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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. 
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За 100% принимали флуоресценцию лунок, в кото‑
рые вместо исследуемого вещества добавляли по 
20 мкл физраствора.

Для определения лизосомальной активности в 
брюшинную полость мышей линии СВА вводили 
тестируемые препараты в концентрации 300 мкг на 
особь: 3 мыши – митилан, 3 мыши – неомитилан и 3 
мыши – физраствор (контроль). Через 4 дня по мето‑
ду Р. Адамса [1] получали макрофаги из перитонеаль‑
ной жидкости и помещали их в специальные камеры 
для анализа изображений. На клеточный монослой 
наносили 200 мкл раствора флуоресцентного зонда 
(акридиновый оранжевый, 10 мкM конечная кон‑
центрация) в физиологическом растворе и оставляли 
камеры в термостате при 37°С на 30 мин, после чего 
клетки трижды отмывали физраствором. Затем каме‑
ры монтировали на предметном столе флуоресцент‑
ного микроцитометра Axiovert 200 (Zeiss, Германия) 
и проводили измерение интенсивности флуорес‑
ценции клеток с использованием системы регистра‑
ции флуоресцентного изображения (Cairn Research 
Ltd., Англия). Клетки облучали светом длиной вол‑
ны λ

ex
=488 нм, флуоресценцию регистрировали при 

λ
em

=520 нм.
Интенсивность флуоресценции 300 случайно 

выбранных изображений и оценку лизосомальной 
активности в клетках осуществляли инструменталь‑
ными средствами программы AQM Advance 6 (Kinetic 
Imaging Ltd., Англия). Все эксперименты выполняли 
трижды. Лизосомальную активность рассчитывали, 
принимая за 100% активность макрофагов контроль‑
ной группы.

Для определения активных форм кислорода 
(АФК) иммунизацию мышей тест-препаратами и по‑
лучение макрофагов проводили как в предыдущем 
эксперименте. На клеточный монослой наносили 200 
мкл раствора флуоресцентного зонда (дихлорофлуо‑
ресцеин-диацетат, 10 мкM конечная концентрация) в 
физрастворе и оставляли в термостате при 37°С на 10 
мин. Затем монослой трижды отмывали физраство‑
ром, после чего камеры монтировали на предметном 
столе флуоресцентного микроцитометра и проводи‑
ли измерение интенсивности флуоресценции клеток. 
За 100% принимали количество АФК, продуцируемое 
макрофагами контрольной группы.

Определение фагоцитарной активности клеток, 
обработанных тестируемыми веществами, прово‑
дили в соответствии с общепринятой методикой [6]. 
Для оценки интенсивности фагоцитоза и реакции 
внутриклеточного киллинга использовали бактерии 
Staphylococcus aureus, меченные флуоресцеин-изо‑
тиоцианатом. Анализ фагоцитарной активности 
перитонеальных мышиных макрофагов проводили 
согласно протоколу компании «Молекуляр Пробс» 
[12]. Макрофаги получали из перитонеальной жид‑
кости мышей линий Balb/С [1]. Клеточный моно
слой снимали с поверхности чашек с помощью 

скрепера. Рабочая концентрация составляла 2–5×106 
кл./мл. Тестируемые вещества анализировались в 
различных концентрациях: 1 мг/мл, 100 мкг/мл, 10 
мкг/мл, 1 мкг/мл, 0,1 мкг/мл в 4 повторах для каж‑
дой концентрации.

Влияние неомитилана на активность нитроксид‑
синтазы и процессы перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) в легких изучали на трех курящих доброволь‑
цах после ингаляции 3 и 10 мг неомитилана на чело‑
века однократно. После ингаляции 5 мл соответс‑
твующего раствора с помощью ультразвукового ин‑
галятора «Ротор» (Ротор, Барнаул) определяли уро‑
вень нитрит-иона и малонового диальдегида (МДА) 
в конденсате выдыхаемого воздуха (КВВ) в течение 
первых суток [4].

Изучение аллергизирующих свойств неомитилана 
и митилана проводили в соответствии с общеприня‑
той методикой [5]. Для оценки реакции гиперчувс‑
твительности замедленного типа 30 мышей линии 
СВА (по 10 животных в группе) сенсибилизировали 
однократно подкожно (в основание хвоста) эмуль‑
сией тест-препаратов в полном адъюванте Фрейнда 
(1:1) в объеме 60 мкл (300 мкг на мышь). Для приго‑
товления эмульсии использовали физраствор. Жи‑
вотным контрольной группы вводили вместо препа‑
рата 60 мкл адъюванта с физраствором. На 5-е сутки 
в подушечку правой лапки мышей вводили 50 мкл 
раствора тестируемых веществ на физрастворе в дозе 
300 мкг на особь. Контрольным животным вводили 
физиологический раствор в аналогичном объеме. Че‑
рез 24 часа регистрировали ответ путем определения 
диаметра правой («опытной») и левой («контроль‑
ной») лап. Индекс реакции выражали в процентах 
прироста диаметра.

Для оценки аллергических реакций немедленного 
типа выполняли конъюнктивальную пробу. Мышей 
линии СВА однократно сенсибилизировали путем 
внутрибрюшинного введения тест-препаратов в дозе 
300 мкг на особь. В каждой группе было по 6 живот‑
ных. Для постановки пробы 1 каплю водного раство‑
ра исследуемых веществ (300 мкг) вводили глазной 
пипеткой под верхнее веко мыши. Через 15 мин учи‑
тывали реакцию и оценивали ее визуально по четы‑
рехбалльной шкале.

Статистическую обработку данных выполня‑
ли с помощью программы SigmaPlot 3.02 (Jandel 
Corporation, США).

Результаты исследования. Наблюдение в течение 
12 дней позволило установить, что неомитилан не‑
токсичен для мышей при внутрибрюшинном введе‑
нии в дозах от 78,1 до 2500 мг/кг. При действии нео
митилана на спленоциты жизнеспособность клеток 
изменялась в зависимости от концентрации препа‑
рата в пределах 75,4–100%, что является допустимым 
в экспериментах in vitro. Следовательно, неомитилан 
не демонстрировал цитотоксической активности в 
широком диапазоне доз – от 0,97 до 1000 мкг/мл.

Оригинальные исследования
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Установлено статистически достоверное увели‑
чение лизосомальной активности перитонеальных 
макрофагов мышей на 4-й день после инъекции тест-
препаратов в дозе 300 мкг на особь. Под действием 
митилана лизосомальная активность увеличивалась 
примерно на 40% по сравнению с контролем. В случае 
использования неомитилана в той же дозе лизосомаль‑
ная активность макрофагов увеличивалась примерно в 
3 раза по сравнению с активностью макрофагов конт‑
рольных мышей и более чем в 2 раза по сравнению с 
активностью под действием митилана (табл. 1).

При внутрибрюшинной инъекции митилана и не‑
омитилана в дозе 300 мкг на особь наблюдалось статис‑
тически достоверное увеличение АФК по сравнению с 
контролем в 2 и в 1,5 раза соответственно (табл. 2).

Показано, что тестируемые соединения способны 
стимулировать фагоцитоз перитонеальных мышиных 
макрофагов in vitro. Максимальная стимулирующая 
концентрация была 10 мкг/мл, при которой за 2 часа 
инкубации происходила стимуляция фагоцитоза на 
25–30%. При исследовании противовоспалительных 
свойств неомитилана у всех курящих добровольцев, у 
которых вследствие патогенного воздействия табачно‑
го дыма повышен уровень ПОЛ и активности нитрок‑
сидсинтазы в среднем в 2–2,5 раза по сравнению с не‑
курящими, в течение первых 3–5 часов после ингаля‑
ции неомитилана наблюдалось достоверное снижение 
уровня этих показателей в КВВ. Так, концентрация 
нитрит-иона уменьшалась на 35 и 75% и уровень МДА 
снижался на 40 и 70% соответственно. Эффект регис‑
трировался и к концу первых суток после ингаляции 
неомитилана. Следует отметить, что неомитилан при 
ингаляционном введении не обладает пирогенным 
эффектом, колебания температуры тела добровольцев 
не превышали физиологических значений.

Результаты определения аллергических свойств 
свидетельствуют о том, что неомитилан в исследуе‑

мой дозе практически не влиял на выраженность ги‑
перергии замедленного типа у мышей, в то время как 
митилан достоверно увеличивал ее индекс на 47,1% 
(табл. 3). При конъюнктивальной пробе исследуемые 
биогликаны практически не оказывали никакого вли‑
яния на аллергическую реакцию немедленного типа.

Обсуждение полученных данных. Одним из про‑
явлений иммуномодулирующей активности биоло‑
гически активных веществ является их влияние на 
функции фагоцитирующих клеток и, в частности, на 
лизосомальную активность макрофагов [8]. Изучение 
иммуномодулирующих свойств неомитилана показа‑
ло, что он индуцирует более высокую лизосомальную 
активность, чем другие полисахариды. Растительные 
биогликаны из Acanthopanax sessiliflorus и Angelica si­
nensis (Oliv.) Diels увеличивают активность лизосо‑
мальных ферментов не более чем на 230% [11, 14], в то 
время как неомитилан – на 304%. Эти полисахариды 
не являются гомогликанами и имеют β-гликозидную 
связь. В литературе имеются противоречивые данные 
относительно того, какие структурные компоненты 
(полисахарид или белок) ответственны за проявление 
активности. Так, японскими авторами при исследова‑
нии гликогенов (1,4; 1,6-α-D-глюканов), выделенных 
различными способами из морского гребешка, сдела‑
но заключение о том, что тонкая структура углеводной 
составляющей имеет определяющее значение в сти‑
муляции иммунной системы [13]. В противополож‑
ность этим данным показано, что наличие белковой 
компоненты в 1,4; 1,6-α-D-глюканах, выделенных из 
морского моллюска Ruditapes philippinarum, усиливает 
их антиопухолевое и иммуномодулирующее действие 
[15]. В экспериментах по изучению влияния неомити‑
лана и митилана, являющихся гликогеноподобными 
1,4; 1,6-α-D-глюканами, на лизосомальную активность 
перитонеальных макрофагов показано, что неомити‑
лан, содержащий не более 1,5% белка, проявляет бо‑
лее высокую активность по сравнению с митиланом, 
содержание белка в котором может колебаться от 3 до 
8%. Однако способность неомитилана к генерации 
АФК перитонеальными мышиными макрофагами не‑
сколько ниже.

В последнее время большое внимание уделяется 
исследованию КВВ. На сегодняшний день становится 

Таблица 1
Влияние неомитилана и митилана на лизосомальную 

активность перитонеальных макрофагов

Группа Кол-во животных Активность1, %

Контроль 3 100,00

Митилан 3 142,16±3,67

Неомитилан 3 304,26±3,91

1 m±SE – средняя и стандартная ошибка средней.

Таблица 2
Определение влияния неомитилана и митилана 

на формирование АФК

Группа Кол-во животных АФК1, %

Контроль 3 100,00

Митилан 3 200,11±4,95

Неомитилан 3 148,15±5,86

1 m±SE – средняя и стандартная ошибка.

Таблица 3
Влияние неомитилана и митилана на гиперергическую 

реакцию замедленного типа

Группа

К
ол

-в
о 

ж
и

во
тн

ы
х

Диаметр лапы, мм

И
н

де
кс

, %

контрольной опытной

Контроль 10 1,9500±0,0522 2,1200±0,0998   8,7

Митилан 10 2,1700±0,0955 3,1900±0,13861 47,1

Неомитилан 10 2,1800±0,1052 2,2700±0,1309 4,12

1 Разница с контролем статистически значима.
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очевидным, что состав конденсата отражает биохи‑
мические и воспалительные процессы в дыхательной 
системе. Известно, что показателями воспалитель‑
ных процессов в организме являются повышенные 
уровни пероксида водорода, монооксида углерода и 
усиление интенсивности свободнорадикальных ре‑
акций ПОЛ. Конечные продукты окисления приво‑
дят к образованию биологически активных альдеги‑
дов, в частности, МДА, которые участвуют в даль‑
нейших процессах воспаления. Последний является 
прогностически значимой величиной при изучении 
ПОЛ [3]. Кроме того, проявления воспалительных 
процессов в организме связаны с уровнем метабо‑
литов оксида азота. Оксид азота продуцируется при 
участии конституционной нитроксидсинтазы эндо‑
телия сосудов, нейронов, эпителиальных клеток, а 
также индуцибельной нитроксидсинтазой [7]. Нами 
показано, что уровни метаболитов оксида азота и 
МДА в КВВ у курящих людей значительно понижа‑
лись в зависимости от концентрации ингалируемого 
неомитилана. По данным литературы, полисахарид, 
выделенный из Tinospora cordifolia, также снижает 
уровень ПОЛ, повышенный под действием фото‑
возбуждения [10].

При оценке аллергизирующих свойств биоглика‑
нов показано, что неомитилан не обладает провоспа‑
лительным действием, так как не влияет на выражен‑
ность реакции гиперчувствительности замедленного 
типа и аллергическую реакцию немедленного типа у 
мышей, в то время как митилан, не оказывая никако‑
го влияния на аллергическую реакцию немедленного 
типа, существенно увеличивает выраженность гипе‑
рергии замедленного типа.

Таким образом, неомитилан, обладая иммуномо‑
дулирующими и противовоспалительными свойства‑
ми, может служить основой для получения лекарс‑
твенных препаратов, так как в отличие от митилана, 
благодаря низкому содержанию белковой составля‑
ющей, не вызывает аллергических реакций.

Работа выполнена по теме «Разработка способа 
включения биологически активных субстанций и биоло­
гически активных добавок к пище в молекулярно кап­
сулированные формы, обеспечивающие повышение их 
биодоступности и биоэффективности» в рамках госу­
дарственного контракта № 02.522.11.2013.
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NEOMYTHILANE AS NEW CRENOMYTILUS 
GRAYANUS MUSSEL-DERIVED IMMUNE-RESPONSE 
MODULATING AGENT
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Summary – The authors present their study into immune-re‑
sponse modulating and anti-inflammatory activities of neo‑
mythilane that is a derivative from the mussels Crenomytilus gray­
anus. Unlike the early mussel-derived polysaccharide mythilane, 
this product appears not to exhibit allergenic properties because 
it contains 1.5% of protein, at the most. The in vitro experiments 
show neomythilane potentiating the macrophage phagocytic 
activity by 25–30% and increasing activity of macrophage lyso‑
somal enzymes more than two times, and inducing generation of 
active oxygen forms, as compared to mythilane. In this regard, 
both mythilane and neomythilane have no toxic properties in vi‑
vo, without exhibiting cytotoxic activity in vitro. As determined, 
neomythilane is capable of reducing lipid peroxidation and ni‑
troxide synthase activities. This allows to consider mythilane as a 
basis for producing medicines.
Key words: polysaccharides, invertebrates, immune-response mod­
ulating activities.
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