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Цель – изучить эффекты тимогена и его структурных аналогов на функциональную активность нейтрофилов 
крови при токсическом поражении печени тетрахлорметаном и солянокислым гидразином. 

Материалы и методы. Тетрахлорметановую гепатопатию, сопровождающуюся увеличением иммунной реак-
тивности, моделировали 5-кратным внутрижелудочным введением четыреххлористого углерода. Поражение пе-
чени гидразином, ассоциированное с иммуносупрессией, вызывали однократным внутрибрюшинным введением 
гепатотропного яда. Крысам внутрибрюшинно на протяжении 5 дней вводили тимоген (1 мкг/кг) и его структур-
ные аналоги (1,2 мкг/кг). При тетрахлорметановой гепатопатии пептиды вводили одновременно с гепатотропным 
ядом, при гидразиновой – через 24 часа после интоксикации. Оценивали фагоцитарную и кислородзависимую 
активности нейтрофилов. 

Результаты. Установлено, что при поражении печени тетрахлорметаном тимоген не оказывает корригирую-
щего действия на функциональную активность нейтрофилов. Структурные аналоги снижали активность нейтро-
филов в условиях гиперактивации иммунной системы. При гидразиновой гепатопатии все пептиды проявляли 
иммуностимулирующую активность, при большей ее выраженности у структурных аналогов тимогена. 

Заключение. Модифицированные D-аланином аналоги тимогена оказывают иммуномодулирующее дей-
ствие при токсических гепатопатиях с разным уровнем иммунной реактивности. 

Ключевые слова: тимоген; D-аланин; токсическая гепатопатия; тетрахлорметан; гидразин; функция нейтро-
филов. 
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Заболевания печени представляют важную 
медико-социальную проблему [1], поэтому раз-
работка новых гепатопротекторных лекарствен-
ных средств остается актуальной. Пептидные 
лекарственные средства используются в клини-
ческой практике, однако их эффекты могут быть 
снижены ввиду короткого периода полужизни, 
опосредованного высокой активностью протео-
литических ферментов. Интерес к олигопепти-
дам, содержащим D-аминокислоты, в последнее 
время значительно вырос, так как их введение в 
структуру молекулы пептида может не только 
увеличивать его биологическую устойчивость 
[2-4], но и менять направленность действия [2]. 

Препарат «Тимоген» (ЗАО МБНПК «Цито-
мед», Россия) является дипептидом, проявляю-
щим иммуномодулирующие свойства [5]. Ранее 
нами было установлено, что присоединение 
аминокислоты D-аланин (D-Ala) к N- или 
C-концу пептида приводило к увеличению его 
репаративной и антиоксидантной активности 
при токсических поражениях печени, вызван-
ных тетрахлорметаном (CCl4) и солянокислым 
гидразином (N2H4∙2НCl) [6, 7]. Известно, что 
данные экспериментальные модели поражения 
печени сопровождаются разным уровнем им-
мунной реактивности: пятикратное введение 
тетрахлорметана приводит к увеличению им-
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мунной функции, однократное введение гидра-
зина – к ее снижению [8]. Представляется важ-
ным оценить иммунотропное действие анало-
гов тимогена, модифицированных D-Ala 
с N- или C-конца пептидной молекулы, при 
токсических гепатопатиях с разным иммунным 
статусом. 

Целью данной работы являлось изучение 
эффектов тимогена и его структурных аналогов 
на функциональную активность нейтрофилов 
крови при токсическом поражении печени тет-
рахлорметаном и гидразином. 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 
 

Исследование выполнено на 80 крысах-
самцах Вистар массой 180–220 г. Животные со-
держались в стандартных условиях вивария. 
Выполнены 2 серии экспериментов. Токсиче-
скую гепатопатию в 1-й серии моделировали 
5-кратным внутрижелудочным введением 50% 
раствора четыреххлористого углерода, разве-
денного в растительном масле, в объеме 3 мл/кг. 
Поражение печени во 2-й серии вызывали од-
нократным внутрибрюшинным введением со-
лянокислого гидразина, растворенного в физио-
логическом растворе, в дозе 50 мг/кг в объеме 
0,1 мл. Данные токсические агенты рекомендо-
ваны для использования в эксперименте при 
исследовании потенциальных гепатопротекто-
ров [9]. 

Использовали тимоген в форме раствора для 
парентерального введения и его структурные 
аналоги: NH2-D-Ala-L-Glu-L-Trp-COOH (D-Ala-
тимоген) и NH2-L-Glu-L-Trp-D-Ala-COOH (тимо-
ген-D-Ala). Модифицированные аналоги были 
синтезированы в лаборатории синтеза пептидов 
ООО «АйКьюКемикал» (Санкт-Петербург, Рос-
сия). Пептиды использовали в эквимолярных 
концентрациях: доза тимогена составила 
1 мкг/кг массы тела, доза структурных анало-
гов – 1,2 мкг/кг. Все пептиды разводили 
до нужной концентрации физиологическим 
раствором и вводили внутрибрюшинно (0,1 мл) 
на протяжении 5 дней при двух моделях токси-
ческой гепатопатии. При тетрахлорметановой 
гепатопатии пептиды вводили одновременно 
с поступлением гепатотропного яда, при пора-
жении печени гидразином – через 24 часа после 
интоксикации. Животным из интактной и кон-
трольной групп внутрибрюшинно вводили фи-
зиологический раствор в объеме 0,1 мл. 

Для выведения животных из эксперимента 
использовали хлоралгидратный наркоз 
(300 мг/кг). Забой крыс осуществляли путем 
обескровливания через 12 часов после последне-
го введения пептидов. Кровь забирали из право-
го желудочка. 

Состояние иммунной реактивности оцени-
вали по фагоцитарной и бактерицидной актив-
ности нейтрофилов. Для выделения нейтрофи-
лов использовали фиколл-верографиновый гра-
диент. Активность фагоцитоза исследовали по-
сле инкубации нейтрофилов с латексом в термо-
стате (37°С). Мазки окрашивали по Романовско-
му, определяли фагоцитарный индекс (ФИ) на 
световом микроскопе исследовательского класса 
Nikon ECLIPSE NI (Япония). В каждом мазке про-
считывали 100 нейтрофилов [10]. 

Активность кислородзависимых механизмов 
защиты определяли микроскопически на том 
же микроскопе по спонтанному (НСТ-сп.) и ин-
дуцированному зимозаном (НСТ-инд.) тесту 
восстановления нитросинего тетразолия. Оце-
нивали количество диформазан-положительных 
фагоцитов (в %) на 100 клеток [11]. Функцио-
нальный резерв нейтрофилов (ФРН) рассчиты-
вали как разность между показателями индуци-
рованного и спонтанного НСТ-теста. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью программного 
обеспечения STATISTICA 13.3 (TIBCO Software 
Inc., США). Данные представлены в виде медиа-
ны (Ме) и межквартильного размаха (Q1; Q3). 
Для сравнения интактной и контрольной групп 
использовали непараметрический критерий 
Манна-Уитни, для сравнения контрольной с 
опытными группами – критерий Крускала-
Уоллиса. Различия считали статистически зна-
чимыми при p<0,05. 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 
Установлено, что пятикратное введение тет-

рахлорметана приводило к увеличению фагоци-
тарной (ФИ) и кислородзависимой (НСТ-сп., 
НСТ-инд.) активностей нейтрофилов (табл. 1). 
В условиях гиперактивации иммунной функции 
введение тимогена не приводило к коррекции 
изучаемых показателей. При этом использова-
ние модифицированных аналогов снижало бак-
терицидную активность нейтрофилов. Введение 
D-Ala-тимоген уменьшало НСТ-сп. и НСТ-инд. 
в 1,5 раза (p<0,05), тимоген-D-Ala – в 1,5 и 1,6 ра-
за соответственно (p<0,05). Достоверных изме-
нений по ФИ и ФРН при использовании тимо-
гена и его структурных аналогов не было уста-
новлено. 

Отравление солянокислым гидразином вы-
зывало иммуносупрессию, которая проявлялась 
в достоверном снижении всех изучаемых пока-
зателей (табл. 2). Введение пептидов увеличива-
ло функциональную активность нейтрофилов. 
Структурные аналоги обладали более выражен-
ным по сравнению с тимогеном иммуностиму-



Медико-биологические науки / Medico-biological sciences 

88 

лирующим действием. Эффекты трипептидов 
были сопоставимы между собой. 

Известно, что тимоген обладает широким 
спектром иммунотропных эффектов. Так, ди-
пептид стимулирует дифференцировку и про-
лиферацию Т-лимфоцитов, регулирует количе-
ство и соотношение Т-хелперов и Т-супрессоров 
[12, 13] из-за усиления экспрессии рецепторов 
Thy-1 на лимфоцитах [13]. Также тимоген по-
вышает активность нейтрофилов, моноцитов и 
NK-клеток, оказывая регулирующее действие 

на клеточный и гуморальный иммунитет [12]. 
Кроме того, препарат стимулирует активность 
цАМФ-зависимых протеинкиназ в лимфоцитах 
тимуса и селезенки [13], что может модулиро-
вать их клеточный метаболизм и выработку ци-
токинов. В частности, дипептид способен сни-
жать количество провоспалительных цитоки- 
нов [15]. Также тимоген активирует группу ге-
нов TLR/RLR-сигнальных путей врожденного и 
адаптивного иммунитета, которые влияют 
на клеточную дифференцировку [14].  

Таблица 1 
Table 1 

Иммунотропное действие тимогена и его аналогов при поражении печени тетрахлорметаном 
(Me [1Q; 3Q]) 

Immunotropic action of thymogen and its analogues in liver damage caused by carbon tetrachloride (Me [1Q; 3Q]) 

Опытные группы 
Groups 

ФИ, % 
PI, % 

НСТ-сп., % 
NBT-sp., % 

НСТ-инд., % 
NBT-ind., % 

ФРН 
NFR 

Интактная (n = 8) 
Intact 

50,9 
(45,68; 54,65) 

11,13 
(8,755; 12,475) 

26,505 
(22,215; 32,065) 

15,72 
(12,06; 20,03) 

CCl4-контроль (n = 8) 
CCl4-control 

66,82 
(55,31; 76,53) * 

18,555 
(13,46; 21,59)** 

42,86 
(35,955; 47,455) ** 

20,44 
(17,4; 31,11) 

CCl4+Тимоген (n = 8) 
CCl4+Thymogen 

82,82 
(63,215; 89,87) 

17,23 
(15,77; 23,515) 

44,14 
(37,16; 55,045) 

22,755 
(20,33; 29,455) 

CCl4+D-Ala-тимоген (n = 8) 
CCl4+D-Ala-Thymogen 

61,185 
(43,235; 67,41) 

12,785 
(9,38; 14,24) + 

28,925 
(25,435; 32,575) + 

13,1 
(11,925; 23,65) 

CCl4+Тимоген-D-Ala (n = 8) 
CCl4+Thymogen-D-Ala 

56,61 
(48,875; 65,83) 

12,675 
(8,555; 13,625) + 

26,13 
(23,325; 31,54) + 

15,86 
(9,915; 20,63) 

Примечание: *p<0,05, **p<0,01 по сравнению с интактной группой, +p<0,05 по сравнению с контроль-
ной группой. 

Note: *p<0.05, **p<0.01 compared to the intact group, +p<0.05 compared to the control group. Here and further: PI – phagocytic 
index, NBT-sp. – spontaneous nitroblue tetrazolium test, NBT-ind. – zymosan-induced nitroblue tetrazolium test, NFR – neutrophils 
functional reserve. 

Таблица 2 
Table 2 

Влияние тимогена и его аналогов на функциональную активность нейтрофилов при поражении печени 
солянокислым гидразином (Me [1Q; 3Q]) 

The effect of thymogen and its analogues on the functional activity of neutrophils in liver damage caused by hydrazine hydrochloride 
(Me [1Q; 3Q]) 

Опытные группы 
Groups 

ФИ, % 
PI, % 

НСТ-сп., % 
NBT-sp., % 

НСТ-инд., % 
NBT-ind., % 

ФРН 
NFR 

Интактная (n = 8) 
Intact 

50,325 
(37,43; 57,495) 

11,46 
(10,59; 14,88) 

28,335 
(23,605; 33,27) 

16,875 
(13,635; 20,205) 

N2H4∙2НCl-контроль (n = 8) 
N2H4∙2НCl-control 

26,145 
(22,055; 30,0)* 

6,93 
(6,125; 7,9) ** 

13,72 
(11,075; 17,435)** 

5,85 
(3,69; 10,475)* 

N2H4∙2НCl+Тимоген (n = 8) 
N2H4∙2НCl+Thymogen 

34,455 
(32,21; 39,225)+ 

8,7 
(8,025; 11,155)+ 

20,16 
(16,28; 22,275)+ 

10,155 
(7,745; 13,34) 

N2H4∙2НCl+D-Ala-тимоген (n = 8) 
N2H4∙2НCl+D-Ala-thymogen 

53,835 
(39,17; 60,045)++ 

11,09 
(9,77; 12,41)++ 

26,73 
(21,435; 29,17)++ 

14,49 
(9,64; 20,14)+ 

N2H4∙2НCl+Тимоген-D-Ala (n = 8) 
N2H4∙2НCl+Thymogen-D-Ala 

52,93 
(43,79; 66,74)++ 

10,38 
(8,855; 12,475)++ 

28,6 
(24,25; 30,075)++ 

16,96 
(15,18; 18,315)++ 

Примечание: *p<0,05, **p<0,01 по сравнению с интактной группой +p<0,05, ++p<0,01 по сравнению 
с контрольной группой. 

Note: *p<0.05, **p<0.01 compared to the intact group +p<0.05, ++p<0.01 compared to the control group. 
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Вид связи (α или γ) в молекуле L-Glu-L-Trp 
не влияет на выраженность иммуностимулиру-
ющей активности. Однако замена одной из 
аминокислот пептида на ее D-конфигурацию 
(L-Glu→D-Glu или L-Trp→D-Trp) приводила 
к значительному снижению иммунной актива-
ции при использовании данных аналогов. 
Энантиомеры тимогена, состоящие только 
 из D-аминокислот, независимо от типа связи 
проявляли иммуносупрессивные эффекты [13]: 
изменение конфигурации аминокислот в пер-
воначальной молекуле пептида существенно 
влияет на выраженность и направленность эф-
фектов молекулы. Предположительно 
D-пептиды и пептиды, содержащие D-амино-
кислоты, могут индуцировать уникальный им-
мунный ответ, механизмы которого полностью 
не изучены [16]. 

При изучении распределения в организме 
крысы тимогена было установлено, что 
наибольшее поглощение имели печень, надпо-
чечники, почки, лимфатические узлы и  
плазма [17]. Так как в настоящее время печень 
рассматривается в качестве иммунного органа, 
регулирующего реакции врожденного и адап-
тивного иммунитета [18, 19], высокое накопле-
ние препарата в печени может объяснять его 
эффекты. Возможно, отсутствие корригирующе-
го эффекта тимогена в условиях гиперактива-
ции иммунной системы связано с непродолжи-
тельным периодом полужизни, в связи с чем 
его действие на системном уровне нивелируется 
значительным синтезом печенью белков острой 
фазы из-за отравления тетрахлорметаном. 

Вероятно, распределение исследованных 
нами трипептидов в организме аналогично ти-
могену. Известно, что L-пептиды с концевым 
введением D-аминокислот длительно сохраня-
ются in vivo [16], с чем может быть связано им-
муномодулирующее действие модифицирован-
ных аналогов: коррекция иммунных нарушений 
на органном уровне приводит к снижению про-
дукции белков острой фазы и интерлейкина-6, 
усиливающих воспалительные реакции на си-
стемном уровне [18]. Кроме того, D-Ala может 
уменьшать воспалительную реакцию за счет 
снижения уровней провоспалительных цитоки-
нов [20], что может являться дополнительным 
аспектом снижения иммунного ответа при ис-
пользовании структурных аналогов в условиях 
поражения печени тетрахлорметаном. Увеличе-
ние фагоцитарной и кислородзависимой актив-
ностей нейтрофилов при иммуносупрессии мо-
жет быть связано с пролонгированием действия 
молекулы пептида из-за повышения ее устой-
чивости к протеолизу. 

На основании результатов наших предыду-
щих исследований [6, 7] можно заключить, что 
тимоген-D-Ala наиболее перспективен 

для дальнейших исследований из-за более вы-
сокой стабильности антиоксидантных, репара-
тивных и иммунотропных эффектов при токси-
ческих гепатопатиях с разным иммунным ста-
тусом. 

Таким образом, присоединение D-аланина 
к молекуле тимогена с N- и C-конца усиливает 
иммунотропную активность пептидов при по-
ражении печени тетрахлорметаном и соляно-
кислым гидразином. Модифицированные ана-
логи оказывают иммуномодулирующее дей-
ствие при токсических гепатопатиях с разным 
уровнем иммунной реактивности. 
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IMMUNOMODULATORY EFFECT OF THYMOGEN ANALOGUES IN TOXIC LIVER INJURY 
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Objective – to study the effects of thymogen and its structural analogs on the functional activity of blood neutrophils 
in toxic liver damage with tetrachloromethane and hydrazine hydrochloride. 

Materials and methods. Carbon tetrachloride hepatopathy accompanied by an increase in immune reactivity was 
modeled by a 5-fold intragastric administration of carbon tetrachloride. Liver damage with hydrazine associated with 
immunosuppression was induced by a single intraperitoneal administration of a hepatotropic poison. Rats were 
administered thymogen (1 μg/kg) and its structural analogues (1.2 μg/kg) intraperitoneally for 5 days. In carbon tetrachloride 
hepatopathy, peptides were administered simultaneously with the hepatotropic poison, in hydrazine – 24 hours after 
intoxication. Phagocytic and oxygen-dependent activities of neutrophils were assessed. 

Results. It was found that in liver damage by carbon tetrachloride, thymogen does not exert a corrective effect 
on the functional activity of neutrophils. Structural analogues reduced the activity of neutrophils under conditions of 
hyperactivation of the immune system. In hydrazine hepatopathy, all peptides exhibited immunostimulating activity, with 
its greater expression in structural analogs of thymogen.  

Conclusion. Thymogen analogues modified with D-alanine exert an immunomodulatory effect in toxic hepatopathies 
with different levels of immune reactivity. 

Keywords: thymogen; D-alanine; toxic hepatopathy; carbon tetrachloride; hydrazine; neutrophil function. 
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