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При экспериментальном моделировании повреждения поверхностного покрова (резаная рана) го-
лотурии Eupentacta fraudatrix установлены снижение количества циркулирующих целомоцитов и их 
жизнеспособности через 2 и 4 суток после повреждения стенки тела по сравнению с контролем (инъ-
екция буфера) . В эти же периоды происходили противоположные изменения в уровнях связывания 
растительных лектинов поверхностными рецепторами двух типов фагоцитов голотурии (Ф1 и Ф2), 
а также в уровне апоптоза в этих клетках . Установленные различия в функциональных и феноти-
пических характеристиках двух типов фагоцитов в различные сроки после повреждения указыва-
ют на различную роль этих фагоцитов на отдельных этапах заживления раны . Новый экстракт из 
дальневосточных видов голотурий (ЭГ) вызывал еще большее снижение количества целомоцитов 
в целомической жидкости, повышал жизнеспособность целомоцитов, способствовал стимуляции 
функциональной активности преимущественно фагоцитов второго типа и увеличивал выраженность 
фенотипических изменений Ф1 фагоцитов по сравнению с таковой при повреждении тканей в отсут-
ствие ЭГ . Полученные данные свидетельствуют  о важном значении иммуномодулирующих свойств 
ЭГ для реализации его ранозаживляющего эффекта .

Ключевые слова: апоптоз, конканавалин А, лектин из Dolichos biflorus, репарация тканей, фаго-
циты .

введение

Исследование механизмов заживления ран 
и поиск новых препаратов для их лечения име-
ют важное значение как для биологии и ме-
дицины, так и для развития технологий мари-
культуры, поскольку повреждение наружных 
покровов часто наблюдается у выращиваемых 
гидробионтов и может приводить к их гибели 
[Гаевская, 2004] .

Ранее было показано, что новый экстракт из 
тканей дальневосточных видов голотурий (ЭГ) 
[Долматова, Долматов, 2002], обладающий 
иммуномодулирующими свойствами [Долмато-
ва и др ., 2012], значительно ускоряет заживле-
ние поверхностных ран у голотурий [Долматова, 
Уланова, 2014] . Представляло интерес выясне-
ние возможных иммуномодулирующих механиз-
мов влияния экстракта на заживление ран .
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Система врожденного иммунитета, нахо-
дящаяся на первой линии защиты от небла-
гоприятных внешних факторов, инициирует 
процесс воспаления, проходящий через ста-
дии инициации, собственно воспаления, раз-
решения и восстановления целостности тка-
ней [Italiani, Boraschi, 2014] . У позвоночных 
мононуклеары играют важную роль при вос-
палении удаляя инфекционный агент и орга-
низуя каждую фазу воспалительного процес-
са [Van Furth, Cohn, 1968] . При этом разные 
субпопуляции макрофагов/моноцитов вовле-
чены на разных стадиях воспаления и репара-
ции [Wang et al ., 2014] . Так, М1-макрофаги 
представляют первую линию защиты от ин-
фекционных патогенов, для них характерен 
высокий уровень продукции активных форм 
кислорода, а М2-макрофаги продуцируют 
факторы роста и ферменты, необходимые для 
ремоделирования экстраклеточного матрик-
са, очищают ткани от отмерших клеток, тем 
самым участвуя в заживлении ран . Мобили-
зация в ткани макрофагов и их поляризация 
в соответствии с фазой заживления имеют 
критическое значение для успешного зажив-
ления ран у позвоночных . В настоящее время 
одним из перспективных подходов в терапии 
различных состояний считается модуляция 
соотношения макрофагов двух типов [Лями-
на, Малышев, 2014], ведется поиск веществ, 
действие которых осуществляется по этому 
механизму .

У иглокожих также описано участие фа-
гоцитов в заживлении ран [Hernroth et al ., 
2010; Долматова, Уланова, 2014], кроме того, 
у некоторых видов, в том числе, голотурии 
Eupentacta fraudatrix (D’yakonov & Baranova 
in D’yakonov et al ., 1958) [Chia, Xing, 1996; 
Долматова и др ., 2004] фагоциты методом 
градиентного центрифугирования были разде-
лены на две и более фракций . Однако участие 
отдельных субпопуляций в процессе заживле-
ния ран не было исследовано .

Способность голотурий в течение жизни со-
хранять способность к регенерации частей тела 
и простота строения делают их перспективной 
моделью для изучения механизмов репарации 
[Долматов, Машанов, 2007] . Эволюцион-
ная близость голотурий, как Deuterostomata, 
к позвоночным и наличие некоторых эволюци-

онно консервативных элементов иммунитета  
[Кокряков, 2006] предполагает возможность 
изучения на этой модели иммунных механиз-
мов заживления ран .

Целью работы явилось выяснение влия-
ния ЭГ на количественные показатели клеток 
целомической полости, а также на фенотипи-
ческие и функциональные маркеры двух суб-
популяций фагоцитов E. fraudatrix в процессе 
заживления раны .

материал и методика

Объектом исследования были голотурии 
E. fraudatrix с длиной тела 4–5,5 см, собран-
ные в марте на станции «Восток» Института 
биологии моря им . А . В . Жирмунского ДВО 
РАН (зал . Восток Японского моря) с исполь-
зованием легководолазного снаряжения . До 
начала экспериментов животные находились 
в аквариумах с проточной аэрируемой морской 
водой с соответствующей сезону температурой 
не менее двух недель .

Экстракт из голотурий получали по мето-
ду, описанному ранее [Долматова, Долматов, 
2002] .

Поверхностный надрез стенки тела про-
изводили скальпелем без повреждения эпи-
телиальной выстилки целомической полости . 
В другом участке тела голотурии в целомиче-
скую полость вводили фосфатно-солевой буфер 
(pH 7,6) с добавлением 36 г/л NaCl (ФСБ) 
или раствор ЭГ в ФСБ (0,3 мкг/г) . Контр-
ольным животным делали укол с ФСБ, не 
производя надрез . Целомическую жидкость 
отбирали сразу после надреза и через 2 и 4 
суток . Каждая группа животных состояла из 
трёх-четырёх особей .

Полученную целомическую жидкость до-
бавляли к равному объёму антикоагулирую-
щего раствора [Chia, Xing, 1996] . Разделе-
ние фагоцитов двух субпопуляций проводили 
в ступенчатом градиенте фиколл-верографина, 
как описано ранее [Долматова и др ., 2004] . 
Концентрацию клеток в целомической жидко-
сти считали в камере Горяева . Жизнеспособ-
ность клеток определяли методом исключения 
трипанового синего .

Определение уровня связывания поверх-
ностных рецепторов клеток с ФИТЦ (флю-
оросцеин изотиоцианат) —  конъюгированным 
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конканавалином А (кон А) или лектином из 
луковиц гиацинта Dolichos biflorus (DBА) 
проводили по методу, описанному McKenzie 
и Preston [McKenzie, Preston, 1992] . Детек-
цию ярко-зелёной флуоресценции клеток про-
водили на флюоресцентном микроскопе Leica 
DM 4500 (Германия) .

Конденсацию хроматина определяли окра-
ской Hoeschst 33342 [Komatsu, Oda, 1998] 
с последующим исследованием ярко-голу-
бой флуоресценции на микроскопе Leica DM 
4500 .

Результаты обрабатывали статистически . 
Данные представлены в виде М±m . Для оп-
ределения достоверности различий между 
группами использовали t-критерий Стьюден-
та . Различия считались достоверными при 
P<0,05 .

результаты и обсуждение

Ранее было показано, что клеточные эле-
менты целомической жидкости (целомоциты) 
иглокожих играют важную роль в заживле-
нии раны [Boolootain, Guise, 1959; Кудрявцев 
и др ., 2004] . В норме фагоциты составляют до 
40 % от общего числа целомоцитов голотурий 
[Елисейкина, Магарламов, 2002] и могут быть 
основными клетками в целомической жидкости 
при регенерации [Магарламов, 2004] . Для 
выяснения участия фагоцитов голотурии E. 
fraudatrix в заживлении раны в исследуемые 
сроки эксперимента нами предварительно была 
измерена концентрация целомоцитов в целоми-

ческой жидкости (рис . 1 А) . Было показано, 
что у контрольных животных, которым было 
произведено повреждение целомической поло-
сти (укол), происходил рост количества цело-
моцитов с увеличением времени наблюдения, 
что соответствует данным, полученным при 
повреждении целомической полости у друго-
го вида голотурий [Магарламов, 2004] . При 
этом у опытных животных, которым кроме 
укола был произведен надрез стенки тела, кон-
центрация циркулирующих целомоцитов в оба 
исследованных интервала времени снижалась 
примерно в равной степени: в 1,9 раза через 2 
суток и в 2,1 раза через 4 суток по сравнению 
с контролем (укол) . Такое значительное сни-
жение содержания целомоцитов отмечено ранее 
и для представителей других классов иглоко-
жих и, по-видимому, связано с рекрутирова-
нием целомоцитов к месту повреждения [Куд-
рявцев и др ., 2004] . При этом ЭГ не оказывал 
влияния на этот процесс через 2 суток, но сти-
мулировал еще большее снижение через 4 суток 
(на 35 %) . В предыдущих исследованиях нами 
было показано, что ранозаживляющий эффект 
экстракта увеличивается с возрастанием сро-
ка после повреждения и к 5 суткам ЭГ уско-
рял заживление на 37 % [Долматова, Уланова, 
2014] . По-видимому, эффект экстракта связан 
с его способностью стимулировать рекрутиро-
вание целомоцитов .

В то же время происходило снижение жиз-
неспособности целомоцитов (рис . 1 Б) . В пер-
вые 2 суток жизнеспособность практически не 

Рис. 1. Динамика концентрации циркулирующих целомоцитов E. fraudatrix (А) и их жизнеспособности (Б) 
после поверхностного надреза стенки тела . Белые столбики-контроль (укол с введением ФСБ), черные —  

надрез + укол, введение ФСБ, серые —  надрез + укол, введение экстракта из голотурий .
* P< 0,05 по сравнению с исходным контролем (для белых столбиков) . ** P< 0,05 по сравнению с контролем (для 

окрашенных столбиков)
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изменялась по сравнению с контролем, а через 
4 суток снижалась в 5 раз . Снижение жизне-
способности может быть связано с повыше-
нием функциональной активности фагоцитов, 
продуцирующих активные формы кислорода 
(АФК), которые токсичны для самих фаго-
цитов . Рост продукции АФК на фоне сниже-
ния количества клеток и их жизнеспособности 
отмечен ранее у морских звёзд при поврежде-
нии их покровов [Кудрявцев и др ., 2004] . При 
этом ЭГ не влиял на жизнеспособность через 2 
суток, но возвращал её через 4 суток к уровню 
контроля .

Фагоциты голотурии E. fraudatrix пред-
ставлены Ф1 и Ф2 типами, обладающими раз-
ным уровнем фонового апоптоза [Dolmatova, 
Ulanova, 2015] . С целью проверки вклада 
каждого из этих типов клеток в снижение жиз-
неспособности целомоцитов было проведено 
измерение уровня фрагментации ДНК в этих 
клетках (табл . 1) .

Через 2 суток от повреждения в Ф1 фа-
гоцитах не происходило достоверных изме-
нений в уровне фрагментации ДНК, которая 
является морфологическим маркером апоптоза 
[Komatsu, Oda, 1998], а через 4 суток про-
исходило её снижение в 1,6 раза . В Ф2 фаго-
цитах через 2 суток, напротив, фрагментация 
ДНК возрастала в 2 раза, и через 4 суток она 
оставалась на таком же уровне . Отсутствие 
достоверных изменений жизнеспособности це-
ломоцитов в первые 2 суток, несмотря на рост 
апоптоза в Ф2-типе фагоцитов, может быть 
связано с меньшей долей последних в общем 
числе целомоцитов по сравнению с долей Ф1 
фагоцитов, уровень апоптоза которых не ме-
нялся . И, напротив, значительное снижение 

жизнеспособности целомоцитов при росте 
апоптоза только в Ф2 фагоцитах через 4 суток 
может быть связано с большей долей этих кле-
ток в общем пуле фагоцитов .

Необходимо отметить, что динамика уров-
ня фрагментации ДНК в Ф1 и Ф2 фагоцитах 
носила противоположный характер . Это может 
свидетельствовать о различной роли Ф1 и Ф2 
в репарации раны . Высокий уровень апопто-
за, отмеченный в Ф1, и низкий —  в Ф2 фа-
гоцитах через 2 суток после повреждения, по-
видимому, обусловлены преимущественной 
активацией Ф1 типа фагоцитов в этот период 
заживления раны, а через 4 суток наблюдается 
уже обратное соотношение .

У позвоночных первые 4 суток после ране-
ния относят к ранней провоспалительной ста-
дии, на которой основную роль играет М1 тип 
макрофагов, а после 4 суток начинается ста-
дия репарации, на которой основную роль иг-
рает М2 тип [Italiani, Boraschi, 2014; Wang et 
al ., 2014] . Противоположная направленность 
функциональной активности фагоцитов голо-
турии Ф1 и Ф2 типов и, по-видимому, дина-
мики их концентраций в целомической жидко-
сти может быть также связана с их различной 
ролью на отдельных стадиях заживления раны .

При этом в Ф1 фагоцитах через 2 су-
ток ЭГ снижал уровень апоптоза на 63 %, 
а в Ф2 —  не оказывал влияния по сравнению 
с кон тролем . Через 4 суток ЭГ предотвращал 
изменения апоптоза в Ф1 фагоцитах . Таким 
образом, ЭГ сдвигал соотношение активностей 
Ф1 и Ф2 фагоцитов в сторону последней уже 
через 2 суток, с чем может быть связано ин-
дуцированное им ускорение заживления раны, 
показанное ранее [Долматова, Уланова, 2014] . 

Таблица 1. Доля (%) Ф1 и Ф2 фагоцитов с фрагментированной ДНК  
после повреждения стенки тела голотурии E. fraudatrix

Тип фагоцитов

Экспериментальное воздействие

контроль (укол с введением 
ФСБ) надрез + укол с введением ФСБ надрез + укол с введением ЭГ

2 сут 4 сут 2 сут 4 сут 2 сут 4 сут

Ф1 36,0±4,1 25,3±2,4 40,7±2,7 15,7±2,4* 15,2±1,2* 22,5±1,8
Ф2 13,5±1,5 13,8±1,6 28,6±2,7* 25,6±3,1* 28,4±2,9* -

Примечание: здесь и далее * —  P<0,05 по сравнению с контролем .
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На нормальных голотуриях было показано, что 
ЭГ модулирует синтез цитокиноподобных ве-
ществ в Ф1 и Ф2 фагоцитах противополож-
ным образом [Долматова и др ., 2014] . Можно 
предположить, что у животных с повреждени-
ем покровов ЭГ мог влиять на рекрутирование 
целомоцитов и снижение апоптоза в обоих ти-
пах фагоцитов за счет модуляции синтеза про-
воспалительных цитокиноподобных веществ .

Растительные лектины часто использу-
ются для фенотипирования животных клеток 
[Seco-Rovira et al ., 2012] . Кон А —  лектин из 
Canavalia ensiformis, связывается преимущест-
венно с остатками маннозы/глюкозы поверх-
ностных рецепторов клеток [Гнедкова и др ., 
2015] . У голотурий Ф1 фагоциты связывают 
его в значительном количестве, как показано 
в табл . 2 . Известно, что у позвоночных этот 
лектин может связываться преимуществен-
но с апоптотическими клетками [Seco-Rovira 
et al ., 2012] . Высокий уровень его связывания 
в контрольных Ф1 фагоцитах соответствует 
высокому уровню их апоптоза, продемонстри-
рованному выше . Ранение животного приводи-
ло к значительному снижению уровня связы-
вания кон А в Ф1 фагоцитах, в 3 раза через 2 
суток и в 4,7 раза через 4 суток . При этом сни-
жение уровня связывания этого лектина, осо-
бенно выраженное через 4 суток, соответствует 
снижению уровня апоптоза в этих клетках .

Напротив, уровень связывания DBA, спе-
цифичного к остаткам N-ацетилгалактозамина 
[Гнедкова и др ., 2015], в Ф1 фагоцитах воз-
растал в 3 раза, а через 4 суток возвращался 
к уровню контроля . Таким образом, изменения 
связывания кон А и DBA были независимы 
и, по-видимому, связаны с разными механиз-
мами клеточного сигналлинга .

Введение ЭГ через 2 суток снижало связы-
вание кон А фагоцитами Ф1 в 5 раз по сравне-
нию с контролем, а через 4 суток практически 
подавляло его . Такое действие ЭГ соответствует 
снижению апоптоза в Ф1 фагоцитах, как пока-
зано выше . ЭГ, однако, стимулировал связыва-
ние DBA через 4 суток в 4 раза по сравнению 
с контролем до уровня, сопоставимого с тако-
вым через 2 суток после ранения . Имеющие-
ся данные об увеличении выживаемости клеток 
при стимуляции рецепторов, содержащих остат-
ки галактозидов [Kim et al ., 2014], дают воз-
можность предполагать, что такая стимуляция 
в Ф1 фагоцитах, индуцированная ЭГ, способст-
вовала выживаемости целомоцитов голотурий .

В контрольных Ф2 фагоцитах через 4 суток 
уровень связывания кон А был в 4 раза мень-
ше, чем в Ф1, а ранение привело к его росту 
на 24 % (табл . 3) . Сопоставление этих изме-
нений с динамикой апоптоза в Ф2 фагоцитах 
подтверждает наличие прямой связи между 
уровнем связывания кон А клетками и интен-
сивностью апоптоза .

Таблица 3. Связывание ФИТЦ-меченых раститель-
ных лектинов с поверхностными рецепторами Ф2 —  
субпопуляции фагоцитов голотурии E. fraudatrix через 

4 сут после повреждения стенки тела

Лектин

Экспериментальное воздействие

контроль (укол 
с введением ФСБ)

надрез + укол 
с введением ФСБ

Кон A 18,1±1,1 24,0±1,9
DBA 22,3±2,6 31,0±2,7*

Уровень связывания DBA в Ф2 фагоцитах 
через 4 суток возрастал на 39 %, что также 
может отражать участие галактозид-содержа-

Таблица 2. Динамика связывания ФИТЦ-меченых растительных лектинов с поверхностными рецепторами 
Ф1 —  субпопуляции фагоцитов голотурии E. fraudatrix после повреждения стенки тела

Лектин

Экспериментальное воздействие

контроль (укол с введением 
ФСБ) надрез + укол с введением ФСБ Надрез + укол с введением ЭГ

2 сут 4 сут 2 сут 4 сут 2 сут 4 сут

Кон A 60,1±8,4 75,0±4,3 19,1±2,5 16,2±1,8* 11,9±1,1* 5,1±0,3*
DBA 15,5±0,9 13,0±1,0 46,7±3,8 20,2±2,5 - 41,0±3,5*
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щихрецепторов на поверхности Ф2-типа фа-
гоцитов в стимуляции антивоспалительных ме-
ханизмов на стадии перехода к репарации . Эти 
данные свидетельствуют о противоположной 
направленности изменений не только функци-
ональной активности, но и фенотипа Ф1 и Ф2 
фагоцитов .

заключение

Поверхностный надрез стенки целомоцитов 
голотурий вызывает снижение концентрации 
циркулирующих целомоцитов, по-видимому, 
за счёт их рекрутирования из целомической 
полости в ткани, окружающие рану, а также 
снижение их жизнеспособности, обусловлен-
ное апоптозом фагоцитов . Изменения уровня 
апоптоза и связывания растительных лекти-
нов кон А и DBA  имели противоположную 
направленность в  Ф1 и Ф2 фагоцитах, что, 
по-видимому, отражает различную роль Ф1 
и Ф2 фагоцитов на отдельных этапах зажив-
ления раны . ЭГ стимулировал рекрутирование 
целомоцитов и повышал их жизнеспособность, 
модулируя апоптоз и экспрессию поверхност-
ных рецепторов двух типов фагоцитов и вы-
зывая сдвиг в активности этих клеток преиму-
щественно в сторону преобладания активности 
Ф2 типа . Это свидетельствует о важном вкла-
де иммуномодулирующих свойств ЭГ в его ра-
нозаживляющем действии .

Необходимо также отметить, что установ-
ление маркеров функциональных и феноти-
пических различий Ф1 и Ф2 фагоцитов по-
зволяет выявить динамику их активности на 
определённом этапе заживления раны, откры-
вая возможность моделирования макрофаго-
зависимых механизмов заживления тканей in 
vivo, являющихся наименее изученными, на бо-
лее простой модели фагоцитов голотурий .
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Studies on the immunomodulating activity of the extract 
of the far eastern species of sea cucumbers during wound 
healing modelled on the holothurian Eupentacta fraudatrix

L.S. Dolmatova1, I. Yu. Dolmatov2

1 V . I . Il’ichev Pacific Oceanological Institute (FSBSI «POI FEB RAS»), Vladivostok
2 A . V . Zhirmunsky Institute of Marine Biology, National Scientific Center of Marine Biology, (FSBSI 
«NSCMB» FEB RAS) Vladivostok; Far Eastern Federal University, (FSBEI HPE «FEFU»), 
Vladivostok

Experimental modelling the superficial damadge (slash wound) of a sea cucumber Eupentacta fraudatrix 
body wall revealed the reduced quantity of the circulating coelomocytes and decrease in their viability 
compared to the control (phosphate-buffered saline injection) . At the same time, the opposite variations in 
the levels of plant lectins binding to the surface receptors of the two types of phagocytes (P1 and P2) as well 
as in apoptosis levels were detected . These differences in functional and phenotypic features of the two types 
of phagocytes indicate the different roles of P1 and P2 phagocytes in the distinct stages of wound healing . 
A novel extract of the the far eastern species of sea cucumbers induced the more significant reduction in the 
coelomocyte number in coelomic fluid, elevated cell viability, facilitated the increase in functional activity 
of P2 phagocytes mainly, and increased the phenotypic changes in P1 phagocytes during wound healing 
compared to those in the absence of the extract . The data obtained indicate that the immunomodulating 
properties of the extract make significant contribution to its mechanisms to heal wounds .

Key words: apoptosis, concanavalin A, Dolichos biflorus agglutinin, tissue reparation, phagocytes .


