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Изучено влияние производных хиназолин-4(3H)-она с гуанидиновым заместителем: N-[Хиназолин-3(4Н)-

ил]ацетилгуанидин (лабораторный шифр VMA-13-10), N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]гуанидин (ла-
бораторный шифр VMA-13-15), N-[2-[2-метил-4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]ацетил]гуанидин (лабораторный шифр 
VMA-13-16) и N-[2-[6-бром-4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]ацетил]гуанидин (лабораторный шифр VMA-13-17) 
на морфофункциональные характеристики перитонеальных макрофагов белых беспородных мышей в условиях 
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in vitro. Исследование проведено на первичной культуре макрофагов, выделенных из перитонеальной полости 
экспериментальных животных. В ходе 2-часовой экспозиции с исследуемыми субстанциями было изучено их 
влияние на адгезивные и пластические свойства макрофагов, лизосомальную и фагоцитарную активность. В ре-
зультате установлено, что наиболее выраженные изменения морфофункциональных свойств перитонеальных 
макрофагов экспериментальных животных наблюдались при воздействии соединений под лабораторными шиф-
рами VMA-13-15 и VMA-13-17, что проявилось в повышении лизосомальной и фагоцитарной активности, без 
существенного влияния на их адгезивные и пластические свойства. Изложенное говорит о том, что эти соедине-
ния перспективны для дальнейшего углубленного изучения их иммунотропных свойств. 

Ключевые слова: перитонеальные макрофаги, производные хиназолин-4(3H)-она, адгезивные свойства, 
пластичность, лизосомальная активность, фагоцитарная активность. 
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The effect of quinazolin-4 (3H)-one derivatives with a guanidine substituent was studied: N- [Quinazolin-3 

(4H)-yl] acetylguanidine (laboratory code VMA-13-10), N- [2- [4- oxo-3 (4H) -quinazolinyl] propionyl] guanidine 
(laboratory code VMA-13-15), N- [2- [2-methyl-4-oxo-3 (4H) -quinazolinyl] acetyl] guanidine (laboratory code VMA -
13-16) and N- [2- [6-bromo-4-oxo-3 (4H) -quinazolinyl] acetyl] guanidine (laboratory code VMA-13-17) on the mor-
phofunctional characteristics of peritoneal macrophages of white outbred mice under in vitro. The study is carried out 
on a primary culture of macrophages isolated from the peritoneal cavity of experimental animals. During a 2-hour expo-
sure to the substances under study, their effect on the following indicators was studied: adhesive and plastic properties 
of macrophages, lysosomal and phagocytic activity. As a result of the studies, it was found that the most pronounced 
changes in the morphofunctional properties of peritoneal macrophages in experimental animals were observed when 
exposed to compounds under laboratory codes VMA-13-15 and VMA-13-17, manifested in an increase in lysosomal 
and phagocytic activity, without a significant effect on their adhesive and plastic properties, which makes these com-
pounds promising for further in-depth study of their immunotropic properties. 

Key words: peritoneal macrophages, quinazolin-4 (3H)-one derivatives, adhesive properties, plasticity,  
lysosomal activity, phagocytic activity. 

 
 
Введение. Проблема нарушений работы иммунной системы сегодня занимает одно из ведущих 

мест в патогенезе многих заболеваний [13]. Патология иммунной системы является ключевым этио-
патогенетическим звеном в развитии инфекционных, аутоиммунных, аллергических, нейродегенера-
тивных, онкологических и ряда соматических заболеваний [4], в связи с чем поиск новых эффектив-
ных иммунокорригирующих средств остается актуальной проблемой [11]. 

Нарушения иммунологической реактивности организма различного генеза, отягощенные ин-
фекционной патологией и длительной фармакотерапией антибактериальными и химиотерапевтиче-
скими средствами, обусловливают необходимость проведения фармакологической коррекции воз-
никших иммунологических нарушений, что и определяет практическую значимость создания новых 
безопасных и эффективных иммунотропных лекарственных средств [6, 7, 12]. Одним из перспектив-
ных направлений в разработке инновационных иммунопрепаратов является поиск и создание лекар-
ственных средств, сочетающих в себе антимикробные и иммуностимулирующие свойства. Удачным 
примером являются некоторые антибиотики группы макролидов, обладающие в дополнение к анти-
бактериальным свойствам иммуномодулирующим и противовоспалительным действием [18]. 
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В настоящее время внимание исследователей привлекают пиримидины – природные нуклеоти-
ды, оказывающие полифункциональное влияние на процессы секреции иммуномедиаторов, пролифе-
рации и дифференцировки клеток, апоптоза и регенерации [14, 24, 31]. Среди пиримидиновых соеди-
нений перспективными в плане разработки новых высокоэффективных, селективных и безопасных 
лекарственных препаратов, влияющих на иммунную систему, являются производные хиназолин-
4(3H)-она, структурно близкие к эндогенным пиримидиновым основаниям и их производным. Они 
обладают доказанным широким спектром фармакологических свойств: антибактериальных [9, 28], 
противопротозойных [30], противоопухолевых [17, 27], ноотропных [15], иммунотропных [8, 10, 16] 
и других видов активности [20]. Все это свидетельствует об их перспективности в поиске новых пре-
паратов, позволяющих решать многие проблемы медицины. Одной из них является поиск веществ, 
обладающих иммунотропными свойствами и влияющими на неспецифическую резистентность орга-
низма. Макрофаги млекопитающих представляют собой разнородную группу клеток иммунной сис-
темы, обеспечивающих неспецифическую резистентность организма и выполняющих множество 
биологических функций, которые включают в себя защиту организма от патогенных агентов и уча-
стие в процессах регенерации [19, 22]. Кроме того, сюда относят и регуляторные функции, направ-
ленные на поддержание гомеостаза организма при различных воздействиях факторов внешней и 
внутренней среды [25, 26], выполняющие важную роль в патогенезе заболеваний различной этиоло-
гии [23, 29, 32]. Таким образом, возможность влияния на макрофаги млекопитающих представляет 
большой практический интерес. 

В связи со сказанным целью работы стало изучение влияния четырех производных хиназолин-
4(3H)-она с гуанидиновым заместителем: N-[Хиназолин-3(4Н)-ил]ацетилгуанидин (лабораторный 
шифр VMA-13-10), N-[2-[4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]пропионил]гуанидин (лабораторный шифр 
VMA-13-15), N-[2-[2-метил-4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]ацетил]гуанидин (лабораторный шифр VMA-
13-16) и N-[2-[6-бром-4-оксо-3(4Н)-хиназолинил]ацетил]гуанидин (лабораторный шифр VMA-13-17) 
на морфофункциональные свойства перитонеальных макрофагов как возможного этапа в процессе 
разработки инновационного иммунотропного средства на основе новых производных хиназолина. 

Материалы и методы исследования. Источником для получения макрофагов служилисамцы 
белых беспородных мышей, полученных из ФГУП «Питомник лабораторных животных «Рапполово» 
(г. Санкт-Петербург). Порядок содержания и обращения с лабораторными животными соответство-
вал требованиям надлежащей лабораторной практики (ГОСТ 33215-2014 и 33216-2014), Приказу МЗ 
РФ №199н от 01.04.2016 г. «Об утверждении правил надлежащей лабораторной практики», принци-
пам, изложенным в Директиве 2010/63/EU [5], ибыли одобрены Региональным исследовательскимэ-
тическим комитетом Волгоградской области (протокол № 2086-2016 от 09.12.2016 г.). 

В работе использовали по 5 мышей в двух независимых экспериментах для создания пула кле-
ток, включающего в себя максимальное фенотипическое многообразие иммунокомпетентных клеток, 
присущих данному биологическому виду.Исследование активности соединений под лабораторными 
шифрами VMA-13-10, VMA-13-15, VMA-13-16, VMA-13-17 проводили на перитонеальных макрофа-
гах интактных животных. Ниже приведена химическая структура изучаемых соединений, являющих-
ся гуанидиновыми производными хиназолин-4(3H)-она (табл. 1). 

Таблица 1 
Структура изучаемых гуанидиновых производных хиназолин-4(3Н)-она 

 

 

 
 

Шифр соединения R1 R2 R3 
VMA-13-10 H H H 
VMA-13-15 H H CH3 
VMA-13-16 CH3 H H 
VMA-13-17 H Br H 
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Перитонеальные макрофаги получали по стандартной методике [33] в модификации лаборато-
рии: через 3 суток после интраперитонеального введения 3 % раствора пептона животных забивали 
методом цервикальной дислокации, затем асептически вскрывали брюшину и промывали брюшную 
полость 5–6 мл охлажденного раствора Хенкса (без ионов Ca2+ и Mg2+), используя серологическую 
пипетку. Полученную суспензию клеток центрифугировали при 250 g в течение 10 мин, затем убира-
ли супернатант, клеточный осадок ресуспендировали в полной питательной среде на основе среды 
DMEM (Dulbecco's modified Eagles medium), содержащей 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 
100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. 

Непосредственно перед экспериментами проводили оценку жизнеспособности клеток с исполь-
зованием 0,4 % раствора трипанового синего и их стандартизацию по концентрации с помощью под-
счета в камере Горяева, основываясь на морфологических критериях. Жизнеспособность клеток во 
всех экспериментах составляла более 95 %. Концентрацию макрофагов в клеточной суспензии дово-
дили полной питательной средой до 2 × 106 клеток / мл. 

Для оценки морфологических показателей (адгезия и распластанность) был использован метод, 
в основе которого лежит способность клеток прикрепляться к стеклянной или пластиковой поверхно-
сти [1]. В ходе работы 200 мкл клеточной суспензии наносили на покровные стекла (круглой формы, 
диаметром 14 мм), предварительно помещенные в лунки 24-луночного планшета, инкубировали в 
культуральной среде в присутствии или отсутствии тестируемых соединений под лабораторными 
шифрами VMA-13-10, VMA-13-15, VMA-13-16, VMA-13-17 в конечной концентрации 10-6 для каж-
дого вещества, в стандартных условиях СО2-инкубатора (при 37°С, 5 % СО2 и 95 % влажности) в те-
чение 2 ч. По истечении времени инкубации, после удаления неприкрепившихся клеток препараты, 
фиксированные по Май-Грюнвальду, окрашивали азур II - эозином (в модификации Романовского-
Гимзе) и микроскопировали (объектив × 40, окуляр × 10) в 10 полях зрения. Адгезивные свойства 
макрофагов оценивали путем суммарного подсчета клеток, прикрепившихся к стеклянной поверхно-
сти. Полученные значения выражали в процентном соотношении от общего числа всех клеток сус-
пензии, помещенных на покровные стекла. 

Показатели распластывания оценивали методом световой микроскопии в 10 полях зрения (объ-
ектив × 100, окуляр × 10). Подсчитывали число распластанных и нераспластанных макрофагов, адге-
зировавшихся на покровных стеклах. 

По степени распластанности клетки подразделялись на 3 группы: слабо распластанные – ком-
пактные клетки округлой формы без псевдоподий, сильно распластанные – крупные клетки непра-
вильной формы с различным количеством псевдоподий и средне распластанные – клетки, занимаю-
щие промежуточное положение. Результаты теста выражали суммарно, в процентном соотношении 
распластанных форм макрофагов, с разной степенью распластанности, к общему количеству адгези-
ровавшихся клеток. 

Изучение лизосомальной активности перитонеальных макрофагов выполняли следующим об-
разом: адгезировавшиеся на покровные стекла клетки прижизненно окрашивали флуорохромным 
красителем акридиновым оранжевым в концентрации 2 мкг/мл (100 мкл на 1 образец) [1], затем после 
10-минутной инкубации в защищенном от света месте, при комнатной температуре окрашенные 
клетки промывали раствором Хенкса и готовили препараты для микроскопии типа «раздавленная ка-
пля». Приготовленные препараты изучали методом люминесцентной микроскопии (люминесцентный 
блок светофильтров «В» DM505, объектив × 100, окуляр × 10). Результаты данного теста учитывали 
исходя из процентного содержания клеток с разной лизосомальной активностью. Оценку проводили 
визуальным полуколичественным люминесцентным методом с вычислением среднего цитохимиче-
ского коэффициента (СЦК) [21] по формуле: 

 
  ,3210

N
DCBAСЦК 

  где 

 
0, 1, 2, 3 – коэффициент интенсивности люминесценции; 
А – количество клеток с отсутствием люминесценции;  
B – количество клеток со слабой люминесценцией;  
C – количество клеток с умеренной люминесценцией;  
D – количество клеток с резко выраженнойлюминесценцией;  
N – общее число подсчитанных клеток. 
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Влияние изучаемых веществ на показатели фагоцитоза перитонеальных макрофагов оценивали 
по их способности захватывать живые пекарские дрожжи Saccharomyces сerevisiae, при совместном 
инкубировании в течение 60 мин при 37° С [2] в условиях СО2-инкубатора. По завершении времени 
инкубации покровные стекла с адгезированными макрофагами двукратно промывали раствором Хен-
кса, затем наносили на поверхность стекол 50 мкл раствора акридинового оранжевого в разведении 
1:30000 (на физиологическом растворе с рН 7,2–7,4). Готовили препарат «раздавленная капля», из-
лишек жидкости удаляли фильтровальной бумагой до плотного прилегания покровного стекла к 
предметному. Оценку фагоцитарной активности макрофагов проводили визуальным способом под 
люминесцентным микроскопом (люминесцентный блок светофильтров «В» DM505, объектив × 100, 
окуляр × 10). Подсчитывали в 100 макрофагах количество поглощенных дрожжей с оранжево-
красной люминесценцией относительно таких же с зеленой люминесценцией. Красная люминесцен-
ция характерна для активно перевариваемых дрожжей. Учитывали процент клеток, поглотивших 
дрожжи, количество поглощенных дрожжей и процент убитых микроорганизмов. При этом живые 
микроорганизмы имели зеленое свечение, а мертвые – красное. Для оценки фагоцитарной и бактери-
цидной способности подсчитывали фагоцитарный показатель, фагоцитарный индекс и «киллинг» 
микроорганизмов. 

При проведении статистической обработки результатов исследования определяли среднее 
арифметическое (М), ошибку среднего (m), результаты представляли в виде M ± m. Оценку досто-
верности различий между средними значениями в контрольных и опытных группах проводили мето-
дом однофакторного дисперсионного анализа; попарное сравнение средних арифметических прово-
дили с использованием t-критерия Стьюдента при помощи пакетов программ Microsoft Office Excel 
2010 («Microsoft», США) и Statistica 12.5 («StatSoft», Россия). Полученные величины считали стати-
стически значимыми при p < 0,05. 

Результаты исследования и их обсуждение. Способность перитонеальных макрофагов к адге-
зии является важным свойством для полноценной реализации ими своих функций. Клеточная адгезия 
и распластывание являются важнейшими характеристиками, обусловливающими активацию и фаго-
цитарную активность макрофагов. После 2-часовой адгезии клеток макрофаги из суспензионного со-
стояния переходят к адгезированному с разной степенью распластанности. 

В ходе исследования установлено, что количество прикрепившихся клеток после воздействия 
исследуемых субстанций не приводило к статистически значимым изменениям адгезивной способно-
сти макрофагов по сравнению с клетками контрольной группы. Доля адгезировавшихся клеток 
(% (М ± m) в присутствии тестируемых соединений) составила: в среде культивирования (контроль) 
69,5 ± 3,7, в VMA-13-10 – 71,1 ± 3,5, в VMA-13-15 – 72,0 ± 3,7, в VMA-13-16 – 70,62 ± 4,1,  
в VMA-13-17 – 71,4 ± 2,4. 

Аналогичные результаты были получены при оценке пластических свойств макрофагов после 
воздействия изучаемых субстанций VMA-13-15, VMA-13-17, VMA-13-10 и VMA-13-16. Было опре-
делено отсутствие статистически значимых изменений по сравнению с клетками контрольной группы 
(табл. 2). 

Таблица 2 
Пластические свойства перитонеальных макрофагов под воздействием изучаемых субстанций (М ± m) 

Лабораторный шифр изучаемой субстанции Количество распластанных макрофагов, % 
Среда культивирования (контроль) 71,7 ± 1,21 

VMA-13-10 70,3 ± 1,23 
VMA-13-15 72,3 ± 1,61 
VMA-13-16 71,4 ± 1,74 
VMA-13-17 72,1 ± 1,27 

 
Состояние лизосомального аппарата макрофагов во многом обусловливает их функциональную 

активность [3]. Добавление в среду культивирования макрофагов субстанций VMA-13-15 и VMA-13-17 
приводило к усилению интенсивности люминесценции лизосом, что свидетельствует о повышении ли-
зосомальной активности под воздействием изучаемых веществ. Соединения VMA-13-10 и VMA-13-16 
при добавлении в среду культивирования статистически значимо не влияли на лизосомальную актив-
ность макрофагов. Представленные результаты подтверждаются показателями СЦК (табл. 3). 

Результаты изучения лизосомальной активности макрофагов коррелируют с данными по изу-
чению степени распластывания макрофагов под воздействием изучаемых субстанций. Так клетки, 
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проявляющие высокую лизосомальную активность (под воздействием VMA-13-15 и VMA-13-17), 
демонстрируют среднюю или сильную степень распластывания, более выраженную, чем у макрофа-
гов контрольной группы. Такая тенденция сохраняется при добавлении в среду культивирования суб-
станций VMA-13-10 и VMA-13-16, но результаты достоверно не отличаются от контроля (табл. 3). 

Таблица 3 
Характеристика лизосомальной активностиперитонеальных макрофагов  

под воздействием изучаемых субстанций (М ± m) 
Содержание клеток 

с различной люминесцентной активностью, % 
Лабораторный 

шифр изучаемой 
субстанции A – нет B – слабая C – средняя D – сильная 

СЦК # 

Контроль 4,4 ± 1,7 17,4 ± 1,5 31,2 ± 2,3 47,0 ± 2,1 2,20 ± 0,11 
VMA 13-10 4,2 ± 1,2 16,6 ± 1,8 35,2 ± 3,3 44,0 ± 3,2 2,19 ± 0,17 
VMA 13-15 1,1 ± 1,3* 1,4 ± 1,6* 41,4 ± 1,9* 56,1 ± 2,2* 2,53 ± 0,12* 
VMA 13-16 3,9 ± 1,2 15,1 ± 1,7 34,7 ± 3,3 46,3 ± 3,2 2,23 ± 0,21 
VMA 13-17 1,6 ± 1,2* 3,2 ± 1,7* 40,2 ± 2,1* 55,0 ± 3,2* 2,49 ± 0,11* 
Примечание:* – различия статистически значимы по сравнению с контролем (p < 0,05); # СЦК – сред-

ний цитохимический коэффициент 
 
В ходе исследования фагоцитарной активности была установлено статистически значимое по-

вышение функциональной активности и бактерицидных свойств перитонеальных макрофагов под 
воздействием субстанций VMA-13-15 и VMA-13-17 по сравнению с клетками контрольной группы. 

Люминесцентная микроскопия фагоцитирующих макрофагов позволила установить повышение 
показателей фагоцитарной активности (повышение фагоцитарного показателя и киллинговой актив-
ности) под влиянием соединений VMA-13-15 и VMA-13-17. Соединения VMA-13-10 иVMA-13-16 на 
эти показатели практически не влияли (табл. 4). 

Таблица 4 
Фагоцитарная активность перитонеальных макрофагов в отношении Saccharomyces сerevisiae 

под воздействием изучаемых субстанций(М ± m) 
Лабораторный шифр  
изучаемой субстанции 

Фагоцитарный  
показатель, % 

Фагоцитарный  
индекс 

Киллинговая 
активность, % 

Контроль 81,4 ±1,24 7,21 ± 1,16 79,1 ±1,61 
VMA-13-10 79,1 ±2,19 6,82± 1,43 77,0 ±2,11 
VMA-13-15 90,1 ± 1,33* 8,72± 1,11 89,2 ±1,30* 
VMA-13-16 82,1 ±2,44 7,11± 1,53 78,2 ±3,31 
VMA-13-17 89,7 ±1,14* 8,42 ± 1,22 85,4 ±1,21* 

Примечание: * – различия статистически значимы по сравнению с контролем (p < 0,05) 
 
Заключение. При изучении влияния новых производных хиназолин-4(3H)-она под лаборатор-

ными шифрами VMA-13-10, VMA-13-15,VMA-13-16, VMA-13-17 на морфофункциональные свойства 
перитонеальных макрофагов были выявлены перспективные субстанции: VMA-13-15 (N-[2-[4-оксо-
3(4Н)-хиназолинил]пропионил]гуанидин) и VMA-13-17 (N-[2-[6-бром-4-оксо-3(4Н)-
хиназолинил]ацетил]гуанидин), которые достоверно повышали лизосомальную и фагоцитарную ак-
тивность макрофагов, что позволяет рассматривать эти вещества как перспективные для дальнейшего 
изучения их иммунотропных свойств. 
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