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А. Г. Мойсеёнок 
заместитель главного редактора, член-корреспондент Национальной академии  
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29 июня 2025 года исполняется 100 лет со дня 
рождения выдающегося советского и белорусского 
ученого-биохимика, витаминолога, педагога и ор-
ганизатора науки, основателя Гродненской биохи-
мической школы Юрия Михайловича Островского 
[1–4]. По месту рождения – он минчанин, из семьи 
студентов Белгосуниверситета, создавших семью 
в 1924 году. Отец Михаил Андреевич изучал язы-
кознание на лингвистическом факультете, а мать – 
Попеня Екатерина Васильевна – медицину, одно-
временно работая не один год в приютах и детских 
домах. Молодым родителям, уже получившим уни-
верситетские дипломы, пришлось пережить почти 
десятилетие неустроенности, смены мест работы, 
но на будущее они смотрели с оптимизмом, появил-
ся на свет и второй сын Вячеслав, и первые литера-
турные публикации Михаила Андреевича. К несча-
стью, он, как и многие белорусские литераторы того 
времени, был подвергнут преследованию, заключен 
в лагерь в 1940 г., из которого благодаря благосклон-
ности судьбы освободился с началом Великой Оте-
чественной войны. Юрий, 16-летний выпускник 
Минской десятилетки, стал свидетелем горящего, 
разрушенного и разграбленного Минска, уничто-
женного родного жилища и имущества в первые 
дни войны. Востребованность врачебного долга 
Екатерины Васильевны давали шанс выживания, но 
ненадолго, так как остальные члены семьи не смог-
ли трудоустроиться.

Тяжелое и голодное время войны и безнадёжное 
положение в оккупированном Минске вынудили 
Островских перебраться в относительно благопо-
лучный Слоним, где глава семьи трудился в мест-
ной прогимназии и семинарии, а его супруга в ро-
дильном доме. Нашлось рабочее место и Юрию 
Михайловичу – он учитель начальной школы, по-
мощник зубного техника и, наконец, работник ра-
диоузла. Этому способствовало знание немецкого 
языка, которое по воспоминаниям Юрия Михайло-
вича было приобретено в довоенное время благода-
ря общению с детьми и семьями немецких эмигран-

тов и заинтересованному чтению романа «Тихий 
Дон», изданного на немецком языке в канун войны. 
Это вызывало доверие оккупантов и открыло воз-
можности сотрудничества с советскими партизана-
ми, и оказывать посильное сопротивление оккупа-
ционному режиму. В гимназии и семинарии укры-
валась молодежь от вывоза в Германию, через 
связных передавали в партизанский отряд типо-
графскую бумагу, медикаменты и радиодетали. Же-
стокое время не обошло их стороной – погиб млад-
ший брат Вячеслав, раздавленный немецким грузо-
виком. В дни освобождения Слонима – Екатерина 
Васильевна – член комиссии по установлению зло-
деяний немецко-фашистских захватчиков, восста-
навливает советскую систему здравоохранения 
Слонимского района, трудится главврачом медучи-
лища. Юрий призван в ряды РККА. Михаил Андре-
евич был подвергнут наказанию за педагогическую 
работу в условиях оккупации – 10 лет лагерей. Это 
не могло не отразиться на судьбе его сына и «каи-
нова» печать останется в судьбе будущего ученого 
на долгие годы. 

Юрий Михайлович почти год на армейской 
службе и по демобилизации в ноябре 1945 года 
поступил в Минский медицинский институт. Он, 
участник Великой Отечественной войны, награж-
дён медалью «За победу над Германией». С пер-
вых дней учебы проявляет блестящие способности 
в постижении медицинской науки и склонность 
к проведению научных исследований. Этому спо-
собствовала активная деятельность заведующего 
кафедрой общей химии доцента В. А. Бандарина 
и общая атмосфера энтузиазма в деле подготовки 
научно-педагогических кадров, опосредованная 
научно-студенческим обществом МГМИ.

Однокурсник Юрия Михайловича, будущий 
академик НАН Беларуси Сидоренко Георгий Ива-
нович, также прошел школу этого выдающегося 
биохимика: «я, вспоминая В. А. Бандарина, назвал 
обязательные качества, которыми должен обладать 
лектор – три «Э» – эрудиция, эмоциональность, 
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эстетика. Именно благодаря им можно увлечь сту-
денческую аудиторию и завоевать ее внимание» 
(из интервью газете «Медицинские новости», 
2004 г.). Не удивительно, Юрий Михайлович счи-
тал себя принадлежащим к школе В. А. Бандарина.

Из многочисленных воспоминаний бывших «бан-
даринцев» известно, что уже с 1-ого курса Юрий Ми-
хайлович самоотверженно трудился в кружке при 
кафедре общей химии, совмещая учебу с лабо-
рантской работой, в частности, в институте теоре-
тической медицины АН БССР. Научная перспек-
тива мотивировала к изучению английского язы-
ка – он в 1945–1947 гг. учится на заочных курсах 
в Москве и успешно их заканчивает. Нелегкое 
материальное положение студентов того времени 
он преодолевал вместе с супругой, его избранницей 
стала однокурсница Сперанская Ирина Анатольевна, 
разделившая с ним тяготы ухода за новорожденной 
дочерью, страдающей от нескольких тяжелых забо-
леваний. Не ослабевал пресс со стороны репрессив-
ных органов, многократные допросы и угрозы ис-
ключения из-за находившегося в заключении отца 
и нежелания сына от него отказаться. Исключение из 
ВЛКСМ в 1947 г. оказалось меньшим из зол. Но бла-
горазумие в руководстве институтом взяло вверх (ве-
роятно, сыграло роль и заступничество В. А. Банда-
рина) поскольку выпускник продемонстрировал ка-
чества будущего незаурядного врача и ученого. 
В результате – лишение «красного» диплома с отли-
чием, с «четверкой» по марксизму-ленинизму и (вме-
сто аспирантуры) направление на периферию, в По-
лоцкую область. Попытка поступления в московскую 
аспирантуру также не удалась, ответ «не прошел по 
конкурсу» при отсутствии самого конкурса был мно-
гозначащим, но не остановил стремления молодого 
врача приобщиться к научной работе.

С августа 1950 г. семья Ю. М. Островского 
в г. Полоцке, тогдашнем областном центре, он тру-
дится на должности заведующего отделом сани-
тарно-эпидемиологической станции, где создает 
биохимическую лабораторию и в лаборатории 
областной (впоследствии городской) больницы. 
Выезжает в районные центры, где поднимает уро-
вень лабораторной службы. Рождение второго ре-
бенка (сын Владимир, 1951 г.) обострило квартир-
ный вопрос. Переехавшая на работу в г. Полоцк 
Екатерина Андреевна оказывает помощь сыну, за 
счёт кредитования строят свой дом, куда в 1954 г. 
возвращается по амнистии отец, впоследствии ре-
абилитированный. Все члены семьи трудятся не 
покладая рук, при том, что Юрий Михайлович не 
оставляет научных исследований, он сосредото-
чен на изучении обмена витамина В1 у больных 
туберкулезом и в 1954 г. сделал научный доклад 
на научной сессии Минского медицинского ин-
ститута. В условиях чрезвычайной врачебной за-
нятости и её отягощёния решением бытовых про-
блем Юрий Михайлович верил в свое научное 
призвание и, в меру сил и возможностей, посте-
пенно приобщался к научному поиску.

Исключительная сплоченность семьи Остров-
ских, неоценимая помощь матери, авторитетного 
врача акушера-гинеколога, и неисчерпаемая энер-
гия Юрия Михайловича помогли преодолеть все 
невзгоды и неурядицы противоречивых послеста-
линских времен. Он, будучи слушателем институ-
та марксизма-ленинизма в Полоцке подвергался 
осуждению за критику взглядов Лысенко/Вильям-
са, непродуманных реформ в сельском хозяйстве 
и других волюнтаристских решений директивных 
органов. В результате учился в этом идеологиче-
ском учреждении не 2, а 5 лет. При этом по линии 

Рисунок 1. Первые сотрудники кафедры биохимии ГГМИ (отсутствует А. Н. Разумович)
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общества «Знание» успевая читать лекции, кото-
рые привлекали много слушателей, отдававшим 
дань его ораторским способностям. Работа над 
диссертацией и семейное благополучие остава-
лись «базисами» его многосторонней и неугомон-
ной жизни. Наступивший 1955 г. оказался ознаме-
нован двумя событиями – появлением на свет вто-
рого сына (Сергей, 1955 г.р.) и докладом на научной 
сессии Института питания АМН СССР, на которой 
он был признан состоявшимся исследователем 
и получил поддержку в дальнейшей разработке 
этого направления витаминологии, была сформи-
рована концепция биохимического контроля ле-
карственных осложнений противотуберкулезной 
терапии (и химиотерапии в целом).

В 1956 г. Юрий Михайлович был приглашен на 
должность ассистента кафедры Витебского медин-
ститута (ВГМИ), чем незамедлительно воспользо-
вался. Началась жизнь в общежитии, в чрезвычай-

но стеснённых условиях, т.к. за ним последовала 
семья, но открылась возможность полноценного 
научно-педагогического труда и, главное, заверше-
ние диссертации. Приобщение к педагогическому 
труду, обязанности ассистентской работы постига-
лись без всяких трудностей. Доклад на научной 
сессии ВГМИ в 1957 г. был высоко оценен зав. 
кафедрой биохимии, профессором Шапотом Вла-
димиром Сергеевичем, пострадавшим в недавние 
годы борьбы с космополитизмом. Для молодого 
ассистента сотрудничество и общение с В. С. Ша-
потом, крупным специалистом в области биохи-
мии опухолей и выдающимся интеллектуалом, 
оказалось благотворным и результативным.

Первоочередная задача была изначально очевид-
ной – подготовка к защите кандидатской диссерта-
ции. Остепенённость давала шанс приобщения к се-
рьёзной науке. Клинический материал был под ру-
кой – это больные туберкулезом, заболеваемость 

галопировала, а результаты лечения (внедря-
лась комплексная терапия стрептомицином, 
фтивазидом, ПАСК) были далеко не удовлет-
ворительными. Родилась идея, что не только 
сама патология, но и противотуберкулезная 
терапия несут в себе неблагоприятные для 
организма последствия, в частности, девита-
минизацию. Не в этом ли смысл усиления 
диетического компонента в лечении пациен-
тов и что может быть индикатором его стату-
са? Естественно, это должен быть незамени-
мый фактор питания и был избран витамин 
В1. Пришлось поработать и над усовершен-
ствованием (если не над оригинальной раз-
работкой) метода определения тиамина 
в биологических жидкостях, а, параллельно, 
и над анализом антитуберкулезных препара-
тов, проанализировать витаминную ценность 
больничного питания.

Из 15 опубликованных работ периода 
1954–1958 гг. методическим вопросам по-
священо 7 публикаций. Остальные – это 
обстоятельный и разносторонний материал, 
включающий результаты исследования ви-
тамина В1, пировиноградной кислоты и би-
сульфитсвязывающих веществ в биологи-
ческих жидкостях в группах взрослых па-
циентов и детей с различными факторами 
туберкулеза (от 54 до 151 пациента). Сделан 
важный научно-практический вывод – на-
рушение обмена тиамина определяется не 
формой туберкулезного процесса, а лишь 
его распространённостью и тяжестью, а ха-
рактер применяемого лечения изменяет 
картину витаминного баланса (стрептоми-

Рисунок 2. Продолжение традиции Гродненских  
витаминологических симпозиумов на берегу Байкала  

(Иркутск, 1983 г.). На снимке вместе с академиком  
Островским Ю. М. его коллеги по изучению проблем  

витаминологии и биохимии алкоголизма:  
В. Б. Спиричев, И. А. Сытинский, М. А. Рыбалко,  
А. Г. Мойсеёнок, А. Я. Розанов, С. Н. Федченко,  

А. А. Дмитровский, В. М. Борец
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цин улучшает, фтивазид его усугубляет), за счёт 
воздействия на процесс фосфорилирования. До-
казано эффективное действие тиаминдифосфата 
по сравнению с витамином В1. Это – приоритет-
ное апробирование известной «кокарбоксилазы». 
Работа над диссертацией заняла более 5 лет и была 
представлена к защите в институт эксперимен-
тальной медицины АН Латвийской ССР в виде 
обстоятельного труда из 333 страниц (4 рисунка 
и 77 таблиц) с цитированием 153 работ отече-
ственных и 332 иностранных авторов. 

Завершение работы и её представление состоя-
лась от кафедры биохимии Витебского мединститута 
(зав. кафедрой, профессор В. С. Шапот) и Полоцкой 
городской больницы (главный врач Е. М. Полыгина). 
Оппонировали работу академик АН Латвийской 
ССР, д.м.н. Шмидт А. А. и д.м.н. Столыгво Н. С. За-
щита состоялась 10-го мая 1958 г. и была высоко 
оценена членами Совета. Таким образом, работа 
в Витебском мединституте дала возможность за-
вершения диссертационного труда и представле-
ния его к защите. Тревожное ожидание утвержде-
ния защищенной работы завершилось утвержде-
нием ВАК СССР 21-го января 1959 г.

Диплом кандидата наук послужил формаль-
ным основанием для дальнейшего роста талант-

ливого учёного и педагога. Приказом МЗ БССР 
Ю. М. Островский переведён из ВГМИ на долж-
ность заведующего кафедрой биохимии вновь 
организованного Гродненского медицинского ин-
ститута (ГГМИ). Первый день работы к.м.н. Остров-
ского Ю. М. в ГГМИ это день основания кафедры 
биохимии молодого ВУЗа (16.01.1959 г.). Его первы-
ми ассистентами и сотрудниками стали Н. К. Лука-
шик, А. Г. Мажуль, А. Н. Разумович, А. И. Балаклеев-
ский, Г. А. Доста, Р. В. Требухина. Все они, наряду 
с налаживанием учебного процесса, стали непремен-
ными участниками научных исследований, моноте-
матично связанными с биохимией витамина В1 и од-
новременно структурированных в темы диссертаци-
онных работ. Все ассистенты в период с 1963 г. 
(А. Н. Разумович) до 1970 г. (А. Г. Мажуль) стали 
кандидатами наук.

В становлении коллектива реальную помощь 
оказал доц. В. А. Бандарин, который в 1958–1960 гг. 
преподавал в ГГМИ химические дисциплины. 
Бандаринские традиции привлечения студентов 
к научной работе в полной мере были реализова-
ны Ю. М. Островским как для укрепления иссле-
довательского потенциала кафедры, так и после-
дующего его развития в структуру академическо-
го учреждения.

Рисунок 3. Ничто не предвещало близкой трагедии.  
Последний известный прижизненный снимок академика Ю. М. Островского 24-го декабря 1991 г.  

Рождественский вечер в Институте биохимии Фрайбургского университета в Германии.  
На снимке рядом с Ю. М. Островским директор ФЕБО и Института, академик,  

Профессор Карл Дэкер с молодыми сотрудниками
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Расширенному изучению биохимических функ-
ций тиамина предваряло опубликование 
Ю. М. Островским двух фундаментальных обзо-
ров, посвященных коферментным функциям тиа-
миндифосфата (Укр. биохим. журнал, 1959 г.) и ме-
таболизму тиаминфосфатов (там же, 1960 г.).

С участием А. И. Балаклеевского и Г. А. Доста 
впервые раскрыт механизм взаимопревращения 
тиамина и тиохрома, раскрыта природа тиаминде-
гидразной реакции и ее связь с патогенезом гипер-
тонической болезни и обмена холестерина (1961 г.), 
выявлен феномен воздействия производных вита-
мина В1 на окислительное фосфорилирование (со-
вместно с А. Н. Разумовичем, 1962 г.), раскрыты 
новые механизмы воздействия тиамина на углево-
дный обмен, обоснована модель окситиаминового 
авитаминоза витамина В1 (совместно с Н. К. Лу-
кашиком, Р. В. Требухиной, 1962–1964 гг.). Соав-
торами ряда опубликованных работ стали первые 
студенты–кружковцы (Б. П. Комарова, Ф. С. Ла-
рин, С. Н. Карпуть). Массив полученных данных 
укрепил у Юрий Михайловича, возникшее пред-
положение в период работы в Полоцке о том, что 
ряд патологических состояний сопровождается не 
недостатком, а повышенным метаболизмом тиа-
мина. На сессии Института витаминологии МЗ 
СССР в 1963 г. им был сделан доклад на тему «Су-
ществует ли гипервитаминоз В1?». 

В результате дискуссий с коллегами и ученика-
ми эта идея реализовалась в тему докторской дис-
сертации «Обменные сдвиги при различной обе-
спеченности организма тиамином», защищенной 
в 1964 г. в Киевском медицинском институте име-

ни А. А. Богомольца. Его оппонентами стали про-
фессоры Е. Ф. Шамрай, А. П. Пелещук, Е. Ф. Со-
пин. Диссертация утверждена ВАК СССР 4-го 
сентября 1965 г. А в 1966 г. д.м.н. Ю. М. Остров-
скому присуждено звание профессора (аттестат от 
16-го февраля 1966 г.).

Деятельность Юрия Михайловича как популя-
ризатора науки, известная с 50-х годов, получила 
свое развитие в конце 60-х и в 70-е годы. Его лек-
ции собирали многочисленные аудитории, а изда-
ния пользовались большой популярностью. Среди 
них «Биохимия о происхождении жизни» (1979 г.), 
обосновывающая доклеточный период самовос-
производства живой материи. Его публицистиче-
ская активность в постчернобыльские годы была 
яркой и убедительной и сопровождалась рядом 
инициатив в преодолении последствий радиацион-
ной трагедии. Он был популяризатором здорового 
образа жизни и поддержал антиалкогольную ком-
панию. Его поэтическое творчество и публицисти-
ка были частично опубликованы посмертно [5].

Дальнейшие развитие научных идей проф. 
Ю. М. Островского, формирование его научной шко-
лы, организация академического учреждения и его 
превращение в институт биохимии АН БССР де-
тально изучены и материалы опубликованы учени-
ками, сотрудниками и историками науки. Следует 
упомянуть несколько публикаций [6–18], играющих 
ключевую роль в раскрытии вклада Ю. М. Остров-
ского в развитие биологической и медицинской на-
уки страны, отображению его титанических усилий 
в достижении поставленных целей в интересах на-
учной истины и научного прогресса.
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ВИТЕБСКАЯ ВЕТВЬ БИОХИМИЧЕСКОЙ ШКОЛЫ  
АКАДЕМИКА Ю. М. ОСТРОВСКОГО

А. А. Чиркин 
Витебский государственный университет имени П.М. Машерова,  

г. Витебск, Республика Беларусь

Введение. В статье представлены данные о взаимосвязанных пяти направлениях научных исследо-
ваний Витебской биохимической научной школы с 1983 по 2025 годы.

Цель исследования – обобщение результатов исследований витебских биохимиков в связи с деятель-
ностью биохимической научной школы академика Ю. М. Островского.

Материал и методы. В работе использованы данные биохимических исследований показателей 
обмена веществ и его регуляции у людей и экспериментальных животных на базах Республиканского 
липидного лечебно-диагностического центра метаболической терапии, ряда научных центров Республики 
Беларусь и России, а также – кафедральных лабораторий.

Результаты. Научные исследования проводились по пяти направлениям: зависимые от типа стрес-
сового воздействия многолетние исследования по эволюции нарушений обмена холестерола и глюкозы; 
создание препарата природного происхождения для борьбы с развитием инсулинорезистентности; фор-
мирование возрастных и половых особенностей возрастной динамики показателей обмена липидов, угле-
водов и др. в диапазоне менее 15 лет – 79 лет; биохимическая оценка рисков занятия спортом в периоде 
полового созревания; обоснование использования легочных пресноводных моллюсков в качестве модель-
ных организмов для биофармацевтических доклинических исследований.

Заключение. Проведенные исследования позволили обеспечить функционирование научной школы «Био-
химия здорового образа жизни» как ветви биохимической научной школы академика Ю. М. Островского. 

Ключевые слова: научные биохимические школы, биохимия стресса, метаболический синдром, 
лабораторные исследования, модельные организмы.

Для цитирования: Чиркин, А. А. Витебская ветвь биохимической школы академика Ю. М. Остров-
ского / А. А. Чиркин // Биохимия и молекулярная биология. – 2025. – Т. 4, № 1(6). – С. 12–18.

Введение
В послевоенном периоде в Витебском государ-

ственном медицинском институте (ВГМИ) работали 
преподаватели, обладавшие опытом и методами во-
енной медицины, а также остепененные преподава-
тели из ведущих вузов СССР. Это был успешный 
институт, включенный в список экспериментальных 
медицинских вузов страны. Поэтому в Центральной 
научно-исследовательской лаборатории в 60– 
70-е годы уже были ультрацентрифуга L2-65B 
«Спинко», спектрофотофлуориметр MPF-А «Хита-
чи», двухлучевой спектрофотометр, гистохимиче-
ское оборудование и др. В апреле 1953 года кафедрой 
биохимии стал заведовать приехавший из Ленингра-
да профессор В.С. Шапот. Здесь он открыл «эффект 
Шапота», согласно которому опухолевые клетки 
жадно захватывают глюкозу и аминокислоты из 
окружающей среды. Летом 1956 года из Полоцка на 
кафедру прбыл новый асистент Ю. М. Островский, 
который завершал работу над кандидатской диссер-
тацией. В это же время на кафедре биохимии подра-
батывал лаборантом студент Н.К. Лукашик – буду-
щий профессор и заведующий кафедрой биохимии 
Гродненского государственного медицинского инсти-

тута, который называл В.С Шапота и Ю. М. Остров-
ского «Учителями с большой буквы». В.С. Шапот 
уехал в Москву на работу во Всесоюзный онкологи-
ческий научный центр АМН СССР в 1960 году и стал 
членом-корреспондентом АМН, а Ю. М. Остров-
ский – в г. Гродно в 1959 г., создал институт биохимии 
и стал академиком НАН Республики Беларусь 
в 1986 году. В эти годы автор статьи учился на лечеб-
ном факультете Витебского государственного меди-
цинского института, и работал в кружке при кафедре 
биохимии, где сохранялись принципы научных био-
химических исследований этих великих ученых. 
Свою первую монографию (Тиамин. Избранные гла-
вы по биохимии витамина В1, 1971 г.) Ю. М. Остров-
ский начал с посвящения «Соратникам по работе, 
белорусским биохимикам посвящается. Автор». 
Этот принцип видеть в каждом человеке от студента 
до академика, работающем по биохимической тема-
тике, соратника был основным стержнем педагоги-
ческой и научной деятельности Ю. М. Островского. 
Под руководством профессора Ю. М. Островского 
в 1968 г. автор статьи защитил кандидатскую диссер-
тацию, а в 1979 году – докторскую диссертацию. 
До 1991 года я поддерживал связи с Ю. М. Остров-
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ским; все свои крупные научные проекты всегда об-
суждались с ним, поэтому считаю возможным гово-
рить о Витебской ветви научной биохимической 
школы Ю. М. Островского.

Целью статьи явилось обобщение некоторых 
результатов исследований биохимиков Витебска 
по медико-биологической темам, связанным с на-
учной школой Ю. М. Островского.

Материал и методы
Научные исследования ряда биохимиков г. Ви-

тебска осуществлялись в рамках научной школы 
«Биохимия здорового образа жизни», в функцио-
нировании которой было два этапа. На первом эта-
пе (1983–2002 годы, ВГМИ) докторами наук стали 
Данченко Е.О., Доценко Э.А., Козин В.М., Конева-
лова Н.Ю., Чиркин А.А., Осочук С.С., Щупакова 
А.Н.; кандидатские диссертации защитили Бори-
сов В.А., Воронов Г.Г., Гребенников И.Н., Григо-
рьев И.В., Гурин А.А., Егоров К.Н., Куликов В.А., 
Луд Л.Н., Сараев Ю.В., Филиппенко Г.В., Цикуно-
ва И.В., Аль Бов Бакер и др. На втором этапе 
(2003–2025 годы, ВГУ имени П.М. Машерова) 
в процессе работы биохимической научной школы 
кандидатские диссертации защитили Балаева-Ти-
хомирова О.М., Степанова Н.А., Толкачева Т.А., 
Чиркина А.А., Алтани Мершид Сулеман. На этом 
этапе в ВГУ имени П.М. Машерова было подго-
товлено более 40 магистерских диссертаций, а так-
же комплексы учебно-методической литературы 
для двух ступеней высшего образования по биохи-
мии для медицинских и немедицинских специаль-
ностей, ксенобиологии, биотехнологии, клеточной 
биологии, молекулярным механизмам биосигна-
линга, молекулярной биологии раковой клетки, 
анализу запрограммированной клеточной гибели 
и аутофагии, биохимии мембран и межмембран-
ных коммуникаций и др. 

Сотрудники научной школы в разные периоды 
решали актуальные практико-ориентированные 
задачи по взаимосвязанным пяти направлениям: 
создание Республиканского липидного лечеб-
но-диагностического центра метаболической те-
рапии (РЛЛДЦМТ) и формирование физиологи-
ческих значений лабораторных тестов у населе-
ния северо-восточного региона Республики 
Беларусь; неоценимую роль в создании и функ-
ционировании этого учреждения сыграл главный 
врач Медсанчасти стройтреста №9 В.В. Батов; 
формулирование концепции радиационно-инду-
цированного атеросклероза и изучение отдален-
ных биохимических и медицинских последствий 
у лиц, участвовавших в ликвидации последствий 
аварии на ЧАЭС и боевых действий в Афганиста-
не; изучение биохимии метаболического синдро-

ма и создание препарата природного происхожде-
ния для борьбы с развитием инсулинорезистент-
ности, биохимическая оценка рисков занятия 
спортом в периоде полового созревания; ксе-
нотрансплантация островковых клеток поджелу-
дочной железы и обоснование использования 
новых модельных организмов для биофармацев-
тических доклинических исследований.

Исследованию подвергнуты более 40 тысяч об-
разцов сыворотки крови людей, а также сыворотка 
крови и ткань печени крыс, гемолимфа и ткани 
куколок дубового шелкопряда и легочных пресно-
водных моллюсков. Биохимическое исследование 
сыворотки крови людей включало 20–24 рутинных 
биохимических лабораторных показателей, а так-
же гормональных показателей (лептин, проинсу-
лин, С-пептид, трийодтиронин, кортизол), 15 фер-
ментов обмена углеводов. Был обоснован пятиэ-
тапный алгоритм выявления метаболического 
синдрома (МС) у мужчин [1]. В эксперименталь-
ных исследованиях были использованы белые 
крысы линии Вистар, куколки районированного 
в Витебской области дубового шелкопряда 
Antheraea pernyi G.-M., легочные пресноводные 
моллюски Lymnaea stagnalis L., Planorbarius 
corneus L. и Biomphalaria glabrata S. Методами 
биоинформатики была исследована гомология бо-
лее 200 ферментов легочных пресноводных мол-
люсков, крыс, свиней и человека [2]. Цифровой 
материал обработан методами параметрической 
и непараметрической вариационной статистики. 

Результаты и их обсуждение
Установлено, что биохимическими признаками 

МС у ликвидаторов аварии на ЧАЭС являются ги-
пергликемия, гиперлептинемия и пограничная 
триацилглицеролемия при наличии сниженной 
концентрации кортизола в сыворотке крови. 
Устойчивым маркером имевшегося в прошлом ра-
диационного воздействия является уменьшение 
концентрации ЛПВП. Осуществлено разграниче-
ние биохимических показателей метаболических 
изменений в зависимости от характера экстре-
мального воздействия в прошлом: действие хро-
нического стресса – повышение ЛПВП и нормаль-
ные значения индекса атерогенности (участники 
войны в Афганистане); сочетанное действие хро-
нического стресса и радиации – снижение ЛПВП 
и повышение индекса атерогенности (ликвидато-
ры аварии на ЧАЭС). Развитие адаптационных 
процессов включает активацию систем синтеза 
инсулина, лептина и эндогенных антиоксидантов 
(мочевая кислота и билирубин). Такие изменения 
обмена веществ являются ключевыми для пони-
мания причин более частого выявления МС у лик-
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видаторов по сравнению с воинами-интернацио-
налистами и развития заболеваний атеросклеро-
тической природы, когда увеличение индекса 
атерогенности сопряжено со снижением концен-
трации ЛПВП. Впервые установлено, что в груп-
пы риска развития МС в результате проведенного 
скрининга входит 735 постоянных жителей г. Ви-
тебска, 222 участника войны в Афганистане и 1110 
ликвидаторов на 10 тысяч обследованных лиц [3]. 

Разработана технология получения средства, 
содержащего гидрофильные компоненты куколок 
дубового шелкопряда, которое предназначено для 
использования в медицине, ветеринарии и расте-
ниеводстве. Этот препарат (экстракт куколок дубо-
вого шелкопряда) применен для модуляции дей-
ствия антибиотиков с целью использования в сель-
ском хозяйстве и лесоводстве (борьба с микробной 
контаминацией культур растительных тканей). 
Препарат стандартизован по содержанию суммы 
свободных аминокислот 700 мг/л с целью оптими-
зации действия антибиотиков и стимуляции роста 
и развития культивируемых растительных тканей. 
В разработку механизмов действия препарата на 
культурах различных клеток неоценимый вклад 
внесли О.Ю. Абакумова (Институт био-медицин-
ской химии имени В.Н. Ореховича, г. Москва) 
и М.М. Зафранская (МГЭУ имени А.Д. Сахарова 
БГУ). Рекомендовались следующие направления 
использования средств, содержащих экстракт ку-
колок дубового шелкопряда: как иммуномодулято-
ра на уровне нейтрофильных лейкоцитов и макро-
фагов; как противовоспалительного средства за 
счет подавления генерации активных метаболитов 
кислорода; как средства, для предотвращения нега-
тивных реакций на метаболизм и гиперпродукции 
гомоцистеина; как источника незаменимых (эссен-
циальных) субстанций для регуляции метаболизма. 
Было обосновано использование экстракта в гоме-
опатических дозировках (порядка 7–70 мкг сво-
бодных аминокислот на 1 кг массы тела) для про-
филактики МС [4]; коррекция действия урсодезок-
сихолевой кислоты использованием экстракта 
куколок дубового шелкопряда в качестве гепато-
протектора; применение экстракта куколок дубо-
вого шелкопряда как модулятора функции корко-
вого вещества надпочечников и щитовидной желе-
зы; разработка йодированных препаратов из 
гемолимфы куколок дубового шелкопряда для 
коррекции гипотиреоидного состояния и гипоаль-
фахолестеролемии; мониторинг жидкого содержи-
мого куколок дубового шелкопряда как способ 
долговременной оценки экологических особенно-
стей региона [5, 6]. Важный комплекс перспектив-
ных научных исследований, посвященных биоме-
дицинскому использованию урсодезоксизолевой 

и тауроурсодезоксихолевой кислот, был выполнен 
ныне профессором Е.О. Данченко в Институте па-
тобиохимии, Йена, Германия.

Наибольшее практическое значение имели ис-
следования на адекватной модели развития призна-
ков МС у крыс. С участием сотрудников лаборато-
рии профессора В.У. Буко и при финансировании 
ООО «Рубикон» было показано, что 1) высокожи-
ровая диета у крыс в течение 3-х месяцев вызывала 
развитие инсулинорезистентности в эксперименте; 
2) установлена гипергликемия на фоне увеличения 
уровня инсулина на 87% и критерия Homa в 2,1 раза 
в условиях активации гликогенолиза, активации 
глюконеогенеза и неокислительной ветви пентозо-
фосфатного пути и снижения активности гликоли-
за и окислительной ветви пентозофосфатного 
пути. Такая экспериментально вызванная инсули-
норезистентность сопровождалась увеличением 
содержания в сыворотке крови общего холестеро-
ла и триацилглицеролов в 1,4 раза и снижение 
ЛПВП в 1,2 раза на фоне увеличения содержания 
ТБК-реагирующих субстанций в 1,9 раза и сниже-
нием уровня, восстановленного глутатиона в пече-
ни в 4,4 раза. Для профилактики развития инсули-
норезистентности использовали комплекс эндо-
генных антиоксидантов из гемолимфы куколок 
дубового шелкопряда. Одномесячное введение 
водного экстракта куколок дубового шелкопряда 
в процессе воспроизведения инсулинорезистент-
ности уменьшало проявления инсулинорезистент-
ности на 20–30%, увеличивало уровни восстанов-
ленного глутатиона и ЛПВП до уровня нормы. Эти 
исследования были защищены 4 патентами со-
вместно с гродненскими учеными: «Способ полу-
чения средства для профилактики инсулинорези-
стентности». Патент РБ 15645; «Средство для 
снижения уровня гомоцистеина при гипергомоци-
стеинемии». Патент РБ №12608; «Средство, обла-
дающее иммуномодулирующей активностью». 
Патент РБ №12504; «Йодсодержащее средство 
для восстановления тиреоидной функции при 
йоддефицитных состояниях». Патент РБ № 18724 
(Е.М. Дорошенко, Л.И. Надольник, А.В. Наумов, 
В.М. Шейбак и др.). Элетронномикроскопические 
исследования выполнялись Р.И. Кравчук и мор-
фо-биологические консультации оказывал про-
фессор С.М. Зиматкин [7]. 

В 1992–1994 годах был издан «Диагностиче-
ский справочник терапевта» [8], в котором впер-
вые был представлен раздел клинико-лаборатор-
ных исследований (с. 455–663). Начиная 
с 2004 года, было выпущено несколько справоч-
ных изданий для врача «Клинический анализ ла-
бораторных данных». Второе переработанное 
и дополненное издание было опубликовано 
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в 2019 году [9]. В 2010 году было издано справоч-
ное руководство для медицинских работников по 
анализу биохимических исследований 21754 жи-
телей северо-восточного региона Республики Бе-
ларусь под редакцией академика В.С. Улащика, 
которое может рассматриваться «как эталонные 
значения нормы для населения Республики Бела-
русь» [10].

В последние годы проблеме возрастных измене-
ний обмена веществ был посвящен целый ряд мно-
гоцентровых исследований: CALIPERstudy в Кана-
де, KiGGS-программа в Германии, HELENAstudy 
в Европе и др. Анализ таких исследований показал, 
что существуют региональные границы биохими-
ческих показателей у лиц пубертатного возраста. 
В отчетах и публикациях по аналогичным исследо-
ваниям указывается, что данные изменения отобра-
жают метаболические процессы, обеспечивающие 
рост и развитие опорно-двигательного аппарата, 
системы внутрисосудистого транспорта веществ, 
обеспечения исходными молекулами процесса 
образования стероидных гормонов, увеличения 
мощности эндогенных антиоксидантных си-
стем. В связи с этим исследовались вопросы 
влияния спортивных нагрузок на биохимиче-
ские параметры здоровья подростков. На протя-
жении 2011–2019 годов под наблюдением было 
1245 подростков, из них 375 – женского пола 
и 870 подростков мужского пола. Установлены со-
храняющиеся на постоянном уровне биохимиче-
ские показатели сыворотки крови у лиц пубертат-
ного возраста, а также были выявлены специфиче-
ские биохимические изменения в зависимости от 
пола и вида физических нагрузок. Установлены 
биохимические показатели, которые свидетель-
ствуют о большей чувствительности женского ор-
ганизма к физическим нагрузкам, по сравнению 
с мужским. Кроме того, были обнаружены крите-
рии «спортивного выгорания» у подростков 
12–15 лет, при которых они не могут преодолеть 
спортивные нормы «Мастер спорта». По результа-
там этих исследований выпущена монография 
в форме 67 таблиц, которые позволяют по антро-
пометрическим, биохимическим и квалификаци-
онным спортивным параметрам оценить состоя-
ние обмена веществ подростка [11].

В Республике Беларусь на кафедрах общей хи-
рургии Белорусского и Витебского государствен-
ных медицинских институтов в 80–90-х годах про-
шлого века практически синхронно развивалось 
научное направление коррекции нарушенных 
функций организма больных диабетом путем ксе-
нотрансплантации клеток поджелудочной железы. 
Источником эндокринной ткани для культивиро-
вания в РЛЛДЦМТ служила поджелудочная же-

леза новорожденных несосавших поросят соглас-
но патенту RU2135193C1 (при участии автора 
патента профессора В.Н. Блюмкина, заведовав-
шего в ВГМИ кафедрой гистологии в 50-х годах 
прошлого века, а затем работавшего в Институте 
трансплантологии и искусственных органов 
МЗ СССР под руководством академика В.И. Шу-
макова). С 1994 по 1999 год в г. Витебске были 
проведены ксенотрансплантации культур остров-
ковых клеток поджелудочной железы 56 пациен-
там, в том числе 30 больным с инсулинзависимым 
сахарным диабетом и 26 больным с инсулиннеза-
висимым сахарным диабетом [12]. В г. Минске был 
использован малоинвазивный метод путем транс-
плантации микроинкапсулированной ксеногенной 
клеточной культуры в сосудистое русло реципиен-
та без применения иммуносупрессивной терапии 
под руководством ныне академика С.И. Третьяка. 
В РЛЛДЦМТ ксенотрансплантация островковых 
клеток поджелудочной железы была направлена на 
введение гормон-продуцирующих клеток в парен-
химу печени, что переводило систему управления 
метаболизмом на уровень беспозвоночных, у кото-
рых гепатопанкреас отвечает за обменные и регу-
ляторные функции метаболизма. Дальнейшая раз-
работка этих методов является актуальной зада-
чей, поскольку в России в декабре 2024 года 
впервые провели уникальную операцию по пере-
садке островков Лангерганса после удаления под-
желудочной железы в печень. Хирурги Приволж-
ского исследовательского медицинского универси-
тета (ПИМУ) выполнили аутотрансплантацию 
островков Лангерганса пациентам с хроническим 
панкреатитом. Эта инновационная методика по-
зволяет бороться с тяжелым болевым синдромом 
и снижает риск развития панкреатогенного диабе-
та, сохраняя остаточную функцию эндокринной 
системы. Операция включала полное удаление 
поджелудочной железы у двух пациентов, страда-
ющих от невыносимой боли, и пересадку соб-
ственных островков Лангерганса в печень [13]. 

В связи с этим на протяжении 5 лет интен-
сивно разрабатывались вопросы гомологии фер-
ментов беспозвоночных – легочных пресново-
дных моллюсков, обладающих гепатопанкреа-
сом, и человека. В качестве сравниваемых 
животных и возможных модельных организмов 
избраны широко распространенные в водоемах 
легочные пресноводные моллюски – прудовик 
обыкновенный (Lymnaea stagnalis), также ка-
тушка роговая (Planorbarius corneus). Ближай-
шим родственником последней является хоро-
шо изученная Biomphalaria glabrata, в частно-
сти известен ее полный аннотированный геном. 
Учитывая это, был проведен сравнительный 
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биоинформатический анализ гомологии 75 про-
теолитических ферментов человека (Homo 
sapiens) и Biomphalaria glabrata. В ходе иссле-
дования установлено, что гомология ферментов 
по нуклеотидным последовательностям у чело-
века и легочных пресноводных моллюсков при 
анализе нерегулируемого протеолиза составляет 
66–68%; регулируемого протеолиза – 69–76 %; 
убиквитин-подобных модификаторов – 78–83%; 
внеклеточных ферментов – 67–76% и внутрикле-
точных ферментов – 65–72% [14]. Эволюцион-
ный консерватизм протеолитических ферментов 
позволяет использовать этих животных в каче-
стве дешевых и удобных в содержании тест-ор-
ганизмов и обосновывает целесообразность 
формирования аквакультуры моллюсков, для 
получения из их тканей белковых ферментатив-
ных препаратов протеолитического действия 
в рамках задач биофармацевтики, косметики 
и пищевой промышленности.

Последние 8 лет были посвящены разработке 
методических подходов к использованию легоч-
ных пресноводных моллюсков для биоиндика-
ции качества поверхностных вод и как модель-
ных организмов для воспроизведения патологи-
ческих состояний человека. В Европейском 
Союзе в 2010 году в качестве тест-организма для 
биоиндикации химического и иного загрязнения 
природных вод принят легочной пресноводный 
моллюск Lymnaea stagnalis, у которого многие 
метаболические процессы, например, синтез сте-
роидных гормонов, близки к таковым у человека 
[15].  Недостатком этого тест-организма является 
то, что транспорт кислорода в гемолимфе осу-
ществляется медь-содержащим гемоцианином, 
который обладает худшими по сравнению с же-
лезо-содержащим гемоглобином свойствами. 
Поэтому был разработан способ оценки биоэко-
логического состояния водоемов посредством 
анализа биохимических показателей гемолимфы 
и гепатопанкреаса двух видов легочных пресново-
дных моллюсков Lymnaea stagnalis и Planorbarius 
corneus. У последнего вида гидробионтов транс-
порт кислорода в гемолимфе осуществляется же-
лезо-содержащим гемоглобином, т.е. как у чело-
века. Было проведено одновременное биохими-
ческое исследование образцов гемолимфы 
и тканей гепатопанкреаса у этих двух видов ле-
гочных пресноводных моллюсков с последую-
щей оценкой биоэкологического состояния водо-
емов путем их ранжирования в зависимости от 
биохимических показателей гемолимфы и гепа-

топанкреаса в пределах 7 рангов (от 1 – самое 
низкое значение показателя до 7 – самое высокое 
значение показателя). В результате обследован-
ные озера Витебской и Гомельской областей 
можно было сравнить по суммарной величине 
рангов группы показателей т.е. оценить возмож-
ное долговременное радиационное загрязнение 
в некоторых из них [16].  При исследовании мол-
люсков из различающихся по антропогенной на-
грузке водоемов удалось обнаружить у некото-
рых из них признаки метаболического синдрома, 
вероятно, связанные с хроническим действием 
химических стрессоров загрязнений. Поэтому 
был начат цикл исследований по воспроизведе-
нию признаков нарушений обмена углеводов, 
белков и липидов у легочных пресноводных мол-
люсков [17]. Параллельно методами биоинфор-
матики путем оценки степени гомологии фер-
ментов и регуляторных белков выяснялась воз-
можная однотипность реакций обмена веществ 
моллюсков и млекопитающих [18–20].

Заключение
В статье представлены основные результаты 

работы витебской научно-практической школы 
«Биохимия здорового образа жизни» как ветви 
гродненской биохимической научной школы ака-
демика Ю. М. Островского по взаимосвязанным 
и последовательно развивающимся пяти направле-
ниям: зависимые от типа стрессового воздействия 
многолетние исследования по эволюции наруше-
ний обмена холестерола и глюкозы у людей → со-
здание препарата природного происхождения для 
борьбы с развитием инсулинорезистентности → 
формирование возрастных и половых особенно-
стей возрастной динамики показателей обмена 
липидов, углеводов и др. в диапазоне менее 15 
лет – 79 лет (с 5-летними интервалами) значений 
лабораторных тестов у населения Белорусского 
Поозерья → биохимическая оценка рисков занятия 
спортом в периоде полового созревания → в связи 
с этическими требованиями обоснование исполь-
зования легочных пресноводных моллюсков в ка-
честве модельных организмов для ксенотранс-
плантации островковых клеток поджелудочной 
железы в печень человека и биофармацевтических 
доклинических исследований. Биохимики Витеб-
ской научной школы получали поддержку при опу-
бликовании результатов своих исследований в ма-
териалах конференций, организуемых Институтом 
биохимии НАНБ, а также профессорами В.В. Зин-
чук и В.В. Лелевичем.
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VITEBSK BRANCH OF THE BIOCHEMICAL SCHOOL  
OF ACADEMICIAN Y. M. OSTROVSKY

A. A. Chirkin 
Vitebsk State University named after P. M. Masherov, Vitebsk, Republic of Belarus

Background. The article presents data on five interconnected areas of scientific research of the Vitebsk 
biochemical scientific school from 1983 to 2025. 

Objective. The purpose of the article is to summarize the research results of Vitebsk biochemists in connection 
with the activities of the biochemical scientific school of Academician Yu. M. Ostrovsky. 

Material and methods. The work uses data from biochemical studies of metabolic parameters and their 
regulation in humans and experimental animals at the Republican Lipid Diagnostic and Treatment Center for 
Metabolic Therapy, a number of scientific centers of the Republic of Belarus and Russia, as well as department 
laboratories. 

Results. Scientific research was conducted in five areas: long-term studies on the evolution of cholesterol 
and glucose metabolism disorders dependent on the type of stress exposure; creation of a natural drug to combat 
the development of insulin resistance; formation of age and gender characteristics of the age dynamics of lipid, 
carbohydrate, etc. metabolism parameters in the range of less than 15 years – 79 years; biochemical assessment 
of the risks of playing sports during puberty;  justification for the use of pulmonary freshwater mollusks as model 
organisms for biopharmaceutical preclinical studies. 

Conclusions. The conducted studies allowed to ensure the functioning of the scientific school “Biochemistry 
of a Healthy Lifestyle” as a branch of the biochemical scientific school of Academician Yu.M. Ostrovsky. 

Key words: scientific biochemical schools, stress biochemistry, metabolic syndrome, laboratory studies, 
model organisms.
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БИОХИМИЧЕСКИЙ КОНТРОЛЬ ДЕЙСТВИЯ 
ПРОТИВОТУБЕРКУЛЕЗНЫХ ПРЕПАРАТОВ, СОДЕРЖАЩИХ  

И НЕ СОДЕРЖАЩИХ ВИТАМИН В6

К. И. Усов1, А. Г.Мойсеенок2, М. М. Расулов3 
1Государственный университет просвещения,  

г. Москва, Российская Федерация; 
2Институт биохимии биологически активных соединений национальной академии наук 

Беларуси, г. Гродно, Республика Беларусь; 
3Государственный научно-исследовательский институт химии  

и технологии элементоорганических соединений,  
г. Москва, Российская Федерация

Введение. В последние годы во всём мире отмечается развитие мультирезистентности возбудителя 
туберкулеза к противотуберкулезным препаратам (ПТП). Отказ или прекращение от химиотерапии вслед-
ствие плохой переносимости ПТП способствует усугублению проблем, связанных с резистентностью 
возбудителя. 

Цель исследования. Оценить роль пиридоксина гидрохлорида в снижении токсичности при остром 
отравлении современным комбинированным ПТП, содержащим и не содержащим пиридоксина гидрохлорид.

Материалы и методы. Исследования выполнены на экспериментально-биологических моделях (не-
линейные белые крысы: самцы и самки). В эксперименте изучали переносимость ПТП: «Протуб-4», «Про-
туб-4 плюс» по данным биохимического контроля.

Результаты. Были получены результаты сравнительного экспериментального исследования двух 
современных комбинированных противотуберкулезных препаратов ПТП в составе единой лекарственной 
формы: изониазид, пиразинамид, рифампицин, этамбутола гидрохлорид, но отличающихся по наличию 
в составе пиридоксина гидрохлорида (витамина В6).

Заключение. Полученные данные биохимического контроля позволили установить факт снижения 
токсичности при введении препарата, содержащего пиридоксина гидрохлорид по отношению к препарату 
без пиридоксина гидрохлорида.  

Ключевые слова: биохимический контроль, острая токсичность, противотуберкулезный препарат, 
витамин В6, ксантуреновая кислота.
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Введение
В последние годы во всём мире отмечается раз-

витие мультирезистентности возбудителя туберку-
леза к противотуберкулезным препаратам (ПТП) 
[1 – 6], а также прогрессирующее течение тубер-
кулеза, что является основанием для вынужденно-
го перехода на режим химиотерапии с применени-
ем комбинированных препаратов, содержащих от 
2 до 6 активных веществ, обладающих минималь-
ной токсичностью, в составе единой формы ПТП, 
поскольку ПТП обладают определённой токсично-
стью и зачастую вызывают побочные реакции. 
В этом плане отметим, что определение токсично-

сти каждого из активных веществ в составе комби-
нированных ПТП проблематично, поскольку дози-
рование препарата осуществляется, как правило, 
по активному веществу, обладающему наиболь-
шей токсичностью, либо по количеству активного 
вещества, выбирая максимальное. Эта проблема 
существенно усложняется, когда объектом токси-
кологического исследования безопасности явля-
ются комбинированные ПТП, содержащие не-
сколько активных веществ в форме единой лекар-
ственной формы. Поэтому выяснение токсичности 
комбинаций ПТП является актуальной задачей, 
определившей цель нашего исследования. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ И КЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
EXPERIMENTAL AND CLINICAL RESEARCH
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Цель исследования – оценить роль пиридокси-
на гидрохлорида в снижении токсичности при 
остром отравлении современным комбинирован-
ным ПТП содержащим (препарат «Протуб-4 
плюс») и не содержащим пиридоксина гидрохло-
рид (препарат «Протуб-4»).

Материалы и методы исследования
Объектом исследования служили половозрелые 

нелинейные самцы и самки белых крыс массой 
180–200 г. Эксперименты проведены в соответ-
ствии с этическими требованиями МЗ РФ [7, 8, 9] 
по работе с экспериментальными животными.

Предметом исследования явились физиологиче-
ские функции животных в условиях получения ком-
бинированных ПТП в таблетках с фиксированными 
дозами активных веществ – «Протуб-4» (без пири-
доксина гидрохлорида), содержащий активные веще-
ства в таблетке: изониазид (75 мг), рифампицин (150 
мг), пиразинамид (400 мг), этамбутола гидрохлорид 
(275 мг) и ПТП «Протуб-4 плюс» (с пиридоксина ги-
дрохлоридом), содержащий активные вещества: изо-
ниазид (75 мг), рифампицин (150 мг), пиразинамид 
(400 мг), этамбутола гидрохлорид (275 мг) и пиридок-
сина гидрохлорид (10 мг), производства ОАО «Фар-
масинтез». Включение пиридоксина гидрохлорида 
(витамина В6) в состав препарата «Протуб-4 плюс», 
обусловлено тем, что входящий в состав препарата 
изониазид обладает нейротоксическим действием и, 
соответственно – рядом побочных эффектов [7, 10, 
11]. При этом известно, что применение изониазида 
в токсических дозах приводит к снижению синтеза 
ГАМК путем ингибирования декарбоксилазы глута-
миновой кислоты и как следствие этого – к повыше-
нию возбудимости на свет, звук, развитию генерали-
зованных клонико-тонических судорог [12].

Острую токсичность устанавливали по методу 
Кербера [13]. Животные были разделены на груп-
пы: 1) получавшие ПТП без пиридоксина гидрохло-
рида (n=6M, n=6F), 2) получавшие ПТП, содержа-
щий пиридоксина гидрохлорид (n=6M, n=6F). Ран-
домизацию крыс на группы проводили также и по 
принципу диапазона доз вводимого препарата. 

Препараты «Протуб-4» и «Протуб-4 плюс» 
испытывали в дозах от 6000 до 16000 мг/кг с гра-

диентом дозы на 1000 мг. Животным вводили 
препарат однократно, внутрижелудочно в виде 
суспензии с дистиллированной водой через 
атравматичный зонд. Дозирование проводили по 
количеству изониазида в таблетке. Перед введе-
нием препарата таблетки растирались в ступке. 
Однократный объем вводимой суспензии для 
крыс не превышал 5 мл. Препарат вводили дроб-
но в течение 6 часов, начиная с 9 часов утра. Сра-
зу после произведенного первого дробного вве-
дения препаратов «Протуб-4» и «Протуб-4 плюс» 
в установленной дозе DL50 визуально оценивали 
особенности поведения крыс, определяли время 
латентного периода наступления судорог, прояв-
ления эпистатуса и продолжительность нахожде-
ния крыс в коме. Тяжесть судорог оценивали по 
пятибалльной шкале Мареша [2]. Определяли 
среднюю продолжительность жизни погибших 
крыс. Наблюдение за животными продолжалось 
в течение 14 суток [9].

На 2-е сутки с момента введения Протуб-4» 
и «Протуб-4 плюс» в полулетальной дозе в груп-
пах опыта и контроля у животных регистрировали: 
внешний вид, выделения, наличие уплотнений – 
пальпаторно, массу тела в граммах (г), диурез в мил-
лилитрах (мл).

На 3-е сутки от момента введения препаратов 
Протуб-4» и «Протуб-4 плюс» в полулетальных 
дозах, в группах опыта и контроля регистрировали 
гематологические и биохимические показатели 
крови. Это определяли с помощью биохимических 
анализаторов FP-901M (Labsystems, Финляндия) 
и «EuroLyser» (EUROLab, Instruments GmbH; Ав-
стрия), гематологического анализатора Hemolux-19 
(Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co., Ltd; 
Китай) с использованием стандартных наборов 
реактивов, согласно приложенным к ним инструк-
циям; также, как биомаркер измененного обмена 
триптофана при применении ПТП, содержащих 
изониазид, по методике [14]; определяли ксанту-
реновую кислоту в суточной моче; методом [15] 
определяли наличие изониазида.

Для обработки полученных данных применя-
лись методы математической статистики, реализо-
ванные в процессоре Microsoft Office Excel 2010 
(Microsoft Co., США). Вычисляли среднее ариф-

Таблица 1 – Дозы препаратов «Протуб-4 плюс» и «Протуб-4»

Тable 1 – Dosage of the drugs “Protube-4 plus” and “Protube-4”

Исследуемые ПТП DL50, г/кг DL100, г/кг
М F М F

«Протуб-4» 9,9 ± 0,69 9,3 ± 0,69 13 13
«Протуб-4 плюс» 13,8 ± 0,38* 13,2 ± 0,49* 16 16
Коэффициент достоверности 4,9 4,6

Примечание: * – p<0.05 по сравнению с «Протуб-4».
Note: * – p<0.05 compared to “Protube-4”.
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метическое значение (М), его стандартную ошиб-
ку (m), производили оценку значимости различий 
средних величин, по t-критерию [16].

Результаты и их обсуждение
Полученные данные токсикометрии острого 

отравления при введении препарата «Протуб-4 
плюс» и препарата «Протуб-4» без пиридоксина 
гидрохлорида приведены в таблице 1.

Из таблицы 1, следует, что при введении иссле-
дуемых препаратов величина DL100, характерная 
для введения препарата «Протуб-4», сместилась 
в сторону DL50 препарата «Протуб-4 плюс», что 
свидетельствует о лучшей переносимости препа-
рата, содержащего пиридоксина гидрохлорид 
и о достоверности факта снижения токсичности 
препарата «Протуб-4 плюс» в условиях однократ-
ного перорального введения крысам. 

После 2–3-го дробного введения ПТП животные 
находились в состоянии тревоги, «втягивали» воз-
дух, «умывались», затем забивались в угол клетки, 
затаивались. Глазные щели крыс были сужены. 
Проявляемая симптоматика оценивалась по шкале 
Мареша в 0,5 балла. Через 3–4 часа после дробного 
введения исследуемых ПТП в установленных DL50 
у крыс наблюдались одиночные миоклонические 
спазмы, вздрагивания ушей и головы, быстро пере-

ходящие в слабые вздрагивания всего тела, что со-
ответствовало 2 баллам по шкале Мареша. 

Вскоре после окончания дробного введения иссле-
дуемых ПТП в 50 % случаев формировался эпистатус 
при введении препарата «Протуб-4» и значительно 
реже – при введении препарата «Протуб-4 плюс», су-
дорожная активность оценена по шкале Мареша 
в 4 балла. Судороги четвертой стадии имели циклич-
ную смену чередования с более слабыми судорож-
ными пароксизмами, оцениваемыми в 3 балла. В по-
следующем дыхание крыс учащалось, а при дозе 
8000–12000 мг/кг, все животные теряли контроль позы 
и занимали боковое положение, реакция на внешние 
раздражители отсутствовала, и в таком состоянии 
крысы впадали в состояние комы (таблица 2).

Представленные в таблице 2 данные свидетель-
ствуют о нейропротекторной защите ЦНС с помо-
щью включенного в состав ПТП «Протуб-4 плюс» 
пиридоксина гидрохлорида.

После выхода из комы отмечалась положитель-
ная динамика, на следующие сутки некоторые 
крысы начинали принимать корм, подходить к по-
илке, хоть и реагировали на внешние раздражите-
ли заторможенно. На 3–4 сутки животные по 
внешнему виду практически не отличались от кон-
трольных, но еще сохранялась определяемая за-
торможенность в поведении и диарея.

Таблица 2 – Развитие судорожного синдрома и комы у крыс при и после окончания введения «Протуб-4» 
и «Протуб-4 плюс» в среднесмертельных дозах

Тable 2 – Convulsive syndrome and coma development in rats under and after the “Protub-4” and “Protub-4 plus” 
administration in median lethal dosages

Показатели «Протуб-4» «Протуб-4 плюс» (t)М (1) F (3) М (2) F (4)
Латентный период, минут 50,9±2,1 53,0±2,2 58,1±2,4 55,1±1,5 t 1–2 = 2,3

t 3–4 = 0,8
Длительность эпистатуса до наступления комы, мин. 55,1±2,5 63,4±4,9 35,6±2,3 32,1±3,0 t 1–2 = 5,7

t 3–4 = 5,4
Проявление эпистатуса, % 53 50 33 37 –
Длительность комы, часы 6,39±0,2 5,96±0,3 4,02±0,3 4,2±0,1 t 1–2 = 6,5

t 3–4 = 5,5
Летальность без выхождения из комы, % 17 20 10 7 –

Таблица 3 – Сроки жизни крыс после однократного введения препаратов «Протуб-4» и «Протуб-4 плюс» в 
дозах DL50 и DL100. Срок наблюдения – 14 суток *

Тable 3 – Rats lifetime after a single the “Protub-4” and “Protub-4 plus” administration in DL50 and DL100. 
Observation period – 14 days

Препараты
Продолжительность жизни крыс (часы, минуты)
DL50, мг/кг DL100, мг/кг

Крысы М Крысы F Крысы М Крысы F
«Протуб-4» 56:50±3,5 47:30±5,2 30:22±4,1 34:50±5,2
«Протуб-4 плюс» 67:10±3,3 65:13±4,3 48:10±3,8 47:15±2,9
Коэффициент достоверности (t) 2,2 2,7 3,2 2,1

Примечание: * – сроки жизни погибших животных за время наблюдения.
Note: * – the lifetime of animals died during the observation period.
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Средняя продолжительность жизни крыс пред-
ставлена в таблице 3.

Гибель 80–90 % крыс, получавших DL50 ПТП 
«Протуб-4» и «Протуб-4 плюс», наступала на 
2–3 сутки. При проведении некропсии павших жи-
вотных – гемодинамические расстройства, гемор-
рагические очаги в легких, в желудке и кишечнике 
обнаружено оранжево-окрашенное содержимое; 
в легких – небольшие участки кровоизлияний; пе-
чень вишневого цвета, умеренно полнокровная; 
очаги некроза в корковом слое почек. 

На 2-е сутки после введения DL50 препаратов 
«Протуб-4» и «Протуб-4 плюс» у животных на-
блюдалось статистически достоверное «водное» 
голодание, суточный диурез был усилен. В груп-
пах опыта у крыс наблюдалась диарея на фоне зна-
чительного снижения потребления пищи и воды, 
а также снижалась масса тела (таблица 4).

На 14-е сутки от введения крысам препаратов 
«Протуб-4» и «Протуб-4 плюс», в полулетальных 
дозах, происходило практически полное восста-
новлении массы тела крыс, суточного потребления 
воды и суточного диуреза. 

Гематологические исследования, проведенные 
на 3 сутки после введения сравниваемых препа-
ратов в полулетальных дозах, свидетельствуют 
о том, что оба препарата вызывали изменения 
в крови по сравнении с контролем. Так, у живот-
ных обеих подопытных групп возрастало количе-
ство гемоглобина, эритроцитов, а у животных, 
получавших препарат без пиридоксина гидрохло-
рида (препарат «Протуб-4»), отмечалось более 
интенсивное снижение количества ретикулоци-
тов (таблица 5).

Гематологические показатели, полученные 
в группах опытов с использованием крыс-самок, 

Таблица 4 – Изменение массы тела, суточного потребления воды и диуреза у крыс на 2 сутки обследования, 
после введения препаратов «Протуб-4» и «Протуб-4 плюс» в полулетальных дозах

Тable 4 – Changes in body weight, daily water consumption, and diuresis in rats on the 2nd examination day, after the 
“Protube-4” and “Protube-4 plus” administration in semi-lethal dosages

Показатель Пол, М/F Контроль (1) «Протуб-4» (2) «Протуб-4 плюс» (3)
Масса тела, г M 172,4±0,5 158,2±0,7* 163,4±0,6* **

F 169,3±0,5 155,7±0,8* 161,6±0,7* **
Потребление воды за 24 ч,мл M 20,1±0,1 8,2±0,1* 8,1±0,1*

F 20,1±0,1 8,1±0,1* 7,8±0,1*
Диурез за 24 ч, мл M 8,4±0,7 16,9±0,8* 15,2±1,1*

F 7,4±0,4 18,2±1,0* 17,9±0,2*

Примечание: * – отличие по сравнению с контролем при p<0.05
** – отличие по сравнению с «Протуб-4» при p<0.05
Note: * – difference compared to control at p<0.05
** – difference compared to “Protube-4” at p<0.05

Таблица 5 – Изменение гематологических показателей на 3 сутки введения крысам-самцам DL50 препаратов 
«Протуб-4» и «Протуб-4 плюс»

Тable 5 – Changes in hematological parameters on the 3rd day of “Protube-4” and “Protube-4 plus” DL50 
administration to male rats

Показатели Группа
контроля

Группы опыта
«Протуб-4» «Протуб-4 плюс»

Гемоглобин, г/л 143,3±3,75 161,0±3,85* 170,67±4,25*
Эритроциты, 1012/л 5,12±0,09 5,85±0,1* 6,02±0,14*
Лейкоциты, 109/л 16,18±1,56 10,7±0,6* 10,08±1,47*
Ретикулоциты, ‰ 77,0±2,9 52,7±1,96* 63,3±0,9* **
Нейтрофилы метамиелоциты,·109/л 0,04±0,03 0,02±0,02 0,07±0,02

палочкоядерные,·109/л 0,7±0,2 0,4±0,07* 0,55±0,1
сегментоядерные, 109/л 2,98±0,66 2,10±0,38 2,42±0,48

Эозинофилы, 109/л 0,72±0,16 1,16±0,14* 1,0±0,28
Базофилы, 109/л 0 0 0
Моноциты, 109/л 0,25±0,06 0,21±0,09* 0,24±0,06
Лимфоциты, 109/л 8,44±0,97 5,81±0,56* 5,78±0,97*
Плазмоциты, 109/л 0,03±0,03 0 0
Тромбоциты, 109/л 595,2±3,1 631,1±1,8* 622,4±3,0* **

Примечание: * – различия достоверны по сравнению с контролем (р < 0,05); 
** – различия достоверны между подопытными группами (р < 0,05).
Note: * – differences are reliable compared to the control (p < 0.05);
** – differences are reliable between experimental groups (p < 0.05).
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имели одинаковые изменения показателей, приве-
денных в таблице 5 для крыс-самцов.

В целом, представленные в таблице 5 результа-
ты позволяют полагать наличие у животных групп 
опыта гемоконцентрации следствием диареи 
и водной депривации. Выявленная лимфопения 
может быть следствием супрессорного влияния 
компонентов изучаемых препаратов на клетки 
лимфоцитарного ростка. Определённые измене-
ния в периферической крови согласуются с данны-
ми литературы [15].

Биохимические исследования сыворотки кро-
ви крыс на 3 сутки после введения сравниваемых 
препаратов в полулетальных дозах иллюстрирует 
таб лица 6.

Оценивая, данные, приведенные в таблице 6, 
можно полагать, что увеличение содержания об-
щего белка и его фракций является следствием 
обезвоживания организма, изменения реологии 
крови, а не активации процессов синтеза. Сниже-
ние активности АЛТ, по-видимому, можно объяс-
нить, способностью компонентов изучаемых пре-
паратов оказывать ингибирующее действие на 
фермент. В частности, известно, что многие сое-

Таблица 6 – Изменение биохимических показателей сыворотки крови на 3 сутки введения крысам-самцам 
препаратов «Протуб-4» и «Протуб-4 плюс» в полулетальных дозах

Тable 6 – Changes in biochemical parameters of blood serum on the 3rd day of the “Protube-4” and “Protube-4 plus” 
administration in semi-lethal doses to male rats

Показатели Группа
контроля

Группы опыта
«Протуб-4» «Протуб-4 плюс»

Глюкоза, ммоль/л 5,96±0,21 4,07±0,4* 5,25±0,31
Общий холестерин, ммоль/л 2,47±0,08 2,33±0,05 2,48±0,15
Мочевина, ммоль/л 7,83±0,32 9,22±0,59 8,73±0,36
Общий белок, г/л 76,75±3,2 90,32±3,98* 94,06±1,01*
Альбумины, г/л 36,7±0,7 47,19±2,06* 43,0±0,82*
Глобулины, г/л 40,02±2,6 49,18±2,3* 51,07±1,0*
АЛТ, ед/л 108,2±6,9 74,15±4,8* 75,37±6,7*
АСТ, ед/л 384,7±26,5 334,2±41,8 326,5±24,6
Общий билирубин, mU/ мл 6,54±0,6 14,34±2,79* 16,44±1,99*
Прямой билирубин, mU/ мл 4,62±0,61 9,87±3,12* 9,17±2,40*

Примечание: * – различия по сравнению с группой контроля (р<0,05).
Note: * – differences compared to the control group (p<0.05).

Таблица 7 – Экскреция в мочу крыс ксантуреновой кислоты на 2 сутки обследования, после введения DL50 
препаратов «Протуб-4» и «Протуб-4 плюс»

Тable 7 – Excretion of xanthurenic acid in the rat urine on the 2nd examination day, after the “Protube-4” and 
“Protube-4 plus” DL50 administraion

Пол крыс Содержание ксантуреновой кислоты в суточной моче, мкг/мл
Контроль «Протуб-4» «Протуб-4 плюс»

M 0 11,1 ± 0,4 6,7 ± 0,2* **
F 0 10,6 ± 0,3 7,2 ± 0,2* **

Примечание: * – различия по сравнению с контролем (р < 0,05);
** – различия между подопытными группами (р < 0,05).
Note: * – differences compared to control (p < 0.05);
** – differences between experimental groups (p < 0.05).

динения гидразина угнетают аминотрансферазы 
[17]. Известно также, что при длительном приме-
нении пиразинамида, рифампицина, изониазида 
возможно нарушение функций печени [11, 18]; 
полученные нами данные согласуются с этими 
представлениями. Снижение содержания глюкозы 
в сыворотке крови крыс, получавших «Протуб-4». 
Этот эффект логично объяснить воздействием изо-
ниазида, который наблюдается обычно при воздей-
ствии гидразина и ряда его производных, угнета-
ющих, согласно [17] глюконеогенез.

Количественное определение наличия экскре-
ции ксантуреновой кислоты в суточной моче крыс 
на 2 сутки от введения DL50 ПТП «Протуб 4» и «Про-
туб-4 плюс», выявила значимые различия у групп 
животных (таблица 7). 

К окончанию срока наблюдения (с 7 по 14 сутки 
обследования) признаков интоксикации у выживших 
крыс подопытных групп визуально не обнаружено.

Заключение
Таким образом, полученные данные свидетель-

ствуют об ингибирующем влиянии пиридоксина 
гидрохлорида на нейротоксичность препарата 
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«Протуб-4», проявляющемся в уменьшении про-
должительности эпистатуса, времени нахождения 
животных в коме, а в целом – на увеличение про-
должительности жизни при пероральном введении 
крысам комбинированного препарата «Протуб-4 
плюс» в среднесмертельной дозе по сравнению 
с комбинированным препаратом «Протуб-4 плюс», 
в аналогичной дозе, но не содержащим пиридок-

сина гидрохлорид. Наряду с этим отметим, что 
полученные данные существенно дополняют ра-
нее проведенный ряд исследований [5, 12, 14, 15, 
18 – 24] и могут быть использованы при формиро-
вании рациональной программы химиотерапии 
больных туберкулезом, указывая на правильность 
выбора препаратов, содержащих пиридоксина ги-
дрохлорид.
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Background. In recent years, there has been a global increase in the development of multidrug resistance of 
tuberculosis pathogens to anti-tuberculosis drugs (ATDs). Discontinuation or cessation of chemotherapy due to 
poor tolerance of ATDs exacerbates issues related to pathogen resistance.

Objective. To assess the role of pyridoxine hydrochloride in reducing toxicity in acute poisoning with modern 
combined ATDs, both containing and not containing pyridoxine hydrochloride.

Materials and Methods. The studies were conducted on experimental biological models (nonlinear white 
rats: males and females). The experiment studied the tolerance of ATDs: “Protub-4” and “Protub-4 plus” based 
on biochemical monitoring data.

Results. Results were obtained from a comparative experimental study of two modern combined anti-
tuberculosis drugs in a single dosage form: isoniazid, pyrazinamide, rifampicin, ethambutol hydrochloride, but 
differing in the presence of pyridoxine hydrochloride (vitamin B6).

Conclusions. The biochemical monitoring data obtained allowed establishing the fact of reduced toxicity 
when administering the drug containing pyridoxine hydrochloride compared to the drug without pyridoxine 
hydrochloride.
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НЕКОТОРЫЕ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕХАНИЗМЫ 
АБДОМИНАЛЬНОГО СЕПСИСА И ИХ КОРРЕКЦИЯ 

ЛИПОСОМАЛЬНЫМ ХОЛЕСТЕРОЛОМ

С. С. Осочук, К. Р. Григорьева  
Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет,  

г. Витебск, Республика Беларусь

Введение. Общая смертность от абдоминального сепсиса (АС) варьирует от 24 до 98% в зависимости 
от тяжести патологического процесса, что определяет важность исследования закономерностей его раз-
вития и путей коррекции его течения. 

Цель исследования. Настоящая работа посвящена изучению зависимости тяжести течения экспери-
ментального АС от синтеза холестерола и применения холестеролзаместительной терапии липосомами 
с холестеролом. 

Материалы и методы. Эксперимент проводили на 75 беспородных крысах самцах. Моделировали 
абдоминальный сепсис внутрибрюшинным введением золотистого стафилококка, абдоминальный сепсис 
на фоне гипохолестеролемии – предварительным 2-ух недельным введением Аторвастатина внутрижелу-
дочно, а также после заражение с целью терапии вводили внутрибрюшинно и внутривенно липосомальный 
холестерол.

Результаты. В ходе экспериментального исследования установлено, что смертность животных от экс-
периментального абдоминального сепсиса на фоне ингибирования синтеза холестерола аторвастатином со-
ставила 100%. Введение холестерола в составе липосом снижало смертность от абдоминального сепсиса на 
80–86,7% в зависимости от пути введения липосомального холестерола. Внутрибрюшинное введение липо-
сомального холестерола сопровождалось снижением содержания общего холестерола в крови животных.

Заключение. Из эксперимента следует, что введение Аторвастатина негативно влияет на выживае-
мость крыс. Статины обладают плейотропным эффектами. Площадь кровоизлияний в надпочечниках при 
инициации абдоминального сепсиса не зависит от введения Аторвастатина и не влияет на смертность 
экспериментальных животных. Внутрибрюшинное и внутривенное введение липосом обогащенных хо-
лестеролом уменьшает смертность животных на 80–86,7%.

Ключевые слова: абдоминальный сепсис, гипохолестеролемия, холестерол, липосомы.
Для цитирования: Осочук, С. С. Некоторые патогенетические механизмы абдоминального сепсиса 

и их коррекция липосомальным холестеролом / С. С. Осочук, К. Р. Григорьева // Биохимия и молекулярная 
биология. – 2025. – Т. 4, № 1(6). – С. 27–31.

Введение
Под термином «абдоминальный сепсис» (АС) 

в научной литературе понимается как патологиче-
ский процесс, характеризующийся наличием син-
дрома системной воспалительной реакции в ответ 
на генерацию деструктивных процессов в забрю-
шинном пространстве и (или) брюшной полости, 
сопровождающийся системным эндотоксикозом 
и полиорганной недостаточностью [1]. Ежегодно 
в развитых странах регистрируется около 18 млн 
случаев АС, летальность при этом составляет не 
менее 500 тысяч пациентов [2]. Общая смертность 
варьирует от 24% до 98% в зависимости от тяже-
сти течения патологического процесса. 

Одним из показателей тяжести и негативного 
прогноза сепсиса является описанная еще около 
100 лет назад гипохолестеролемия [3], развиваю-
щаяся, как правило, на поздних стадиях критиче-
ских состояний, и коррелирующая с высоким 

уровнем смертности [4,5]. В настоящее время низ-
кий уровень холестерола (ХС) рассматривается 
как маркер начинающейся полиорганной недоста-
точности [6,7].

Ранее нами была опубликовано исследование 
липидтранспортной системы крови пациентов, 
выживших и умерших при развитии абдоминаль-
ного сепсиса (перитонит) [8], в котором показано, 
что у умерших пациентов уровень общего ХС, ХС 
ЛПНП и ХСЛПВП были значительно ниже, чем 
у здоровых людей, однако у умерших пациентов 
на 3 сутки после оперативного вмешательства со-
держание ХС ЛПОНП было выше, чем у здоровых 
людей. Такая картина свидетельствует о наруше-
нии внутрисосудистой трансформации ЛПОНП 
в острофазные ЛПВП [9], которые способны до-
ставлять ХС надпочечникам через посредство 
SRB-1 (скавенджер) рецепторов, продукция кото-
рых стимулируется адренокортикотропным гормо-
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ном (АКТГ) [10]. В результате проведенной рабо-
ты было сделано предположение, что в при АС, 
завершающемся летальным исходом, нарушается 
острофазная доставка холестерола надпочечни-
кам. В последующей работе [11] данное предполо-
жение было подтверждено. У крыс двухнедельное 
введение «Ловахола» (ингибитор ключевого фер-
мента синтеза холестерола β-окси-β-метил-глута-
рил-кофермента А-редуктазы, КФ 1.1.1.88) вызы-
вало преходящую гипохолестеролемию, а также 
морфологически подтвержденное кровоизлияния 
в надпочечники у крыс с внутрибрюшинным вве-
дением штамма S581 золотистого стафилококка. 
Однако, среди экспериментальных животных ле-
тального исхода не наблюдалось, что могло быть 
следствием недостаточной дозировки «Ловахола» 
и быстрым восстановлением уровня холестерола 
в крови экспериментальных животных. 

Цель исследования. Изучить смертность, мор-
фологическую картину надпочечников и показате-
ли липидтранспортной системы (ЛТС) крови при 
АС, вызванном внутрибрюшинным введением 
возбудителя в эксперименте на крысах с гипохоле-
стеролемией, индуцированной введением повы-
шенной дозы статинов и влияние на изучаемые 
показатели внутрибрюшинного и внутривенного 
введения обогащенных холестеролом липосом.

Материалы и методы
Эксперимент проведен на 75 беспородных кры-

сах самцах, разделенных на 5 экспериментальных 
групп в соответствии Правилам обращения с лабо-
раторными животными по Разрешению комиссии 
по биоэтике и гуманному обращению с лаборатор-
ными животными.

1. Интактные животные.
2. Двухнедельное введение «Аторвастатина» 

с внутрибрюшинным введением золотистого ста-
филококка.

3. Внутрибрюшинное введение золотистого 
стафилококка интактным животным.

4. Двухнедельное введение «Аторвастатина» 
с внутрибрюшинным введением золотистого ста-
филококка и внутрибрюшинным введением обога-
щенных холестеролом липосом.

5. Двухнедельное введение «Аторвастатина» 
с внутрибрюшинным введением золотистого ста-
филококка и внутривенным введением обогащен-
ных холестеролом липосом.

Животные 1 группы использованы в качестве 
интактного контроля без каких-либо воздействий. 

Животным второй экспериментальной группы 
(n=5) внутрижелудочно вводили «Аторвастатин» 
(ATV) 2 раза в день (утром и вечером) в течение 
2-х недель. На 15-ый день через час после введе-

ния ATV внутрибрюшинно вводили золотистый 
стафилококк (штамм S581), в концентрации 6 
млрд. микробных тел. Доза ATV определена по 
формуле перерасчета суточной дозы с человека на 
крысу и составила 6 мг/кг. [12]. 

Животным 3 группы (n=15) без предваритель-
ного введения аторвастатина, в/брюшинно вводи-
ли золотистый стафилококк (штамм S581), в кон-
центрации 6 млрд. микробных тел одновременно 
со 2 экспериментальной группой.

Животным четвертой группы вводили ATV 
и золотистый стафилококк аналогично животным 
2 группы и дополнительно, через 4 часа после 
введения стафилококка внутрибрюшинно вводи-
ли 1,6 мл обогащенных холестеролом липосом.

Животным пятой группы вводили ATV и золо-
тистый стафилококк аналогично животным 2 груп-
пы и дополнительно, через 4 часа после введения 
стафилококка внутрибрюшинно вводили 0,8 мл 
обогащенных холестеролом липосом. 

Доза обогащенных холестеролом липосом рас-
считывалась на основании полученных результа-
тов снижения уровня холестерола в предыдущем 
исследовании [11]. 

Для подтверждения наличия АС осуществля-
ли посев крови животных через 7 часов после 
введения золотистого стафилококка, последова-
тельно на питательную среду СМО405 и агар 
Мюллера –Хинтон II. 

Липосомы готовили смешивая 12,5 мг леци-
тина с 12,5 мг ХС соответственно в колбе объе-
мом 25 мл растворяя в 5 мл смеси хлороформ-ме-
танол (2:1, об./об.). Растворитель удаляли на 
роторном испарителе Heidolph, Hei-VAP Expert 
Control, (Germany) при 40ºС. После получения 
липидной пленки к ней добавляли 5 мл физио-
логического раствора, перемешивали на ротор-
ном испарителе без вакуума при 30 об./мин. для 
гидратации липидной пленки с иобразования 
многослойных везикул. Полученный раствор 
экструдировали 10 циклов через фильтры 1000 
нм. На лабораторном экструдоре Avanti Polar 
Lipids,Inc, (USA). Определение размера липо-
сом и индекса полидисперстности осуществля-
ли с использованием метода динамического све-
торассеяния на Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, (UK). 

Концентрацию холестерола измеряли фермен-
тативным набором «Холестерин» (ООО «Арвит-
медикл» Республика Беларусь).

Животных выводили из эксперимента декапи-
тацией под эфирным наркозом через 24ч после 
заражения золотистым стафилококком. Кровь со-
бирали в стеклянные пробирки и после получения 
сыворотки последнюю хранили до обработки 



29Экспериментальные и клинические исследования / Experimental and Clinical Research

в морозильной камере при температуре –20 °С. Из-
влеченные надпочечники фиксировали в 10% ней-
тральном формалине. Срезы надпочечников окра-
шивали гематоксилин-эозином. Площадь кровоиз-
лияния рассчитали с помощью программного 
обеспечения «Image Scope M» автоматическим 
выделением объектов в 8 полях зрения среза над-
почечника для каждого животного, предваритель-
но сфотографированных на микроскопе Leica, 
с увеличением 40.

Содержание общего холестерола оценивали 
с использованием биохимических наборов 
ООО «Артвитмедикл» (республика Беларусь). Ко-
личество кортизола определяли с использованием 
иммуноферментных наборов Вектор БЕСТ (РФ).

Предварительная обработка и статистический 
анализ данных выполнен при помощи пакета при-
кладных программ R version 4.2.2 (2022-10-31 
ucrt). Распределение исследуемых признаков оце-
нивали согласно критерию Шапиро-Уилка, и при 
условии наличия Гауссовского распределения для 
сравнения использовались методы параметриче-
ской статистики, в обратном случае – непараме-
трические методы. Множественное сравнение вы-
полняли при помощи ANOVA (в случае гетероген-
ности дисперсий исследуемых признаков 
применяли поправку Уэлча) или H-критерия Кра-
скела-Уоллиса. Анализ post hoc выполняли соглас-
но критерию Тьюки или критерия H-критерия Кра-
скела-Уоллиса в модификации Данна с поправкой 
на множественные сравнения по методу Бенджа-
мини-Иекутиели. В связи с небольшой выборкой 
использовали Бутстрэп-анализ.

Результаты и их обсуждение
Анализ посевов крови показал наличие возбу-

дителя в крови экспериментальных животных, что 
свидетельствует о наличии септического процес-
са. Оценка смертности животных в эксперимен-
тальных группах показала (Таблица 1), что АС 
вызванный введением золотистого стафилококка 
вызывал гибель 13,33% экспериментальных жи-
вотных. Двухнедельное введение ATV увеличива-
ло смертность животных до 100 %. Внутривенное 
и внутрибрюшинное введение обогащенных холе-

стеролом липосом снижало смертность на 86,7 
и 80% при внутривеннном и внутрибрюшинном 
введении, что подтверждает нашу гипотизу о пер-
вопричинности недостатка ХС в патогенез леталь-
ного исхода при АС. 

Таблица 1 – Анализ смертности животных

Table 1 – Analysis of animal mortality
Груп-

па
Всего 
голов Выжило Погибло

1 15 15 (100.00%) 0 (0.00%)
2 15 13 (86.67%) 2 (13.33%)
3 6 0 (0.00%) 6 (100.00%)*(**)
4 15 12 (80.00%) 3 (20.00%)(***)
5 15 13 (86.67%) 2 (13.33%)(***)

Примечания: Статистически значимо по сравнению с * – 
интактными ** – АС без ATV, *** – АС с ATV

Notes: Statistically significant compared to * – intact, ** – 
speakers without ATV, *** – speakers with ATV 

Анализ морфологической картины надпочечни-
ков не выявил статистически значимых отличий 
в площади кровоизлияний в группах с введением 
стафилококка на фоне ATV и без него (Таблица 2). 

Таблица 2 – Площадь кровоизлияния в надпочечники

Table 2 – Area of hemorrhage in the adrenal glands

Группа Площадь  
кровоизлияния,% Летальность,%

ATV + стафилококк 7.97±4.95 100
Стафилококк 8.57±4.50 13,33

Полученный результат свидетельствует о веду-
щей роли холестерола а не кровоизлияний в над-
почечник в летальном исходе при АС. Однако дан-
ный вывод требует дополнительных исследований 
и возможно зависит от площади кровоизлияний 
и степени развивающейся гипохолестеролемии.

Оценка концентрации общего холестерола 
и кортизола сыворотки показала (таблица 3), что 
моделироание АС у интактных животных не вы-
звало статистически значимого снижения общего 
ХС, также отсутствовали изменения и при АС на 
фоне введения ATV. Вместе с тем, в/брюшинное 
введение липосом содержащих холестерол стати-
стически значимо снижало концентрацию общего 
ХС (p=0,043). Учитывая значительное падение 

Таблица 3 – Изменения содержания общего холестерола и кортизола крови

Table 3 – Changes in the content of total cholesterol and cortisol in the blood

Интактные Стафилококк ATV+ Стафилококк ATV+ Стафилококк + 
в/в 0,8

ATV+ Стафилококк + 
в/б 1,5

Общий холесте-
рол мм/л

1.57±0.46 1.25±0.51 1.39±0.46 0.94±0.28 0.84±0.38* 

Кортизол нМ/л 46.39±18.18 52.77±17.07 58.03±8.56 49.61±15.89 43.87±11.76

Примечание: * – статистически значимо по сравнению с интактными животными
Note: * – statistically significant compared to intact animals
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смертности после введения липосом с ХС, можно 
предположить, что их введение вызвало рост по-
требления ХС как для надпочечников, так и для 
репарации поврежденных АС тканей.

Оценка содержания кортизола не выявила стати-
стически значимых изменений, однако суммарная 
оценка всех экспериментальных групп показала, что 
группы имеют отличия с вероятностью ошибки рав-
ной 5% (p=0,05). Отсутствие отличий при парных 
сравнениях может обуславливаться малым объёмом 
статистической выборки и обосновывает необходи-
мость дополнительных исследований. Вероятно, 
доза вводимого аторвастатина не достаточна для 
того чтобы вызвать снижение уровня ХС достаточ-
ное для нарушения продукции кортизола. Возможно 
100% летальный исход у животных с АС на фоне 
вводимого ATV связан не только с недостатком ХС, 
но и с нарушением использования его предшествин-
неков необходимых для синтеза убихинона или изо-
пренилирования метаболически активных белков. 

Заключение
Таким образом исходя из представленного ма-

териала можно сделать следующие выводы:
1. Внутрибрюшинное введение 6 млрд микроб-

ных тел золотистого стафилококка приводит к раз-

витию абдоминального сепсиса, что подтвержда-
ется высеванием возбудителя из крови экспери-
ментальных жтвотных. 

2. Экспериментальный абдоминальный сепсис 
на фоне введения аторвастатина в 100% случаев 
завершается летальным исходом, что свидетель-
ствует о ведущей роли обмена холестерола в исхо-
дах абдоминального сепсиса.

3. Площадь кровоизлияний в надпочечниках 
при инициации абдоминального сепсиса не зави-
сит от введения аторвастатина и не влияет на 
смертность экспериментальных животных, что 
подтвержадает ведущую роль холестерола как 
причины летального исхода экспериментальных 
животных.

4. Внутрибрюшинное и внутривенное введе-
ние липосом обогащенных холестеролом умень-
шает смертность животных на 80-86,7%, при 
этом внутрибрюшинное введение липосом 
в объёме 1,5 мл снижает содержание общего хо-
лестрола крови, что позволяет предположить 
возможность его более активного сипользова-
ния для синтетичнеских и репаративных целей 
и подтверждает значимость холестерола для ис-
хода аюдоминального сепсиса.
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SOME PATHOGENETIC MECHANISMS OF ABDOMINAL SEPSIS  
AND THEIR CORRECTION WITH LIPOSOMAL CHOLESTEROL

S. S. Osochuk, K. R. Grigorieva 
Vitebsk State Order of Peoples’ Friendship Medical University, Vitebsk, Republic of Belarus

Background. Overall mortality from abdominal sepsis (AS) varies from 24 to 98% depending on the severity 
of the pathological process, which determines the importance of studying the patterns of its development and ways 
to correct its course. 

Objective. This work is devoted to studying the dependence of the severity of experimental AS on cholesterol 
synthesis and the use of cholesterol replacement therapy with liposomes containing cholesterol.

Material and methods. The experiment was carried out on 75 outbred male rats. Abdominal sepsis was 
modeled by intraperitoneal injection of Staphylococcus aureus, abdominal sepsis against the background of 
hypocholesterolemia by a preliminary 2-week administration of Atorvastatin intragastrically, and after infection, 
liposomal cholesterol was administered intraperitoneally and intravenously for therapy.

Results. During the experimental study, it was established that the mortality of animals from experimental 
abdominal sepsis against the background of inhibition of cholesterol synthesis by atorvastatin was 100%. The 
administration of cholesterol as part of liposomes reduced mortality from abdominal sepsis by 80–86.7%, 
depending on the route of administration of liposomal cholesterol. Intraperitoneal administration of liposomal 
cholesterol was accompanied by a decrease in the content of total cholesterol in the blood of animals.

Conclusions. From the experiment it follows that the administration of Atorvastatin negatively affects the 
survival of rats. Statins have pleiotropic effects. The area of hemorrhages in the adrenal glands during the initiation 
of abdominal sepsis does not depend on the administration of Atorvastatin and does not affect the mortality of 
experimental animals. Intraperitoneal and intravenous administration of liposomes enriched with cholesterol 
reduces animal mortality by 80–86.7%.
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ЗАЩИТНОЕ ДЕЙСТВИЕ НАТИВНОГО И ВКЛЮЧЕННОГО 
В СОСТАВ МИКРОЧАСТИЦ КВЕРЦЕТИНА ПРИ 

ИНИЦИИРОВАНИИ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА 
В КЕРАТИНОЦИТАХ ЧЕЛОВЕКА

О. В. Ишутина, Т. В. Костюк, А. И. Потапович, В. А. Костюк 
Белорусский государственный университет, Минск, Республика Беларусь

Введение. Микро и наночастицы, загруженные растительными полифенолами, показали высокую 
фармакологическую активность, что делает создание таких частиц, а также исследование их биологиче-
ских эффектов весьма актуальными.

Цель исследования. Сравнить защитное действие нативного и микроструктурированного кверцетина 
при инициировании окислительного стресса в кератиноцитах человека трет-бутилгидропероксидом (tBHP).

Материалы и методы. Использовался кверцетин, загруженный в микроконтейнеры из полиаллила-
мин гидрохлорид/полистиролсульфата (PAH/PSS)4 или хитозан/декстран сульфата (Hit/DS)4, со средним 
размером (1,1 ± 0,3) мкм. Жизнеспособность клеток оценивали с помощью реагента PrestoBlueTM, по-
вреждение кератиноцитов – по выходу лактатдегтидрогеназы (ЛДГ). Анализ повреждений ДНК проводи-
ли с помощью метода ДНК-комет.  

Результаты. Установлено, что кверцетин и его микроструктурированные формы эффективно предот-
вращали повреждение ДНК в ядрах кератиноцитов, подвергнутых воздействию tBHP. Максимальная эф-
фективность мембранопротекторного действия микроструктурированного кверцетина наблюдалась при 
добавлении непосредственно перед tBHP, тогда как для проявления максимальной эффективности натив-
ного кверцетина была необходима преинкубация. 

Заключение. Покрытие кверцетина оболочкой (PAH/PSS)4 или (Hit/DS)4 повышает биодоступность 
и не препятствует реализации его антиоксидантных свойств.

Ключевые слова: кератиноциты, трет-бутилгидропероксид, кверцетин, микроструктуры, окисли-
тельный стресс, ДНК-кометы.

Для цитирования: Защитное действие нативного и включенного в состав микрочастиц кверцетина 
при инициировании окислительного стресса в кератиноцитах человека / О. В. Ишутина, Т. В. Костюк, 
А. И. Потапович [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2025. – Т. 4, № 1(6). – С. 32–38.

Введение
Нанотехнологии представляют собой перспек-

тивный подход к лекарственной терапии и, в пер-
вую очередь, к таргетной терапии, позволяющий 
повысить устойчивость, биодоступность и специ-
фичность терапевтических средств. Различные 
наноструктуры, созданные на основе неорганиче-
ских, органических, металлоорганических, биоло-
гических и полимерных материалов, показали себя 
многообещающими в качестве средств доставки 
лекарств [1]. При создании микро/наноконтейне-
ров для фармакологических агентов важны форма, 
размер, поверхностный заряд самих наноструктур, 
а также учет характеристик и поверхностной плот-
ности транспортируемых агентов [2]. Несомненно, 
в системах доставки лекарств предпочтительнее 
использовать биосовместимые и биоразлагаемые 
полимеры из-за их меньшей токсичности, к кото-
рым относятся синтетические полимеры, такие 
как поли(D, L-молочная-гликолевая кислота), 
и природные полимеры, такие как хитозан [3]. Ко-
личество статей, посвященных исследованию воз-

можности использования микро/нанолекарств для 
терапии рака и других заболеваний, значительно 
возросло за последние годы [4]. Путем загрузки 
в полимерную матрицу можно повысить биодо-
ступность и селективность фармакологического 
действия вторичных растительных полифеноль-
ных метаболитов, среди которых наиболее часто 
инкапсулируются катехины, кверцетин, эвгенол, 
эпигаллокатехин, эпигаллокатехин-галлат, курку-
мин [5]. Наночастицы, загруженные полифенола-
ми, показали высокую фармакологическую актив-
ность (противораковую, противовоспалительную 
и антиоксидантную), что делает создание таких 
частиц, а также исследование их биологических 
эффектов весьма актуальными [6].

Хорошо известно, что негативное воздействие 
различных факторов окружающей среды на аэ-
робные организмы во многих случаях реализует-
ся через активацию продукции активных форм 
кислорода (АФК) и инициацию окислительного 
стресса. Структурно-функциональные наруше-
ния и гибель клеток в результате окислительного 
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стресса и избыточного образования АФК могут 
быть важным патогенетическим фактором воз-
никновения и прогрессирования различных забо-
леваний [7]. В этой связи весьма актуально со-
здание клеточных моделей, позволяющих изу-
чать последствия воздействия окислительного 
стресса на структурно-функциональное состоя-
ние клеток и защитную эффективность нанофор-
мул и нативных лекарственных средств. tBHP 
широко используется в качестве модельного ве-
щества для оценки механизмов клеточных изме-
нений, возникающих в результате окислительно-
го стресса в клетках и тканях [8]. Кверцетин яв-
ляется одним из наиболее распространенных 
флавоноидов в рационе человека, однако его 
плохая растворимость в воде обусловливает низ-
кую биодоступность. Ранее нами было показано, 
что свободный и микроструктурированный квер-
цетин обладает цитопротекторным действием 
в условиях окислительного стресса, иницииро-
ванного прямым повреждением ядерной ДНК 
ультрафиолетом С [9].

Цель исследования. Сравнить защитное дей-
ствие нативного и микроструктурированного квер-
цетина при инициировании окислительного стрес-
са в кератиноцитах человека трет-бутилгидропе-
роксидом.

Материалы и методы
В исследовании использовались модифициро-

ванная среда Игла (ДМЕМ), акридиновый оранже-
вый (АО), этидиум бромид (ЭБ), кверцетин (Кв), 
tBHP (Sigma-Aldrich, Германия); изотонический 
фосфатный буфер (ИФБ), рН = 7,4 (Lonza, Бельгия); 
эмбриональная бычья сыворотка (FBS) (Capricorn, 
Польша). Микроструктуры Кв(PAH/PPS)4 и Кв(Hit/
DS)4 со средним размером (1,1 ±  0,3) мкм, получен-
ные методом послойной сборки в водных раство-
рах, были любезно предоставлены Т. Г. Шутовой, 
ведущим научным сотрудником Института химии 
новых материалов Национальной академии наук 
Беларуси. Суспензии микроструктур в 0,9 % NaCl 
содержали кверцетин в количестве 10 мг/мл.

Иммортализованная клеточная линия керати-
ноцитов человека HaCaT предоставлена доктором 
N. E. Fusenig (Гейдельберг, Германия). Клетки 
культивировали во флаконах Т25 (Sarstedt, США) 
в среде ДМЕМ, содержащей 10 % FBS в стандарт-
ных условиях (37 °С, 5 % СО2). Экспозицию с ис-
следуемыми веществами проводили в 96- и 24-лу-
ночных планшетах (Sarstedt, США). Растворы 
препаратов добавляли к среде инкубации, не со-
держащей сыворотки, для получения необходимой 
концентрации за 30 мин или непосредственно пе-
ред внесением tBHP. 

Анализ жизнеспособности клеток проводили 
с помощью реагента PrestoBlueTM (Introvigen, 
США) согласно инструкции. Величину флуорес-
ценции измеряли через 2 ч инкубации клеток с ре-
агентом при 37 °C, λEx = 560 нм, λEm = 590 нм 
(Cary Eclipse fluorescence spectrophotometer, Ав-
стралия). Усредненную интенсивность флуорес-
ценции лунок, содержащих контрольные клетки, 
принимали за 100 %.  

При анализе целостности клеток критерием 
повреждения была степень выхода из клеток ЛДГ. 
Активность ЛДГ измеряли прямым спектрофото-
метрическим методом в 1 мл ИФБ (рН = 7,4), со-
держащем 30 мкМ пирувата и 30 мкМ НАДН, 
и характеризовали величиной изменения оптиче-
ской плотности при 340 нм за 1 мин. Процент по-
вреждения клеток рассчитывали путем деления 
активности ЛДГ в среде культивирования на сум-
му активности ЛДГ в среде и лизатах адгезиро-
ванных клеток.

При проведении теста на живые и мертвые 
клетки через 15 мин после добавления смеси кра-
сителей АО и ЭБ клетки дважды отмывали ИФБ, 
визуализировали и фотографировали, используя 
инвертированный флуоресцентный микроскоп 
Axiovert 25 (Zeiss, Германия).

Анализ повреждений ДНК проводили, исполь-
зуя щелочную версию метода ДНК-комет [10]. 
Предметные стекла с нанесенной клеточной су-
спензией помещали в лизирующий буфер и выдер-
живали в темноте в течение 20 ч (4 °С), затем по-
мещали в щелочной буфер, рН = 13 (0,3 М NaOH 
и 1 мМ ЭДТА) на 20 мин и проводили электрофо-
рез в течение 20 мин при 300 мА. Образцы фикси-
ровали в этаноле и окрашивали ЭБ. Кометы наблю-
дали при 200-кратном увеличении с помощью 
флуоресцентного микроскопа Axiovert 25 (Zeiss, 
Германия) и документировали с помощью цифро-
вой камеры. Содержание ДНК в хвосте кометы, 
характеризующее степень её повреждения, опре-
деляли по формуле: 

% ДНК в хвосте кометы = (Sк · Iк – Sг · Iг),
Sк · Iк · 100 % 

где: Sг – площадь головы кометы в пикселях, Sк – пло-
щадь кометы в пикселях, Iг – усредненная интенсив-
ность свечения головы кометы, Iк – усредненная интен-
сивность свечения кометы. Данные параметры 
получали, используя программу ImageJ.

Содержание восстановленного глутатиона 
(GSH) определяли, используя реагент ThioGlo-1 
(SaBiosciences, Италия) [11]. При анализе образ-
цов в лунки добавляли 200 мкл раствора Thioglo-1. 
Планшет инкубировали на шейкере в темноте при 
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комнатной температуре в течение 5 мин и измеря-
ли интенсивность флуоресценции в лунках при 
λEx = 355 нм, λEm = 535 нм (Cary Eclipse fluorescence 
spectrophotometer, Австралия). Тиолы белка опре-
деляли как дополнительную флуоресценцию че-
рез 60 мин после добавления додецилсульфата 
натрия (4 мМ). Содержание GSH и тиолов белков 
выражали в процентах по отношению к их уров-
ню в контрольных образцах, флуоресценцию ко-
торых принимали за 100 %. 

Полученные данные были проанализированы 
с использованием программы Excel. Результаты 
представлены как среднее ± стандартное откло-
нение. Статистическую значимость оценивали 
с использованием двустороннего непарного кри-
терия Стьюдента, а значения р < 0,05 считались 
значимыми.

Результаты и их обсуждение
Внесение tBHP в среду культивирования 

кератиноцитов человека линии HaCaT при-
водит к дозозависимому повреждению 
клеток через 24 ч инкубации, о чем сви-
детельствует: снижение количества мета-
болически-активных клеток, способных 
осуществлять энергозатратную реакцию 
восстановления индикатора жизнеспо-
собности клеток резазурина в красный 
флуоресцентный пигмент резоруфин (та-
блица 1); нарушение целостности плаз-
матических мембран и выход из клеток 
цитоплазматического фермента ЛДГ (та-
блица 1); ядерная фрагментация (рису-
нок 1), выявленная при окрашивании 
ядер в красный цвет интеркалирующим 
красителем ЭБ, характерная для апопто-
тического пути гибели клеток.

Повреждению клеток предшествовало 
снижение уровня GSH и SH-групп белков 
через 4 ч инкубации с tBHP. Как следует из 
данных, приведенных на рисунке 2, ука-
занный эффект зависел от дозы tBHP и при 
внесении в культуральную среду 0,5 мМ 
tBHP содержание GSH снижалось почти на 
90 %, а SH-групп белков – почти на 70 %.

Одним из ранних признаков апоптоза 
является активация в клетке процессов, 
приводящих к расщеплению ДНК различ-
ными ДНК-эндонуклеазами, включая кас-
пазонезависимую эндонуклеазу G [12]. 
Повреждение ДНК может быть также ре-
зультатом окислительных реакций в усло-
виях окислительного стресса [13]. Среди 
методов исследования повреждений 
структуры ДНК, одним из наиболее чув-

ствительных и специфичных является метод 
ДНК-комет [10], позволяющий выявлять и анали-
зировать повреждения ДНК как in vitro, так и in 
vivo. Используя метод ДНК-комет, было исследова-
но состояние ядерной ДНК кератиноцитов челове-

Рисунок 1 – Репрезентативные флуоресцентные микрофотографии 
контрольных клеток HaCaT (а), клеток через 24 ч инкубации 

с трет-бутилгидропероксидом в концентрации 0,25 мМ (b) и 0,5 мМ 
(c). Окрашивание акридиновым оранжевым и этидиум бромидом

Figure 1 – Representative fluorescence micrographs of control HaCaT 
cells (a), cells after 24 h of incubation with tert-butyl hydroperoxide at 
a concentration of 0.25 mM (b) and 0.5 mM (c). Staining with acridine 

orange and ethidium bromide

Рисунок 2 – Содержание восстановленного глутатиона и 
SH-групп белков в кератиноцитах через 4 ч инкубации 
с трет-бутилгидропероксидом. *р ≤ 0,01, **р ≤ 0,001,  

#р ≤ 0,000001 в сравнении с контролем

Figure 2 – Content of reduced glutathione and SH-groups  
of proteins in keratinocytes after 4 h of incubation with tert-butyl 

hydroperoxide. *р ≤ 0.01, **р ≤ 0.001, #р ≤ 0.000001  
vs. the control

Таблица 1 – Цитотоксическое действие трет-бутил-
гидропероксида в отношении кератиноцитов HaCaT 
через 24 ч инкубаци

Table 1 – Cytotoxic effect of tert-butyl hydroperoxide 
on HaCaT keratinocytes after 24 h of incubation

Условия  
эксперимента

Количество поврежденных клеток, в %
Метод с 

PrestoBlueTM
Оценка по выходу 

ЛДГ
Контроль 0,0 ± 11,0 16,0 ± 7,0
tBHP, 0,25 мМ 48,0 ± 8,0 51,0 ± 9,0
tBHP, 0,5 мМ 96,0 ± 4,0 95,0 ± 4,0
tBHP, 1,0 мМ 96,0 ± 4,0 96,0 ± 3,0
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Для количественной оценки генопротекторного 
действия нативного и микроструктурированного 
кверцетина использовали метод ДНК-комет, с по-
мощью которого определяли степень повреждения 
ядерной ДНК кератиноцитов через 1 ч инкубации 
с tBHP в концентрации 0,5 мМ без и в присутствии 
50 мкМ исследуемых препаратов. Для увеличения 
внутриклеточной концентрации препаратов в мо-
мент воздействия на клетки tBHP их преинкубиро-
вали с кератиноцитами в течении 30 мин. Установ-
лено, что нативный кверцетин и его микроструку-
рированные формы Кв(PAH/PSS)4 и Кв(Hit/DS)4 
оказывают существенное влияние на форму 
ДНК-комет, характерных для кератиноцитов, под-
вергнутых воздействию tBHP (рисунок 5). А имен-
но, если ДНК-кометы tBHP-поврежденных клеток 
(рисунок 5b) характеризовались наличием четко 
выраженного диффузного хвоста и по визуально-
му ранжированию [14] относились к категории «2» 

Рисунок 3 – Репрезентативные флуоресцентные микрофотогра-
фии ДНК-комет, полученных из контрольных клеток HaCaT (а), 
клеток через 1 ч (b) и 2 ч (c) инкубации с 0,5 мМ трет-бутилги-

дропероксида. Окрашивание этидиум бромидом

Figure 3 – Representative fluorescence micrographs of DNA comets 
obtained from control HaCaT cells (a), cells after 1 h (b) and 2 h (c) 

incubation with 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide. Ethidium 
bromide staining

Таблица 2 – Содержание ДНК в хвосте комет через 
1 ч инкубации кератиноцитов с 0,5 мМ трет-бутил-
гидропероксида без и в присутствии 50 мкМ 
исследуемых препаратов

Table 2 – DNA content in the comet tail after 1 h of 
incubation of keratinocytes with 0.5 mM tert-butyl 
hydroperoxide without and in the presence of 50 μM of 
the studied drugs

Условия эксперимента Содержание ДНК  
в хвосте комет, в %

Контроль 1,9 ± 0,1
tBHP, 0,5 мМ 68,9 ± 14,9a

Кверцетин, 50 мкМ + tBHP 27,7 ± 10,2b

Кв(PAH/PSS)4, 50 мкМ + tBHP 30,7 ± 8,4b

Кв(Hit/DS)4, 50 мкМ + tBHP 30,7 ± 13,0b

Примечание: а – р < 0,00001 в сравнении с контролем; b – 
р < 0,00001 в сравнении с трет-бутилгидропероксидом
Note: a – p < 0.00001 vs. the control; b – p < 0.00001 vs. the 
tert-butyl hydroperoxide

ка через 1 и 2 ч инкубации с tBHP в кон-
центрации 0,5 мМ. Как можно видеть из 
представленных на рисунке 3 флуорес-
центных микрофотографий ДНК-комет, 
инкубация кератиноцитов с tBHP в тече-
нии 1 ч приводит к повреждению ДНК, 
о чем свидетельствует появление в резуль-
тате гель-электрофореза ДНК-комет, ха-
рактеризующихся наличием круглой голо-
вы (неповрежденная часть ДНК) и варьи-
рующего по размеру и интенсивности 
свечения хвоста (поврежденная ДНК) (ри-
сунок 3b). При увеличении продолжитель-
ности инкубации кератиноцитов с tBHP до 
2 ч возрастает степень расщепления ядер-
ной ДНК, и в результате гель-электрофо-
реза выявляются так называемые атипичные 
ДНК-кометы, которые характеризуются практиче-
ски полностью отсутствующей головой и широким 
диффузным хвостом, в котором содержится более 
90 % всего ядерного ДНК (рисунок 3c). Следует 
отметить, что атипичные ДНК-кометы считают ха-
рактерным признаком апоптоза [12]. Полученные 
результаты согласуются с существующими пред-
ставлениями о способности tBHP инициировать 
в клетках и тканях образование активных радика-
лов, снижать уровень антиоксидантов и, в первую 
очередь, восстановленного глутатиона, и активиро-
вать развитие перекисного окисления липидов по-
линенасыщенных жирных кислот в клеточных 
мембранах, что приводит их повреждению, инги-
бированию клеточного метаболизма и снижению 
количества жизнеспособных клеток в результате 
апоптоза [8]. 

С целью количественной оценки цитопротек-
торного действия нативного кверцетина и его ми-
кроструктурированных форм оценивали их влия-
ние на выход из клеток цитоплазматического фер-
мента ЛДГ через 24 ч инкубации кератиноцитов 
с 0,5 мМ tBHP. Как следует из рисунка 4а, мембра-
нопротекторное действие кверцетина существен-
но возрастало в случае добавления его в среду 
инкубации за 30 мин до внесения tBHP. В отличии 
от нативного кверцетина для проявления макси-
мального эффекта его микроструктурированных 
форм не требовалась преинкубация, и при добав-
лении к клеткам одновременно с tBHP мембрано-
протекторное действие как Кв(PAH/PPS)4 (рису-
нок 4b),  так и Кв(Hit/DS)4 (рисунок 4c) было срав-
нимо с эффективностью нативного кверцетина 
после 30 мин преинкубации. Следует отметить, 
что при увеличении концентрации нативного 
и микроструктурированного кверцетина 
до 100 мкМ эффективность их мембранопротек-
торного действия не возрастала. 
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и «3», то в случае преинкубации клеток с  натив-
ным (рисунок 5c) или микроструктурированным 
(рисунки 5d, 5i) кверцетином ДНК-кометы через 
1ч после добавления tBHP характеризовались от-
сутствием выраженного хвоста и по визуальному 
ранжированию относились к категории «0» и «1». 

Полученные в результате анализа флуорес-
центных микрофотографий ДНК-комет данные 
представлены в таблице 2, из которых следует, что 
в хвосте ДНК-комет клеток, подвергнутых воз-

Рисунок 5 – Репрезентативные флуоресцентные микрофотографии ДНК-комет, полученных из контрольных клеток 
HaCaT (а), клеток через 1 ч инкубации с 0,5 мМ трет-бутилгидропероксида (b) и совместной инкубации 50 мкМ 

кверцетина (c), Кв(PAH/PSS)4 (d) или Кв(Hit/DS)4 (i) с трет-бутилгидропероксидом. Окрашивание этидиум бромидом

Figure 5 – Representative fluorescence micrographs of DNA comets obtained from control HaCaT cells (a), cells after 
1 h incubation with 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide (b) and co-incubation 50 µМ of quercetin (c), Kv(PAH/PSS)4 (d) 

and Kv(Hit/DS)4 (i) with tert-butyl hydroperoxide. Ethidium bromide staining

действию 0,5 мМ tBHP, содержание ДНК превы-
шало 70 %, тогда как в клетках, которые предва-
рительно преинкубировали с нативным или ми-
кроструктурированным кверцетином содержание 
ДНК в хвостах комет было менее 30 %.

Заключение
Полученные данные свидетельствуют, что 

кверцетин и его микроструктурированные формы 
уменьшают цито- и генотоксическое действие 

Рисунок 4 – Влияние нативного (а) и микроструктурированного кверцетина (b, c) на повреждение  
кератиноцитов, оцениваемое по выходу из клеток фермента лактатдегтидрогеназы через 24 ч инкубации 

с 0,5 мМ трет-бутилгидропероксида: 1 – без преинкубации, 2 – преинкубация 30 мин. #р ≤ 0,005; ##р ≤ 0,001 
в сравнении с контролем, *р ≤ 0,01, **р ≤ 0,001 в сравнении с трет-бутилгидропероксидом

Figure 4 – Effect of native (a) and microstructured quercetin (b, c) on keratinocyte damage assessed by the release 
of the enzyme lactate dehydrogenase from the cells after 24 h of incubation with 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide:  

1 – without preincubation, 2 – preincubation for 30 min. #p ≤ 0.005; ##p ≤ 0.001 vs. the control, *p ≤ 0.01,  
**p ≤ 0.001 vs. the tert-butyl hydroperoxide
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tBHP. Поскольку кверцетин является эффектив-
ным антиоксидантом [7], а негативное действие 
tBHP обусловлено инициированием окислитель-
ного стресса, можно допустить, что выявленные 
в данной работе эффекты кверцетина и его микро-
размерных форм обусловлены способностью ней-

трализовать АФК и ингибировать свободноради-
кальные процессы, ведущие к развитию окисли-
тельного стресса и апоптозу. Таким образом, 
покрытие кверцетина оболочкой (PAH/PSS)4 или 
(Hit/DS)4 повышает биодоступность и не препят-
ствует реализации его антиоксидантных свойств.
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PROTECTIVE EFFECT OF NATIVE AND MICROPARTICLE-
INCLUDED QUERCETIN UPON INITIATION OF OXIDATIVE STRESS 

IN HUMAN KERATINOCYTES

O. V. Ishutina, T. V. Kostyuk, A. I. Potapovich, V. A. Kostyuk 
Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus

Introduction. Micro and nanoparticles loaded with plant polyphenols have shown high pharmacological 
activity, which makes the creation of such particles, as well as the study of their biological effects, very relevant.

Objective. To compare the protective effect of native and microstructured quercetin on the initiation of 
oxidative stress in human keratinocytes by tert-butyl hydroperoxide (tBHP).

Materials and methods. Quercetin was loaded into polyallylamine hydrochloride/polystyrene sulfate (PAH/
PSS)4 or chitosan/dextran sulfate (Hit/DS)4 microcontainers with an average size of (1.1 ± 0.3) μm. Cell viability 
was assessed using the PrestoBlueTM reagent, keratinocyte damage was assessed by the release of lactate 
dehydrogenase (LDH). DNA damage was analyzed using the comet assay.

Results. It was found that quercetin and its microstructured forms effectively prevented DNA damage in 
keratinocyte nuclei exposed to tBHP. The maximum membrane-protective effect of microstructured quercetin was 
observed when added immediately before tBHP, whereas preincubation was necessary for native quercetin to 
exhibit its maximum effectiveness.

Conclusion. Coating quercetin with (PAH/PSS)4 or (Hit/DS)4 increases bioavailability and does not interfere 
with the implementation of its antioxidant properties.

Keywords: keratinocytes, tert-butyl hydroperoxide, quercetin, microstructures, oxidative stress, DNA 
comets.
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ВЛИЯНИЕ БАКТЕРИАЛЬНЫХ ЛИПОПОЛИСАХАРИДОВ, 
ВВЕДЁННЫХ САМЦАМ КРЫС, НА АНТЕ- И ПОСТНАТАЛЬНЫЙ 

ОНТОГЕНЕЗ ПОЛУЧЕННОГО ОТ НИХ ПОТОМСТВА

Е.А. Поплавская 
Гродненский государственный медицинский университет г. Гродно, Республика Беларусь

Введение. Известно, что отцовский вклад в сохранение беременности не уступает, а по некоторым 
параметрам превосходит роль женского фактора. Функция спермы не ограничена лишь передачей генети-
ческой информации – она играет важную роль не только в оплодотворении, но и в процессах имплантации 
и эмбриогенезе. Научные открытия в эмбриологии, цитологии, андрологии позволили сформировать пред-
ставление о важной роли мужского фактора. Сегодня мы начинаем лучше понимать, что эпигенетические 
изменения в сперме могут играть инициирующую роль в этиопатогенезе бесплодия и невынашивания. 
Нарушение целостности хроматина и ДНК сперматозоидов занимает далеко не последнее место в струк-
туре причин репродуктивных потерь, что объясняет важность изучения различных воздействий на муж-
ские половые клетки, в том числе и липополисахаридов грамотрицательных бактерий. 

Цель исследования – определить эмбриотоксичность бактериальных липополисахаридов после воз-
действия на самцов крыс перед спариванием.

Материалы и методы. Самцам беспородных белых крыс половозрелого возраста внутрибрюшинно од-
нократно вводили липополисахариды Escherichia coli или Serratia marcescens в дозе 50 мкг/кг массы, контроль-
ные – не подвергались воздействиям, с последующей объективной оценкой полученных результатов.

Результаты. Однократное внутрибрюшинное введение бактериальных липополисахаридов самцам 
крыс до спаривания с контрольными самками, приводит к статистически достоверному увеличению пре-
димплантационной внутриутробной гибели зародышей, при этом постимплантационная гибель находит-
ся в пределах нормы и не приводит к нарушениям процессов фетогенеза в постимплантационный период.

Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о нарушении генома сперматозоида, так как 
доимплантационная гибель потомства связывается с изменениями в генетическом коде, приводящими к не-
совместимым с жизнью нарушениям процессов развития зародыша. 

Ключевые слова: невынашивание беременности, мужской фактор, сперматогенез, липополисахариды.
Для цитирования: Поплавская, Е. А. Влияние бактериальных липополисахаридов, введённых сам-

цам крыс, на анте- и постнатальный онтогенез полученного от них потомства / Е. А. Поплавская // Биохи-
мия и молекулярная биология. – 2025. – Т. 4, № 1(6). – С. 39–44.

Введение
Роль мужского фактора в невынашивании бере-

менности многие годы была вне поля зрения 
специалистов репродуктивной медицины. По ре-
зультатам исследований мужской фактор в сохра-
нении беременности не уступает, а по некоторым 
параметрам превосходит роль женского. 

Согласно результатам проспективных когортных 
исследований, только около 1/3 желанных зачатий 
завершается рождением живых детей. Менее 1/3 за-
родышей гибнут до имплантации и еще столько же – 
после нидации плодного яйца, на 3–4-й неделе бере-
менности, но до задержки менструации. Такие кон-
цепционные потери называют доклиническими. 
Частота ранней клинической потери беременности 
составляет около 15% от числа зачатий и увеличива-
ется с возрастом, а поздние выкидыши (12–22 не-
дель) случаются реже и составляют около 4% [3–7]. 

Спорадическое прерывание беременности наибо-
лее часто осложняет ранние сроки гестации и обыч-

но свидетельствует о спонтанных мутациях и выра-
женных аномалиях эмбриона. Принято считать, что 
случайные потери беременности до 6–8 недель пред-
ставляют собой «генетический сброс», предотвра-
щающий рождение детей с серьезными аномалиями, 
несовместимыми с жизнью. Это подтверждено ре-
зультатами клинических исследований: в 75% случа-
ев абортус имел аномальный кариотип, у 85% заро-
дышей были зарегистрированы мальформации [8]. 

Обычно привычное невынашивание беременно-
сти (прерывание 3 беременностей подряд и более) 
имеет множественную этиологию. Наиболее изу-
ченными причинами являются хромосомные абер-
рации, тромбофилия, иммунная дисфункция и раз-
личные эндокринопатии у матери. Однако многие 
такие случаи (50–60%) врачами оцениваются как 
идиопатические, когда установить точную причину 
потери беременности не удается [10]. В ходе эпиде-
миологических и генетических исследований поя-
вились новые теории о механизмах спорадического 
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и рецидивирующего прерывания беременности: 
было показано, что самопроизвольный аборт может 
быть связан с изменениями морфологии спермато-
зоидов и целостности их ДНК.

Ранее господствовало мнение, что единственная 
роль сперматозоида – доставка генетического кода 
в яйцеклетку, потомство наследует от отца только по-
следовательность ДНК, при этом особенности упа-
ковки ДНК сперматозоида не влияют на зиготу. Ис-
следования в области эпигенетики и бесплодия по 
причине мужского фактора пролили свет на эту дав-
нюю, а теперь и спорную догму [10]. К настоящему 
времени стало известно, что функция спермы состоит 
не только в снабжении ооцита отцовскими генами, но 
и вносит вклад в программу дальнейшего развития 
эмбриона. Помимо ДНК, сперматозоиды доставляют 
в яйцеклетку регуляторные элементы, необходимые 
для активации генов или для их «молчания» (фактор 
активации, центросомы, множественные матричные 
РНК и микроРНК и т.д.). По современным представ-
лениям, экспрессия отцовских генов стартует на ста-
дии 4–8 бластомеров [11,12]. На этой ранней стадии 
эмбриогенеза даже минимальные нарушения в орга-
низации хроматина сперматозоида могут негативно 
сказаться на активации генов отца [13]. 

Эпигенетические изменения, такие как метилиро-
вание ДНК, модификация гистонов, включение про-
тамина в хроматин, оказывают большое влияние на 
развивающуюся клетку спермы, на зиготу и, как ре-
зультат, на репродуктивные исходы [10,16]. Любые 
сбои в эпигенетических модификациях или в меха-
низмах, защищающих ДНК от фрагментации, при-
водят либо к повреждению самой ДНК, либо к изме-
нению структуры хроматина. Когда эти изменения 
затрагивают значительную часть популяции сперма-
тозоидов, формируется мужской фактор репродук-
тивных потерь. Фрагментация ДНК сперматозои-
дов и ее эпигенетическая модификация обусловли-
вают появление гамет со сниженной способностью 
к оплодотворению и/или общей жизнеспособно-
стью. Однако даже при условии, что поврежденные 
сперматозоиды все-таки оплодотворяют яйцеклетку, 
вероятным результатом любого из вышеуказанных 
сценариев становится снижение протеолитической 
способности и неудачи имплантации, врожденные 
пороки развития и снижение общей жизнеспособно-
сти зародышевой клетки [21, 17–19]. В эксперимен-
тах на животных показано, что получить эмбрионы 
высокого качества на ранних стадиях развития мож-
но даже при оплодотворении яйцеклетки спермато-
зоидом с поврежденной ДНК, но в дальнейшем раз-
витие зародыша прекращается [21–23].

Следовательно, «отцовский материал» имеет 
важнейшее значение не только для возможности 

оплодотворения, но и для вынашивания беремен-
ности и рождения здорового ребенка [16]. 

Сперматогенез более уязвим перед действием 
многих физических, химических и биологических 
факторов, чем оогенез. Мутации (как генетические, 
так и эпигенетические) в мужских половых клетках 
происходят значительно чаще, чем в ооците. Гаме-
тогенез у мужчин, стартуя в пубертатном возрасте, 
продолжается до глубокой старости, не прекращаясь 
ни на секунду. В семенных канальцах пролифериру-
ют десятки тысяч клеток-предшественников спер-
матозоидов, и этот процесс чрезвычайно чувствите-
лен ко многим негативным воздействиям.

Большая часть мутаций приводит либо к сни-
жению оплодотворяющей способности гамет, 
либо к их гибели. Но генетические и эпигенетиче-
ские изменения могут и не повлиять на жизнеспо-
собность и подвижность сперматозоидов. В такой 
ситуации изменения ДНК могут быть переданы 
«по наследству». Большинство плодов с выражен-
ными пороками развития погибает антенатально 
[23], но некоторые анеуплоидии не препятствуют 
выживанию (например, трисомия по 21-й паре 
хромосом). Крайне редко мутации оказываются 
полезными для человека как вида – в этом и состо-
ит реализация эволюционных законов.

Бактериальные липополисахариды (ЛПС) – это 
постоянный структурный компонент клеточных 
мембран грамотрицательных бактерий, интерес 
к которым обусловлен не только их уникальной 
структурой и широким разнообразием вызываемых 
эффектов, но и тем, что организм человека постоян-
но контактирует с достаточно большим количеством 
этого токсина, обеспечивая поддержание гомеоста-
за, адаптацию организма к стрессовым воздействи-
ям, способствуя предотвращению проникновения 
потенциально патогенной флоры в кровоток, стиму-
лируя иммунитет и неспецифическую резистент-
ность организма, при этом, обладая выраженным 
токсическим эффектом [1]. 

В связи с вышеизложенным, целью исследования 
являлось определение эмбриотоксичности бактери-
альных липополисахаридов Escherichia coli (E. coli) 
или Serratia marcescens (S. marcscens) после воздей-
ствия на самцов крыс перед спариванием.

Материал и методы исследования
Исследования проведены на 18 самцах поло-

возрелого возраста (было сформировано 3 группы 
по 6 самцов в каждой группе – 2 опытные и 1 конт-
рольная), 78 беременных самках и 235 плодах бес-
породных белых крыс. Все животные содержались 
в стандартных условиях вивария при свободном 
доступе к воде и пище, на одинаковом пищевом 
рационе в соответствии с нормами содержания ла-
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бораторных животных, 12/12-часовом ритме осве-
щения и темноты с соблюдением требований, из-
ложенных в Хельсинской декларации о гуманном 
обращении с животными. Все этапы исследования 
проводились с разрешения комиссии по биомеди-
цинской этике учреждения образования «Гроднен-
ский государственный медицинский университет».

Самцам опытных групп внутрибрюшинно одно-
кратно вводили ЛПС E. coli или S. marcescens (произ-
водство фирмы «Sigma») в дозе 50 мкг/кг массы (дан-
ная доза ЛПС вызывает состояние обратимого воспа-
ления (провоспаления), которое длится около 3 дней, 
с минимальными последствиями для животных). 
В качестве контроля использовались интактные жи-
вотные. Самцов экспериментальных групп спарива-
ли с интактными самками, начиная с 45-го дня после 
введения на протяжении 10 дней (для нивелирования 
индивидуальных особенностей самок каждого самца 
из опытной группы спаривали с 6-ю самками, а каж-
дого самца из контрольной группы – с 1-й самкой). 
Беременных самок опытной и контрольной групп 
декапитировали под эфирным наркозом на 20-й день 
беременности. Влияние бактериальных ЛПС на про-
цессы развития беспородных белых крыс оценивали 
с помощью показателей пре – и постимплантацион-
ной гибели зародышей, а также по изменению массы 
плодов, плацент и плодно-плацентарному коэффици-
енту. По одному плоду от каждой самки фиксировали 
в 96 % этаноле и окрашивали костный скелет ализа-
риновым красным по методу Вильсона-Дыбана и из-
меряли кранио-каудальные размеры [2]. 

Результаты и их обсуждение
В результате исследования установлено, что вве-

дение липополисахаридов Е. coli и S. marcescens 
самцам крыс за 45–55 суток до спаривания с кон-
трольными самками, приводит к увеличению пре-
димплантационной внутриутробной гибели заро-
дышей. Различия при этом статистически достовер-
ны. При воздействии липополисахарида Е. coli этот 
показатель выше в 1,6 раз, чем при воздействии 
липополисахарида S. marcescens (Таблица 1).

Показатели постимплантационной гибели пло-
дов независимо от вида ЛПС практически от кон-
трольных показателей не отличались (Таблица 2).

Масса живых плодов на 20-й день беременно-
сти, полученных в результате оплодотворения сам-
цами, получавшими ЛПС Е. coli и S.marcescens не 
отличалась от контрольных показателей и составля-
ла 2,19 и 2,25 грамм соответственно. Масса плацент 
у самок, оплодотворённых вышеупомянутыми сам-
цами так же, как и массы плодов, не отличались от 
контрольных показателей – 0,56 и 0,65 грамм соот-
ветственно. При таких соотношениях массы пло-
дов и плацент, плодно-плацентарный коэффици-

ент в группе самок, оплодотворённых опытными 
самцами, также достоверно от контрольных пока-
зателей не отличался (Таблица 3).

Кранио-каудальные размеры плодов, получен-
ных от самцов, которым вводились бактериальные 
липополисахариды Е. coli и S. marcescens, не отли-
чались от контрольных показателей и составляли 
31,55 мм – в случае липополисахарида Е. coli; 
32,34 мм – в случае липополисахарида S. marcescens 
и 31,97 мм у контрольных животных (Таблица 4).

Таблица 1 – Показатели предимплантационной гибели 
зародышей животных экспериментальных групп 

Table 1 – Preimplantation mortality rates of embryos in 
animals of experimental groups

Воздействие Ме (Q1; Q2)
Контроль 0,00 (0,00; 1,00) 
ЛПС E.coli 5,60*  (4,90; 7,70)
ЛПС S.marcescens 3,45* (3,20; 3,80)

Примечание – * – p< 0,05 при сравнении с контролем;
Note – * – p< 0,05 when compared with control

Таблица 2 – Показатели постимплантационной  гибели 
зародышей животных экспериментальных групп 

Table 2 – Postimplantation mortality rates of embryos 
in animals of experimental groups

Воздействие Ме (Q1; Q2)
Контроль 0,00 (0,00; 0,00) 
ЛПС E.coli 0,00 (0,00; 0,30)
ЛПС S.marcescens 0,20 (0,20; 0,30)

Таблица 3 – Масса плодов и плацент, плодно-пла-
центарное отношение животных эксперименталь-
ных групп (Ме (Q1; Q2))

Table 3 – Weight of fetuses and placentas, fetal-
placental ratio of animals in experimental groups (Me 
(Q1; Q2))

Масса, г Контроль ЛПС E. coli ЛПС S. 
marcescens

плода 2,26 
(2,15; 2,51)

2,19
 (2,09; 2,29)

2,25
 (2,16; 2,53)

плаценты 0,61
 (0,58; 0,70)

0,56 
(0,56; 0,66)

0,65 
(0,60; 0,68)

Плодно-плацентарный коэффициент (ППК)
ППК 3,68 

(3,59; 3,78)
3,75 

(3,36; 3,86) 
3,81 

(3,17; 4,11)

Таблица 4 – Кранио-каудальные размеры плодов 
животных экспериментальных групп, мм 

Table 4 – Craniocaudal dimensions of fetuses of 
animals of experimental groups, mm

Воздействие Ме (Q1; Q2)
Контроль 31,97 (30,88; 32,74) 
ЛПС E.coli 31,55 (31,91; 32,25)
ЛПС S.marcescens 32,34 (31,55; 32,61)
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При внешнем осмотре плодов с помощью лупы 
МБС-1 не выявлено признаков уродств и следов 
кровоизлияний у плодов как опытных, так и кон-
трольной групп.

Заключение
Введение ЛПС грамотрицательных бактерий 

как Е. coli, так и S. marcescens самцам крыс в дозе 
50 мкг/кг массы за 44–46 суток до начала спарива-
ния с контрольными самками приводит к резкому 
достоверному увеличению предимплантационной 
гибели потомства. При медиане показателя пре-
димплантационной гибели у контрольных живот-
ных равной 0, медиана показателя предимпланта-
ционной гибели при воздействии ЛПС Е. coli равна 
5,60, а медиана показателя предимплантационной 
гибели при воздействии ЛПС S. marcescens равна 
3,45. При этом показатели постимплантационной 
гибели потомства, полученного от опытных сам-
цов, находятся в пределах нормы. Плоды, получен-
ные как от опытных, так и от контрольных самцов 
достоверно не отличаются по массе и кранио-кау-

дальным размерам, массы плацент также не имеют 
достоверных различий. 

Известно, что ЛПС грамотрицательных бакте-
рий вызывают целый ряд эффектов, одним из ко-
торых является оксидативный (окислительный) 
стресс с появлением активных форм кислорода 
(АФК). Оксидативный стресс – один из основных 
механизмов повреждения ДНК, выработки мор-
фологически аномальных сперматозоидов. Сво-
бодные радикалы наносят удар по клеточной мем-
бране, инициируют митохондриальные мутации 
и повреждение ядерной ДНК (фрагментация и де-
натурация) [24,25]. 

Вышеизложенные факты свидетельствуют о на-
рушении генома сперматозоида, так как доимплан-
тационная гибель потомства связывается с изме-
нениями в генетическом коде, приводящими к не-
совместимым с жизнью нарушениям процессов 
развития зародыша. Прямое воздействие ЛПС 
в данном случае исключается, так как единствен-
ным связующим звеном между самцом и самкой 
является сперматозоид. 
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INFLUENCE OF BACTERIAL LIPOPOLYSACCHARIDES 
ADMINISTERED TO MALE RATS ON ANTE- AND POSTNATAL 

ONTOGENESIS OF THEIR PRODUCED PROGENY

E.A. Poplavskaya

Grodno State Medical University Grodno, Republic of Belarus

Introduction. It is known that the father’s contribution to the maintenance of pregnancy does not diminish, 
and in some parameters exceeds the role of the female factor. The function of sperm is not limited to the transmission 
of genetic information – it plays an important role not only in fertilization, but also in implantation processes and 
embryogenesis. Scientific discoveries in embryology, cytology, andrology allowed to form an idea of the important 
role of the male factor. Today, we are beginning to understand better that epigenetic changes in sperm may play 
an initiating role in the etiopatogenesis of infertility and infertility. The disruption of chromatin and sperm DNA 
integrity is by no means the last place in the structure of reproductive losses, which explains the importance of 
studying various effects on male sex cells, including lipopolysaccharide from gram-negative bacteria.

Objective: was to determine the embryonic toxicity of bacterial lypopolysaccharides after exposure to male 
rats before mating.

Materials and methods. Males of unbred white rats of the pubertal age were injected once in the abdomen 
with Escherichia coli or Serratia marcescens lipolysaccharide at a dose of 50 μg/kg weight, the controls were not 
exposed and the results were evaluated objectively.

Results. One-time intra-abdominal administration of bacterial lipopolysaccharides to male rats before mating 
with control females leads to a statistically significant increase in preimplantation intrauterine death of embryos, 
at the same time postimplantation death is within normal limits and does not lead to disturbances in fetogenesis 
processes in the postimplantation period.

Conclusion. The results obtained indicate a disruption of the sperm genome, as pre-implantation death of 
the offspring is associated with changes in the genetic code leading to life-incompatible disruptions of the embryo 
development. 

Key words: pregnancy failure, male factor, spermatogenesis, lipopolysaccharides.
For citation: Poplavskaya EA. Influence of bacterial lipopolysaccharides administered to male rats on ante- 
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ВЗАИМОСВЯЗЬ ЭТАНОЛОКИСЛЯЮЩИХ ФЕРМЕНТОВ  
С МАКРО- И МИКРОЭЛЕМЕНТНЫМ СТАТУСОМ МИТОХОНДРИЙ 

В МИОКАРДЕ КРЫС ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ АЛКОГОЛЬНОЙ 
ИНТОКСИКАЦИИ

Е. Г. Бадун, А. В. Шуриберко, О. Е. Кузнецов 

Институт биохимии биологически активных соединений  
Национальной академии наук Беларуси, г. Гродно, Беларусь

Введение. Основными ферментами, участвующими в метаболизме этанола, являются алкогольдеги-
дрогеназа (АЛД) и альдегиддегидрогеназа (АльДГ). Изучение активности АДГ, АльДГ в миокарде крыс 
при хронической алкогольной интоксикации (ХАИ) отражает, как метаболизм алкоголя влияет на макро-/
микроэлементный гомеостаз в кардиомиоцитах, что в значительной степени определяет функции мито-
хондрий.

Цель исследования: оценка активности АДГ, АльДГ и их взаимосвязи с макро-/микроэлементным 
статусом митохондрий миокарда при ХАИ с изучением возможности коррекции установленных нарушений.

Материалы и методы. Выполнены экспериментальные модели на 40 крысах-самках линии Wistar 
(3 опытных группы, контроль). Проведены исследования активности ферментов АДГ, АльДГ. Для коррек-
ции метаболических нарушений при ХАИ, животным вводилась композиция глутамина и аргинина с цин-
ком и магнием. 

Результаты. ХАИ приводит к снижению активности АДГ, АльДГ на 33% и 28,1%, соответственно, 
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Введение
Употреблением алкоголя является одной из ве-

дущих причин метаболических нарушений, при-
водящих к повреждению клеток, тканей, органов 
и систем. Ключевыми ферментами, участвующи-
ми в метаболизме этанола, являются алкогольде-
гидрогеназа (АЛД), альдегиддегидрогеназа (Аль-
ДГ), каталаза и цитохром Р450 (цитохром 2Е1). 
Алкогольдегидрогеназа превращает этанол в аце-
тальдегид, который преобразуется альдегиддеги-
дрогеназой в ацетат (уксусную кислоту). Ацеталь-
дегид, наиболее изученный метаболит алкоголя, 
может способствовать повреждению миокарда, 
нарушая взаимодействие актина и миозина и вы-
зывая митохондриальную дисфункцию кардиоми-
оцитов. Кроме того, ацетальдегид может оказы-
вать прямое токсическое воздействие на миокард 
или реагировать с амино-, гидроксильными 
и сульфгидрильными группами, изменяя структу-

ру и функцию макромолекул, таких как белки 
и ферменты [1]. В ряде работ [2] показано, что ци-
тохром Р450 играет ключевую роль в метаболизме 
этанола в сердце, производя реактивные формы 
кислорода, в отличие от АЛД, чья активность не-
значительна. 

Макро- и микроэлементы (Mg, Ca, Zn, Cu, Se, Mn 
и др.) играют критическую роль в работе митохон-
дрий. Они являются кофакторами ферментов энер-
гетического обмена, компонентами антиоксидант-
ной защиты (Zn, Cu, Mn в супероксиддисмутазе, Se 
в глутатионпероксидазе), участвуют в регуляции 
ионного гомеостаза и мембранной проницаемости 
(Ca). Показано [3,4], что ацетальдегид подавляет 
сократительную амплитуду кардиомиоцитов, мак-
симальную скорость сокращения/расслабления 
и продлевает продолжительность релаксации 
и внутриклеточный клиренс Ca 2+ [5]. Хроническая 
алкогольная интоксикация приводит к нарушениям 
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баланса этих элементов (дефициту или избытку) [6], 
что может усугублять митохондриальную дисфунк-
цию и повреждение миокарда.

Участие редокс-активных металлов железа 
и меди в реакции Фентона, генерируют •OH и повы-
шают уровни свободного железа и меди в кардиоми-
оцитах, что усиливает окислительный стресс [7].

Таким образом, изучение активности АДГ, Аль-
ДГ в миокарде крыс при ХАИ позволит раскрыть 
метаболизм алкоголя и степень его влияния на го-
меостаз микро- и микроэлементов в митохондриях 
миокарда, что в значительной степени расширяет 
оценку функции митохондрий. Актуальным явля-
ется изучение и поиск возможных механизмов, 
направленных на коррекцию митохондриальной 
дисфункции и элементного дисбаланса при тера-
пии последствий алкогольной интоксикации и свя-
занных с ней осложнений.

Цель работы: оценка активности АДГ, АльДГ 
и их взаимосвязи с макро-/микроэлементным ста-
тусом митохондрий миокарда при ХАИ с изуче-
нием возможности коррекции установленных 
нарушений.

Материалы и методы
Исследование проведено в отделе медико-био-

логических проблем алкоголизма ГП «Институт 
биохимии биологически активных соединений 
НАН Беларуси». Эксперименты выполнены на 
40 крысах-самках линии Wistar с массой тела в на-
чале эксперимента 182±1,94 г, содержащихся в стан-
дартных условиях вивария на стандартном рационе 
питания, в соответствии с соблюдением требований 
Директивы ЕС №2010/63/EU от 22.09.2010 о защи-
те животных, использующихся для научных целей. 
Длительность эксперимента составила 28 недель.

Все животные были разделены на 4 группы:
– группа 1 (контроль, n=10) – интактные живот-

ные, не подвергавшиеся алкогольной интоксика-
ции, получавшие в качестве питья воду на протя-
жении всего эксперимента;

– группа 2 (контроль + композиция, n=10) – жи-
вотные контрольной группы, получающие разра-
ботанную композицию аминокислот и микроэле-
ментов. Животные, не подвергавшиеся алкоголь-
ной интоксикации, получавшие в качестве питья 
воду на протяжении всего эксперимента, с 14 не-
дели животным дополнительно интрагастрально 
ежедневно вводили разработанную композицию 
L-глутамина, L-аргинина гидрохлорида (каждого 
в дозе по 250 мг/кг массы тела) с семиводным суль-
фатом цинка (15,4 мг/кг) и безводным сульфатом 
магния (62 мг/кг);

– группа 3 (ХАИ, n=10) – животные получали 
в качестве единственного источника питья 20 %-й 

водный раствор этанола на протяжении 28 недель 
эксперимента [8];

– группа 4 (ХАИ + разработанная композиция, 
n=10) – животные, получающие в качестве един-
ственного источника питья 20 %-й раствор этано-
ла на протяжении 28 недель, с 14 недели живот-
ным дополнительно интрагастрально ежедневно 
вводили разработанную композицию L-глутами-
на, L-аргинина гидрохлорида (каждого в дозе по 
250 мг/кг массы тела) с семиводным сульфатом 
цинка (15,4 мг/кг) и безводным сульфатом магния 
(62 мг/кг).

Для исследования использованы: ткань миокар-
да, митохондрии миокарда крыс.

Исследуемые показатели: активность фермен-
тов алкогольдегидрогеназа и альдегиддегидроге-
наза. Исследование выполняли по общепринятым 
методикам [9] на спектрофотометре «Cary-100 
Scan» (Varian, Австрия).

Статистическая обработка данных выполнена 
с помощью пакета прикладных статистических 
программ (StatSoft STATISTICA 13.0). Использо-
ваны критерии Шапиро-Уилка (определяли нор-
мальность распределения). Данные представляли 
в виде медианы (Ме) и рассеяния (Q1 и Q3 процен-
тилей). Для анализа взаимосвязи признаков при-
меняли корреляционный анализ с применением 
коэффициентов корреляции Спирмена. Критиче-
ский уровень значимости при проверке статисти-
ческих гипотез принимали при p <0,05.

Результаты и их обсуждение
При исследовании метаболизма этанола уста-

новлено, что ХАИ сопровождается достоверным 
снижением активности АДГ в миокарде крыс на 
33 % и АльДГ в митохондриях миокарда на 28,1 % 
в сравнении с контрольной группой. 

Исследования, проведенные в нашей лабора-
тории [6], выявили нарушение биоэнергетиче-
ских функций и активацией свободнорадикаль-
ных процессов в миокарде на фоне ХАИ, кроме 
того, установлены достоверное увеличение уров-
ня цитохрома P450 в миокарде и кальция, железа 
и меди в митохондриях миокарда крыс. Исходя из 
этого, можно предположить, что снижение актив-
ности АДГ и увеличение количества цитохрома 
Р450 при хронической алкогольной интоксика-
ции, потенциально активирует свободноради-
кальные процессы и накопление ацетальдегида 
в миокарде крыс, а окислительный стресс снижа-
ет активность альдегиддегидрогеназы в митохон-
дриях миокарда.

В работах J. Caballería [11] показано, что сни-
жение активности АДГ и АльДГ находится в об-
ратной зависимости от степени поражения пече-
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ни. Схожие результаты были получены в работе 
J. Wang [12], где показано, что снижение актив-
ности АльДГ положительно коррелировало со 
снижением функции сердца. Эти изменения на-
рушают клеточные процессы, включая регуля-
цию ионов металлов, таких как кальций, железо 
и медь, которые имеют решающее значение для 
функционирования миокарда [10].

Применение исследуемой композиции при 
ХАИ способствовало сохранению АльДГ в ми-
тохондриях и АДГ в миокарде крыс, что предпо-
ложительно способствовало ускорению распада 
ацетальдегида и смягчало его токсическое воз-
действие на миокард.

Проведенный корреляционный анализ при 
ХАИ выявил взаимосвязь АльДГ и макро- / микро-
элементов в митохондриях миокарда (таблица 2). 
Наиболее значимая (R=–0,927) и достоверная 
(p=0,0001) отрицательная взаимосвязь выявлена 
АльДГ с кальцием.

Таблица 2 – Коэффициенты корреляции Спирмена 
между уровнем макро- / микроэлементов в митохон-
дриях и альдегиддегидрогеназой в миокарде

Table 2 – Spearman correlation coefficients between the 
level of macro-/microelements in mitochondria and 
aldehyde dehydrogenase in the myocardium

Химический элемент АльДГ Достоверность
Кальций –0,927 p=0,0001
Железо –0,709 p=0,02
Медь –0,636 p=0,04

Кальций необходимый для сокращения мио-
карда и внутриклеточной сигнализации контро-
лируется саркоплазматической ретикулумной 
Ca²⁺-АТФаза и митохондриальными унипортера-
ми кальция. Как видно из таблицы 2, окислитель-
ный стресс из-за сниженной активности АльДГ 
повреждает эти системы, что приводит к наруше-
нию обмена кальция. В результате внутриклеточ-
ный уровень кальция повышается по мере сни-
жения активности АДГ, устанавливая отрица-
тельную корреляционную зависимость. Эта 

Таблица 1 – Активность АДГ и АльДГ в миокарде крыс при хронической алкогольной интоксикации 

Table 1 – ADH and ALDH activity in the myocardium of rats with chronic chronic alcohol intoxication

Исследуемый параметр Контроль Контроль
+композиция ХАИ ХАИ

+композиция
АДГ, нмоль*мин/мг 
белка

53,59 [49,49; 
57,16]

55,34 
[50,09; 59,12]

35,93 [32,68; 
45,29] ***

52,19 
[49,38; 56,42] ##

АльДГ, нмоль*мин/
мг белка

13,48 [11,62; 
14,29]

16,45 
[15,25; 17,69]

9,69 [8,74; 10,93] 
**

14,83
 [12,77; 19,73] ##

Примечание: * – р<0,05 в сравнении с контролем; ** – р <0,01 в сравнении с контролем; ***– р <0,001 в сравнении с контролем; 
# – р <0,05 по сравнению с группой ХАИ; ## – р <0,01 в сравнении с группой ХАИ; ### – р <0,001 в сравнении с группой ХАИ;

Note: * – р <0.05 compared to control; ** – р <0.01 compared to control; ***– р <0.001 compared to control; # compared with the 
CAI group; ## – р <0.01 compared with the CAI group; ### – р <0.001 compared with the CAI group; 

дисрегуляция может способствовать ухудшению 
сократимости кардиомиоцитов и способствовать 
повреждению клеток.

Низкая активность АльДГ, обусловленная 
окислительным стрессом и увеличением ци-
тохрома P450, дестабилизирует железосвязыва-
ющие белки, высвобождая свободное железо в ци-
топлазму. По мере снижения активности АльДГ 
образующаяся окислительная среда увеличивает 
доступность свободного железа, что подтвержда-
ется отрицательной корреляцией (таблица 2). Та-
ким образом, в результате метаболических про-
цессов избыток железа усиливает окислительное 
повреждение в миокарде при ХАИ, а избыток 
меди (при высвобождении из поврежденных кле-
ток) провоцирует реакцию Фентона, генерируя 
высокотоксичные гидроксильные радикалы •OH. 
Полученные результаты о снижении активности 
АльДГ в митохондриях и АДГ в миокарде крыс 
на фоне накопления редокс-активных металлов 
(железо и медь) в митохондриях миокарда могут 
быть следствием активации свободнорадикаль-
ных процессов в миокарде.

Корреляционный анализа АДГ и макро- / ми-
кроэлементов на фоне ХАИ и ХАИ с применением 
корригирующей композиции не выявил достовер-
ных взаимосвязей. Данный факт свидетельствует 
о снижении активности этанолокисляющих фер-
ментов, что сопровождается нарушением гомеос-
таза исследуемых макро- и микроэлементов в ми-
тохондриях миокарда крыс при ХАИ.

Заключение
Полученные результаты позволяют заключить, 

что ХАИ сопровождается нарушениями в работе 
этанолокисляющих ферментов в миокарде крыс. 
Одним из отклонений является снижение актив-
ности АльДГ в митохондриях и АДГ в миокарде, 
что активирует свободнорадикальные процессы 
и накопление ацетальдегида. В качестве возмож-
ного механизма подобных изменений является 
нарушение гомеостаза макро- и микроэлементов 
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в митохондриях миокарда, в пользу чего говорят 
выявленные взаимосвязи (с кальцием, железом 
и медью).

Введение исследуемой композиции при ХАИ 
восстанавливает уровень концентраций АльДГ 

в митохондриях и АДГ в миокарде крыс, увели-
чивает скорость распада ацетальдегида и, следо-
вательно, ослабляет токсическое воздействие на 
гомеостаз исследуемых макро- и микроэлементов 
в митохондриях миокарда.
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RELATIONSHIP OF ETHANOL-OXIDIZING ENZYMES  
WITH MACRO- AND MICROELEMENT STATUS OF MITOCHONDRIA 

IN THE MYOCARDIUM OF RATS UNDER CHRONIC ALCOHOL 
INTOXICATION

E. G. Badun, A. V. Shuriberko, A. E. Kuzniatsou 
Institute of Biochemistry of Biologically Active Compounds of the National Academy  

of Sciences of Belarus, Grodno, Republic of Belarus

Background. The main enzymes involved in ethanol metabolism are alcohol dehydrogenase (ALD) and 
aldehyde dehydrogenase (ALDH). The study of the activity of ADH, ALDH in the myocardium of rats with chronic 
alcohol intoxication (CAI) can show how alcohol metabolism affects macro-/microelement homeostasis in 
cardiomyocytes, which largely determines the functions of mitochondria.

Objective: assessment of the activity of ADH, ALDH and their relationship with the macro-/microelement 
status of myocardial mitochondria in СAI with a study of the possibility of correcting the established disorders.

Materials and methods. Experimental models were performed on 40 female Wistar rats (3 experimental 
groups, control). Studies of the activity of the enzymes ADH, ALDH were conducted. To correct metabolic 
disorders in CAI, the animals were administered a composition of glutamine and arginine with zinc and magnesium.

Results. СAI leads to a decrease in the activity of ADH, ALDH by 33% and 28.1%, respectively, in the 
myocardium of rats, which contributes to the accumulation of acetaldehyde and induces a violation of the 
homeostasis of macro- and microelements in the mitochondria of the myocardium. The use of the proposed 
composition of amino acids with zinc and magnesium preserves the activity of ethanol-oxidizing enzymes.

Conclusions. CAI leads to a decrease in the activity of ADH, ALDH in the rat myocardium, which contributes 
to the accumulation of acetaldehyde and induces a violation of the homeostasis of macro- and microelements in 
the myocardial mitochondria. The use of the proposed composition of amino acids with zinc and magnesium 
preserves the activity of ethanol-oxidizing enzymes.

Keywords: alcohol dehydrogenase, aldehyde dehydrogenase, chronic alcohol intoxication, amino acids, 
mitochondria, myocardium.

For citation: Badun EG, Shuriberko AV, Kuzniatsou AE. Relationship of ethanol-oxidizing enzymes with 
macro- and microelement status of mitochondria in the myocardium of rats under chronic alcohol intoxication. 
Biochemistry and Molecular Biology. 2025, vol. 4, no. 1(6). pp. 45–49 (in Russian).

Поступила 22.04.2025



50 Биохимия и молекулярная биология    Том 4. 1(6)/2025

УДК 577.151.63:[564+599.323.4]

МОЛЕКУЛЯРНО-БИОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ 
АЛКОГОЛЬДЕГИДРОГЕНАЗЫ У ЭВОЛЮЦИОННО  

УДАЛЕННЫХ МОДЕЛЬНЫХ ОРГАНИЗМОВ

П. Ю. Пинчук 
Витебский государственный университет имени П.М. Машерова,  

Витебск, Республика Беларусь

Введение. Понимание межвидовых различий в метаболизме этанола имеет важное значение для 
различных областей знаний, включая токсикологию, фармакологию и эволюционную биологию. В данной 
статье представлены результаты исследования, направленные на изучении биохимических параметров 
ключевого фермента этого процесса – алкогольдегидрогеназы (АДГ). 

Цель исследования. Определить зависимость показателей активности АДГ от молекулярной струк-
туры, а также установить эволюционные взаимосвязи у исследуемых организмов для выявления механиз-
мов, лежащих в основе межвидовых различий в метаболизме этанола.

Материал и методы. Для множественного выравнивания аминокислотных последовательностей 
АДГ, построения филогенетического дерева и моделирования трехмерных структур фермента использо-
вались общедоступные базы данных (UniProt, NCBI) и онлайн-инструменты (BLAST, MEGA X, PhyML, 
Clustal Omega, TranslatorX, ProtParam, TMHMM 2.0, SWISS-MODEL). Активность алкогольдегидрогеназы 
определяли в тканях печени крыс и гепатопанкреасе моллюсков спектрофотометрическим методом.

Результаты. Сравнительный анализ алкогольдегидрогеназы у шести модельных организмов и чело-
века выявил межвидовые различия в активности фермента, его аминокислотном составе и молекулярном 
строении, что указывает на эволюционные изменения метаболических процессов этанола к изменяющим-
ся условиям среды у живых организмов.

Заключение. Полученные данные расширяют понимание механизмов метаболизма этанола и под-
черкивают роль структурных особенностей АДГ в формировании видовой специфичности, что имеет 
важное значение для токсикологии, фармакологии и эволюционных процессов. Ключевые аминокислотные 
замены в активном центре фермента, установленные во время сравнительного анализа, могут служить 
молекулярной основой адаптации к видовым особенностям детоксикации ксенобиотиков. Кроме того, 
филогенетические данные указывают на дивергенцию гена ADH, связанную с экологическими факторами, 
что подтверждает роль естественного отбора в эволюции ферментативной системы.

Ключевые слова. Алкогольдегидрогеназа, молекулярная эволюция, филогенетический анализ, мо-
дельные организмы, метаболизм этанола.
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Введение
Алкогольная зависимость остается глобаль-

ной медицинской проблемой, приводящей к тяже-
лым соматическим и психическим нарушениям. 
Несмотря на достижения в изучении метаболизма 
этанола, патогенез алкоголь-ассоциированных 
заболеваний требует дальнейшего исследования. 
Токсическое действие этанола на организм опре-
деляется его фармакокинетикой: после перораль-
ного приема 80 % алкоголя абсорбируется в тон-
ком кишечнике путем пассивной диффузии, до-
стигая пиковой концентрации в крови через 
30–90 мин. Метаболизм 95–98 % этанола осу-
ществляется в печени при участии ферментатив-
ных систем, включая алкогольдегидрогеназу 
(АДГ), альдегиддегидрогеназу (АЛДГ), цитохром 
p450 2E1 (CYP2E1) и каталазу [1]. 

Алкогольдегидрогеназа – цинк-зависимый фер-
мент, локализованный в цитоплазме. Он окисляет 
этанол до ацетальдегида с использованием NAD+ 
в качестве кофермента. У человека выделяют пять 
классов АДГ, среди которых ключевую роль в ме-
таболизме этанола выполняют изоформы класса 
I (ADH1A, ADH1B и ADH1C), кодируемые поли-
морфными генами, влияющими на скорость окис-
ления спирта [2]. Класс II (АДГ4), экспрессируе-
мый в печени, обладает низкой аффинностью к эта-
нолу, в отличие от класса III (АДГ5), для которого 
характерно структурное сходство с глутатион-за-
висимыми формальдегиддегидрогеназами расте-
ний и дрожжей, что подчеркивает его эволюцион-
ную консервативность [3].

При хронической интоксикации активируется 
микросомальный цитохром CYP2E1, окисляющий 
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этанол до ацетальдегида с генерацией реактивных 
кислородных радикалов. Детоксикация ацетальде-
гида осуществляется митохондриальной альдегид-
дегидрогеназой 2 (АЛДГ2), которая превращает 
его в ацетат с образованием NADH [4].

Токсичность этанола обусловлена действием 
его метаболитов и нарушением клеточного гомео-
стаза. Ацетальдегид образует ковалентные аддук-
ты с белками, нарушая их функцию, и участвует 
в синтезе сальсолинола – соединения, потенциаль-
но способствующего развитию зависимости. На-
копление NADH нарушает функционирование 
цикла трикарбоновых кислот, что приводит к жи-
ровой дистрофии гепатоцитов. Ацетат, метаболи-
зируемый в периферических тканях до углекисло-
го газа, в высоких концентрациях угнетает актив-
ность центральной нервной системы и модулирует 
печеночный кровоток через вазодилатацию. Ком-
плексное взаимодействие этих механизмов лежит 
в основе патогенеза алкоголь-индуцированных 
поражений, включая гепатомегалию, кардиомио-
патию и нейродегенеративные изменения [5]. 

Таким образом, изучение молекулярных основ 
токсичности этанола остается критически важным 
для разработки терапевтических методов.

Цель исследования. Установить, как различия 
в структуре и свойствах алкогольдегидрогеназы 
III класса у эволюционно удаленных организмов 
влияют на ее функцию, определяя адаптацию 
к разным экологическим условиям.

Материалы и методы
Для проведения филогенетического анализа 

фермента были использованы аминокислотные по-
следовательности человека (Homo sapiens) и шести 
модельных организмов: Rattus norvegicus, Danio 
rerio, Biomphalaria glabrata, Lymnaea stagnalis, 
Drosophila melanogaster и Caenorhabditis elegans. 

Аминокислотная последовательность человека 
была получена из базы данных UniProt (ID: P11766) 
и использовалась в качестве шаблона. Для отбора 
гомологичных последовательностей других орга-
низмов был проведен поиск в базе данных Нацио-
нального центра биотехнологических информаций 
(NCBI) с использованием инструмента BLAST и его 
алгоритмов blastp и tblastn. Для обеспечения высо-
кой достоверности результатов пороговое значе-
ние ожидаемого числа (E-value) установлено на 
уровне 1х10–5. 

При проведении филогенетического анализа 
руководствовались следующими методами [6]: 

Метод соседнего присоединения (Neighbor 
joining, NJ). Филогенетическое дерево было по-
строено в программе MEGA X с использованием 
p-distance для оценки расстояния, скорректирован-

ного по Пуассону для учета множественных заме-
щений. Надежность ветвей оценивалась с помо-
щью бутстреп-анализа (1000 реплик).

Метод максимального или наибольшего прав-
доподобия (Maximum likelihood estimation, ML). 
Филогенетическое дерево было построено в про-
грамме PhyML. Поддержка ветвей оценивалась 
с помощью приближенного теста отношения прав-
доподобия (aLRT).

Множественное выравнивание аминокислотных 
последовательностей проводилось на сервере Clustal 
Omega. Использование программы TranslatorX по-
зволило устранить несоответствия между выравни-
ваниями нуклеотидных и аминокислотных последо-
вательностей. 

Физико-химические свойства АДГ анализиро-
вали с использованием инструмента ProtParam 
(ExPASy) [7]. Для каждого организма вводили его 
аминокислотную последовательность, полученную 
ранее из базы данных NCBI. Программа автомати-
чески рассчитывала молекулярную массу (мол. мас-
са), теоретическую изоэлектрическую точку (pl), 
индекс нестабильности, алифатический индекс и ин-
декс гидропатичности (GRAVY). Стабильность бел-
ка определяли на основе порогового значения индек-
са нестабильности, где значения <40 соответствова-
ли стабильной форме, а ≥40 – нестабильной.

Изучение структурных особенностей АДГ5 
включало анализ трансмембранных доменов для 
подтверждения цитоплазматической локализации 
фермента. Данный анализ проводили с использо-
ванием программы TMHMM 2.0 у семи исследуе-
мых организмов. Критерием цитоплазматической 
локализации считалось отсутствие предсказанных 
TMH (Transmembrane Helices) и низкую вероят-
ность N-концевой локализации внутри мембраны 
(N-in <0,5).

Моделирование третичной структуры алко-
гольдегидрогеназы выполнено в автоматическом 
режиме на платформе SWISS-MODEL с использо-
ванием структуры фермента человека (AlphaFold: 
AF-P11766-F1-v4), как шаблон. Качество моделей 
оценено по параметрам MolProbity: общая оценка, 
доля благоприятных областей Рамачандрана, на-
личие цис-пептидов и отклонение β-углеродов. 

Биохимический анализ активности фермента 
проведен на двух группах животных: 10 поло-
возрелых самцов крыс (Rattus norvegicus) и 10 
особей моллюска Lymnaea stagnalis. Ткани пече-
ни крыс и гепатопанкреаса моллюсков гомогени-
зировали в следующих буферах: для крыс – 0,1М 
глицин-NaOH (pH 9,0), для моллюсков – 0,02М 
Трис-HCl (pH 7,5) с добавлением 0,01М ЭДТА 
и 0,25М сахарозы. Центрифугировали гомогена-
ты при 10 000 g, 4 °C, 15 мин. Надосадочную жид-
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кость (супернатант) использовали для измерения 
активности фермента. Объем реакционной смеси 
составил 3,0 мл. У крыс реакционная смесь со-
держала 0,1М Глицин-NaOH буфер (рН 9,0), 
0,04М NAD+, 0,75М этанол, 0,001М CaCl2 и су-
пернатант [8]. Для моллюсков смесь включала 
0,02М Трис-HCl буфер (рН 7,5), 1М этанол, 0,1М 
NAD+ и супернатант. Активность фермента изме-
ряли спектрофотометрическим методом при дли-
не волны 340 нм, температура 30 °C за 1 минуту 
(превращение 1 мкмоль NAD+ в NADH за 1 мин 
= 1 Ед). Статистическая обработка данных вы-
полнена в программе GraphPad Prism. Нормаль-
ность распределения проверена тестом Шапи-
ро-Уилка (p >0,05). Для сравнения групп исполь-
зовали непарный t-критерий Уэлча с уровнем 
значимости p <0,05. Эффект размера рассчитан 
по Коэну. Данные представлены как среднее стан-
дартное отклонение (SD). 

Результаты и их обсуждение
Филогенетический анализ алкогольдегидрогена-

зы III класса выявил статистически значимое разде-
ление исследуемых видов на две эволюционные 
группы: позвоночные (Bootstrap = 96–100 %, aLRT 
>0,95) и беспозвоночные животные (Bootstrap = 
100 %), что подтверждается двумя методами (NJ 
и ML) (рисунок 1). 

Низкая поддержка узла, объединяющего эти 
группы (Bootstrap = 49 %), свидетель-
ствует о сложностях в реконструкции их 
эволюционных связей, вероятно связан-
ных с ускоренной дивергенцией АДГ 
у Drosophila melanogaster и Caenorhabditis 
elegans (длина ветвей равна 0,125–0,150), 
что коррелирует с экстремально высо-
ким GC-составом третьей позиции кодо-
нов (78,49 % и 57,06 % соответственно). 
У Biomphalaria glabrata зафиксирован 
минимальный GC-состав (34,14 %), ха-
рактерный для АТ-богатых геномов.

Физико-химические свойства фер-
мента показали сохранение длины 
аминокислотных последовательностей 

и молекулярной массы у всех исследуемых ви-
дов (таблица).

Наиболее выраженные межвидовые различия 
выявлены по показателю изоэлектрической точки. 
У млекопитающих pl находится в нейтральном ди-
апазоне (7,2–7,5), когда у моллюсков (5,89–6,34) 
и нематоды (5,96) наблюдалось смещение в кис-
лую область, что соответствует особенностям фи-
зиологической среды их тканей. Все исследуемые 
белки стабильны (индекс нестабильности <32), 
при этом максимальные значения устойчивости 
зафиксированы у Drosophila melanogaster (20,72), 
а минимальные у Caenorhabditis elegans (31,78). 
Показатель гидрофобности находится в диапазоне 
от 0,033 (Lymnaea stagnalis) до 0,158 (Homo 
sapiens), что свидетельствует о преобладании ги-
дрофильных свойств у АДГ. 

Анализ трансмембранных доменов с исполь-
зованием алгоритма TMHMM 2.0 подтвердил, 
что АДГ у всех исследуемых организмов являет-
ся растворимым цитоплазматическим фермен-
том. Во всех случаях количество предсказанных 
трансмембранных доменов (TMN) равно 0, а ве-
роятность N-концевой локализации внутри мем-
браны (N-in) была низкой (0,085–0,032). Наи-
большее количество TMH отмечено у человека 
(10,15), у моллюсков и нематоды значения ниже 
(3,88–5,77), что дополнительно подтверждает от-
сутствие трансмембранных структур.

Рисунок 1 – Филогенетическое дерево, построенное методом 
соседнего присоединения

Figure 1 – Phylogenetic tree reconstructed using  
the Neighbor-Joining method

Таблица – Показатели физико-химических свойств алкогольдегидрогеназы у эволюционно удаленных организмов

Table – Physicochemical properties of alcohol dehydrogenase in evolutionarily divergent organisms

Организмы Мол. масса 
(кДа) pl Индекс нестабиль-

ности GRAVY Алифатический индекс

Homo sapiens 39,7 7,45 30,50 0,158 91,47
Rattus norvegicus 39,6 7,45 27,28 0,142 88,61
Danio rerio 39,5 7,21 21,49 0,058 84,85
Biomphalaria glabrata 39,8 6,34 29,85 0,052 83,33
Lymnaea stagnalis 39,9 5,89 28,96 0,033 82,55
Drosophila melanogaster 39,6 6,50 20,72 0,071 91,21
Caenorhabditis elegans 40,3 5,96 31,78 0,053 86,29
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Структурное сходство алкогольдегидрогеназы 
III класса лабораторной крысы и человека соста-
вило 94,4 %, с полным сохранением Zn2+-связы-
вающих сайтов (Cys45, His67, Cys174) 
и NAD+-связывающего домена (His46, Gly270, 
Val294). У Biomphalaria glabrata (гомология 71,77 
%) и Lymnaea stagnalis (гомология 73,39 %) выяв-
лены ключевые адаптации: замена Tyr93→Ser 
и модификация Leu110, расширяющая спектр ме-
таболизируемых субстратов и меньшее значение 
активности фермента по сравнению с млекопита-
ющими. Качество моделей, оцененное по MolProbity 
соответствует критериям достоверности: оценка 
MolProbity <2,0 (0,86–1,21), доля благоприятных 
областей Рамачандрана >96 %, отклонение β-угле-
родов ≤4. Наилучшие показатели у моллюска 
Biomphalaria glabrata (MolProbity = 0,86, откло-
нение β-углеродов = 1) указывают на эволюцион-
ную стабилизацию структуры фермента, когда 
у Lymnaea stagnalis обнаружен непролиновый 
цис-пептид (1/709), что может отражать адапта-
цию к альтернативным субстратам. 

В ходе статистического анализа были опреде-
лены достоверные различия в активности алко-
гольдегидрогеназы между исследуемыми группа-
ми. Активность фермента в тканях печени крыс 
(48,04±1,887 Ед) значимо превышает активность 
в тканях гепатопанкреаса моллюсков (37,37±4,207 
Ед) по результатам двустороннего t-критерия Уэ-
лча (р = 0,033). Разница между средними состави-
ла 10,76 Ед (95 % ДИ: 0,99–20,36), что объясняет 
22,9 % общей вариабельности данных (R2 = 0,229). 
Тест Левена подтвердил неравенство дисперсий 
между группами (F = 4,972, р = 0,026), что потре-

бовало применения поправки t-критерия Уэлча 
(рисунок 2а).

Распределение данных в обеих группах соответ-
ствовал нормальному (тест Шапиро-Уилка: р = 0,852 
для крыс, р = 0,177 для моллюсков). У крыс значения 
активности более однородные (SD = 5,966), тогда 
как у моллюсков наблюдался значительный раз-
брос (SD = 13,33). Медианные значения АДГ соста-
вили 48,98 Ед (крысы) и 38,42 Ед (моллюски), что 
соответствует выявленной разнице средних значе-
ний. Согласно данным гистограмм, 75 % данных 
(крысы) находятся в диапазоне 43,29–51,37 Ед, ког-
да у моллюсков 75 % значений находятся между 
23,11 и 49,49 Ед (рисунок 2б). Максимальное зна-
чение активности у крыс (58,36 Ед) почти вдвое 
превышает минимальное значение активности 
фермента у моллюсков (20,22 Ед). Это может быть 
связано с изменением гидрофобности активного 
центра, выявленным при моделировании третич-
ной структуры фермента.

Заключение
Полученные данные позволяют определить 

ключевые закономерности, связывающие струк-
туру фермента, его функцию и адаптацию к раз-
личным условиям среды. Филогенетический ана-
лиз показал четкое разделение исследуемых ор-
ганизмов на две группы: позвоночные животные 
с высокой стабильностью АДГ и беспозвоноч-
ные животные с выраженной изменчивостью в ак-
тивном центре. У млекопитающих фермент со-
храняет нейтральный заряд и высокую актив-
ность в отношении этанола, что обеспечивает его 
эффективный метаболизм. У моллюсков и нема-

Рисунок 2а – Результаты двустороннего  
t-критерия Уэлча (p = 0,033)

Figure 2a – Results of the two-tailed Welch’c t-test (p = 0,033)

Рисунок 2б – Гистограммы распределения  
активности АДГ

Figure 2b – Histograms of ADH activity distribution
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тод смещение заряда в кислую область связан 
с их физиологическими особенностями, что по-
зволяет адаптироваться к иным биохимическим 
условиям. 

Структурные изменения АДГ у моллюсков, на-
пример, замена Tyr93→Ser приводят к снижению 
активности, но при этом увеличивают его способ-
ность взаимодействия с разными субстратами. От-
сутствие трансмембранных доменов у всех иссле-
дуемых видов подтверждает цитоплазматическую 
локализацию фермента, а различия в GC-составе 
гена (от 34,14 % до 78,49 %) отражают адаптивные 

механизмы: устойчивость к стрессу у Drosophila 
melanogaster и стабильность АТ-богатых геномов 
у моллюсков.

Установленная связь между гидрофобностью 
активного центра (GRAVY 0,033–0,158) и суб-
стратной специфичностью объясняет метаболиче-
скую адаптацию в разных средах. Результаты ис-
следования не только углубляют понимание моле-
кулярной адаптации, но и открывают возможности 
для прикладного использования: от разработки 
биокатализаторов до изучения метаболических на-
рушений этанола у человека.
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MOLECULAR AND BIOCHEMICAL ANALYSIS  
OF ALCOHOL DEHYDROGENASE IN EVOLUTIONARILY 

DIVERGENT MODEL ORGANISMS

P. Yu. Pinchuk 
Vitebsk State University named after P.M. Masherov, Vitebsk, Republic of Belarus

Background. Understanding interspecies differences in ethanol metabolism is critical for fields such as 
toxicology, pharmacology and evolutionary biology. This study investigates the biochemical parameters of alcohol 
dehydrogenase (ADH), a key enzyme in this process.

Objective. To determine the relationship between ADH activity molecular structure and to establish 
evolutionary relationships among the studied organisms, elucidating mechanisms behind interspecific differences 
in ethanol metabolism. 

Material and Methods. Multiple amino acid sequence alignments of ADH, phylogenetic tree construction, 
and 3D structure modeling were performed using public databases (UniProt, NCBI) and bioinformatic tools 
(BLAST, MEGA X, PhyML, Clustal Omega, TranslatorX, ProtParam, TMHMM 2.0, SWISS-MODEL). ADH 
activity was measured spectrophotometrically in rat liver tissue and the hepatopancreas of common pond snail 
(Lymnaea stagnalis). 

Results. A comparative analysis of alcohol dehydrogenase in six model organisms and humans revealed 
interspecies differences in enzyme activity, amino acid composition and molecular structure, indicating evolutionary 
adaptation in the ethanol metabolic processes to changing environmental conditions organisms.

Conclusions. The obtained data broaden the understanding of ethanol metabolism mechanisms and emphasize 
the role of structural features of ADH in shaping species specificity, which holds significant implications for 
toxicology, pharmacology and evolutionary processes. Key amino acid substitutions in the enzyme’s active center, 
identified during the comparative analysis, may serve as a molecular basis for adaptation to species-specific 
xenobiotic detoxification. Furthermore, phylogenetic data highlight ADH gene divergence linked to ecological 
factors, supporting the role of natural selection in the evolution of enzymatic systems.

Keywords. Alcohol dehydrogenase, molecular evolution, phylogenetic analysis, model organisms, ethanol 
metabolism.

For citation: Pinchuk PYu. Molecular and biochemical analysis of alcohol dehydrogenase in evolutionarily 
divergent model organisms. Biochemistry and Molecular Biology. 2025, vol. 4, no. 1(6). pp. 50–55 (in Russian).

Поступила 06.05.2025



56 Биохимия и молекулярная биология    Том 4. 1(6)/2025

УДК 616.89-008.441.33

АНАЛИЗ СТРУКТУРЫ НАРКОТИЧЕСКИХ СРЕДСТВ 
И ПСИХОТРОПНЫХ ВЕЩЕСТВ, ВЫЯВЛЕННЫХ  

В ХИМИКО-ТОКСИКОЛОГИЧЕСКИХ ЛАБОРАТОРИЯХ 
РЕСПУБЛИКИ БЕЛАРУСЬ 

И. Д. Шилейко1, Ю. Г. Походня1, Л. Н. Боровикова 2 
1Национальная антидопинговая лаборатория, Минск, Беларусь; 

2Городская клиническая больница скорой медицинской помощи, Минск, Беларусь

Введение. Мероприятия по выявлению лиц, употребляющих психоактивные вещества, состоят в про-
ведении химико-токсикологического анализа. В Республике Беларусь 7 химико-токсикологических лабо-
раторий выполняют исследования, направленные на идентификацию наркотических средств и психотроп-
ных веществ. 

Цель исследования. Проанализировать структуру наркотических средств и психотропных веществ, 
выявленных в организациях здравоохранения Республики Беларусь при проведении медицинского осви-
детельствования и оказании медицинской помощи.

Материалы и методы. Проанализированы результаты исследований биологических жидкостей ор-
ганизма человека, выполненных в химико-токсикологических лабораториях организаций здравоохранения 
Республики Беларусь. 

Результаты. В Республике Беларусь в 2024 году в ходе химико-токсикологического анализа выявля-
лись преимущественно опиоиды, синтетические катиноны и вещества, включенные в Список 3 Республи-
канского перечня. Наибольшее количество случаев употребления фенобарбитала выявлено в городской 
клинической больнице скорой медицинской помощи г. Минска.

Заключение. В Республике Беларусь среди потребителей наркотиков наибольшей популярностью поль-
зуются синтетические наркотические средства и психотропные вещества. Актуальной проблемой является 
немедицинское употребление безрецептурных лекарственных препаратов, содержащих фенобарбитал.

Ключевые слова: наркотические средства, психотропные вещества, химико-токсикологические ис-
следования.

Для цитирования: Шилейко, И. Д. Анализ структуры наркотических средств и психотропных ве-
ществ, выявленных в химико-токсикологических лабораториях Республики Беларусь / И. Д. Шилейко, 
Ю. Г. Походня, Л. Н. Боровикова // Биохимия и молекулярная биология. – 2025. – Т. 4, № 1(6). – С. 56–61.

Введение. 
Применение наркотических средств в медицине 

необходимо для облегчения боли и страданий, но 
в то же время наркомания является серьезным злом 
для отдельных лиц и чревата социальной и эконо-
мической опасностью для человечества. Так гово-
рится в Единой конвенции о наркотических сред-
ствах 1961 года. И, несмотря на то, что от момента 
ее принятия прошло уже более полувека, пробле-
ма немедицинского употребления наркотических 
средств не только остается нерешенной, но вызы-
вает еще большую озабоченность у мировой обще-
ственности. Это связано с активным использовани-
ем возможностей сети Интернет в распростране-
нии наркотиков, что делает наркотические средства 
более доступными. 

В Республике Беларусь проблеме нелегально-
го распространения и употребления наркотиче-
ских средств и психотропных веществ уделяется 
особое внимание. Постановлением Министер-
ства здравоохранения Республики Беларусь от 

11.02.2015 г. № 19 «Об установлении республи-
канского перечня наркотических средств, пси-
хотропных веществ и их прекурсоров, подлежа-
щих государственному контролю в Республике 
Беларусь» утвержден перечень веществ, которые 
отнесены к наркотическим или психотропным 
и подлежат государственному контролю в Респу-
блике Беларусь (далее – Республиканский пере-
чень). Республиканский перечень включает в себя 
5 списков веществ, разделенных по степени 
опасности и возможности использования их 
в медицинских целях [1]. Так, Список 1 включа-
ет в себя перечень особо опасных наркотических 
средств и психотропных веществ, не используе-
мых в медицинских целях, Список 2 – особо 
опасных наркотических средств и психотропных 
веществ, разрешенных к контролируемому обо-
роту, Список 3 – опасных психотропных веществ, 
разрешенных к контролируемому обороту. Спи-
сок 4 содержит перечень прекурсоров наркоти-
ческих средств и психотропных веществ, а Спи-
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сок 5 – перечень опасных наркотических средств, 
не используемых в медицинских целях.

Одним из направлений государственной поли-
тики Республики Беларусь в сфере оборота и про-
тиводействия незаконному обороту наркотиче-
ских средств и психотропных веществ является 
профилактика их употребления. К числу профи-
лактических мероприятий относится выявление 
потребителей наркотических средств, а также их 
учет в Единой системе учета лиц, потребляющих 
наркотические средства, психотропные вещества. 
Одной из форм реализации этих задач является 
химико-токсикологический анализ биологических 
жидкостей организма человека, выполняемый 
в специализированных лабораториях организа-
ций здравоохранения. Химико-токсикологиче-
ское исследование проводится не только с целью 
выявления состояния, вызванного потреблением 
наркотических средств, психотропных, других 
одурманивающих веществ, или факта их употре-
бления, но и с лечебно-диагностической целью – 
для установления этиологии химической инток-
сикации и оценки эффективности, проводимой 
детоксикационной терапии.

В настоящее время в системе Министерства 
здравоохранения Республики Беларусь функцио-
нируют 14 лабораторий, выполняющих хими-
ко-токсикологические исследования биологиче-
ских жидкостей организма человека, из которых 
исследования по выявлению наркотических 
средств, психотропных веществ и их метаболитов 
выполняют 7 лабораторий, причем две из них – 
для города Минска: централизованная хими-
ко-токсикологическая лаборатория учреждения 
здравоохранения «Минский городской клиниче-
ский наркологический центр» и клиническая хи-
мико-токсикологическая лаборатория учрежде-
ния здравоохранения «Городская клиническая 
больница скорой медицинской помощи». 

Цель исследования. Проанализировать струк-
туру наркотических средств и психотропных ве-
ществ, выявленных в организациях здравоохра-
нения Республики Беларусь при проведении ме-
дицинского освидетельствования и оказании 
медицинской помощи.

Материалы и методы
Представленный анализ данных базируется на 

результатах исследования биологических жидко-
стей организма человека (мочи, крови), выполнен-
ных в 7 химико-токсикологических лабораториях 
(ХТЛ) организаций здравоохранения Республики 
Беларусь в 2024 году в рамках проведения меди-
цинского освидетельствования или оказания меди-
цинской помощи. Общее количество исследований 

для идентификации наркотических средств и пси-
хотропных веществ, выполненных в ХТЛ в 2024 
году методами газовой хроматографии с масс-спек-
трометрией, жидкостной и тонкослойной хромато-
графии, составило 70516. 

В рамках исследования в статистическую обра-
ботку были включены вещества, содержащиеся 
в Республиканском перечне, которые были распре-
делены на следующие группы.

Опиоиды – группа веществ, действующих на 
опиоидные рецепторы, в которую включены как 
вещества растительного происхождения (опийные 
алкалоиды), входящие в состав сока мака снотвор-
ного (Papaver somniferum) (морфин, кодеин, теба-
ин, неопин и др.), так и синтетические опиоиды 
(метадон, трамадол, фентанил, промедол и др.) [2]. 
Представители этой группы содержатся практиче-
ски в каждом списке Республиканского перечня. 
Так, например, в Список 1 внесены орипавин, те-
бакон, ацетилфентанил, в Список 2 – морфин, ко-
деин, тебаин, метадон, фентанил, в Список 3 – тра-
мадол. Маковая солома и опий, в том числе меди-
цинский, включены в Список 5.

Каннабиноиды – группа биологически актив-
ных веществ, действующих на каннабиноидные 
рецепторы, содержащихся в растениях рода 
Cannabis. Их психоактивный эффект, состоящий 
в стимулирующем и седативном действии, допол-
няемый при приеме высоких доз галлюциноген-
ным эффектом, главным образом, обусловлен изо-
мерами основного действующего вещества дель-
та-9-тетрагидроканнабинола (ТГК) [3]. Изомеры 
ТГК внесены в Список 1 Республиканского переч-
ня, а наркотические средства, получаемые из рас-
тения рода Cannabis, – в Список 5.

Кокаин – психостимулятор, природный алкало-
ид, содержащийся в листьях кустарникового рас-
тения из рода Erythrоxylоn. Кокаин включен в Спи-
сок 2, а растения рода Erythroxylon – в Список 1 
Республиканского перечня.

Производные фенилалкиламина – группа пси-
хотропных веществ, являющихся синтетическими 
аналогами эфедрина, включающая амфетамин, ме-
тамфетамин, а также их производные (3,4-мети-
лендиоксиамфетамин (MDA), 3,4-метилендиокси-
метамфетамин (MDMA) и др.). Все производные 
фенилалкиламина представлены в Списке 1 Респу-
бликанского перечня.

Синтетические катиноны – производные β-ке-
то-α-метил-фенилалкиламина, который несколько 
схож по химической структуре с метамфетамином 
и MDMA. Но синтетические катиноны, являясь 
мощными ингибиторами обратного захвата серо-
тонина, дофамина и норадреналина, обладают бо-
лее выраженным психостимулирующим действи-
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ем [4]. В Республиканском перечне все вещества 
этой группы представлены в Списке 1. 

В отдельную группу «лекарственные средства» 
выделены вещества, включенные в Список 3 Ре-
спубликанского перечня, которые применяются 
в медицине в качестве лекарственных средств 
(производные барбитуровой кислоты, произво-
дные бензодиазепина и др.).

Статистическая обработка данных производи-
лась с помощью программного обеспечения 
Microsoft Office Excel.

Результаты
Анализ структуры выявленных в ХТЛ организа-

ций здравоохранения наркотических средств и пси-
хотропных веществ представлен на рисунке 1.

Рисунок 1. Структура наркотических средств и 
психотропных веществ, выявленных в химико-токси-

кологических лабораториях Республики Беларусь 
в 2024 году: 1 – опиоиды, 2 – каннабиноиды, 3 – кока-

ин, 4 – синтетические катиноны, 5 – производные 
фенилалкиламина, 6 – лекарственные средства

Figure 1. Structure of narcotic drugs and psychotropic 
substances identified in chemical and toxicological 

laboratories of the Republic of Belarus in 2024:  
1 – opioids, 2 – cannabinoids, 3 – cocaine, 4 – synthetic 

cathinones, 5 – phenylalkylamine derivatives,  
6 – medicinal substances

Данные, представленные на рисунке 1, показы-
вают, что в структуре выявленных веществ в Бела-
руси в 2024 году наибольший удельный вес (35,2%) 
пришелся на лекарственные средства, включенные 
в Республиканский перечень. Популярностью у по-
требителей наркотиков пользуются опиоиды, доля 
которых в общей структуре составила 24,6%, а так-
же производные катинона – 23,5%. При этом среди 
синтетических катинонов наиболее распространен 
альфа-PVP: его удельный вес среди всех произво-
дных катинона составил 63%. Остальные 37% при-
шлись на мефедрон и 4-СМС. Как видно из рисунка 
1, на нелегальном рынке в Республике Беларусь 
распространяются и наркотические средства при-
родного происхождения, например, получаемые из 

растений рода Cannabis: удельный вес выявленных 
в 2024 году каннабиноидов составил 15,9% в общей 
структуре наркотических средств и психотропных 
веществ. А вот производные фенилалкиламина вы-
являлись крайне редко – их доля составила всего 
0,7% в общей структуре выявленных веществ. То 
же можно сказать и о кокаине, который относится 
к так называемым «элитным» наркотикам: он в 2024 
году выявлялся в биологических жидкостях в еди-
ничных случаях (0,1%).  

Структура наркотических средств и психотроп-
ных веществ, выявленных по результатам хими-
ко-токсикологических исследований в городе 
Минске, представлена на рисунке 2. 

Рисунок 2. Структура наркотических средств и 
психотропных веществ, выявленных в химико-токси-

кологических лабораториях города Минска 
в 2024 году: 1 – опиоиды, 2 – каннабиноиды, 3 – кока-

ин, 4 – синтетические катиноны, 5 – производные 
фенилалкиламина, 6 – лекарственные средства

Figure 2. Structure of narcotic drugs and psychotropic 
substances identified in chemical and toxicological 

laboratories of the city of Minsk in 2024: 1 – opioids, 
2 – cannabinoids, 3 – cocaine, 4 – synthetic cathinones, 

5 – phenylalkylamine derivatives, 6 – medicinal 
substances

Как видно из представленной на рисунке 2 ди-
аграммы, структура выявленных в 2024 году в го-
роде Минске наркотических средств и психотроп-
ных веществ несколько отличается от аналогич-
ных данных по республике. Так, в городе Минске 
наибольший удельный вес в общей структуре нар-
котических средств и психотропных веществ при-
шелся на группу опиоидов – 52,1%, среди которых 
доля синтетических опиоидов составила 68,3%. 
Для сравнения: по Республике Беларусь удельный 
вес синтетических веществ в общей структуре вы-
явленных опиоидов составил 75,5%. Второе место 
в городе Минске, равно как и в целом по стране, 
заняли синтетические катиноны (альфа-PVP, ме-
федрон, 4-СМС), хотя доля этих веществ в городе 
Минске оказалась несколько ниже, чем по респу-
блике, и составила 19,6%. Каннабиноиды также 
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прочно удерживают свою позицию на нелегальном 
рынке и по результатам химико-токсикологиче-
ских исследований, проведенных в городе Минске, 
их доля составила 16,9%, что на 1% выше, чем 
в целом по стране. Отмечен низкий удельный вес 
выявленных в столице производных фенилалкила-
мина и кокаина: 1,7% и 0,1% соответственно. Так-
же в городе Минске в 3,5 раза меньше выявлено 
лекарственных средств, включенных в Республи-
канский перечень.

Следует отметить, что за последние 16 лет струк-
тура потребляемых наркотических средств и пси-
хотропных веществ существенно изменилась. 
На рисунке 3 представлены сравнительные данные 
по городу Минску за 2008 год и за 2024 год.  Выяв-
ленные вещества структурированы следующим об-
разом: к психостимуляторам отнесены произво-
дные фенилалкиламина и синтетические катиноны, 
к прочим психоактивным веществам – кокаин, 
а также вещества из Списка 3 Республиканского пе-
речня (производные бензодиазепина, барбитуровой 
кислоты, клофелин и др.) [5].

Рисунок 3. Соотношение наркотических средств и пси-
хотропных веществ, выявленных в г. Минске в 2008 

году и 2024 году: 1 – опийные алкалоиды, 2 – синтети-
ческие опиоиды, 3 – психостимуляторы, 4 – каннаби-

ноиды, 5 – прочие психоактивные вещества

Figure 3. The ratio of narcotic drugs and psychotropic 
substances detected in Minsk in 2008 and 2024:  

1 – opium alkaloids, 2 – synthetic opioids,  
3 – psychostimulants, 4 – cannabinoids,  

5 – other psychoactive substances

Как видно из рисунка 3, к настоящему времени 
(в сравнении с данными 2008 года) в общей струк-
туре выявленных наркотических средств и пси-
хотропных веществ почти в 2 раза снизился удель-
ный вес опийных алкалоидов, в то же время на 4% 
увеличилось количество потребляемых синтети-
ческих опиоидов и на 10% – синтетических пси-
хостимуляторов, причем если в 2008 году группа 
психостимуляторов была представлена в основ-

ном производными фенилалкиламина (преимуще-
ственно амфетамином), то в 2024 году ее состави-
ли синтетические катиноны (альфа-PVP, мефе-
дрон, 4-СМС).

Представленные данные свидетельствуют о вы-
сокой популярности в среде накопотребителей нар-
котических средств и психотропных веществ, полу-
ченных путем синтеза – синтетических опиоидов 
и синтетических катинонов. Преимущества таких 
веществ в сравнении с природными наркотиками 
для производителей и поставщиков нелегальной 
продукции очевидны, поскольку в ходе синтеза 
могут использоваться доступные химические ве-
щества, усовершенствованные методы синтеза 
способны увеличивать выход продукции или при-
водить к созданию новых соединений, более силь-
нодействующих, чем традиционные наркотики. Все 
это делает синтетические наркотические средства 
и психотропные вещества более дешевыми и, соот-
ветственно, более доступными для потребителей 
[6]. Но, к сожалению, последствия употребления 
синтетических веществ достаточно серьезны. Неко-
торые из них значительно превосходят по силе дей-
ствия наркотики растительного происхождения и не-
редко обладают более высокой токсичностью. Нар-
котики, продаваемые на нелегальном рынке, часто 
содержат примеси или разбавители, нередко не 
менее токсичные, чем само вещество. Кроме этого, 
в ходе синтеза могут разрабатываться новые соеди-
нения, которые не подпадают под действие суще-
ствующих мер контроля [6]. 

Следует отметить, что в 2024 году в Республике 
Беларусь не было выявлено веществ, относящихся 
к классу психоделиков. Наиболее известными из 
них являются ЛСД (диэтиламид d-лизергиновой 
кислоты) и псилоцибин [6,7]. В настоящее время 
в разных странах мира активно ведутся исследова-
ния по возможности применения психоделических 
веществ в медицинской практике в качестве анти-
депрессантов [7]. И, например, уже в некоторых 
штатах Соединенных Штатов Америки разрешен 
регулируемый доступ к отдельным психоделикам, 
в частности, к псилоцибину [6]. В Республике Бе-
ларусь ЛСД и псилоцибин внесены в Список 1 Ре-
спубликанского перечня как запрещенные к ис-
пользованию в медицинских целях.

Как уже отмечалось выше, в Республике Бела-
русь наряду с проблемой зависимости от наркоти-
ческих средств, остро стоит вопрос о немедицин-
ском употреблении лекарственных препаратов, 
компоненты которых включены в Список 3 Респуб-
ликанского перечня. Речь идет в первую очередь 
о фенобарбитале. Несмотря на то, что это вещество 
внесено в Республиканский перечень как опасное 
психотропное вещество, некоторые лекарственные 
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препараты, содержащие фенобарбитал (капли для 
приема внутрь «Корвалол» и «Валокордин») в Ре-
спублике Беларусь отпускаются без рецепта, что 
сопряжено с определенными рисками, поскольку 
фенобарбитал обладает достаточно высоким ад-
диктивным потенциалом, является высокотоксич-
ным препаратом, а также усиливает действие алко-
голя и других подавляющих активность централь-
ной нервной системы средств, приводя 
к нарушениям сознания. На рисунке 4 представле-
ны данные по выявлению фенобарбитала в ХТЛ 
в 2024 году.

Как видно из представленного рисунка, в 2024 
году в Республике Беларусь фенобарбитал был вы-
явлен в 16,5% случаев от общего количества нар-
котических средств и психотропных веществ. 
По данным централизованной ХТЛ Минского го-

родского клинического наркологического центра 
удельный вес выявленного фенобарбитала соста-
вил всего 8,3%. Однако данные клинической ХТЛ 
городской клинической больницы скорой меди-
цинской помощи города Минска свидетельствуют 
о высоком риске развития состояний интоксика-
ции при неконтролируемом употреблении этого 
вещества: в 2024 году в общей структуре наркоти-
ческих средств и психотропных веществ фенобар-
битал был выявлен в 22,3% случаев и преимуще-
ственно в рамках оказания медицинской помощи 
при острых отравлениях.

Заключение
В Республике Беларусь в 2024 году при прове-

дении химико-токсикологических исследований 
в организациях здравоохранения среди наркотиче-
ских средств и психотропных веществ наиболее 
часто выявлялись опиоиды, преимущественно 
синтетического происхождения (метадон, трама-
дол), а также синтетические катиноны (альфа-PVP, 
мефедрон, 4-СМС). Это свидетельствует о росте 
популярности и активном распространении на не-
легальном рынке в Республике Беларусь синтети-
ческих наркотиков, более токсичных и обладаю-
щих более выраженным аддиктивным потенциа-
лом, что усугубляет проблему наркотической 
зависимости. 

Актуальной проблемой в Республике Беларусь 
является немедицинское употребление лекар-
ственных препаратов, содержащих в своем составе 
вещества, включенные в Республиканский пере-
чень, среди которых наиболее доступным является 
фенобарбитал, входящий в состав препаратов без-
рецептурного отпуска. Как показывают данные 
клинической ХТЛ городской клинической больни-
цы скорой медицинской помощи, неконтролируе-
мый прием фенобарбитала создает высокие риски 
для развития состояний острой интоксикации.

Рисунок 4. Удельный вес фенобарбитала в структуре 
веществ, включенных в Республиканский перечень, 

выявленных в 2024 году в химико-токсикологических 
лабораториях организаций здравоохранения Респу-

блики Беларусь (1), Минского городского клиническо-
го наркологического центра (2), городской клиниче-

ской больницы скорой медицинской помощи (3)

Figure 4. The share of phenobarbital in the structure of 
substances included in the Republican List, identified in 
2024 in the chemical and toxicological laboratories of 

healthcare organizations of the Republic of Belarus (1), 
Minsk City Clinical Narcology Center (2), City Clinical 

Emergency Hospital (3)
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ANALYSIS OF THE STRUCTURE OF NARCOTIC DRUGS  
AND PSYCHOTROPIC SUBSTANCES IDENTIFIED IN CHEMICAL 
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Background. Measures to identify persons who use psychoactive substances consist of conducting a chemical 
and toxicological analysis. In the Republic of Belarus, 7 chemical and toxicological laboratories carry out research 
aimed at identifying narcotic drugs and psychotropic substances.

Objective. To analyze the structure of narcotic drugs and psychotropic substances identified in healthcare 
organizations of the Republic of Belarus during medical examinations and provision of medical care.

Material and Methods. The results of studies of biological fluids of the human body, carried out in chemical 
and toxicological laboratories of healthcare organizations of the Republic of Belarus, were used.

Results. In the Republic of Belarus in 2024, chemical toxicological analysis identified mainly opioids, 
synthetic cathinones and substances included in List 3 of the Republican List. The largest number of cases of 
phenobarbital use was identified in the city clinical emergency hospital in Minsk.

Conclusions. In the Republic of Belarus, synthetic narcotic drugs and psychotropic substances are the most 
popular among drug users. An urgent problem is the non-medical use of over-the-counter drugs containing 
phenobarbital.

Keywords: narcotic drugs, psychotropic substances, chemical-toxicological studies.
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АЦЕТАЛЬДЕГИДА И АЛИФАТИЧЕСКИХ 
АЛЬДЕГИДОВ С АМИНОПИРИМИДИНОВЫМ КОМПОНЕНТОМ 

ТИАМИНА С ОБРАЗОВАНИЕМ ЦИКЛИЧЕСКИХ АДДУКТОВ
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Введение.Фотохимические реакции, вызываемые ультрафиолетовым облучением, отвечают за целый 
ряд повреждающих биологических эффектов, ведущих к нарушениям структуры многих биологически 
важных молекул, инактивации ферментов и т.д.

Цель исследования: изучение образования циклических аддуктов ацетальдегида и алифатических 
альдегидов с продуктами фотолиза тиамина, тиаминмонофосфата и тиаминдифосфата.

Материалы и методы. В работе использовали хроматографические (ВЭЖХ), ЯМР методы, ИК- и аб-
сорбционную спектроскопию.

Результаты. Действие ультрафиолета на водные растворы витамина В1 (тиамина) и его фосфатов 
приводит к фрагментации молекул с образованием 2-метил-4-амино-5-аминометилпиримидина в качестве 
основного фотопродукта в кислых средах, либо 2-метил-4-амино-5-метилпиримидина и формилпирими-
дина – в нейтральной среде.

2-метил-4-амино-5-аминометилпиримидин может взаимодействовать с ацетальдегидом, алифатиче-
скими альдегидами и пировиноградной кислотой с образованием циклических аддуктов. Реакция проте-
кает через промежуточный этап образования основания Шиффа с последующим взаимодействием альди-
минной связи с 4-аминогруппой пиримидинового кольца с образованием циклического стабильного ад-
дукта, который характеризуется m/z=163.

Заключение. Обнаружены циклические аддукты реакции ацетальдегида либо алифатических альде-
гидов с аминопиримидиновым компонентом, образующимся при фотолизе тиамина, и охарактеризованы 
их свойства. Обсуждается возможность протекания такого рода реакций при физиологических условиях.

Ключевые слова. ультрафиолет, аддукты ацетальдегида с аминопиримидином, фотолиз тиамина и тиа-
миндифосфата.

Для цитирования: Взаимодействие ацетальдегида и алифатических альдегидов с аминопиримиди-
новым компонентом тиамина с образованием циклических аддуктов / И. И. Степуро, Е. Г. Бадун, А. А. То-
карева [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2025. – Т. 4, № 1(6). – С. 62–68.

Введение
Тиамин (Т) является важнейшим незаменимым 

фактором питания и используется в организме в каче-
стве структурного компонента молекулы тиаминди-
фосфата (ТРР). ТРР является кофактором таких важ-
нейших ферментов энергетического метаболизма, как 
пируватдегидрогеназа и α-кетоглутаратдегидрогена-
за. ТРР также является кофактором транскетолазы, 
ключевого фермента пентозофосфатного цикла [1].

Бреслоу показал, что атом водорода в положе-
нии 2 тиазолиевого цикла (между атомами серы 
и азота) легко обмениваются на дейтерий из D2О 
[2]. Он предположил, что oбразующийся в резуль-
тате отщепления протона карбен является ключе-
вым промежуточным активным соединением в ре-
акциях, катализируемых тиамином. Например, 
таких, как декарбоксилирование пирувата с обра-
зованием ацетальдегида или конверсия пировино-
градной кислоты в ацетоин [3].

Однако экспериментально подтвердить гипо-
тезу Бреслоу долгое время не удавалось из-за 
очень высокой нестабильности карбенов в водных 
растворaх. Недавно группой исследователей про-
веден синтез устойчивых к воде карбенов и их 
характеристика методами ЯМР и рентгеновской 
дифракции [4]. 

Хорошо известно, что кристаллические струк-
туры активных центров ферментов содержат мо-
лекулы воды, однако, вероятно, структура макро-
молекулы изолирует карбен тиамина в активном 
центре от воздействия воды, снижая возможность 
протекания побочных окислительно-восстанови-
тельных процессов [5].

Недостаток тиамина в пище вызывает развитие 
такого тяжелого заболевания, как бери-бери, харак-
теризующегося поражением сердечно-сосудистой 
системы и нервной системы [1]. Злоупотребление 
алкоголем также вызывает дефицит тиамина и раз-
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витие нейродегенеративного заболевания – синдро-
ма Вернике-Корсакова [6].

Тиамин не является классическим витами-
ном-антиоксидантом. Однако дефицит тиамина 
и окислительный стресс вызывают нейродегенера-
тивные заболевания [7], гибель нейронов [8], раз-
витие дегенеративных процессов в фибриллах 
клеток хрусталика [9]. В опытах in vitro показано, 
что тиамин ингибирует перекисное окисление ли-
пидов [10], является скэвенджером синглетного 
кислорода [10] , разрушает пероксинитрит [11], 
восстанавливает диоксид азота до нитрита [12].

Видимое излучение и ультрафиолет UVA или 
UVB диапазона вызывают окисление тиамина и его 
фосфорных эфиров не только вследствие прямого 
воздействия на структуру Т и фосфатов тиамина, но 
и вследствие генерации активных форм кислорода, 
таких как синглетный кислород, О2

– и Н2О2. Пока-
зано, что тиамин не только эффективно тушит син-
глетный кислород, который генерируется рибофла-
вином под действием видимого света, по физиче-
скому механизму [10], но также взаимодействует 
с синглетным кислородом по химическому меха-
низму с образованием продуктов окисления тиами-
на – тиохрома и оксодигидротиохрома.

При воздействии на тиамин диоксида азота, пе-
роксинитрита образуются дисульфид тиамина, 
а также тиохром и оксодигидротиохром [11].

При воздействии ультрафиолета солнечного из-
лучения UVA или UVB диапазонов на водные рас-
творы тиамина образуется 2-метил-4-амино-метил 
пиримидин, а при воздействии на тиаминдисуль-
фид образуются молекулы тиамина, 2-метил-4- 
амино-метилпиримидина (АР-NH2) и 2-метил-4- 
амино-формилпиримидина (FAP). Выход FAP в про-
цессе фотохимической реакции пропорционален 
содержанию в растворе тиольной формы тиамина 
TSH и концентрации в растворе дисульфидов Т. 

Предполагается, что данные фотохимические 
реакции будут протекать в клеточных структурах 
глаза и клетках кожи. Предполагается, что соот-
ношение концентраций АР-NH2 и FAP в плазме 
крови будет свидетельствовать как о содержании 
коферментной формы в организме, содержащей 
четвертичный азот, так и о величине физиологи-
ческого депо резервных форм тиамина сформи-
рованными дисульфидами тиамина, смешанными 
дисульфидами тиамина с низкомолекулярными 
тиолами, смешанными дисульфидами тиамина 
с сульфгидрильными группами белков.

Цель исследования: изучение образования 
циклических аддуктов ацетальдегида и алифати-
ческих альдегидов с продуктами фотолиза тиами-
на, тиаминмонофосфата и тиаминдифосфата.

Материалы и методы
Растворы T и его фосфорных эфиров облучали 

светом лампы ДРК-120. Растворы облучали пол-
ным светом лампы или использовали светофиль-
тры УФС-1 для выделения спектральной области 
280–400 нм, УФС-6 – для выделения линий при 
365 нм соответственно. Разделение и идентифика-
цию продуктов фотолиза тиамина, образовавших-
ся после воздействия ультрафиолета на их водные 
растворы, проводили методом ВЭЖХ на хромато-
графах Agilent-1100 и 1260, сорбент ZORBAX-
Extend-С18, с использованием соединений-стан-
дартов: тиамин фирмы «Sigma» (США), 2-ме-
тил-4-амино-5-аминометилпиримидин «Toronto 
Research Chemicals» (Канада). Запись спектров 
ЯМР проводилась при рН=3,0. Молекулярную 
массу фотопродукта определяли с помощью 
масс-спектрометров Varian МАТ-311 и Agilent 
6420 LC/TQ. Измерения спектров поглощения 
проводили на спектрофотометре VarianCary-100.

Результаты и их обсуждение
Методом ВЭЖХ и абсорбционной спектроскопии 

показано, что в процессе фотолиза тиамина в кислой 
среде образуется в качестве главного продукта 2-ме-
тил-4амино-5-метилпиримидин. На рисунке 1 пред-
ставлены хроматограммы водного раствора Т в кис-
лой среде до и после воздействия ультрафиолета 
UVB диапазона. Действительно, время удержива-
ния 2-метил-4-амино-5-аминометилпиримидина 
с Rt=3.889 мин, хорошо совпадает с временем удер-
живания продукта фотолиза тиамина в кислой среде.

На рисунке 2 показаны изменения формы спек-
тров поглощения водных растворов тиамина в кис-
лой среде в зависимости от времени воздействия 
ультрафиолета. Исходный спектр поглощения тиа-
мина содержит полосу с максимумом поглощения 
при 247 нм, а также плечо поглощения при 260 нм. 
Интересно отметить, что спектр поглощения тиамина 
достаточно хорошо совпадает с суммой поглощений 
эквимолярных концентраций 2-метил-4-аминопири-
мидина и N-метилтиазола. Это, вероятно, связано 
с тем, что в тиамине пиримидиновый и тиазоловый 
компоненты соединены между собой метиленовым 
мостиком и сопряженные системы компонентов фак-
тически изолируются друг от друга.

Кроме того, сами плоскости циклов по дан-
ным рентгеноструктурного анализа расположе-
ны в кристаллах под углом близким к 90°, и, ве-
роятно, эффект сопряжения их электронных си-
стем также и в растворе очень мал. Поэтому 
можно предположить, что фотоокисление и фо-
тодеструкция тиазолового и пиримидинового 
компонентов тиамина может протекать независи-
мо друг от друга. 
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A

Б

Рисунок 1 – Хроматограмма водного раствора тиамина до воздействия (А) ультрафиолета UVB диапозона  
и после воздействия (Б) ультрафиолета UVB диапозона. Пик с Rt=9.312 мин принадлежит тиамину,  

пик с Rt= 3.863 мин принадлежит 2-метил-4–амино-5-аминометил пиримидину

Figure 1 – Chromatogram of an aqueous thiamine solution before (A) exposure to UVB radiation and after (B)  
exposure to UVB radiation. The peak with Rt = 9.312 min corresponds to thiamine, and the peak with  

Rt = 3.863 min corresponds to 2-methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidine.

Уменьшение поглощения в области 260 нм по-
сле воздействия ультрафиолета свидетельствует 
об эффективном разрушении тиазолового компо-
нента молекулы тиамина (рисунок 2) и о более вы-
сокой стабильности аминопиримидинового ком-
понента. Спектр поглощения продуктов фотолиза 
хорошо совпадает со спектром поглощения 2-ме-
тил-4-амино-5-метилпиримидина. Действительно, 

в спектре поглощения продуктов фотолиза тиами-
на, наблюдали в нейтральной среде два максимума 
с длинами волн 237 нм и 275 нм; при рН 4,0 – один 
максимум при 247 нм – (рисунок 3).

Результаты, полученные методом ВЭЖХ, так-
же свидетельствуют, что тиамин под действием 
ультрафиолета в основном образует продукт 
с временем удерживания Rt=3.863 мин, хорошо 

Рисунок 3 – Инкубация 0,1 мМ тиамина, 50 мМ 
фосфатный буфер, pH 3,00, ДРК-120, 0–100 мин. 

Спектр после возвращения pH к 7,00 и 10,00

Figure 3 – Incubation of 0.1 mM thiamine in 50 mM 
phosphate buffer (pH 3.00), UVB exposure using DRK-120, 
0–100 minutes. SpectrumafterpHadjustmentto 7.00 and 10.00

Рисунок 2 – Спектры поглощениятиамина в кислой 
среде до воздействия ультрафиолета (1) и после 

воздействия ультрафиолета UVB-диапазона через 
различные промежутки времени (2–11)

Figure 2 – Absorption spectra of thiamine in an acidic 
medium before UV exposure (1) and after exposure to 

UVB radiation for various time intervals (2–11)
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совпадающим с временем удерживания коммер-
ческого 2-метил-4-амино-5-аминометилпирими-
дина (рисунок 1).

Нами показано, что в кислой среде ТДФ, ТМФ, 
также как и тиамин, быстро разрушаются с образо-
ванием 2-метил-4-амино-5-аминометилпиримидина, 
который не изменяется при дальнейшем облучении. 

При воздействии ультрафиолета UVA или UVB 
диапазонов на водные растворы тиамина в нейтраль-
ной среде образуется не только 2-метил-4-аминоме-
тилпиримидин, но также образуется и формилами-
нопиримидин. Концентрация образовавшегося AP-
NH2 хорошо совпадает с содержанием нейтральной 
формы тиамина с закрытым тиазоловым циклом, 
а концентрация FAP хорошо коррелирует с содержа-
нием тиольной формы тиамина в водном растворе. 
Значение рK перехода нейтральной формы тиамина 
в тиольную форму тиамина с раскрытым тиазоловым 
циклом равно 9,2. Поэтому в щелочной среде при 
значениях рН среды 10,0 и выше тиамин существует 
в основном в тиольной форме. При воздействии уль-
трафиолета на водные растворы в щелочной среде 
выход AP-NH2 снижается, а выход FAP возрастает 
(рисунок 4). В сильнощелочной среде под действием 
ультрафиолета образуется только FAP.

Образовавшийся AP-NH2 взаимодействует с аце-
тальдегидом, алифатическими альдегидами, пи-
ровиноградной кислотой с образованием цикли-
ческих аддуктов. Реакция ацетальдегида с амино-
пиримидином (10-2 М) протекает за несколько 
минут и фактически лимитируется скоростью 
дегидратации ацетальдегида, который гидратиро-
ван на 80 %.

При соотношении аминопиримидин/ацетальде-
гид 1:10 уже к исходу 20 мин практически весь ами-
нопиримидин был связан необратимо с ацетальде-
гидом. На рисунке 5 представлен исходный спектр 
поглощения AP-NH2, а также спектр поглощения 
AP-NH2 после инкубации с ацетальдегидом.

Максимумы поглощения образовавшегося про-
дукта реакции испытывают небольшой длинновол-
новой сдвиг по сравнению с AP-NH2, а также возрас-
тает интенсивность поглощения в области 260 нм.

Мы предполагаем, что реакция взаимодействия 
2-метил-4-амино-5-аминометипиримидина с аце-
тальдегидом протекает через промежуточный этап 
образования основания Шиффа с алифатической 
аминогруппой, затем альдиминная связь взаимо-
действует с аминогруппой пиримидинового коль-
ца с образованием циклического стабильного ад-
дукта. На рисунке 6 схематически представлен 
механизм реакции взаимодействия 2-метил-4-ами-
но-5-аминометилпиримидина с ацетальдегидом.

Нами показано, что в кислой среде тиамин, бы-
стро разрушается с образованием 2-метил-4-ами-
но-5-аминометилпиримидина, который не изменя-
ется при дальнейшем облучении, в нейтральной 
среде. Кроме AP-NH2 образуется также 2-ме-
тил-4-амино-5-формилметилпиримидин (FAP).

Строение полученного циклического продукта, 
образованного ацетальдегидом и 2-метил-4-ами-
но-5-аминометилпиримидином, было доказано ме-
тодами ЯМР, ИК-спектроскопии, а также подтверж-
дено спектрами поглощения в области 220-350 нм. 
Значение m/z молекулярного иона циклического 
аддукта аминопиримидина с ацетальдегидом по 

Рисунок 4 – Хроматограмма водного раствора тиамина после воздействия ультрафиолета UVB диапозона.  
Пик с Rt = 9.54 мин принадлежит тиамину, пик с Rt = 4.054 мин принадлежит 2-метил-4–амино-5-аминометилпирими-

дину, пик с Rt = 8.667 мин принадлежит формиламинопиримидину

Figure 4 – Chromatogram of an aqueous thiamine solution after exposure to UVB radiation. The peak with  
Rt = 9.54 min corresponds to thiamine, the peak with Rt = 4.054 min corresponds to 2-methyl-4-amino- 

5-aminomethylpyrimidine, and the peak with Rt = 8.667 min corresponds to formylaminopyrimidine
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4,5 м.д. принадлежит одиночному протону атома 
углерода в новом цикле, пик 8,17 м.д. – протону пи-
римидинового кольца. В ЯМР спектре наблюдается 
небольшой сдвиг сигнала, принадлежащего прото-
ну пиримидинового кольца, в сравнении с этим же 
протоном исходного 2-метил-4амино-5-аминоме-
тилпиримидина.

В ИК спектре продукта уменьшается широкая 
интенсивная полоса деформационных колебаний 
аминогруппы в 4-ом положении пиримидинового 
кольца –1670 см–1. Принадлежность полосы к ко-
лебаниям NH2– группы следует из результатов 
быстрого дейтерообмена в пленках D2О. Относи-
тельно слабые полосы 1680 см–1 и 1650 см–1 в ИК 
спектре продукта (спектр записан в KВr) принад-
лежат деформационным колебаниям двух различ-
ных NH-групп, одна из которых включена в водо-
родную связь. В области валентных колебаний 
3220 см–1 и 3400 см–1 также наблюдается две ши-
рокие полосы валентных колебаний NH-групп.

Так как в растворе ССl4 продукт взаимодействия 
ацетальдегида с аминопиримидином имеет полосы 
3425 см–1 и 3240 см–1, то можно предположить, что 
длинноволновой сдвиг частоты колебаний одной из 
NH-групп, а также уширение полосы вызваны обра-
зованием внут римолекулярной Н-связи. Мы пред-
полагаем, что атом водорода взаимодействует одно-
временно c двумя атомами N (H находится между 
двумя атомами азота группировок NН). 

Для пировиноградной кислоты также наблюда-
ли взаимодействие с аминопиримидином. Предпо-
лагаемая схема реакции взаимодействия AP-NH2 
c пируватом и ЯМР-спектр циклического продук-
та, образованного аминопиридином и пировино-
градной кислотой, приведены на рисунке 8. Ско-
рость реакции циклизации снижается с возраста-
нием длины цепи алифатического альдегида.

данным масс-спектроскопии составляет 163. 
На рисунке 7 представлен ЯМР-спектр продукта, 
полученного после взаимодействия 2-метил-4-а-
мино-5-аминометилпиримидина и ацетальдегида 
в D2О. В ЯМР спектре данного продукта наблюдали 
следующие сигналы: дублетный сигнал 1,1 и 1,2 м.д. 
принадлежит метильной группе СН3 в новом цикле 
образовавшегося продукта, СН3-группе пиримиди-
нового кольца принадлежит сигнал с 2,1 м.д , мети-
леновая группа метиленового мостика формирует 
квартет, центрированный при 3,5 м.д. вследствие 
образования двух дублетов при расщеплении на 
атоме NH и атоме Н пиримидинового кольца, дублет 

Рисунок 6 – Предполагаемая  
схема взаимодействия 2-метил-4-амино-5-аминометил-

пиримидина с ацетальдегидом

Figure 6 – Proposed scheme of the interaction between 
2-methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidine and 

acetaldehyde

Рисунок 5 –Спектры поглощения водного раствора  
2-метил-4-аминометилпиримидина и после длительной 

инкубации его в смеси с ацетальдегидом

Figure 5 – Absorption spectra of an aqueous solution  
of 2-methyl-4-aminomethylpyrimidine before and after 

prolonged incubation with acetaldehyde

Рисунок 7 –ЯМР-спектр продукта, полученного после 
взаимодействия 2-метил-4-амино-5-аминометилпири-

мидина и ацетальдегида

Figure 7 – NMR spectrum of the product obtained from 
the interaction between 2-methyl-4-amino-5-

aminomethylpyrimidine and acetaldehyde
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Рисунок 8 –Предполагаемая схема реакции взаимодействия 2-метил-4-амино-5-аминометилпиримидина  
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Figure 8 – Proposed reaction scheme of the interaction between 2-methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidine  
and pyruvate, and the NMR spectrum of the reaction product

Заключение
Мы обнаружили, что один из продуктов фото-

лиза тиамина (2-метил-4-амино-5-аминометил-
пиримидин) может взаимодействовать с ацеталь-
дегидом, алифатическими альдегидами и пирови-
ноградной кислотой с образованием циклических 
аддуктов. Реакция протекает через промежуточ-
ный этап образования основания Шиффа с после-
дующим взаимодействием альдиминной связи 
с 4-аминогруппой пиримидинового кольца с об-

разованием циклического стабильного аддукта. 
Структура аддукта была подтверждена методами 
ЯМР, ИК- спектроскопии.

Мы предполагаем, что образование аддуктов 
ацетальдегида с аминопиримидиновым компонен-
том тиамина или тиаминдифосфата может служит 
маркером, свидетельствующим как о наличии аце-
тальдегида в организме, так и о фрагментации мо-
лекул тиамина или тиаминдифосфата под действи-
ем ультрафиолета солнечного излучения.
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INTERACTION OF ACETALDEHYDE AND ALIPHATIC ALDEHYDES 
WITH THE AMINOPYRIMIDINE COMPONENT OF THIAMINE 

RESULTING IN THE FORMATION OF CYCLIC ADDUCTS

I.I. Stepuro1, E.G. Badun1, A.A. Tokareva1, A.V. Shuriberko1, V.Yu. Smirnov1, V.I. Stepuro3 
1Institute of Biochemistry of Biologically Active Compounds,  

National Academy of Sciences of Belarus, Grodno, Republic of Belarus; 
2Grodno State Medical University, Grodno, Republic of Belarus; 

3University of Warsaw, Warsaw, Republic of Poland

Background. Photochemical reactions induced by ultraviolet (UV) irradiation are responsible for a number 
of damaging biological effects leading to structural disruptions of many biologically important molecules, enzyme 
inactivation, etc.

Objective: To study the formation of cyclic adducts of acetaldehyde and aliphatic aldehydes with the 
photolysis products of thiamine, thiamine monophosphate, and thiamine diphosphate.

Materials and Methods. The study employed chromatographic (HPLC) methods, NMR spectroscopy, IR 
spectroscopy, and absorption spectroscopy.

Results. Exposure of aqueous solutions of vitamin B1 (thiamine) and its phosphates to UV light results in 
molecular fragmentation, yielding 2-methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidine as the main photoproduct in 
acidic media, or 2-methyl-4-amino-5-methylpyrimidine and formylpyrimidine in neutral environments.

2-methyl-4-amino-5-aminomethylpyrimidine was found to react with acetaldehyde, aliphatic aldehydes, and 
pyruvic acid to form cyclic adducts. The reaction proceeds through an intermediate stage of Schiff base formation, 
followed by the interaction of the aldimine bond with the 4-amino group of the pyrimidine ring, resulting in a stable 
cyclic adduct characterized by m/z = 163.

Conclusion. Cyclic adducts formed by the reaction of acetaldehyde or aliphatic aldehydes with the 
aminopyrimidine component, generated during thiamine photolysis, were detected and characterized. The 
feasibility of such reactions under physiological conditions is discussed.

Keywords: ultraviolet light, acetaldehyde-aminopyrimidine adducts, photolysis of thiamine and thiamine 
diphosphate.
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acetaldehyde and aliphatic aldehydes with the aminopyrimidine component of thiamine resulting in the formation 
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ИССЛЕДОВАНИЯ АНТИОКСИДАНТНЫХ СВОЙСТВ 
КОМПОЗИЦИИ ХЛОРОГЕНОВОЙ КИСЛОТЫ  

И НАРИНГИНА IN VITRO И ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 
АЛКОГОЛЬНОЙ КАРДИОМИОПАТИИ

Л. И. Надольник, Т. А. Бородина, И. А. Кузьмицкая,  
А. В. Романчук, А. В. Туманов, В. Ч. Полубок, Е. Б. Белоновская 

Институт биохимии биологически активных соединений  
Национальной академии наук Беларуси, 

г. Гродно, Республика Беларусь

Введение. Основными механизмами развития алкогольного поражения сердца (алкогольная кардио-
миопатия, АКМП) являются окислительный стресс и повреждение митохондрий (МХ), что обуславливает 
актуальность разработки антиоксидантных композиций для снижения степени повреждения внутренних 
органов при хронической алкогольной интоксикации (ХАИ).

Цель исследования: oценить антиоксидантные эффекты композиций растительных полифенолов 
хлорогеновой кислоты и нарингина в исследованиях in vitro, а также в сердце и печени крыс при модели-
ровании АКМП.

Материалы и методы. Исследования композиций хлорогеновой кислоты (ХГК) и нарингина (НГ) 
(соотношение 4:1, 2:1 и 1:1) выполнено на МХ, изолированных из сердца и печени крыс in vitro, по влия-
нию на концентрацию альдегидных продуктов ПОЛ (ТБКРС), глутатиона (GSH) и активность АО фермен-
тов. Тестирование композиций ХГК+НГ (40+20 мг/кг) проведено на модели АКМП.

Результаты. При АКМП повышается концентрация ТБКРС; введение композиции ХГК+НГ (2:1) 
нормализовало данный показатель в сердце, печени, сыворотке крови, эритроцитах на фоне употребления 
этанола. АО свойства композиций in vitro проявлялись снижением маркеров окислительного стресса, 
повышением уровня GSH, оптимизацией активности АО ферментов в МХ печени и сердца в присутствии 
гидроперекиси тред-бутила (tBHP). Композиция ХГК+НГ снижала активность ПОЛ в нативных МХ пе-
чени и сердца.

Заключение. Показано, что композиция ХГК+НГ проявляет АО свойства при ХАИ, нормализуя 
уровень ТБКРС в сердце, печени крыс, значительно уменьшает проявления индуцируемой tBHP in vitro 
активации ПОЛ в МХ, стабилизирует мембраны МХ.

Ключевые слова: митохондрии сердца и печени, антиоксидантные свойства, хлорогеновая кислота, 
нарингин, глутатион, альдегидные продукты ПОЛ. 

Для цитирования: Исследования антиоксидантных свойств композиции хлорогеновой кислоты и на-
рингина in vitro и при моделировании алкогольной кардиомиопатии / Л. И. Надольник, Т. А. Бородина, 
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Введение
Хроническое употребление этанола является 

причиной развития социально значимых заболева-
ний человека. Наиболее актуально алкогольное 
поражение сердца и печени, что проявляется раз-
витием алкогольной кардиомиопатии (АКМП) и ал-
когольной жировой болезни печени (АЖБП). Ме-
ханизмы этих заболеваний окончательно не выяс-
нены, но одним из механизмов формирования 
АКМП рассматривается окислительный стресс 
[1], а также митохондриальная дисфункция [2], 
развитие воспаления и фиброза. Антиоксиданты 
не включены в перечень лекарств, используемых 
при лечении алкогольных поражений сердца; од-
нако значительное количество экспериментальных 
и клинических исследований свидетельствует 

о высокой эффективности этого класса соедине-
ний при алкогольной кардиомиопатии (АКМП) [3, 
4]. Среди антиоксидантов (АО), для коррекции па-
тологии сердечно-сосудистой системы, изучается 
ресвератрол – полифенол из косточек винограда, 
содержащийся в красном вине [5]. 

Для проведения исследований нами выбраны 
два растительных полифенола: хлорогеновая кис-
лота (ХГК; Chlorogenic Acid) и нарингин (НГ; 
naringin). Хлорогеновая кислота (ХГК, 1,3,4,5-те-
трагидроксициклогексан карбоновая кислота 
3-(3,4-ди- гидроксициннамат) в достаточном коли-
честве содержится в зернах зеленого кофе, в меньших 
количествах в некоторых лекарственных растениях 
[6]. Нарингин – 4’,5,7-тригидроксифлавонон-7-рам-
ноглюкозид, представляет собой основной флавоно-
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новый гликозид, получаемый из грейпфрутов и дру-
гих цитрусовых. НГ обладает многочисленными 
биологическими свойствами: антиоксидантные, 
противовоспалительные, антиапоптотические. По-
казано, что введение НГ улучшает пост-ишемиче-
ское восстановление функциональных параметров 
сердца [7]. Предполагаем, что ХГК и НГ могут об-
ладать хорошими кардио- и гепатопротекторными 
свойствами при использовании на фоне хрониче-
ской алкогольной интоксикации (ХАИ) для коррек-
ции развития АКМП.

Цель работы – оценить антиоксидантные эф-
фекты композиций растительных полифенолов 
хлорогеновой кислоты и нарингина в исследова-
ниях in vitro, а также в сердце и печени крыс при 
моделировании АКМП.

Материалы и методы
Исследования выполнены на митохондриях 

(МХ), изолированных из сердца и печени кон-
трольных животных. АО свойства композиций 
растительных полифенолов ХГК и НГ в соотноше-
нии 4:1, 2:1, 1:1 при индукции свободнорадикаль-
ных процессов добавлением в среду инкубации 
25 мкл (1 ммоль/л) гидроперекиси трет-бутила 
(tert-butyl hydroperoxide, tBHP), оценивались по 
влиянию на уровень альдегидных продуктов ПОЛ 
(ТБКРС), концентрацию глутатиона (GSH), а так-
же активность АО ферментов глутатионредуктазы 
(ГР), глутатионтрансферазы (ГТ).

Выделение МХ проведено из печени и сердца 
контрольных животных. методом дифференциально-
го центрифугирования [8]. Использовали среду вы-
деления, содержащую 0,25 М сахарозу, 0,025 М Трис-
HCl, 0,00005 М ЭДТА и 0,1 % БСА, рН 7,4. Сердце 
гомогенизировали тефлоновым пестиком в среде 
выделения при +4° С. Ядерную фракцию удаляли 
центрифугированием при 650 g (10 мин, +4 °C) (цен-
трифуга Hermle Z 32 HK, «Hermle Labortechnik 
GmbH», Германия). Митохондрии осаждали центри-
фугированием при 11000 g (10 мин, +4 °C) и промы-
вали в среде выделения. Печень крыс гомогенизи-
ровали в среде выделения (0,25 М сахароза, 0,001 
М ЭДТА, 0,02 М трис-HCl) в соотношении 1:10. 
Митохондрии изолировали методом дифференци-
ального центрифугирования (600g, 8500g ротор 
Heraeus #3335) на центрифуге Heraeus «Biofuge 
Stratos» (Германия) при +4 °С.

Определение ТБКРС проводилось в МХ, тка-
нях печени и сердца крыс. К 0,25 мл гомогената 
ткани добавляли 1,5 мл 1 % ортофосфорной кис-
лоты и 0,5 мл 0,6 % водного раствора 2-тиобарби-
туровой кислоты (ТБК). Cмесь инкубировали на 
кипящей водяной бане в течение 45 мин. Далее её 
охлаждали в ледяной бане, добавляли 2 мл бутано-

ла-1, перемешивали, центрифугировали 10 мин 
при 3000 об/мин, измеряли оптическую плотность 
бутанольной фазы при длине волны 532 нм.

Содержание GSH определяли в реакции с ре-
активом Эллмана (ДТНБК – 5,5`-дитиобис-2-нитро-
бензойная кислота). Гомогенат ткани (10 %) или ге-
молизат эритроцитов, депротеинизированный 
хлорной кислотой, объемом 0,4 мл, центрифуги-
ровали, полученный супернатант нейтрализовали 
до pH 7,6 добавлением 0,1 мл охлажденного 
2,5 M K3PO4. После последующего центрифуги-
рования весь супернатант смешивали с 2 мл фос-
фатного буфера (pH 8,0), содержащего 0,004 % 
реактива Эллмана. Оптическую плотность реги-
стрировали при 412 нм.

Моделирование АКМП проведено хронической 
алкоголизацией крыс (на крысах-самцах породы 
Вистар) с массой тела в начале эксперимента 
180–200 г (n=80). На первом этапе исследования 
животных рандомизировали на 2 группы: 1 – ин-
тактные животные (n=20), получавшие сухой корм 
и свободный доступ к воде; 2 – животные (n=60), 
содержавшиеся на сухом корме и получавшие 
в качестве единственного источника питья 10 % 
раствор этанола (ХАИ). Количество потребляемо-
го раствора этанола регистрировали еженедельно. 
Спустя 24 недели алкоголизированных животных 
рандомизировали на следующие группы (n=10): 
алкоголизированный контроль; алкоголизирован-
ные крысы + ХГК, в дозе 40 мг/кг; алкоголизиро-
ванные крысы + НГ, в дозе 40 мг/кг; алкоголизиро-
ванные крысы, получавшие композицию исследу-
емых препаратов ХГК (40 мг/кг) + НГ (20 мг/кг). 
Для введения были использованы коммерческие 
препараты ХГК и НГ («Tokyo Chemical Industry», 
Япония), композиция готовилась непосредственно 
перед введением (использовался водный раствор). 

Композицию полифенолов вводили животным 
ежедневно внутрижелудочно в дозе 60 мг/кг (2,0 мл 
на 200 г) с помощью металлического зонда в тече-
ние 28 дней (с 25 по 28 неделю эксперимента) на 
фоне продолжающегося употребления этанола. 
Животные интактной группы и алкоголизирован-
ного контроля получали эквивалентный объем 
воды. Через сутки после последнего введения ис-
следуемых препаратов животных выводили из 
опыта путем декапитации. Печень и сердце ча-
стично использовали для выделения МХ фракции.

Статистический анализ результатов проведен 
с использованием общепринятых критериев в про-
грамме «Statistica 12». Отклонение распределения 
значений показателя в выборке от нормального 
оценивали с помощью критерия Колмогоро-
ва-Смирнова и Шапиро-Уилка. Данные представ-
лены в виде M±SD, где M – среднее, SD – стан-
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дартное отклонение, в случае нормального рас-
пределения; в виде Median [Q25:Q75] в случае не 
нормального распределения, где Median – медиана, 
а Q25:Q75 – нижний и верхний квартиль, соответ-
ственно. Сравнение количественных показателей 
между группами проводилось с помощью критерия 
Тьюки (при нормальном распределении в группах) 
или с помощью критерия Краскелла-Уоллиса, при 
отсутствии нормального распределения. Статисти-
чески значимыми считались результаты при р <0,05.

Результаты и их обсуждение
Тестирование композиций ХГК и НГ на изолиро-

ванных МХ печени крыс in vitro проведено в при-
сутствии tBHP (повышение концентрации альдегид-
ных продуктов в МХ составляло 350–380 %), – ри-
сунок 1 а. Добавление в среду композиции ХГК+НГ 
(1:1) снижало наработку ТБКРС на 24,72 %, а ком-
позиций ХГК+НГ (2:1) и ХГК+НГ (4:1) – еще более 
значительно, по сравнению с группой tBHP, соответ-
ственно, на 31,22 % (p <0,05) и 32,17 % (рисунок 1 а). 
Концентрация GSH повышалась в МХ печени на 
17,22 % (p <0,05) в присутствии композиции ХГ-
К+НГ (1:1), на 20,46 (2:1) и 23,78 % (4:1) (р <0,05) – 
рисунок 1 б. Поскольку наиболее значимые измене-
ния в снижении маркеров окислительного стресса 
выявлены для композиций, где содержание ХГК 
превышает НГ в 4 и 2 раза, полагаем, что АО свой-

ства в данных композициях обусловлены в большей 
степени ХГК, чем НГ.

Интересно, что при инкубации МХ печени 
в тех же условиях, но в отсутствии в среде tBHP, 
также проявлялись АО свойства полифенолов, – 
рисунок 2. В присутствии композиций ХГК+НГ 
(1:1, 2:1, 4:1) в МХ повышалась концентрация 
GSH по сравнению с контрольными образцами 
МХ, не содержащими ХГК+НГ. Уровень GSH при 
тестировании 400 мкг композиций ХГК+НГ повы-
сился на 23,74 % (p <0,05), 21,3 % (p <0,05) (для 
композиций ХГК+НГ – 2:1, 4:1), что, возможно, 
связано с повышением активности ГР. Концентра-
ции ТБКРС в этих же пробах МХ снижалась при 
добавлении ХГК+НГ (1:1) и ХГК+НГ (4:1) в оди-
наковой степени (на 12,31 %), но различия не 
были статистически значимы.

Полученные результаты представляют защит-
ные АО эффекты тестируемых композиций поли-
фенолов, которые важны для оптимизации функ-
ции МХ печени при индукции окислительного 
стресса, а также в условиях нормальной физиоло-
гической функции МХ.

В МХ, изолированных из сердца крыс, эффекты 
композиций несколько отличались от эффектов, 
выявленных в МХ печени (рисунок 3). Инкубация 
МХ сердца в присутствии tBHP проявлялась менее 
значимым повышением концентрации альдегид-

а б
Рисунок 1 – Влияние композиции хлорогеновая кислота:нарингин (4:1) на концентрацию ТБКРС  

(нмоль/мг белка) (а) и концентрацию GSH (нмоль/мг белка) (б) в митохондриях печени крыс при инкубации 
в присутствии tBHP: – проба К – митохондрии; К0 – митохондрии + tBHP; добавление композиции:  

К1 – 20 мкг, К2 – 100 мкг, К3 – 200 мкг, К4 – 400 мкг. 
Примечание: * – p <0,05 по отношению к группе контроль (К)
# – p <0,05 по отношению к группе, содержащей tBHP (К0)

Figure 1 – Effect of the chlorogenic acid:naringin (4:1) composition on the TBARS concentration (nmol/mg protein) (a) 
and GSH concentration (nmol/mg protein) (b) in rat liver mitochondria during incubation in the presence of tBHP:  

– sample K – mitochondria; K0 – mitochondria + tBHP; addition of the composition: K1 – 20 μg, K2 – 100 μg,  
K3 – 200 μg, K4 – 400 μg. 

Note: * – p <0.05 relative to the control group (K)
# – p <0.05 relative to the group containing tBHP (K0)
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ных продуктов ПОЛ (на 73,3–76,7 %, p <0,05). 
Влияние композиций полифенолов на концентра-
цию ТБКРС в МХ сердца было незначительным, 
при добавлении 400 мкг статистически значимых 
различий не выявлено, изменения составляли 
3,3–9,6 % (рисунок 3 а).

Тем не менее, закономерности в повышении 
концентрации GSH в МХ сердца практически не 
отличались от МХ печени. Выявлено повышение 
уровня GSH в присутствии композиций ХГК+НГ, 
400 мкг в пробе, соответственно: на 24,8 % (2:1), 
(p <0,05); 21,3 % (4:1), (p <0,05), (рисунок 3 б).

а б

Рисунок 2 – Влияние композиции хлорогеновая кислота:нарингин (4:1) на концентрацию ТБКРС  
(нмоль/мг белка) (а) и концентрацию GSH (б) в митохондриях печени крыс при инкубации в отсутствии tBHP;  

К – митохондрии, добавление композиции: К0 – 20 мкг, К1 – 100 мкг, К2 – 200 мкг, К3 – 400 мкг. 
Примечание: * – p <0.05 по отношению к группе контроль (К)

Figure 2 – Effect of the chlorogenic acid:naringin (4:1) composition on the concentration of TBARS (nmol/mg protein) 
(a) and the concentration of GSH (b) in rat liver mitochondria during incubation in the absence of tBHP;  

K – mitochondria, addition of the: K0 – 20 μg, K1 – 100 μg, K2 – 200 μg, K3 – 400 μg. 
Note: * – p <0.05 in relation to the control group (K)

а б

Рисунок 3 – Влияние композиции хлорогеновая кислота:нарингин (4:1) на концентрацию ТБКРС  
(нмоль/мг белка) (а) и концентрацию GSH (нмоль/мг белка) (б) в митохондриях сердца крыс при инкубации 

в присутствии tBHP: – проба К – митохондрии; К0 – митохондрии + tBHP; добавление композиции:  
К1 – 20 мкг, К2 – 100 мкг, К3 – 200 мкг, К4 – 400 мкг. 

Примечание: * – p <0,05 по отношению к группе контроль (К).
 # – p <0,05 по отношению к группе, содержащей tBHP (К0)

Figure 3 – Effect of the chlorogenic acid:naringin (4:1) composition on the TBARS concentration (nmol/mg protein)  
(a) and GSH concentration (nmol/mg protein) (b) in rat heart mitochondria during incubation in the presence of tBHP: 

– sample K – mitochondria; K0 – mitochondria + tBHP; addition of the composition: K1 – 20 μg,  
K2 – 100 μg, K3 – 200 μg, K4 – 400 μg. 

Note: * – p <0.05 relative to the control group (K), 
# – p <0.05 relative to the group containing tBHP (K0)
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Полученные результаты свидетельствует, что 
растительные полифенолы ХГК+НГ обладают 
защитными эффектами при tBHP-индуцирован-
ной активации свободнорадикальных процессов 
в МХ печени и сердца, повышая уровень GSH, 
что предполагает их важный вклад в поддержа-
ние на должном уровне энергетического метабо-
лизма гепатоцитов и кардиомиоцитов в условиях 
ХАИ. Положительные эффекты выявлены у ком-
позиции ХГК+НГ (2:1) в исследованиях на экспе-
риментальных животных (результаты представ-
лены ниже).

В МХ печени и сердца измерялась активность 
антиоксидантных ферментов ГР и ГТ. Для ана-
лиза были использованы образцы МХ, в которых 
определялась концентрация ТБКРС и GSH (ри-
сунки 1-3). Внесение в среду инкубации tBHP 
повышало активность ГР в МХ печени (на 
16,9–21,8 %, p <0,05 для всех образцов) и практи-
чески не влияло на активность ГТ (рисунок 4 а, б). 
На фоне композиции ХГК+НГ (4:1) активность ГР 
снижалась по сравнению с группой tBHP только 
при добавлении наиболее высокой дозы (400 мкг) 
на 14,2 % (p <0,05). 

В МХ сердца крыс, в отличие от МХ печени, 
добавление в среду tBHP незначительно повыша-
ло активность ГР (на 6,8–7,9 %), но на фоне ком-
позиции ХГК+НГ (4:1) активность ГР повыша-

лась при дозах 200 мкг (на 21,7 %) и 400 мкг (на 
20,4 %), результаты не были статистически зна-
чимы (рисунок 5 а), но, это согласуется с повы-
шением концентрации в этих пробах МХ уровня 
GSH (рисунок 3 б). 

Отсутствие достоверных изменений в ряде 
выполненных экспериментов обусловлено зна-
чительной дисперсией данных, что характерно 
для исследований, проводимых in vitro, особен-
но если учесть, что объектом являлись МХ пе-
чени и сердца - весьма сложный объект для ис-
следования.

Исследование антиоксидантных свойств рас-
тительных полифенолов при алкогольной карди-
омиопатии у крыс. Результаты исследования АО 
свойств композиций ХГК+НГ в печени и сердце 
крыс при АКМП представлены в таблицах 1, 2. 
Показано, что развитие АКМП при ХАИ прояв-
ляется значительной активацией процессов ПОЛ 
в сердце и печени. Концентрация ТБКРС в серд-
це повышалась на 123,48 %, (p <0,05), в печени 
на 115,12 %, (p <0,05), по сравнению с группой 
интактный контроль, что свидетельствует о вы-
раженной активации свободнорадикальных про-
цессов при ХАИ. 

Введение композиции ХГК+НГ (2:1) в тече-
ние 4 недель снижало концентрацию ТБКРС на 
40,93 % (p <0,05) в сердце и на 50,50 % (p <0,05) 

а б

Рисунок 4 – Влияние композиции хлорогеновая кислота:нарингин (4:1) на активность ГР (нмоль/мин/мл  
МХ фракции) (а) и активность ГТ (нмоль/мин/мл МХ фракции) (б) в митохондриях печени крыс при инкубации 

в присутствии tBHP: – проба К – митохондрии; К0 – митохондрии + tBHP; добавление композиции:  
К1 – 20 мкг, К2 – 100 мкг, К3 – 200 мкг, К4 – 400 мкг.  

Примечание: * – p <0,05 по отношению к группе контроль (К); 
# – p <0,05 по отношению к группе, содержащей tBHP (К0)

Figure 4 – Effect of the chlorogenic acid:naringin (4:1) composition on GH activity (nmol/min/ml MX fraction) (a)  
and GT activity (nmol/min/ml MX fraction) (b) in rat liver mitochondria during incubation in the presence of tBHP: – 

sample K – mitochondria; K0 – mitochondria + tBHP; addition of the composition: K1 – 20 μg, K2 – 100 μg,  
K3 – 200 μg, K4 – 400 μg. 

Note: * – p <0.05 in relation to the control group (K);
 # – p <0.05 in relation to the group containing tBHP (K0)
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в печени крыс, по сравнению с группой АКМП, 
что характеризует её антиоксидантные эффекты 
на фоне ХАИ – таблица 1, 2. Механизмы данных 
эффектов представляют интерес, они в опреде-
ленной степени могут быть обусловлены влия-
нием композиции на активность ферментов пер-
вой линии защиты (супероксиддисмутазы и ка-
талазы) [9], а также проявлением полифенолами 
тестируемой композиции свойств обезврежива-
ния свободных радикалов кислорода.

Тем не менее, нельзя не отметить практически 
полную нормализацию концентрации ТБКРС 
в сердце и печени крыс на фоне введения в течение 
28 суток композиции ХГК+НГ (2:1); в сердце и пе-
чени этих животных ранее показано повышение 
активности ГР и ГТ, сниженных при АКМП.

Уровень окислительного стресса оценили также 
в эритроцитах крыс. Содержание продуктов ПОЛ 

а б

Рисунок 5 – Влияние композиции хлорогеновая кислота:нарингин (4:1) на активность ГР (нмоль/мин/мл  
МХ фракции) (а) и активность ГТ (нмоль/мин/мл МХ фракции) (б) в митохондриях сердца крыс при инкубации 

в присутствии tBHP: – проба К – митохондрии; К0 – митохондрии + tBHP; добавление композиции:  
К1 – 20 мкг, К2 – 100 мкг, К3 – 200 мкг, К4 – 400 мкг.  

Примечание: * – p <0,05 по отношению к группе контроль (К)

Figure 5 – Effect of the chlorogenic acid:naringin (4:1) composition on GH activity (nmol/min/ml MX fraction) (a)  
and GT activity (nmol/min/ml MX fraction) (b) in rat heart mitochondria during incubation in the presence of tBHP: – 
sample K – mitochondria; K0 – mitochondria + tBHP; addition of the composition: K1 – 20 μg, K2 – 100 μg, K3 – 200 

μg, K4 – 400 μg.
Note: * – p <0.05 in relation to the control group (K)

статистически достоверно увеличилось в группе 
животных при АКМП (в 1,81 раза, p <0,05). Введе-
ние композиции полифенолов проявляло АО эф-
фект, уменьшая уровень ТБКРС до контрольных 
значений (более чем в 2 раза, p <0,05). Мы не обна-
ружили изменений содержания GSH, он сохранялся 
в эритроцитах на уровне контрольных значений 
(таблица 3).

На МХ, изолированных из сердца крыс при 
моделировании АКМП, исследовали влияние 
композиции на изменение мембранного потенци-
ала в условиях ХАИ; оценивалось изменение 
мембранного потенциала при внесении в среду 
экзогенных ионов кальция (таблица 3). Измене-
ние мембранного потенциала в данном случае 
является следствием открытия mPTP и истечения 
протонов. Показано, что АКМП достоверно сти-
мулирует процесс открытия mPTP в МХ кардио-

Таблица 1 – Влияние композиции хлорогеновая кислота и нарингин (2:1) на концентрацию GSH и ТБКРС 
в ткани сердца крыс при ХАИ, (n=12)

Table 1 – Effect of the composition of chlorogenic acid and naringin (2:1) on the concentration of GSH and TBARS 
in rat heart tissue during CAI, (n=12)

Показатели Контроль
интактный АКМП АКМП+

(ХГК+НГ)
GSH, мкМ/г ткани 3,78

[3,33:3,84]
3,44

[3,23:4,05]
3,80

[3,61:3,99]
ТБКРС, нМ/г ткани 48,32

[44,48:51,63]
107,27

[84,54:199,10] *
63,36

[60,73:70,18]

Примечание – * – p <0,05 по сравнению с группой интактный контроль; # – p <0,05 по сравнению группой АКМП.

Note – * – p <0.05 compared to the intact control group; # – p <0.05 compared to the ACMP group.
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миоцитов, что проявляется повышением мем-
бранного потенциала в 2,29 раз (p <0,05). Введе-
ние композиции ХГК+НГ (2:1) нормализует 
устойчивость МХ к открытию mPTP и стабили-
зирует их функцию в сердце; мембранный потен-
циал МХ этой группы не отличается от контроль-
ных значений. Можно отметить, что в условиях 
окислительного стресса композиция полифено-
лов проявляет мембраностабилизирующие свой-
ства в отношении МХ сердца.

В сыворотке крови крыс при моделировании 
АКМП отмечено повышение концентрации ТБКРС, – 
базального уровня (в 1,3 раза, p <0,05), а также кон-

центрации ТБКРС в реакции Фентона (Fe2+/H2O2). 
Введение полифенолов и их композиции (2:1) норма-
лизовало исследуемые показатели (таблица 4).

В исследованиях, проведенных in vitro и in 
vivo, показаны выраженные АО свойства компо-
зиции растительных полифенолов ХГК+НГ, ко-
торые проявляются угнетением окислительного 
стресса, повышением активности ГР, при 
tBHP-индуцированной активации свободнора-
дикальных процессов в МХ печени и сердца 
крыс, что предполагает их важный вклад в под-
держание энергетического метаболизма гепато-
цитов и кардиомиоцитов. Введение композиции 

Таблица 2 – Влияние композиции хлорогеновая кислота и нарингин (2:1) на концентрацию GSH и ТБКРС 
в ткани печени крыс при ХАИ, (n=12)

Table 2 – Effect of the composition of chlorogenic acid and naringin (2:1) on the concentration of GSH and TBARS 
in the liver tissue of rats with chronic atherosclerosis, (n=12)

Показатели Контроль
интактный АКМП АКМП+

(ХГК+НГ)
GSH, мкмоль/г ткани 13,12

[11,93:14,33]
8,67

[7,22:9,47] *
9,50

[7,37:11,05] *
ТБКРС, нмоль/г ткани 89,71

[86,65:106,91]
192,99

[137,95:245,06] *
95,52

[83,72:162,83]

Примечание: * p <0,05 по сравнению с группой интактный контроль; # – p <0,05 по сравнению с группой АКМП. 

Note: * p <0.05 compared to the intact control group; # – p <0.05 compared to the ACMP group.

Таблица 4 – Концентрация ТБКРС в сыворотке крови крыс в отсутствие (базальный уровень) и в присутствии 
Fe+2/H2O2, (нмоль/мл сыворотки), (n=6) 

Table 4 – Concentration of TBARS in rat blood serum without addition (basal level) and in the presence of Fe+2/H2O2, 
(nmol/ml blood serum), (n=6).

Показатель Контроль АКМП АКМП+ХГК АКМП+НГ АКМП+ ХГК+НГ
ТБКРС (базальный) 5,96 [5,83:6,26] 7,77 [7,09:9,01]

р1-2=0,028 5,81 [5,18:6,46] 6,30 [5,27:6,45] 6,22 [5,6:7,43]

ТБКРС (спонтанно-ак-
тивированный) 7,93 [7,65:8,75]

10,22 
[9,76:12,13]
р1-2=0,031

9,99 [8,91:10,28]
р1-3=0,105 8,81 [8,74:9,44] 9,04 [8,18:13,36]

Таблица 3 – Влияние композиции хлорогеновая кислота и нарингин (2:1) на уровень GSH и концентрацию 
ТБКРС в эритроцитах крыс; влияние ионов кальция на мембранный потенциал изолированных МХ сердца 
крыс, (n=6)

Table 3 – Effect of the composition of chlorogenic acid and naringin (2:1) on the level of reduced glutathione and the 
concentration of TBARS in rat erythrocytes and the effect of calcium ions on the membrane potential of isolated rat 
heart mitochondria, (n=6)

Показатели Контроль
интактный АКМП АКМП+

(ХГК+НГ)
GSH, ммоль/л 1,94

[1,68, 2,20]
1,73

[1,49, 1,98]
1,86

[1,54, 1,93]
ТБКРС, нмоль/мл клеток 2,13

[1,74, 2,37]
3,86

[3,59, 4,23] *
1,84

[1,56, 2,07] #

Изменение мембранного по-
тенциала, (Ifl – ICa)/ (IFCCP – Ifl), 
отн.ед.

0,24
[0,21, 0,27]

0,55
[0,49, 0,57] *

0,33
[0,30, 0,37] #

Примечание: * p <0,05 по сравнению с группой интактный контроль; # – p <0,05 по сравнению с группой АКМП.

Note: * p <0.05 compared to the intact control group; # – p <0.05 compared to the ACMP group.
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ХГК+НГ (2:1) при АКМП у крыс снижало уро-
вень альдегидных продуктов ПОЛ в сердце, пе-
чени, эритроцитах и сыворотке крови. Показано 
повышение устойчивости МХ сердца крыс, по-
лучавших композицию ХГК+НГ, к открытию 
mPTP, что свидетельствует о её мембраностаби-
лизирующих свойствах при АКМП.

Заключение
Разработанная оригинальная композиция рас-

тительных полифенолов (хлорогеновая кисло-
та+нагингин) может использоваться для созда-
ния лекарственных средств, биологически актив-
ных добавок с кардио- и гепатопротекторными 
свойствами при ХАИ.
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STUDY OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF A COMPOSITION  
OF CHLOROGENIC ACID AND NARINGIN IN VITRO  
AND IN MODELING ALCOHOL CARDIOMYOPATHY

L.I. Nadolnik, T.A. Borodina, I.A. Kuzmitskaya, A.V. Romanchuk,  
A.V. Tumanov, V.Ch. Polubok, E.B. Belonovskaya 

Institute of Biochemistry of Biologically Active Compounds  
of the National Academy of Sciences of Belarus,  

Grodno, Republic of Belarus

Introduction. The mechanisms of development of alcoholic heart disease (alcoholic cardiomyopathy, 
ACMP) include oxidative stress, mitochondrial damage (MD), which suggests an urgent task of developing 
compositions to reduce damage to internal organs in chronic alcohol intoxication (CAI).

Objective: to evaluate the antioxidant effects of compositions of plant polyphenols chlorogenic acid and 
naringin in vitro studies, as well as in the heart and liver of rats in ACMP modeling.

Materials and methods. Studies of chlorogenic acid (CGA) and naringin (NG) compositions (ratio 4:1, 2:1 
and 1:1) were performed on MD isolated from the heart and liver of rats in vitro, for the effect on the concentration 
of aldehyde products of lipid peroxidation (TBARS), glutathione (GSH) and the activity of AO enzymes. Testing 
of CGA + NG (40 + 20 mg / kg) compositions was carried out on the ACMP model.

Results. In ACMP, the concentration of TBARS increases; the introduction of the composition of CGK + 
NG (2:1) normalized this indicator in the heart, liver, blood serum, erythrocytes against the background of ethanol 
consumption. The AO properties of the compositions in vitro were manifested by a decrease in oxidative stress 
markers, an increase in the GSH level, and optimization of the activity of AO enzymes in the liver and heart MC 
in the presence of tread-butyl hydroperoxide (tBHP). The composition of GGK + NG reduced the lipid peroxidation 
activity in native liver and heart MC.

Conclusion. It is shown that the composition of CGK + NG exhibits AO properties in CAI, normalizing the 
level of TBARS in the heart and liver of rats, significantly reducing the manifestations of tBHP-induced in vitro 
lipid peroxidation activation in MC, and stabilizing MC membranes.

Key words. mitochondria of the heart and liver, antioxidant properties, chlorogenic acid, naringin, glutathione, 
aldehyde products of lipid peroxidation.
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ОСНОВЫ ПЛАНИРОВАНИЯ НАУЧНОГО ЭКСПЕРИМЕНТА  
ПРИ ПРОВЕДЕНИИ СИКВЕНС-АНАЛИЗА ПРОКАРИОТИЧЕСКИХ 

ГЕНОМОВ И БАКТЕРИАЛЬНЫХ СООБЩЕСТВ

С. А. Костюк, А. К. Лямцева, О. С. Полуян 
Белорусский государственный медицинский университет, г. Минск, Республика Беларусь

Введение. Любой научный эксперимент требует тщательной предварительной подготовки, при этом 
в медицинской биологии планирование экспериментальной части исследования имеет большое значение 
по причине широкой вариабельности свойств, характерной для биологических объектов. В секвенирова-
нии прокариотических геномов в настоящее время можно выделить два основных направления: секвени-
рование отдельных микробов, в том числе некультивируемых и секвенирование микробных биоценозов 
для изучения структуры сообщества.

Цель исследования. Рассмотреть методологию планирования научного эксперимента при проведе-
нии секвенирования прокариотических геномов и бактериальных сообществ. 

Материалы и методы. Для поиска источников литературы использовали платформы Web of Science 
и Scopus. Осуществлен анализ публикаций с описанием оригинальных исследований и научных обзоров.

Результаты. Планирование научного эксперимента – процедура выбора количества и условий про-
ведения опытов, необходимых и достаточных для решения поставленной задачи с требуемой точностью. 
Описаны источники ошибок на этапе пробоподготовки, варианты применения высокопроизводительного 
секвенирования.

Заключение. Метагеномика, метатранскриптомика и метапротеомика позволяют обнаружить ранее 
неизвестные некультивируемые микроорганизмы, описать их свойства и функции, обнаружить еще не 
изученные биомолекулы, а также охарактеризовать обитающие на теле человека микробные сообщества 
для здоровых людей и пациентов c различными заболеваниями.

Ключевые слова. Научный эксперимент, секвенирование, прокариоты, геном, транскриптом.
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Введение
Появление сиквенс-анализа дало значительный 

толчок развитию микробиологии и смежным обла-
стям. Наблюдающийся в течение последних пяти 
лет быстрый рост количества практически полных 
последовательностей геномов бактерий в откры-
тых базах данных позволил по-новому взглянуть на 
эволюцию прокариот, обнаружить принципиально 
новые типы генетических событий на уровне воз-
никновения видов живых организмов, с тем чтобы 
эффективно восстанавливать метаболизм однокле-
точных. Для некультивируемых микроорганизмов, 
например, микроорганизмов, живущих в экстре-
мальных условиях среды, геномные методы стано-
вятся важнейшим способом их изучения и отправ-
ной точкой для последующей разработки биохими-
ческих методов и методов генной инженерии [1].

Другая область применения секвенирования 
в микробиологии это медицина. Исследование ге-
нома отдельных микробов методами сиквенс-ана-

лиза позволяет быстро выявлять «островки пато-
генности» и локусы, определяющие устойчивость 
к антибиотикам, а также изучить микробных со-
обществ человека, понять взаимосвязь микробио-
ценозов и состояния здоровья пациента.

Третье важное направление применения секве-
нирования – биотехнология, применяя бактерии 
в различных промышленных процессах, на осно-
ве геномных данных можно идентифицировать 
новые ферменты и понять, как модификации ге-
нома связаны с функционированием микроорга-
низмов, что позволяет развиваться биологическим 
технологиям.

Цель научного обзора – рассмотреть методоло-
гию планирования научного эксперимента при 
проведении секвенирования прокариотических 
геномов и бактериальных сообществ.

Материалы и методы
Для поиска источников литературы использо-

вали системы Web of Science и Scopus. Осущест-
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влен анализ публикаций с описанием оригиналь-
ных исследований и научных обзоров.

Результаты и их обсуждение
Сиквенс-анализ имеет значение для молекуляр-

ной биологии в целом, в части понимания основ-
ных механизмов функционирования живой клет-
ки. На начало 2020 года определено около 1500 
полных геномов микроорганизмов, а число ча-
стично собранных геномов, представленных в виде 
множества неупорядоченных фрагментов. состав-
ляет уже около десяти тысяч и быстро растет [2].

Секвенирование бактериального генома мето-
дом Сенгера производили, создавая сначала би-
блиотеку длинных фрагментов (30–40 т.п.н.) в век-
торах на основе геномов фагов с получением кар-
тированной коллекции фрагментов, покрывающих 
весь геном бактерии, затем каждый крупный фраг-
мент субклонировали в плазмидах фрагментами 
по 2–3 т.п.н. и секвенировали их насквозь, часто 
используя не только стандартные праймеры на 
вектор, но и множество геном-специфичных прай-
меров [3]. Позднее, с уменьшением стоимости 
секвенирования за счет выпуска более производи-
тельных секвенаторов, но работающих по-прежне-
му на принципе Сенгера, исследователи стали ис-
пользовать более простой подход: метод дробови-
ка, когда геном сразу клонируют в плазмидный 
вектор вставками по 2–3 т.п.н. и секвенируют 
с многократным покрытием генома по первона-
чальным данным.

В настоящее время методы высокопроизводи-
тельного секвенирования полностью вытеснили 
принцип Сенгера из области геномного сиквенс-а-
нализа. Однако современный подход очень похож 
на метод дробовика: получают последователь-
ность коротких фрагментов генома, добиваясь 
сборки 95–98% последовательности генома [4].

Любой эксперимент требует тщательной пред-
варительной подготовки. В медицинской биологии 
планирование экспериментальной части исследо-
вания имеет большое значение по причине широ-
кой вариабельности свойств, характерной для био-
логических объектов. Эта особенность является 
основной причиной трудностей при интерпрета-
ции результатов, которые могут значительно раз-
личаться от опыта к опыту. Перед началом работы 
исследователь обязан перечислить для себя все 
элементы исследования, способные исказить ре-
зультаты, приложив максимальные усилия к умень-
шению или устранению таких искажений.

Цель планирования научного эксперимента за-
ключается в создании схемы, позволяющей полу-
чить наибольший объем информации при наи-
меньших затратах, а именно выбор количества 

и условий проведения опытов, необходимых и до-
статочных для решения поставленной задачи 
с требуемой точностью.

Среди классических характеристик экспери-
ментального плана выделяют: сравнение (как пра-
вило, в научном эксперименте объект сравнивает-
ся либо с неким заранее заданным стандартом, 
либо с контрольным объектом), рандомизацию, 
повторяемость, однородность и блокировку [5].

Рандомизация научного эксперимента пред-
ставляет собой процесс, используемый для груп-
пировки объектов таким образом, чтобы у каж-
дого из них была равная вероятность попасть 
в контрольную или опытную группу. Другими 
словами, выбор участников исследования должен 
происходить случайно, чтобы исследование не 
было отклонено в сторону «предпочтительного» 
для исследователя результата. Рандомизация не-
обходима для применимости статистических ме-
тодов для анализа данных исследования. Она по-
могает предотвратить смещения, обусловленные 
причинами, которые не были непосредственно 
учтены в плане научного эксперимента. Для этого, 
например, формирование экспериментальных 
групп лабораторных животных производится слу-
чайным образом [6].

Рассмотрим важность рандомизации на кон-
кретном примере. Допустим, вы заинтересованы 
в поиске различий между двумя образцами ДНК. 
Для повышения надежности были собраны по 
шесть повторностей для каждого типа образцов – 
шесть контрольных и шесть экспериментальных. 
Предположим, вы секвенировали, используя две 
дорожки, причем каждая дорожка содержит шесть 
мультиплексированных повторностей. Неверным 
является подход с нанесением одинаковых образ-
цов в одну дорожку сиквенсного чипа. При плани-
ровании такого эксперимента нанесение обоих 
типов образцов вперемешку позволяет исключить 
систематическую ошибку, эффект дорожки, и по-
лучить данные даже в случае неудачного прочте-
ния одной из дорожек.

Например, поиск дифференциально представ-
ленных транскриптов методом секвенирования 
транскриптов контрольной и экспериментальной 
групп образцов. Если одна из дорожек по ка-
кой-либо причине даст меньше прочтений, при 
плохом дизайне можно принять аппаратно воз-
никшую разницу за биологический сигнал. Гораз-
до надежнее в приведенном примере нанести 
в каждую из дорожек равное количество образцов 
из контрольной и экспериментальной групп. Вы-
бор образцов из каждой группы для нанесения 
в одну дорожку лучше всего производить случай-
ным образом [7, 8].
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Для выявления источника вариабельности необ-
ходимо провести несколько испытаний повторов. 
Использование повторений в секвенировании не 
очень распространено по двум причинам: из-за 
высокой стоимости исследования и того факта, что 
один из типов экспериментальных повторений уже 
встроен в сам алгоритм секвенирования – это число 
прочтений каждого участка последовательности 
(степень покрытия). Однако другие типы повторе-
ний, такие как биологические повторности, инстру-
ментальные повторности и повторности для разных 
технологий высокопроизводительного секвенирова-
ния могут быть крайне информативны и важны для 
корректной постановки эксперимента [9].

Биологические повторности, когда встречаются 
по несколько однотипных биологических образ-
цов, являются важной составляющей любого био-
логического эксперимента, позволяя снизить экс-
периментальную ошибку – стохастические ошиб-
ки секвенирования.

Благодаря возможности кодирования образцов 
присоединением адаптеров заданной последователь-
ности, исследователь может довольно легко решить 
задачу инструментальных повторений – секвениро-
вание одного и того же образца несколько раз. Ис-
пользование разных платформ для секвенирования, 
особенно основанных на разных принципах секве-
нирования, также может существенно улучшить ре-
зультаты. Например, комбинация длинных, но не 
очень точных прочтений на платформе PacBio и точ-
ных, но коротких прочтений на Illumina [9, 10].

С повторениями связана чувствительность 
и специфичность эксперимента. В частности, по-
вторности могут быть использованы для опреде-
ления чувствительности и специфичности мето-
дов поиска полиморфизма последовательностей 
ДНК [11].

На этапе планирования научного эксперимента 
исследователю следует обратить особое внимание 
на перечисленные ниже источники ошибок во из-
бежание их совершения.

Источники ошибок на этапе пробоподготовки:
1) ошибки лаборанта (например, неправильная 

маркировка образцов);
2) деградация ДНК и РНК в ходе хранения 

и транспортировки образцов;
3) загрязнение (контаминация) образца чуже-

родными (не относящимися к исследованию) ну-
клеиновыми кислотами;

4) недостаточное количество (или низкая кон-
центрация) образца ДНК.

Источники ошибок на этапе подготовки библи-
отеки для NGS:

1) ошибки исследователя, например, перекрест-
ное загрязнение (кросс-контаминация) образцов;

2) искажения в ходе ПЦР (разная эффектив-
ность амплификации фрагментов, низкая началь-
ная концентрация биологического образца и боль-
шое число циклов ПЦР;

3) искажения в ходе обогащения поли-А-фрак-
ции РНК;

4) аппаратные ошибки (например, некорректная 
работа ПЦР-амплификатора);

5) образование химерных прочтений.
Источники ошибок на этапе, собственно, секве-

нирования:
1) ошибки исследователя (например, пере-

крестные помехи в получении сигнала от разных 
микросфер в результате перегрузки чипа);

2) сбой фазы считывания (за счет неполного 
удлинения или добавления нескольких нуклеоти-
дов вместо одного нуклеотида);

3) сложные для прочтения регионы (GC-бога-
тые или гомополимерные участки);

4) аппаратные ошибки (например, выключе-
ние электропитания, выход из строя лазера, помп 
и приводов, жесткого диска, сбой программного 
обеспечения).

За последние несколько лет наблюдается боль-
шое число публикаций с применением высоко-
производительного секвенирования для различ-
ных целей. Наиболее популярные приложения 
NGS включают в себя: полногеномное секвени-
рование (de novo или повторное); исследование 
различных РНК (часто называемое RNA-Seq); 
крупномасштабный анализ метилирования ДНК; 
изучение ДНК-белковых взаимодействий (ChlP-
seq) и ряд других [3, 12]. 

Полногеномное секвенирование de novo приме-
няется для реконструкции работы клетки и организ-
ма на молекулярном уровне, решение вопросов 
эволюционной геномики, поиска генетических ва-
риаций. Метагеномное секвенирование следует ис-
пользовать для исследования биоценоза, поиска 
новых видов живых систем; секвенирование транс-
криптомов – исследования генной экспрессии, ан-
нотации генома; таргетное секвенирование – поис-
ка генетических вариаций; секвенирование обрабо-
танной бисульфитом ДНК – исследование профиля 
метилирования; секвенирование единичных кле-
ток – исследование генной экспрессии, секвениро-
вание некультивируемых бактерий [4, 13, 14].

В ближайшие годы список приложений NGS, 
несомненно, будет расти благодаря непрерывному 
усовершенствованию существующих подходов 
и выходу на рынок принципиально новых техно-
логий, в частности, технологий секвенирования 
одиночных молекул нуклеиновых кислот [15].

Анализ геномных данных, несомненно, слож-
нее процесса их получения, это процесс можно 
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разделить на две составляющие: аннотацию гено-
ма или идентификацию генов в последовательно-
сти и предсказание их функций, а также биологи-
ческий анализ, т.е. реконструкцию метаболизма, 
установление взаимосвязи фенотипа и генотипа 
и т. д. 

Задача аннотирования прокариотических гено-
мов на сегодняшний день имеет ряд неплохих ре-
шений, при этом продолжающиеся биоинформа-
тические разработки в этой области сулят появле-
ние в скором времени еще лучших алгоритмов. 
Существующие программные продукты позволя-
ют в автоматическом режиме получить достаточно 
хорошо аннотированный геном [16].

Отдельно следует указать на особенности пол-
ногеномного секвенирования de novo некультиви-
руемых бактерий. Вследствие малого количества 
стартовой ДНК ее, как правило, подвергают ам-
плификации по технологии WGA. Наличие этапа 
амплификации сильно усложняет задачу последу-
ющего анализа данных, поскольку покрытие ампли-
фицированного генома оказывается очень неравно-
мерным вследствие искажений амплификации, при 
использовании инвертированных библиотек с дву-
сторонним прочтением длину вставки гораздо слож-
нее контролировать. Следует также учитывать, что 
в процессе амплификации возникают ошибки и хи-
мерные прочтения. Существуют специальные про-
граммы для сборки таких амплифицированных ге-
номов [17, 18].  Важным является биологический 
этап, в рамках которого формируется понимание 
того, как продукты генов работают в системе, как 
микроорганизм использует имеющийся набор генов 
в тех или иных условиях. Этот этап пока не подле-
жит автоматизации и зависит от квалификации 
и эрудиции исследователя.

Известно, что бактериальный транскриптом по 
аналогии с транскриптомом эукариотическим это 
совокупность всех транскриптов данной бактери-
альной клетки. В среднем на рибосомальную РНК 
у бактерий приходится 80% от суммарной РНК по 
массе, на транспортную РНК 15%, на матричную 
и некодирующие РНК – 4-5% [19].

Сложность бактериального транскриптома дол-
гое время была недооценена, лишь с созданием 
технологий высокопроизводительного секвениро-
вания удалось доказать, что у бактерий есть прак-
тически все те же механизмы регуляции экспрес-
сии, как и у эукариотов. Так, у бактерий были най-
дены транскодируемые малые РНК. Это участки, 
расположенные в пространстве между белок-коди-
рующими генами и способные взаимодействовать 
с другими РНК либо белками. Найдены у бактерий 
и цис-кодируемые малые РНК. Они могут зани-
мать 1-2 гена по длине или же иметь протяжен-

ность в несколько генов [20]. Найдены рибопере-
ключатели структуры, чаще всего сенсорные, рас-
положенные в 5’-концевой нетранслируемой 
области РНК, способные изменять конфигурацию 
транскрибируемой молекулы и тем самым либо 
препятствовать, либо помогать экспрессии. У бак-
терий определены безлидерные РНК или РНК без 
транслируемой области, в связи с чем меняется 
схема сборки рибосом на таких транскриптах.

У прокариот обнаружен широкий спектр эпиге-
нетических модификаций, влияющих на спектр 
транскриптов в транскриптоме. Найдена компарт-
ментализация транскриптов, а именно было дока-
зано, что транскрипты белков, которые в дальней-
шем будут взаимодействовать, обычно транскри-
бируются рядом. Так как у бактерий транскрипция 
и трансляция сопряжены, время сборки необходи-
мых белковых комплексов у бактерий сокращено. 
Описаны различные модификации бактериального 
сплайсинга, полиаденилирования, редактирования 
РНК и т.д. [19]. 

Упрощенная схема исследования бактериаль-
ного транскриптома следующая: выделение РНК 
из интересующей бактерии, синтез кДНК, созда-
ние библиотеки фрагментов и, собственно, секве-
нирование. На каждой стадии возможны допол-
нительные манипуляции [21]. Например, можно 
провести обогащение РНК интересующей после-
довательностью, отобрать фракцию только малых 
РНК либо рибосомальных РНК. В конечном ито-
ге после секвенирования исследователь получает 
набор файлов. 

Базовая схема анализа данных секвенирования 
бактериального транскриптома стандартна: вначале 
проводят контроль качества полученных файлов, 
затем осуществляют фильтрацию прочтений и уда-
ление адаптерных последовательностей. После это-
го выполняют картирование прочтений на рефе-
ренсный геном, при этом могут быть использованы 
программы Bowtie, BWA, SOAP и др. Файлы, содер-
жащие картированные последовательности, отбира-
ют и проводят качественный либо количественный 
анализ данных. В ходе качественного анализа транс-
криптома выполняют визуализацию распределение 
прочтений по геному бактерии. При количествен-
ном анализе определяют функциональные катего-
рии или метаболические пути, в которых могут быть 
представлены найденные гены [22].

В результате качественного анализа бактери-
альных транскриптов можно найти новые гены как 
короткие кодирующие белки, так и гены новых 
некодирующих РНК. В ходе анализа уточняют гра-
ницы генов, выявляют некодирующие и нетранс-
лируемые участки. Так как у бактерий большин-
ство генов собрано в опероны, можно выявлять 
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опероны – области покрытия генома прочтениями, 
включающие сразу несколько генов. Также мож-
но определять антисмысловую РНК – покрытие 
прочтениями генома по цепи, противоположной 
смысловой цепи известного гена. Для многих бак-
терий антисмысловая транскрипция может со-
ставлять существенный процент транскриптома. 
В ряде случаев он может превышать объем транс-
крипции по смысловой цепи. За счет сопоставле-
ния количества прочтений в двух и более библи-
отеках можно проводить поиск дифференциально 
представленных транскриптов [23, 24].

Важно отметить, что в ряде биологических задач 
исследование транскриптома или протеома может 
быть крайне информативным. Так, было показано, 
что бактерии Helicobacter pylori из разных участков 
одного и того же пораженного желудка не отлича-
ются генетически, но сильно отличаются по уровню 
экспрессии генов, т.е. бактерии находятся в разных 
функциональных состояниях. При этом профиль 
экспрессии может значительно отличаться до сотни 
генов с существенно разным уровнем экспрессии. 
Ряд работ демонстрирует, что даже в культуре каж-
дая бактерия уникальна по профилю экспрессии 
генов. Анализируя транскриптом в популяции бак-
терий, исследователь измеряет «среднюю темпера-
туру по больнице». Поэтому в перспективе иссле-
дование бактериальных транскриптомов методами 
высокоэффективного секвенирования должно стре-
миться к возможности определения профиля пред-
ставленности транскриптов одной клетки [21].

К настоящему времени описано около 10 000 ви-
дов бактерий, однако некоторые исследователи по-
лагают, что общее число видов прокариот на Земле 
достигает миллиона, при этом значительная их часть 
не культивируется. Истинное разнообразие некуль-
тивируемых микроорганизмов стало понятно после 
появления молекулярно-генетических методов ис-
следования бактериальных сообществ [25]. 

При исследовании микроорганизмов из различ-
ных сред, в том числе живущих в экстремальных 
условиях, геномные методы стали важнейшим 
способом их изучения и отправной точкой для по-
следующей разработки биохимических методов 
и методов генной инженерии. В этом смысле 
секвенирование и особенно высокопроизводитель-
ное секвенирование стало новым этапом в разви-
тии микробиологии как науки.

Для исследования сообществ организмов, оби-
тающих в различных средах, в последние годы все 
чаще обращаются к «мета»-исследованиям, т.е. 
секвенированию образцов, получаемых напрямую 
из окружающей среды. Это могут быть метагеном-
ные, метатранскриптомные и даже метапротеом-

ные данные [26]. Такие исследования позволяют 
обнаружить ранее неизвестные некультивируемые 
микроорганизмы, описать их свойства и функции, 
обнаружить еще не изученные биомолекулы, а так-
же получить более общую картину того, что про-
исходит в той или иной среде.

Основными результатами секвенирования явля-
ются таксономический анализ сообщества либо ре-
конструкция типа сообщества, например, по резуль-
татам анализа метагенома можно установить, что 
сообщество хемолитотрофно и доминирующим про-
цессом в нем является сульфаторедукция [27].

Методы высокопроизводительного секвенирова-
ния хорошо подходят для исследования бактериаль-
ных сообществ, причем как для определения видово-
го разнообразия и количественного состава сообще-
ства т.е. микробиоценоза, так и для секвенирования 
полных геномов присутствующих в нем некультиви-
руемых организмов. Учитывая, что для прокариотов 
характерен горизонтальный перенос генов, зачастую 
для понимания особенностей микробиоценоза важно 
не только наличие гена, например, устойчивости к ан-
тибиотику у конкретного вида, но и его присутствие 
в сообществе в целом [28].

Для исследования видового состава прокари-
от в какой-либо среде обитания можно использо-
вать метод, основанный на секвенировании высо-
коконсервативных регионов генома. Чаще всего 
для этих целей выбирают ген 16S рибосомальной 
РНК (16S рРНК). У гена 16S рРНК длиной около 
1500 п.н. есть константные и вариабельные 
участки. Константные участки позволяют со-
здать «универсальные» праймеры для ПЦР, вза-
имодействующие с ДНК подавляющего боль-
шинства прокариот с примерно равной эффек-
тивностью [29]. Методом ПЦР можно наработать 
расположенные между такими праймерами вари-
абельные участки гена 16S рРНК. Секвенирова-
ние одного или нескольких вариабельных регио-
нов позволяет идентифицировать последователь-
ности, принадлежащие разным видам.

До появления технологий высокопроизводи-
тельного секвенирования полученные продукты 
ПЦР клонировали в плазмидные векторы (в 
Escherichia coli), после чего каждый клон секвени-
ровали с помощью метода Сенгера. Использование 
сенгеровского секвенирования позволяет полу-
чить последовательности высокого качества, поч-
ти полностью покрывающие ген 16S рРНК, что 
существенно важно для точной идентификации 
и различения близких видов. Однако подход с кло-
нированием достаточно дорог, также могут воз-
никнуть дополнительные искажения в конечный 
результат [30].
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Появление технологий высокопроизводитель-
ного секвенирования с длиной прочтения в не-
сколько сотен нуклеотидов позволило использо-
вать его для анализа микробных сообществ по гену 
16S рРНК без этапа клонирования, что ускоряет 
и удешевляет исследование.

Недостатком методов высокоэффективного 
секвенирования в данном применении является 
меньшая, чем в методе Сенгера, длина прочтения, 
поскольку секвенирование клонов методом Сен-
гера с двух сторон дает до 1400 п.н. единой после-
довательности. По короткому участку гена 16S 
рРНК в 200–400 п.н. можно определить бактерию 
лишь до рода. Кроме того, вероятность ошибок 
для технологий высокоэффективного секвениро-
вания гораздо выше, чем для сенгеровского секве-
нирования, таким образом, возникает проблема 
фильтрации ошибок секвенирования. Существу-
ют работы, показывающие, что в ряде метагеном-
ных проектов большое видовое разнообразие со-
общества в результате оказалось следствием оши-
бок секвенирования [31].

Крайне важным является подбор пары прайме-
ров для амплификации регионов гена 16S рРНК. 
Даже в константных участках этого гена между 
последовательностями некоторых видов могут 
встречаться однонуклеотидные вариации, в ре-
зультате чего эффективность амлификации ДНК 
разных видов может в значительной мере разли-
чаться. Этой проблеме посвящен ряд исследова-
ний, предлагающих различные варианты прайме-
ров для получения ампликонов разной длины [32, 
33]. В любом случае, при выборе пары праймеров 
для ПЦР стоит проверить, будут ли с ее помощью 
амплифицироваться последовательности гена 16S 
рРНК тех видов, которые ожидаются для данного 
микробиома, и какие виды при этом могут быть 
утеряны [34, 35].

Несомненным плюсом использования в каче-
стве маркера гена 16S рРНК при анализе симбио-
тического микробиоценоза является исключение 
из анализируемого образца примеси ДНК организ-
ма-хозяина за счет наличия этапа амплификации.

Помимо разной эффективности амплификации, 
при попытке количественно оценить состав ми-
кробиоты возникает еще одна сложность: копий-
ность гена 16S рРНК может варьировать от 2 до 15 
копий на гаплоидный геном [36]. Причем она мо-
жет отличаться даже для микроорганизмов, отно-
сящихся к одному виду. Оценка представленности 
различных видов с учетом числа копий гена 16S 
рРНК или с помощью референсных генов, копий-
ность которых постоянна, может улучшить точ-
ность получаемых результатов [37, 38].

Для биоинформатической обработки данных 
высокопроизводительного секвенирования ампли-
конов используют два подхода [39]:

1. Сравнение полученных последовательностей 
с различными базами данных. В частности, для 
гена 16S рРНК можно использовать базы данных: 
SILVA, Ribosomal Database, NCBI. Базы данных 
имеют встроенные инструменты поиска. Отдель-
ные базы предоставляют специальные инструмен-
ты для анализа данных высокопроизводительного 
секвенирования, например, SINA. Минусом срав-
нения с базами данных являются проблемы при 
аннотации последовательностей, принадлежащих 
новым или плохо описанным видам некультивиру-
емых бактерий.

2. Сравнение полученных последовательностей 
между собой, кластеризация и выявление «опера-
ционных таксономических единиц» –таксон, ана-
логичный виду и определяемый на основании сте-
пени сходства последовательностей ДНК. Этот 
подход не опирается на уже известные последова-
тельности и поэтому позволяет обнаруживать не-
известные виды микроорганизмов. Разработан ряд 
простых в применении инструментов, использую-
щих этот принцип: QIIMME, mothur, CLUSTOM.

Путем секвенирования ампликонов можно не 
только определить таксономический состав ми-
кробного сообщества, но и провести количествен-
ную оценку содержания того или иного микроор-
ганизма в образце.

Помимо использования для анализа микробно-
го сообщества отдельных консервативных регио-
нов генома таких, как ген 16S рРНК или других 
филогенетических маркеров, можно напрямую 
выделить и секвенировать содержащуюся в образ-
це ДНК. Важным преимуществом такого подхода 
является отсутствие этапа амплификации, внося-
щего значительные искажения в результаты.

Впервые термин «метагеном» был предложен 
Хандельсманом с соавт. в 1998 году [40]. Он обо-
значает суммарный набор генов, выявленных в ис-
следуемом образце, как геном одного псевдоорга-
низма, используемый для воссоздания свойств 
исследуемого микробного сообщества.

Первый эксперимент по метагеномному секве-
нированию был проведен в 2004 году [41] и позво-
лил обнаружить 148 ранее неизвестных видов бак-
терий и более 1,2 млн ранее неизвестных генов. 
Первые работы проводили с помощью клонирова-
ния фрагментов ДНК в плазмидных векторах 
в клетках бактерии кишечной палочки и последу-
ющего секвенирования методом Сенгера. Длин-
ные прочтения в значительной степени упрощали 
сборку и анализ данных, но из-за клонирования 



84 Биохимия и молекулярная биология    Том 4. 1(6)/2025

возникали искажения, поскольку некоторые после-
довательности плохо поддаются клонированию, 
например, если участок бактериальной ДНК несет 
ген, токсичный для Е. coli, то такой фрагмент мо-
жет быть утерян в ходе клонирования. Эту пробле-
му можно исключить, используя несколько разных 
организмов для клонирования [42].

Технологии высокопроизводительного секве-
нирования позволяют избежать клонирования и, 
соответственно, получить намного больше данных 
с меньшими финансовыми затратами. Для метаге-
номного секвенирования используют практически 
все доступные на сегодняшний день технологии: 
454 Life Sciences, Illumina, Ion Torrent. В некото-
рых случаях такое секвенирование позволяет по-
лучить полную последовательность генома для 
некультивируемых бактерий [43].

Оптимальным представляется комбинирован-
ный алгоритм, сочетающий в себе как чтение ко-
ротких вариабельных участков, так и метагеном-
ное секвенирование. Последовательность шагов 
в таком алгоритме может быть следующей:

1) секвенирование короткого вариабельного 
участка (чаще всего это фрагмент или несколько 
фрагментов 16S рРНК);

2) секвенирование метагенома;
3) анализ прочтений 16S рРНК в метагеноме 

и их классификация;
4) удаление из результатов всех не классифици-

руемых данных;
5) анализ сообщества по кратности прочтения 

контигов с 16S рРНК (чем больше прочтений 16S 
рРНК, тем больше данного микроба содержится 
в сообществе);

6) сопоставление результатов двух подходов.

Заключение
Планирование научного эксперимента – проце-

дура выбора количества и условий проведения 
опытов, необходимых и достаточных для решения 
поставленной задачи с требуемой точностью.

Некоторые биологические задачи предполага-
ют исследование схожих, но территориально раз-
деленных сообществ микроорганизмов. Напри-
мер, сравнение микробиоты кишечника разных 

людей и т.п. После сопоставления видового соста-
ва сообщества и процентного соотношения микро-
организмов в ряде задач имеет смысл исследовать 
генетическое разнообразие отдельных видов бак-
терий в сообществе, пользуясь нуклеотидным по-
лиморфизмом. Например, для микробиоценозов 
человека кишечного или урогенитального можно 
обнаружить, что в разных странах или при разных 
физиологических состояниях человека бактерии 
одного вида в сообществе могут быть очень дале-
ки филогенетически.

Биоинформатическое обнаружение гена в по-
следовательности генома далеко не всегда озна-
чает, что он работоспособен. Для понимания функ-
циональных возможностей сообщества в дополне-
ние к метагеномным данным целесообразно 
определение метатранскриптома секвенирование 
суммарных мРНК сообщества. Исследования ме-
татранскриптомов осложнены нестабильностью 
молекул РНК и, как следствие, необходимостью 
быстрой и эффективной фиксации образца. Для экс-
тракции РНК из столь сложных образцов разраба-
тываются специальные методы.

Поскольку 95% от всех РНК в клетке составля-
ют рибосомальная и транспортная РНК, в процес-
се исследования их приходится исключать [22]. 
Чтобы понять, какие гены экспрессируются и в ка-
кой степени, необходимо выравнивание получен-
ных данных метатранскриптома на метагеном, 
аннотация и нормализация. Возможно и выравни-
вание на референсные геномы из баз данных, но 
более информативным будет выравнивание и ан-
нотация относительно метагеномных данных для 
того же образца.

Таким образом, «мета»-исследования сегодня 
являются одной из быстро развивающихся обла-
стей медицины, в том числе благодаря появлению 
методов высокоэффективного секвенирования. 
Метагеномика вместе с метатранскриптомикой 
и метапротеомикой позволяют понять состав 
и функционирование микробных сообществ, в том 
числе и симбиотических человеку, охарактеризо-
вать обитающие на теле человека микробные со-
общества для здоровых людей и пациентов c раз-
личными заболеваниями. 
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BASICS OF SCIENTIFIC EXPERIMENT PLANNING  
FOR SEQUENCING ANALYSIS OF PROKARYOTIC GENOMES  

AND BACTERIAL COMMUNITIES
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Background. Any scientific experiment requires careful preliminary preparation, and in medical biology 
planning of the experimental part of the study is of great importance due to the wide variability of properties 
characteristic of biological objects. In sequencing of prokaryotic genomes two main directions can be distinguished 
at present: sequencing of individual microbes, including uncultivated ones, and sequencing of microbial biocenoses 
to study the community structure.

Objective. To consider the methodology of scientific experiment planning when sequencing prokaryotic 
genomes and bacterial communities.

Material and Methods. The Web of Science and Scopus platforms were used to search for literature sources. 
Publications describing original studies and scientific reviews were analyzed.

Results. Planning a scientific experiment is a procedure for selecting the number and conditions of experiments 
necessary and sufficient to solve the problem with the required accuracy. The sources of errors at the stage of 
sample preparation, variants of high-throughput sequencing application are described.

Conclusions. Metagenomics, metatranscriptomics and metaproteomics make it possible to discover previously 
unknown unculturable microorganisms, describe their properties and functions, discover not yet studied biomolecules, 
and characterize microbial communities inhabiting the human body for healthy people and patients with various diseases.
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РОЛЬ ЦИНКА, МЕДИ И ЖЕЛЕЗА ПРИ ИШЕМИЧЕСКОМ 
ИНСУЛЬТЕ. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

А. Г. Шляхтун1, Ж. В. Мотылевич1, Е. Ф. Радута1, Ф. М. Турсунходжаева2 
1Институт биологически активных соединений НАН Беларуси, г. Гродно, Республика Беларусь; 

2Институт химии растительных веществ им. акад. С. Ю. Юнусова  
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Введение. Ишемический инсульт остаётся одной из ведущих причин смертности и инвалидизации 
во всём мире. В последние годы возрос интерес к роли ряда микроэлементов, в частности цинка (Zn), меди 
(Cu) и железа (Fe), в патогенезе, диагностике и коррекции ишемического инсульта. 

Цель исследования заключалась в систематизации данных о роли Zn, Cu и Fe в патогенезе ишеми-
ческого инсульта, оценке их диагностической значимости и возможных перспективах коррекции микроэ-
лементного дисбаланса на основе современных научных исследований.

Материалы и методы. Для подготовки обзора проведён поиск литературы о роли микроэлементов 
(Zn, Cu и Fe) при ишемическом инсульте. Основными источниками информации выступали рецензируемые 
журналы, систематические обзоры и мета-анализы в международных базах данных (PubMed, Web of 
Science и Scopus), а также в национальных информационных ресурсах за период с 2015 по 2025 год, что 
позволило оценить современные тенденции исследований.

Результаты. Авторами проведен обзор последних литературных данных о роли Zn, Cu и Fe в пато-
генезе, диагностике и коррекции ишемического инсульта. 

Заключение. Обзор демонстрирует роль микроэлементов (Cu, Zn и Fe) в патогенезе, диагностике и кор-
рекции ишемического инсульта, определяя перспективы будущих исследований, и может полезен для клини-
цистов, неврологов и исследователей, занимающихся изучением патофизиологии ишемического инсульта.

Ключевые слова: ишемический инсульт, микроэлементы, цинк, медь, железо, купроптоз, ферроптоз, 
нейропротекция.

Для цитирования: Роль цинка, меди и железа при ишемическом инсульте. Обзор литературы / 
А. Г. Шляхтун, Ж. В. Мотылевич, Е. Ф. Радута [и др.] // // Биохимия и молекулярная биология. – 2025. – 
Т. 4, № 1(6). – С. 88–98.

Введение
Ишемический инсульт (ИИ) остаётся одной из 

ключевых медико-социальных проблем, занимая 
второе место среди причин смертности и третье 
среди факторов, приводящих к инвалидизации [1].

На сегодняшний день микроэлементы (МЭ) стали 
объектом интенсивного изучения в контексте невро-
логических заболеваний. Это связано как с развитием 
высокоточных методов анализа (атомно-абсорбцион-
ная и эмиссионная спектрометрия, рентгенофлуорес-
центная микроскопия и др.), так и с осознанием их 
важнейшей роли в гомеостазе нервной ткани.

Наиболее изученными в связи с ИИ являются 
селен, цинк (Zn), медь (Cu) и железо (Fe), участву-
ющие в регуляции окислительно-восстановитель-
ного баланса, нейровоспаления и клеточной гибе-
ли. При этом патологически повышенные уровни 
Zn, Cu и Fe могут усугублять ишемическое по-
вреждение мозга – их избыточное накопление спо-
собствует развитию специфических форм клеточ-
ной гибели (ферроптоз, купроптоз), усилению 
окислительного стресса и нарушению проницае-
мости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ).

Вместе с тем, возможности использования этих 
элементов как диагностических и прогностиче-
ских маркеров остаются недостаточно изученны-
ми и противоречивыми. Это становится особенно 
актуальным по причине отсутствия адекватных 
маркеров и предикторов ухудшения состояния па-
циента для оперативной коррекции лечения [2].

Также дискуссионным остается вопрос о кор-
рекции микроэлементного дисбаланса в комплекс-
ной терапии ИИ. 

Таким образом, цель настоящего обзора заклю-
чалась в систематизации данных о роли цинка, 
меди и железа в патогенезе ишемического инсуль-
та, оценке их диагностической значимости и воз-
можных перспективах коррекции микроэлемент-
ного дисбаланса на основе современных научных 
исследований.

Физиологическая роль и гомеостаз цинка, 
меди и железа в ЦНС

Цинк (Zn) – ключевой микроэлемент, участву-
ющий в широком спектре биологических процес-
сов, в том числе в функционировании нервной 
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системы; Zn играет решающую роль в нейромоду-
ляции, синаптической пластичности, процессах 
обучении и памяти

Zn транспортируется в мозг альбуминами 
(около 80 %) и α2-макроглобулином (до 20 %) 
крови [3]. Поступление Zn в мозг регулируется 
эндотелием ГЭБ. Содержание Zn во взрослом 
мозге составляет около 200 µM. Среди отделов 
мозга самые высокие концентрации отмечены 
в гиппокампе, миндалевидном теле и коре [4]. 
Наибольшие количества цинка содержатся в си-
наптических пузырьках глутаматергических 
нейронов гиппокампа и коры мозга, а также в со-
держащих гормон роста нейронах передней доли 
гипофиза и пигментных эпителиальных клетках 
сетчатки [5]. 

В биологических системах цинк находится 
в форме Zn2+. Концентрация свободного Zn в ци-
топлазме покоящихся нейронов крайне мала и на-
ходится в субнаномолярном диапазоне. Импорт 
Zn2+ внутрь клеток преимущественно осуществля-
ется транспортерами семейства ZIP (Zrt-/Irt-like 
proteins), которые помимо Zn транспортируют не-
которые двухвалентные катионы металлов таких 
как Fe, Mn, Cu, Cd и др. Основная роль в транспор-
те Zn в клетку отводится ZIP1 и ZIP2 [6]. Практи-
чески весь внутриклеточный Zn связан с белками, 
которые нейтрализуют цитотоксичность его ио-
нов. Внутриклеточный пул лабильного Zn пред-
ставлен комплексами с металлотионеинами – низ-
комолекулярными белками, богатыми цистеином, 
которые аккумулируют в себе до 15 % внутрикле-
точного Zn. Для доставки металла к специфиче-
ским мишеням используются специфические ме-
таллошапероны, например, белки семейства ZNG1 
(zinc-regulated GTPase metalloprotein activator) [7].

Экспорт Zn из клеток осуществляется транс-
портерами ZnT (Zinc transporter), например, ZnT1, 
которые локализованы на плазматической мембра-
не и обеспечивает выведение Zn2+ наружу и ZnT2/
ZnT3, участвующими в секвестрации Zn в везику-
лы или синаптические пузырьки.

Регуляция транспорта Zn происходит путем из-
менения экспрессии генов металлотионеинов, ZIP 
и ZnT под действием транскрипционного фактора 
MTF-1 (metal-responsive transcription factor 1), ко-
торый активируется при связывании с Zn2+ [8]. 
Также важную роль играет посттрансляционный 
контроль, включая интернализацию транспорте-
ров при избытке Zn. 

Медь (Cu) является важнейшим МЭ, участвую-
щим в ключевых физиологических процессах нерв-
ной системы: она входит в состав цитохром-с-окси-
дазы, участвуя в энергетическом метаболизме, яв-

ляется кофактором супероксиддисмутазы (Cu/
Zn-SOD), участвуя в антиоксидантной защите, яв-
ляется кофактором дофамин-β-гидроксилазы, уча-
ствующей в синтезе норадреналина (нейротранс-
миттерная роль) и т.д.

Существует значительное расхождение между 
данными о концентрациях Cu в головном мозге: ее 
среднее содержание оценивается в пределах от 
2,5–3,5 мкг/г [9] до 10-25 мкг/г [10]. 

Уровни Cu варьируются в разных областях моз-
га: молекулярный слой зубчатой извилины гиппо-
кампа, голубое пятно, черная субстанция и субвен-
трикулярная зона имеют более высокое содержа-
ние Cu, чем другие области. Гетерогенность 
концентрации Cu в мозге частично связана с уров-
нем экспрессии Cu-зависимых ферментов, таких 
как пептидилглицин-α-амидирующая моноксиге-
наза в обонятельной луковице и дофамин-β-ги-
дроксилаза в голубом пятне. Имеющиеся данные 
свидетельствуют о том, что Cu в большей степени 
сосредоточена в сером веществе (телах нейронов, 
дендритах и синапсах), по сравнению с белым ве-
ществом мозга (миелинизированными аксонами).

В целом, нейрональные и глиальные клетки 
играют различную роль в гомеостазе Cu в мозге. 
В нейронах Cu необходима для функциональной 
активности мозга: производства нейротрансмитте-
ров, передачи сигналов и синаптической пластич-
ности, тогда как астроциты и глия осуществляют 
хранение и перераспределение Cu.

Транспорт ионов Cu в организме осуществля-
ется в основном церулоплазмином крови (до 90 %), 
и, в меньшей степени, α2-макроглобулином (до 15 
%) и альбуминами. Cu попадает в ЦНС через си-
стему кровообращения и транспортируется в виде 
свободных ионов через ГЭБ [11]. 

Внутрь клеток мозга ионы Cu2+ переносятся пе-
реносчиком DMT1 (divalent metal transporter 1), 
который способен неспецифично транспортиро-
вать и другие катионы двухвалентных металлов, 
в том числе Zn и Fe. Однако значение именно 
DMT1 в транспорте меди оказывается невысоким. 
Специфичный транспортер CTR1 (copper 
transporter 1) переносит медь в виде иона Cu1+ 

внутрь клеток [12]. Металлоредуктазы на поверх-
ности мембран клеток (например, STEAP) восста-
навливают Cu2+ до Cu1+, позволяя CTR1 транспор-
тировать одновалентный ион внутрь [13]. Предпо-
лагается, что такая специфичность эволюционно 
закреплена для того, чтобы развести пути метабо-
лизма переходных металлов друг от друга.

Внутри клетки ионы Cu связываются с пептида-
ми (глутатион) и белками для предотвращения ци-
тотоксического эффекта и создания ее пула в клетке. 
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К белкам, связывающим ионы Cu, относится 
переносчик меди Atox1 (antioxidant 1 copper 
chaperone), который является основным внутри-
клеточным транспортером меди, и металлошапе-
роны к SOD – CCS (copper chaperone for superoxide 
dismutase), и к цитохромоксидазе – Cox17 и SCO2. 
Комплекс Atox1 с медью, способен входить в ядро 
клетки и связываться с ДНК, оказывая влияние на 
экспрессию генов метаболизма меди [14].

В транспорте ионов Cu из клетки задействова-
ны переносчик Atox1 и АТФ-зависимые помпы – 
ATP7A (транспорт Cu1+между аппаратом Гольджи 
и наружной мембраной) и ATP7B (транспорт ио-
нов меди в аппарат Гольджи).

Регуляция поступления Cu происходит путем 
уменьшения или увеличения числа активных 
транспортеров на мембране за счет интернализа-
ции в везикулы или усиления транскрипции, соот-
ветственно. Также может изменяться экспрессия 
и транспортеров ATP7A и ATP7B [11].

Железо (Fe) играет важную роль в процессах 
пролиферации нейронов, миелинизации, энерго-
продукции, нейротрансмиссии и работе различ-
ных ферментов в ЦНС. 

Известно, что распределение общего Fe в здоро-
вом головном мозге человека гетерогенно: самые вы-
сокие концентрации отмечены в базальных ганглиях, 
низкие – в коре, среднем мозге и мозжечке, ещё 
ниже – в мосту, области голубоватого пятна и продол-
говатом мозге. Нейроны неокортекса, черной суб-
станции, субикулума и глубоких ядер мозжечка де-
монстрируют сопоставимые уровни Fe. Однако со-
держание Fe в глиальных клетках обычно выше, чем 
в нейронах. Олигодендроциты обладают самой высо-
кой концентрацией Fe, среди глиальных клеток [15].

Транспорт Fe к органам и тканям осуществля-
ется трансферрином крови. Передача Fe от транс-
феррина в клетки осуществляется с помощью ре-
цептора трансферрина TrfR. Образующийся после 
связывания трансферрина с рецептором TrfR ком-
плекс подвергается эндоцитозу; после высвобо-
ждения ионов железа Fe3+ внутри клетки, рецептор 
перемещается обратно на мембрану клетки, вме-
сте с ним трансферрин высвобождается в кровь 
или интерстициальную жидкость. 

Показано, что Fe активно транспортируется 
между нейронами, микроглией и астроцитами, од-
нако причины данного явления не ясны. Известно, 
что трансферрин в головном мозге синтезируется 
в олигодентроцитах и хороидном сплетении, одна-
ко секретируется только последним [16].

Импорт свободных ионов Fe2+ в клетки опо-
средуется переносчиком DMT1. Специфичность 
транспорта Fe обеспечивается комбинацией 

DMT1 и рецепторов трансферрина (TfR1), кото-
рые захватывают Fe, связанное с трансферрином, 
через эндоцитоз.

Внутриклеточное Fe связывается с феррити-
ном – белком, который депонирует металл в неток-
сичной форме. Для распределения железа внутри 
клеток (например, для синтеза гема) используется 
шаперон PCBP1 (Poly(rC)-binding protein 1), до-
ставляющий Fe2+ к ферропортирующим белкам. Fe 
также включается в [FeS] кластеры при участии 
шапероновой системы ISC [17]. 

Экспорт Fe из клеток осуществляется через 
ферропортин – единственный известный транс-
портер, выводящий Fe2+ наружу. Для окисления 
Fe2+ до Fe3+ (необходимого для связывания с транс-
феррином) используется ферроксидазы гефестин 
или церулоплазмин.

Регуляция метаболизма Fe осуществляется на 
уровне экспрессии DMT1, TfR1 и ферропортина. 
Ключевую роль играет белок гепсидин, который 
при избытке Fe связывается с ферропортином, вы-
зывая его деградацию и блокируя экспорт. Транс-
крипционный контроль обеспечивается системой 
IRP/IRE (Iron Regulatory Proteins/Iron Responsive 
Elements), которая регулирует трансляцию генов 
в зависимости от уровня Fe в клетках [18].

Понимание физиологических механизмов го-
меостаза Zn, Cu и Fe в ЦНС необходимо для по-
следующего анализа их роли в патогенезе ишеми-
ческого инсульта.

Патофизиологическая роль цинка,  
меди и железа при ишемическом инсульте
В условиях ишемии ткани мозга подвергают-

ся острому энергетическому дефициту вслед-
ствие прекращения поступления глюкозы и кис-
лорода. Это приводит к нарушению работы ион-
ных насосов, утрате мембранного потенциала, 
дисбалансу ионов (Na+, Ca2+, Zn2+), активации 
NMDA/AMPA-рецепторов и вторичному каскаду 
цитотоксических процессов, в частности, пере-
грузке митохондрий Ca2+, увеличению выработки 
активных форм кислорода (АФК) и азота (АФА) 
и активации различных путей клеточной гибели.

В зоне ишемического ядра происходит гибель 
нейронов и глиальных клеток, в основном по не-
кротическому пути, наблюдается дезинтеграция 
ГЭБ и инфильтрация ткани иммунокомпетентны-
ми клетками. 

В острой фазе, в период «терапевтического 
окна». клетки в зоне полутени (пенумбре) отно-
сительно жизнеспособны, но градуально проис-
ходит разрушение внутриклеточных структур, 
наблюдаются признаки дегенерации и в конеч-
ном итоге наступает их гибель. Нейроны и гли-
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альные клетки, включая микроглию и астроци-
ты, претерпевают морфологические, биохими-
ческие и генетические изменения. В нейронах 
наблюдается активация различных сигнальных 
путей, ведущих их к гибели по пути апоптоза, 
пироптоза, некроза, некроптоза и др. Активация 
микроглии и трансформация ее фенотипа в вос-
палительный является острой реакцией на цере-
бральную ишемию. Активированная глия ми-
грирует к пораженному участку и инициирует 
воспалительный процесс, выделяя цитокины, 
АФА и АФК, и металлопротеиназы [19]. Допол-
нительно к этому происходит разрушение ком-
понентов ГЭБ, что усугубляет ишемическое по-
вреждение [20].

Значительную роль в патогенезе повреждения 
тканей мозга при ишемии играет нарушение гоме-
остаза МЭ. В частности, отмечается упомянутая 
выше аккумуляция Na и Ca, а также значительных 
количеств Zn, Cu и Fe как в очаге ишемии, так 
и в пенумбре, которые усугубляют токсические 
повреждения и гибель нейронов [21,22]. 

В частности, показано, что избыток Zn в ише-
мизированной области запускает каскад нейроток-
сических механизмов. При ИИ наблюдается уве-
личение концентрации Zn как в ишемическом 
ядре, так и в зоне полутени: он выделяется из 
Zn-содержащих глутаматергических терминалей 
во внеклеточное пространство, также показана ак-
кумуляция свободного Zn в телах нейронов, где 
происходит высвобождение его ионов из белков, 
и выход из внутриклеточных органелл, депониру-
ющих его ионы [23].

Одним из ключевых факторов нейротоксиче-
ского действия избытка Zn является окислитель-
ный стресс: его накопление в митохондриях, нару-
шает их функции и активирует НАДФН-оксидазу, 
что приводит к избыточному образованию АФК. 
Параллельно Zn активирует воспалительные про-
цессы, стимулируя микроглию к выделению про-
воспалительных цитокинов. Еще одним механиз-
мом является патологическая аутофагия: избыток 
Zn приводит к пермеабилизации лизосомальных 
мембран, что приводит к неконтролируемому раз-
рушению клеток. Также избыток Zn увеличивает 
проницаемость ГЭБ, нарушая функционирование 
клеток эндотелия и активируя ММП-2 и ММП-9, 
которые разрушают межклеточный матрикс и бел-
ки плотных контактов [24, 25].

Накопление Cu при ИИ способно вызвать ку-
проптоз [26] – гибель клеток, обусловленную пря-
мым связыванием ионов Cu1+ с липоилированны-
ми митохондриальными белками, что приводит 
к их агрегации и развитию протеотоксического 

стресса. Значительную роль в процессе купропто-
за играет внутримитохондриальный белок ферре-
доксин-1, восстанавливающий ионы меди Cu2+ до 
Cu1+ [27].

Fe играет ключевую роль в патогенезе окисли-
тельного стресса и нейровоспаления при ИИ. Дис-
баланс между ферро- (Fe²⁺) и ферриформой (Fe³⁺) 
приводит к усилению генерации АФК в реакции 
Фентона, гиперактивации перекисного окисления 
липидов, снижению уровня восстановленного глу-
татиона, и в конце концов ферроптозу – програм-
мируемой некротической гибели клеток [28,29].

Также, избыток металлов переменной валент-
ности может индуцировать нейродегенерацию че-
рез механизмы, отличные от активации пероксида-
ции липидов, в частности, ионы Fe3+ и Cu2+ способ-
ны окислять катеколамины, в том числе дофамин, 
до токсичных хинонов [30, 31].

Таким образом, нарушение гомеостаза Zn, Cu 
и Fe в условиях ишемии усиливает нейротоксич-
ность, способствует деградации клеток и структур 
мозга, а также является потенциальной мишенью 
для нейропротективного вмешательства.

Прогностическая значимость концентраций 
цинка, меди и железа в крови пациентов  

при ишемическом инсульте
Несмотря на растущий интерес к МЭ как потен-

циальным биомаркерам, данные об их диагности-
ческой и прогностической ценности при ИИ оста-
ются противоречивыми. Результаты клинических 
исследований демонстрируют широкий разброс 
концентраций Zn, Cu и Fe в сыворотке крови па-
циентов с ИИ, и разную направленность их изме-
нений, что затрудняет интерпретацию и клиниче-
ское применение. В ряде исследований описано 
снижение их уровней в сыворотке крови [32], в дру-
гих, напротив, показано, что ИИ приводит к уве-
личению сывороточных уровней цинка, меди и же-
леза [33].

Для примера в таблицах 1–3 продемонстриро-
ваны данные по уровням Zn и Cu, полученные раз-
ными авторами. В приведенных таблицах отраже-
ны противоположные изменения концентраций Zn 
и Cu в сыворотке крови у пациентов с ИИ.

Данная неоднозначность результатов может 
быть обусловлена совокупностью факторов.

В первую очередь, отсутствием информации 
о содержании МЭ в сыворотке у пациентов до на-
чала ИИ, что создает предпосылки для неверной 
интерпретации данных и неправильных выводов.

Во вторых, ошибками классификации – вы-
борка пациентов с ИИ и формирование группы 
исследования должны учитывать как минимум 
локализацию очага инсульта, так как известно, 
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что между различными регионами мозга наблю-
даются существенные различия в концентрациях 
МЭ, а также наличие индивидуальных особенно-
стей метаболизма у пациентов, хронических за-
болеваний, воспалительных процессов и приме-
нение медикаментов, которые могут повлиять на 
уровни МЭ в крови.

В-третьих, особенности методологии опреде-
ления МЭ играют немаловажную роль. Отличия 

в условиях хранения, транспортировки и пробо-
подготовки, а также использование различных 
методов определения, реагентов и калибровоч-
ных стандартов могут значительно влиять на 
точность измеряемых концентраций, что отра-
жается на итоговых данных исследования. Кро-
ме того, большинство современных методологи-
ческих подходов не учитывают того, что, МЭ 
в организме могут присутствовать как в свобод-

Таблица 1 – Содержание микроэлементов* в крови у пациентов с кардиоэмболическим вариантом ишемиче-
ского инсульта (по классификации TOAST [34]), и с другими этиопатогенетическими вариантами инсульта 
в сравнении с данными здоровых лиц, Ме (25–75-й процентили) [35]

Table 1 – The content of trace elements* in the blood of patients with cardioembolic ischemic stroke (according to the 
TOAST classification [34]), and with other etiopathogenetic variants of stroke in comparison with the data of healthy 
individuals, Iu (25th-75th percentiles) [35]

Показатель Здоровые лица, 
n=16

Пациенты  
с кардиоэмболическим ИМ, 

n=15

Пациенты с другими  
этиопатогенетическими вариантами 

ИИ, n=16
Медь, мкмоль/л 179 (26,4–557) 13,7 (8,5–20,1)

р=0,01
18,1 (12,7–39,1)

р=0,009
Цинк, мкмоль/л 360 (48,6–12 531) 66,5 (12,3–163) 60,0 (6,6–93,8)

Примечание: * Уровни МЭ определены методом атомно-эмиссионной спектрометрии с возбуждением спектров электриче-
ской дугой переменного тока

Note: * ME levels are determined by atomic emission spectrometry with excitation of the spectra by an alternating current electric arc

Таблица 2 – Средние значения содержания меди и цинка ** в сыворотке крови здоровых и больных мужчин с 
ишемическим инсультом [36] 

Table 2 – Average values of copper and zinc ** in the blood serum of healthy and sick men with ischemic stroke [36]

Показатель Здоровые
(n = 39)

Больные
(n = 51) Достоверность различия (p)

Cu, мкг/мл 1,09±0,19 1,27±0,23 0,008
Zn, мкг/мл 0,93±0,14 1,19±0,17 < 0,001

Примечание: ** – Уровни МЭ определены методом масс спектрометрии с индуктивно связанной аргоновой плазмой

Note:** – ME levels were determined by inductively coupled argon plasma mass spectrometry

Таблица 3 – Содержание цинка, меди и соотношение Cu/Zn сыворотки крови у пациентов с острым ишемическим 
инсультом по сравнению с популяцией здоровых людей в северо-восточном регионе Польши (согласно [37]) 

Table 3 – The content of zinc, copper, and the Cu/Zn ratio of blood serum in patients with acute ischemic stroke 
compared with the population of healthy people in the northeastern region of Poland (according to [37])

Здоровые Пациенты с ИИ p *
Zn, мг/л Все 0,79 (0,71–0,89) 0,62 (0,51–0,73) <0,001

Мужчины 0,76 (0,69–0,88) 0,65 (0,51–0,73)
Женщины 0,79 (0,72–0,90) 0,59 (0,51–0,73)

p 0,658 0,573
Cu, мг/л Все 0,97 (0,86–1,24) 0,99 (0,82–1,12) 0,283

Мужчины 0,86 (0,78–1,11) 0,97 (0,8–1,11)
Женщины 1,06 (0,91–1,29) 1,01 (0,84–1,14)

p 0,008 0,245
Молярное 
соотношение
Cu/Zn

Все 1,34 (1,08–1,66) 1,68 (1,22–2,09) <0,001
Мужчины 1,19 (1,01–1,41) 1,61 (1,22–2,06)
Женщины 1,46 (1,14–1,76) 1,74 (1,20–2,20)

p 0,022 0,485

Примечание: *** Уровни МЭ определены методом атомно-абсорбционной спектрометрии

Note:*** ME levels were determined by atomic absorption spectrometry
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ной, так и в связанной формах. В итоге, получа-
емые данные не могут быть должным образом 
интерпретированы и быть использованы в кли-
нической практике. 

Немаловажным аспектом является временной 
промежуток между началом патологического про-
цесса и моментом взятия крови – динамика уров-
ней МЭ во время острого и восстановительного 
периодов ИИ может существенно различаться, что 
усложняет сопоставление результатов различных 
исследований.

Отдельные исследования указывают на возмож-
ную прогностическую ценность соотношений меж-
ду МЭ, например Cu/Zn (таблица 3, [37]), в контек-
сте тяжести течения заболевания и исхода. Однако 
необходима стандартизация методик и критериев 
оценки, прежде чем данные параметры смогут быть 
внедрены в рутинную клиническую практику.

Таким образом, проведённый анализ литера-
турных данных выявил существенные различия 
между направленностью изменений уровней Zn, 
Cu и Fe в сыворотке крови пациентов с ИИ. Не-
смотря на потенциальную значимость указанных 
элементов как прогностических маркеров, их ис-
пользование ограничено недостаточной воспроиз-
водимостью результатов исследований. Следует 
подчеркнуть, что такие противоречивые результа-
ты указывают на необходимость стандартизации 
протоколов исследования уровней МЭ у данной 
категории пациентов, что может стать перспек-
тивным направлением для последующих иссле-
дований, направленных на совершенствование 
диагностики и терапии ИИ.

Коррекция микроэлементного дисбаланса 
при ишемическом инсульте

В свете данных о вовлечённости Zn, Cu и Fe 
в патогенез ИИ, логичным становится вопрос 
о возможности терапевтической коррекции их 
уровней в пораженном участке мозга.

Идея о добавлении препаратов Zn [38], Cu [39] 
или Fe [40] в состав комплексной терапии ИИ ос-
нована на наблюдениях сниженных уровней этих 
элементов в крови пациентов с ИИ в некоторых 
исследованиях. Однако подобная стратегия пред-
ставляется чрезмерно механистической и редукци-
онистской, поскольку она не учитывает значимую 
роль избытка Zn, Cu и Fe в патогенезе ишемиче-
ского повреждения, и игнорирует многофактор-
ность регуляторных механизмов, участвующих 
в поддержании гомеостаза МЭ в организме. В це-
лом, данный подход вызывает сомнения, учитывая 
доказанный вклад их избытка в окислительный 
стресс, нейротоксичность и активацию механиз-
мов клеточной гибели. 

Наоборот, исследования последних лет акценти-
руют внимание на перспективности хелаторной те-
рапии – направленного связывания и выведения 
избытка МЭ, вовлечённых в патогенез инсульта [41]. 

Ключевой проблемой остаётся обеспечение 
специфичности действия хелаторов – предот-
вращение дефицита микроэлементов в здоро-
вых тканях. Это возможно при использовании 
систем таргетной доставки или препаратов, ак-
тивируемых в условиях ишемии. Несмотря на 
технологические ограничения, направление ак-
тивно развивается и может стать основой пер-
сонализированной терапии инсульта в долго-
срочной перспективе.

На сегодняшний день изучены возможности 
применения хелаторной терапии для коррекции 
уровней Zn, Cu и Fe при моделировании ИИ на 
культурах клеток, органных культурах и в экспе-
риментах на животных. Хелаторы Zn, Cu и Fe де-
монстрируют эффективность в доклинических 
моделях, снижая объем ишемического поврежде-
ния, подавляя окислительный стресс, воспаление 
и проявления купро- и ферроптоза.

Так, показано, что связывание Zn с помощью 
мембранопроницаемого селективного хелатора 
TPEN при моделировании ИИ заметно снижает 
количество апоптотических клеток в органной 
культуре и в гиппокампе крыс при моделировании 
глобальной ишемии, что сопровождается значи-
тельным уменьшением объема ишемического по-
вреждения [42, 43].

При исследовании эффектов хелатирования Cu 
D-пеницилламином в модели ИИ путем окклюзии 
средней мозговой артерии у крыс, показано, что 
хелатирование уменьшало объем инфаркта голов-
ного мозга, способствовало сохранению дыхания 
и мембранного потенциала митохондрий, блоки-
ровало пути купроптоза, опосредованного FDX1 
[44]. Использование тетратиомолибдата аммония, 
еще одного хелатора ионов Cu широко применяе-
мого при болезни Вильсона, при моделировании 
ИИ у крыс повышало активность антиоксидант-
ных систем мозга и снижало окислительное по-
вреждение ткани, количества конечных продуктов 
нитрозативного стресса и уровень провоспали-
тельных цитокинов [45].

В экспериментах на крысах показано, что хела-
торы Fe – десфероксамин и деферипрон – облег-
чают постинсультную симптоматику и нейроког-
нитивные нарушения [46], предотвращая развитие 
окислительного стресса и ферроптоза; селектив-
ный хелатор ионов Fe2+ блокировал развитие фер-
роптоза и снижал нейрокогнитивный дефицит при 
моделировании ИИ у крыс [47]. Однако, говорить 
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об использовании хелаторов железа при ишемиче-
ском инсульте в клинике преждевременно. 

Заключение
Микроэлементы цинк, медь и железо играют 

ключевую роль в регуляции нейробиологических 
процессов и гомеостаза в условиях как физиоло-
гического функционирования мозга, так и при раз-
витии ишемического инсульта. Нарушение их ба-
ланса, как в сторону дефицита, так и избыточного 
накопления, оказывает значительное влияние на 
тяжесть и исход ишемического повреждения.

Проведённый обзор демонстрирует потенци-
альную значимость Zn, Cu и Fe не только в патоге-
незе инсульта, но и как потенциальных биомарке-
ров и терапевтических мишеней. При этом теку-
щие научные данные носят противоречивый 
характер, что связано с отсутствием стандартиза-
ции подходов к измерению, диагностике и интер-
претации микроэлементного статуса пациентов.

С практической точки зрения, представленная 
информация может быть полезна представлять 
значительный интерес для широкого круга специ-
алистов. В первую очередь, информация будет по-
лезна клиницистам, неврологам, поскольку изло-
женные сведения способствуют более глубокому 
пониманию молекулярно-клеточных механизмов 
заболевания. Кроме того, обзор представляет цен-
ность для исследователей и ученых, занимающих-
ся изучением патофизиологии ишемического ин-
сульта, а также разработкой новых методов кор-
рекции метаболических нарушений, связанных 
с микроэлементным дисбалансом.

Выявленные в обзоре противоречия и недостат-
ки существующих методик анализа и стратифика-
ции пациентов по клинико-метаболическим при-
знакам подчёркивают актуальность внедрения 
стандартизированных протоколов в исследовани-
ях, что может стать толчком для дальнейших эм-
пирических работ и открытий.
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THE ROLE OF ZINC, COPPER, AND IRON IN ISCHEMIC STROKE. 
LITERATURE REVIEW

A. H. Shlyahtun1, Zh. V. Motylevich1, A. F. Raduta1, F. M. Tursunkhodzhaeva2 
1Institute of Biologically Active Compounds of the National Academy of Sciences of Belarus, 

Grodno, Republic of Belarus; 
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Background. Ischemic stroke continues to be one of the foremost contributors to global mortality and long-
term disability. Recent investigations have increasingly focused on the influence of trace elements – particularly 
zinc, copper, and iron – not only in the pathogenesis of ischemic stroke but also in refining diagnostic assessments 
and enhancing therapeutic interventions.

Beyond this concise overview, there is a growing field of research exploring how alterations in trace element 
homeostasis might affect neural recovery and vascular integrity. For instance, current studies are examining 
whether targeted modulation of these elements could mitigate neuronal damage or improve rehabilitation outcomes 
in stroke patients. Concurrently, the integration of standardized protocols in clinical research is essential for 
validating these findings and translating them into more effective, personalized treatment strategies.

Objective of this study is to consolidate the current data on the role of zinc, copper, and iron in the pathogenesis 
of ischemic stroke, evaluate their diagnostic significance, and explore the potential of supplementation strategies 
to correct micronutrient imbalances in light of contemporary scientific research.

Material and Methods. In preparation for this review, a literature search was conducted to examine the 
pathogenesis, diagnosis, and management of ischemic stroke, with a particular focus on the role of trace elements – 
specifically zinc, copper, and iron. Primary sources included peer-reviewed journals, systematic reviews, and 
meta-analyses obtained from international databases such as PubMed, Web of Science, and Scopus, as well as 
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from national information repositories. The search encompassed publications from 2015 to 2025, thereby enabling 
a comprehensive assessment of current research trends.

Results. The authors conducted a comprehensive review of current literature to examine the roles of zinc, 
copper, and iron in the pathogenesis, diagnostic evaluation, and therapeutic management of ischemic stroke.

Conclusions. This review elucidates the critical roles of trace elements – copper, zinc, and iron, in the 
pathogenesis, diagnostic evaluation, and therapeutic management of ischemic stroke. It identifies promising 
avenues for future research and is of significant interest to clinicians, neurologists, and researchers focused on the 
underlying pathophysiology of ischemic stroke.

Key words: ischemic stroke, trace elements, zinc, copper, iron, cuproptosis, ferroptosis, neuroprotection.
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ИЗ СТАРШЕГО ЛАБОРАНТА В ПРОФЕССОРА 
(К 95-ЛЕТИЮ СО ДНЯ РОЖДЕНИЯ  

РАИСЫ ВАСИЛЬЕВНЫ ТРЕБУХИНОЙ)

Наступивший 2025 год – год 100-летнего юбилея, 
выдающегося учёного, организатора науки и здра-
воохранения, педагога академика Юрия Михайло-
вича Островского символически начался с январско-
го юбилея его сподвижницы, ученицы и известного 
исследователя в области медико-биологических 
наук Раисы Васильевны Требухиной. 27 января ис-
полнилось 95 лет со дня её рождения. Среди много-
численных учеников Юрия Михайловича, принад-
лежащих к «первой волне» и позволивших ему 
обосновать открытие в Гродно академического 
учреждения (Отдела регуляции обмена веществ 
(ОРОВ) Академии наук(АН) БССР в 1970 г.) фор-
мированием коллектива единомышленников-вита-
минологов, только Раиса Васильевна от начала до 
конца прошла совместно с учителем путь в акаде-
мическую науку, внесла крупный вклад в создание 
Гродненской биохимической школы.

Р. В. Требухина родилась в г. Ташкенте в семье 
железнодорожного рабочего, которого в 1944 г. на-
правили на восстановительные работы в г. Брест. 
Здесь в 1949 г. она завершила среднее образование 
и поступила в Минский государственный меди-
цинский институт (МГМИ). Ещё до окончания ин-
ститута в каникулярное и предвыпускное время 
начала трудовую деятельность в качестве меди-
цинской сестры в областных больницах Бреста 
и Минска, а по распределению в 1955–1957 гг. тру-
дилась на должности главного санитарного врача 
Сморгонской районной санитарно-эпидемиологи-
ческой станции (РайСЭС) Молодечненской обла-

сти. В 1957 г. прошла специализацию по бактери-
ологии в Белорусском государственном институте 
усовершенствования врачей, по окончании кото-
рой работала на должности врача-бактериолога 
в санитарно-контрольной станции группы совет-
ских войск в Германии (ГСВГ) до августа 1960 г. 

В характеристике начальника части 07365 
ГСВГ указывается: «…уделяла большое внимание 
изучению и освоению современных методов уско-
ренной диагностики… Имеет наклонность к науч-
но-исследовательской работе». 

Со своими исследовательскими навыками и при-
обретённым опытом бактериолога Раиса Васи-
льевна решила поступать в аспирантуру по специ-
альности «микробиология» в Гродненский госу-
дарственный медицинский институт (ГГМИ), 
была допущена к вступительным экзаменам, но 
получила предложение Ю. М. Островского рабо-
тать в коллективе кафедры биохимии на должно-
сти старшего лаборанта биохимической лабора-
тории, в состав которой она и была зачислена 1 
ноября 1960 г. 

Заведующий кафедрой и ректорат не возражали 
против её работы по совместительству в Гроднен-
ском родильном доме, а, в последующем, в Грод-
ненской РайСЭС. На заявлении Р. В. Требухиной 
стоит виза Ю. М. Островского: «В совместитель-
стве не возражаю. Более того, считаю целесообраз-
ным разрешить его, т.к. кафедра заинтересована 
в налаживании микробиологического метода опре-
деления витамина В1, а это возможно в условиях 
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работы в СЭС по совместительству» (заявление от 
13.01.1961 г.). Склонность к исследовательской 
работе была оценена руководством кафедры и с но-
ября 1961 г. состоялся перевод на должность млад-
шего научного сотрудника биохимической лабора-
тории, созданной при кафедре биохимии. 

С разрешения Министерства здравоохранения 
(МЗ) БССР она была направлена на стажировку в г. 
Москву для освоения микробиологического опре-
деления витаминов, что было затем внедрено в экс-
периментальных исследованиях. По истечении года 
работы в характеристике зав. кафедрой указывает-
ся: «Помимо текущей работы она приняла активное 
участие в подготовке врачей-лаборантов для Брест-
ской и Гродненской областей. Не считаясь с личным 
временем… проводит большую научно-исследова-
тельскую работу… В настоящее время ею прово-
дится изучение активности пентозофосфатного 
цикла при тиреотоксикозе». Из этого архивного до-
кумента становится ясным начало основного на-
правления и научного интереса Раисы Васильев-
ны – биохимии пентозофосфатного цикла (ПФЦ). 
Это же и раздел генерального плана изучения вита-
мина В1, разработанного Ю. М. Островским, по-

скольку в метаболическом цикле присутствует тиа-
миновый фермент – транскетолаза. 

Стремление к научным исследованиям, по всей 
вероятности, проявилось у Раисы Васильевны 
ещё в студенческие годы и было посвящено раз-
вивающейся области биохимии, к которой моти-
вацию к научным изысканием прививал основа-
тель Белорусской биохимической школы, заведу-
ющи кафедрой общей химии МГМИ, доцент 
Бандарин В.А., недавний учитель выпускника 
1950 года – Юрия Островского, увлекающегося 
витаминологией. Знания гигиенических основ ви-
таминологии в эти «догродненские» годы стали 
серьёзным мотивом последующего творческого 
сотрудничества с доцентом, а с 1965 г. профессо-
ром Юрием Михайловичем Островским, осново-
положником «Тиаминового направления» в совет-
ской (и мировой) витаминологии.

Как следует из перечня научных работ Раисы 
Васильевны в 1962–1965 г., она освоила методы 
определения транскетолазы по убыли субстрата 
и приросту продукта реакции в эритроцитах, ана-
лизальдопентоз и пировиноградной кислоты, мо-
делировала недостаточность тиамина на голубях, 

    
Студенческие годы Р. В. Требухиной: студенты 5-го курса в общежитии (Раиса Васильевна вторая справа) –  

слева, однокурсницы Иодко, Кирсанова, Требухина (1954) – справа

  
Р В. Требухина с группой врачей-лаборантов (1963) и с М. Н. Садовник  

на Втором Всесоюзном биохимическом съезде в Ташкенте (1969)



101Ученые беларуси / Scientists of Belarus

крысах, мышах, в том числе с применением анти-
метаболитов – окситиамина и пиритиамина, а так-
же гипервитаминоз витамина В1 и состояния 
острого токсикоза. Именно ею, в сущности, обо-
снована классическая модельокситиаминового 
авитаминоза, использованная целым поколением 
учёных (60–80-е годы) в экспериментальной вита-
минологии. Одновременно, показатели пентозного 
цикла исследовались у пациентов с гипертониче-
ской болезнью, ревматизмом, атеросклеротиче-
ским кардиосклерозом. В доклинических исследо-
ваниях изучались эффекты противотуберкулёзных 
препаратов, разобщителей клеточного дыхания, 
тиреотропных гормонов, аминазина. Обширный 
массив экспериментальных и клинических дан-
ных, полученных Р.В. Требухиной, позволил обо-
сновать первостепенную значимость транскето-
лазного теста в изучении обеспеченности организ-
ма витамином B1и его метаболизма при различных 
патологических состояниях организма. На основа-
нии полученных данных Ю. М. Островским обо-
сновывалась концепция патогенеза возникновения 
гипертонической болезни как гипервитаминоза B1.

Объем исследований и публикационная актив-
ность Раисы Васильевны достаточно велики, они 
лишь частично использованы в докторской дис-
сертации научного руководителя (1965), но их с из-
бытком хватило на собственную диссертацию в по-
следующем. Ею были сделаны научные сообще-
ния на Республиканском и Всесоюзном уровне, 
в том числе на Всесоюзном симпозиуме по тиами-
ну (1966), материалы её экспериментов также 
представлены на международном уровне. Это ста-
ло возможным благодаря исключительному трудо-
любию и трудоспособности Раисы Васильевны, 
в этот период поддерживающей своих родителей 
и самой в 1965г. ставшей матерью. 

Приобретенные педагогические навыки реали-
зовались в обучении студентов-медиков – с 1964г. 

она была переведена на должность ассистента ка-
федры биохимии. Одновременно руководила науч-
ными работами студентов, избиралась профоргом 
кафедры. Оформление кандидатской диссертации 
на тему «Активность транскетолазы эритроцитов 
как показатель, характеризующий обеспеченность 
организма тиамином» и последующая защита 
в Ученом совете Смоленского медицинского ин-
ститута 22 мая 1967г., быстрое утверждение науч-
ной степени Высшей аттестационной комиссией 
(ВАК) 22 июля 1967г. стали благоприятной ступе-
нью дальнейшего роста педагога и ученого в грод-
ненской научной среде. Она приняла решение не 
останавливаться и создавать научную группу еди-
номышленников по изучению ПФЦ и смежных 
реакций метаболизма.

В рабочем плане ассистента Р.В. Требухиной 
1966–1967 гг., наряду с защитой диссертации, –ос-
воение всех методов изучения ферментов ПФЦ–ак-
тивности трансальдолазы, изомеразырибозо-5-фос-
фата и получение субстрата 3-фосфоглицеринового 
альдегида. Это уже претензия на достижение миро-
вого уровня исследований и возможность включе-
ния в фундаментальную академическую науку, ко-
торая с сентября 1970г. начала пускать корни в сре-
де гродненских витаминологов.

В период становления ОРОВ АН БССР и, в осо-
бенности, при первоначальной его локализации на 
кафедре биохимии ГГМИ, в здании знаменитой 
«баториевки», Р. В. Требухина как сформировав-
шийся исследователь и специалист оказывала ме-
тодическую и консультативную помощь молодым 
сотрудникам академического учреждения. С нача-
лом исследований в области экспериментальной 
онкологии она внедряла апробированную методо-
логию изучения ПФЦ, обмена никотинамидсодер-
жащих коферментов (совместно с Г. М. Михальце-
вичем) и, оставаясь ассистентом ГГМИ, с 1974 г. 
руководила работами группы академических со-

  
Раиса Васильевна на практических занятиях по биохимии (1964)  

и с заведующим и сотрудниками кафедры биохимии ГГМИ (1966) 
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трудников. Перспективы использования антитиа-
миновых факторов для блокирования карциноге-
неза представлялись ей и Ю. М. Островскому чрез-
вычайно заманчивыми, что было поддержано 
член-корреспондентом Академии медицинских 
наук (АМН) СССР Шапотом В. С., крупным био-
химиком-онкологом, с 1961 г. развивавшим кон-
цепцию взаимоотношений опухоли и организма. 
Столь серьёзный уровень и направление исследо-
ваний потребовали концентрирования усилий Ра-
исы Васильевны на полнокровной науке. В 1975 г. 
Она была избрана по конкурсу на должность стар-
шего научного сотрудника ОРОВ, руководителя 
научной группы экспериментального онкогенеза. 
Этот научный коллектив сложился под руковод-
ством Р. В. Требухиной в 70-е годы и окончательно 
оформился в тематическую научную группу с её 
приходом на должность руководителя 11 августа 
1975 г. Под её руководством уже шли результатив-
ные диссертационные исследования, исполните-
лями которых стали её коллега, кандидат медицин-
ских наук Михальцевич Г. Н. и младшие сотрудни-
ки, будущие кандидаты наук Петушок В. Г., Лашак 

Л. К., Величко М. Г., Бородинский А. Н. Появился 
в коллективе первый аспирант – Туманов В. Н. Из 
студенческой среды приобщались к научному по-
иску и стали соавторами её опубликованных работ 
Валуй С. Б., Раков А. В., Якубчик Т. Н., причём 
Тамара Николаевна, пройдя «Школу Р. В. Требухи-
ной» в последующем стала кандидатом наук, авто-
ром монографии, доцентом, руководителем курса 
по гастроэнтерологии в ГГМИ.

Первое научное сообщение группы Р. В. Тре-
бухинойпо новому направлению исследований 
состоялось в 1974 г. и было посвящено активно-
сти ПФЦ у животных-опухоленосителей. В даль-
нейшем работа велась по выявлению особенно-
стей метаболизма тиамина при опухолегенезе, 
изучению противоопухолевого действия витами-
нов группы В, реакции опухолей при торможении 
ферментов углеводного обмена. В исследованиях 
раскрывались механизмы захвата глюкозы опухо-
лями, трансформации витамина В1 в кофермент, 
особенности метаболизма в различных видах 
опухолей. Ряд полученных в эксперименте эф-
фектов и биомаркеров исследовался в клиниче-

   
Р. В. Требухинаи ближайшие сотрудники: В. Н. Туманов, Г. Н. Михальцевич (слева)  

и В. Г. Петушок, Л. К. Лашак (справа)

    
Старший научный сотрудник Р. В. Требухинас дочерью и сотрудницами на Первомайской демонстрации (1970) 

и на выступлении по результатам участия в международном конгрессе онкологов (1993)
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ской практике. Глобально удалось доказать воз-
можность применения тиамина в лечении опухо-
лей, в особенности для снижения токсичности 
химиотерапевтических средств.

С именем Раисы Васильевны связана идея и прак-
тическая работа по организации «Гродненских вита-
минологических симпозиумов»: I – 1966 (тиамин), 
II–1972 (тиамин), III– 1975 (межвитаминные взаимо-
отношения), IV– 1977 (витамин B5), V– 1978 (ПФЦ), 
VI– 1980 (биохимия алкоголизма), VII – 1983 (анти-
витамины).Симпозиум 1978 г., который был ею ини-
циирован и организован, стал демонстрацией высо-
кого уровня гродненских «пентозников», предтечей 
новых проектов международного и внутрисоюзного 
уровня, признанием Р. В. Требухиной лидером в этой 
интригующей области метаболической регуляции. 
Этот исторический в научной судьбе Раисы Васи-
льевны 1978 г. был также ознаменован присужде-
нием ей учёного звания «старший научный сотруд-
ник» (постановление Президиума АН СССР по сек-
ции химико-технологических и биологических наук 
5 апреля 1979 г.). 

После завершения первого этапа исследований 
в 1980 г., Р. В. Требухиной и её сотрудниками были 
расширены эксперименты с перевиваемыми опухо-
лями, чему в немалой степени способствовало её 
плодотворное сотрудничество с НИИ онкологии 
и медрадиологии МЗ СССР и Онкологическим цен-
тром АМН СССР. В планируемой докторской дис-
сертации обосновывалась концепция обеднения 
витаминами тканей организма опухоленосителя, 
выявлялись новые эффекты коферментой формы 
тиамина, потенцирующего действие противоопухо-
левых препаратов и уменьшающего их цитотокси-
ческий эффект на здоровые ткани. Морфологиче-
ские и биохимические иссле-
дования обнаружили новые 
стороны действия окситиами-
на. Выполнен обширный объ-
ём исследований с меченым 
[C14]-тиамином, впервые рас-
крывшим механизмы его вну-
триклеточной биотрансфор-
мации. Ею разработан и начал 
широко применяться в экспе-
риментах и клинических на-
блюдениях ферментативный 
метод определения кофермен-
та – тиаминдифосфата. Как ру-
ководитель коллектива Раиса 
Васильевна оказалась успеш-
ной в привлечении к работе 
практических врачей и внебюд-
жетных средств, ею проведена 

хоздоговорная работа по профилактике авитамино-
за у пушных зверей в хозяйстве «Озёры» Гроднен-
ского района.

Её высокий научный рейтинг был подтверждён 
Учёным Советом учреждения, аттестовавшим её 
главным научным сотрудником после защиты док-
торской диссертации на тему «Особенности мета-
болизма тиамина в организме при росте злокаче-
ственных опухолей» в Совете Института физиоло-
гии АН БССР 29 марта 1985 г. (утверждена ВАК 
18 октября 1985 г.).

В списке научных работ Раисы Васильевны это-
го периода 99 публикаций, включая крупнейшие 
авторитетныемеждународные издания – Journal of 
Nutrition и Neoplasma. В журнале Nutrition and 
Cancer (№6, 1984 г.) была опубликована статья ав-
торов Требухиной Р., Островского Ю., Шапота В., 
посвящённая обороту тиамина и активности тиа-
миндифосфат-зависимых ферментов у мышей cас-
цитной карциномой Эрлиха, получившая высокий 
рейтинг в научном сообществе.

Защита докторской диссертации и успешное 
развитие научного коллектива группы эксперимен-
тальной онкологии явилось крупным вкладом в со-
здание предпосылок превращения ОРОВ в акаде-
мический институт, что было признано и оценено 
руководством АН БССР и (в то время) членом-кор-
респондентом Ю. М. Островским. Было принято 
решение об открытии лаборатории биохимии опу-
холей, под руководством доктора биологических 
наук Р. В. Требухиной, которое было реализовано 
в сентябре 1987 г. избранием на должность заведу-
ющего лабораторией и утверждено постановле-
нием Президиума АН БССР №133 от 26 ноября 
1987 г. В карточке учёта доктора наук на 1 янва-

В числе руководителей симпозиума 1978 г. академик АН ССР,  
Герой социалистического труда Северин Сергей Евгеньевич,  

Президент Всесоюзного биохимического общества (третий справа)
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ря 1986 г. указывается руководство 1 аспирантом 
и 4 соискателями; а также издание 99 работ, в т.ч. 
41 статьи и соавторство в 2-х монографиях. Ана-
логичный документ на 1 января 1989 г. указывает 
на 112 публикаций (50 статей) и 4 подготовлен-
ных кандидатов наук, а на 1 января 1991 г. – опу-
бликована 71 статья, в т.ч. 26 после защиты док-
торской диссертации. По рекомендации академика 
Ю. М. Островского она аттестована в должности 
заведующего лабораторией в марте 1991 г.

Тем не менее работа научного коллектива Раисы 
Васильевны протекала в далеко не самых благопри-
ятных условиях. Начатая в 1987 г. научно-исследова-
тельская работа «Роль витаминов В1, РР и их произ-
водных в регуляции роста экспериментальных опу-
холей» выполнялась 5 исполнителями, четверо из 
которых были обременены общественными нагруз-
ками. Получение субстанции основного метаболиче-
ского инструмента – окситиамина было весьма огра-
ниченным и воспринималось негативно рядом кол-
лег, из-за низкой специфичности и токсичности. 
Академиком Ю. М. Островским была принята вспо-
могательная доклиническая программа апробирова-
ния препарата в качестве потенциального лекар-
ственного средства, прерванная его безвременной 
кончиной 31 декабря 1991 г. Во исполнение его пла-
нов и актуализации проблемы ликвидации послед-
ствий аварии на Чернобыльской АЭС коллектив 
Р. В. Требухиной был реорганизован в лабораторию 
экологической биохимии, а она была назначена заве-
дующим лабораторией с 22 декабря 1992 г. 

С 1996 г. проводились исследования по теме 
«Биохимическая оценка резистентности организ-
ма при совместном воздействии малых доз радиа-
ции и техногенных факторов. Разработка способов 
коррекции нарушений биологическими регулято-
рами». Сотрудниками Р. В. Требухиной были Бань-
ковский А. А., Петушок В. Г., Лашак Л. К., Моты-
левич Ж. В., Леднёва И. О., Петушок Н. Э., Миц-
кевич И. А., Ельчанинова М. А., Высоцкая Л. Б. 

Совмещение научных исследований по радиа-
ционной тематике и мониторировании загрязнён-
ных пищевых продуктов и регионов Гродненщи-
ны в 90-е годы стало неоценимым гуманитарным 
вкладом Раисы Васильевны и её сотрудников в со-
хранение здоровья населения. Важным научным 
аспектом было выявление механизмов и марке-
ров комбинированного воздействия малых доз ра-
диации или инкорпорированного 137Сsи различных 
токсикантов (фенола, оксида углерода, метанола, 
формальдегида), расширяющих возможности при-
менения радиопротекторных средств, в частности 
обладающих антиокислительной активностью. 
В этом плане заслуживают особого упоминания 
доказательства высокой протекторной активно-
сти D-пантенола в условиях радиационного гам-
ма-облучения. Эти результаты были включены 
в кандидатскую диссертацию Н. Э. Петушок 
«Глутатионовая система при воздействии фенола, 
формальдегида и гамма-излучения. Возможности 
коррекции витаминами А, Е и пантенолом», за-
щищённую 27 сентября 2000 г., после утвержде-
ния послужившей аргументом присуждения Раи-
се Васильевне учёного звания профессора.

Незаметно пришедшее 65-летие Раисы Васи-
льевны, несмотря на её высокую деловую и науч-
ную активность, стало формальным препятствием 
работы на должности руководителя подразделе-
ния. Тем не менее, дирекция Института биохимии 
продлила контракт на заведование лабораторией 
в 1996–1998 гг., с дальнейшим переводом на долж-
ность главного научного сотрудника и продлением 
договора в 2000 г. По совокупности руководства 
защищенными диссертациями и опубликования 
научных работ в январе 2001 г. доктору биологи-
ческих наук Р. В. Требухиной решением Ученого 
Совета Института биохимии НАН Беларуси при-
своено ученое звание «Профессор» по специаль-
ности «Биология» (Решение ВАК РБ от 25 апре-
ля 2001 г.)

   
Зав. лабораторией биохимии опухолей Р. В. Требухина готовит отчёт по изучению окситиамина  

и обсуждает полученные результаты с академиком Ю. М. Островским



105Ученые беларуси / Scientists of Belarus

Профессиональные экспертные качества и её 
доброжелательность проявились в защитах дис-
сертационных работ как внутри Института (неод-
нократно была консультантом и оппонентом), так 
и за пределами. Нельзя не оценить и внутрисемей-
ную активность Р. В. Требухиной. Она была вдох-
новителем на выполнение кандидатской и доктор-
ской диссертаций своей дочери Марии Владими-
ровны Кажиной, ныне профессора кафедры 
акушерства и гинекологии Гродненского государ-
ственного медицинского университета. В течение 
ряда лет сотрудничала в Советах по защите дис-
сертаций (Смоленск, Гродно), так и в экспертных 
Советах научных программ Всесоюзного и респу-
бликанского уровня.

Последний день работы Раисы Васильевны 
в Институте биохимии состоялся 29 декабря 2001 г. 
В её трудовой книжке многочисленные благодар-
ности и поощрения, премии за победы и достиже-
ния в соцсоревновании и рационализаторские 
предложения. В 1984 г. за долголетний добросо-
вестный труд награждена медалью «Ветеран тру-
да». Научные достижения профессора Р. В. Требу-
хиной высоко оценены руководством республики 
и академии: награждена Почетной грамотой Вер-
ховного совета БССР (1979) и Почетной грамотой 
Президиума НАН Беларуси (1998). Её научный 
рейтинг по изданию «Кто есть Кто в Республике 
Беларусь» (2001 г.) указывает на соавторство в 3-х 
монографиях и 205 печатных работах, включая 35 
в зарубежных изданиях, а также членство в Евро-
пейской ассоциации онкологических исследова-
ний (European Association of Cancer Research 
(EACR)).

Уже будучи на заслуженном отдыхе она подго-
товила к защите кандидатскую диссертацию Го-
рецкой М. В. «Влияние дипептида «деглутам» на 
функциональную и метаболическую активность 

   
Выступление Раисы Васильевны на международном конгрессе в Германии (1996) и обсуждение совместных 

работ с профессором Г. В. Ковалевским и сотрудниками лаборатории экологической биохимии (1998)

лимфоцитов и макрофагов», защищённую в Ви-
тебском государственном медицинском универси-
тете 31 мая 2002 г., а 25 июня 2002 г. оппонировала 
кандидатскую диссертацию Наруты Е. Ф. в Совете 
Института биохимии.

В своей работе она оставалась преданной тра-
дициям биохимического сообщества, заложенным 
её учителем и научным руководителем академиком 
Ю. М. Островским и всегда оставалась доброже-
лательным товарищем и мудрым советчиком, со-
храняя память об основателе биохимической шко-
лы и академического Института.

В трудный период трансформации и рефор-
мирования Института биохимии НАН Беларуси 
в Унитарное предприятие востребованность на-
учных идей Р. В. Требухиной и её учеников была 
исключительно необходима. К сожалению, бо-
лезненное состояние Ветерана Гродненской био-
химической школы стало непреодолимым пре-
пятствием. Ушла из жизни Раиса Васильевна 
6 ноября 2012 г. и нашла упокоение на Гроднен-
ской земле, которую полюбила и прославила 
своей научной судьбой.

А. Г. Мойсеёнок,  
М. В. Кажина, О. Е. Кузнецов
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