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ВВЕДЕНИЕ    1

Уровень естественной резистентности организ-
ма имеет большое значение в процессах адаптации 
морских млекопитающих к условиям окружающей 
среды. Центральным звеном врожденного клеточ-
ного иммунитета являются фагоцитирующие лей-
коциты (нейтрофильные, эозинофильные и базо-
фильные гранулоциты), основная функция которых 
в организме – антимикробная защита, они играют 
также роль медиаторов воспаления, обладают ци-
тотоксическим, противоопухолевым действием 
[1, 2]. Обладая широким спектром защитно-при-
способительных реакций, лейкоциты участвуют в 
формировании противоинфекционной неспецифи-
ческой резистентности организма. Бактерицидная 
активность лейкоцитов обеспечивается кислород-
зависимой ферментной системой (миелоперокси-
даза, синглетный кислород, супероксидный анион, 
гидроксильный радикал, пероксид водорода, гало-
гены) и кислороднезависимой неферментной сис-
темой (катионные белки, лизоцим, трансферрин, 
лактоферрин, молочная кислота). 

Миелопероксидаза (МПО) и катионные белки 
(КБ) являются важными составными частями ан-
тимикробной защиты организма. Недостаточность 
КБ и МПО в гранулоцитах приводит к резкому сни-
жению неспецифической резистентности организ-
ма [1]. МПО и КБ выявляются в лизосомах лейко-
цитов [2, 3]. Являясь главным кислородзависимым 
звеном в процессах фагоцитоза, МПО обладает 
микробицидным действием, выполняет тумори-
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цидную функцию и участвует в ряде метаболичес-
ких процессов [4]. В основе механизма бактерицид-
ного действия МПО лежит процесс галогенизации 
белков бактерий, который осуществляется толь-
ко в присутствии пероксида водорода и галогенов 
[2, 5, 6]. Кроме того, МПО как фермент антиокси-
дантной системы (АОС) принимает участие в ре-
гуляции уровня свободнорадикального окисления, 
обеспечивая защиту организма от окислительного 
стресса. У различных видов ныряющих млекопита-
ющих (норки, ондатры, дельфины) при нормальном 
дыхании активность ферментов АОС выше, чем у 
наземных животных. Наряду с каталазой, перокси-
дазой и другими ферментами АОС МПО участвует 
в поддержании аэробных процессов метаболизма 
при гипоксии [7].

Неферментные катионные белки проявляют бак-
терицидную активность в анаэробных условиях. 
Адсорбируясь на поверхности бактерий, они всту-
пают в электростатическое взаимодействие с ее 
анионными компонентами, что приводит к наруше-
нию структуры и функции мембраны и гибели бак-
териальной клетки [6, 8].

Данных об активности миелопероксидазы и со-
держании катионного белка в организме морских 
млекопитающих в доступной литературе крайне 
мало, хотя они представляют существенный инте-
рес как для оценки защитных резервов организма, 
так и для решения ключевых эволюционных про-
блем [9]. 

Ранее [10] мы исследовали изменения активнос-
ти организаторов ядрышка лимфоцитов как основ-
ного клеточного звена специфического иммунитета 
у серых тюленей разного возраста. В качестве по-
казателей общего уровня неспецифической резис-
тентности определяли также лейкоцитарные ин-
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дексы согласно классификации адаптивных состоя-
ний, предложенной Л.Х. Гаркави c соавторами [11]. 
В настоящей работе проведена оценка содержания 
миелопероксидазы и катионных белков зернистых 
лейкоцитов серых тюленей в разные периоды ран-
него постнатального онтогенеза.

МАТЕРИАЛ  И  МЕТОДЫ

Объектами исследований явились серые тюле-
ни (Halichoerus grypus Fabricius, 1791) следующих 
возрастных групп: новорожденные, питающиеся 
молоком (2–3 недели), завершившие молочное пи-
тание (1–1,5 месяцев), самостоятельно питающи-
еся рыбой (3–4 месяца и самка, 1 год) и взрослые 
животные (3,5 года). Материал получен на щенных 
залежках (о. Большой Айнов, Баренцево море) и в 
аквариальном комплексе ММБИ.

Кровь брали из внутрипозвоночной (экстраду-
ральной) вены. Фиксированные в метаноле мазки 
окрашивали на катионный белок по методу М. Ол-
ферта и И. Гешвинда [12]. Активность миелоперок-
сидазы выявляли в реакции с бензидином [13]. Пре-
параты изучали, используя масляную иммерсию 
(объектив ×100, окуляр ×10). Морфометрические 
параметры окрашенных гранул лейкоцитов опре-
деляли с помощью видеосистемы и программного 
обеспечения AxioVision (фирмы Zeiss). Интенсив-
ность реакции определяли по количеству окрашен-
ного вещества в цитоплазме клетки по 4-балльной 
системе: от 0 (гранулы отсутствуют) до 3 баллов. 
В каждом мазке учитывали 200 гранулоцитов. Вы-
числяли средний цитохимический коэффициент 
(СЦК) [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ  И  ОБСУЖДЕНИЕ 

Катионные белки. В клинической практике ак-
тивность бактерицидных систем гранулоцитов 
оценивается по количеству содержащихся в цито-
плазме гранул, интенсивности их окраски и харак-
теру распределения. Уменьшение площади гранул 
и плотности их распределения в цитоплазме сви-
детельствуют о снижении активности ферментов. 
Недостаточное содержание антибактериальных 
компонентов гранул может привести к незавершен-
ному фагоцитозу в воспалительном очаге и разви-
тию гнойных осложнений [15].

Размер гранул, содержащих КБ (КБ+-гранул), у 
серых тюленей всех возрастных групп варьирует 
незначительно. Средняя площадь одной гранулы 
у тюленей составляет 0,26 мкм2, в группе щенков 
3–4 месяца несколько выше – 0,29 мкм2, у питаю-
щихся молоком – 0,20 мкм2. Средний размер гранул 

серых тюленей мало отличается от такового чело-
века (0,30 мкм2).

У всех серых тюленей в пределах одной клет-
ки окрашенные гранулы в среднем одинаковы по 
размеру, только у щенков, начавших самостоятель-
но питаться рыбой, встречаются в одной и той же 
клетке как мелкие (0,15 мкм2), так и относительно 
крупные гранулы (до 0,53 мкм2), что и обеспечива-
ет самый высокий их размер в данной возрастной 
группе.

Среди лейкоцитов, проявляющих положитель-
ную реакцию на КБ, во всех возрастных группах 
серых тюленей клетки с единичными окрашенны-
ми гранулами отсутствуют. Число гранул, как пра-
вило, несколько десятков. Лейкоциты, в которых 
они заполняют всю цитоплазму, составляют до 90% 
клеток, содержащих КБ. 

С рождения у тюленей число лейкоцитов, в ко-
торых выявляются катионные белки, очень низкое 
(табл. 1). Достоверное увеличение КБ происходит 
с 1–1,5 месяцев, когда тюлени начинают самосто-
ятельно питаться рыбой (р < 0,01). Следует отме-
тить, что возрастание количества бактерицидных 
белков в организме тюленей с возрастом индиви-
дуально, при этом различия в вариабельности, хоть 
и значительны, но низкодостоверны. Наибольшие 
колебания СЦК наблюдаются в группе животных, 
завершивших молочное вскармливание и ювениль-
ную линьку, но еще не перешедших к самостоя-
тельному питанию. Возможно, увеличение содер-
жания КБ в этом возрасте связано с перестройками 
в метаболизме тюленей, обусловленными голо-
данием и повышенным уровнем катаболизма 
белка.

Каждый КБ+-лейкоцит серых тюленей содер-
жит более 60 окрашенных лизосомных гранул. 
С возрастом происходит увеличение среднего чис-
ла окрашиваемых прочным зеленым гранул в од-
ной клетке: от 95 (у тюленей 0,5–1,5 мес.) до 140 
(у взрослых).

Следует отметить, что у серых тюленей на всех 
возрастных этапах очень низкий уровень КБ+-лей-
коцитов по сравнению с другими видами животных 
и человеком. Значения СЦК у человека в норме 1,5, 
у детей в возрасте 1–3 лет – 1,9. У суточных цып-
лят СЦК содержания катионного белка составляет 
1,20 ± 0,09, а к 4 месяцам повышается до 2,05–2,23, 
что соответствует среднему уровню естественной 
резистентности [16]. У интактных белых мышей 
нормальный уровень КБ составляет 1,60 [17].

Миелопероксидаза. Максимальный бактерицид-
ный эффект достигается в корпоративном действии 
миелопероксидазы и катионных белков [1]. При 
этом микробоцидное действие КБ гранулоцитов не 
зависит от МПО [18].
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Количество лейкоцитов, дающих положитель-
ную реакцию на миелопероксидазу (МПО+-лейко-
циты), у серых тюленей на всех возрастных этапах 
высокое (90–100%) (табл. 2). Однако СЦК досто-
верно снижается при переходе тюленей в новую 
возрастную группу (от 2,51 у новорожденных до 
1,91 у взрослых). Также с возрастом, по-видимо-
му, уменьшается количество МПО+-лейкоцитов, в 
которых окрашенные гранулы полностью занима-
ют цитоплазму клетки. У новорожденных они со-
ставляют в среднем 59,5%, у годовалого тюленя – 
15,6%).

Средний размер зерен нейтрофильных грануло-
цитов, содержащих МПО, составляет 0,42 мкм2, 
в эозинофильных гранулоцитах они крупнее – 
0,55 мкм2. Считается, что фагоцитоз бактерий эози-
нофильными гранулоцитами ниже по сравнению с 
нейтрофильными. При этом первые проявляют бо-
лее высокую активность пероксидазы и более вы-
сокий окислительный метаболизм [4]. Определить 
количество гранул в нейтрофильных гранулоцитах 
достаточно сложно, т.к. зерна плотно прилегают 
друг к другу. 

Существуют данные о том, что высокая резис-
тентность к дефициту кислорода ныряющих мле-
копитающих по сравнению с наземными животны-
ми обеспечивается за счет повышенной активности 
АОС [19]. Активность ряда ферментов АОС в про-
цессе онтогенеза артемии, мидий и рыб возрастает 
[7]. Обследованные нами детеныши серых тюле-
ней слабо различаются по активности МПО. Одна-
ко различия между группами животных статисти-
чески достоверны и свидетельствуют о снижении 
уровня МПО с возрастом щенков (табл. 2). В то 
же время у тюленя (самка, 1 год), имеющего опыт 
погружений под воду, активность фермента зна-
чительно ниже (табл. 2). Система специфического 
иммунитета у щенков тюленей еще не сформиро-
вана в достаточной степени, поэтому существен-
на роль неспецифических защитных реакций, в 
частности фагоцитоза. Таким образом, у щенков 
тюленей, длительное время (1–1,5 месяцев) нахо-
дящихся на суше во время ювенильной линьки, 
одной из основных функций МПО может быть 
обеспечение неспецифических защитных реакций 
лейкоцитов.

Таблица 1. Показатели содержания катионного белка у серых тюленей (средняя ± стандартная ошибка)

Группа тюленей
СЦК КБ + лейкоциты, %

средняя пределы колебаний 
(С.V.,%) средняя пределы колебаний

(С.V., %)

Новорожденные, n = 8 0,06±0,01 0,03–0,09
(37,5±10,6) 2,4±0,4 1,0–4,0

(41,7±12,1)
Питающиеся молоком, 2–3 нед., n = 12 0,08±0,02 0,01–0,19

(67,0±19,7) 3,0±0,6 0,5–7,0
(67,0±19,7)

Завершившие молочное питание, 1–1,5 мес., 
n = 8 0,19±0,06 0,04–0,57

(93,5±38,7) 7,3±2,4 1,5–22,0
(92,7±54,6)

Питающиеся рыбой, 3–4 мес., n = 6 0,15±0,05 0,02–0,39
(82,1±36,3) 7,4±1,8 3,5–15,5

(59,5±22,4)
Взрослые (3,5 года), n = 2 0,29±0,01 0,28–0,29

(6,2±3,1) 11,5±0,5 11,0–12,0
(1,2±0,6)

Таблица 2. Показатели активности миелопероксидазы серых тюленей (средняя ± стандартная ошибка)

Группа тюленей
СЦК МПО+-лейкоциты, %

средняя пределы колебаний 
(С.V., %) средняя пределы колебаний 

(С.V., %)

Новорожденные, n = 8 2,51±0,04 2,29–2,69
(1,2±0,3) 98,8±0,4 97–100

(4,6±1,2)

Кормящиеся молоком, n = 12 2,38±0,02* 2,27–2,45
(1,0±0,6) 98,5±0,3 97–100

(2,7±0,2)
Завершившие молочное питание, n = 8 2,22±0,04** 2,00–2,41

(2,2±1,4) 97,6±0,8 95–100
(5,7±0,5)

Питающийся рыбой (самка, 1 год), n = 4 1,91±0,07** 1,72–2,07
(3,2±1,1) 93,8±1,5 90–97

(7,5±2,6)

* – Отличие от группы 1 достоверно при р < 0,01, ** – достоверно при р < 0,001.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На ранних этапах онтогенеза тюленей ведущую 
роль в регуляции активности миелопероксидазы иг-
рает, вероятно, микрофлора среды, в которую попа-
дают детеныши после рождения. При содержании 
ластоногих в неволе влияние гипоксии на организм 
животных значительно ниже, чем в природных ус-
ловиях, поэтому изменения уровня МПО могут рас-
сматриваться в рамках воздействия на него других 
факторов (загрязнения, бактериальные инфекции). 
Высокая активность МПО у новорожденных обус-
ловлена, вероятно, жизненно важной ролью этого 
фермента в АОС в период внутриутробного разви-
тия. После рождения возрастает значение бактери-
цидного действия этого фермента, которое допол-
няется повышающейся с возрастом активностью 
неферментного компонента бактерицидной защи-
ты, лизосомных катионных белков. 
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AGE  CHANGES  OF  BACTERICIDAL  ACTIVITY  
OF  GRANULAR  LEUCOCYTES  OF  GREY  SEALS 

T.V. Minzyuk

It has been ascertained that during an early postnatal ontogenesis of grey seals myeloperoxidase activity 
decreases and the contents of lysosomic cationic proteins, on the contrary, increases. Antimicrobial protection 
of grey seals pups up to the age of 3–4 months is provided, mainly, by myeloperoxidase. Cationic proteins in 
this period represent themselves as an additional component of nonspecifi c bactericidal system. 

Key words: grey seal, leucocytes, myeloperoxidase, cationic bactericidal protein, nonspecifi c resistance. 
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