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ВЛИЯНИЕ ДЕГИДРОЭПИАНДРОСТЕРОНА НА 
КИСЛОРОДЗАВИСИМУЮ МИКРОБИЦИДНОСТЬ 
ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ ПРИ ЗИМОЗАНОВОМ  
ПЕРИТОНИТЕ У СТАРЫХ КРЫС
Барков С.Ю.1, 2, Шилов Ю.И.1, 2, 3, Шилов С.Ю.1, 2
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Резюме. Цель работы – исследование влияния дегидроэпиандростерона на кислородзависимую 
микробицидность лейкоцитов крови при зимозановом перитоните у старых крыс. Исследования вы-
полнены на самцах белых нелинейных крыс в возрасте 3-6 месяцев (молодые крысы) и старше 1,5 
лет (старые крысы). В качестве основного подхода использовали экспериментальную модель зимо-
занового перитонита. DHEA вводили старым животным подкожно через день (всего 4 инъекции по 
2 мг/ кг массы тела, последнее введение за 24 ч до конца эксперимента). Контролем служили кры-
сы того же возраста, получавшие по той же схеме растворитель DHEA (официнальное оливковое 
масло). За 12 ч до окончания эксперимента животным вводили стерильную суспензию зимозана А 
внутрибрюшинно в дозе 50 мг/кг. Кислородзависимую микробицидность лейкоцитов крови оцени-
вали методом люминолзависимой хемилюминесценции с использованием опсонизированного и не-
опсонизированного зимозана в концентрациях 15 мкг/мл, 150 мкг/мл и 1500 мкг/мл. Установлено, 
что у старых самцов крыс в сравнении с молодыми показатели хемилюминисценции статистически 
значимо повышаются при стимуляции лейкоцитов крови как опсонизированным, так и неопсони-
зированным зимозаном. Введение DHEA старым самцам крыс приводит к выраженному снижению 
показателей хемилюминисценции в пробах со всеми концентрациями опсонизированного зимозана. 
При стимуляции лейкоцитов старых животных неопсонизированным зимозаном in vitro отмечается 
статистически значимое увеличение продукции активных форм кислорода, более выраженное при 
более низких концентрациях активатора (15 мкг/мл и 150 мкг/мл), в то время как при высокой кон-
центрации зимозана этот эффект отменяется. Уровень спонтанной хемилюминисценции, отражаю-
щей активацию клеток in vivo, у старых крыс, получавших DHEA, выше в сравнении с молодыми 
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животными. Направленность изменений продукции активных форм кислорода в пробах с низкими 
концентрациями активатора in vitro повторяет эффекты DHEA у старых крыс в пробах со спонтан-
ной хемилюминисценцией. В целом проведенные исследования подтверждают наличие у DHEA вы-
раженной иммуномодулирующей активности. Таким образом, в настоящей работе установлено, что 
старение самцов крыс приводит к выраженной провоспалительной активации продукции активных 
форм кислорода лейкоцитами крови на высоте воспаления, индуцированного введением зимозана. 
Введение DHEA старым самцам крыс статистически значимо снижает продукцию активных форм 
кислорода лейкоцитами крови при активации лейкоцитов in vitro опсонизированным зимозаном, но 
стимулирует продукцию радикалов кислорода в пробах без зимозана, а также при воздействии неоп-
сонизированного зимозана в концентрациях 15 мкг/мл и 150 мкг/мл.

Ключевые слова: воспаление, зимозановый перитонит, люминолзависимая хемилюминисценция, дегидроэпиандростерон

THE EFFECT OF DEHYDROEPIANDROSTERONE ON 
OXYGEN-DEPENDENT MICROBICIDAL ACTIVITY OF BLOOD 
LEUKOCYTES IN ZYMOSAN PERITONITIS IN OLD RATS
Barkov S.Yu.a, b, Shilov Yu.I.a, b, c, Shilov S.Yu.a, b

a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Perm, Russian 
Federation  
b E. Wagner Perm State Medical University, Perm, Russian Federation  
c Perm State University, Perm, Russian Federation

Abstract. The purpose of the present work was to study effects of dehydroepiandrosterone (DHEA) on 
the oxygen-dependent microbicidal activity of blood leukocytes. The studies were performed on male white 
nonlinear rats aged 3-6 months (young rats) and adult animals over 1.5 years old (old rats) using an experimental 
model of zymosan peritonitis. DHEA was administered subcutaneously to old animals on the daily basis 
(a total of 4 injections of 2 mg/kg body weight, the last injection 24 hours before the end of the experiment). 
Rats of similar age served as controls and received DHEA solvent (officinal olive oil) according to the same 
time regimen. 12 hours before the end of the experiment, the animals were administered a sterile suspension 
of zymosan A intraperitoneally at a dose of 50 mg/kg. The oxygen-dependent microbicidal activity of blood 
leukocytes was assessed by luminol-dependent chemiluminescence using opsonized and non-opsonized 
zymosan at concentrations of 15 μg/mL, 150 μg/mL and 1500 μg/mL. 

In old male rats, compared to young ones, the chemiluminescence indexes showed a statistically 
significant increase when blood leukocytes were stimulated with both opsonized and non-opsonized zymosan. 
Administration of DHEA to old male rats leads to a pronounced decrease in chemiluminescence in samples at 
all concentrations of opsonized zymosan. When leukocytes of old animals are stimulated with non-opsonized 
zymosan in vitro, a statistically significant increase in the production of reactive oxygen species was observed, 
being more pronounced at lower concentrations of inducing agent (15 μg/mL and 150 μg/mL). Meanwhile, 
this effect was canceled at high concentrations of zymosan. The level of spontaneous chemiluminescence, 
reflecting in vivo cell activation, was higher in old rats treated with DHEA compared to young animals. 
The direction of changes in the production of reactive oxygen species in samples with low concentrations of the 
in vitro activation was similar to the effects of DHEA in old rats tested for spontaneous chemiluminescence. In 
general, our studies confirm the pronounced immunomodulatory activity of DHEA. In general, we have found 
that aging of male rats leads to pronounced pro-inflammatory activation of reactive oxygen species produced 
by blood leukocytes at the peak of inflammation induced by zymosan injections. Administration of DHEA to 
old male rats significantly reduced the production of reactive oxygen species by blood leukocytes, when the 
cells were in vitro activated by opsonized zymosan, but stimulates production of oxygen radicals in the samples 
without zymosan, as well as upon exposition to non-opsonized zymosan at concentrations of 15 μg/mL and 
150 μg/ mL.

Keywords: inflammation, zymosan peritonitis, luminol-dependent chemiluminescence, dehydroepiandrosterone
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Исследования проводились в рамках государ-
ственного задания «ИЭГМ УрО РАН» по теме: 
«Изучение механизмов регуляции клеток иммун-
ной системы и разработка методов их оценки в 
норме и патологии», номер 124020500027-7.

Введение
Дегидроэпиандростерон (DHEA), как стеро-

идный предшественник гормонов, является ис-
ходным соединением для биосинтеза андрогенов 
у мужчин и эстрогенов у женщин, его уровень су-
щественно снижается при старении [8]. В послед-
ние годы в США проведено большое количество 
преклинических исследований, в которых было 
показано, что DHEA при пероральном примене-
нии эффективен для предупреждения развития 
и терапии заболеваний, связанных со старени-
ем, таких как злокачественные опухоли, атеро-
склероз, диабет, ожирение [8]. В системе in vitro 
DHEA ослабляет индуцированные липополиса-
харидами воспалительные реакции посредством 
активации Nrf2 в макрофагах RAW264.7 [4], ин-
гибирует продукцию активных форм кислорода 
человеческими нейтрофилами, снижает продук-
цию IL-8 и уровень NF-κB, не влияя на образо-
вание нейтрофильных внеклеточных ловушек и 
экспрессию TLR4, стимулируя фагоцитоз бакте-
рий Salmonella enterica серовар Typhimurium [3]. 
Однако влияние DHEA на функции фагоцитиру-
ющих клеток при развитии воспаления в услови-
ях in vivo изучено недостаточно.

Цель работы – исследование влияния дегидро-
эпиандростерона на кислородзависимую микро-
бицидность лейкоцитов крови при зимозановом 
перитоните у старых крыс.

Материалы и методы
Исследования выполнены на самцах белых 

нелинейных крыс в возрасте 3-6 месяцев (мо-
лодые крысы) и старше 1,5 лет (старые крысы). 
Животных содержали в стандартных условиях 
вивария (свободный доступ к воде и пище, 12-ча-
совой световой день). Все исследования одобре-
ны на соответствие нормам биомедицинской 
этики этическим комитетом при «ИЭГМ УрО 
РАН», протокол № 3 от 30.11.2015 г. В качестве 
основного подхода использовали эксперимен-
тальную модель зимозанового перитонита, ра-
нее адаптированную нами для крыс [2]. DHEA 
(Sigma-Aldrich, США, кат. D 4000) вводили ста-
рым животным подкожно через день (всего 4 
инъекции по 2 мг/кг массы тела, последнее вве-
дение за 24 ч до конца эксперимента). Контролем 
служили крысы того же возраста, получавшие по 

той же схеме растворитель DHEA (официнальное 
оливковое масло). За 12 ч до окончания экспери-
мента животным вводили стерильную суспензию 
предварительно прогретого в течение 60 мин на 
кипящей водяной бане зимозана (Zymosan A from 
Saccharomyces cerevisiae, Fluka, 97340) внутрибрю-
шинно в дозе 50 мг/кг. Животных выводили из 
эксперимента под наркозом.

Лейкоциты центральной крови (полученной 
методом декапитации с добавлением 50 ЕД гепа-
рина/мл крови) выделяли методом седиментации 
с 0,1%-ной метилцеллюлозой (Sigma-Aldrich, 
США). После двукратного отмывания центрифу-
гированием и подсчета абсолютного числа лей-
коцитов в камере Нейбауэра (AC1000 Improved 
Neubauer, Hawksley, Великобритания) их концен-
трацию доводили до 25 × 106 клеток в 1 мл. Кис-
лородзависимую микробицидность перитонеаль-
ных фагоцитирующих клеток оценивали методом 
люминолзависимой хемилюминесценции. В сти-
мулированном варианте в лунке планшета (3915 
Assay Plate 96 Well Flat botton Black Polysterene, 
Corning Inc. Costar) смешивали 70 мкл раствора 
Хенкса без фенолового красного, 10 мкл натри-
евой соли люминола (Luminol sodium salt, Sigma-
Aldrich, США, A4685-1G) на растворе Хенкса 
(конечная концентрация 2 × 10-4 M), 10 мкл лей-
коцитов крови (25 × 106/мл) и 10 мкл опсонизи-
рованного или неопсонизированного зимозана 
(конечные концентрации 15 мкг/мл, 150 мкг/мл 
и 1500 мкг/мл). В спонтанном варианте смешива-
ли те же компоненты, но вместо зимозана вноси-
ли 10 мкл раствора Хенкса. Измерение проводи-
ли на люминометре Luminoskan Ascent® Thermo 
Labsystems (тип измерения – kinetic, integration 
time – 1000 ms, интервал – 3 мин, meas. count – 
60) в течение 180 мин. Для статистического ана-
лиза использовали интегральный показатель 
хемилюминесценции за весь период измерения 
(integral, RLU).

Статистический анализ результатов прово-
дили с использованием методов описательной 
статистики и апостериорного критерия Дунка-
на (post-hoc Duncan’s test) для множественного 
сравнения между группами. Результаты пред-
ставлены в виде средней арифметической и ее 
стандартной ошибки (М±m).

Результаты и обсуждение
Установлено, что у старых самцов крыс в срав-

нении с молодыми показатели хемилюминис-
ценции статистически значимо повышаются при 
стимуляции лейкоцитов крови как опсонизиро-
ванным (табл. 1), так и неопсонизированным зи-
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ТАБЛИЦА 1. ИНТЕГРАЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЛЮМИНОЛЗАВИСИМОЙ ХЕМИЛЮМИНИСЦЕНЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ 
С ОПСОНИЗИРОВАННЫМ ЗИМОЗАНОМ В РАЗНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЯХ У КРЫС ЧЕРЕЗ 12 Ч ПОСЛЕ ИНДУКЦИИ 
ЗИМОЗАНОВОГО ПЕРИТОНИТА, INTEGRAL RLU 

TABLE 1. INTEGRAL PARAMETERS OF LUMINOL-DEPENDENT CHEMILUMINESCENCE OF BLOOD LEUKOCYTES WITH 
OPSONIZED ZYMOSAN IN DIFFERENT CONCENTRATIONS IN RATS 12 HOURS AFTER INDUCTION OF ZYMOSAN 
PERITONITIS, INTEGRAL RLU
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0 17±4 37±10 > 0,05 60±18 = 0,018 > 0,05
15 201±44 837±240 = 0,002 463±75 > 0,05 = 0,048
150 464±139 1784±462 = 0,002 859±159 > 0,05 = 0,018
1500 432±101 997±200 = 0,006 448±82 > 0,05 = 0,006

Примечание. p1-2, p2-3, p3-1 – показатели статистической значимости соответственно между 1-й и 2-й, 2-й и 3-й, 3-й и 1-й 
группами животных по критерию Дункана для множественного сравнения между группами; n – число животных.

Note. p1-2, p2-3, p3-1 are levels of statistical significance, respectively, between the 1st and 2nd, 2nd and 3rd, 3rd and 1st groups of animals 
according to the Duncan criterion for multiple comparison between groups; n, number of animals. 

ТАБЛИЦА 2. ИНТЕГРАЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ЛЮМИНОЛЗАВИСИМОЙ ХЕМИЛЮМИНИСЦЕНЦИИ ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ 
С НЕОПСОНИЗИРОВАННЫМ ЗИМОЗАНОМ В РАЗНЫХ КОНЦЕНТРАЦИЯХ У КРЫС ЧЕРЕЗ 12 Ч ПОСЛЕ ИНДУКЦИИ 
ЗИМОЗАНОВОГО ПЕРИТОНИТА, INTEGRAL RLU 

TABLE 2. INTEGRAL PARAMETERS OF LUMINOL-DEPENDENT CHEMILUMINESCENCE OF BLOOD LEUKOCYTES WITH 
NON-OPSONIZED ZYMOSAN IN DIFFERENT CONCENTRATIONS IN RATS 12 HOURS AFTER INDUCTION OF ZYMOSAN 
PERITONITIS, INTEGRAL RLU
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0 17±4 37±10 > 0,05 60±18 = 0,018 > 0,05
15 97±30 203±32 > 0,05 356±63 = 0,018 = 0,0003
150 122±40 345±72 = 0,035 488±101 > 0,05 = 0,002
1500 156±72 583±156 = 0,010 295±96 > 0,05 > 0,05

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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мозаном (табл. 2). Введение DHEA старым сам-
цам крыс приводит к значительно выраженному 
снижению показателей хемилюминисценции в 
пробах со всеми концентрациями опсонизиро-
ванного зимозана (см. табл. 1). При стимуляции 
лейкоцитов старых животных неопсонизирован-
ным зимозаном in vitro отмечается статистиче-
ски значимое увеличение продукции активных 
форм кислорода, более выраженное при более 
низких концентрациях активатора (15 мкг/ мл 
и 150 мкг/ мл), в то время как при высокой кон-
центрации зимозана этот эффект отменяется (см. 
табл. 2). Уровень спонтанной хемилюминисцен-
ции, отражающей активацию клеток in vivo, у 
старых крыс, получавших DHEA, выше в срав-
нении с молодыми животными. Обращает на 
себя внимание, что направленность изменений 
продукции активных форм кислорода в пробах 
с низкими концентрациями активатора in vitro 
повторяет эффекты DHEA у старых крыс в про-
бах со спонтанной хемилюминисценцией. Такие 
различия ответа лейкоцитов на опсонизирован-
ный и неопсонизированный зимозан могут быть 
связаны с различиями механизма действия этих 
флогогенов на клетки. Активация фагоцитирую-
щих клеток опсонизированным зимозаном свя-
зана с распознаванием iC3b-фрагмента компле-
мента (CR3 и CR4) и Fc-фрагментов антител [1, 
6, 7]. Неопсонизированный зимозан действует 

через паттернраспознающие рецепторы, в част-
ности дектин-1 и другие бета-глюканраспозна-
ющие рецепторы, а также через TLR2 [5]. Хотя в 
классической эндокринологии долгое время до-
минирует представление о DHEA как метаболи-
ческом предшественнике для синтеза андрогенов 
и эстрогенов, данные исследований in vitro [3] 
указывают на возможность прямого гормональ-
ного действия этого соединения на клетки им-
мунной системы, что нуждается в дальнейших 
исследованиях. В целом проведенные исследова-
ния подтверждают наличие у DHEA выраженной 
иммуномодулирующей активности.

Заключение
Таким образом, в настоящей работе установ-

лено, что старение самцов крыс приводит к вы-
раженной провоспалительной активации про-
дукции активных форм кислорода лейкоцитами 
крови на высоте воспаления, индуцированного 
введением зимозана. Введение DHEA старым 
самцам крыс статистически значимо снижает 
продукцию активных форм кислорода лейкоци-
тами крови при активации лейкоцитов in vitro 
опсонизированным зимозаном, но стимули-
рует продукцию радикалов кислорода в пробах 
без зимозана, а также при воздействии неопсо-
низированного зимозана в концентрациях 15 и 
150 мкг/ мл.
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