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М еханизмы действия стероидов

в регуляции процессов онтоге�

неза и дифференцировки у растений,

насекомых и позвоночных обнару�

живают глубокое эволюционное

сходство. Так, брассиностероиды,

регулирующие рост и морфогенез

растений, структурно очень близки

экдистероидам насекомых. Брасси�

ностероиды являются также одним

из основных регуляторов апоптоза в

клетках растений. Реализация сигна�

лов стероидов у растений происхо�

дит через рецепторы BRI1 [1�4], чьи

трансмембранные лиганды струк�

турно близки лигандам трансмемб�

ранных рецепторов, кодируемых у

дрозофил геном Toll. В онтогенезе

дрозофил рецептор Toll участвует в

определении дорзо�вентрального

градиента [5] и формировании ран�

него иммунного статуса, прежде все�

го против бактерий и грибов. Toll�по�

добные рецепторы семейства TLR у

человека и животных также участву�

ют в реализации противомикробного

иммунитета, основными компонен�

тами которого являются фагоциты:

нейтрофилы, макрофаги и дендри�

тические клетки [6].

В связи с этим изучение

действия брассиностероидов на им�

мунокомпетентные клетки живот�

ных не только представляет значи�

тельный научный интерес, но имеет

практическое значение, так как пре�

параты на их основе предложены

для применения в качестве регуля�

торов роста растений.

Объект и методы исследования
Эпибрассинолид (ЭБ) синтези�

рован и предоставлен лабораторией

химии стероидов ГНУ "Институт

биоорганической химии НАН Бела�

руси".

В работе проведены экспери�

менты in vivo и ex vivo. В остром

опыте и для изучения сенсибилизи�

рующей способности использованы

взрослые самцы мышей СВА, мас�

сой 20±2 г. В подостром и хроничес�

ком экспериментах — нелинейные

самцы белых крыс массой 160±20 г.

В подостром эксперименте исполь�

зованы также морские свинки мас�

сой 390±50 г. 

В остром эксперименте эпибрасси�

нолид растворяли в забуференном фи�

зиологическом растворе (ЗФР) с до�

бавлением твина (Sigma), вводили мы�

шам внутрибрюшинно в дозе 500 мг/кг.

В подостром эксперименте препа�

рат вводили крысам внутрижелу�

дочно с помощью иглы�зонда, су�

точные дозы — 0,0002 и 0,2 мг/кг. В

хроническом эксперименте исполь�

зован спиртовой раствор эпибрас�

синолида, который крысам вводили

внутрижелудочно из расчета конеч�

ной концентрации этанола не более

0,1% в дозовом диапазоне 0,000002�

0,0002 мг/кг. Морским свинкам

раствор эпибрассинолида в ЗФР с

добавлением твина вводили интра�

назально в суточных дозах, соответ�

ствующих объемным концентраци�

ям 0,008; 0,08 и 0,8 мг/м3. В экспе�

рименте ex vivo клеточную суспен�

зию разводили ЗФР до 107 кл./мл,

спиртовой раствор эпибрассиноли�

да (5 мг/мл) вносили из расчета 0,1%

этанола в инкубационной среде.

Тимус взвешивали и вымывали

из него тимоциты при помощи ЗФР

с добавлением эмбриональной

бычьей сыворотки (5�10 %). После

фильтрования и центрифугирования

7 мин (1500 об./мин) к осадку добав�

ляли ЗФР и делали мазки, которые

после высыхания фиксировали 96%

этанолом, окраску проводили кра�

сителем Гимза (Merc) [5]. Проницае�

мость клеточных мембран оценива�

ли с использованием витального

красителя трипанового синего.

Накопление порфириновых пиг�

ментов в тимоцитах определяли

после инкубации клеток в течение 2

и 4 ч в ЗФР при 37оС в присутствии

0,8 мМ s�аминолевулиновой кисло�

ты (АЛК, Sigma) спектрофлуори�

метрически при длинах волн воз�

буждения l 405 нм и регистрации

560�720 нм [8]. Флуоресцирующим

стандартом служил родамин�В.

Состояние липидного бислоя и ану�

лярных липидов (связанных с ин�

тегральными белками) мембран ти�

моцитов оценивали с использова�

нием флуоресцентного зонда пире�

на [9]. Пирен вносили в клеточную

суспензию в концентрации 3•10�6М,

измерения проводили при lвозб.

335 нм и 280 нм, lрег. — 393 нм и 470

нм. Для люминесцентных измере�

ний использован спектрофлуори�

метр Solar�222 (Беларусь).

В эксперименте по воспроизве�

дению сенсибилизации использова�

ли смесь, состоящую из 100 мкг

эпибрассинолида в физиологичес�

ком растворе и полного адъюванта

Фрейнда (ПАФ) при соотношении

1:1. В объеме 60 мкл ее вводили внут�

рикожно  животным в основание

хвоста. В контроле использовали

смесь физиологического раствора и

ПАФ в эквивалентном объеме. На 6

сут после введения эпибрассинолида

для определения гиперчувствитель�

ности замедленного типа (ГЗТ) внут�

рикожно вводили разрешающую до�

зу препарата (100 мкг на животное) в

апоневроз задней лапы. Результаты

внутрикожного теста опухания лапы

(ВТОЛ) учитывали через 24 ч [10].

Проведен также анализ реакции спе�

цифического лейколизиса (РСЛЛ)

при стимуляции лейкоцитарных кле�

ток крови 0,03%�ным раствором

эпибрассинолида в ЗФР.
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На основании общепринятых ме�

тодик [11�13] оценивали функцио�

нальное состояние неспецифическо�

го гуморального иммунитета по

уровню циркулирующих иммунных

комплексов (ЦИК) и активности ли�

зоцима, определяли интегральный

показатель антимикробной резисте�

нтности — бактерицидную актив�

ность сыворотки крови (БАСК), об�

щую гемолитическую активность

комплемента в сыворотке крови, а

также функциональную способность

фагоцитов в НСТ�тесте по спонтан�

ному и зимозан�стимулированному

показателям. Измерения проводили

на спектрофотометре Multiscan EX

(LabSystems, Финляндия).

Результаты и их обсуждение 
Реакция организма на введение

эпибрассинолида хорошо видна

при сравнении соотношения массы

тимуса к массе тела животного

(табл. 1).

Во все сроки исследований этот

индекс ниже значений у контроль�

ных животных, которым эпибрасси�

нолид не вводили. Снижение отно�

сительного коэффициента массы

тимуса (ОКМ) происходило на фоне

увеличения числа тимоцитов с пов�

реждением мембран (рис. 1).

Количество измененных клеток

достоверно выше через 36 ч после

введения эпибрассинолида по срав�

нению с предыдущим сроком

(рис.1). Через 48 ч наблюдалось наи�

большее количество клеток с приз�

наками повреждения ядра. При этом

следует учитывать роль физиологи�

ческих процессов, так как наиболь�

шее число клеток с изменениями яд�

ра наблюдалось также через 36 ч

после введения животным физраст�

вора или физраствора с твином без

эпибрассинолида. Можно предпо�

ложить, что процесс клеточной ги�

бели во всех сериях экспериментов

был наиболее выражен в первые ча�

сы после воздействия, то есть до 24ч.

Острый эксперимент на мышах

был проведен с использованием за�

ведомо высокой дозы препарата.

Поэтому представляет интерес срав�

нение полученных результатов с ис�

следованиями, проведенными на

крысах при суточных дозах эпибрас�

синолида — 0,0002 и 0,2 мг/кг (табл.

2). При меньшей дозе эпибрассино�

лида через 2 мес от начала экспери�

мента у животных отмечено увели�

чение массы тимуса относительно

контроля. Усиление клеточной про�

лиферации в данном случае подтве�

рждается наличием метафаз, как

правило, не регистрируемых на маз�

ках. Увеличения гибели тимоцитов в

этот период  не выявлено. Однако

рост клеточности тимуса нельзя од�

нозначно объяснить  иммуностиму�

ляцией, так как в тимусе в полтора

раза увеличилось количество клеток

с цитоплазмой, выраженно окра�

шенной в розовый цвет и неровны�

ми краями, что свидетельствует о

повреждении мембраны.

В ряде случаев ускорение темпов

клеточной пролиферации сопро�

вождается апоптозом [14]. Похожие

изменения мы наблюдали при уве�

личении на три порядка дозы препа�

рата. Масса тимуса при этом была

на треть ниже, чем у животных пре�

дыдущей серии, хотя и не отлича�

лась от значений контрольной груп�

пы. Наиболее выраженным был

рост показателей клеточной гибели:

имело место не только увеличение

числа апоптотических тел, а и зна�

чимое увеличение числа клеток с

признаками некроза.  В отличие от

контроля, на препаратах от живот�

ных, получивших эпибрассинолид,

наблюдается увеличение числа

плазмоцитоподобных клеток, осо�

бенно при дозе 0,2 мг/кг (увеличе�

ние в 10 раз). Учитывая небольшую

долю таких клеток среди всех прос�

читанных, а также их морфологию,

можно предположить, что это плаз�

моидные дендритические клетки.

Эпибрассинолид водонераство�

рим, поэтому вероятный механизм

его воздействия связан с высоким

сродством к липопротеинам клеточ�

ной мембраны и ее отдельным ком�

понентам, в том числе трансмемб�

ранным и цитоплазматическим ли�

гандам рецепторов [6]. Влияние пре�

парата на состояние липидного бис�

лоя мембран тимоцитов оценивали с

использованием гидрофобного флу�

оресцентного зонда пирена. Извест�

но, что пирен, являясь неполярным

флуоресцентным зондом, диффун�

дирует в углеводородной области

мембраны и, возможно, в области

Характер опыта 24 ч 36 ч 48 ч

Физраствор 0,85±0,18 1,20±0,16 0,96±0,21

Твин 1,23±0,11 1,16±0,06 1,17±0,12

Твин + ЭБ 0,91±0,13 0,63±0,19 0,76±0,11

Контроль 1,15±0,13

Таблица 1

Влияние эпибрассинолида на относительные коэффициенты 
массы тимуса мышей при внутрибрюшинном введении

Рисунок 1. Гибель клеток тимуса мышей в разные сроки после введения эпибрассинолида
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глицериновых остатков. В экспери�

ментах ex vivo изменений вязкости

липидного бислоя и прибелковых

липидов мембран тимоцитов при

внесении эпибрассинолида в инку�

бационную среду не выявлено. Эти

результаты отличаются от реакции

клеток эритроидного ряда, в кото�

рых наблюдалось увеличение осмо�

тической резистентности на фоне

изменения стероидного обмена [15],

что свидетельствовало о преоблада�

нии процессов метаболической ак�

тивации. Поэтому процессы клеточ�

ной гибели в тимусе сопровожда�

лись изменениями показателей сте�

роидного обмена, как было отмече�

но и другими авторами [16, 17].

Известно, что процессы клеточ�

ной пролиферации и дифференци�

ровки, с одной стороны, и актив�

ность метаболизма, с другой, регу�

лируются в значительной степени

через одни и те же сигнальные сис�

темы [14]. Это позволяет исследо�

вать конкурентное воздействие на

сигнальные системы клеток изучае�

мого вещества. Представляет инте�

рес выявить внутриклеточные изме�

нения в первые часы после воздей�

ствия эпибрассинолида на тимоци�

ты ex vivo. Такое исследование было

проведено нами в условиях индуци�

руемого АЛК накопления эндоген�

ных порфиринов в тимоцитах. Так

как АЛК�синтаза катализирует пер�

вую скорость� лимитирующую ре�

акцию образования порфиринов и

гема, добавление к суспензии кле�

ток экзогенной АЛК позволяет

обойти регуляторную стадию про�

цесса гемообразования и привести к

накоплению протопорфирина. Как

видно из рис. 2, эпибрассинолид

ингибирует в тимоцитах АЛК�инду�

цируемое накопление порфирино�

вых пигментов.

Так, через 2 ч после добавления к

клеткам препарата синтез порфири�

нов в тимоцитах снижается в 2 ,а в

отдельных случаях более чем в 4 ра�

за. Через 4 ч инкубации клеток с

эпибрассинолидом накопление про�

топорфирина также было ниже в 1,2

раза. В контрольных экспериментах

по исследованию влияния этанола в

дозе, используемой для приготовле�

ния раствора эпибрассинолида, на

индуцируемый АЛК синтез порфи�

ринов в тимоцитах ex vivo установ�

лено отсутствие его вклада в общий

эффект эпибрассинолида в течение

первых 2 ч, позднее, через 4 ч, наб�

людалось ингибирование процесса

порфиринообразования.

Изменение пролиферативной ак�

тивности тимоцитов крыс сопровож�

далось нарушениями показателей

иммунитета, которые носили слож�

Таблица 2

Гибель клеток тимуса крыс  в разные сроки после введения эпибрассинолида( М±m)

Вариант
Число

животных

Число клеток

Коэффициен
массы 

тимуса, мг/гвсего

с при�
знаками

поврежде�
ния мем�
бран, %

некро�
тических, 

%

апоптоти�
ческих 
тел, %

плазмо�
цито�

подобные
клетки, %

Твин 

(контроль)
10 5934 44,06±0,16 0,09±0,04 0,51±0,13 0,01±0,01 1,07±0,09

0,0002 мг/кг 9 5284 65,04±4,62 0,03±0,02 0,64±0,30 0,03±0,02 1,36±0,07*

0,2 мг/кг 10 5463 48,46±4,08 0,33±0,17 1,40±0,26 0,12±0,06 0,97±0,06

Примечание:  * — P < 0,05 по отношению к контролю.

Рисунок 2. Влияние эпибрассинолида
на АЛК�индуцируемое накопление

эндогенных порфиринов в тимоцитах
крыс (время инкубации 2 ч)

Таблица 3

Неспецифическая иммунологическая резистентность организма крыс при хроническом 
воздействии эпибрассинолида (М±m)

Показатели Контроль
Эпибрассинолид, мг/кг

0,000002 0,00002 0,0002 

БАСК, % 93,31±1,06 94,86±1,22 88,83±2,53 95,20±1,16

Активность лизоцима, % 68,73±0,58 64,94±3,26 67,04±1,71 68,64±2,46

Активность комплемента, усл. ед. 49,10±10,00 27,33±7,96 22,18±5,50 26,70±7,11

ЦИК, усл. ед. 67,63±2,14 70,50±6,28 76,00±3,07* 83,75±3,60*

Примечание: в этой и табл.4 * — P < 0,05 по отношению к контролю.
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ный, дозозависимый характер (табл.

3). В хроническом эксперименте наи�

большие изменения отмечены в ак�

тивности комплемента сыворотки

крови, которая снижалась во всем

диапазоне исследованных доз. Од�

новременно происходило нарастание

относительного содержания ЦИК.

Можно предположить, что эпибрас�

синолид  стимулирует иммунокомпе�

тентные клетки, что хорошо согласу�

ется с известной ролью рецепторов

семейства TLR в формировании ан�

тибактериальной защиты организма

[6]. Однако, учитывая длительные

сроки воздействия препарата на орга�

низм, остается неясной динамика

развития этого процесса. 
Частично ответить на этот воп�

рос можно, учитывая результаты по�
дострого эксперимента на морских
свинках, получавших эпибрассино�
лид интраназально в течение 2 мес
(табл. 4). Обращает на себя  внима�
ние, что ряд иммунологических по�
казателей при наименьшей дозе
отклоняется в противоположную
сторону по сравнению с двумя более
высокими. Так, количество ЦИК
при дозе 0,008 мг/м3 снижается по
сравнению с контролем, а затем с
увеличением дозы происходил рост
этого показателя. Окислительный
метаболизм  макрофагов при наи�
меньшей дозе резко возрастает как в
спонтанном, так и зимозан�стиму�
лированном НСТ�тесте. Величина
фагоцитарного резерва также воз�
растает при наименьшей дозе. Далее
наблюдается дозозависимое сниже�
ние этих показателей. На этом фоне
резко выделяется показатель бакте�
рицидной активности сыворотки
крови, который возрастает с увели�
чением дозы вещества.

Суммируя результаты экспери�

ментов, можно констатировать, что

длительное воздействие эпибрасси�

нолида на организм животных при�

водит к развитию типичной аутоим�

мунной реакции, в которой присут�

ствуют основные компоненты этого

процесса. Как правило, активность

макрофагов, сопровождающая про�

цессы апоптоза, не приводит к по�

добному эффекту. Однако присут�

ствие в тимусе клеток, морфологи�

чески похожих на плазмоидные

дендритические клетки, наряду с

отмеченными выше изменениями,

свидетельствует о напряжении нес�

пецифической реактивности орга�

низма [18, 19]. Увеличение фагоци�

тарной активности гранулоцитов

при дозе 0,08 мг/м3 и нарастание

БАСК позволяет предположить, что

формирование иммунного ответа

обусловлено стимуляцией именно

системы антимикробной защиты,

большую роль в регуляции которой

играют  рецепторы семейства TLR.

Все отмеченные выше измене�

ния наблюдаются при пероральном

и внутрибрюшинном введении

эпибрассинолида. В условиях произ�

водства и применения препарата на

его основе наиболее вероятен непос�

редственный контакт с кожными

покровами. Поэтому большое значе�

ние имеет оценка сенсибилизирую�

щих свойств. Результаты этих иссле�

дований представлены в табл. 5.

Реакция животных на провока�

ционную внутрикожную пробу с

эпибрассинолидом по абсолютному

и относительному показателям

ВТОЛ была несколько выше, чем в

контроле, но различия не были ста�

тистически значимыми. Специфи�

ческий лейколизис при стимуляции

гранулоцитов крови подопытных

животных препаратом in vitro по

частоте и выраженности также пре�

вышал контроль, не выходя за пре�

делы физиологической нормы спон�

танного лейколизиса (10%). Пос�

кольку у трети подопытных живот�

ных отмечены положительные кож�

ные тест�реакции, можно предполо�

Таблица 4

Иммунологические показатели морских свинок после ингаляционного воздействия эпибрассинолида (М±m)

Показатели Контроль
Эпибрассинолид , мг/м3

0,008 0,08 0,8 

ЦИК, усл. ед. 60,4±7,0 54,8±5,4 77,1±10,2 78,9±2,7 *

Активность комплемента,  усл. ед. 6,27±2,13 5,00±1,26 4,81±0,44 7,22±0,79

Активность лизоцима, % 61,9±1,0 60,5±2,2 66,2±1,7 * 66,5±2,5

БАСК, % 34,3±4,1 47,1±6,3 61,0±7,5 * 66,2±7,2 *

НСТ�тест, %: 

� спонтанный 

� зимозан�стимулированный.

� индекс стимуляции

17,1±2,5

48,1±4,8

1,26±0,03

33,6±6,5 *

77,7±11,7*

1,33±0,05

14,0±3,0

43,3±7,3

1,26±0,05

11,5+3,3

26,2±2,7 *

1,14±0,04 *

Величина   фагоцитарного резерва, % 31,0±3,6 42,7±7,4 29,3±5,6 14,7±4,6 *

Таблица 5 

Показатели аллергизации мышей( M±m)

Показатели Контроль (n=10) Опыт (n=10)

ВТОЛ

� х 10�2 мм

� баллы

� Н

9,42±1,86

0,25±0,18

3/12

10,8±1,86

0,58±0,19

6/12

РСЛЛ

� %

� Н

3,81±1,69

1/10

6,32±3,79

2/10

Примечание: Н — отношение количества животных со

сверхнормативными показателями к общему количеству животных 

в опыте.
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жить, что препарат способен вызы�

вать слабый гипериммунный ответ

клеточноопосредованного типа.

Таким образом, в клетках тимуса

эпибрассинолид стимулирует про�

цессы пролиферации и клеточной

гибели, ингибируя первую фазу ме�

таболической активации клеток. В

условиях длительного поступления

эпибрассинолид способен приво�

дить к напряжению неспецифичес�

кой реактивности организма и нару�

шению иммунорегуляторных про�

цессов. При внутрикожном введе�

нии мышам в стандартной дозе пре�

парат не вызывает развития  гипер�

чувствительности замедленного ти�

па и является практически аллерго�

безопасным. 

А.М. Войтович, А.И. Котеленец, В.В. Шевляков, 
В.Ю. Афонин, Л.А. Наджарян, Е.С. Лобанок, 

И.Б. Василевич

ВПЛИВ ЕПИБРАССИНОЛІДУ 
НА ПОКАЗНИКИ ІМУННОЇ СИСТЕМИ

Показано, що в клітинах тимусу епибрассинолід стимулює

процеси проліферації і клітинної загибелі, ингібуючи першу фазу

метаболічної активації клітин. В умовах тривалого надходження

епибрассинолід порушує імунорегуляторні процеси. При внут�

ришньошкірному введенні епибрассиноліду мишам СВА в стан�

дартній дозі він не викликає розвитку гіперчутливості уповільне�

ного типу і є практично алергобезпечним. Виразність і спрямо�

ваність імунологічних змін залежить від дози епибрассиноліду,

шляхів надходження, тривалості впливу.

A.M. Voitovich, A.I. Kotelenets, V.V. Shevlakov,
V.Yu. Afonin, L.A. Nadjaran, E.S. Lobanok, I.B. Vasilevich

EPIBRASSINOLIDE EFFECT ON IMMUNE 
SYSTEM PARAMETERS

Epibrassinolide was shown to stimulate processes of proliferation and

cell death in thymus cells inhibiting the first phase of cell metabolic acti�

vation. Epibrassinolide is able to strain non�specific organism reactivity

and to disturb immunoregulatory processes under its prolonged adminis�

tration. Being injected intracutaneously to CBA mice at a standard dose,

it does not cause considerable delayed�type hypersensitivity and it is prac�

tically nonaller�genic. Thus, expression and direction of immunological

changes depend on the epibrassinolide dose, ways of ad�ministration and

the period of exposure.
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