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Проведена комплексная оценка влияния винограда культурного (Vitis vinifera L) листьев красных экстракта сухого на иммунную 
систему экспериментальных животных на этапе проведения доклинических исследований. Эксперименты выполнены на морских 
свинках альбиносах и мышах линии CBA и BALB/c. Изучена аллергенность в тестах общей системной анафилаксии 
(анафилактический шок) и активной кожной анафилаксии, а также в реакции гиперчувствительности замедленного типа (ГЗТ). 
Выполнена оценка состояния Т-клеточного иммунитета по тесту индукции в реакции ГЗТ на мышах линии СВА и гуморального 
иммунитета по тесту генерации антителообразующих клеток в селезенке методом локального гемолиза в модификации 
Cunningham и титру гемагглютининов в реакции гемагглютинации в сыворотке крови, поставленной в микротитраторе Такачи. 
Показано, что исследуемый экстракт в испытанных дозах 10 и 100 мг/кг и схемах сенсибилизации не вызывал реакции общей 
анафилаксии (анафилактический шок) и активной кожной анафилаксии, проведенной на морских свинках-альбиносах. 
Винограда листьев красных экстракт сухой, введенный с ПАФ, не потенцировал воспаление в реакции ГЗТ у мышей линии 
ВАLВ/с. Установлено, что исследуемый экстракт оказывал стимулирующее дозозависимое действие на первичный гуморальный 
иммунный ответ мышей линии СВА и не влиял на эффекторы клеточного звена иммунитета экспериментальных животных.  
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Вещества природного происхождения с им-
муномодулирующей активностью широко приме-
няются в лечении многих заболеваний. Они ис-
пользуются в качестве превентивных противоопу-
холевых веществ, усиливающих реакции иммун-
ной системы, а также клеток-эффекторов против 
опухолей. Иммуномодуляторы приобрели боль-
шой интерес как недорогие и менее токсичные ле-
карственные средства по сравнению с синтетиче-

скими химиотерапевтическими препаратами. Их 
можно использовать профилактически в моноте-
рапии, а также в комбинации с другими терапев-
тическими средствами.  

Одним из перспективных объектов с указан-
ной активностью является виноград культурный 
(Vitis vinifera L.), который содержит значительное 
количество полифенолов (антоцианов, флавонои-
дов, производных стильбена). 
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В плодах винограда найдено пять основных 
антоцианидинов (цианидин, пеонидин, дельфини-
дин, петунидин и мальвидин). Эти соединения об-
ладают антиоксидантной, противомикробной и ан-
тиканцерогенной активностью, оказывают защит-
ное действие на сердечно-сосудистую систему че-
ловека и используются в пищевой и фармацевтиче-
ской промышленности [1, 2]. 

Полифенолы V. vinifera, находящиеся в листь-
ях растения, проявляют антиоксидантную, анти-
бактериальную, противоопухолевую, противовос-
палительную, гипохолестеринемическую и анти-
диабетическую активность, а также гепато-, кар-
дио- и нейропротекторные свойства. Полифенолы, 
стимулируя образование кортикостероидов корой 
надпочечников, оказывают противовоспалитель-
ное действие, а путём снижения образования ги-
стамина обеспечивают противоаллергические 
свойства. Они обладают защитным эффектом в те-
рапии метаболического синдрома, сочетающего 
гипертонию, диабет, гиперлипидемию, а также 
сердечно-сосудистые заболевания и инсульт [1, 2]. 

Наиболее изученным полифенольным соеди-
нением является реcвератрол – мощный антиокси-
дант с противовоспалительными свойствами; он 
используется в качестве химиопревентивного про-
тиворакового средства, обладает антипролифера-
тивным действием при лейкемии, ингибирует кан-
церогенез и ангиогенез. Ресвератрол увеличивает 
общее количество нормальных гемопоэтических 
стволовых клеток костного мозга (HSC) в опытах 
in vivo, ингибирует радиационно-индуцированное 
повреждение лимфоцитов крови мышей от радиа-
ционного воздействия. Установлено, что систем-
ное введение ресвератрола снижает агрегацию 
тромбоцитов, индуцированную у кроликов гипер-
холестеринемической диетой; уменьшает площадь 
атеросклероза и размер тромба, вызванного лазер-
ным повреждением эндотелия у мышей с гиперхо-
лестеринемией. Ресвератрол – эффективный инги-
битор активности циклооксигеназы в опытах in 
vivo, значительно снижает как острый, так и хими-
чески индуцированный отек при воспалении. Ре-
свератрол усиливает ответ иммунной системы 
мышей на модели накожной сенсибилизации 2,4-
динитрофторбензолом и предотвращает иммуно-
супрессию, вызванную этанолом. Кроме того, ре-
свератрол защищает мышей от инфекции вирусом 
простого герпеса 1 (HSV1) и HSV2 [3−6]. 

На протяжении ряда лет в ФГБНУ ВИЛАР 
проводилась научно-исследовательская работа по 

созданию лекарственного препарата на основе ви-
нограда культурного листьев красных, в результа-
те которой получен экстракт сухой (ВКЛКЭС). 
Определен химический состав экстракта, который 
представлен веществами фенольной природы 
(флавоноиды, фенолкарбоновые кислоты, танины) 
и ресвератролом; ВКЛКЭС стандартизирован по 
сумме фенольных соединений в пересчете на ру-
тин, содержание которого не менее 6%. [7, 8]. На 
основе указанного экстракта создано новое лекар-
ственное средство для профилактики и лечения 
хронической венозной недостаточности в виде го-
товых лекарственных форм – капсул 0,180 г для 
приема внутрь и лечебного крема 3% для местного 
применения [9, 10]. 

Ц е л ь  р а б о т ы  – комплексная оценка 
влияния винограда культурного (Vitis vinifera L.) 
листьев красных экстракта сухого на иммунную 
систему экспериментальных животных на этапе 
проведения доклинических исследований. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Эксперименты выполнены на морских свин-

ках альбиносах (самцы, масса тела 350−400 г), 
мышах линии CBA и BALB/c (самцы, масса тела 
18−20 г), полученных из питомника филиала «Ан-
дреевка» ФГБУН НЦБМТ ФМБА (Московская 
обл.) и ФГБНУ ВИЛАР. Содержание, кормление и 
уход за животными проводили в соответствии с 
Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных 
и иных целей (Европейская конвенция, Стасбург, 
1986) [11]. Протокол эксперимента одобрен биоэ-
тической комиссией ФГБНУ ВИЛАР.  

Выбор методов при изучении аллергенности 
и иммунотоксичности ВКЛКЭС определен требо-
ваниями, изложенными в «Руководстве по прове-
дению доклинических исследований лекарствен-
ных средств» (2012 г.) [12] и международной 
практикой изучения иммунотоксичности. 

В основе выбора доз для данного экспери-
мента лежала рекомендуемая терапевтическая до-
за ≈ 10 мг/кг. На основании этого в данном иссле-
довании морским свинкам альбиносам, мышам 
линии СВА и BALB/c (самцы) исследуемый экс-
тракт вводили в дозах 10 и 100 мг/кг (соответ-
ственно суточная и 10-кратная суточная терапев-
тическая дозы) в виде 1%-ного и 10%-ного водных 
растворов, приготовленных ex temporе. Контроль-
ные животные получали эквивалентные объемы 
воды для инъекций. 
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Аллергенность ВКЛКЭС оценена в следую-
щих тестах: способность индуцировать анафилак-
тический шок, вызывать активную кожную ана-
филактическую реакцию и реакцию гиперчувстви-
тельности замедленного типа. В тесте реакции 
общей анафилаксии (анафилактический шок) мор-
ских свинок-альбиносов контрольной (n=8) и двух 
опытных групп (n=16) сенсибилизировали соглас-
но схеме: первая инъекция подкожно, две после-
дующие внутримышечно в область бедра с интер-
валом одни сутки. На 21-й день после начала сен-
сибилизации опытным животным внутривенно 
вводили разрешающую дозу ВКЛКЭС, равную 
суммарной сенсибилизирующей, а контрольным – 
воду для инъекций, после чего регистрировали 
развитие системной анафилактической реакции. 
Учет интенсивности проявления анафилактиче-
ского шока проводили в индексах по Weigle [3]. 

В тесте активной кожной анафилаксии, прове-
денной на морских свинках-альбиносах (n=24), сен-
сибилизированным животным (согласно указанной 
выше схеме) на 21-й день от начала сенсибилизации 
внутривенно вводили 0,5 мл 1%-ного раствора кра-
сителя синего Эванса. Через 20 мин после этого в 
предварительно выстриженный участок кожи вво-
дили исследуемый ВКЛКЭС в двукратном разведе-
нии в объеме 50 мкл внутрикожно. Для контроля ре-
акции тому же животному в другой выстриженный 
участок кожи вводили 50 мкл воды для инъекций. 
Через 30 мин всех животных подвергали эвтаназии в 
СО2-камере и на внутренней стороне кожи, в месте 
введения ВКЛКЭС и воды (контроль n=8), опреде-
ляли размер (диаметр) синих пятен. 

Способность ВКЛКЭС стимулировать реак-
цию гиперчувствительности замедленного типа 
(ГЗТ) изучали на мышах линии BALB/c, из которых 
были созданы две экспериментальные группы по 10 
животных в каждой: I группа – контроль, полный 
адъювант Фрейнда (ПАФ) с раствором Хенкса в 
соотношении 1:1; II группа – опыт, ВКЛКЭС в до-
зе, эквивалентной 10 мМ раствору в ПАФ, в соот-
ношении 1:1. Оценку реакции ГЗТ проводили через 
24 ч после разрешающей инъекции ВКЛКЭС путем 
измерения величины отека лапок при взвешивании 
«контрольной» и «опытной» лапок с последующим 
расчетом индекса реакции (ИР) по формуле:  
ИР = Ро– Рк/ Рк · 100, где Ро – масса опытной лапки; 
Рк – масса контрольной лапки.  

Изучение иммунотоксичности ВКЛКЭС на 
гуморальный иммунитет оценивали по тесту гене-

рации антителообразующих клеток (АОК) в селе-
зенке и титру гемагглютининов в сыворотке крови 
у мышей, иммунизированных внутрибрюшинным 
введением эритроцитов барана (ЭБ) в оптималь-
ной иммуногенной дозе 5×107 клеток на мышь. На 
5-е сутки после иммунизации животных декапи-
тировали и в суспензии клеток селезенки опреде-
ляли число АОК методом локального гемолиза в 
модификации Cunningham [13], а в сыворотке кро-
ви – титр гемагглютининов в реакции гемагглю-
тинации, поставленной в микротитраторе Такачи, 
который выражали величиной log2T. 

Действие ВКЛКЭС на состояние Т-клеточно-
го иммунитета исследовали по тесту индукции 
ГЗТ на мышах линии СВА. Для постановки реак-
ции ГЗТ мышей I–V групп (n=50) иммунизировали 
подкожным введением в межлопаточную область 
эритроцитов барана в дозе (2×108) клеток на 
мышь. Мышам II и III групп за сутки до иммуни-
зации ЭБ (день «−1») внутрибрюшинно вводили 
ВКЛКЭС в дозах 10 и 100 мг/кг. Мышам IV и V 
групп вводили ВКЛКЭС в тех же дозах внутри-
брюшинно через 24 ч после инъекции антигена 
(ЭБ, день «+1»). Контрольные мыши (I группа) 
получали внутрибрюшинно соответствующее ко-
личество воды по схеме (ЭБ, день «+1»). На 5-е 
сутки после иммунизации все животные получали 
субплантарно в левую заднюю лапку разрешаю-
щую инъекцию ЭБ в дозе 7×108 клеток на мышь в 
объеме 50 мкл (опытная лапка). В подушечку 
контрлатеральной лапки (контрольная лапка) вво-
дили 50 мкл воды. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили методом вариационной ста-
тистики с применением t-критерия Стьюдента. 
Достоверность различий с контролем считали при 
р < 0,05. Статистические данные обрабатывали с 
помощью программы Statistica version 10 [14]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Сенсибилизация морских свинок-альбиносов 

ВКЛКЭС в дозах 10 и 100 мг/кг с последующим 
внутривенным введением разрешающей дозы ис-
следуемого экстракта на 21-й день после начала 
сенсибилизации не вызывала у животных реакции 
общей системной анафилаксии. Анафилактический 
индекс у морских свинок опытных групп не имел 
статистически достоверных различий с контролем. 
Реакция общей системной анафилаксии − отрица-
тельная. Ниже приведен индекс по Weigle реакции 
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анафилактического шока у морских свинок альби-
носов, сенсибилизированных ВКЛКЭС (M ± m): 
Контроль, вода для инъекций (n=8)  ..........  0,95±0,2 
ВКЛКЭС, доза 10 мг/кг (n=8) .....................  1,40±0,3 
ВКЛКЭС, доза 100 мг/кг (n=8)....................  1,13±0,4 

В тесте реакции активной кожной анафилак-
сии после внутрикожного введения разрешающей 
инъекции раствора ВКЛКЭС у животных опытных 
и контрольной групп диаметр окрашенного пятна 
статистически значимо не различался и находился 
в пределах 4,9±0,5 мм (контроль) и 5,4±0,4 и 
5,8±0,6 мм (опыт).  

При изучении влияния ВКЛКЭС на реакцию 
ГЗТ показано, что индекс реакции у мышей, сен-
сибилизированных ВКЛКЭС, составил 0,45±0,04 и 
не имел статистически достоверных различий с 
соответствующим показателем в контрольной 
группе – 0,39±0,05. 

Таким образом, при изучении потенциальных 
аллергизирующих свойств винограда культурного 
листьев красных экстракта сухого в эксперимен-
тах на разных видах лабораторных животных не 

выявлены статистически значимые различия в ре-
зультатах между контрольной и опытными груп-
пами. Винограда культурного листьев красных 
экстракта сухой в диапазоне испытанных доз и 
схем сенсибилизации не вызывал реакции общей 
анафилаксии (анафилактический шок) и активной 
кожной анафилаксии, проведенных на морских 
свинках-альбиносах.  

Винограда культурного листьев красных экс-
тракта сухой, введенный с ПАФ, не потенцировал 
воспаления в реакции гиперчувствительности за-
медленного типа у мышей линии ВАLВ/с. 

При исследовании влияния ВКЛКЭС на 
процессы формирование Т-зависимого гумораль-
ного иммунитета было установлено его стимули-
рующее влияние на Т-зависимый иммунный ответ 
мышей линии СВА. Наиболее выраженный эффект 
наблюдали в группе животных, получавших 
ВКЛКЭС в дозе 100 мг/кг, в которой отмечено 
увеличение количества АОК в селезенке и титра 
гемагглютининов в сыворотке крови более чем в 3 
раза по сравнению с контролем (таблица).  

Таблица. Показатели гуморального звена иммунитета мышей линии СВА при 5-дневном внутрижелудочном 
введении ВКЛКЭС (M±m) 

Группа животных Абсолютное число АОК  
на одну селезенку  

Количество АОК  
на 106спленоцитов 

Обратный титр 
гемагглютининов, log2T 

Контроль,  вода для инъекций (n=10) 11520±1440 80±7  32,1±4,4 

ВКЛКЭС, 10 мг/кг (n=10) 24228±227* 227±23*  61,4±5,8* 

ВКЛКЭС, 100мг/кг (n=10) 32580±3060* 714±97* 90,1±14,7* 

П р и м е ч а н и е : * – статистически значимые отличия от контрольной группы животных, р < 0,05. 
 
 
При исследовании влияния ВКЛКЭС на кле-

точно-опосредованную реакцию ГЗТ установлено, 
что однократное введение ВКЛКЭС в дозах 10 и 
100 мг/кг статистически значимо не изменяло ин-
декс реакции ГЗТ у мышей линии CBA при раз-
личных схемах опыта, следовательно, ВКЛКЭС не 
влиял на эффекторы клеточного иммунитета мы-
шей. Ниже приведен индекс реакции ГЗТ мышей 
линии СВА, получавших ВКЛКЭС (M ± m): 
Контроль, вода, день «+1» (n=10)  ..............  35,8±3,4 
ВКЛКЭС, 10 мг/кг, день «−1» (n=10)  .......   33,4±2,6 
ВКЛКЭС,100 мг/кг день «−1» (n=10)  ........  39,1±2,7 
ВКЛКЭС, 10 мг/кг день «+1» (n=10)  .........  36,3±2,5 
ВКЛКЭС, 100 мг/кг день «+1» (n=10)  .......  38,5±5,7 

Таким образом, при оценке влияния ВКЛКЭС 
на иммунореактивность интактных животных 

впервые показано, что ВКЛКЭС в изученных 
дозах 10 и 100 мг/кг усиливал процессы 
накопления антителообразующих клеток в 
селезенке и выработку антител при формировании 
первичного иммунного ответа. Наиболее 
выраженный эффект наблюдали в дозе 100 мг/кг. 
В механизме иммуностимулирующего действия 
ВКЛКЭС, по-видимому, важное место занимало 
усиление пролиферативной способности Т- и В-
лимфоцитов, усиление функциональной актив-
ности их различных популяций, что в конечном 
итоге приводило к повышению способности 
иммунной системы подопытных животных 
адекватно реагировать на антигенный стимул. 
Иммуностимулирующее действие ВЛКЭС, по-
видимому, связано с наличием в его составе 
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полифенольных соединений, в частности ресве-
ратрола. 

Отсутствие аллергенности, а также сочетание 
иммуностимулирующего действия ВКЛКЭС с 
наличием противовоспалительных, антиоксидант-
ных свойств и способности активировать эритро-
поэз, установленных в ранее проведенных экспе-
риментальных исследованиях, является дополни-
тельным преимуществом ВКЛКЭС, на основе ко-
торого разработано новое лекарственное средство, 
предназначенное для профилактики и лечения 
хронической венозной недостаточности. 

ВЫВОДЫ 
1. Винограда культурного листьев красных экс-

тракта сухой не индуцирует аллергические ре-
акции и по своей природе не является потен-
циальным аллергеном. 

2. Винограда культурного листьев красных экс-
тракта сухой стимулирует гуморальное звено 
иммунитета экспериментальных животных. 

3. Винограда культурного листьев красных экс-
тракта сухой не влияет на клеточный иммунитет.  
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Рurpose: complex assessment of the influence of grape culture (Vitis vinifera L.) leaves of red extract of dry on the immune 
system of experimental animals at the stage of preclinical studies.  

Methods: experiments were performed on albinos males guinea pigs (body weight 350-400 g), CBA and BALB/c males mice 
(body weight 18-20 g). Allergenicity was studied in tests of general systemic anaphylaxis (anaphylactic shock) and active skin anaphy-
laxis, as well as in delayed hypersensitivity reaction(HRT). Humoral immunity was assessed by the test of the generation of antibody-
forming cells in the spleen by the method of local hemolysis in the modification Cunningham and the titer of hemagglutinins in the re-
action of hemagglutination in the serum raised in microtitration Takachi. The state of T-cell immunity was investigated by induction 
test in the reaction HRT of CBA mice.  

Results: it was shown that the studied extract in the tested doses of 10 and 100 mg/kg and sensitization schemes did not 
cause a reaction of general anaphylaxis (anaphylactic shock) and active skin anaphylaxis carried out on albino guinea pigs. Grape leaf 
red extract dry, introduced with PAF, did not potentiate inflammation in the reaction HRT of BALB/c mice in the study of immunotoxic 
properties, it was found that the studied extract showed a stimulating dose-dependent effect on the primary humoral immune re-
sponse and had no effect on the effectors of the cellular immunity of experimental animals.  

Conclusions: studies have shown that the grape leaf red extract dry did not have a sensitizing effect. The stimulating effect of 
the studied extract on T - dependent immune response of CBA mice was revealed. 

Key words: Vitis vinifera, grape red leaf extract dry, allergenicity, immunotoxicity. 
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