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Исследована иммуномодулирующая и мембранотропная 
активность каротиноидов из туники асцидии Halocynthia 
aurantium. Показано наличие 12 компонентов, среди кото‑
рых преобладают ксантофиллы: астаксантин, аллоксантин, 
диатоксантин, галоцинтиаксантин, фукоксантинол, ми‑
тилоксантинон. Галоцинтиаксантин присущ только этому 
объекту и используется для идентификации препаратов на 
его основе. По оригинальному запатентованному методу вы‑
делен масляный экстракт из туники асцидии, зарегистриро‑
ванный в качестве биологически активной добавки к пище. 
Показано, что препарат стимулирует бактерицидную и фа‑
гоцитарную активность нейтрофилов, антиокислительные 
свойства сыворотки крови, замедляет интенсивность пере‑
кисных процессов, оказывает противовоспалительный и 
гемостимулирующий эффекты. Каротиноиды из туники ас‑
цидии обладают мембранотропной активностью, способны 
связываться с фосфолипидами и стабилизировать структуру 
мембран. Полученные результаты позволяют рекомендовать 
биологически активную добавку «Масляный экстракт асци‑
дии» для расширенных клинических испытаний.

Гидробионты морских и пресноводных акваторий 
отличаются от наземных организмов значительным 
разнообразием вторичных метаболитов, существен‑
ная часть которых представлена функциональными 
соединениями. К веществам такого типа относятся 
каротиноиды, к настоящему времени из природных 
источников выделено более 650 представителей это‑
го класса веществ. Наблюдая широкое распростране‑
ние и разнообразие каротиноидов в растительном и 
животном мире, необходимо отметить важную роль 
этих соединений для протекания нормальных физио‑
логических процессов.

В настоящее время установлено, что каротинои‑
ды проявляют антиоксидантную, иммуномодулиру‑
ющую, противоопухолевую активности, а также спо‑
собны модулировать экспрессию генов, обеспечивая 
защиту от экспериментальных воспалительных по
вреждений и неопластических трансформаций [9, 13, 
14]. На примере астаксантина, типичного для многих 
морских животных, показано, что его антиоксидант‑
ная активность в десять раз превышает аналогичные 
свойства β-каротина [13]. Галоцинтиаксантин прояв‑
ляет ингибиторное действие к РНК-зависимой ДНК-
полимеразе вируса иммунодефицита человека 1-го и 
2-го типов [12]. Также установлено, что неоксантин 
и фукоксантин индуцируют апоптоз опухолевых кле‑
ток простаты человека [11].
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В дальневосточных и арктических морях широко 
распространена асцидия Halocynthia aurantium, в ту‑
нике которой обнаружены уникальные по составу и 
свойствам каротиноиды, среди которых преобладают 
окисленные формы – аллоксантин, диатоксантин, 
метилоксантинон, галоцинтиаксантин, астаксантин 
и другие.

Присутствие в каротиноидах большого количества 
(11 и более) двойных связей придает им высокую био‑
логическую активность, которая проявляется в тормо‑
жении процессов перекисного окисления липидов и 
определяет такие их биологические функции, как пре‑
дотвращение предраковых и возрастных повреждений, 
радиационных поражений, сердечно-сосудистых за‑
болеваний. Молекулярные механизмы, ответственные 
за указанные эффекты, еще не ясны, но велика веро‑
ятность вовлечения в эти процессы антиоксидантных 
свойств каротиноидов, а также их воздействия на фи‑
зические свойства клеточных мембран. Регуляторные 
эффекты каротиноидов, вероятно, обусловлены их 
способностью встраиваться в мембранные фосфоли‑
пидно-белковые структуры, и, тем самым, изменять 
текучесть мембран. Это может сопровождаться как мо‑
дификацией взаимодействий между липидами и бел‑
ками, так и существенно влиять на антиоксидантную 
активность каротиноидов. По мере увеличения длины 
полиеновой цепочки возрастает степень ее стабилиза‑
ции и увеличивается антиоксидантная активность [4]. 
Животные, а также человек, не могут синтезировать 
каротиноиды de novo, их поступление зависит толь‑
ко от источников питания. Таким образом, широкий 
спектр биологических активностей каротиноидов, со‑
держащихся в морских организмах, свидетельствует 
о целесообразности их выделения и использования в 
лечебных и профилактических целях. Поэтому целью 
настоящей работы был анализ иммуномодулирующей 
и мембранотропной активностей каротиноидов из ту‑
ники асцидии H. aurantium.

Материалы и методы. Асцидия пурпурная H. auran­
tium была выловлена в заливах Петра Великого и По‑
сьет (Японское море). Свежевыловленную асцидию 
разделывали, заготавливали тунику, мантию, гонады 
и пищеварительную железу и хранили до анализа при 
температуре –25°С (не более трех недель).

Выделение и определение количественного со‑
держания каротиноидов в органах и тканях гидро‑
бионта проводили спектрофотометрическим мето‑
дом [1]. Экстракт каротиноидов получали по методу, 
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описанному в патенте РФ № 2339387 «Способ полу‑
чения биологически активной добавки из асцидии».

Для исследования иммуномодулирующей актив‑
ности использовали неинбредных мышей массой 
14–16 г, находившихся на стандартной диете в бокси‑
рованных помещениях с соблюдением правил и меж‑
дународных рекомендаций Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используемых в 
экспериментальных работах.

Мышам (8 особей в группе) в течение 21 дня вво‑
дили перорально экстракт каротиноидов в дозах 50 и 
0,5 мкл на мышь. Контрольной группе животных вво‑
дили физиологический раствор. Через 21 день мышам 
вводили внутрибрюшинно 1 мл стерильного 1% рас‑
твора пептона, через 4 часа (для получения популяции 
нейтрофилов) под эфирным наркозом в брюшную 
полость вводили по 4 мл раствора Хэнкса без феноло‑
вого красного с гепарином (5 ЕД/мл), в течение 2 мин 
массировали брюшко, затем отсасывали содержимое 
брюшной полости, центрифугировали однократно 
при 1000 об./мин. Надосадочную жидкость сливали, 
клетки ресуспензировали в растворе Хэнкса, доводили 
до концентрации 2×106/мл, исследовали фагоцитар‑
ную [3] и бактерицидную [6] активности нейтрофилов 
перитонеальной полости мышей (по отношению к Sta­
phylococcus aureus, штамм 209), а также антиоксидант‑
ную активность крови мышей [2, 7].

Общую антиоксидантную активность (АОА) плаз‑
мы крови выражали в процентах. Первоначально оп‑
ределяли разницу (∆Е) между показателями до и пос‑
ле инкубации в присутствии окислителей:
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Для изучения мембранотропной активности каро‑
тиноидов из туники асцидии исследовали их влияние 
на термотропный фазовый переход дипальмитоилфос‑
фотидилхолина (ДПФХ) методом дифференциальной 
сканирующей калориметрии. ДПФХ 99% чистоты был 
приобретен у Sigma Chemical Co. (США).

Для дифференциальной сканирующей калори‑
метрии ДПФХ (2 мг) или смесь ДПФХ с каротино‑
идами (в молярном соотношении 1,7 и 5) вносили в 
стандартные микроконтейнеры, смешивали с 10 мкл 
бидистиллированной воды, герметично запаковыва‑
ли и помещали в дифференциальный сканирующий 
калориметр ДСМ-2M (НПО «Биоприбор», Россия). 
В качестве образца сравнения использовали контей‑
нер, содержащий такое же количество воды. Образ‑
цы нагревали/охлаждали со скоростью сканирования 
16°C/мин в интервале от 10 до 60°C при чувствитель‑
ности 40 мВт. Положение максимума теплопоглоще‑
ния на температурной шкале определяли как темпе‑
ратуру фазового перехода. Энтальпию перехода опре‑

деляли по площади эндотермического пика перехода 
и по известной энтальпии стандартного образца ин‑
дия. Температурную шкалу калибровали по стандарт‑
ным образцам нафталина, ртути и индия.

Статистический анализ проводили с использова‑
нием прикладного пакета Biostat. Достоверность раз‑
личий оценивали с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты исследования. Первоначально было 
определено содержание каротиноидов в различных 
органах и тканях асцидии. Для этого использовали 
общепринятый метод исчерпывающей экстракции 
этих компонентов с помощью ацетона. В дальней‑
шем была изучена экстрактивная способность дру‑
гих растворителей, в том числе тех, которые могут 
быть использованы для получения биологически ак‑
тивных добавок (БАД) к пище. Предлагаемый нами 
метод получения БАД включает реэкстракцию каро‑
тиноидов из этанолового экстракта в растительное 
масло. При этом наблюдается практически полный 
переход искомых компонентов в жировую фазу, че‑
го не удается достичь прямой масляной экстракцией. 
Способ и получаемый продукт защищены патентом 
РФ № 2339387.

Наибольшее количество каротиноидов содержит‑
ся в тунике, которая и была выбрана в качестве сырья 
для изготовления экстракта. В мантии, пищевари‑
тельной железе и гонадах концентрация каротинои‑
дов значительно ниже, чем в тунике (табл. 1).

Японскими учеными был проведен сравнитель‑
ный анализ состава каротиноидов асцидий: Styela cla­
va, Botryllus schlosseri, Didemnum moseleyi, Amaroucium 
pliciferum, Styela plicata, Halocynthia roretzi, Ascidia zara, 
Ciona intestinalis, Botrylloides violaceus и Polycitor prolife­
rus [15]. Показано, что фукоксантинол, галоцинтиак‑
сантин, метилоксантин и метилоксантинон присутс‑
твуют в большинстве видов этих гидробионтов. Все 
соединения являются метаболитами фукоксантина, 
источником которого является фитопланктон. В це‑
лом содержание каротиноидов в семействе асцидий 
схоже (табл. 2).

Исследования масляного экстракта асцидии пур‑
пурной показали, что содержание тяжелых металлов, 
радионуклидов и его микробиологическая конта‑
минация не превышают норм, указанных в СанПин 
2.3.2.1078, регламентирующих показатели безопас‑
ности БАД к пище. Препарат прошел экспертизу в 
Роспотребнадзоре РФ и зарегистрирован в Реестре 
БАД. Получено СЭЗ № 77.99.13.003.Т.002367.10.07.

Таблица 1
Содержание каротиноидов в тканях и органах асцидии 

пурпурной

Органы и ткани Каротиноиды, мг/100 г ткани

Мантия 16,68

Туника 36,76

Пищеварительная железа 10,80

Гонады   3,17

Оригинальные исследования
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Результаты токсикологической экспертизы показа‑
ли, что экстракт из туники асцидии не вызывал гибе‑
ли мышей в течение 2 недель и не вызывал побочных 
реакций. Образцы вводили внутригастрально в дозах, 
превышающих рекомендуемые активные в 100 раз.

При исследовании бактерицидной и фагоцитар‑
ной активности нейтрофилов перитонеальной по‑
лости мышей были использованы дозировки, соот‑
ветствующие рекомендуемым, и в 100 раз меньшие 
(табл. 3, 4). При этом различие в бактерицидной ак‑
тивности при столь значительном различии в дози‑
ровках оказалось невелико.

При введении мышам экстракта каротиноидов 
в дозе 0,5 мкл на особь количество клеток, участву‑
ющих в фагоцитозе, увеличивалось на 20%, однако 
среднее число микроорганизмов, поглощенных од‑
ним фагоцитом, практически не изменялось по срав‑
нению с контролем (табл. 4). При введении экстра‑
кта в дозе 50 мкл на особь фагоцитарный показатель 
не менялся, хотя фагоцитарное число увеличилось 
в 2 раза. Антиокислительные свойства крови значи‑
тельно повышались под действием экстракта кароти‑
ноидов. В дозе 50 мкл на мышь АОА увеличивалась 
почти в 2 раза. Накопление малонового диальдегида 
в модельной системе при дозе экстракта 0,5 мкл было 
существенно ниже, чем в контроле (табл. 5).

Температура фазового перехода чистого ДПФХ 
(без каротиноидов, выделенных из туники H. auran­

Таблица 2
Наиболее распространенные каротиноиды семейства 

асцидий

Наименование % от общего кол-ва каротиноидов

Каротины: β-каротин 0,3–5,3

К
са

нт
оф

ил
лы

лютеин 0,1–2,0

зеаксантин 0,9–10,2

диатоксантин 0,7–12,0

аллоксантин 10,0–43,0

астаксантин 0,6–5,3

фукоксантин 0,2–15,6

фукоксантинол 1,5–12,4

галоцинтиаксантин 1,0–15,7

метилоксантин 1,9–14,0

метилоксантинон 11,0–36,6

Таблица 3
Действие экстракта каротиноидов на бактерицидную 

активность нейтрофилов перитонеальной полости мышей

Образец
Доза, мкл на 

мышь
НСТ-тест1, 

OD×103

Контроль   0,0   93,4±1,5

Экстракт каротиноидов 50,0 107,8±5,92

Экстракт каротиноидов   0,5 104,1±3,32

1 Тест восстановления нитросинего тетразолия.
2 Разница с контролем статистически значима.

Таблица 4
Действие экстракта каротиноидов на фагоцитарную 

активность нейтрофилов перитонеальной полости мышей

Образец
Доза, мкл 
на мышь

ФП1, % ФЧ2

Контроль   0,0 64±4,2 1,98±0,3

Экстракт каротиноидов 50,0 68±5,2 4,80±0,83

Экстракт каротиноидов   0,5 83±6,6 2,60±0,3
1 Фагоцитарный показатель.
2 Фагоцитарное число.
3 Разница с контролем статистически значима.

Таблица 5
Действие экстракта каротиноидов на антиокислительную 

активность крови мышей.

Образец
Доза, мкл 
на мышь

АОА, %
МДА1, 

нмоль/г

Контроль   0,0 15,2±3,5 9,4±0,4

Экстракт каротиноидов 50,0 32,2±3,82 8,4±0,3

Экстракт каротиноидов   0,5 25,5±3,62 7,2±0,52

1 Малоновый диальдегид.
2 Разница с контролем статистически значима.

tium) составляла 42°С, что соответствует литератур‑
ным данным [10]. Добавление 1,7 мольного % ка‑
ротиноидов мало отражалось на этом показателе, 
который снижался всего на 2°С, но резко влияло на 
энтальпию фазового перехода, которая снижалась с 
7,0 до 3,4 Дж/г. Одновременно с этим исчезал пред‑
переход при 37°С, который характерен для водной 
дисперсии ДПФХ. Добавление 5 мольных % кароти‑
ноидов приводило к полному исчезновению калори‑
метрического фазового перехода ДПФХ (рис.).

Обсуждение полученных данных. Таким образом, 
проведенные исследования показывают, что пурпур‑
ная асцидия может служить источником биологичес‑
ки активных соединений, а именно каротиноидов, 
отличающихся уникальным составом и свойствами. 
При этом разработанный способ получения в соста‑
ве масляного экстракта позволяет использовать их в 
качестве БАД к пище. Для асцидии, как и для боль‑
шинства морских организмов, характерно наличие 
окисленных форм каротиноидов – ксантофиллов 
(для данного объекта более 12 соединений), обла‑
дающих более мощным антиоксидантным потен‑
циалом, предполагающим высокую биологическую 
активность. В данном исследовании установлена 
способность масляного экстракта асцидии стимули‑
ровать бактерицидную и фагоцитарную активность 
нейтрофилов перитонеальной полости. При этом од‑
новременно усиливаются антиоксидантные свойства 
сыворотки крови, что соответствует замедлению ин‑
тенсивности перекисных процессов.

Другим важным следствием уникальных физико-
химических свойств молекул каротиноидов асцидии 
является их способность встраиваться в мембраны. 
Эффект каротиноидов из туники асцидии на фазо‑
вый переход ДПФХ (уменьшение энтальпии при 
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малоизменяющейся температуре перехода) подобен 
действию холестерина, который является одним из 
мембранообразующих компонентов плазматических 
мембран животных и обладает «пластифицирующим» 
действием на жидкостность фосфолипидов [5]. Моле‑
кулы каротиноидов, благодаря полиизопреноидным 
цепям с конъюгированными двойными связями, об‑
ладают жесткой гидрофобной структурой, что также 
характерно для молекул холестерина. Поэтому такие 
соединения, встраиваясь в гидрофобный кор мембран, 
оказывают двоякое действие на их физическое состоя‑
ние: разжижают в гелевом состоянии и, наоборот, 
действуют как затвердитель в жидкокристаллическом 
состоянии. В результате биомембраны с высоким со‑
держанием холестерина не проявляют калориметри‑
ческих переходов [8]. Этот «ликвифицирующий» эф‑
фект холестерина связан с тем, что фосфолипидные 
молекулы, окруженные холестерином, вероятно, не 
способны к участию в кооперативном процессе, пос‑
кольку холестерин иммобилизует фосфолипидные 
молекулы и исключает их из фазового перехода.

Полученные данные позволяют предполагать, что 
каротиноиды из туники асцидии связываются с фос‑
фолипидами, то есть обладают мембранотропной ак‑
тивностью и так же, как холестерин, стабилизируют 
структуру мембран.

Интересно отметить, что калориметрический пере‑
ход ДПФХ исчезал при добавлении 5 мольных % каро‑
тиноидов из туники асцидии, тогда как растительные 
каротиноиды с различной структурой оказывали по‑
добный эффект при заметно больших концентрациях 
[10]. Так, в присутствии 5 мольных % виолаксантина, 
зеаксантина, бета-каротина или лютеина еще регис‑
трировался отчетливый калориметрический переход 
ДПФХ, тогда как каротин и ликопен мало снижали 
энтальпию перехода даже при концентрации 10 моль‑
ных %. Следовательно, каротиноиды из туники асци‑

дии обладают значительно большей фосфолипидсвя‑
зывающей, а значит, и мембранотропной активностью 
по сравнению с растительными каротиноидами. Фи‑
зическое состояние мембранных липидов имеет боль‑
шое значение для регуляции активности мембранных 
рецепторов, сенсорных белков и ионных каналов, что, 
в свою очередь, может быть использовано для созда‑
ния кардио- и гепатопротекторов.

Полученные результаты позволяют рекомендо‑
вать БАД «Масляный экстракт асцидии» для расши‑
ренных клинических испытаний.
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Рис. Термограммы фазовых переходов гидратированного 
ДПФХ (сплошная линия) и его смеси с 1,7 мольного % ка‑
ротиноидов из туники H. aurantium (пунктирная линия).
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STUDY ON IMMUNE-RESPONSE MODULATING AND 
MEMBRANE-ACTING EFFECTS OF CAROTENOIDS 
DERIVED FROM THE TUNIC OF ASCIDIA 
HALOCYNTHIA AURANTIUM
E.S. Motorya1, T.N. Pivnenko1, A.K. Gazha2, L.A. Ivanushko2, 
V.N. Vorontsov3, N.M. Sanina3

1 TINRO-Centre (4 Shevchenko Lane Vladivostok 690091 
Russia), 2 Research Centre of Epidemiology and Microbiology of 
the RAMS, Siberian Branch (1 Selskaya St. Vladivostok 690087 
Russia), 3 Far Eastern National University (25 Oktyabrskaya St. 
Vladivostok 690950 Russia)
Summary – The paper discusses immune-response modulating 
and membrane-acting effects of carotenoids derived from the 
Halocynthia aurantium ascidia tunic and gives consideration 
to 12 components, among which xanthophylls are dominant. 
These are: astaxanthin, alloxantin, diatoxanthine, halocynthi‑

axanthine, fucoxanthinol, and methylxanthine. Halocynthiax‑
anthine is peculiar to this form and used to identify halocynthi‑
axanthine-based drugs. Original patented method has allowed 
to derive oily extract from the ascidian tunic registered as di‑
etary supplement. As shown, this medication induces bacte‑
ricidal and phagocytic activities of neutrophils, antioxygenic 
properties of blood serum, inhibits peroxidation, and produces 
anti-inflammatory and hemostimulating effects. The ascidian 
tunic carotenoids have membrane-acting properties and ca‑
pability to be bound together with phospholipids and stabilize 
membrane structure. The findings allow recommending the 
dietary supplement “Ascidian-Derived Oily Extract” for ad‑
vanced clinical testing.
Key words: ascidia, carotenoids, functional activity of neutrophils, 
membrane-acting effects.
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Исследована иммуномодулирующая и противовоспали‑
тельная активность неомитилана – полисахарида из мидии 
Сrenomytilus grayаnus. В отличие от ранее выделенного из 
этой же мидии полисахарида – митилана, неомитилан не 
проявляет аллергизирующих свойств, т.к. содержит не бо‑
лее 1,5% белка. В эксперименте показано, что неомитилан 
на 25–30% усиливает фагоцитарную активность макрофа‑
гов in vitro и более чем в 2 раза по сравнению с митиланом 
повышает активность лизосомальных ферментов макрофа‑
гов и стимулирует формирование активных форм кислоро‑
да. При этом, так же как и митилан, неомитилан не обла‑
дает токсическими свойствами in vivo и не проявляет цито‑
токсической активности in vitro. Установлено, что неоми‑
тилан способен снижать уровень перекисного окисления 
липидов и активность нитроксидсинтазы. Сделан вывод, 
что митилан вследствие описанных свойств может служить 
основой для получения лекарственных препаратов.

Поиск регуляторов иммунных процессов привлека‑
ет в последние десятилетия пристальное внимание 
большого числа исследователей. Вещества, оказы‑
вающие регулирующее влияние на иммунную сис‑
тему, получили общее название иммуномодуляторов. 
К ним относятся различные химические соединения, 
важное место среди них принадлежит биоглика‑
нам – полисахаридам и гликоконъюгатам природ‑
ного происхождения. В качестве иммуномодулятора 
из различных видов мидий, обитающих в Японском 
и Черном морях, ранее нами был выделен биогли‑
кан – митилан, исследованы его физико-химические 
и биологические свойства [2]. Однако присутствие 
потенциально аллергогенной белковой компоненты 
(3–8%) ограничивает использование этого биоглика‑
на в качестве медицинского препарата.

Целью настоящей работы явился сравнительный 
анализ биологической активности неомитилана (бел‑
ковая компонента не более 1,5%) и митилана, выде‑
ленных из мидии Crenomytilus grayanus.

Материал и методы. Использовались первичные 
культуры клеток млекопитающих и техники моле‑
кулярных флуоресцентных зондов. Эксперименты 
выполнены на мышах линий CD-1 (весом 19–21 г), 
СВА (самки весом 19–21 г) и Balb/С (весом 18–20 г). 
Мыши содержались в стандартных условиях вивария 
ТИБОХ ДВО РАН с соблюдением правил и между‑
народных рекомендаций Европейской конвенции по 
защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и научных целей.

Для определения острой токсичности раствор 
неомитилана в дистиллированной воде в различных 
концентрациях вводили внутрибрюшинно в объеме 
0,5 мл на животное (по 5 мышей в каждой группе). 
Наблюдение и оценка токсического эффекта прово‑
дились в течение 12 дней.

Для определения цитотоксической активности in 
vitro получали лимфоциты из селезенки мышей ли‑
нии CD-1 [9]. В лунки 96-луночного планшета вно‑
сили по 20 мкл неомитилана в разных концентрациях 
и по 200 мкл суспензии спленоцитов (2–5×106 кле‑
ток/мл) и инкубировали 1 час при 37°С. Затем в каж‑
дую лунку добавляли по 10 мкл раствора флуоресце‑
индиацетата (50 мкг/мл) в диметилсульфоксиде и 
снова инкубировали 15 мин при 37°С. Клетки облуча‑
ли светом с длиной волны λ

ex
=485 нм, флуоресцен‑

цию регистрировали при λ
em

=518 нм. Измерение 
проводили с помощью флуоресцентного планшетно‑
го фотометра Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems, 
Финляндия). Все эксперименты повторяли дважды. 


