosphatidylcholine was used 
for comparison. Fatty acids were analyzed by gas chromatography. Mononuclear cells were isolated from blood of patients 
with asthma. Parameters of cell viability and activation were estimated by flow cytometry. Results. The glycerolipid prep-
arations from the fern and horsetail were found to have a cytotoxic effect while egg phosphatidylcholine was not. The 
most active was the fraction of fern lipids eluted with methanol which reduced cell viability by 64.6 (51.1–79.0)% in the 
concentration 2 μg/ml and caused complete cell death in 20 μg/ml. After cell stimulation with PMA/ionomycin, the cyto-
toxic effect of the preparation increased although the level of PBMCs expressing the marker CD69 did not change. The 
cytotoxic effect of other glycerolipid preparations was observed in the higher concentrations (20 and/or 80 μg/ml) and it 
was less pronounced: the cell viability reduced by 7.1 (6.7–9.4)% for the fraction of fern lipids eluted by the mixture chlo-
roform – methanol – water (3:5:2), by 39.8 (26.4–41.6)% and 12.0 (10.0–15.5)% for the fractions of the horsetail lipids 
eluted with methanol and the chloroform–methanol–water mixture, respectively, in the concentration 80 μg/ml. Conclu-
sion. Comparison of fatty acid composition of the glycerolipid preparations did not confirm a contribution of LCPUFAs 
to the observed effects. Identification of an active component may allow development of a drug for the local application 
in a hyperimmune response or for model experiments.  

Key words: peripheral blood mononuclear cells, lipids, fern, horsetail, biological activity.

Мононуклеарные клетки периферической крови 
(МКПК) человека представляют собой гетерогенный 
набор нескольких классов иммунных клеток, включаю-
щих T-клетки, B-клетки, моноциты, дендритные 
клетки и естественные киллеры (NK-клетки). Эти 
клетки подвержены активации, пролиферации и диф-
ференциации в ответ на различные стимулы и яв-
ляются движущей силой иммунных ответов. В этой 
связи МКПК широко используются как модельная си-
стема для исследования метаболических и аутоиммун-
ных заболеваний, в том числе бронхиальной астмы 
(БА) [1]. МКПК больных БА реагируют на воздействие 
аллергенов и других триггеров иммунного ответа, за-
пуская каскад цитокинов, отличающийся по многим 
параметрам от реакции здоровых людей [2,3].  

Липиды являются структурными компонентами 
всех клеточных мембран, а также выполняют сигналь-
ную функцию. Так, в ходе воспалительной реакции за-
пускается процесс перекисного окисления 
полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК), приво-
дящий к образованию как провоспалительных, так и 
противовоспалительных сигнальных медиаторов-окси-
липинов: простагландинов, лейкотриенов, тромбокса-
нов, липоксанов, резолвинов и других [4, 5]. 
Основными предшественниками оксилипинов у чело-
века и животных являются арахидоновая (20:4n-6, АК) 
и эйкозапентаеновая (20:5n-3, ЭПК) жирные кислоты, 
продукты окисления которых обобщенно называют эй-
козаноидами, а также докозагексаеновая кислота 
(22:6n-3, ДГК), чьи производные, соответственно, на-
зывают докозаноидами. Иммунные клетки участвуют 
как в синтезе определенных оксилипинов в ответ на 
внешние стимулы [6], так и воспринимают эти соеди-
нения благодаря экспрессии на поверхности соответ-

ствующих рецепторов [7].  
Папоротники характеризуются уникальным набо-

ром ПНЖК, которые, в отличие пищевых масел рас-
тительного происхождения, включают АК и ЭПК 
[8–10]. При этом основная часть этих жирных кислот 
связана с фракцией фосфолипидов [9]. У хвощей, на-
против, отсутствуют АК и ЭПК, однако присутствуют 
так называемые Δ5-ненасыщенные полиметилен-раз-
деленные жирные кислоты: сциадоновая (5,11,14-20:3, 
СЦК) и юнипероновая (5,11,14,17-20:4, ЮПК) кислоты 
[11], которые отличаются от АК и ЭПК отсутствием 
двойной связи в положении C8. Влияние экзогенных 
липидов на физиологическое состояние МКПК иссле-
довали в основном с точки зрения диетологии и свя-
занных с диетой метаболических расстройств [12–15]. 
Целью нашего исследования была сравнительная 
оценка биологической активности препаратов глице-
ролипидов из папоротника и хвоща как носителей 
ПНЖК различающегося состава. Исходной гипотезой 
было предположение, что липиды папоротников, несу-
щие АК и ЭПК, будут усиливать реакцию МКПК в 
ответ на стимуляцию форбол-12-миристат-13-ацетатом 
(ФМА) и иономицином, тогда как липиды из хвощей, 
не содержащие этих жирных кислот, будут действовать 
на МКПК отличающимся образом. В работе использо-
вали МКПК больных БА, для которых нарушения в ра-
боте эйкозаноидной системы связаны с патогенезом 
заболевания [5], поэтому препараты, нормализующие 
состояние этой системы, имеют перспективы терапев-
тического применения.  

Материалы и методы исследования  
Молодые растущие вайи папоротника Matteuccia 

struthiopteris (L.) Tod. собирали с растений, растущих 
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в открытом грунте (Коллекция генетических ресурсов 
растений Амурского филиала Ботанического сада-ин-
ститута ДВО РАН), в мае 2017 года Побеги Equisetum 
arvense L. собирали в мае 2017 года в г. Благовещенске 
Амурской области. Свежесобранный растительный ма-
териал кипятили в воде 3 минуты для инактивации 
ферментов. Общие липиды экстрагировали смесью 
хлороформ – метанол как описано в работе [8]. Для по-
лучения препаратов глицеролипидов липиды фракцио-
нировали методом колоночной хроматографии на 
силикагеле (ДюраСил H, 100-140 мкм, 2 г на колонку 
диаметром 1 см). Колонку предварительно промывали 
30 мл хлороформа. Липиды (около 34 мг) наносили на 
колонку в виде раствора в хлороформе. Липиды элюи-
ровали растворителями в последовательности: 1) хло-
роформ – 30 мл; 2) хлороформ – ацетон (3:1, по 
объему) – 20 мл; 3) ацетон – 20 мл; 4) ацетон – метанол 
(9:1) – 20 мл; 5) метанол – 20 мл; 6) хлороформ – мета-
нол – вода (3:5:2) – 20 мл. Фракции 1 и 2 объединяли 
вместе. Полученные фракции упаривали на роторном 
испарителе и растворяли в 1,5 мл смеси хлороформ – 
метанол (2:1). Состав глицеролипидов во фракциях 
оценивали методом тонкослойной хроматографии 
(пластинки 10×10 см, ПТСХ-П-В-УФ, Sorbfil, Россия, 
предварительно активированные при 105ºС) как опи-
сано в работе [16]. Яичный фосфатидилхолин (ФХ) по-
лучали из желтка куриных яиц методом колоночной 
хроматографии на окиси алюминия. Жирные кислоты 
анализировали в виде метиловых эфиров методом газо-
жидкостной хроматографии и газовой хроматографии 
– масс-спектрометрии в виде метиловых эфиров и 4,4-
диметилоксазолиновых производных как описано в ра-
боте [10]. 

Донорами крови были больные персистирущей БА 
(n=5). Все обследованные имели смешанную форму, 
среднюю тяжесть и неконтролируемое течение заболе-
вания. Средний возраст пациентов составил 43,2±5,32 
лет, 4 из 5 обследованных являлись лицами женского 
пола. Исследование проводили в соответствии с прин-
ципами Хельсинкской декларации «Этические прин-
ципы проведения медицинских исследований с 
участием людей в качестве субъектов исследования» с 
поправками 2013 г. и нормативными документами 
«Правила надлежащей клинической практики в Рос-
сийской Федерации», утвержденными Приказом 
№200н от 01.04.2016 МЗ РФ. Все лица подписывали 
информированное согласие на участие в исследовании 
в соответствии с протоколом, одобренным локальным 
Комитетом по биомедицинской этике Федерального го-
сударственного бюджетного научного учреждения 
«Дальневосточный научный центр физиологии и пато-
логии дыхания».  

МКПК выделяли по стандартному протоколу [17]. 
Для этого, цельную венозную кровь, набранную в про-
бирки с антикоагулянтом (K2EDTA), в объеме 18 мл пе-
реносили в пробирку объемом 50 мл и добавляли 
равный объем фосфатно-солевого буфера, аккуратно 

перемешивая. После этого разведенную кровь в пол-
ном объеме наслаивали поверх 6 мл раствора Фиколла 
(Биолот, Россия) с плотностью 1,077 г/мл и центрифу-
гировали 40 мин при 400g и температуре 20ºC. После 
центрифугирования отбирали большую часть плазмы, 
а затем, через оставшийся слой плазмы собирали 
МКПК пипеткой и переносили в новую стерильную 
пробирку. Выделенные клетки дважды промывали 
трехкратным объемом фосфатно-солевого буфера и 
осаждали центрифугированием при 200g 10 мин. 
После отмывки клеточный осадок ресуспендировали в 
1 мл среды RPMI-1640 и определяли концентрацию и 
жизнеспособность клеток на автоматическом счетчике 
Luna-II (Logos Biosystems, Республика Корея) согласно 
инструкции производителя. Концентрацию жизнеспо-
собных клеток доводили до 3×106 клеток/мл средой 
RPMI-1640, нагретой до 37ºC. Культивирование МКПК 
проводили в 96-луночных планшетах с U-образным 
дном лунок, внося в каждую лунку 0,2×106 клеток в 
100 мкл среды RPMI-1640, содержащей 10% делипи-
дированной эмбриональной бычьей сыворотки (Bio-
west, Франция), при 37ºC в атмосфере с 5% CO2. 

Препараты глицеролипидов упаривали досуха и 
суспендировали в культуральной среде RPMI-1640 до 
концентрации 2 мг/мл. Для этого инкубировали ли-
пиды в течение 1 ч, встряхивали на вортексе, а затем 
нагревали до 40ºC и обрабатывали в ультразвуковой 
ванне Elmasonic S10H (Elma Schmidbauer GmbH, Гер-
мания) в течение 5 мин. 

Анализ влияния препаратов глицеролипидов на 
жизнеспособность и активацию МКПК проводили, ис-
пользуя следующие концентрации для каждого препа-
рата: 0, 0,2, 2, 20 и 80 мкг/мл. Эффект каждой 
концентрации анализировали в двойных повторах. 
Клетки выдерживали в среде RPMI-1640, содержащей 
10% делипидированной сыворотки и исследуемый пре-
парат в одной из концентраций, в течение 24 ч, после 
чего в лунки, предназначенные для оценки влияния ли-
пида на активацию МКПК, вносили ФМА и иономи-
цин в концентрациях 10 нг/мл и 1 мкг/мл, 
соответственно, и инкубировали еще 16 ч. Клетки пе-
реносили из лунок в полистироловые пробирки объе-
мом 5 мл. Прикрепившиеся к пластику клетки 
(преимущественно моноциты) дополнительно дис-
социировали буфером, содержащим 0,1% коллагеназы 
(Биолот, Россия), 0,01% Na2EDTA и 0,25% бычьего сы-
вороточного альбумина, при 37ºC в течение 5 мин. По-
лученные образцы клеток однократно отмывали 2 мл 
фосфатно-солевого буфера и окрашивали для анализа 
на проточном цитофлуориметре FACSCanto II (BD, 
США). Для определения жизнеспособности клеток ис-
пользовали флуоресцентный интеркалирующий краси-
тель – йодид пропидия в концентрации 2,5 мкг/мл. 
Экспрессию маркера пролиферации и активации лим-
фоцитов белка CD69 определяли путем окрашивания 
клеток антителами mouse anti-human CD69, конъюги-
рованными с аллофикоцианином и соответствующими 
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изотипическими антителами (BD Biosciences, США) 
согласно рекомендациям производителя. Клетки вы-
держивали в присутствии йодида пропидия и антител 
при комнатной температуре без доступа света в тече-
ние 30 мин, после чего однократно отмывали холод-
ным фосфатно-солевым буфером, содержащим 0,1% 
бычьего сывороточного альбумина, и ресуспендиро-
вали в 200 мкл этого же буфера. Для анализа на цитоф-
луориметре считывали 10000 событий. Популяцию 
МКПК определяли на графике прямого и бокового све-
торассеяния (FCS-A/SSC-A). Кластеры клеток отсе-
кали на графике FSC-H/FCS-A, после чего среди 
одиночных клеток определяли процент жизнеспособ-
ных, используя канал PerCP-Cy5.5. Среди жизнеспо-
собных клеток на графике FITC/SSC-A определяли 
процент клеток, экспрессирующих CD69, путем 
сравнения с изотипическим контролем. 

Статистические расчеты выполняли в программном 
пакете Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., США). Все данные 
представлены в формате Me (Q1; Q3) – медиана и меж-
квартильный интервал. Оценку значимости межгруп-
повых различий для количественных переменных 
выполняли с помощью критерия U Манна-Уитни. В ка-
честве критического уровня значимости принимали 
значение 0,05.  

Результаты исследования и их обсуждение  
Препараты, полученные фракционированием липи-

дов папоротника Matteuccia struthiopteris (ЛП) и хвоща 
Equisetum arvense (ЛХ), не отличались по составу гли-
церолипидов при сравнении аналогичных фракций 
(табл. 1). Фракции, элюированные метанолом (далее 
препараты ЛП-М и ЛХ-М для папоротника и хвоща, 
соответственно), представляли смесь глицеролипидов, 
которые включали фосфолипиды ‒ фосфатидилглице-
рин (ФГ), фосфатидилинозит (ФИ), фосфатидилэтано-
ламин (ФЭ), следы фосфатидилсерина (ФС)), 
гликолипиды (дигалактозилдиацилглицерин (ДГДГ) и 
сульфохиновозилдиацилглицерин (СХДГ)), а также бе-
таиновый глицеролипид – диацилглицеро-N,N,N-три-
метилгомосерин (ДГТС). Фракции, элюированные 
смесью хлороформ – метанол – вода (далее препараты 
ЛП-ХМВ и ЛХ-ХМВ) содержали фосфатидилхолин 
(ФХ), меньшую часть ДГТС, следы ФЭ и ФС.  

Состав жирных кислот препаратов показан в таб-
лице 1. Содержание длинноцепочечных ПНЖК (АК, 
ЭПК, 20:3n-6, СЦК, ЮПК, 20:2n-6, 20:3n-3) в препара-
тах из папоротника было очень близким. Различия 
между препаратами ЛП-М и ЛП-ХМВ были в концент-
рациях 3t-16:1, 18:1n-9, 18:2n-6 и 18:3n-6. СЦК и ЮПК 
составляли очень малую часть от суммы жирных кис-
лот. Препараты из хвоща отличались от препаратов из 
папоротника очень высоким содержанием 18:3n-3, и 

более низким 18:1n-9, в них на порядок было выше со-
держание ЮПК и СЦК, полностью отсутствовали АК 
и ЭПК. Между собой препараты из хвоща отличались 
мало за исключением кислот 3t-16:1, 18:1n-9, СЦК, 
ЮПК, 20:3n-3, 24:1 (табл. 1).  

Для сравнения в биоиспытаниях использовали яич-
ный ФХ. Этот глицерофосфолипид имел высокие 
уровни 18:0 и 18:1n-9, и отличался присутствием 
ПНЖК с 22 углеродными атомами как семейства 
омега-3, так и омега-6, в том числе ДГК (22:6n-3), ко-
торые, тем не менее, были минорными жирными кис-
лотами. В яичном ФХ отсутствовали ЮПК и 
характерные для растений 3t-16:1 и 16:3n-3, также 
было крайне низкое содержание 18:3n-3 – эссенциаль-
ной жирной кислоты, присущей растениям (табл. 1).  

Медианная жизнеспособность МКПК после инку-
бации в течение 40 часов составляла 95,0% (94,3; 95,1, 
здесь и далее показаны нижний и верхний квартили). 
Стимуляция ФМА и иономицином в отсутствие тести-
руемых препаратов глицеролипидов сопровождалась 
некоторым снижением доли жизнеспособных клеток 
(до 86,8% (72,2; 87,2), табл. 2), которое, однако, не 
было статистически значимым (p=0,13). Базовая акти-
вация МКПК, которую оценивали по экспрессии CD69, 
составляла 2,5% (1,4; 4,0, табл. 3). Низкий уровень экс-
прессии CD69 в отсутствие дополнительной стимуля-
ции сообщали для эозинофилов из периферической 
крови больных БА [18]. Стимуляция клеток 
ФМА/иономицином приводила к существенному уве-
личению доли активированных мононуклеаров (40,3% 
(32,4; 47,2), p=0,04, табл. 3).  

Препараты глицеролипидов существенно различа-
лись по воздействию на МКПК, которое имело цито-
токсический характер. Наиболее сильный 
цитотоксический эффект оказывала фракция липидов 
из папоротника M. struthiopteris, элюированная мета-
нолом (ЛП-М). Этот препарат вызывал значимое сни-
жение жизнеспособности клеток, начиная с 
концентрации 2 мкг/мл, а концентрации 20 и 80 мкг/мл 
вызывали полную гибель клеток (табл. 2). Значение 
концентрации полумаксимального ингибирования 
(IC50) для ЛП-М составило 1,46 мкг/мл. В условиях 
стимуляции ФМА/иономицином концентрация, при ко-
торой происходило значимое снижение числа жизне-
способных клеток, оставалась прежней (2 мкг/мл), 
однако значение IC50 снижалось до 0,41 мкг/мл. Ана-
логичный препарат из хвоща E. arvense (ЛХ-М), также 
полученный элюированием метанолом, существенно 
снижал жизнеспособность МКПК только при концент-
рации 80 мкг/мл (табл. 2), тогда как при стимулирова-
нии ФМА и иономицином цитотоксическое действие 
было статистически значимым уже при концентрации 
20 мкг/мл (табл. 2).
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Таблица 1 
Состав препаратов глицеролипидов, использованных в биоиспытаниях на МКПК 

Примечание. 1Другие жирные кислоты включают 14:0, 15:0, 16:1n-5, 16:2n-6, 17:0, 18:1n-5, 18:4n-3, 19:0, 20:0, 
20:4n-3, чье содержание не превышало 0,2% от суммы жирных кислот. Сокращения здесь и далее: АК – арахидо-
новая кислота (20:4n-6); ДГДГ – дигалактозилдиацилглицерин; ДГТС – диацилглицеро-N,N,N-триметилгомосерин; 
ЛП-М – липиды папоротника, элюированные метанолом; ЛП-ХМВ – липиды папоротника, элюированные смесью 
хлороформ – метанол – вода (3:5:2); ЛХ-М – липиды хвоща, элюированные метанолом; ЛХ-ХМВ – липиды хвоща, 
элюированные смесью хлороформ – метанол – вода (3:5:2); СЦК – сциадоновая кислота (5,11,14-20:3); СХДГ – 
сульфохиновозилдиацилглицерин; ФГ – фосфатидилглицерин; ФИ – фосфатидилинозит; ФС – фосфатидилсерин; 
ФХ – фосфатидилхолин; ФЭ – фосфатидилэтаноламин; ЭПК – эйкозапентаеновая кислота (20:5n-3); ЮПК – юни-
пероновая кислота (5,11,14,17-20:4).

Препарат
Matteuccia struthiopteris Equisetum arvense

яичный ФХ
ЛП-М ЛП-ХМВ ЛХ-М ЛХ-ХМВ

Состав  
глицеролипидов

СХДГ, ФЭ, ФГ, 
ФИ, ДГДГ,  

ДГТС

ФХ, ДГТС, ФС, 
ФЭ

СХДГ, ФЭ, ФГ, 
ФИ, ДГДГ,  

ДГТС

ФХ, ДГТС, ФС, 
ФЭ

ФХ

Жирные кислоты, % от суммы

16:0 28,8 23,2 25,6 25,2 31,2

16:1n-9 0,4 0,9 0,2 0,2 0,2

16:1n-7 0,2 0,4 0,3 0,3 1,1

3t-16:1 5,1 0,2 2,0 0,1 0

16:3n-3 0,4 0,2 0,6 0,3 0

18:0 0,8 2,2 1,1 3,5 16,6

18:1n-9 15,6 7,1 5,6 2,1 27,9

18:1n-7 0,3 0,3 1,0 1,3 1,2

18:2n-6 15,1 31,9 11,0 14,5 14,6

18:3n-6 1,9 4,1 0 0 0,1

18:3n-3 9,6 7,1 40,8 46,2 0,1

20:1n-9 0,3 0,2 0,6 0,9 0,1

20:2n-6 0,2 0,1 0,5 0,2 0,2

СЦК 0,1 0,1 1,7 0,7 0,2

20:3n-6 2,5 2,2 0 0 0,3

АК 9,3 10,4 0 0 3,3

20:3n-3 0,1 0,1 1,0 0,3 сл.

ЮПК 0,3 0,2 4,8 2,3 0

ЭПК 5,2 5,5 0 0 сл.

22:0 0,9 0,8 0,7 0,5 сл.

22:4n-6 0 0 0 0 0,2

22:5n-6 0 0 0 0 0,5

22:5n-3 0 0 0 0 0,1

22:6n-3 0 0 0 0 1,6

24:0 1,5 1,4 1,0 0,6 0

24:1 0,2 сл. 1,4 0,3 0

Другие1 1,15 1,3 0,5 0,3 0,75
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Таблица 2 
Влияние препаратов глицеролипидов на жизнеспособность МКПК (%) без стимуляции (-) и после  

стимуляции (+) ФМА и иономицином 

Препарат Стимуляция
Концентрация препарата, мкг/мл

0,0 0,2 2,0 20,0 80,0

ЛП-М

-
95,0  

(94,3–95,1)

93,0  
(88,8–93,2)  

p=0,40

33,4  
(19,9–47,1) 

p=0,01

0,6  
(0,0–1,4) 
p=0,01

0,0  
(0,0–0,0) 
p=0,008

+
86,8  

(72,2–87,2)

69,2  
(47,9–87,1) 

p=0,29

4,1  
(0,2–4,7) 
p=0,01

0,0  
(0,0–0,0) 
p=0,01

0,0  
(0,0–0,0) 
p=0,008

ЛП-ХМВ

-
95,0  

(94,3–95,1)

95,3  
(94,3–95,5) 

p=0,60

95,6  
(94,1–96,2) 

p=0,67

92,7  
(92,5–94,3) 

p=0,29

88,0  
(86,0–88,4) 

p=0,15

+
86,8  

(72,2–87,2)

80,2  
(54,3–89,9) 

p=0,83

71,6  
(62,1–88,1) 

p=0,60

66,2  
(59,8–84,4) 

p=0,21

61,4 
(45,8–62,7) 

p=0,008

ЛХ-М

-
95,0  

(94,3–95,1)

94,2  
(92,2–95,1) 

p=0,75

96,0  
(90,8–96,5) 

p=0,53

88,2  
(86,6–90,2) 

p=0,14

58,0  
(55,1–69,9) 

p=0,008

+
86,8  

(72,2–87,2)

80,4  
(87,3–85,0) 

p=0,68

73,6  
(64,2–78,5) 

p=0,21

64,5  
(54,2–69,6) 

p=0,04

50,1  
(48,5–53,2) 

p=0,008

ЛХ-ХМВ

-
95,0  

(94,3–95,1)

95,9  
(93,5–96,5) 

p=0,53

95,9  
(94,7–96,8) 

p=0,40

93,3  
(91,0–93,6) 

p=0,40

83,6  
(79,7–85,6) 

p=0,06

+
86,8  

(72,2–87,2)

69,1  
(65,0–82,3) 

p=0,09

75,2  
(74,5–78,3) 

p=0,99

76,2  
(69,4–86,7) 

p=0,40

45,6  
(44,1–46,6) 

p=0,03

ФХ

-
95,0  

(94,3–95,1)

94,3  
(94,1–96,1) 

p=0,83

95,8  
(93,0–97,0) 

p=0,53

96,2  
(94,4–96,2) 

p=0,53

95,5  
(94,9–95,9) 

p=0,69

+
86,8  

(72,2–87,2)

82,4  
(75,2–88,7) 

p=0,68

78,9  
(74,8–84,2) 

p=0,68

84,6  
(81,1–90,9) 

p=0,99

82,9  
(80,7–91,3) 

p=0,99

Примечание. Показаны медианные значения и межквартильный интервал (в скобках); критерий уровня значи-
мости (p) показывает различия между исходным уровнем в отсутствие препарата (0,0) и в его присутствии.

Препараты глицеролипидов, полученные из папо-
ротника и хвоща элюированием смесью хлороформ – 
метанол – вода (3:5:2) (ЛП-ХМВ и ЛХ-ХМВ, соответ-
ственно), снижали жизнеспособность МКПК в слабой 
степени и только при высокой концентрации (80 
мкг/мл) и это снижение не было значимым (p=0,15 для 
папоротника и p=0,06 для хвоща, табл. 2). После сти-
муляции клеток ФМА и иономицином статистически 
значимое снижение жизнеспособности также наблю-
дали при концентрации 80 мкг/мл (табл. 2). Яичный 
ФХ не оказывал существенного влияния на жизнеспо-
собность клеток ни в одной из проанализированных 
концентраций, как в базовых условиях, так и при про-
ведении стимуляции ФМА и иономицином (табл. 2).  

Компонент, ответственный за цитотоксический эф-

фект препаратов глицеролипидов в отношении МКПК, 
еще предстоит идентифицировать. Препарат ЛП-М, 
проявляющий наибольшую токсичность, представляет 
собой смесь компонентов, отличающихся как по струк-
туре полярной части, так и остаткам жирных кислот. 
Например, в этом препарате, в отличие от ЛП-ХМВ, 
присутствует СХДГ. Известно, что СХДГ индуцирует 
апоптоз и некроз клеток рака желудка человека [20], 
СХДГ различного происхождения, в том числе из па-
поротника, ингибирует ДНК-полимеразы α и β [21, 22]. 
С другой стороны, СХДГ присутствует в аналогичном 
препарате из хвоща (ЛХ-М), однако цитотоксичность 
этого препарата существенно ниже. Можно предполо-
жить, что причина в разном эффекте препаратов из па-
поротника и хвоща заключается в составе жирных 
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кислот, как следует из таблицы 1. Между тем, препа-
раты из одного источника (папоротника или хвоща) 
близки по составу жирных кислот, в том числе длин-
ноцепочечных ПНЖК (АК, ЭПК, 20:3n-6), чье присут-
ствие у папоротников и отсутствие у хвощей было 
положено в основу гипотезы, проверяемой в этом ис-
следовании. Существенные различия в цитотоксично-
сти препаратов ЛП-М и ЛП-ХМВ из папоротника не 
подтверждают цитотоксического эффекта этих длин-
ноцепочечных ПНЖК. С другой стороны, обращает на 
себя внимание наличие в препаратах ЛП-М и ЛХ-М 
транс-3-гексадеценовой кислоты (3t-16:1) в заметных 

количествах (табл. 1), которой больше в препарате ЛП-
М с более токсичным эффектом. Дифференциальное 
действие различных жирных кислот на экспрессию 
провоспалительных и противовоспалительных генов 
МКПК человека было показано ранее [12, 15]. Более 
того, действие жирных кислот зависело от статуса 
(нормальный или избыточный вес) доноров МКПК 
[12], а вариации состава жирных кислот, входящих в 
состав фосфолипидов МКПК, коррелировали с неко-
торыми различиями иммунных функций этих клеток 
[19]. 

 

Таблица 3 
Влияние препаратов глицеролипидов на активацию МКПК (доля клеток, экспрессирующих CD69, %)  

без стимуляции (-) и после стимуляции (+) ФМА и иономицином 

Препарат Стимуляция
Концентрация препарата, мкг/мл

0,0 0,2 2,0 20,0 80,0

ЛП-М

-
2,5 

(1,4–4,0)

1,1  
(0,9–1,7) 
p=0,30

1,5  
(0,8–1,5) 
p=0,30

0,0  
(0,0–0,0) 
p=0,13

0,0  
(0,0–0,0) 
p=0,008

+
40,3  

(32,4–47,2)

37,8  
(37,3–53,3) 

p=0,83

50,0  
(47,5–56,0) 

p=0,30

0,0  
(0,0–0,0) 
p=0,01

0,0  
(0,0–0,0) 
p=0,008

ЛП-ХМВ

-
2,5  

(1,4–4,0)

1,6  
(1,5–1,7) 
p=0,60

0,8  
(0,6–1,3) 
p=0,06

0,5  
(0,3–0,7) 
p=0,02

0,8  
(0,3–0,8) 
p=0,02

+
40,3  

(32,4–47,2)

36,5  
(34,9–50,4) 

p=0,99

46,1  
(27,8–52,8) 

p=0,99

35,2  
(33,3–44,7) 

p=0,99

31,2  
(29,7–35,6) 

p=0,54

ЛХ-М

-
2,5  

(1,4–4,0)

1,3  
(0,8–1,8) 
p=0,21

0,8  
(0,7–1,3) 
p=0,06

0,3  
(0,3–0,6) 
p=0,01

0,3  
(0,3–0,5) 
p=0,008

+
40,3  

(32,4–47,2)

30,3  
(29,5–44,6) 

p=0,53

33,1  
(29,7–37,2) 

p=0,40

33,8  
(28,9–40,2) 

p=0,68

21,6  
(12,2–24,0) 

p=0,22

ЛХ-ХМВ

-
2,5  

(1,4–4,0)

1,5  
(0,5–1,7) 
p=0,21

0,6  
(0,4–1,4) 
p=0,14

0,4  
(0,2–0,9) 
p=0,06

0,2  
(0,1–0,3) 
p=0,008

+
40,3  

(32,4–47,2)

38,6  
(34,6–51,6) 

p=0,99

40,0  
(33,0–44,2) 

p=0,99

36,9  
(33,2–46,1) 

p=0,99

48,2  
(37,0–52,0) 

p=0,54

ФХ

-
2,5  

(1,4–4,0)

2,3  
(0,6–3,3) 
p=0,40

2,2  
(0,9–3,5) 
p=0,53

1,3  
(0,5–1,4) 
p=0,25

1,5  
(0,3–1,7) 
p=0,22

+
40,3  

(32,4–47,2)

44,3  
(42,8–64,6) 

p=0,40

51,5  
(45,8–59,1) 

p=0,25

50,0  
(48,1–67,6) 

p=0,30

37,7  
(32,9–48,6) 

p=0,99

Другими факторами, определяющими цитотоксич-
ность тестируемых препаратов глицеролипидов, могут 
быть окисленные остатки жирных кислот и физико-хи-
мические характеристики липосом, формирующихся в 
экспериментальных условиях. Так, окисленные формы 
липидов могут быть губительными для клеток [23], а 

по некоторым данным на цитотоксичность может вли-
ять не только состав фосфолипидов, но также размер 
и тип липосом [24]. И если в текущем эксперименте 
контроль окисленности липидов не проводили, то эф-
фект физического состояния липосом является мало-
вероятным, поскольку препараты различались по 
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цитотоксичности при одних и тех же концентрациях, а 
яичный ФХ не проявлял токсичности при таком же 
диапазоне концентраций от 0,2 до 80 мкг/мл (табл. 2). 
Обнаруженная в исследовании [24] токсичность липо-
сом, содержащих ФГ и ФС, в отношении культивируе-
мых клеток человека проявлялась при концентрациях 
выше (более 98 мкг/мл), чем верхний предел исполь-
зуемой нами концентрации (80 мкг/мл).  

Низкая исходная экспрессия клетками маркера 
CD69 (2,5%) и негативное влияние препаратов глице-
ролипидов на их жизнеспособность затрудняла оценку 
влияния препаратов на активацию МКПК в отсутствие 
дополнительной стимуляции ФМА и иономицином. В 
целом, для всех исследованных препаратов глицероли-
пидов наблюдали тенденцию к дозозависимому подав-
лению экспрессии CD69, которое проявлялось при 
концентрациях ниже тех, при которых они заметно 
снижали жизнеспособность МКПК: до 1,1% для пре-
парата ЛП-М при концентрации 0,2 мкг/мл; до 0,8% 
для препарата ЛП-ХМВ при концентрации 2 мкг/мл; 
до 0,8% для препарата ЛХ-М при концентрации 2 
мкг/мл; до 0,4% для препарата ЛХ-ХМВ при концент-
рации 20 мкг/мл (табл. 3). Однако критерии уровня 
значимости при этом были выше p=0,05, установлен-
ного как критическое значение: от 0,06 до 0,30 (табл. 
3). Яичный ФХ, характеризующийся отсутствием 
влияния на жизнеспособность клеток, также обладал и 
наименее выраженным эффектом на экспрессию CD69, 
снижая в наименьшей степени число активированных 
МКПК только при максимальной концентрации 80 
мкг/мл до 1,5%, что также не было статистически 
значимым (p=0,22, табл. 3). В целом, возможно, что 
морфологическим изменениям, сопровождающимся 
нарушением целостности клеточной мембраны и 
последующей гибели клеток, предшествуют функцио-
нальные изменения, препятствующие активации лим-
фоцитов.  

Действие глицеролипидов на активацию МКПК не 
подтвердилось после их стимуляции ФМА и иономи-
цином: при концентрациях, эффективных в отсутствие 
стимуляции, доля клеток, экспрессирующих CD69, 
оставалась на исходном уровне, понижалась или даже 
повышалась (табл. 3). В любом случае, статистически 
значимого влияния препаратов на активацию МКПК 
под действием ФМА/иономицина не было. В некото-
рой степени это связано с заметным влиянием липидов 
на жизнеспособность клеток в условиях стимуляции 
(табл. 2), таким образом, подход, использованный для 
оценки влияния на базальную активацию, в данном 
случае был неприменим.  

Выводы  
Проведенные эксперименты не подтвердили выдви-

нутую гипотезу, что липиды папоротника, имеющие в 
своем составе длинноцепочечные ПНЖК (АК, ЭПК и 
другие), усиливают реакцию МКПК в ответ на стиму-
ляцию ФМА и иономицином. Напротив, липидные 
фракции, полученные из папоротника и хвоща, в отли-
чие от одного из главных глицеролипидов клеточных 
мембран животных и человека, ФХ, обладают различ-
ной степенью цитотоксичности в отношении МКПК и 
ограниченно влияют на экспрессию маркера активации 
CD69 этими клетками. Такой характер действия, в 
целом, способствует иммуносупрессии. Полученные 
результаты позволяют вести целенаправленную работу 
по выделению активных компонентов липидных фрак-
ций и установлению их структуры и механизма дей-
ствия. Хотя системное использование 
цитотоксического эффекта глицеролипидов маловеро-
ятно, их локальное применение при гипериммунном 
ответе может быть вполне оправданным. Особый ин-
терес представляют возможности дифференцирован-
ного и специфичного уничтожения или подавления 
определенного типа иммунных клеток такими ком-
понентами, что можно использовать в модельных экс-
периментах.   
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