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РЕЦЕПТОРЫ КЛЕТОК КРОВИ И АНТИГЕН CYFRA 21-1 
КАК ПРЕДИКТОРЫ БЕЗРЕЦИДИВНОЙ ВЫЖИВАЕМОСТИ 
ПАЦИЕНТОВ С НЕМЕЛКОКЛЕТОЧНЫМ РАКОМ ЛЕГКОГО 

ПОСЛЕ РЕЗЕКЦИИ ОПУХОЛИ R0

Н. Н. Ковганко1, А. Д. Таганович1, В. И. Прохорова2, Д. И. Мурашко1, 
А. В. Колб1, О. В. Готько2, Л. А. Державец2

1Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет», 
г. Минск, Республика Беларусь;

2Государственное учреждение «Республиканский научно-практический центр 
онкологии и медицинской радиологии им. Н. Н. Александрова», 

аг. Лесной, Минская область, Республика Беларусь

Введение. Безрецидивная выживаемость пациентов с I стадией НМРЛ в течение 5 лет составляет 
60–70 %, а при II стадии – 35–40 %, поэтому актуальной является разработка прогнозных показателей, 
которые бы позволяли предсказывать рецидив опухолевого процесса у пациентов на ранних стадиях для 
их результативного лечения.

Цель исследования – обосновать возможность использования лабораторных показателей для про-
гноза рецидива НМРЛ у пациентов с ранними стадиями. 

Материалы и методы. У 1250 пациентов анализировалась длительность безрецидивного периода 
после проведенного лечения по результатам наблюдения в течение одного года. У 103 пациентов опреде-
ляли уровень CYFRA 21-1 иммуноферментным методом, рецепторов CXCR1,2, CD44v6 – методом про-
точной цитометрии. 

Результаты. По итогам графического анализа Каплана-Майера определены группы низкого (I ст. 
G1–2 + II ст. G1) и высокого (I ст. G3 + II ст. G2–3) рисков рецидива опухоли. У пациентов с высоким 
риском по сравнению с низким больше был уровень CYFRA 21-1, интенсивность флуоресценции CXCR1 
в гранулоцитах, относительное содержание CXCR2 в лимфоцитах и CD44v6 в моноцитах (p < 0,05). По-
строено уравнение логистической регрессии и рассчитано его пороговое значение – 0,467. 

Заключение. Результаты определения  концентрации CYFRA 21-1 и параметров рецепторов CXCR1, 
CXCR2 и CD44v6 в составе уравнения позволяют прогнозировать риск рецидива опухоли у пациентов 
с НМРЛ с эффективностью 84,5 %. 

Ключевые слова: немелкоклеточный рак легкого, рецидив, CYFRA 21-1, CXCR1, CXCR2, CD44v6, 
безрецидивная выживаемость.

Для цитирования.  Рецепторы клеток крови и антиген CYFRA 21-1 как предикторы безрецидивной 
выживаемости пациентов с немелкоклеточным раком легкого после резекции опухоли R0 / Н. Н. Ковган-
ко [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, №1(2). – С. 7–12.

Введение
В структуре заболеваемости раком легкого око-

ло 80 % составляет немелкоклеточный рак (НМРЛ), 
который на основании гистологического исследо-
вания чаще всего является аденокарциномой или 
плоскоклеточным раком. 5-летняя выживаемость 
пациентов с НМРЛ существенно меньше, чем 
в случае злокачественных опухолей другой лока-
лизации (толстый кишечник, молочная железа, 
предстательная железа) и составляет 15 % [1]. Это 
обусловлено диагностикой данного заболевания 

на поздних стадиях. У 70 % пациентов удается по-
ставить правильный диагноз только на IIIB/IV ста-
диях, когда оперативное вмешательство уже не 
показано или гораздо менее эффективно, и только 
у 16 % пациентов диагностируется наличие НМРЛ, 
ограниченного легочной тканью [2]. 

Самым ранним этапом клинически верифици-
рованного развития опухоли, согласно классифи-
кации TNM, является I стадия. Как правило, таким 
пациентам после проведенной хирургической пол-
ной резекции опухоли (R0) никакого терапевтиче-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ И КЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
EXPERIMENTAL AND CLINICAL RESEARCH
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ского лечения не проводят. Между тем, еще 
в 2005 году исследователи пришли к заключению, 
что адьювантная химиотерапия эффективна у па-
циентов с I стадией НМРЛ [3]. Однако до настоя-
щего времени нет понимания, в каких случаях на 
этом этапе развития заболевания проведение такой 
терапии было бы необходимо. 

Полученные сведения дополняют имеющую-
ся информацию о том, что у пациентов с I ста-
дией НМРЛ 5-летний барьер выживаемости 
преодолевают только 60–70 %, а при II стадии 
она уже снижается до 35–40 %. Причиной столь 
высокой смертности практически всегда являет-
ся рецидив заболевания, который обусловлен 
наличием у этой категории скрытых метастазов, 
даже несмотря на постановку диагноза в ранней 
стадии. Это свидетельствует о разном течении 
данного заболевания в пределах одной стадии. 
Таким образом, есть необходимость в разработ-
ке биомаркеров, которые бы позволяли предска-
зывать рецидив опухолевого процесса у пациен-
тов на ранних стадиях развития опухоли, чтобы 
правильно построить стратегию и тактику их 
лечения. 

Основными критериями течения НМРЛ обычно 
служат стадия, возраст и состояние пациента [4]. 
Вместе с тем, в начале заболевания многие иссле-
дователи отмечают их малую эффективность и не-
обходимость использования других критериев ре-
цидива опухоли после проведенного лечения [5]. 
Полагают, что оптимальным прогностическим 
критерием могла бы быть комбинация нескольких 
легко и точно измеряемых показателей, характери-
зующих опухоль и состояние пациента. Обязатель-
ным требованием является чувствительность их 
к изменениям, происходящим в организме, что 
важно для повторного измерения [6].

Наименее инвазивным и наиболее доступным 
материалом для поиска таких биомаркеров являет-
ся кровь. С развитием технологий протеомики 
в качестве диагностических и прогнозных показа-
телей злокачественного роста, в том числе у паци-
ентов с НМРЛ, предлагались различные белки, 
циркулирующие в кровотоке [4]. К ним, в частно-
сти, относятся ставшие уже классическими 
CYFRA 21-1 (фрагмент 19 цитокератина), SCC 
(антиген плоскоклеточного рака), CEA (раковый 
эмбриональный антиген). Позже было показано, 
что CEA и CYFRA 21-1 помимо диагностического 
имеют прогностическое значение при НМРЛ [7]. 
Однако результаты определения в сыворотке крови 
уровня каждого из них в отдельности не смогли 
продемонстрировать необходимых специфично-
сти и чувствительности [8]. 

Воспаление относится к обязательному компо-
ненту молекулярных событий, сопутствующих 
развитию рака [9]. CXCL5 и CXCL8, известный 
также как интерлейкин 8 (ИЛ-8), являются провос-
палительными хемокинами. Взаимодействуя со 
своими рецепторами (CXCR1 и CXCR2) на по-
верхности клеток, они вызывают направленное 
перемещение и дегрануляцию нейтрофильных 
лейкоцитов в микроокружении опухоли, способ-
ствуя ангиогенезу и метастазированию [10]. Ре-
зультаты ранее проведенных нами исследований 
позволили продемонстрировать изменение уровня 
этих белков в крови пациентов с НМРЛ. Установ-
лена их связь с характеристиками опухолевого 
процесса, рассчитана диагностическая эффектив-
ность их определения при этом заболевании, кото-
рая в ряде случаев превысила таковую для класси-
ческих маркеров [2].

Целью настоящего исследования явилось обо-
снование использования уровня белков крови – 
участников канцерогенеза в прогнозе развития 
рецидивов после резекции опухоли R0. 

Материалы и методы
Для обоснования групп риска рецидива опухо-

ли у пациентов с ранними стадиями НМРЛ внача-
ле было предпринято ретроспективное исследова-
ние, в котором использовалась информация из 
базы данных Белорусского канцер-регистра. 
У 1250 пациентов (839 мужчин и 411 женщин), 
у которых в период с 01.01.2015 по 31.12.2015 
впервые был диагностирован НМРЛ в ранних ста-
диях (I и II), анализировалась длительность безре-
цидивного периода после проведенного лечения 
по результатам наблюдения в течение одного года. 
Средний возраст пациентов составил 57(±24,5) лет. 
Стадия I была у 732 человек (493 мужчины 
и 239 женщин), II стадия – у 518 человек (361 муж-
чина и 157 женщин). 

Исследование уровня хемокинов и их рецепторов 
проводили у 103 пациентов (72 мужчины и 31 жен-
щина), поступивших в стационар ГУ «РНПЦ онко-
логии и медицинской радиологии им. Н. Н. Алексан-
дрова» в период с 01.01.2019 по 31.12.2020 гг., у ко-
торых впервые диагностирован НМРЛ I или 
II стадии. Средний возраст пациентов составил 
56(±22,5) лет. Стадия I была диагностирована у 62па-
циентов (42 мужчины и 19 женщин). По результа-
там гистологического исследования высокодиффе-
ренцированная опухоль (G1) была у 20, средней 
степени дифференцировки (G2) – 23 и низкодиф-
ференцированная (G3) – у 19 человек. У 41 паци-
ента (30 мужчин и 12 женщин) была выявлена 
II стадия. Из них по степени злокачественности опу-
холи G1 была у 14, G2 – у 15 и G3 – у 12 человек. 
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Все испытуемые дали письменное доброволь-
ное согласие на участие в исследовании. Прове-
дение исследования было одобрено решением 
Комитета по биомедицинской этике учреждения 
образования «Белорусский государственный ме-
дицинский университет». 

Определение концентрации антигена CYFRA 
21-1 (фрагмента цитокератина-19) и концентра-
ции биомаркера плоскоклеточного рака SCC 
(подфракция ингибитора сериновой протеазы 
ТА-4) в сыворотке крови проводили на автомати-
ческом анализаторе Cobas e411 (Rosche Diagnostics 
GmbH, Германия), использующем принцип элек-
трохемилюминесценции.

Определение концентраций хемокинов CXCL5, 
CXCL8, индуцируемого гипоксией фактора HIF-
1α, изофермента пируваткиназы TuM2 PK и гиалу-
роновой кислоты в сыворотке крови пациентов 
с НМРЛ проводилось с помощью ИФА-наборов 
FineTest (КНР) на автоматическом ИФА-анализа-
торе Brio (Seac, Италия). Концентрацию рецепто-
ров CXCR1, CXCR2и CD44v6 в клетках лейкоци-
тарного ряда и плотность их расположения в мем-
бране клетки определяли, используя проточный 
цитофлуориметр Navios (Beckman Coulter, США). 

Для выяснения зависимости длительности без-
рецидивного периода от времени наблюдения 
строили графики Каплана-Майера. Построение 
прогностической модели осуществляли с помо-
щью метода бинарной логистической регрессии. 
Оценку интегральной диагностической информа-
тивности лабораторных тестов проводили с помо-
щью метода построения характеристических 
ROC-кривых с последующим вычислением пло-

щади под ROC-кривой (AUC). При всех видах ста-
тистического анализа критическое значение уров-
ня значимости принимали как равное 5 %.

Результаты и их обсуждение
Необходимость проведения ретроспективного 

исследования была продиктована поиском и выделе-
нием групп риска рецидива опухоли в ранних стади-
ях НМРЛ. С этой целью в расчет принимались толь-
ко те факторы, которые связаны с развитием опухоли 
и прежде всего могут оказывать свое влияние на ре-
цидив. По мнению различных авторов, к ним отно-
сятся стадия заболевания и степень дифференциров-
ки клеток опухоли или Grade [1]. Однако обоснова-
ния этим предложениям при НМРЛ не было сделано, 
поэтому в настоящей работе мы проанализировали 
вышеназванные факторы, сопоставив их с результа-
тами одногодичного наблюдения после проведенно-
го лечения до наступления рецидива заболевания.

График Каплана-Майера, в котором приведена 
зависимость безрецидивной выживаемости паци-
ентов, одновременно, в зависимости стадии 
(I или II) и степени дифференцировки опухолевых 
клеток, наглядно демонстрирует разделение кривых 
на 2 группы. Первая включает пациентов с более 
длительной безрецидивной выживаемостью. В нее 
вошли те, у которых была I стадия НМРЛ и высоко-
дифференцированная опухоль (G1) или средней 
степени дифференцировки (G2), а также пациенты 
со II стадией заболевания и высокодифференциро-
ванной опухолью. Вторая объединяет пациентов 
с более коротким периодом безрецидивной выжи-
ваемости. В нее входят те, у кого была I стадия 
и низкодифференцированная опухоль (G3) и паци-

Рисунок 1 – Безрецидивная выживаемость пациентов с НМРЛ в зависимости от: 
а – комбинированного сочетания стадии и степени дифференцированности опухоли; b – группы риска

Figure 1 – Relapse-free survival of patients with NSCLC, depending on: 
a – a combination of the stage and degree of tumor differentiation; b – group of risk
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енты со II стадией, опухолевые клетки у которых 
были средней степени дифференцировки или низ-
кодифференцированными (рисунок 1 a).

На основании полученных данных все пациенты 
были разделены на группы быстрого (I ст. G1-2 + 
+ II ст. G1) и медленного (I ст. G3 + II ст. G2-3) 
рецидива опухоли или, соответственно, высокого 
и низкого риска рецидива. Результаты построения 
графика Каплана-Майера показывают, что разница 
безрецидивной выживаемости между этими двумя 
группами превышает различия выживаемости 
в зависимости только от стадии НМРЛ или только 
от степени дифференцированности опухолевых 
клеток (рисунок 1, b).  

Из 26 определяемых лабораторных параметров 
в крови пациентов, в которые вошли те, для которых 
связь с выраженностью заболевания 
и дескрипторов опухоли была из-
вестна давно (CYFRA 21-1, SCC, пи-
руваткиназа М2) и те, для которых 
такая связь была установлена совсем 
недавно (CXCR1, CXCR2, CXCL5, 
CXCL8, CD44v6, HIF-1α), уровень 
только четырех из них демонстриру-
ет существенную разницу между 
группами высокого и низкого риска 
рецидива опухоли (таблица 1).

Статистически достоверно бо-
лее высоким у пациентов с НМРЛ 
и высоким риском по сравнению 
с низким риском был уровень 
CYFRA 21-1, интенсивность флуо-
ресценции (MFI) рецептора CXCR1 
в гранулоцитах, относительное со-
держание рецептора CXCR2 в лим-

фоцитах и рецептора CD44v6 в моноцитах. Все эти 
параметры демонстрируют корреляционную связь 
средней силы с риском рецидива опухоли, поэтому 
все они были вовлечены в построение модели 
определения риска опухолевого рецидива методом 
логистической регрессии. В результате составлено 
уравнение, которое учитывает все 4 отобранных 
параметра крови (рисунок 2).  

Диагностическая эффективность прогноза низко-
го или высокого риска развития рецидива опухоли 
в случае использования результатов логистического 
уравнения значительно выросли – до 84,5 % (чувстви-
тельность– 84,8%, специфичность– 84,2%). По сути, 
все эти показатели оказались гораздо выше, чем при 
использовании каждого из них с аналогичной прогно-
стической целью в отдельности (таблица 2).  

Таблица 1 – Уровень показателей, статистически значимо отличающихся у пациентов с низким и высоким 
риском рецидива опухоли

Table 1 – The level of indicators in patients with low and high risk of tumor relapse

Показатель/Indicator Низкий риск/Low risk Высокий риск/High risk p
CXCR1 гранулоциты, MFI/ CXCR1 granulocytes, 
MFI

37,40 
[27,90; 43,55]

50,60 
[34,60; 60,00]

0,027

CXCR2 лимфоциты, %/ CXCR2 lymphocytes, % 14,80 
[11,05; 20,70]

19,30
[14,90; 24,90]

0,031

CD44v6 моноциты, %/ CD44v6 monocytes, % 3,20 
[1,35; 4,00]

5,10
[3,50; 6,80]

0,043

CYFRA 21-1, нг/мл/ CYFRA 21-1, ng/ml 2,44
[1,56; 4,03]

3,08
[2,21; 5,43]

0,041

Примечание: доля (%) лимфоцитов, моноцитов, гранулоцитов в общей популяции этих клеток в крови, снабженных CXCR1, 
CXCR2, CD44v6; MFI – интенсивность флюоресценции комплексов антитело/рецептор, пропорциональная количеству 
рецепторов на клетке; p – уровень статистической значимости разницы у пациентов с низким и высоким риском рецидива 
опухоли.
Note: the proportion (%) of lymphocytes, monocytes, granulocytes in the total population of these cells in the blood, supplied with 
CXCR1, CXCR2, CD44v6; MFI is the fluorescence intensity of antibody/receptor complexes proportional to the number of receptors 
on the cell; p– level of statistical significance of the difference in patients with low and high risk of tumor recurrence.

Рисунок 2 – Уравнение логистической регрессии для предсказания 
развития рецидива у пациентов с НМРЛ.

Figure 2 – Logistic regression equation for predicting the development of 
tumor relapse in patients with NSCLC.

Примечание: Х1 – результат определения концентрации антигена Cyfra 21-1 
в сыворотке крови; Х2 – интенсивность флуоресценции рецептора CXCR1 
в гранулоцитах; X3 – относительное количество (%) рецептора CXCR2 в лим-
фоцитах; Х4 – относительное количество рецептора CD44v6 в моноцитах; 
Y – результат регрессионного уравнения; числа перед значениями Х1–Х4 – 
коэффициенты логистической регрессии; exp (≈ 2,718) – основание натураль-
ного логарифма; «–0,728» – константа логистического уравнения. 
Note: X1 is the result of determining the concentration of the Cyfra 21-1 antigen in 
the blood serum; X2 – fluorescence intensity of the CXCR1 receptor in granulocytes; 
X3 is the relative amount (%) of the CXCR2 receptor in lymphocytes; X4 – relative 
amount of CD44v6 receptor in monocytes; Y is the result of the regression equation; 
numbers before X1–X4 – values are logistic regression coefficients; exp (≈ 2,718) 
is the base of the natural logarithm; “–0,728” – the constant of the logistic equation.
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Заключение
Итоги проведенного исследования дают осно-

вание рекомендовать комплекс лабораторных по-
казателей, включающий уровень CYFRA 21-1 

и параметры рецепторов CXCR1, CXCR2, CD44v6 
для определения в крови пациентов с НМРЛ на 
ранних стадиях заболевания с целью оценки у них 
риска рецидива опухоли.

Таблица 2 – Диагностическая значимость индивидуального и комбинированного определения маркеров 
в крови пациентов с низким и высоким риском рецидива опухоли

Table 2 – Diagnostic significance of individual and combined determination of markers in the blood of patients 
with low and high risk of tumor relapse

Показатель ПЗ/
TV

ДЧ/
SE

ДС/
SP

ПЦПР/
PPV

ПЦОР/
NPV AUC ДЭ/EF

CYFRA 21-1, нг/мл/ CYFRA 21-1, ng/ml >2,8 62,5 71,9 64,2 70,4 0,637 68,9
CXCR1 гранулоциты, MFI/ CXCR1 
granulocytes, MFI

>43,2 60,9 66,7 59,6 67,9 0,601 64,1

CXCR2 лимфоциты, %/ CXCR2 lym-
phocytes, %

>15,7 67,4 68,4 63,3 72,2 0,627 68,0

CD44v6 моноциты, %/ CD44v6 mono-
cytes, %

>4,1 63,0 70,2 63,0 70,2 0,612 67,0

Уравнение Y/Equation Y >0,467 84,8 84,2 81,2 87,3 0,821 84,5

Примечание: ПЗ – пороговое значение, ДЧ – диагностическая чувствительность, ДС – диагностическая специфичность, 
ПЦПР – прогностическая ценность положительного результата, ПЦОР – прогностическая ценность отрицательного резуль-
тата, AUC – площадь под ROC-кривой, ДЭ – диагностическая эффективность.
Note: TV – threshold value, SE – diagnostic sensitivity, SP – diagnostic specificity, PPV – positive predictive value, NPV – negative 
predictive value, AUC – area under the ROC-curve, EF – diagnostic efficiency.
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BLOOD CELL RECEPTORS AND CYFRA 21-1 ANTIGEN 
AS PREDICTORS OF RECURRENCE-FREE SURVIVAL 

OF PATIENTS WITH NON-SMALL CELL LUNG CANCER AFTER 
R0 TUMOR RESECTION
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after N. N. Alexandrova, ag. Lesnoy, Minsk region, Republic of Belarus

Introduction. The relapse-free survival of patients with stage I NSCLC for 5 years is 60–70 %, and for stage 
II – 35–40 %. Therefore, the development of prognostic indicators that would allow predicting the recurrence of 
the tumor process in patients at early stages for their effective treatment is relevant.

Objective – to substantiate the possibility of using laboratory parameters to predict the recurrence of NSCLC 
in patients with early stages.

Materials and methods. In 1250 patients, the duration of the relapse-free period after the treatment was 
analyzed based on the results of observation for one year. In 103 patients, the level of CYFRA 21 1 was determined 
by enzyme immunoassay, CXCR1,2, CD44v6 receptors – by flow cytometry.

Results. According to the results of the graphical analysis of Kaplan-Meier, groups of low (I stage G1-2 + 
+ II stage G1) and high (I stage G3 + II stage G2-3) risks of tumor recurrence were identified. High-risk patients 
had higher levels of CYFRA 21-1, CXCR1 fluorescence intensity in granulocytes, relative content of CXCR2 in 
lymphocytes and CD44v6 in monocytes compared to low-risk patients (p < 0.05). A logistic regression equation 
was constructed and its threshold value was calculated – 0.467.

Conclusions. The results of determining the concentration of CYFRA 21 1 and the parameters of CXCR1, 
CXCR2 and CD44v6 receptors in the equation make it possible to predict the risk of tumor recurrence in patients 
with NSCLC with an efficiency of 84.5 %.

Keywords: non-small cell lung cancer, tumor relapse, CYFRA 21-1, CXCR1, CXCR2, CD44v6, recurrence-
free survival.
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ 
ПАЦИЕНТОВ С ЛЕГОЧНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ
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Введение. Легочная гипертензия – клинический синдром с неблагоприятным прогнозом. Это заболе-
вание связывают с дисфункцией или повреждением эндотелия, что приводит к ремоделированию сосудов, 
повышению сосудистого сопротивления и артериального давления в легочной артерии. Известно, что 
развитие легочной гипертензии сопровождается воспалением, причиной которого может быть активация 
нейтрофилов и индуцирование оксидативного стресса. 

Цель исследования – проанализировать способность нейтрофилов циркулирующей крови пациентов 
с легочной гипертензией генерировать активные формы кислорода и хлора, а также секретировать миело-
пероксидазу во внеклеточную среду.

Материалы и методы. Гистопак-1077, люминол, Micrococcus lysodeikticus, 3,3’,5,5’-тетраметилбен-
зидин, сбалансированный буферный солевой раствор Эрла, фосфатный буферный раствор; хемилюминес-
ценция, спектрофотометрия.

Результаты. У пациентов с легочной гипертензией нейтрофилы предактивированы уже в циркули-
рующей крови, что выражается в изменении способности клеток генерировать активные формы кислоро-
да и хлора, а также усилении процессов секреторной дегрануляции, сопровождающейся увеличением 
выхода лизоцима и миелопероксидазы во внеклеточную среду.

Заключение. Повышенная секреция миелопероксидазы из клеток позволяет предположить, что этот 
фермент является важным биомаркером воспаления при легочной гипертензии. С другой стороны, мие-
лопероксидазу можно рассматривать в качестве терапевтической мишени для подавления воспалительно-
го процесса при лечении пациентов с этой патологией.

Ключевые слова: легочная гипертензия, нейтрофилы, активные формы кислорода и хлора, секре-
торная дегрануляция, лизоцим, миелопероксидаза.

Для цитирования. Функциональная активность нейтрофилов пациентов с легочной гипертензией / 
Г. Н. Семенкова [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, № 1(2). – С. 13–18.

Введение
Легочная гипертензия (ЛГ) – клинический син-

дром с неблагоприятным прогнозом. ЛГ связывают 
с дисфункцией или повреждением эндотелия, что 
приводит к ремоделированию сосудов, повыше-
нию сосудистого сопротивления и артериального 
давления в легочной артерии [1–3]. Существует 
предположение, что важным фактором, способ-
ствующим развитию этой патологии, является вос-
паление. Ранее, при изучении патогенеза легочной 
артериальной гипертензии у крыс в эксперимен-
тальной модели in vivo, мы показали, что формиро-
вание воспаления в динамике этого заболевания 
сопряжено с праймингом нейтрофилов [3]. 

Известно, что нейтрофилы играют ключевую 
роль в воспалении [4]. Эти клетки являются основ-
ными «киллерами» чужеродного материала в очаге 
воспаления посредством образования активных 
форм кислорода и хлора (АФКХ) за счет активации 
НАДФН-оксидазы, продуцирующей супероксид-
ные анион-радикалы, которые затем трансформиру-
ются в пероксид водорода. Н2О2 является субстра-
том миелопероксидазы (МПО), которая катализиру-
ет образование хлорноватистой кислоты (HOCl), 
основного бактерицидного агента и источника сво-
бодных радикалов [5–7]. HOCl повреждает жизнен-
но важные молекулы, что приводит к нарушению 
клеточной функции или цитодеструкции [8, 9]. 
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Проведенные нами исследования функцио-
нальной активности нейтрофилов крови крыс с ле-
гочной артериальной гипертензией позволили вы-
явить модификацию систем генерации АФКХ, 
увеличение концентрации внутриклеточных ио-
нов кальция и усиление секреторной дегрануля-
ции, что приводит к повышению уровня МПО во 
внеклеточной среде [3]. Поскольку МПО является 
источником сильного окислителя – хлорновати-
стой кислоты, избыток этого фермента может ин-
дуцировать оксидативный стресс.

Целью нашей работы было проанализировать 
способность нейтрофилов циркулирующей крови 
пациентов с ЛГ генерировать АФКХ и секретиро-
вать МПО во внеклеточную среду.

Материалы и методы
В работе использовали декстран, гистопак-1077, 

люминол, питательную среду RPMI-1640, Triton 
Х-100, Micrococcus lysodeikticus, пероксид водоро-
да, гидразид 4-аминобензойной кислоты (АВАН) 
(Sigma, США), 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин (Carl 
Roth + Co KG, Германия), компоненты для приго-
товления фосфатного буферного раствора (ФБР) 
и сбалансированного буферного солевого раствора 
Эрла (СБСРЭ) (Анализ Х, Беларусь). ФБР соб-
ственного приготовления включал 137 ммоль/л 
NaCl, 2,7 ммоль/л KCl, 8 ммоль/л Na2HPO4, 
15 ммоль/л KH2PO4, (рН 7,4). СБСРЭ собственного 
приготовления включал 0,116 ммоль/л NaCl, 
5,4 ммоль/л KCl, 0,9 ммоль/л Na2HPO4, 0,8 ммоль/л 
MgSO4, 5,6 ммоль/л C6H12O6.

Обследованы пациенты с ЛГ, находящиеся на 
лечении в отделении кардиологии Минской об-
ластной больницы, и здоровые люди. 

Плазму крови получали центрифугированием 
цельной крови в течение 15 мин при 3000 об/мин. 

Нейтрофилы выделяли из гепаринизированной 
периферической крови здоровых людей и пациен-
тов с ЛГ в градиенте плотности гистопак-1077 по 
стандартной методике [10]. Примесь эритроцитов 
удаляли с помощью гипотонического лизиса, по-
сле чего повышали осмотическое давление добав-
лением 0,3 моль/л раствора NaCl. Суспензию кле-
ток дважды отмывали в 0,15 моль/л растворе NaCl 
и суспензировали в СБСРЭ (рН 7,2). Содержание 
нейтрофилов в клеточной суспензии составляло не 
менее 96 %.

Генерацию нейтрофилами АФКХ исследовали 
методом люминол-опосредованной хемилюминес-
ценции (Люм-ХЛ) с применением компьютеризи-
рованного измерительного комплекса, включаю-
щего биохемилюминометр БХЛ-1 (БГУ, Беларусь) 
и систему регистрации и обработки сигналов 
Uniсhrom (Новые аналитические системы, Бела-

русь) [11]. Измерения проводили в среде RPMI 
(рН = 7,2‒7,4) при T = +37 °С. Количество нейтро-
филов в 1 мл составляло 1∙106 клеток. Генерацию 
нейтрофилами АФКХ наблюдали при активации 
клеток в процессе адгезии на стекло. Интеграль-
ную интенсивность Люм-ХЛ оценивали как пло-
щадь под кинетической кривой, регистрируемой 
в течение 10 мин. 

Секреторную дегрануляцию определяли по вы-
ходу лизоцима из клеток [12]. Суспензию нейтро-
филов (2 млн/мл) помещали в стеклянные цилин-
дрические кюветы с плоским дном и инкубирова-
ли 30 мин при +37 °С. После этого образцы 
центрифугировали 10 мин 1500 об/мин. Актив-
ность лизоцима в супернатанте определяли по ско-
рости лизиса клеточных стенок бактерий 
Micrococcus lysodeikticus спектрофотометриче-
ским методом (λ = 450 нм) на спектрофлуориметре 
СМ 2203 (Солар, Беларусь). Результаты представ-
лены в процентах от общей активности фермента, 
высвобождающегося из нейтрофилов после обра-
ботки 10%-м раствором Triton X-100. 

Пероксидазную активность МПО в плазме кро-
ви оценивали по скорости окисления 3,3’,5,5’-те-
траметилбензидина (ТМБ) пероксидом водорода 
в присутствии МПО в 3,3’,5,5’-тетраметилбензи-
диндиимин [13]. Реакцию инициировали внесени-
ем 0,3 ммоль/л раствора пероксида водорода. Об-
разование 3,3’,5,5’-тетраметилбензидиндиимина 
оценивали спектрофотометрически (λ = 650 нм) на 
спектрофлуориметре СМ2203 (Солар, Беларусь), 
определяя оптическую плотность через 1 и 5 мин 
после начала реакции. Пероксидазную активность 
МПО выражали в мкмоль/л TMB/(мин·мл плаз-
мы). В расчетах использовали коэффициент мо-
лярной экстинкции 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин-
диимина ε650 = 3,9 ⋅ 104 М–1·cм–1.

Статистический анализ данных проводился 
с помощью программы Origin, version 8.5.1 
(OriginLab Corp.). Результаты измерения интен-
сивности Люм-ХЛ нейтрофилов здоровых людей 
и пациентов в зависимости от степени тяжести ЛГ 
(нормальное распределение) представлены в виде 
M ± σ, где М – среднее значение, σ – стандартное 
отклонение. Сравнение количественных показате-
лей между группами проводилось с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа (one-way 
ANOVA) и теста Даннета. Результаты исследова-
ния секреторной дегрануляции и МПО-активности 
(распределение отличается от нормального) пред-
ставлены в виде Me (Q1, Q3), где Ме – медиана, Q1, 
Q3 – нижний и верхний квартили соответственно. 
Сравнение количественных показателей между 
группами проводилось с помощью критерия Ман-
на-Уитни. Все различия считались значимыми при 
p < 0,05.
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Результаты и их обсуждение
Нами проанализированы значения 

интегральной интенсивности Люм-ХЛ, 
полученные для нейтрофилов здоро-
вых людей и пациентов с ЛГ при сти-
муляции клеток к фагоцитозу адгезией. 
Оказалось, что параметры хемилюми-
несценции у различных пациентов 
были выше либо ниже, чем в группе 
здоровых людей. Известно, что люми-
нол, используемый для регистрации 
АФКХ, взаимодействует со всеми типа-
ми активных метаболитов кислорода 
и хлора, однако наиболее эффективно 
этот хемилюминесцентный индикатор 
реагирует с хлорноватистой кислотой 
[14]. Из этого следует, что наблюдае-
мые нами нарушения способности ней-
трофилов генерировать АФКХ у паци-
ентов с ЛГ обусловлены изменением 
продукции HOCl, что связано с функ-
ционированием МПО. Как видно из ри-
сунка 1, генерация АФКХ клетками 
пациентов зависит от степени тяжести 
заболевания. Если для I степени тяже-
сти мы зарегистрировали снижение вы-
хода АФКХ по сравнению с контролем, 
то с увеличением степени тяжести па-
тологии (II и III) наблюдается рост про-
дукции АФКХ. При этом у пациентов 
с высокой степенью тяжести ЛГ гене-
рация АФКХ значительно превышает 
контрольные значения, что свидетель-
ствует о повышенной функциональной 
активности нейтрофилов, вероятно, за 
счет увеличения вклада МПО в этот 
процесс. Можно предположить, что 
нейтрофилы могут быть вовлечены 
в формирование оксидативного стресса 
в динамике ЛГ.

В процессе стимуляции к фагоцитозу 
усиливается секреторная дегрануляция 
нейтрофилов [15, 16]. При этом из клеток 
выделяется содержимое азурофильных 
гранул, включающее гидролитические 
ферменты, например, лизоцим и МПО. 
Результаты измерения секреторной де-
грануляции, основанного на определе-
нии лизоцима во внеклеточной среде, 
представлены на рисунке 2. Видно, что 
у всех пациентов, кроме одного, выход 
лизоцима из клеток увеличен (50,3 (47,9; 
54,5) p ˂ 0,05) по сравнению с контроль-
ной группой (27,6 (24,4; 31,3) p ˂ 0,05). 

Рисунок 1 – Интегральная интенсивность люминол-опосредован-
ной хемилюминесценции стимулированных адгезией нейтрофи-
лов здоровых людей (C) и пациентов в зависимости от степени 

тяжести легочной гипертензии (I – первая, II – вторая 
и III – третья степень тяжести заболевания). Здоровые люди и 

пациенты с легочной гипертензией (n = 12). 
*p < 0,05, **p < 0,01 по сравнению с контролем

Figure 1 – Integral intensity of luminol-mediated chemiluminescence 
of neutrophils stimulated by adhesion in healthy people (C) and 

patients, depending on the severity of pulmonary hypertension (I – 
first, II – second and III – third severity of the disease). Healthy people 

and patients with pulmonary hypertension (n = 12). 
*p < 0,05, **p < 0,01 compared to control

Рисунок 2 – Выход лизоцима из нейтрофилов здоровых 
людей (С) и пациентов с легочной гипертензией (РН).

Здоровые люди (n = 12), пациенты с легочной гипертензией 
(n = 18)

Figure 2 – Lysozyme release from neutrophils of healthy people (C) 
and patients with pulmonary hypertension (PH).

Healthy people (n = 12), patients with pulmonary hypertension 
(n = 18)
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Можно заключить, что у пациентов с ЛГ секреция 
лизоцима из нейтрофилов повышена. 

На рисунке 3 продемонстрировано изменение 
пероксидазной активности МПО в плазме крови 
здоровых людей и пациентов с ЛГ. Видно, что до-
бавление стандартного ингибитора МПО АВАН 
к плазме пациентов вызывает полное ингибирова-
ние фермента. Это свидетельствует о наличии 
МПО в анализируемом материале. В образцах па-

циентов с ЛГ уровень секреции МПО из 
фагоцитов во внеклеточную среду зна-
чительно выше (198,9 (123,2; 501,8) 
p ˂ 0,05), чем в контроле (58,7 (35,5; 
99,5) p ˂ 0,05). Поскольку максимально 
МПО локализована в нейтрофилах 
и только небольшое количество этого 
фермента сосредоточено в моноцитах, 
можно заключить что нейтрофилы па-
циентов предактивированы уже в цирку-
лирующей крови. 

Заключение
Из полученных данных следует, что 

у пациентов с ЛГ нарушены реакции не-
специфического иммунитета, что выража-
ется в модификации способности стиму-
лированных к фагоцитозу нейтрофилов 
крови генерировать АФКХ. Это обуслов-
лено изменением продукции хлорновати-
стой кислоты, что зависит от функциони-
рования МПО. Генерация АФКХ клетка-
ми пациентов коррелирует со степенью 
тяжести ЛГ, что свидетельствует о разви-
тии оксидативного стресса и, как след-
ствие, воспаления при этой патологии.

Нами установлено, что у пациентов 
с ЛГ секреторная дегрануляция нейтро-
филов протекает более интенсивно и уро-
вень МПО во внеклеточной среде значи-
тельно выше, чем в контрольной группе. 

Рисунок 3 – Пероксидазная активность миелопероксидазы в 
плазме крови здоровых людей (С) и пациентов 

с легочной гипертензией (РН). 
Здоровые люди (n = 12), пациенты с легочной гипертензией 

(n = 15). Концентрация стандартного ингибитора 
миелопероксидазы гидразида 4-аминобензойной кислоты (АВАН) 

в плазме пациентов – 10 мкмоль/л

Figure 3 – Peroxidase activity of myeloperoxidase 
in the blood plasma of healthy people (C) and patients with pulmonary 

hypertension (PH).
Healthy people (n = 12), patients with pulmonary hypertension 
(n = 15). The concentration of the standard myeloperoxidase 
inhibitor 4-aminobenzoic acid hydrazide (АВАН) in patients’ 

plasma is 10 µmol/L
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FUNCTIONAL ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN PATIENTS 
WITH PULMONARY HYPERTENSION

G. N. Semenkova1, I. E. Adzerikho 2,3, N. V. Amaegberi1, A. M. Serebro3, S. F. Motolko4, 
T. E. Vladimirskaja 2, I. A. Novitskiy 1, A. V. Shulhanova 1, D. V. Tikhinskaya1
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Introduction. Pulmonary hypertension is a clinical syndrome with a poor prognosis. This disease is associated 
with endothelium dysfunction or damage, which leads to vascular remodeling, increased vascular resistance and 
blood pressure in the pulmonary artery. It is known that the development of pulmonary hypertension is accompanied 
by inflammation, the cause of which may be the neutrophils activation and oxidative stress induction.

Objective – to analyze the ability of neutrophils in the circulating blood of patients with pulmonary 
hypertension to generate reactive oxygen and chlorine species, as well as to secrete myeloperoxidase into the 
extracellular environment.



Materials and methods. Histopaque-1077, luminol, Micrococcus lysodeikticus, 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine, 
Earl’s balanced buffered saline solution, phosphate buffered saline. Chemiluminescence, spectrophotometry.

Results. In patients with pulmonary hypertension, neutrophils are already preactivated in the circulating 
blood, which is expressed in a change in the ability of cells to generate reactive oxygen and chlorine species, as 
well as an increase in the processes of secretory degranulation, accompanied by an elevation of the lysozyme and 
myeloperoxidase release into the extracellular environment.

Conclusions. Increased myeloperoxidase secretion from cells suggests that this enzyme is an important 
biomarker of inflammation in pulmonary hypertension. On the other hand, myeloperoxidase can be considered as 
a therapeutic target for inflammatory process suppression in the treatment of patients with this pathology.

Keywords: pulmonary hypertension, neutrophils, reactive oxygen and chlorine species, secretory 
degranulation, lysozyme, myeloperoxidase.
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ:
СВЯЗЬ С ВЫСОКОКАЛОРИЙНОЙ ДИЕТОЙ И МАССОЙ 

ВИСЦЕРАЛЬНОГО ЖИРА У КРЫС-САМЦОВ ПОРОДЫ ВИСТАР

Т. А. Митюкова, А. А. Басалай, Е. Н. Чудиловская, О. Е. Полулях, 
Н. С. Костюченко, Ю. А. Рудниченко

Государственное научное учреждение «Институт физиологии 
Национальной академии наук Беларуси», г. Минск, Республика Беларусь

Введение. Саркопения при ожирении является одним из патологических последствий избыточного 
питания, однако характерные особенности данного состояния недостаточно изучены. 

Цель исследования – изучить основные метаболические характеристики сыворотки крови и скелет-
ных мышц при высококалорийной диете, а также их особенности в зависимости от накопления массы 
висцерального жира у крыс самцов породы Вистар.

Материалы и методы. Опыты проводились на половозрелых крысах-самцах породы Вистар и вклю-
чали группу контроля, получавшую стандартный рацион вивария, и группу высококалорийного питания. 
Оценивали массу тела, висцерального жира, печени и трехглавой мышцы голени. В сыворотке крови 
и мышечной ткани определяли рутинные биохимические показатели, а также содержание интерлейкина-6 
(ИЛ-6) в мышцах.

Результаты. Высококалорийная 16-недельная диета приводит к достоверному нарастанию массы 
висцерального жира и массы печени, а также к снижению массы трехглавой мышцы голени у крыс-самцов 
породы Вистар. Избыточное питание вызывает признаки метаболического синдрома, нарастание концен-
трации общего белка, холестерола, энергетических субстратов – глюкозы и лактата, а также активности 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ) наряду со снижением содержания ИЛ-6 в мышечной ткани. 

Заключение. Совокупность полученных данных свидетельствует о важной роли такого показателя, 
как масса висцерального жира, который вносит существенный вклад в метаболические сдвиги, характер-
ные для избыточного питания, ожирения и саркопении.

Ключевые слова: крысы-самцы, высококалорийная диета, висцеральное ожирение, саркопения, осо-
бенности метаболизма скелетных мышц.

Для цитирования. Особенности метаболизма мышечной ткани: связь с высококалорийной диетой 
и массой висцерального жира у крыс-самцов породы Dистар / Т. А. Митюкова [и др.] // Биохимия и моле-
кулярная биология. – 2023. – Т. 2, № 1(2). – С. 19–25.

Введение
Известно, что ожирение является фактором ри-

ска развития метаболического синдрома, сахарно-
го диабета второго типа, артериальной гипертен-
зии, атеросклероза, неалкогольной жировой болез-
ни печени и других заболеваний. Информация 
ВОЗ за 2016 год свидетельствует о том, что у 39 % 
взрослого населения планеты обнаруживается из-
быточный вес тела, а у 13 % – ожирение [1]. Не вы-
зывает сомнений, что избыточное несбалансиро-
ванное питание и низкая физическая активность 
являются основными причинами ожирения и его 
последствий в современном мире [2, 3]. Ожирение 
возникает в результате увеличения потребления 
пищи и/или снижения энергетических затрат. 
При этом объем висцеральной жировой ткани уве-
личивается непропорционально и преобладает над 
накоплением подкожной жировой ткани [3]. Пред-
полагается, что именно накопление висцеральной 

жировой ткани связано с повышенным риском сер-
дечно-сосудистых заболеваний, тяжелой неалко-
гольной жировой болезнью печени, а также с сар-
копенией. Показано, что ожирение сопровождает-
ся гипертрофией и гиперплазией клеток жировой 
ткани (адипоцитов), а гипертрофированные ади-
поциты являются причиной неблагоприятных ме-
таболических сдвигов, таких как резистентность 
к инсулину и дислипидемия. При этом жирные 
кислоты накапливаются не только в адипоцитах, 
но также поступают в печень и другие перифери-
ческие ткани. Эти многочисленные пути пере-
крестных влияний между жировой тканью, пече-
нью и другими тканями способствуют развитию 
и прогрессированию различных заболеваний, 
включая саркопению [3]. 

Цель исследования – изучить основные метабо-
лические характеристики сыворотки крови и ске-
летных мышц при высококалорийной диете, а так-
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же их особенности в зависимости от накопления 
массы висцерального жира у крыс самцов породы 
Вистар.

Материалы и методы
Опыты проводились на половозрелых кры-

сах-самцах породы Вистар. Животные были вве-
дены в эксперимент в возрасте двух месяцев с мас-
сой тела 180–200 г и разделены на две группы: 
1) СтД (контроль) – стандартный рацион вивария 
(n = 13) в течение 16 недель; 2) ВКД – высокока-
лорийная диета (n = 14) в течение 16 недель. Воз-
раст крыс на срок выведения из эксперимента со-
ставил 6 месяцев.

Животные находились в режиме 12/12-часового 
цикла день/ночь при температуре +22(±2)°С и влаж-
ности воздуха 60–65 %. Все манипуляции были 
согласованы с комитетом по биоэтике Института 
физиологии НАН Беларуси (протокол № 1 от 
22 января 2021 г.) и соответствовали требованиям 
биоэтики, утвержденным Европейской конвенци-
ей о защите позвоночных животных. Выведение 
животных из эксперимента осуществлялось с ис-
пользованием наркотизирующего средства тио-
пентала натрия методом декапитации. 

Диета. Высококалорийная диета (ВКД) состоя-
ла из дополнительного включения жиров живот-
ного происхождения (свиное сало) к стандартному 
рациону питания животных из расчета 45 % от 
суточной калорийности корма и замещения воды 
на 10%-й раствор фруктозы ad libitum [4]. 

Оценка массы тела и органов. Массу тела 
крыс еженедельно измеряли на весах SATURN 
(Китай). После выведения из эксперимента прово-
дилась диссекция и взвешивание висцеральной 
жировой ткани, печени и трехглавой мышцы голе-
ни на лабораторных весах (Scout Pro, Китай). Рас-
считывали массовый коэффициент висцерального 
жира, печени и трехглавой мышцы голени по фор-
муле: массовый коэффициент (МК) = (масса орга-
на / масса тела) ⋅ 100 %.

Биохимические методы исследования. Биохи-
мические показатели в сыворотке крови и гомоге-
натах мышечной ткани крыс (общий белок, моче-
вина, креатинин, холестерол, триглицериды, глю-
коза, общий билирубин, аланинаминотрансфераза 
(АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), амила-
за, креатинкиназа, лактатдегидрогеназа (ЛДГ), ще-
лочная фосфатаза) определяли общепринятыми 
методами на биохимическом автоматическом ана-
лизаторе BS-200 (Mindray, Китай) с программным 
обеспечением BS-330 и использованием коммер-
ческих наборов Диасенс (Республика Беларусь). 
В гомогенатах мышечной ткани определяли содер-
жание лактата с использованием наборов «ЛАК-

ТАТ-ВИТАЛ» (Россия) и интерлейкина-6 (ИЛ-6) с 
использованием набора Rat IL-6 ELISA Set (BD 
Biosciences, США).

Статистические методы исследования. Ста-
тистическую обработку данных проводили с уче-
том нормальности распределения по критерию 
Шапиро-Уилка. Применяли параметрические либо 
непараметрические методы, а результаты выража-
ли, соответственно, в виде средней величины и 
стандартной ошибки средней (М ± SEM), либо в 
виде медианы и процентилей (Me [25; 75]). Срав-
нение между группами проводили с использовани-
ем t-критерия Стьюдента, либо U-критерия Ман-
на-Уитни соответственно. Корреляционный ана-
лиз проводили с использованием коэффициента 
корреляции Спирмена. Отличия между группами 
считали достоверными при уровне значимости 
p ≤ 0,05 (Statistica 10.0).

Результаты и их обсуждение
Как видно из данных таблицы 1, у крыс, полу-

чавших ВКД, отмечалась незначительная тенден-
ция к нарастанию массы тела и достоверное уве-
личение массы висцерального жира, превосходя-
щее контроль почти в 3 раза. 

Крысы контрольной группы в возрасте 6 меся-
цев имели массу тела в среднем 433,46(±13,42) г, 
а массу висцерального жира – 7,99(±0,73) г. Крысы 
группы ВКД имели сходную массу тела – в сред-
нем 471,14(±25,15) г, но при этом отличались боль-
шими колебаниями по накоплению висцерального 
жира, выходящими за пределы 12–36 г (интервал – 
25–75 процентилей). Учитывая эти существенные 
индивидуальные отличия, представило интерес 
оценить массовые и метаболические характеристи-
ки в зависимости от степени накопления висце-
рального жира у крыс группы ВКД. Исходя из это-
го, животные группы ВКД были разделены на две 
примерно равноценные по количеству подгруппы 
с умеренным либо высоким накоплением висце-
рального жира (менее или более 15 г). При мини-
мальной массе висцерального жира (< 15 г) общая 
масса тела крыс группы ВКД была достоверно 
меньше, чем у таковых с максимальным накопле-
нием висцерального жира (см. таблицу 1). 

При визуальной оценке состояния внутренних 
органов было обнаружено, что у животных группы 
ВКД печень имеет дряблую консистенцию, жел-
тый цвет поверхности и на разрезе ткани. Масса 
и массовый коэффициент печени в группе ВКД 
были достоверно выше контроля. Описанные при-
знаки характерны для жирового перерождения пе-
чени, что подтверждается нашими морфологиче-
скими исследованиями [5]. Интересно, что масса 
печени достоверно увеличивалась только при мак-



21

симальном накоплении висцерального жира, а мас-
совый коэффициент органа – независимо от степе-
ни нарастания такового (см. таблицу 1). 

Достоверное снижение массы трехглавой мыш-
цы голени было отмечено в общей группе ВКД и при 
минимальной массе висцерального жира, причем 
у животных этой подгруппы масса тела была досто-
верно снижена по сравнению с контролем. Массо-
вый коэффициент мышечной ткани снижался в об-
щей группе ВКД и при максимальном количестве 
висцеральной жировой ткани (см. таблицу 1). В ра-
ботах X. Han et al. [6] и Y. Kemmochi et al. [7] было 
показано, что саркопения при висцеральном ожире-
нии сопровождается истощением силы мышц и об-
условлена резистентностью к инсулину. 

Для оценки функционального состояния пече-
ни и других органов было проведено изучение 
ряда биохимических показателей сыворотки крови 
(таблица 2). Как видно из представленных данных, 
при ВКД отмечалось достоверное нарастание 
уровней холестерола и глюкозы в сыворотке крови 
вне зависимости от массы висцерального жира. 
Содержание триглицеридов и билирубина значимо 
повышалось в группе ВКД, преимущественно при 
массе висцерального жира более 15 г. Вышеопи-
санные сдвиги характерны для нарушений пече-
ночного метаболизма при метаболическом синдро-
ме и преимущественно связаны с жировым пере-
рождением органа. Снижение активности АСТ 
в сыворотке крови при ВКД и в группе с макси-
мальным накоплением висцерального жира может 
объясняться гибелью гепатоцитов при жировом 
перерождении печени [5, 8].

Нарастание активности амилазы в сыворотке 
крови при ВКД вне зависимости от массы висце-

рального жира может свидетельствовать о ее роли 
в переваривании углеводов, которые в избыточном 
количестве содержатся в высококалорийном раци-
оне в виде раствора фруктозы. Следует учитывать, 
что повышение активности амилазы в крови ха-
рактерно для различных патологических состоя-
ний, включая поражение слюнных желез, хрони-
ческую почечную недостаточность, панкреатит 
и др., и поэтому не поддается однозначной интер-
претации [8].

Фермент щелочная фосфатаза присутствует 
не только в ткани печени, но также участвует 
в транспорте фосфора и в других тканях. Однако 
существенное повышение ее активности может 
быть связано с обструкцией желчных протоков 
при жировом перерождении печени, когда масса 
висцерального жира достигает максимальных 
величин [8].

Информацию о белковом обмене в организме 
могут дать такие показатели, как мочевина 
и трансаминазы сыворотки крови. Мочевина – 
конечный продукт обмена белков в организме, 
образуется преимущественно в печени. Сниже-
ние уровня мочевины в крови, отмеченное нами 
у крыс группы ВКД независимо от массы висце-
рального жира, характерно для печеночной недо-
статочности, гепатита и цирроза печени [8]. Фер-
мент АСТ – трансаминаза, участвует в обмене 
белков не только в печени, но и в других тканях. 
Интересно, что оба эти показателя значимо сни-
жаются при диет-индуцированном висцеральном 
ожирении. Однако, для того чтобы судить об ана-
болических процессах в организме, целесообраз-
но обратиться к биохимическим показателям 
мышечной ткани (таблица 3). 

Таблица 1 – Характеристики массы тела и висцеральной жировой ткани, массы и массовых коэффициентов 
(МК) печени и трехглавой мышцы голени у крыс экспериментальных групп и в зависимости от массы висце-
рального жира при высококалорийной диете (М ± SEM)

Table 1 – Characteristics of body weight and visceral adipose tissue, weight and mass coefficients (MC) of the liver 
and musculus triceps surae in rats of the experimental groups and depending on the mass of visceral fat in a high-
calorie diet (М ± SEM)

Показатель Группа СтД,
n = 13

Группа ВКД,
n = 14

Масса висцерального жира при ВКД, г
<15, n = 6 >15, n = 8

Масса тела, г 433,46 ± 13,42 471,14 ± 25,15 377,17 ±12,72*^ 541,63 ± 17,70*#
Масса висцеральной жировой тка-
ни, г

7,99 ± 0,73 22,99 ± 3,20* 12,46 ± 0,73*^ 30,89 ± 3,49*#

Масса печени, г 13,91 ± 0,63 18,09 ± 1,17* 14,94 ± 1,49 20,45 ± 1,20*#
МК печени, % 3,21 ± 0,12 3,88 ± 0,22* 3,98 ± 0,40* 3,81 ± 0,26*
Масса трехглавой мышцы голени, г 2,64 ± 0,09 2,34 ± 0,09* 2,14 ± 0,12* 2,49 ± 0,11
МК трехглавой мышцы голени, % 0,61 ± 0,01 0,51 ± 0,02* 0,57 ± 0,02 0,46 ± 0,02*#

Примечание: достоверные отличия при р ≤ 0,05: * – от группы СтД, ^ – от группы ВКД,   # – от группы ВКД при массе 
висцерального жира <15 г.
Note: significant differences at p ≤ 0,05: * – from the StD group, ^ – from the HCD group, # – from the HCD group with a mass of 
visceral fat <15 g.
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Таблица 2 – Биохимические показатели сыворотки крови у крыс экспериментальных групп и в зависимости от 
массы висцерального жира при высококалорийной диете (Me [25; 75])
Table 2 – Biochemical parameters of blood serum in rats of the experimental groups and depending on the mass of 
visceral fat in a high-calorie diet (Me [25; 75])

Показатель Группа СтД,
n = 13

Группа ВКД,
n = 14

Масса висцерального жира при ВКД, г
<15, n = 6 >15, n = 8

Общий белок, 
г/л

67,00
[65,00; 70,00]

65,50
[59,00; 69,00]

67,50
[57,00; 73,00]

64,50
[59,00; 66,50]

Холестерол, 
ммоль/л

1,43
[1,23; 1,61]

1,88*
[1,50; 1,95]

1,81*
[1,54; 2,34]

1,88*
[1,50; 1,93]

Триглицериды, 
ммоль/л

0,88
[0,63; 1,18]

1,18*
[0,94; 2,21]

0,95
[0,88; 1,04]

1,79*
[1,18; 1,33]

Глюкоза, ммоль/л 5,81
[5,61; 7,37]

7,54*
[7,10; 8,21]

7,44*
[7,01; 8,21]

7,72*
[7,24; 8,14]

Общий билирубин, 
ммоль/л

1,40
[1,20; 1,60]

2,40*
[1,60; 3,00]

1,95
[1,20; 2,40]

2,60*
[2,05; 3,35]

АСТ, 
Е/л

196,00
[181,00; 217,00]

172,00*
[146,00; 189,00]

173,50
[163,00; 189,00]

172,00*
[145,00; 195,00]

АЛТ, 
Е/л

65,00
[62,00; 74,00]

57,50
[51,00; 68,00]

55,00
[47,00; 68,00]

63,50
[52,50; 73,00]

Амилаза, 
Е/л ⋅ 10–3

1,51
[1,43; 1,71]

1,94*
[1,79; 2,12]

1,88*
[1,62; 2,02]

2,02*
[1,82; 2,17]

Мочевина, 
ммоль/л

6,83
[6,45; 8,14]

4,35*
[3,45; 4,77]

4,35*
[4,11; 5,69]

4,03*
[3,28; 4,62]

Креатинин, 
ммоль/л

47,00
[42,00; 52,00]

45,50
[42,00; 48,00]

46,00
[42,00; 48,00]

45,00
[41,50; 50,00]

Креатинкиназа, 
Е/л ⋅ 10–3

2,48
[2,35; 3,81]

2,72
[2,22; 3,12]

3,05
[2,95; 3,89]

2,26
[1,63; 2,80]

ЛДГ, 
Е/л ⋅ 10–3

3,80
[3,12; 4,26]

3,69
[ 2,69; 3,88]

3,69
[2,84; 4,11]

3,34
[2,04; 3,86]

Щелочная фосфатаза, 
Е/л

373,00
[333,00; 423,00]

674,50*
[371,00; 850,00]

433,00
[312,00; 685,00]

804,50*#
[635,50; 876,50]

Примечание: достоверные отличия при р ≤ 0,05: * – от группы СтД, # – от группы ВКД при массе висцерального жира <15 г.
Note: significant differences at p ≤ 0,05: * – from the StD group, # – from the HCD group with a mass of visceral fat <15 g.

Таблица 3 – Биохимические показатели трехглавой мышцы голени у крыс экспериментальных групп и в 
зависимости от массы висцерального жира при высококалорийной диете (Me [25; 75])
Table 3 – Biochemical parameters of the musculus triceps surae in rats of the experimental groups and depending on 
the mass of visceral fat in a high-calorie diet (Me [25; 75])

Показатель Группа СтД,
n = 13

Группа ВКД,
n = 14

Масса висцерального жира при ВКД, г
<15, n = 6 >15, n = 8

Общий белок,
г/г ткани

46,20
[41,00; 48,60]

51,10*
[47,40; 53,80]

48,35
[45,60; 53,10]

53,55*
[48,25; 54,00]

Холестерол,
ммоль/г ткани

1,00
[0,90; 1,10]

1,10*
[1,00; 1,20]

1,05
[1,00; 1,20]

1,15*
[1,10; 1,20]

Глюкоза,
ммоль/г ткани

1,70
[1,60; 2,00]

2,30*
[1,90; 2,50]

2,25*
[1,90; 2,60]

2,30*
[1,90; 2,45]

Триглицериды,
ммоль/г ткани

12,90
[9,30; 17,70]

14,95
[13,30; 16,10]

13,75
[10,40; 16,10]

14,95
[13,60; 16,45]

Лактат,
ммоль/г ткани

30,49
[26,62; 33,80]

38,94*
[34,67; 48,02]

44,74*
[33,17; 51,97]

37,95*
[35,78; 42,73]

ЛДГ,
Е/г ткани ⋅ 10–3

619,00
[584,00; 688,00]

808,50*
[748,00; 922,00]

784,50*
[748,00; 804,00]

864,00*
[757,50; 1036,50]

Креатинкиназа,
Е/г ткани ⋅ 10–3

7,80
[6,19; 8,72]

7,89
[7,39; 8,77]

7,89
[6,90; 8,44]

7,89
[7,63; 9,59]

Примечание: достоверные отличия при р ≤ 0,05: * – от группы СтД.
Note: significant differences at p ≤ 0,05: * – from the StD group.
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Как известно, ожирение тесно связано с саркопе-
нией. Это наблюдение подтверждается также и в на-
шем эксперименте при диет-индуцированном ожи-
рении у крыс-самцов породы Вистар. Как видно из 
таблицы 3, у крыс группы ВКД и в подгруппе с мак-
симальным нарастанием висцерального жира в мы-
шечной ткани регистрировалось достоверное на-
растание концентрации общего белка. Увеличение 
уровней холестерола, глюкозы и лактата свидетель-
ствует о повышенном поступлении/образовании 
энергетических субстратов на фоне ожирения в мы-
шечной ткани. Это подтверждается также значимым 
нарастанием активности ЛДГ в расчете на грамм 
ткани в трехглавой мышце голени. Следует отметить, 
что полученные нами данные согласуются с иссле-
дованиями других авторов [6, 7], утверждающих, что 
саркопения при ожирении характеризуется актива-
цией гликогенолиза и глюконеогенеза, но эти мета-
болические сдвиги сопровождаются снижением син-
теза гликогена, т. е. наблюдается дисрегуляция мета-
болических процессов в мышечной ткани. 

Определение содержания ИЛ-6 в скелетных 
мышцах при избыточном высококалорийном пи-
тании крыс самцов показало достоверное сниже-
ние показателя в общей группе ВКД и при макси-
мальном накоплении висцерального жира по срав-
нению с контролем (рисунок 1). Корреляционный 
анализ выявил достоверную отрицательную связь 
между массой висцерального жира и содержанием 
ИЛ-6 в мышечной ткани (r = –0,41). 

Масса висцеральной жировой ткани также до-
стоверно коррелировала с массой печени (r = 0,60), 
содержанием холестерола (r = 0,50), глюкозы 
(r = 0,39) и активностью ЛДГ (r = 0,44) в мышечной 
ткани. Масса мышечной ткани давала достоверную 
отрицательную корреляцию с активностью ЛДГ 
(r = –0,52). Эти корреляционные зависимости со-
гласуются с вышеизложенными данными.

Наиболее интригующим является вопрос о свя-
зи ИЛ-6 с метаболическими процессами в мышеч-
ной ткани. Оказывается, что наряду с провоспали-
тельными эффектами при различных патологиче-
ских процессах и инфекционных заболеваниях 
ИЛ-6 играет важную роль в регуляции метаболизма 
в норме. Полезные эффекты ИЛ-6 включают моби-
лизацию энергии, необходимой для активной рабо-
ты мышц при физических нагрузках [9–11]. ИЛ-6, 
образующийся в мышцах при физических упраж-
нениях, был причислен к группе миокинов. Пока-
зано, что он оказывает системное воздействие на 
весь организм, индуцируя липолиз в жировой тка-
ни, поступление глюкозы в мозг и в другие органы 
и ткани, индуцируя адаптивное ремоделирование 
сосудов при физических нагрузках. Внутриклеточ-
ные механизмы влияния ИЛ-6 в норме включают 
каскад STAT3, участвующий в активации метабо-
лических процессов, таких как поглощение глюко-
зы тканями, липолиз и др. [9–11]. Литературные 
данные свидетельствуют о том, что саркопения при 
ожирении характеризуется дисрегуляцией обмен-

ных процессов в мышечной ткани, 
что может быть обусловлено пони-
жающей регуляцией при сниженных 
уровнях ИЛ-6 [12]. 

Заключение
Высококалорийная 16-недельная 

диета приводит к достоверному на-
растанию массы висцерального 
жира и массы печени, а также к сни-
жению массы трехглавой мышцы 
голени, что сопровождается соот-
ветствующими сдвигами массовых 
коэффициентов этих органов 
у крыс-самцов породы Вистар.

Избыточное питание вызывает 
повышение уровней холестерола, 
триглицеридов, общего билируби-
на, глюкозы, активности амилазы 
и щелочной фосфатазы, а также 
снижение уровня мочевины и актив-
ности АСТ в сыворотке крови, что, 
как правило, наиболее выражено 
при максимальном накоплении вис-
церального жира и может быть свя-

Рисунок 1 – Содержание интерлейкина-6 (ИЛ-6) в трехглавой мышце 
голени у крыс экспериментальных групп и в зависимости от массы 

висцерального жира при высококалорийной диете (ВКД): 
1 – группа СтД; 2 – группа ВКД; 3 – группа ВКД при массе висцераль-
ного жира <15 г; 4 – группа ВКД при массе висцерального жира >15 г. 

Достоверные отличия при р ≤ 0,05: * – от группы СтД

Figure 1 – Interleukin-6 (IL-6) in musculus triceps surae in rats of the 
experimental groups and depending on visceral fat mass in high-calorie diet 

(HCD): 1 – StD group; 2 – HCD group; 3 – HCD group with a mass of 
visceral fat <15 g; 4 – HCD group with a mass of visceral fat >15 g. 

Significant differences at p ≤ 0,05: * – from StD group
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зано с нарушениями функции печени и поджелу-
дочной железы.

При висцеральном ожирении у крыс отмечает-
ся нарастание концентрации общего белка, холе-
стерина, энергетических субстратов – глюкозы 
и лактата, а также активности ЛДГ в трехглавой 
мышце голени. 

Саркопения при ожирении сопровождается 
снижением удельного содержания ИЛ-6 в мышеч-

ной ткани, что коррелирует с накоплением висце-
рального жира и дисрегуляцией метаболизма в мы-
шечной ткани. 

Совокупность полученных данных свиде-
тельствует о важной роли такого показателя, как 
масса висцерального жира, который вносит су-
щественный вклад в метаболические сдвиги, 
характерные для избыточного питания, ожире-
ния и саркопении.
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PECULIARITIES OF MUSCLE TISSUE METABOLISM:
RELATIONSHIP WITH HIGH-CALORIE DIET AND VISCERAL FAT 

MASS IN MALE WISTAR RATS
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M. S. Kastsiuchenka, Yu. A. Rudnichenko
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Introduction. Sarcopenia in obesity is one of the pathological consequences of overnutrition, and the 
characteristic features of this condition are poorly understood.

Objective – to investigate the main metabolic characteristics of blood serum and skeletal muscles in a high-
calorie diet, as well as their features depending on the accumulation of visceral fat mass in male Wistar rats.

Materials and methods. Experiments were conducted on sexually mature male Wistar rats and included 
a control group that received a standard vivarium diet and a high-calorie diet group. Body weight, visceral fat, 
liver and triceps muscle of calf were evaluated. Routine biochemical parameters were determined in blood serum 
and muscle tissue, as well as interleukin-6 (IL-6) content in muscles.

Results. A high-calorie 16-week diet leads to a significant increase in visceral fat mass and liver mass, as 
well as to a decrease in the triceps muscle of calf mass in male Wistar rats. Excessive nutrition causes signs of the 
metabolic syndrome, an increase in the concentration of total protein, cholesterol, energy substrates – glucose and 
lactate, and lactate dehydrogenase (LDH) activity along with a decrease in IL-6 content in muscle tissue.

Conclusions. The totality of the data obtained indicates the important role of such a parameter as visceral 
fat mass, which contributes significantly to the metabolic shifts characteristic of overnutrition, obesity, and 
sarcopenia.

Keywords: male rats, high-calorie diet, visceral obesity, sarcopenia, skeletal muscle metabolic features.
For citation: Mityukova TA, Basalai AA, Chudilovskaya KN, Poluliakh OY, Kastsiuchenka MS, Rudnichenko 

YuA. Peculiarities of muscle tissue metabolism: relationship with high-calorie diet and visceral fat mass in male 
Wistar rats. Biochemistry and Molecular Biology. 2023, vol. 2, no. 1(2). pp. 19–25 (in Russia).

Поступила 29.08.2022



26

УДК 577.112.386:611.127]:616.89 – 008.441.13]–092.9

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ПЕРИОДОВ АЛКОГОЛИЗАЦИИ НА ПУЛ 
СЕРОСОДЕРЖАЩИХ СОЕДИНЕНИЙ В МИОКАРДЕ КРЫС

А. К. Семенчук, В. В. Лелевич 

Учреждение образования «Гродненский государственный медицинский университет», 
г. Гродно, Республика Беларусь

Введение. Употребление алкоголя приводит к многочисленным морфологическим, биохимическим 
и функциональным изменениям в миокарде.

Цель исследования – изучение влияния хронической и прерывистой алкогольной интоксикации 
различной длительности на содержание серосодержащих аминокислот и родственных им соединений 
в миокарде крыс.

Материалы и методы. 70 белых беспородных крыс массой 180–220 г. Содержание свободных ами-
нокислот и биогенных аминов определяли методом ВЭЖХ.

Результаты. 14-дневная и 28-дневная хроническая алкогольная интоксикация вызвала достоверное 
снижение уровня метионина в миокарде крыс. ПАИ-4 привела к увеличению содержания β-аланина и та-
урина при 14-дневной алкоголизации и β-аланина и глутатиона при 28-дневной. При 14-суточной ПАИ-1 
уменьшилась концентрация метионина, а при 28-дневной ПАИ-1 снизилось содержание серина, таурина, 
метионина, но повысилось содержание цистеинсульфиновой кислоты.

Заключение. ХАИ и ПАИ на протяжении 28 суток вызывают более выраженные изменения в пуле 
серосодержащих аминокислот и их метаболитов в миокарде крыс в сравнении с 14-суточной алкоголиза-
цией.

Ключевые слова: этанол, прерывистая алкогольная интоксикация, метионин, миокард.
Для цитирования. Семенчук, А. К. Влияние различных периодов алкоголизации на пул серосодер-
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Введение
Употребление алкоголя приводит к многочис-

ленным морфологическим, биохимическим и функ-
циональным изменениям в скелетной и сердечной 
мышцах. Токсическое воздействие этанола на мио-
кард опосредовано разнообразными механизмами, 
прежде всего прямым токсическим его действием, 
влиянием метаболита этанола – ацетальдегида 
(АА) – на кардиомиоциты, сосудистыми нарушени-
ями и связанной с этими процессами гипоксией. 
Этанол обладает способностью повышать теку-
честь мембран, изменяя агрегатное состояние липи-
дов в области ионных каналов, вызывая их флюи-
дизацию (разжижение) [1]. В условиях хроническо-
го воздействия этанола в мембранах увеличивается 
содержание холестерина, меняется структура фос-
фолипидного слоя, в связи с этим разжижение мем-
бран сменяется повышением их ригидности [2]. 
При этом изменяется способность мембран транс-
портировать ионы Са2+, что является причиной на-
рушения биоэлектрической активности миокарда. 
Существует мнение, что первичное воздействие 
этанола в высоких концентрациях на мембраны кар-
диомиоцитов приводит к нарушению структуры 
сарколеммы, увеличивая ее проницаемость для по-

липептидов [3]. Этанол и ацетальдегид усиливают 
перекисное окисление липидов (ПОЛ) в биологи-
ческих мембранах, изменяя их липидный состав 
и нарушая функцию мембранных ферментов [1]. 
При этом этанол действует на систему окислитель-
ного фосфорилирования митохондрий в результате 
образования эфиров жирных кислот, что ведет 
к уменьшению продукции энергии. Этанол путем 
снижения мощности системы антиоксидантной за-
щиты сердца усиливает перекисные процессы 
в мембранах, вызывая их повреждение [3]. 

Одним из изменений, наблюдаемых в миокарде 
и других мышечных тканях как после острой ал-
когольной интоксикации, так и при хроническом 
употреблении алкоголя, является характерное сни-
жение скорости синтеза белка. Причиной этого 
является, по-видимому, ухудшение трансляцион-
ного контроля, модулирование различных аспек-
тов инициации пептидной цепи [1]. Также весьма 
важное значение в реализации пластических функ-
ций, особенно биосинтеза белка и регуляторных 
пептидов, имеет стабильность фонда свободных 
аминокислот [4].

Особую группу составляют серосодержащие 
аминокислоты, значение которых связано, в пер-
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вую очередь, с их участием в процессах метилиро-
вания большого числа биологически важных мо-
лекул, в процессах антиоксидантной защиты орга-
низма, а также с ролью отдельных аминокислот, 
таких как гомоцистеин, в развитии ряда патологи-
ческих процессов [5].

Большинство исследований, изучающих роль 
потребления алкоголя в развитии атеросклероза 
и сердечно-сосудистых заболеваний, упускают из 
виду возможное влияние характера употребления 
алкоголя [2, 6]. Хотя легкое или умеренное употре-
бление алкоголя, по-видимому, связано со сниже-
нием рисков, вероятность ишемической болезни 
сердца и смертности от сердечно-сосудистых забо-
леваний увеличивается при большем потреблении 
этанола с периодами воздержания [2]. Механизмы 
кардиотоксического воздействия алкоголя остают-
ся спорными, и, в частности, пути, усиливающие 
риск эффектов тяжелого потребления этанола, не-
достаточно известны. В большинстве этиологиче-
ских исследований в качестве меры употребления 
алкоголя использовалось общее количество или 
предполагаемое среднее потребление алкоголя 
в единицу времени. Однако привычки употребле-
ния алкоголя могут сильно различаться у разных 
людей и иногда очень нерегулярны.  Люди с одним 
и тем же средним потреблением алкоголя могут 
сильно различаться: некоторые из них подверга-
лись серьезному эпизодическому воздействию эта-
нола, тогда как другие демонстрируют примерно 
одинаковое потребление изо дня в день [6]. В связи 
с этим отдельный интерес представляет более под-
робное исследование биохимических изменений 
в миокарде при прерывистом приеме алкоголя. 

Материалы и методы
В эксперименте было использовано 70 белых 

беспородных крыс-самцов массой 180–220 г, нахо-
дящихся на стандартном рационе вивария со сво-
бодным доступом к воде.  Моделирование хрони-
ческой алкогольной интоксикации (ХАИ) осу-
ществлялось путем внутрижелудочного введения 
этанола в дозе 3,5 г/кг массы тела два раза в сутки 
в виде 25%-го раствора. 

Прерывистая алкогольная интоксикация (ПАИ) 
моделировалась путем внутрижелудочного введе-
ния этанола в дозе 3,5 г/кг массы тела два раза в сут-
ки в виде 25%-го раствора по следующим схемам: 
4 суток алкоголизации – 3 суток внутрижелудоч-
ное введение эквиобъемного количества воды 
(ПАИ-4) и 1 сутки алкоголизации – 1 сутки вну-
трижелудочное введение эквиобъемного количе-
ства воды (ПАИ-1). Животные контрольной груп-
пы внутрижелудочно дважды в сутки получали 
эквиобъемные количества воды [3]. Продолжи-

тельность экспериментов составляла 14 и 28 суток. 
Декапитацию проводили через 1 ч после послед-
него введения алкоголя и воды. При выполнении 
исследований придерживались правил и норм гу-
манного обращения с экспериментальными жи-
вотными.

Содержание свободных аминокислот в пробах 
определяли после осаждения белков. Образец го-
могенизировали в 10 объемах 0,2 М раствора хлор-
ной кислоты, содержащем 0,2 мM норвалина 
(nVal), 1 мкМ ванилиновой кислоты, а также 
50 мг/л ЭДТА, 50 мг/л метабисульфита натрия 
(Na2S2O5). Пробы центрифугировали при +4 °С 
в течение 15 мин при 16 000 g, после чего супер-
натант немедленно отсасывали и хранили до ис-
следования при –18 °С. Полученные хлорнокис-
лые экстракты использовали для анализа. Раство-
ры стандартов, используемые для калибровки 
хроматографической системы, обрабатывали ана-
логичным способом. Содержание свободных ами-
нокислот определяли методом обращенно-фазной 
ВЭЖХ после дериватизации о-фталевым альдеги-
дом и 3-меркаптопропионовой кислотой с детек-
тированием по флуоресценции (338/455 нм).  Об-
работка хроматограмм осуществлялась по методу 
внутреннего стандарта (норвалин).

Для определения нормальности распределения 
в выборке использовался критерий Колмогорова–
Смирнова. Так как распределение отличается от 
нормального, статистическую обработку данных 
проводили с помощью непараметрических мето-
дов. Результаты выражали в виде медианы (Ме) 
и рассеяния (25 и 75 процентилей). Для сравнения 
двух независимых выборок по количественным 
признакам использовали U-критерий Манна-Уит-
ни, различия считали статистически значимыми 
при p < 0,05. В качестве дополнительного метода 
статистической обработки использовали корреля-
ционный анализ по Спирмену. При этом использо-
вали пакет статистических программ Statistica 10.0 
(SN AXAR207F394425FA-Q).

Результаты и их обсуждение
14-дневная хроническая алкогольная интокси-

кация вызвала достоверное снижение уровня не-
заменимой аминокислоты метионина (на 23 %; 
р < 0,05) и повышение уровня β-аланина (на 12 %; 
р < 0,05) в миокарде крыс (таблица 1). Несмотря 
на то что концентрации остальных определяемых 
показателей не изменялась, корреляционный ана-
лиз свидетельствовал о возникновении измене-
ний в структуре пула серосодержащих аминокис-
лот: нарушились нормальные корреляционные 
связи между большинством серосодержащих со-
единений.
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При 14-дневной алкогольной интоксикации в ре-
жиме ПАИ-4 достоверно повысилось содержание 
β-аланина (на 23 %; р < 0,05) и таурина (на 13 %; 
р < 0,05).  Концентрация метионина при этом име-
ла тенденцию к снижению. Корреляционный ана-
лиз показал сходное с группой ХАИ нарушение 
корреляционных взаимосвязей между рассчитыва-
емыми параметрами серосодержащих соединений. 

Алкоголизация в режиме ПАИ-1 в течение 
14 дней привела к достоверному снижению только 
уровня метионина (на 27 %; р < 0,05) в сравнении 
с контролем. Содержание β-аланина снизилось по 
сравнению с группой ХАИ (на 21 %; р < 0,05) и не 
отличалось достоверно от контрольных значений. 
При этом нарушение нормальных корреляцион-
ных связей сопровождалось возникновением но-
вых корреляций между уровнями цистеинсульфи-
новой кислоты и серина (r = –0,95, p < 0,05), цисте-
инсульфиновой кислоты и цистатионина (r = 0,80, 
p < 0,05), цистатионина и серина (r = –0,86, p < 0,05).

При 28-дневном хроническом употреблении 
алкоголя в миокарде достоверно снизилось содер-
жание метионина (на 24 %, р < 0,05) (таблица 2). 
Это изменение сходно с эффектом 14-суточной 
алкогольной интоксикации и может свидетель-
ствовать как об обеднении пула незаменимых ами-
нокислот, так и об однонаправленном влиянии 
ХАИ разной длительности.

Кроме того, при 28-дневной ХАИ наблюдалось 
уменьшение концентрации цистатионина (на 25 %, 
р < 0,05) и цистеинсульфиновой кислоты (на 30 %, 
р < 0,05), что может свидетельствовать о снижении 
активности процесса транссульфурирования гомо-

цистеина. Корреляционный анализ показателей 
данной группы выявил сохранение положитель-
ной корреляции между уровнями глутатиона и гли-
цина, но нарушение корреляционных связей 
цистатионин–серин, цистатионин–глицин, циста-
тионин–метионин по сравнению с контролем, что 
косвенно также может свидетельствовать о нару-
шении цистатионин-β-синтазной реакции, но при 
этом уровень глутатиона вырос на 11 % (р < 0,05).

Прерывистое 28-дневное потребление алкоголя 
в режиме ПАИ-4 привело к достоверному повы-
шению содержания β-аланина (на 29 %, р < 0,05) 
и глутатиона (на 13 %, р < 0,05). Уровни метиони-
на и глицина, а так же β-аланина и ансерина кор-
релировали между собой, как и в контрольной 
группе, но не наблюдались другие корреляцион-
ные связи, характерные для контроля.

Употребление этанола в режиме ПАИ-1 на про-
тяжении 28 дней вызвало достоверное снижение 
концентрации метионина (на 30 %, р < 0,05). Схо-
жие изменения наблюдались и в группе ПАИ-1 при 
14-суточной алкоголизации, и при ХАИ различной 
длительности. Помимо этого, при 28-суточной 
ПАИ-1 понизилась концентрация таурина (на 14 %, 
р < 0,05), но возросло содержание цистеинсульфи-
новой кислоты в 2,6 раза (р < 0,05), что может сви-
детельствовать о снижении скорости образования 
таурина. Также в группе ПАИ-1 с 28-дневной алко-
голизацией уменьшилось содержание серина (на 
15 %, р < 0,05). Корреляционный анализ показал 
сохранение положительной корреляции метионин–
глицин, но нарушение всех корреляционных взаи-
мосвязей цистатионина по отношению к контролю.

Таблица 1 – Содержание серосодержащих  и родственных им соединений в тканях сердца крыс при различ-
ных формах 14-суточной алкогольной интоксикации (нмоль/г) (Ме (25 %; 75 %))
Table 1 – The content of sulfur-containing and related compounds in the tissues of the heart of rats with various forms 
of 14-day alcohol intoxication (nmol/g) (Ме (25 %; 75 %))

Показатель
Группа

Контроль
(n = 9)

ХАИ
(n = 7)

ПАИ-4
(n = 7)

ПАИ-1
(n = 7)

Цистеиновая кис-
лота

0,685
(0,403; 0,792)

0,622
(0,477; 0,774

0,625
(0,581; 0,788)

0,714
(0,704; 0,916)

Цистеин-сульфи-
новая кислота

0,415
(0,328; 0,665)

0,618
(0,354; 0,629

0,656
(0,429; 0,786)

0,570
(0,451; 0,969)

β-аланин 28,198
(21,166; 30,759)

31,604*
(29,051; 35,196

34,357*
(30,257; 42,360)

24,828#
(18,095; 26,673)

Таурин 13210,400
(12744,700; 13467,600)

14145,500
(12323,000; 15783,900

14901,200*
(13848,400; 15751,900)

12488,000
(12088,500; 14198,600)

Метионин 43,695
(40,442; 46,780)

33,594*
(29,577; 36,645

37,487
(33,332; 43,231)

31,905*
(30,393; 36,951)

Цистатионин 2,905
(2,606; 4,060)

3,589
(2,726; 3,663

2,574
(1,975; 3,148)

3,350
(2,169; 4,070)

Примечание: здесь и в таблице 2 статистически значимые различия * – по отношению к контролю; # – по отношению к ХАИ.
Note: here and in the table 2: statistical significance * – vs. control; # – vs. CAI.
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Заключение
В результате проведенных исследований были 

получены следующие выводы.
1. Изменения в пуле серосодержащих соедине-

ний миокарда при ХАИ более выражены при 
28-суточной алкоголизации, чем при 14-суточной, 
хотя и характеризуются схожим уменьшением со-
держания метионина.

2. Употребление алкоголя в режиме ПАИ-4 
приводит к увеличению содержания β-аланина 
в миокарде при различной длительности экспе-

римента, но отличается повышением содержа-
ния таурина при 14-дневном приеме алкоголя 
и глутатиона при 28-дневной алкогольной ин-
токсикации.

3. 28-суточное употребление этанола в режи-
ме ПАИ-1 вызвало изменение широкого спектра 
показателей из пула серосодержащих соедине-
ний (цистеинсульфиновая кислота, серин, тау-
рин, метионин), в то время как 14-суточная ал-
коголизация в данном режиме привела только 
к снижению содержания метионина.

Таблица 2 – Содержание серосодержащих и родственных им соединений в тканях сердца крыс при различных 
формах 28-суточной алкогольной интоксикации (нмоль/г) (Ме (2 5%; 75 %))

Table 2 – The content of sulfur-containing and related compounds in the tissues of the heart of rats with various forms 
of 28-day alcohol intoxication(nmol/g) (Ме (25 %; 75 %))

Показатель
Группа

Контроль
(n = 11)

ХАИ
(n = 10)

ПАИ-4
(n = 10)

ПАИ-1
(n = 10)

Цистеин-сульфи-
новая кислота

3,08
(2,39; 5,07)

2,16*
(1,92;2,49)

3,65
(3,50;5,06)

7,92*
(6,57;8,54)

Серин 861,43
(698,62; 1186,22)

789,52
(686,42; 1005,13)

934,15
(778,53; 1096,72)

730,30
(588,22;795,92)

Глицин 1259,89
(940,11; 1292,88)

1216,12
(1196,76; 1360,82)

1224,97
(1132,21; 1346,22)

1074,83
(1030,05; 1100,99)

β-аланин 55,47
(51,84;61,48)

64,17
(54,94;65,67)

71,77*
(67,16;79,88)

59,13
(53,95;66,94)

Таурин 20114,40
(18672,90; 25188,30)

25584,50
(20871,80; 27607,60)

18141,65
(16225,50; 20138,30)

16504,55*
(15297,20; 17825,00)

Метионин 48,34
(42,67; 58,04)

36,54*
(35,22;37,79)

45,75
(42,30;56,94)

33,81*
(31,15;38,28)

Цистатионин 20,95
(19,11; 27,50)

15,65*
(12,56;20,78)

17,33
(15,70;20,13)

23,15
(22,15;26,07)

Глутатион 1301,044
(1211,88; 1355,46)

1439,600
(1430,38; 1470,09)

1466,110
(1375,16; 1517,66)

1270,565
(1235,61; 1336,97)
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IMPACT OF DIFFERENT PERIODS OF ALCOHOLIZATION 
ON A POOL OF SULFUR-CONTAINING COMPOUNDS 

IN THE MYOCARDIUM OF RATS
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Introduction. Alcohol consumption leads to numerous morphological, biochemical and functional changes 
in the myocardium.

Оbjective – study of the effect of chronic and intermittent alcohol intoxication of various durations on the 
content of sulfur-containing amino acids and related compounds in the myocardium of rats.

Materials and methods. 70 white rats with a weight 180-220 g. The content of free amino acids and biogenic 
amines was determined by HPLC.

Results. Decrease in the level of methionine in the myocardium of rats was caused by 14-day and 28-day 
chronic alcohol intoxication. IAI-4 led to an increase in the content of β-alanine and taurine at 14 days of 
alcoholization and β-alanine and glutathione at 28 days. With 14-day IAI-1 the concentration of methionine was 
decreased and with 28-day PAI-1 the content of serine, taurine, methionine was decreased, but the content of 
cysteine sulfinic acid increased.

Conclusions. ChAI and IAI during 28 days cause more pronounced changes in the pool of sulfur-containing 
amino acids and their metabolites in the myocardium of rats in comparison with 14-day alcoholization. 

Keywords: ethanol, intermittent alcohol intoxication, methionine, myocardium.
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ ГЕНОВ NOTCH И TWEAK/Fn14 СИГНАЛЬНЫХ 
ПУТЕЙ ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ФИБРОГЕНЕЗЕ ПЕЧЕНИ

Е. И. Лебедева1, А. Т. Щастный1, А. С. Бабенко2

1Учреждение образования «Витебский государственный ордена 
Дружбы народов медицинский университет», г. Витебск, Республика Беларусь;

2 Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет», 
г. Минск, Республика Беларусь

Введение. Накопленные за последние годы знания о взаимодействии сигнальных путей при иници-
ации и развитии фиброза печени не позволяют сделать конкретные выводы о их роли в активации жиро-
накапливающих клеток, в поляризации макрофагов, в отношении протоковой реакции, в капилляризации 
синусоидных капилляров и других процессов. 

Цель исследования – поиск возможного взаимодействия между генами Notch и TWEAK/Fn14 сиг-
нальных путей при экспериментальном фиброгенезе печени в девяти временных точках. 

Материалы и методы. Фиброз печени у крыс Wistar индуцировали раствором тиоацетамида в тече-
ние 17 недель. Относительный уровень экспрессии мРНК генов Notch1, Notch2, Tweak, Fn14 оценивали 
методом ПЦР-РВ в девяти временных точках. Гистологические препараты печени окрашивали гематокси-
лином и эозином, методом Маллори. Выявление взаимосвязей между генами проводили с использовани-
ем непараметрической ранговой корреляции Спирмена.

Результаты. В рамках настоящего исследования установлены сложные взаимодействия между гена-
ми Notch и TWEAK/Fn14 сигнальных путей. Выявлены умеренные, средние и сильные прямые корреля-
ционные связи (р < 0,05).

Заключение. На основании полученных результатов мы считаем, что сигнальные пути Notch 
и TWEAK/Fn14 связаны между собой и вовлекаются в процессы фиброгенеза на всех его стадиях при 
использовании конкретной модели. Взаимодействия реализуются преимущественно за счет связи между 
генами Notch1 и Tweak. Гены Notch2, Tweak, Fn14 принимают участие на стадии трансформации фиброза 
печени в цирроз и перестройки паренхимы органа. При этом на этапе цирроза связь генов ослабевает, что 
может говорить о реализации патологического процесса по измененной схеме с вовлечением дополнитель-
ных сигнальных путей. 

Ключевые слова: крысы Wistar, цирроз печени, гены Tweak, Fn14, Notch1, Notch2, корреляционный 
анализ.
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Введение
Фиброз печени – это весьма сложный и дина-

мичный процесс, сопровождающийся активацией/
трансдифференцировкой жиронакапливающих 
клеток в миофибробластический фенотип [1, 2], 
перепрограммированием/поляризацией звездча-
тых макрофагов [3, 4], превращением эндотелио-
цитов синусоидных капилляров из синусоидного 
в соматический тип [5], пролиферацией эпители-
альных клеток внутрипеченочных желчных прото-
ков и проточков [6]. В последние десятилетия по-
стоянно увеличивается число сообщений о регуля-
ции этих патологических процессов целым рядом 
сигнальных путей. Сведения об их взаимодействи-
ях немногочисленны. В связи с этим возникает 
необходимость в изучении корреляционных взаи-
мосвязей между сигнальными путями для направ-

ленной фармакологической коррекции функции 
клеток при фиброзе печени [7]. 

Известно, что сигнальный путь Notch регулирует 
клеточную дифференцировку, пролиферацию, апо-
птоз и является потенциальной терапевтической 
мишенью [8]. При экспериментальном поражении 
печени четыреххлористым углеродом ингибирова-
ние генов пути Notch замедляет активацию жирона-
капливающих клеток и развитие фиброза в органе. 
Прямая активация этих клеток – это не единствен-
ный механизм работы пути. Предположительно, 
сигнальный путь Notch способствует превращению 
эндотелиоцитов синусоидных капилляров из сину-
соидного в соматический тип. Это приводит к сни-
жению ими секреции монооксида азота и вызывает 
трансдифференцировку жиронакапливающих кле-
ток в фиброгенный фенотип [9, 10].
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При заболеваниях печени активация пути Notch 
может стимулировать перепрограммирование звезд-
чатых макрофагов в M1 фенотип и вызывать воспа-
ление. Подавление пути приводит к поляризации их 
в M2 фенотип, снижая воспаление. Однако исследо-
ваний в данном направлении немного и сам процесс 
остается предметом дискуссий [11, 12].

Практически на всех этапах фиброгенеза пока-
зано взаимодействие генов сигнального пути 
Notch с генами других сигнальных путей [13]. 
Наиболее изученными являются Wnt/β-catenin, 
TGFβ, Hedgehog (Hh) и Hippo [14, 15, 16]. Вероят-
но, в будущем данный перечень будет расширен. 

К настоящему времени в научной литературе 
отсутствуют сведения о взаимосвязи генов Notch 
и TWEAk/Fn14 сигнальных путей при фиброзе пе-
чени. Нами была выдвинута гипотеза о том, что 
фиброгенез печени сопровождается взаимодей-
ствием генов Notch и TWEAk/Fn14 путей. Под воз-
действием факторов, способных вызвать пораже-
ния печени (четыреххлористый углерод, гепатэк-
томия), отмечено повышение уровней экспрессии 
генов Fn14 и Tweak пути TWEAk/Fn14. Показано, 
что этот путь регулирует дифференцировку кле-
ток-предшественников, способствует развитию 
онкологических и аутоиммунных заболеваний, 
участвует в патогенезе воспаления и фиброза ряда 
органов [17, 18]. 

Цель настоящего исследования заключалась 
в поиске возможного взаимодействия генов Notch 
и TWEAk/Fn14 сигнальных путей при экспери-
ментальном фиброгенезе печени в девяти времен-
ных точках. 

Материалы и методы
В эксперименте использовали половозрелых 

крыс-самцов Wistar. Животных рандомизировали 
на 9 групп по 12 особей в каждой. Фиброгенез пе-
чени индуцировали свежеприготовленным раство-
ром тиоацетамида. Для изучения фиброза в дина-
мике крыс выводили из опыта через 3 недели (точ-
ка m1), 5 недель (точка m2), 7 недель (точка m3), 
9 недель (точка m4), 11 недель (точка m5), 13 не-
дель (точка m6), 15 недель (точка m7) и 17 недель 
(точка m8), а интактных (точка m0) – по окончании 
эксперимента. Дизайн эксперимента был одобрен 
на заседании Комиссии по биоэтике и гуманному 
обращению с лабораторными животными при уч-
реждении образования «Витебский государствен-
ный ордена Дружбы народов медицинский уни-
верситет» (протокол №6 от 03.01.2019) и подробно 
описан в статье [19]. 

Забор материала, пробоподготовка, протокол 
выделения суммарной РНК из исследуемых образ-

цов печени, синтез кДНК на матрице суммарной 
РНК, последовательности специфических олиго-
нуклеотидных праймеров и флуоресцентно-мече-
ных зондов, проведение полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ), 
нормализация данных ПЦР-РВ, оценка уровня 
мРНК представлены в статьях [19, 20]. Приводим 
список исследуемых генов Notch и TWEAk/Fn14 
сигнальный путей.

Notch1: Notch1 – рецептор notch 1, notch receptor 1;
Notch2: Notch2 – рецептор notch 2, notch receptor 2;
Tweak: Tnfsf12 – член суперсемейства фактора 

некроза опухоли 12, TNF superfamily member 12;
Fn14: Tnfrsf12a – член суперсемейства рецеп-

торов фактора некроза опухолей 12А, TNF receptor 
superfamily member 12A.

Морфологическое исследование образцов пече-
ни проводили на гистологических срезах, окрашен-
ных гематоксилином и эозином, методом Маллори. 
Степень фиброза определяли с использованием по-
луколичественной шкалы Ishak K.G. [19, 20].

Результаты количественных измерений оценива-
ли с использованием программ Statistica 10.0 
(StatSoft Inc., США, STA999К347156-W), IBM SPSS 
Statistics 23.0, Microsoft Office Excel (Microsoft 
Corp., США). 

В выборках по каждой недели эксперимента 
определяли нормальность частотного распреде-
ления признака по критерию Лиллиефорса. По-
лучали описательные статистики и описывали 
количественные экспериментальные данные в виде 
средних и их соответствующих доверительных 
интервалов (М (95 % ДИ: j-q)), медианы и значе-
ния 15-го и 85-го процентилей (Ме (15 %; 85 %)). 
Об уровне статистической значимости различий 
изучаемых признаков в группах с нормальным 
частотным распределением данных судили по 
t-критерию Стьюдента; в случае отличия выборок 
от нормального частотного распределения ис-
пользовали U-критерий Манна-Уитни. Выявле-
ние корреляционных взаимосвязей проводили 
с использованием непараметрической ранговой 
корреляции Спирмена.

Результаты и их обсуждения
Для того чтобы подойти к поиску связи между 

генами Notch и TWEAk/Fn14 сигнальных путей 
мы подробно изучали поведения уровней экспрес-
сии мРНК генов Tweak, Fn14, Notch1, Notch2 мето-
дом ПЦР-РВ в девяти временных точках. Уровень 
экспрессии мРНК генов изучали в пуле вариантов, 
т. е. суммарную мРНК каждого из генов-мишеней 
без разделения на альтернативные варианты 
сплайсинга. Полученные результаты выявили осо-
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бенности экспрессии мРНК генов. Данные пред-
ставлены в статьях [19, 20]. В настоящей работе 
мы учитывали только сильную, среднюю и уме-
ренную связи между генами.

Корреляционные связи между генами Notch1 
и Notch2, Tweak и Fn14 в печени крыс контроль-
ной группы. Гистологический анализ печени крыс 
контрольной группы соответствовал критериям нор-
мы. Между генами Notch1 и Notch2 установили уме-
ренные прямые корреляционные связи (r = 0,41, 
р < 0,05). Согласно литературным данным, в здо-
ровой печени клетки билиарного эпителия, гепа-
тоциты и синусоидальные эндотелиальные клет-
ки экспрессируют высокие уровни белка notch1 
и мРНК генов Notch1, Notch2. Белок notch2 про-
являет слабую экспрессию во всех вышеупомяну-
тых клетках. Причины несоответствия экспрес-
сии генов и рецепторов до сих пор не установле-
ны [8, 9, 11, 21]. 

Между генами Tweak и Fn14 в условиях физио-
логической нормы связь не выявлена. Сигнальный 
путь TWEAk/Fn14 состоит из гена Tweak, кодирую-
щего белок цитокин, и гена Fn14, кодирующего со-
ответствующий рецептор для связывания с tweak 
[22, 23]. В последнее время стало очевидным, что 
tweak является многофункциональным цитокином. 
По-прежнему остается предметом дискуссий: все ли 
TWEAK-опосредованные клеточные ответы осу-
ществляются путем связывания с одним известным 
в настоящее рецептором fn14. Нельзя исключить, 
что tweak может воздействовать на клетки через дру-
гие, пока не идентифицированные молекулы клеточ-
ной поверхности. В печени сигнальные 
и функциональные ответы пути TWEAk/
Fn14 в основном исследовались при ре-
генерации. Уровень экспрессии мРНК 
Fn14 быстро повышался после повреж-
дения печени и преимущественно был 
связан с клетками – предшественниками 
органа, тогда как уровень экспрессия 
мРНК Tweak в основном обнаруживался 
в звездчатых макрофагах и печеночных 
натуральных киллерных клетках [22, 24].

Корреляционные связи между гена-
ми Notch1 и Notch2, Tweak и Fn14 в усло-
виях моделирования фиброза и цирроза 
печени. Между генами Notch1 и Notch2 
умеренные прямые корреляционные свя-
зи выявлены только на начальном этапе 
процесса трансформация фиброза печени 
в цирроз (9 недель, r = 0,48, р < 0,05, сте-
пень фиброза F4/F5). 

При этом между генами Tweak и Fn14
средние прямые корреляционные связи 
отмечены на двух стадиях прогрессирую-

щего фиброза печени (5 и 7 недель эксперимента, 
степень фиброза F2/F3 и F3/F4, r = 0,68 и r = 0,58 
при р < 0,05 соответственно).

Корреляционные связи между генами Notch1 
и Tweak, Notch1 и Fn14, Notch2 и Tweak, Notch2 
и Fn14 в условиях моделирования фиброза и цир-
роза печени. В интактной печени и практически 
на всех этапах эксперимента между генами Notch1
и Tweak, за исключением стадий перестройки па-
ренхимы печени, установлены сильные, средние 
и умеренные прямые корреляционные связи (та-
блица 1). С геном Fn14 ген Notch1 взаимодейству-
ет только на двух стадиях прогрессирующего фи-
броза (см. таблицу 1).

В условиях физиологической нормы между ге-
нами Notch2 и Fn14 установлена средняя прямая 
корреляционная связь (таблица 2). При экспери-
ментальном фиброгенезе печени гены Notch2
и Tweak, Notch2 и Fn14 проявляют связи практиче-
ски в одних и тех же временных точках (см. табли-
цу 2). Как видно из таблицы 2 они принимают уча-
стие в процессах трансформации фиброза печени 
в цирроз (9 и 11 недель эксперимента) и нодуляр-
ной перестройки паренхимы органа (15 и 17 не-
дель эксперимента).

Особого внимания заслуживает факт того, что 
в печени крыс контрольной группы ген Notch1 вза-
имодействует с Tweak, а ген Notch2 – с Fn14 и, ве-
роятно, регулируют различные процессы.

При фиброгенезе печени индуцированным тио-
ацетамидом гены Notch и TWEAk/Fn14 сигнальных 
путей взаимодействуют весьма сложно. По нашему 

Таблица 1 – Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена 
между уровнями экспрессии мРНК генов Notch1, Tweak, Fn14

Table 1 – Spearman’s rank correlation coefficients between the 
level of mRNA expression of the Notch1, Tweak, Fn14 genes

Признак

Коэффициенты корреляции, значимые на уровне р < 0,05
Наименование группы/недели эксперимента

m0/0 m1/3 m2/5 m3/7 m4/9 m5/11 m6/13 m7/15 m8/17
Notch1

Tweak 0,79 0,40 0,71 0,62 0,46 – – – 0,69
Fn14 – – 0,42 0,68 – – – – –

Таблица 2 – Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена 
между уровнями экспрессии мРНК генов Notch2, Tweak, Fn14

Table 2 – Spearman’s rank correlation coefficients between the 
level of mRNA expression of the Notch2, Tweak, Fn14 genes

Признак

Коэффициенты корреляции, значимые на уровне р < 0,05
Наименование группы/недели эксперимента

m0/0 m1/3 m2/5 m3/7 m4/9 m5/11 m6/13 m7/15 m8/17
Notch2

Tweak – – – – 0,38 0,36 – – 0,48
Fn14 0,55 – – – 0,38 0,55 – 0,67 0,61
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мнению, это может быть связано с тем, что пути свя-
заны с другими сигнальными путями, образуя пере-
крестные сети. Эти пути могут усиливать или осла-
блять эффекты друг друга через сложные сигналь-
ные взаимодействия, которые требуют более 
глубокого исследования и понимания. Отсутствие 
связей между генами свидетельствует о том, что они 
задействованы и в других процессах, к настоящему 
времени до конца не изученных. На исчезновение 
и восстановление связей оказывают влияние смена 
сигналов микроокружения и ряд других факторов. 

Заключение
На основании полученных данных считаем, 

что сигнальные пути Notch и TWEAk/Fn14 свя-
заны и вовлекаются в процессы фиброгенеза на 

всех его стадиях в случае использования кон-
кретной экспериментальной модели. Взаимодей-
ствие реализуется преимущественно за счет свя-
зи между генами Notch1 и Tweak. Гены Notch2, 
Tweak, Fn14 принимают участие на стадии транс-
формации фиброза печени в цирроз и перестрой-
ки паренхимы органа. При этом на этапе цирроза 
связь ослабевает, что свидетельствует о реализа-
ции патологического процесса по измененной 
схеме с вовлечением дополнительных сигналь-
ных путей. 

Полученные результаты позволяют глубже по-
нять молекулярные механизмы, лежащие в основе 
фиброгенеза печени, и могут быть использованы 
для дальнейшего изучения взаимодействия путей 
передачи молекулярных сигналов.
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INTERACTION OF NOTCH AND TWEAK/FN14 SIGNALING 
PATHWAYS IN EXPERIMENTAL LIVER FIBROGENESIS
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Introduction. The knowledge gained about the interaction of signaling pathways during the initiation and 
development of liver fibrosis does not allow to draw specific conclusions about their role in the activation of fat-
accumulating cells, polarization of macrophages, relation to the ductal reaction, capillarization of sinusoidal 
capillaries and other processes. 

Objective – to look for a possible interaction between Notch and TWEAK/Fn14 signaling pathways in 
experimental liver fibrogenesis at nine time points.

Materials and methods. Liver fibrosis in Wistar rats was induced with thioacetamide solution for 17 weeks. 
The relative level of mRNA expression of the Notch1, Notch2, Tweak and Fn14 genes was assessed by RT-PCR 
at nine time points. Histological preparations of the liver were stained with hematoxylin and eosin using the 
Mallory method. The identification of relationships between genes was performed using Spearman’s nonparametric 
rank correlation.

Results. We have identified complex interactions between Notch and TWEAK/Fn14 signaling pathways. 
Moderate, medium and strong direct correlations between some genes were revealed (p < 0.05).

Conclusions. We believe that the Notch and TWEAK/Fn14 signaling pathways are interconnected and are 
involved in the processes of fibrogenesis at all its stages when using a specific model. Interactions are realized 
mainly due to the connection between the Notch1 and Tweak genes. Notch2, Tweak, Fn14 genes are involved in 
the stage of transformation of liver fibrosis into cirrhosis and reorganization of the organ parenchyma. At the same 
time, at the stage of cirrhosis, the connection of genes weakens, which may indicate the implementation of the 
pathological process according to an altered scheme with the involvement of additional signaling pathways.

Keywords: Wistar rats, liver cirrhosis, Tweak, Fn14, Notch1, Notch2 genes, correlation analysis.
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БИОТЕХНОЛОГИЧЕСКОЕ ПОЛУЧЕНИЕ МЕТАБОЛИТОВ 
АНАБОЛИЧЕСКИХ СТЕРОИДОВ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 

РЕКОМБИНАНТНОЙ СТЕРОИД-11Β-ГИДРОКСИЛАЗЫ 
ЧЕЛОВЕКА ДЛЯ ДОПИНГ-КОНТРОЛЯ

Ю. С. Бакакина1, Д. В. Бабарико1, А. В. Свирид2, Т. В. Шкель2, 
А. М. Тумилович2, В. Э. Сяхович1

1Учреждение здравоохранения «Национальная антидопинговая лаборатория», 
а.г. Лесной, Республика Беларусь;

2Государственное научное учреждение «Институт биоорганической химии 
Национальной академии наук Беларуси», Минск, Республика Беларусь

Введение. В области антидопингового анализа особое внимание уделяется классу анаболических ан-
дрогенных стероидов (ААС), относящихся к группе S1 Запрещенного списка веществ Всемирного антидо-
пингового агентства (ВАДА). В настоящее время открытым остается вопрос синтеза высококачественных 
стандартов различных метаболитов ААС для подтверждения положительных результатов тестирования.

Цель исследования – биотехнологическое получение метаболитов синтетических ААС с использо-
ванием рекомбинантной ферментативной системы стероид-11β-гидроксилазы человека.

Материалы и методы. Для исследования метаболизма ААС in vitro использовали ферментативную 
систему, включающую рекомбинантные стероид-11β-гидроксилазу человека, адренодоксинредуктазу 
и адренодоксин. Образование метаболитов определяли методом высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии с масс-спектрометрическим детектированием.

Результаты. Было показано наличие разной степени биотрансформации синтетических ААС (метан-
диенон, оралтуринабол, оксиметолон, оксандролон) с участием ферментативной системы стероид-11β-ги-
дроксилазы. В результате реакции наблюдалось падение содержания оралтуринабола на 90 %, метандие-
нона – на 30 % относительно количества ААС, взятого для проведения реакции. Для оксиметолона и ок-
сандролона не было показано падение содержания ААС.

Заключение. В результате выполнения работы получены 11β-гидроксипроизводные значимых в до-
пинг-контроле ААС – оралтуринабола и метандиенона. Дальнейшая работа по биотехнологическому по-
лучению долгоживущих метаболитов ААС с участием ферментов семейства цитохромов Р450 представ-
ляет особый интерес для допинг-контроля.

Ключевые слова: рекомбинантная стероид-11β-гидроксилаза человека, синтетические анаболиче-
ские андрогенные стероиды, метаболиты, жидкостная хромато-масс-спектрометрия.

Для цитирования. Биотехнологическое получение метаболитов анаболических стероидов с исполь-
зованием рекомбинантной стероид-11β-гидроксилазы человека для допинг-контроля / Ю. С. Бакакина 
[и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, №1(2). – С. 37–43.

Введение
В настоящее время неотъемлемой частью про-

фессионального спорта является регулярное те-
стирование спортсменов на предмет употребления 
допинга. Антидопинговые меры в том виде, в ка-
ком мы их знаем сегодня, были введены в начале 
1960-х годов и с тех пор подвергались постоянно-
му пересмотру и совершенствованию [1]. В обла-
сти антидопингового контроля долгосрочное обна-
ружение запрещенных веществ, определенных 
Всемирным антидопинговым агентством (ВАДА) 
[2], является одним из наиболее острых вопросов. 
Основным типом используемой в исследованиях 
матрицы является моча в связи с неинвазивностью 
и быстротой отбора проб. При приеме многих до-

пинговых веществ в мочу секретируется не само 
исходное соединение, а один или несколько его 
метаболитов.

Особое внимание при допинг-контроле уделя-
ется классу анаболических андрогенных стерои-
дов (ААС), относящихся к группе S1 Запрещенно-
го списка веществ ВАДА, поскольку он представ-
ляет собой наиболее часто выявляемое семейство 
запрещенных препаратов в профессиональном 
спорте [3, 4].

В настоящее время актуальным остается во-
прос синтеза высококачественных стандартов 
различных метаболитов ААС для подтверждения 
полученных положительных результатов тести-
рования.
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В отличие от других классов препаратов, таких 
как стимуляторы, которые обычно оказывают 
краткосрочный эффект в связи с быстрым разру-
шением и выведением из организма, эффекты ААС 
могут быть продолжительными и сохраняться в те-
чение длительного периода после прекращения 
использования стероидов. Таким образом, ААС 
находятся под полным запретом применения как 
в соревновательный, так и во внесоревнователь-
ный периоды [2].

У человека большинство стадий биосинтеза 
стероидов катализируются монооксигеназами из 
семейства цитохромов Р450 (CYP), которые вовле-
чены в синтез глюкокортикоидов, минералокорти-
коидов и половых гормонов, а также в метаболизм 
ксенобиотиков, включая лекарственные препараты 
[5]. Ферменты данного семейства считаются наи-
более универсальными биокатализаторами, спо-
собными функционировать в мягких реакционных 
условиях регио- и стереоселективным образом, что 
позволяет проводить сложные реакции, которые 
трудно осуществить химическим путем [6]. 

Гидроксилирование является одной из ключе-
вых реакций фазы I биотрансформации ААС in 
vivo, поскольку приводит к образованию гидро-
фильных метаболитов из аполярных стероидов, 
которые быстрее выводятся из организма с мочой 
[7]. Ферментные системы цитохрома Р450 катали-
зируют гидроксилирование в различных положе-
ниях стероидного кольца [8].

В литературе имеются данные по получению 
гидроксипроизводных ААС с использованием ре-
комбинантных ферментов человека семейства ци-
тохромов Р450 как в высокоочищенном виде, так 
и в виде белков, экспрессируемых в клетках микро-
организмов. Так, например, Zöllner с соавторами 
была очищена и охарактеризована стероид-11β-ги-
дроксилаза человека, экспрессированная в клетках 
Escherichia (E.) coli, и показана способность фермен-
та гидроксилировать субстраты – 11-дезоксикорти-
костерон и 11-дезоксикортизол в 11β-положении [9]. 
Schiffer с соавторами создали биокатализатор на ос-
нове клеток E. coli, экспрессирующих рекомбинант-
ную ферментативную систему стероид-11β-гидрок-
силазы, для наработки кортизола из 11-дезоксикор-
тизола [10]. В работе Parr с соавторами показали 
возможность получения 11β-гидроксиметандиенона 
с использованием очищенного фермента стеро-
ид-11β-гидроксилазы человека, экспрессированного 
в клетках Schizosaccharomyces pombe [11].

Нами предложен вариант биоконверсии ААС, 
включающий получение рекомбинантных фермен-
тов человека в высокоочищенном виде. Несмотря 
на то что существующие аналогичные подходы опу-

бликованы и используются для модификации ряда 
стероидов, они не применялись комплексно на ос-
нове последовательно проводимых реакций с уча-
стием рекомбинантных ферментов человека семей-
ства цитохромов Р450 для получения спектра мета-
болитов I фазы биотрансформации синтетических 
ААС. В настоящей работе представлены данные по 
получению 11β-гидроксипроизводных ААС.

Стероид-11β-гидроксилаза, относящаяся к се-
мейству цитохромов Р450, играет важную роль 
в фазе I метаболизма ААС [12]. Данный фермент 
участвует в биосинтезе стероидных гормонов и ка-
тализирует две реакции: 11β-гидроксилирование 
11-дезоксикортикостерона и 11-дезоксикортизола 
с образованием кортикостерона (прекурсора аль-
достерона) и глюкокортикоида кортизола соответ-
ственно [13].

Следует отметить, что 11β-гидроксилирование 
стероидной молекулы является наиболее дорого-
стоящим этапом многостадийного синтеза глюко-
кортикоидов с участием микроорганизмов и со-
пряжено с образованием побочных продуктов – 
11α-, 14ɑ- и 6β-гидроксипроизводных [14]. В связи 
с этим проблема направленного 11β-гидроксили-
рования относится к числу одной из важнейших 
в химии стероидов.

Цель исследования – биотехнологическое полу-
чение метаболитов синтетических ААС с исполь-
зованием рекомбинантной ферментативной систе-
мы стероид-11β-гидроксилазы человека.

Материалы и методы
Объектом исследования являлось получение 

11β-гидроксипроизводных синтетических ААС 
с использованием рекомбинантной ферментатив-
ной системы стероид-11β-гидроксилазы человека.

Получение стероид-11β-гидроксилазы, адрено-
доксинредуктазы (AdR) и адренодоксина (Adx) че-
ловека. Высокоочищенные препараты ферментов 
(чистота >95 % по данным электрофореза в денату-
рирующих условиях в 12%-м полиакриламидном 
геле) – рекомбинантные стероид-11β-гидроксилаза, 
адренодоксинредуктаза (AdR) и адренодоксин (Adx) 
человека были получены согласно [15, 16].

Получение метаболитов ААС. Реакционная 
смесь для получения метаболитов ААС включала 
ферментативный комплекс, состоящий из стеро-
ид-11β-гидроксилазы, адренодоксинредуктазы 
(AdR) и адренодоксина (Adx) в соотношении 
1:4:0,6, 50 мМ калий-фосфатный буфер (рН 7,4), 
30 мМ MgCl2, 0,1 мМ этилендиаминтетрауксус-
ную кислоту (ЭДТА), 0,1 мМ трис-(2-карбокси-
этил)-фосфин гидрохлорид, 0,1 % Tween P20, 3 мМ 
восстановленный глутатион и 100 мкМ ААС в ко-



39

нечном объеме 250 мкл. Реакционная смесь также 
содержала НАДФН-регенерирующую систему, 
состоящую из 1,3 Ед/мл изоцитратдегидрогеназы 
и 15 мМ изоцитрата натрия. Реакцию запускали 
внесением 10 мМ НАДФН и инкубировали в тече-
ние 60 мин при +37 ℃. В качестве контроля ис-
пользовали образцы, не содержащие НАДФН. Ре-
акцию останавливали внесением 50 % ацетони-
трила. Эксперименты проводили в 3-кратной 
повторности для каждого образца.

Образование продуктов реакции определяли 
с помощью высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) в сочетании с тандемной 
масс-спектрометрией (МС/МС). Разделение про-
водили на обращенно-фазной колонке Hypersil 
Gold С18 (150×2,1 мм, размер частиц – 5 мкм, 
Thermo Scientific, США) с использованием сверх-
высокоэффективного жидкостного хроматографа 
Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, США). 
Для разделения метаболитов ААС использовали 
метод с 25-минутным градиентом от 5 % до 95 % 
ацетонитрила (с 0,1%-й муравьиной кислотой) 
в воде при скорости потока 0,25 мл/мин. В каче-
стве базового раствора использовали 0,1%-ю му-
равьиную кислоту в воде. Масс-спектрометриче-
скую детекцию проводили на масс-спектрометре 
высокого разрешения Q Exactive Plus (Thermo 
Scientific, США). В качестве внутреннего стандар-
та использовали метилтестостерон. Данные обра-
батывали с помощью программы XCalibur (Thermo 
Scientific, США).

Результаты и их обсуждение 
На первом этапе выполнения работы с целью 

исследования возможности получения гидрокси-
производных ряда синтетических ААС с исполь-
зованием стероид-11β-гидроксилазы была осу-
ществлена постановка данной реакции в отноше-
нии эндогенного ААС – 11-дезоксикортикостерона. 
В работе для исследования биотрансформации 
ААС in vitro использовали очищенную рекомби-
нантную стероид-11β-гидроксилазу человека.

Данный фермент катализирует реакцию 11β-ги-
дроксилирования эндогенных стероидов. Для его 
работы требуются белки-партнеры окислитель-
но-восстановительного потенциала для получения 
электронов от НАДФН – адренодоксинредуктаза 
(AdR) и адренодоксин (Adx). В работе были ис-
пользованы рекомбинантные препараты данных 
белков. Для протекания реакции было взято мо-
лярное соотношение ферментов стероид-11β-ги-
дроксилаза/Adx/AdR 1:4:0,6, поскольку известно, 
что максимальная активность системы стеро-
ид-11β-гидроксилазы наблюдается при соотноше-
нии P450/AdR ≥ 1 и избытке Adx [17].

С целью повышения эффективности протека-
ния ферментативной реакции (увеличение количе-
ства образующихся гидроксипроизводных ААС) 
с участием стероид-11β-гидроксилазы в реакцион-
ную систему вносили НАДФН-регенерирующую 
систему.

Как видно из данных, представленных на рисун-
ке 1, стероид-11β-гидроксилаза катализирует гидрок-
силирование 11-дезоксикортикостерона с образова-
нием метаболита – кортикостерона. Для установле-
ния структуры метаболита был проведен МС/МС 
анализ и сравнение по дочерним ионам со стандар-
том кортикостерона. В результате реакции гидрок-
силирования наблюдалось падение содержания 
11-дезоксикортикостерона на 95 % и образование 
65 % кортикостерона относительно количества 
субстрата, взятого для проведения реакции 
(25 нмоль).

На втором этапе выполнения работы с целью 
получения 11β-гидроксипроизводных ряда синте-
тических ААС была осуществлена апробация ра-
боты ферментативной системы стероид-11β-ги-
дроксилазы в отношении данных ААС.

Для работы были выбраны наиболее часто вы-
являемые при допинг-контроле ААС: метандие-
нон, оралтуринабол, оксиметолон, оксандролон, 
которые различаются по структурным характери-
стикам, в частности, по количеству двойных свя-
зей в А-кольце, конфигурации молекулы, положе-
нию и количеству функциональных групп. 

Образование 11β-гидроксипроизводных иссле-
дуемых ААС в результате проведения реакций было 
подтверждено при сравнении МС/МС-спектров про-
дуктов реакций гидроксилирования с участием сте-
роид-11β-гидроксилазы с МС/МС-спектрами исход-
ных ААС и данными по МС/МС распаду данных 
соединений, имеющимися в литературе.

На рисунке 2 представлена хроматограмма 
и МС/МС-спектр моногидроксипроизводного ме-
тандиенона, полученного из метандиенона в реак-
ции, катализируемой ферментативной системой 
стероид-11β-гидроксилазы. Следует отметить, что 
в результате реакции образуется один метаболит – 
11β-гидроксиметандиенон. Аналогичные данные 
были получены в реакциях гидроксилирования 
оралтуринабола с участием ферментативной си-
стемы стероид-11β-гидроксилазы (рисунок 3).

Исследования показали наличие разной степе-
ни биотрансформации изученных в работе синте-
тических ААС. В результате проведения реакции 
с участием ферментативной системы стеро-
ид-11β-гидроксилазы наблюдалось падение содер-
жания оралтуринабола на 90 %, метандиенона – на 
30 % относительно количества ААС, взятого для 
проведения реакции (25 нмоль).
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Рисунок 1 – Хроматограммы и МС/МС-спектры стандарта кортикостерона (a) 
и метаболита 11-дезоксикортикостерона, полученного при протекании реакции с участием рекомбинантной 

стероид-11β-гидроксилазы человека (b)

Figure 1 – Chromatograms and MS/MS spectra of corticosterone standard (a) and 11-deoxycorticosterone metabolite 
converted by human recombinant steroid-11β-hydroxylase (b)

Рисунок 2 – Хроматограмма и МС/МС-спектр 11β-гидроксиметандиенона, полученного 
из метандиенона при протекании реакции с участием рекомбинантной стероид-11β-гидроксилазы человека

Figure 2 – Chromatogram and MS/MS spectrum of 11β-hydroxymethandienone converted 
from methandienone by human recombinant steroid-11β-hydroxylase
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Рисунок 3 – Хроматограмма и МС/МС-спектр 11β-гидроксиоралтуринабола, полученного из оралтуринабола 
при протекании реакции с участием рекомбинантной стероид-11β-гидроксилазы человека

Figure 3 – Chromatogram and MS/MS spectrum of 11β-hydroxyoralturinabol converted from oralturinabol 
by human recombinant steroid-11β-hydroxylase

Таким образом, дальнейшая работа по биотехно-
логическому получению долгоживущих метаболи-
тов ААС с участием ферментов семейства цитохро-
мов Р450, в частности, гидроксистероид дегидроге-
наз и стероидгидроксилаз, а также сульфотрансфераз 
и глюкуронозилтрансфераз, представляет особый 
интерес для допинг-контроля.

Заключение
В ходе выполнения исследования изучена био-

трансформация ряда синтетических ААС (оралту-
ринабол, метандиенон, оксандролон, оксиметолон), 
различающихся по структурным характеристикам, 
с участием рекомбинантной ферментативной систе-
мы стероид-11β-гидроксилазы человека. Получены 
метаболиты наиболее часто выявляемых при до-
пинг-контроле ААС – оралтуринабола и метандие-
нона, которые по данным ВЭЖХ-МС/МС анализа 
являются 11β-гидроксипроизводными данных ААС. 

Используемая в данной работе ферментативная 
система с соотношением компонентов стеро-
ид-11β-гидроксилаза/Adx/AdR 1:4:0,6 позволяет 
эффективно биотрансформировать оралтуринабол 
и метандиенон относительно исходного количе-
ства ААС на 90 % и 30 % соответственно.

Для оксиметолона и оксандролона в реакции ги-
дроксилирования с участием рекомбинантной сте-
роид-11β-гидроксилазы человека не было показано 
падение содержания ААС. Отсутствие образования 
11-гидроксипроизводных в результате реакции мо-
жет быть связано с 5α-пространственной конфигу-
рацией стероидной молекулы, что затрудняет ее 
связывание в активном центре фермента. Известно, 
что конфигурация молекулы стероида в 5-положе-
нии имеет существенное влияние на ее простран-
ственное расположение [18] и, как следствие, взаи-
модействие с активным центром фермента. 

В то же время в исследованиях по экскреции 
ААС с мочой было показано, например, что ис-
ходное соединение оралтуринабол обнаружива-
лось в моче в течение 72 ч после однократного 
перорального приема [19]. Далее ААС метаболи-
зируются в организме в ходе реакций фазы I и II 
биотрансформации, которые включают восста-
новление А-кольца, изменения в структуре 
D-кольца (гидроксилирование, восстановление, 
окисление и эпимеризация), глюкуронидную 
конъюгацию и сульфатирование. Данные долго-
живущие метаболиты выявляются в моче чело-
века в течение 60 дней. 
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Intoduction. In the field of anti-doping analysis, special attention is paid to the class of anabolic androgenic 
steroids (AAS), belonging to group S1 of the World Anti-Doping Agency (WADA) Prohibited list. Currently, the 
question of synthesis high-quality reference standards for various AAS metabolites to confirm positive test results 
remains open.

Objective – biotechnological production of synthetic anabolic steroid metabolites using human recombinant 
steroid-11β-hydroxylase enzymatic system.

Materials and methods. Enzyme system, including human recombinant steroid-11β-hydroxylase, 
adrenodoxin reductase and adrenodoxin, were used to study AAS biotransformation in vitro. The production of 
metabolites was determined using high performance liquid chromatography with mass spectrometric detection.

Results. The presence of varying degrees of biotransformation of synthetic AAS (methandienone, 
oralturinabol, oxymetholone, oxandrolone) with the participation of steroid-11β-hydroxylase enzymatic system 
was shown. As a result of the reaction, a decrease in the content of oralturinabol by 90 %, methandienone – by 
30 % relative to the amount of AAS taken for the reaction was observed. For oxymetholone and oxandrolone, 
a decrease in the content of AAS was not shown.

Conclusions. As a result, 11β-hydroxyderivatives of AAS significant in doping control – oralturinabol and 
methandienone were obtained. Further work on the biotechnological production of long-term AAS metabolites 
using cytochrome P450 enzymes is of particular interest for doping control.
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liquid chromatography-mass spectrometry.
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Введение Тиохром [2,7-диметилтиохромине-8-этанол] (TChr) впервые выделен из дрожжей (20 мг из 
1,2 кг), является производным тиамина и в организме испытывает превращения с образованием ряда кар-
бонилсодержащих продуктов.

Цель работы – исследовать химического строения продуктов фотолиза TChr, образованных под 
действием ультрафиолета UVA диапазона, на его водные растворы в аэробных условиях.

Материалы и методы. В работе использовали TChr, полученный химическим синтезом. В качестве 
фотосенсибилизатора использовали рибофлавин. Источниками излучения служили ртутная лампа и сол-
нечный свет. Разделение и идентификацию продуктов фотолиза TChr, образовавшихся после воздействия 
ультрафиолета на его водные растворы, проводили методом ВЭЖХ, масс-спектрометрическими и спек-
трально-флуоресцентными методами.

Результаты. Окисление TChr под действием ультрафиолета UVA диапазона протекает в аэробных 
условиях с участием супероксид анионов и синглетного кислорода. В результате фотохимических реакций 
образуются производные тиамина, содержащие в своем составе карбонильные группы. На первой стадии 
фотолиза образуется ODTChr, который испытывает дальнейшее превращение. Среди продуктов фотолиза 
TChr обнаружены ODTChr с мономолекулярной массой 278,083. OTChr с мономолекулярной массой 
276,0672, а также небольшие количества 2,3-оксо-тиамина с мономолекулярной массой 295,0860.

Заключение. Предполагается, что фотохимические реакции окисления TChr под действием ультра-
фиолета, с участием супероксиданионов и синглетного кислорода протекают также и в клеточных струк-
турах кожи и глаза.

Ключевые слова: тиохром, производные тиамина, клеточные структуры, ультрафиолет.
Для цитирования. Окисление тиохрома под действием ультрафиолета uva диапазона / И. И. Степуро 

[и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, №1(2). – С. 44–52.

Введение
Тиохром [2,7-диметилтиохромине-8-этанол] 

был впервые выделен из дрожжей (20 мг из 1,2 кг) 
как соединение, ответственное за желтую окраску 
(Kuhn с соавторами в 1935 г.), которые и предло-
жили название TChr для данного соединения [1]. 

TChr также получен химическим синтезом [2]. 
Показано, что TChr не обладает витаминной актив-
ностью [3]. Он образуется при окислении тиамина 
(T) феррицианидом, пероксидом водорода, дву-
окисью селена в щелочной среде [4–6]. TChr по-
глощает при 358 и 375 нм [6] и обладает интенсив-
ной голубой флуоресценцией в нейтральной и ще-
лочной средах [4]. Максимум флуоресценции TChr 
лежит при 445 нм, а максимум возбуждения – при 

365/370 нм [7, 8]. Физико-химические свойства 
и важность TChr для биохимии как биологически 
активного соединения обсуждались ранее [9]. 

Определение T флуоресцентным тиохромным 
методом было впервые предложено B. Jansen и со-
авторами в 1936 г. [10]. С тех пор тиохромный ме-
тод определения T претерпел множество модифи-
каций и широко использовался для определения 
концентраций чистых его форм в водных раство-
рах, в продуктах питания, в фармацевтических 
препаратах [4, 10–13].

TChr окисляется под действием диоксида азота, 
генерируемого высокоокисленными формами ге-
мопротеинов в присутствии нитрита и пероксидов 
[8] и под действием синглетного кислорода (1О2) 
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с образованием флуорисцирующего соедине-
ния – оксодигидротиохрома 8-(2-hydroxyethyl)-
2,7-dimethyl-5-oxo-5,6-dihydrothiazole-[2,3-a] 
pyrimido-[4,5-d]-pyrimidine (ODThcr)  [14, 15].

Хроматографические и спектральные свойства 
TChr и продуктов его окисления [7, 8, 14], а также 
химическое строение  продуктов  фотолиза T  изуча-
лись методами абсорбционной и молекулярной спек-
троскопии, ПМР- и масс-спектроскопии [14, 15].

Показано, что TChr под действием ультрафиоле-
та UVA диапазона генерирует 1О2. Квантовый выход 
1О2 при воздействии ультрафиолета UVA диапазона 
на водные растворы TChr равен 0,16 [16].

Кинетику фотолиза TChr в водных растворах из-
учали методами флуоресценции и абсорбционной 
спектроскопии в районе значений рН среды 7,0–12,0.

TChr под действием ультрафиолета образует 
ODTChr, который затем окисляется с образовани-
ем нефлуоресцирующих продуктов. Скорость де-

градации как TChr, так и ODTChr возрастает при 
увеличении значения рН среды [17].

Целью данной работы было исследование хи-
мического строения продуктов фотолиза TChr, об-
разованных под действием ультрафиолета UVA 
диапазона на его водные растворы в аэробных 
условиях и поглощающих в коротковолновой об-
ласти спектра (λ < 340 нм).

Материалы и методы
В работе использовали Т и TChr фирмы Sigma 

(США), ферри-цитохром фирмы Fluka, ODTChr, 
полученный химическим синтезом [15]. В каче-
стве фотосенсибилизатора использовали рибофла-
вин. Растворенный кислород удаляли, барботируя 
через раствор газообразный азот или добавляя 
в раствор высокие концентрации сульфита – 5 мМ 
и выше. Структурные формулы Т, ТChr и продук-
тов фотолиза TChr приведены в таблице 1. Водные 

Таблица 1 – Структурные формулы Т, TChr продуктов фотолиза TChr и величины m/z их молекулярных ионов

Table 1 – Structural formulas Т, TChr of photolysis products TChr and m/z values of their molecular ions

Cоединение, масса изотопологов 
(частота встречаемости) Структурная формула

m/z молекулярных ионов,  от-
носительная

интенсивность 
Тиамин (T)

Массы изотопологов: 
М0=265,1123 (81,8 %)
М1=266,1149 (12,7 %)
М2=267,1102 (4,7 %)

(I)

265,1115 [M0]+

(100 %)
266,1143 [M1]+

(13 %)
267,1086 [M2]+

(3 %)
Тиохром
(ТChr)
Массы:

М0=262,0888 (81,9 %)
М1=263,0914 (12,6 %)
М2=264,0867 (4,7 %) (II)

263,096 [M0+H]+

(100 %)
264,097 [M1+H]+

(15 %)

Оксодигидротиохром
(ODTChr)

Массы:
М0=278,0837 (81,7 %)
М1=279,0863 (12,6 %)
М2=280,0819 (4,9 %) (III)

279,091 [M0+Н]+

(100 %)
280,094 [M1+H]+ 

(14 %)

Оксотиохром
(OТСhr)
Массы:

М0= 276,0681 (81,7 %) 
М1=277,0707 (12,6 %)
М2=278,0662 (4,9 %) (IV)

277,076[M0+H]+

– 41893
277,0758-1398

(100 %)
278,0839[M0+2H]+

6082
2,3-оксотиамин

(2,3-oxo-Т)
М0=294,0787 (81,54 %) 
М1=295,0813 (12,64 %) 

М2=296,077(5,06 %) 

(V)

295,0856[M0+H]+

3847-100 %
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растворы TChr в кварцевой кювете облучали спек-
тром излучения диода LED 365.

Разделение и идентификацию продуктов фо-
толиза TChr, образовавшихся после воздействия 
ультрафиолета на его водные растворы, прово-
дили методом ВЭЖХ на хроматографе 
Agilent-1100, сорбент ZORBAX-Extend-С18 
с использованием соединений стандартов (TChr 
и ODTChr). Обработка хроматограмм проводи-
лась в программе ChemStation B.04.01. 
Масс-спектрометрическое детектирование осу-
ществлялось с использованием квадруполь-
но-времяпролетного тандемного масс-спектро-
метрического детектора Q-TOF 6550 (Agilent) 
в режиме ионизации электрораспылением (ESI). 
Обработка хроматограмм и масс-спектров про-
водилась в программе Mass Hunter Qualitative 
Analysis (Agilent). Измерения флуоресценции 
TChr и ODTChr проводили на спектрофлуори-
метре СМ 2203 (Солар, Беларусь), измерения 
спектров поглощения TChr и ODTChr и продук-
тов фотолиза TChr проводили на спектрофото-
метре Cary-100 (США) [7].

Результаты и их обсуждение
В Т пиримидиновый и тиазоловый компонен-

ты соединены между собой метиленовым мо-
стиком, фактически π-сопряженные системы 
компонентов изолированы одна от 
другой, и поглощают независимо. 
Максимумы поглощения в абсорб-
ционном спектре T лежат при 
233 нм и 265 нм соответственно.

В спектре поглощения TChr при-
сутствуют три полосы с максимумами 
230 нм, 260 нм и 365 нм соответ-
ственно. Усиление поглощения в 
длинноволновой области (максимум 
поглощения в нейтральной среде при 
365, ε = 20 000 М–1cм–1), свидетель-
ствует о наличии в молекуле TChr 
π-сопряженной электронной системы.

При воздействии ультрафиолета 
диапазона области UVА на водные 
растворы TChr в нейтральной среде 
наблюдали образование ODTChr. 
Максимум поглощения, характер-
ный для TChr при 365 нм, сдвигал-
ся в коротковолновую область до 
340 нм (рисунок 1), а интенсив-
ность флуоресценции, характерной 
для TChr, снижается, и наблюдает-
ся небольшой коротковолновой 
сдвиг максимума флуоресценции, 

вероятно, вызванный образованием ODTChr. На 
рисунке 2 представлена хроматограмма водного 
раствора тиохрома после облучения ультрафио-
летом.

Рисунок 1 – Изменение спектров поглощения TChr в 
зависимости от времени воздействия UVА на его 

водные растворы. Водные растворы TChr в кварцевой 
кювете облучали спектром излучения диода LED 365 

в течение 169 мин. Концентрация TChr – 35 мкМ

Figure 1 – Changes in absorption spectra TChr depending 
on the time of UVA exposure to its aqueous solutions. 

Aqueous solutions of TChr in a quartz cell were irradiated 
with the emission spectrum of an LED 365 diode 

for 169 min. TChr concentration – 35 µM

Рисунок 2 – Хроматограмма водного раствора TChr после облучения 
водных растворов ультрафиолетом UVA диапазона в  течение

20 мин. Источник излучения – ртутная лампа ДРК-120. В качестве 
светофильтра пропускающего диапазон длин волн ультрафиолета 
UVA служила стеклянная кювета. Пик с временем удерживания 

Rt = 24,051  мин принадлежит TChr, пик с временем удерживания 
Rt = 28,611 мин принадлежит ODTChr

Figure 2 – Chromatogram of TChr aqueous solution exposed to UVA light 
during 20 min. Source of irradiation – mercury lamp DRK-120. Glass cell 

was used as an optical filter transmitting UVA light. The peak with 
retention time Rt = 24.05 min corresponds to TChr, the peak with 

retention time Rt = 28.61 min corresponds to ODTChr
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Данные масс-спектроскопии свидетельствуют, 
что облучение TChr в течение небольших проме-
жутков времени приводит к образованию ODTChr 
в качестве основного продукта (таблица 2).

Дальнейшее облучение растворов сопровожда-
лось снижением выхода ODTChr. Это свидетель-
ствует о том, что ODTChr не является конечным 
продуктом фотолиза TChr, а испытывает дальней-
шее превращение. Среди продуктов фотолиза 
TChr обнаружены молекулярные ионы OTChr 
m/z = 276,0672, а также небольшие количества 
молекулярных ионов 2,3-оксо-тиами-
на с m/z = 295,0860 (V) (см. таблицу 2). 
Совпадение значений моноизотопных 
масс соответствующих изотопологов 
со значениями m/z пиков продуктов 
окислительной трансформации TChr 
(см. таблицу 2) позволило идентифи-
цировать продукты фотолиза и припи-
сать им соответствующие структуры.

Структурные формулы этих со-
единений приведены в таблице 1. Как 
видно из представленных данных, 
основным продуктом, в который пре-
вращается при дальнейшем облуче-
нии ODTChr, является OTChr (IV). 
Причем образования продуктов окис-
ления TChr, которые имеют значение 
m/z = 295,0856, мало или отсутствует 
вовсе при малых концентрациях TChr 
в растворе (см. таблицу 2).

Хроматограмма водного раство-
ра TChr, подвергнувшегося облуче-
нию светом диода LED-365 с после-
дующим разделением продуктов 

фотолиза методом ВЭЖХ и регистрацией погло-
щения при 320 нм, содержит интенсивный пик 
ODTChr с Rt = 26,168 мин, а также новый пик 
с Rt = 35,632 мин. Интенсивность пика TChr 
с Rt = 22,542 после воздействия ультрафиолета 
сильно снижена (рисунок 3). Это связано не толь-
ко с уменьшением концентрации TChr вслед-
ствие фотолиза, но и с тем, что максимум погло-
щения TChr лежит при 365 нм, а максимум по-
глощения ОTChr лежит при 340 нм.

Таблица 2 – Окислительная трансформация TChr под действием ультрафиолета

Table 2 – Oxidative transformation of TChr under UV Light An aqueous solution of TChr was irradiated in a quartz 
cuvette

Состав раствора
и время воздействия UV

TChr
[M0]+

m/z = 262,0882,
[M0+H]+

m/z = 263,096

ODTChr
m/z = 278,812[M]+

m/z = 279,0885
[M+H]+

2,3-oxo-Т
m/z = 295,0856

OTChr
m/z = 276,0672
m/z = 277,076

[M0+H]+

TChr (5 мкМ) 79 910 1348 – –
ТChr (5 мкМ) +UV-15 мин 59 873 24 831 – –
ТChr (5 мкМ) +UV-30 мин 41 169 39 266 314 –
ТChr (20 мкМ) 182 111 2901 – –
ТChr (20 мкМ) +UV-15 мин 161 776 27 950 – 44681
ТChr (20 мкМ) +UV-30 мин 143210 35 220 820 16354
ТChr (50 мкМ) +UV-30 мин 171617 21074 3847 49 373

Примечание: водный раствор TChr облучали в кварцевой кювете. Источник ультрафиолетового излучения лампа СВД-120А. 
В таблице представлены значения m/z продуктов окислительной трансформации TChr.
Note: the source of ultraviolet radiation is the SVD-120A lamp. The table shows the m/z values of the products of oxidative 
transformation TChr.

Рисунок 3 – Хроматограмма водного раствора TChr после 
облучения светом диода LED 365 в течение  169 мин. 

Пик с временем удерживания Rt = 22,542 мин принадлежит TChr, пик 
с временем удерживания Rt = 26,158 мин принадлежит ODTChr, пик 

с временем удерживания Rt = 35,623 мин, вероятно, принадлежит OTChr

Figure 3 – Chromatogram of an aqueous solution TChr 
after irradiation with LED 365 light for 169 min. Peak with retention time 

belongs to Rt = 22.542 min belongs to TChr, peak with retention time 
Rt = 26.158 min belongs to ODTChr, peak with retention time 

of Rt = 35.623 min probably belongs to OTChr
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Выход продуктов фотолиза TChr зависит от на-
личия растворенного в водной среде кислорода. 
В анаэробных условиях, после удаления раство-
ренного кислорода барботированием азота, окис-
ления TChr не наблюдали ни под действием пол-
ного спектра лампы СВД-120, ни под действием 
солнечного излучения.

Эти результаты свидетельствуют об участии 
кислорода в образовании продуктов фотолиза 
TChr. Участие кислорода в окислении TChr связа-
но с возможным образованием активных форм 
кислорода – 1О2 или супероксиданионов при воз-
действии ультрафиолета.

В случае молекулы TChr происходит оттягива-
ние электронной плотности с атома углерода ме-
тиленового мостика тиазоловым и аминопирими-
доновым циклами. На атоме водорода возникает 
дробный положительный заряд. 

После поглощения ультрафиолета UVA диапа-
зона и видимого света молекулами TChr происхо-
дит переход молекулы TChr в возбужденное син-
глетное состояние. Короткоживущее синглетное 
состояние дезактивируется вследствие испуска-
ния квантов флуоресценции [7] и фотоэжектиро-
вания электронов с образованием гидратирован-
ных электронов.

Гидратированный электрон может быть пред-
ставлен в виде электрона, окруженного ориенти-
рованными молекулами воды. С молекулой кис-
лорода гидратированный электрон взаимодей-
ствует с константой скорости реакции, равной 
1,9 ⋅ 1010 М–1с–1 и образует супероксиданион [18]. 
Первичной стадией, вероятно, является перенос 
электрона в раствор с последующим быстрым 
переносом протона. Затем происходит взаимо-

действие супероксиданиона с свободным ради-
калом молекулы TChr, образование пероксида 
TChr, присоединение гидроксила к углероду ме-
тиленового мостика и после внутримолекуляр-
ной перегруппировки – образование ODTChr. 
Предполагаемая схема образования ОTChr при 
воздействии ультрафиолета UVA диапазона на 
водные растворы TChr в аэробных условиях 
представлена на рисунке 4.

В присутствии высоких концентраций цисте-
ина, глутатиона окисление TChr сильно ингиби-
ровалось (таблица 3). Эти серосодержащие со-
единения с высокими константами скорости 
взаимодействуют с гидратированными электро-
нами и уменьшают образование супероксидани-
онов, а следовательно, и выход ODTChr (см. таб-
лицу 3).

После добавление в раствор TChr ферри-ци-
тохрома с, который является ловушкой суперокси-
данионов, скорость фотоокисления TChr уменьша-
лась  а ферри-цитохром с восстанавливался в фер-
ро-форму.

Полученные результаты позволяют предполо-
жить, что супероксиданионы вносят значитель-
ный вклад в образование ODTChr в процессе 
фотолиза TChr под действием ультрафиолета  
UVA диапазона.

Короткоживущие синглетные состояния TChr 
дезактивируюся не только  вследствие испускания 
квантов флуоресценции (квантовый выход флуо-
ресценции равен 0,28) [7] и фотоэжектирования 
электронов (рисунок 4), но и вследствие протека-
ния  процесса  интеркомбинационной конверсии, 
приводящей к  образованию долгоживущих три-
плетных состояний [16].

Рисунок 4 – Предполагаемая  схема образования ОDTChr при воздействии ультрафиолета 
UVA диапазона на водные растворы TChr в атмосфере воздуха

Figure 4 – Suggested Scheme of ODTChr Formation Under Exposure 
to UVA Range Aqueous Solutions of TChr in Air
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Константа скорости тушения кислородом три-
плетных состояний  органических  сенсибилизато-
ров находится в диапазоне 109 М–1с–1 – 3 ⋅ 109 М–1с–1

[20], поэтому в аэробных условиях происходит 
эффективное тушение  кислородом долгоживущих 
триплетных уровней тиохрома с образованием 
синглетного кислорода. 

3TChr +О2 →TChr + 1О2  (1)

Квантовый выход генерации 1О2 при воздей-
ствии ультрафиолета на молекулы TChr равен 
0,16 [16].

Синглетный кислород взаимодействует с TChr 
и окисляет его с образованием ODTChr [19]. Дру-

гие акцепторы конкурируют за синглетный кисло-
род и могут ингибировать реакцию окисления 
TChr синглетным кислородом [20, 21]. Известно, 
например, что 6 аминокислот взаимодействуют с 
синглетным кислородом [20] и при высоких кон-
центрациях способны выступать в качестве эффек-
тивных ловушек синглетного кислорода. При кон-
центрации аминокислоты, например, гистидина, 
равной 5мМ, количество синглетного кислорода 
уменьшится вдвое вследствие его взаимодействия 
с аминокислотой. Это приводит к снижению ско-
рости окисления TChr в присутствии аминокислот 
(таблица 4). 

После воздействия ультрафиолета диапазона 
UVА на водные растворы TChr в смеси с ци-

Таблица 3 – Убыль концентрации TChr после воздействия ультрафиолета UVA диапазона на его водные 
растворы в присутствии акцепторов электронов

Table 3 – The decrease in TChr concentration after exposure to UVA range ultraviolet on its aqueous solutions in the 
presence of electron acceptors

Состав растворов и время облучения

Константы скорости
реакции гидратированных 

электронов  с аминокислота-
ми и глутатионом 

М–1 Ч

TChr, 
мкМ и (%)

ODTChr и другие 
продукты, мкМ и 

(%)

TChr  без облучения – 20
(100 %)

0

TChr  после облучения – 15,09
(75,44 %)

4,31 
(24,56 %)

TChr + GSSG (0,1 мМ), после облучения 1,3  ⋅ 1010 16,50 
(82,48 %)

3,50
(17,52 %)

TChr + GSSG (0,5 мМ), после облучения 1,3  ⋅ 1010 16,64 
(83,15 %)

3,36
(16,85 %)

TChr + L-Сys (0,1 мМ), после облучения 1,3  ⋅ 1010 16,49 
(82,46 %)

3,51 
(17,54 %)

TChr+ GSH (0,1 мМ), после облучения 8,7  ⋅ 109 17,58 
(87,92 %)

2,42 
(12,08 %)

Примечание: концентрация TChr до облучения – 20 мкМ. Начальная концентрация TChr в растворе принята за 100 %. 
Источник ультрафиолета UVA диапазона – ртутная лампа ДРК-120, светофильтром служат стенки стеклянной кюветы. 
Время облучения – 30 мин. Длина волны возбуждения флуоресценции тиохрома – 360 нм, интенсивность  флуоресценции 
измеряли при 450 нм.
Note: the concentration of TChr before irradiation was 20 μM. The initial concentration of TChr in the solution was taken as 100 %. 
The source of ultraviolet radiation in the UVA range is a DRK-120 mercury lamp, the walls of a glass cuvette serve as a light filter. 
Irradiation time – 30 min. Thiochrome fluorescence excitation wavelength 360 nm, fluorescence intensity measured at 450 nm.

Таблица 4 – Убыль концентрации TChr после воздействия ультрафиолета UVA диапазона на его водные 
растворы в присутствии аминокислот

Table 4 – The decrease in TChr concentration after exposure to UVA range ultraviolet on its aqueous solutions in the 
presence of amino acids

Состав растворов и
время облучения

Константы скорости
реакции синглетного кислорода с 

аминокислотами
М–1 с–1

TChr,
мкМ и (%)

ODTChr и
другие

продукты,
мкМ и (%)

TChr без облучения 20
(100 %)

0

TChr 30 мин 
после облучения

15,09
(75,44 %)

4,31 
(24,56 %)
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тохромом с в нейтральной среде наблюдали об-
разование ODTChr. Максимум поглощения, ха-
рактерный для TChr при 365 нм, сдвигался в ко-
ротковолновую область. Скорость фотоокисления 
TChr уменьшалась, а ферри-цитохром с, который 
является ловушкой супероксид анионов частич-
но восстанавливался в ферро-форму (ри-
сунок 5).

Кроме того, в спектре поглощения облу-
ченной смеси наблюдали образование но-
вых полос поглощения с перекрывающими-
ся максимумами при 310 и 320 нм, принад-
лежащих продуктам окисления ODTChr.

Водный раствор ферри-цитохрома с 
устойчив к действию ультрафиолета диапа-
зона UVА и не восстанавливался в фер-
ро-форму цитохрома с отсутствие в раство-
ре TChr.

Заключение
Суммируя полученные результаты, мож-

но предположить, что окисление TChr под 
действием ультрафиолета UVA диапазона 
протекает в аэробных условиях с участием 
супероксиданионов и синглетного кислоро-
да. В результате фотохимических реакций 
образуются производные тиамина, содержа-
щие в своем составе карбонильные группы.

Супероксиданионы взаимодействуют со 
свободнорадикальными продуктами фото-
лиза TChr.

На первой стадии фотолиза образуется 
ODTChr, который испытывает дальнейшее 
превращение. Среди продуктов фотолиза 
TChr обнаружены ODTChr с мономолеку-
лярной массой 278,083, OTChr с мономоле-

кулярной массой 276,0672, а также небольшие 
количества 2,3-оксо-тиамина с мономолекулярной 
массой 295,0860. 

Синглетный кислород, который генерируется 
молекулами TChr в водном растворе, при воздей-

Состав растворов и
время облучения

Константы скорости
реакции синглетного кислорода с 

аминокислотами
М–1 с–1

TChr,
мкМ и (%)

ODTChr и
другие

продукты,
мкМ и (%)

TChr + His (5 мМ), после облу-
чения 

6,0 ⋅ 107 16,44 
(82,21 %)

3,56 
(17,79 %) 

TChr + His (10 мМ), после об-
лучения

6,0 ⋅ 107 16,91 
(84,57 %)

3,09 
(15,43 %)

TChr + Met (5мМ), после облу-
чения

3,0 ⋅ 107 15,32 
(76,59 %)

4,68 
(23,41 %)

TChr + Меt (10 мМ), после об-
лучения

3,0 ⋅ 107 15,84 
(79,20 %)

4,16
(20,80 %)

Примечание: концентрация TChr – 20 мкМ. Источник ультрафиолета UVA диапазона –  ртутная лампа ДРК-120, светофиль-
тром служат стенки стеклянной кюветы. Время облучения растворов – 30 мин. Длина волны возбуждения флуоресценции 
TChr –  360 нм, интенсивность  флуоресценции измеряли  при 450 нм.
Note: TChr concentration – 20 µM. The source of ultraviolet radiation in the UVA range is a mercury lamp DRK-120, the walls of 
a glass cuvette serve as a light filter. Solution irradiation time – 30 min. Fluorescence excitation wavelength TChr – 360 nm, 
fluorescence intensity measured at 450 nm.

Окончание табл. 4

Рисунок 5 – Спектр поглощения цитохрома с (1) и изменение 
спектров поглощения водных растворов цитохрома с в смеси 

с TChr в зависимости от времени воздействия UVА (2–4). 
Водные растворы цитохрома с в смеси с TChr в стеклянной 

кювете без  облучения (2),  после облучения 30 мин (3), после 
облучения 60 мин (4). Концентрация цитохрома с – 20 мкМ, 

концентрация TChr – 50 мкМ стеклянная кювета, ртутная 
лампа ДРК-120

Figure 5 – Absorption spectrum of Cytochrome c (1) and spectral 
changes in absorption of aqueous solution of Cytochrome c and 

TChr under exposure to UVA light with time (2–4). Aqueous 
solution of Cytochrome c with TChr in a glass cell before 
irradiation (2), after irradiation 30 min (3) and 60 min (4). 
Concentrations of Cytochrome c – 20 μM, TChr – 50 μM. 

Exposure in a glass cell to light of a mercury lamp DRK-120
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ствии ультрафиолета UVA диапазона, окисляет 
молекулы TChr с образованием 2,3-оксо-тиамина 
молекулярной массой 295,0860.

Мы предполагаем, что эти реакции протекают 
в клеточных структурах глаз и кожи под действием 
солнечного излучения.
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THIOCHROME OXIDATION ON EXPOSURE 
TO ULTRAVIOLET OF UVA RANGE
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Introduction. Thiochrome [2,7-dimethylthiochromine-8-ethanol] (TChr) was first isolated from yeast 
(20 mg per 1.2 kg), is a thiamine derivative and undergoes transformations in the body with the formation of 
a number of carbonyl-containing products.

Objective – to study the chemical structure of TChr photolysis products formed under the action of UVA 
ultraviolet on its aqueous solutions under aerobic conditions.

Materials and methods. We used TChr obtained by chemical synthesis. Riboflavin was used as 
a photosensitizer. The sources of radiation were a mercury lamp and sunlight. Separation and identification of the 
photolysis products of TChr, formed after exposure to ultraviolet light on its aqueous solutions, was carried out 
by HPLC, mass spectrometry, and spectral fluorescence methods.

Results. Oxidation of TChr under the action of ultraviolet UVA range proceeds under aerobic conditions 
with the participation of superoxide anions and singlet oxygen. As a result of photochemical reactions, thiamine 
derivatives containing carbonyl groups are formed. At the first stage of photolysis, ODTChr is formed, which 
undergoes further transformation. Among the products of TChr photolysis, ODTChr with a monomolecular mass 
of 278.083 was found. OTChr with a monomolecular weight of 276.0672, as well as small amounts of 2,3-oxo-
thiamine with a monomolecular weight of 295.0860.

Conclusions. It is assumed that photochemical reactions of TChr oxidation under the influence of ultraviolet, 
with the participation of superoxide anions and singlet oxygen, also occur in the cellular structures of the skin and 
eyes.

Keywords: thiochrome, thiamine derivatives, cell structures, ultraviolet.
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exposure to ultraviolet of UVA range. Biochemistry and Molecular Biology. 2023, vol. 2, no. 1(2). pp. 44–52 
(in Russian).

Поступила 09.01.2023



53

УДК 616-006.04: 615.27

ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ АКТИВНОСТЬ ЭТАНОЛАМИДОВ 
И ДИЭТАНОЛАМИДОВ ПАЛЬМИТИНОВОЙ И РИЦИНОЛЕВОЙ 

КИСЛОТЫ IN VITRO

Т. И. Терпинская1, Т. Л. Янченко1, М. В. Лисовская2, Е. Ф. Полукошко1, А. Л. Михальчук2

1 Государственное научное учреждение «Институт физиологии
Национальной академии наук Беларуси», г. Минск, Республика Беларусь;

2 Государственное научное учреждение «Институт биоорганической химии 
Национальной академии наукБеларуси», г. Минск, Республика Беларусь

Введение. Данные о биологической активности этаноламидов жирных кислот свидетельствуют о пер-
спективности поиска в этой группе новых соединений с противоопухолевым эффектом.

Цель исследования – сравнительное исследование противоопухолевого эффекта этанол- и диэтано-
ламидов пальмитиновой и рицинолевой кислоты. 

Материалы и методы. Оценивали влияние моно- и диэтаноламидов пальмитиновой и рицинолевой 
кислоты на жизнеспособность и пролиферативную активность клеток глиомы С6 и Hela после 48-часово-
го культивирования методом проточной цитометрии.

Результаты. Пальмитоилэтаноламид снижал жизнеспособность клеток глиомы С6 на 10 % и проли-
ферацию на 24 %, но не влиял на клетки Hela. Рициноилэтаноламид снижал жизнеспособность клеток 
глиомы С6 на 2 %, а пролиферативную активность – на 29 %, не влияя на жизнеспособность клеток Hela, 
но снижая их пролиферацию на 37 %. Пальмитоилдиэтаноламид снижал жизнеспособность и пролифера-
цию клеток глиомы С6 на 49 и 74 %, Hela – на 35 и 74 %. Рициноилдиэтаноламид снижал жизнеспособ-
ность клеток глиомы С6 на 14 %, пролиферацию – на 37 %, клеток Hela – на 1 и 48 % соответственно. 
Показана дозозависимость эффектов исследованных соединений. 

Заключение. Противоопухолевый эффект изученных этаноламидов жирных кислот определяется их 
структурой и зависит от типа клеток. Из исследованных соединений наиболее выраженные цитотоксиче-
ский и антипролиферативный эффекты показал пальмитоилдиэтаноламид. 

Ключевые слова: этаноламиды жирных кислот, рициноилэтаноламид, пальмитоилэтаноламид, ри-
циноилдиэтаноламид, пальмитоилдиэтаноламид, рак, опухоль.

Для цитирования. Противоопухолевая активность этаноламидов и диэтаноламидов пальмитиновой 
и рицинолевой кислоты in vitro / Т. И. Терпинская [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – 
Т. 2, № 1(2). – С. 53–59.

Введение
Этаноламиды жирных кислот (ЭАЖК) представ-

ляют собой большую группу соединений, включаю-
щую вещества с плейотропной биологической ак-
тивностью. Среди наиболее изученных соединений 
этого класса – пальмитоилэтаноламид (ПЭА). Пока-
зано, что ПЭА проявляет противовоспалительную, 
анальгетическую, антиаллергическую активность 
[1]. Эксперименты продемонстрировали противо-
опухолевое действие ПЭА и ряда других соедине-
ний со сходной структурой в отношении колорек-
тального рака [2], рака легких [3], нейробластомы [4] 
и меланомы [5]. Это свидетельствует о перспектив-
ности поиска новых противоопухолевых агентов 
среди соединений этой группы.

Цель данного исследования – провести сравни-
тельное исследование противоопухолевого эффек-
та нескольких различных по структуре ЭАЖК. 

Выбранные для исследования ЭАЖК различа-
ются как по жирнокислотному, так и по этанола-

минному фрагментам молекулы, в качестве базо-
вой структуры которой мы будем рассматривать 
ПЭА как наиболее представительного члена этого 
ряда. Помимо эффектов ПЭА, содержащего ациль-
ный остаток насыщенной жирной кислоты (паль-
митиновой), в работе изучены эффекты рицино-
илэтаноламида (РЭА), содержащего ацильный 
остаток С18-ω-9-12-ОН карбоновой кислоты (ри-
цинолевая, или 12-гидрокси-9-цис-октадеценовая 
кислота). Кроме того, в работе исследовано влия-
ние на жизнеспособность и пролиферацию опухо-
левых клеток изменения этаноламидного фраг-
мента ЭАЖК – с эффектами моноэтаноламидов 
ПЭА и РЭА сравнили эффекты пальмитоилдиэта-
ноламида (ПДЭА) и рициноилдиэтаноламида 
(РДЭА). 

Материалы и методы
Клеточные линии. Работа проведена на кле-

точных линиях Hela (рак шейки матки, человек) 
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и глиома С6 (крыса) из коллекции РНПЦ эпидеми-
ологии и микробиологии, Беларусь. 

Исследуемые соединения: этаноламиды и ди-
этаноламиды пальмитиновой и рицинолевой кис-
лот – ПЭA, ПДЭA, РЭA и РДЭA – получены в рам-
ках общих синтетических методов органического 
синтеза. В частности, ПЭА и ПДЭА получены ами-
нолизом метилового эфира этанол- и диэтанолами-
нами и по усовершенствованному методу смешан-
ных ангидридов [6]. РЭА получен аминолизом 
метилового эфира рицинолевой кислоты этанола-
мином и методом смешанных ангидридов с проме-
жуточной защитой гидроксильной группы. РДЭА 
получен аминолизом метилового эфира рициноле-
вой кислоты в условиях щелочного катализа.

Проведение экспериментов. Клетки высевали 
в лунки 96-луночных планшетов (Corning) в среде 
ДМЕМ с добавлением 10 % ЭТС и антибиотиков (пе-
нициллин, стрептомицин, амфотерицин В) (все 
Sigma). Вносили в лунки ЭАЖК в конечной концен-
трации 500 мкМ, либо в концентрациях, снижающих-
ся от 500 до 0,05 мкМ при десятичных разведениях. 
В контроле вместо ЭАЖК вносили растворитель (ди-
метилсульфоксид в конечной концентрации 0,1 %). 
Общий объем клеточной суспензии в лунках состав-
лял 220 мкл. Культивировали 48 ч при +37 °С и 5 % 
СО2. Затем снимали клетки с планшета. Для этого из 
лунки забирали всю среду с не прикрепившимися 
клетками и переносили в пробирку для проточной 
цитометрии. В лунку вносили 100 мкл раствора трип-
сина – ЭДТА (0,25 % трипсин – 0,02 % ЭДТА, Sigma-
Merck), через 10–15 мин снимали клетки с подложки 
и переносили в ту же пробирку для цитометрии. От-
крепление клеток от субстрата и полноту их снятия 
с подложки контролировали с помощью инвертиро-
ванного микроскопа (Leica DMIL). Затем вносили 
в лунку еще 100 мкл изотонического раствора хлори-
да натрия, мягко пипетировали и переносили в про-
бирку, добавляя к той же пробе. Общий объем пробы, 
полученной из каждой лунки, составлял 420 мкл. 
Для оценки жизнеспособности клетки окрашивали 
красителем пропидий йодидом (Sigma). Для опре-
деления количества клеток использовали рефе-
рентные флуоросферы FLOW-COUNT™ (Beckman 
Coulter) согласно инструкции производителя.  Кле-
точные пробы анализировали с помощью проточ-
ного цитофлуориметра BD FACSCanto II с программ-
ным обеспечением Diva 7.0 (Becton Dickinson).  

Статистическая обработка. Полученный 
цифровой материал обрабатывали стандартными 
статистическими методами с помощью пакетов 
программ Excel и Statistica 7. При расчетах объе-
диняли данные 2–5 независимых экспериментов, 
в каждом из которых n = 4–6. Общее количество 

повторностей (n) при изучении ЭАЖК в дозах 500 
мкМ – от 14 до 24, при исследовании дозовой за-
висимости – от 8 до 16 в различных сериях. Дан-
ные представлены в виде средней и ее стандартной 
ошибки. Различия между сериями считали досто-
верными при уровне значимости p < 0,05 согласно 
критерию Стьюдента.

Результаты и их обсуждение
Исследования жизнеспособности клеток глиомы

С6, подвергшихся влиянию исследуемых ЭАЖК, 
показали, что ПЭА снижал этот показатель на 10 %, 
РЭА – на 3 % (рисунок 1 а). ПДЭА способствовал 
снижению жизнеспособности клеток в 2 раза, 
РДЭА – на 14 % (см. рисунок 1 а). Таким образом, 
ПЭА проявлял цитотоксический эффект. Остаток 
рицинолевой кислоты в сравнении с пальмитиновой 
кислотой в составе ацильных фрагментов моноэта-
ноламидов слабо изменял цитотоксический эффект, 
а дополнительная этанольная группа в структуре 
этаноламинного фрагмента способствовала значи-
тельному усилению цитотоксического действия 
ПДЭА по сравнению с ПЭА. 

В составе ацильного фрагмента диэтаноламида 
остаток рицинолевой кислоты по сравнению с остат-
ком пальмитиновой кислоты снижал цитотоксич-
ность. Из рисунока 1 а видно, что ПДЭА проявлял 
большую цитотоксическую активность, чем РДЭА. 

При оценке роли дополнительной этанольной 
группы в амидном фрагменте соединений, содер-
жащих рицинолевую кислоту, видно, что РДЭА 
более цитотоксичен, чем РЭА, но этот эффект вы-
ражен слабо. 

Таким образом, усилению цитотоксичности в от-
ношении глиомы С6 способствовали остаток паль-
митиновой кислоты в структуре жирнокислотного 
фрагмента и дополнительная этанольная группа 
в составе аминного фрагмента. 

В опытах с клетками Hela при действии ПЭA 
и РЭA не выявлено клеточной гибели, ПДЭA 
и РДЭA снижали количество жизнеспособных кле-
ток в пробах на 35 и 1 % (рисунок 1 b). Следова-
тельно, клетки Hela были менее чувствительны 
к цитотоксическому действию этих ЭАЖК, чем 
клетки глиомы С6. Как и в опытах с клетками гли-
омы С6, ПДЭА проявлял более выраженный эф-
фект, чем ПЭА, присутствие остатка рицинолевой 
кислоты вместо пальмитиновой значительно сни-
жало эффект дополнительной этанольной группы. 
Остаток пальмитиновой кислоты в ацильном фраг-
менте диэтаноламидов способствовал большей 
цитотоксичности по сравнению с остатком рици-
нолевой кислоты.

Все исследуемые ЭАЖК подавляли пролифера-
цию опухолевых клеток. Эффекты ПЭА и РЭА на 
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глиому С6 практически не отличались, снижая 
концентрацию клеток в пробах на 24 и 29 % (рису-
нок 2 а). Диэтаноламиды более выраженно снижа-
ли пролиферативную активность 
по сравнению с моноэтанолами-
дами – при действии ПДЭА кон-
центрация клеток была на 74 % 
меньше, чем в контроле, при дей-
ствии РДЭА – на 37 % (см. рису-
нок 2 а).

Клетки Hela были нечувстви-
тельны к действию ПЭА, в то время 
как РЭА подавлял их пролифера-
цию на 37 % (рисунок 2 b). Ди-
этаноламиды подавляли проли-
ферацию в большей степени, чем 
этаноламиды: ПДЭА – на 74, 
а РДЭА – на 48 %. 

Как свидетельствуют эти дан-
ные, клетки глиомы С6 были более 
чувствительны к ПЭА, чем клетки 
Hela, в то время как антипролифе-
ративное действие других исследо-
ванных ЭАЖК в отношении двух 
типов клеток было сходным. Оста-
ток рицинолевой кислоты в сравне-
нии с остатком пальмитиновой кис-
лоты в составе моноэтаноламидов 
не влиял на антипролиферативный 
эффект в отношении глиомы С6
и усиливал его в отношении клеток 
Hela. Дополнительная этанольная 
группа в составе диэтаноламидно-
го фрагмента в ЭАЖК, содержа-
щих в качестве ацильного фрагмен-
та пальмитиновую кислоту, способ-
ствовала антипролиферативному 
действию. Если вместо остатка 
пальмитиновой кислоты в соедине-
нии присутствовал остаток рицино-
левой кислоты, то эффект моно- 
и диэтаноламидов отличался слабо. 

Общий эффект ЭАЖК на опухо-
левые клетки, обусловленный цито-
токсическим и антипролифератив-
ным действием, представлен на 
рисунке 3. Количество жизнеспо-
собных клеток в пробах глиомы С6
под действием ПЭА и РЭА было 
снижено на 28 и 30 % соответ-
ственно (рисунок 3 а). ПДЭА оказы-
вал значительно более мощный эф-
фект, чем ПЭА, снижая количество 
живых клеток в пробах на 84 %. 

При действии РДЭА выявлена тенденция к уси-
лению эффекта по сравнению с РЭА, хотя и не до-
стигающая статистической значимости.

Рисунок 1 – Жизнеспособность клеток глиомы С6 (а) и Hela (b) 
при воздействии 0,1 % диметилсульфоксида (контроль) – 1, 500 мкМ 

пальмитоилэтаноламида – 2, пальмитоилдиэтаноламида – 3, 
рициноилэтаноламида – 4, рициноилдиэтаноламида – 5. 

По горизонтальной оси – серия опыта, по вертикальной оси – 
жизнеспособность клеток, % от контроля.

* р < 0,05 при сравнении с контролем (серия 1), ** р < 0,05 при 
сравнении серий 2–3, 2–4; *** р < 0,05 при сравнении серий 3–5; 

**** р < 0,05 при сравнении серий 4–5 (те же обозначения 
и на рисунках 2, 3)

Figure 1 – Viability of glioma C6 (a) and Hela (b) cells exposed to 0.1 % 
dimethyl sulfoxide (control) – 1, 500 μM palmitoylethanolamide – 2, 

palmitoyldiethanolamide – 3, ricinoylethanolamide – 4, 
ricinoyldiethanolamide – 5. On the horizontal axis – a series of experiences, 

on the vertical axis - cell viability, % of control
* p < 0.05 with control; ** p < 0.05 when comparing series 2–3, 2–4; 

*** p < 0.05 when comparing series 3–5; **** p < 0.05 when comparing 
series 4–5 (the same designations are in figures 2, 3)

Рисунок 2 – Концентрация клеток глиомы С6 (а) и Hela (b) в пробах 
при воздействии 0,1 % диметилсульфоксида (контроль) – 1, 500 мкМ 

пальмитоилэтаноламида – 2, пальмитоилдиэтаноламида – 3,
рициноилэтаноламида – 4, рициноилдиэтаноламида – 5.

По горизонтальной оси – серия опыта, по вертикальной оси – 
концентрация клеток в пробах, % от контроля 

Figure 2 – The concentration of cells in glioma C6 (a) and Hela (b) samples 
exposed to 0.1 % dimethyl sulfoxide (control) – 1, 500 μM 
palmitoylethanolamide – 2, palmitoyldiethanolamide – 3, 

ricinoylethanolamide – 4, ricinoyldiethanolamide – 5.  
On the horizontal axis – a series of experiences, on the vertical axis – 

cell concentration in samples, % of control
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 В отношении клеток Hela ПЭА не оказал эф-
фекта, РЭА снизил концентрацию жизнеспособ-
ных клеток в пробах на 37 % (рисунок 3 b). Как 
и в опытах с глиомой С6, эффект диэтаноламидов 
был более выражен, чем эффект соответствующих 
моноэтаноламидов: ПДЭА снижал концентрацию 
жизнеспособных клеток в пробах на 84, РДЭА – на 
49 %.  Из рисунка 3 видно, что роль дополнитель-
ной гидроксильной группы в противоопухолевом 

эффекте четко выявляется в ЭАЖК, содержащих 
ацильный фрагмент пальмитиновой кислоты. 

Была также исследована дозовая зависимость 
эффекта ЭАЖК. Опыты с использованием деся-
тичных разведений показали, что в дозах 50 мкМ 
и ниже заметное влияние оказывал только ПДЭА. 
При этом снижение жизнеспособности клеток 
глиомы С6 не превышало 3 %, а снижения жизне-
способности клеток Hela не выявлено (данные не 

представлены). Однако выявлено 
существенное снижение клеточ-
ной пролиферации, что обуслов-
ливает противоопухолевый эф-
фект соединения. На рисунке 4 
представлен график, отражающий 
влияние ПДЭА на количество 
жизнеспособных клеток в пробах 
глиомы С6 и Hela. Статистически 
значимый противоопухолевый эф-
фект ПДЭА в отношении клеток 
глиомы С6 выявлен при дозах 
5 мкМ и выше, в отношении кле-
ток Hela – при дозах 50 мкМ 
и выше (см. рисунок 4). 

ПЭА в дозах 50 мкМ и ниже не 
оказывал противоопухолевого эф-
фекта, РЭА и РДЭА оказывали сла-
бое влияние. РЭА в дозах 0,5–50мкМ 
подавлял пролиферацию глиомы С6
на 16–9 %, а РДЭА на 2–3 % снижал 
жизнеспособность этих клеток 
(данные не показаны).

Известно, что биологические 
эффекты ЭАЖК, довольно подроб-
но изученные на примере ПЭА, 
реализуются через ионные каналы 
временного рецепторного потен-
циала, относящиеся к подсемей-
ству ваниллоидных рецепторов – 
TRPV1: рецепторы, активируемые 
пероксисомным пролифератором – 
PPARα; белки из семейства рецеп-
торов, сопряженных с G-белком – 
GPR55 и GPR119. Кроме того, 
полагают, что ПЭА может опосре-
дованно повышать активность 
каннабиноидных рецепторов CB1 
и CB2, способствуя повышению 
уровня их эндогенных лигандов – 
анандамида и 2-пальмитоилгли-
церида. Это реализуется посред-
ством конкурентного связывания 
ПЭА с ферментами, гидролизую-
щими анандамид и 2-пальмитоил-
глицерид [5]. Такой механизм кос-

Рисунок 3 – Концентрация живых клеток глиомы С6 (а) и Hela (b) в 
пробах при воздействии 0,1 % диметилсульфоксида (контроль) – 1, 

500 мкМ пальмитоилэтаноламида – 2, пальмитоилдиэтаноламида – 3,
рициноилэтаноламида – 4, рициноилдиэтаноламида – 5. По горизон-

тальной оси – серия опыта, по вертикальной оси – концентрация живых 
клеток в пробах, % от контроля 

Figure 3 – The concentration of viable cells in glioma C6 (a) and Hela (b) 
samples exposed to 0.1 % dimethyl sulfoxide (control) – 1, 500 μM 

palmitoylethanolamide – 2, palmitoyldiethanolamide – 3, 
ricinoylethanolamide – 4, ricinoyldiethanolamide – 5.  On the horizontal 
axis – a series of experiences, on the vertical axis – cell concentration in 

samples, % of control

Рисунок 4 – Концентрация живых клеток глиомы С6 (а) и Hela (b) в 
пробах при воздействии различных доз пальмитоилдиэтаноламида; 
* р < 0,05 при сравнении с контролем (серия 1). По горизонтальной 

оси – доза пальмитоилдиэтаноламида, по вертикальной оси – концентра-
ция живых клеток в пробах, % от контроля

Figuer 4 – The concentration of viable cells in glioma C6 (a) and Hela (b) 
samples exposed to different doses of palmitoyldiethanolamide; 

* p < 0.05 when compared with control (series 1). On the horizontal axis – 
the dose of palmitoyldiethanolamide, on the vertical axis – the concentration 

of living cells in the samples, % of the control
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венного участия ПЭА в активации каннабиноид-
ных рецепторов получил название «эффект 
антуража». Считают, что в этом случае основной 
мишенью ПЭА является гидролаза амидов жир-
ных кислот [7, 8]. Возможно также, что ПЭА по-
вышает экспрессию CB2 посредством активации 
PPARα [9].

Данные литературы свидетельствуют, что клетки 
глиомы С6 экспрессируют рецепторы СВ1 [10] и СВ2 
[11], TRPV [12], PPARα [13], GPR55 [14]. В клетках 
Hela также экспрессируются СB1, СB2, TRPV1 [15], 
PPARα [16]. Все это позволяет полагать, что исполь-
зованные в нашей модели клетки имеют целевые 
рецепторы для ЭАЖК в целом и ПЭА в частности. 

Что касается молекулярных механизмов, обу-
словливающих антипролиферативное действие ис-
следуемых ЭАЖК, на клетках рака толстой кишки 
HCT116 и Caco-2 выявлено повышение под дей-
ствием ПЭА синтеза циклина B1/CDK1, регулирую-
щего переход G2/M. Это, как полагают, приводит 
к остановке клеточного цикла и накоплению кле-
ток в фазе G2/M [2]. На клетках рака молочной 
железы MCF-7 продемонстрирована способность 
ПЭА усиливать ингибирующее действие ананда-
мида на экспрессию Trk-рецепторов – рецепторов 
фактора роста нервов, что способствует торможе-
нию пролиферации. Это связывают с подавлением 
гидролиза анандамида в присутствии ПЭА [17], 
т. е. с уже упомянутым выше эффектом антуража. 
Хотя в нашем эксперименте мы не использовали 
экзогенный анандамид, но данный эндоканнаби-
ноид синтезируется в клетках. Исходя из этого, 
можно предполагать, что антипролиферативное 
и цитотоксическое действие ЭАЖК в наших экс-
периментах в значительной мере может быть об-
условлено ингибированием гидролиза и повыше-
нием уровня внутриклеточных эндоканнабинои-
дов, прежде всего анандамида. Молекулярные 
механизмы антипролиферативного действия анан-
дамида изучены более детально, чем механизмы 
действия ПЭА, и связаны с ингибированием кле-
точного цикла посредством нарушения образова-
ния комплексов циклинов с циклин-зависимыми 
киназами, подавлением синтеза циклического аде-
нозинмонофосфата, повышением уровня актив-
ных форм кислорода, негативной регуляции сиг-
нального пути фосфоинозитид-3-киназа/AKT. Ин-
дукция апоптоза характеризуется помимо 
вышеперечисленного повышением активности 
каспаз 8/9, индукция аутофагии – повышением 
уровня церамидов, белка LC3-II, стрессом эндо-
плазматического ретикулума [18]. 

Уровень эндогенных ЭАЖК в клетке регулиру-
ется, с одной стороны, скоростью биосинтеза, 
а с другой – скоростью деградации посредством 

гидролитических ферментов, основными из кото-
рых являются гидролаза амидов жирных кислот 
и амидаза N-ацилэтаноламиновой кислоты. Эти 
ферменты расщепляют ПЭА и его конгенеры, 
а также эндогенные каннабиноиды анандамид, 
2-пальмитоилглицерид и ряд сходных по структу-
ре соединений [7, 8, 19]. Ингибирование гидроли-
за ЭАЖК [3–5] и создание устойчивых к гидроли-
зу синтетических ЭАЖК [20] усиливают противо-
опухолевый эффект соединений этого класса. 

Можно предположить, что факторами, от кото-
рых зависит действие ПЭА на определенные типы 
клеток, являются наличие и концентрация мембран-
ных и внутриклеточных рецепторов, опосредующих 
действие ЭАЖК, хотя вопрос о выраженности экс-
прессии этих молекул в различных типах клеток 
остается открытым. В частности, сравнительных 
исследований, касающихся клеток глиомы С6
и Hela, не проводилось. Также необходимы исследо-
вания взаимодействия синтетических ЭАЖК поми-
мо ПЭА с этими рецепторами. В качестве гипотезы, 
объясняющей более мощное цитотоксическое и ан-
типролиферативное действие ПДЭА по сравнению 
с ПЭА, можно выдвинуть предположение о большей 
устойчивости ПДЭА к внутриклеточному гидроли-
зу. Однако, для того чтобы подтвердить или опровер-
гнуть эту гипотезу, требуются дальнейшие исследо-
вания гидролитической активности клеточных фер-
ментов в отношении синтетических ЭАЖК. 

Заключение
Полученные данные позволяют заключить, что 

соединения из ряда ЭАЖК – пальмитоилэтанола-
мид и его конгенеры – оказывают в отношении 
клеток глиомы С6 и Hela противоопухолевый эф-
фект, который в большей степени обусловлен по-
давлением клеточной пролиферации и в мень-
шей – гибелью клеток. Выраженность противо-
опухолевого действия соединений определяется 
их структурой и зависит от типа клеток.

Дополнительная этанольная группа диэтано-
ламидного фрагмента значительно усиливает 
противоопухолевую активность соединения, со-
держащего ацильный фрагмент пальмитиновой 
кислоты, в то время как в соединениях, содержа-
щих ацильный фрагмент рицинолевой кислоты, 
эта закономерность выражена слабо. 

В диэтаноламидах жирных кислот остаток 
пальмитиновой кислоты способствует более силь-
ному противоопухолевому эффекту по сравнению 
с остатком рицинолевой кислоты.

Наиболее выраженным противоопухолевым эф-
фектом из исследованных соединений обладает 
ПДЭА, дозозависимо снижающий как жизнеспособ-
ность, так и пролиферативную активность клеток.
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ANTI-TUMOR ACTIVITY OF ETHANOLAMIDES AND 
DIETHANOLAMIDES OF PALMITIC AND RICINOLIC ACID IN VITRO
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Introduction. Data on the biological activity of fatty acid ethanolamides indicate that the search for new 
compounds with an antitumor effect in this group is promising. 

Objective – is a comparative study of the antitumor effect of ethanol- and diethanolamides of palmitic and 
ricinoleic acids. 

Materials and methods. The effect of palmitic and ricinoleic acid mono- and diethanolamides on the viability 
and proliferative activity of glioma C6 and Hela cells after 48-hour cultivation was evaluated by flow cytometry. 

Results. Palmitoylethanolamide reduced the viability of glioma C6 cells by 10 % and proliferation by 24 %, 
but did not affect Hela cells. Ricinoylethanolamide reduced the viability of glioma C6 cells by 2 %, and proliferative 
activity by 29 %, without affecting the viability of Hela cells, but reducing their proliferation by 37 %. 
Palmitoyldiethanolamide reduced the viability and proliferation of glioma C6 cells by 49 and 74 %, Hela – by 35 
and 74 %. Ricinoyldiethanolamide reduced the viability of glioma C6 cells by 14 %, proliferation by 37 %, and 
Hela cells – by 1 and 48 %, respectively. The dose-dependence of the effects of the studied compounds was shown.

Conclusions. The antitumor effect of the studied fatty acid ethanoamides is determined by their structure 
and depends on the cell type. Of the studied compounds, the most pronounced cytotoxic and antiproliferative 
effects were shown by рalmitoyldiethanolamide.
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ricinoyldiethanolamide, cancer, tumor.
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ТРАНСФОРМАЦИЯ АМИНОКИСЛОТНОГО СПЕКТРА 
В МОЗЖЕЧКЕ, СТРИАТУМЕ И ГИПОТАЛАМУСЕ ГОЛОВНОГО 
МОЗГА КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ АНТИРЕТРОВИРУСНОГО 

ПРЕПАРАТА ЗИДОВУДИН

Н. И. Филина, М. Н. Курбат, Е. М. Дорошенко
Учреждение образования «Гродненский государственный медицинский университет», 

г. Гродно, Республика Беларусь

Введение. Информация о воздействии препарата Зидовудин (AZT) на мозг ограничена и требует 
дальнейшего изучения механизмов нейротоксичности нуклеозидных ингибиторов обратной транскрипта-
зы (НИОТ), в том числе и AZT.

Цель исследования – установить изменения содержания протеиногенных аминокислот (АК) в стриа-
туме, мозжечке и гипоталамусе головного мозга крыс при воздействии препарата AZT.

Материалы и методы. Проведено определение свободных аминокислот в гипоталамусе, мозжечке 
и стриатуме головного мозга крыс с помощью обращеннофазной ВЭЖХ.

Результаты. Исследуемые структуры головного мозга характеризуются трансформацией пула ами-
нокислот. Выявлены особенности изменения отношений между определенными классификационными 
группами аминокислот: аминокислоты с разветвленной углеродной цепью (АРУЦ) / ароматические АК 
(ААК) и заменимые/незаменимые в условиях данного эксперимента.

Заключение. Введение препарата AZT вызывает дисбаланс в концентрациях протеиногенных ами-
нокислот (метионин, лизин, триптофан, треонин, аргинин, гистидин) в изученных отделах головного 
мозга крыс, выраженность которого варьирует в зависимости от длительности воздействия. Установлена 
трансформация пула АРУЦ и незаменимых АК в сторону снижения при введении препарата во всех ис-
следуемых отделах.

Ключевые слова: аминокислоты, Зидовудин, нейротоксичность, дисбаланс аминокислот, отделы 
головного мозга.
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Введение
Несмотря на успех комбинированной высокоак-

тивной антиретровирусной терапии в лечении ви-
русных инфекций, в первую очередь таких, как 
ВИЧ, потенциальная токсичность антиретровирус-
ных препаратов для структур и клеток ЦНС остает-
ся мало изученной и вызывает особый интерес [1]. 

3’-азидо-3’-дезокситимидин, или Зидовудин 
(AZT), был первым использованным антиретрови-
русным препаратом, и его терапевтический эффект 
включает блокаду цитопатического эффекта и ин-
гибирование активности вирусной обратной 
транскриптазы [2].

Несмотря на высокую эффективность, рядом 
исследований выявлены гепатотоксические побоч-
ные эффекты AZT, включая остановку клеточного 
цикла, окислительное повреждение митохондрий, 
увеличение выработки лактата [3].

Информация о воздействии AZT на мозг огра-
ничена. Недавние исследования показали, что пре-
парат быстро всасывается и проникает через ГЭБ, 

достигая максимальной концентрации через 30 мин 
после однократного введения (доза – 50 мг/кг); в ос-
новном распределяется в мозолистом теле, блед-
ном шаре, стриатуме и области неокортекса [4].

Что касается побочных реакций со стороны 
ЦНС, то рядом исследований установлено, что 
воздействие AZT приводит к делеции мтДНК 
в нейронах коры головного мозга мыши, митохон-
дриальной токсичности, нарушению нейрогенеза 
и повреждению нейронных дендритов и преси-
наптических окончаний [5].

Установлено, что AZT повышает уровень про-
воспалительных цитокинов, включая ИЛ-1β, ФНО 
и ИЛ-6 в различных областях ЦНС, а также акти-
вирует белок Wnt5a, ключевой регулятор нейро-
воспаления [6].

Следовательно, потенциал нейронных повреж-
дений и дисфункции является значительным 
и подчеркивает необходимость дальнейшего изу-
чения механизмов нейротоксичности НИОТ, в том 
числе и AZT, индивидуально и в комбинации. Так 
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как пул свободных аминокислот является инте-
гральным показателем изменений в обмене ве-
ществ, охватывающим практически все метаболи-
ческие пути, цель исследования – установить из-
менения содержания протеиногенных аминокислот 
в стриатуме, мозжечке и гипоталамусе головного 
мозга крыс при воздействии нуклеозидиного ин-
гибитора обратной транскриптазы ВИЧ (Зидову-
дина, AZT). Это позволит использовать его не 
только для получения информации об общей на-
правленности биохимических процессов, но и для 
определения эффективной коррекции возникаю-
щих нарушений.  

Материалы и методы
Исследование проведено на 21 особи белых не-

линейных крыс-самцов массой 232,5(±20,35) г. 
Крысы были разделены на 3 группы: контрольную 
и две опытные по 7 особей в каждой группе. Все 
препараты вводили внутрижелудочно (в/ж) через 
зонд в суспензии на 0,9-м% растворе натрия хло-
рида. Животным 1-й опытной группы вводили 
AZT в дозе 100 мг/кг/сутки 7 суток («AZT-7»). Жи-
вотным 2-й группы вводили AZT в аналогичной 
дозе 21 сутки («AZT-21»). Контрольные животные 
получали в/ж эквиобъемное количество 0,9%-го 
раствора натрия хлорида. За 12 ч до забоя живот-
ных лишали пищи с сохранением воды в качестве 
источника питья. Забой животных первой группы 
проводили на 8-е сутки, второй – на 22-е сутки. 
После декапитации животных извлекали головной 
мозг, промывали охлажденным 0,9%-м раствором 
натрия хлорида и выделяли исследуемые отделы 
(стриатум, гипоталамус и мозжечок), которые за-
мораживали в жидком азоте. Все опыты проведе-
ны с учетом «Правил проведения работ с исполь-

зованием экспериментальных животных» [7]. 
На данное исследование получено разрешение 
комитета по биомедицинской этике Гродненского 
государственного медицинского университета (за-
седание комитета по биомедицинской этике от 
30.01.2018, протокол № 1).

Содержание свободных аминокислот в пробах 
определяли после осаждения белков. Для этого об-
разец гомогенизировали в 10 объемах 0,2 М раствора 
хлорной кислоты, содержащем 0,2 ммоль/л норвали-
на (nVal), 1 мкмоль/л ванилиновой кислоты, а также 
50 мг/л ЭДТА, 50 мг/л метабисульфита натрия 
(Na2S2O5). После тщательного перемешивания про-
бы центрифугировали при +4 °С 15 мин при 15000 g, 
супернатанты отделяли и хранили при –18 °С. 

Определение свободных аминокислот проводи-
ли в тех же хлорнокислых экстрактах с помощью 
обращеннофазной ВЭЖХ с предколоночной дери-
ватизацией с о-фталевым альдегидом и 3-мер-
каптопропионовой кислотой и детектированием 
по флуоресценции [8].

Статистическую обработку данных проводили 
с помощью программы Statistica 10.0 (cерийный 
номер AXAR207F394425FA-Q). Для характеристи-
ки фонда АК рассчитывали содержание АРУЦ 
(сумма АК с разветвенной углеводородной цепью), 
ААК (ароматические аминокислоты), заменимых 
и незаменимых АК.

Результаты и их обсуждение 
Исследуемые структуры головного мозга харак-

теризуются трансформацией пула протеиногенных 
аминокислот при введении AZT. При данных экспе-
риментальных условиях регистрируются колебания 
содержания свободных АК в зависимости от дли-
тельности воздействия (таблица). 

Таблица – Содержание свободных протеиногенных аминокислот в гипоталамусе, мозжечке и стриатуме 
головного мозга крыс (нмоль/г) при воздействии препарата Зидовудин (AZT)

Table – The content of free amino acids in the hypothalamus, cerebellum and striatum of the rat brain (nmol/g) under 
action of drug Zidovudine (AZT)

Аминокислота Контроль AZT – 7 суток
(1-я группа)

AZT – 21 сутки
(2-я группа)

Гипоталамус
Аспарагиновая кислота 1914,27±58,82 2237,48±123,03* 1661,63±151,58+

Гистидин 33,85±1,84 36,32±5,40 42,15±2,39*

Глицин 733,81±83,99 844,86±88,56 534,53±48,54+

Треонин 343,02±20,07 420,94±10,48* 270,67±26,43*+

Метионин 24,54±1,21 23,43±0,96 20,09±1,53*

Лизин 187,40±10,25 174,87±17,03 120,03±13,32*+

Триптофан 21,64±1,51 25,38±0,75* 16,92±1,76+

Мозжечок
Треонин 275,87±21,62 371,55±6,74* 252,42±21,93+

Аргинин 252,80±4,20 247,17±1,33 261,97±3,83+

Лизин 229,48±20,29 242,60±13,32 160,69±9,95*+

Триптофан 20,39±1,87 23,92±0,63 16,82±0,80+
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Обращает на себя внимание снижение уровня 
метионина во всех исследуемых структурах в двух 
опытных группах в сравнении с контролем. При этом 
воздействие препаратом в течение 21 суток приве-
ло к уменьшению содержания данной АК в гипо-
таламусе и стриатуме соответственно на 17 и 22 % 
(p < 0,05). Низкое содержание метионина влечет за 
собой снижение выработки SAMe, тем самым влияя
на эпигенетические модификации (метилирование 
ДНК, модификацию гистонов, ремоделирование 
хроматина), подавляя рост клеток [9].

Гепатотоксичность AZT несомненна [4], поэто-
му можем предположить, что снижение биодо-
ступности метионина связано с нарушением его 
метаболизма в поврежденной печени.

Интересным на наш взгляд является изменение 
уровня незаменимой АК треонин: в опытной груп-
пе «AZT-7» наблюдалось повышение, а в группе 
«AZT-21» – снижение в тканях всех исследуемых 
отделов (p < 0,05).

В группе «AZT-21» снижение концентрации 
лизина составило 17 и 31% соответственно в гипо-
таламусе и мозжечке (p < 0,05).

Это может быть результатом воздействия препа-
рата, так как установлено, что избыток незаменимой 
аминокислоты L-лизина увеличивает уровень ви-
русной нагрузки, патогенетически усугубляя имму-
носупрессию и способствуя клиническому прогрес-
сированию заболевания. Так, наличие достаточной 
концентрации данной АК в инфицированной ВИЧ 
клетке позволяет активировать тРНКLys и иницииро-
вать репликацию вируса [10].

Концентрация гистидина увеличивается на 
27 % (p < 0,05) в группе «AZT-21» в гипоталамусе 
головного мозга крыс . Установлено, что рост со-
держания гистидина увеличивает скорость синтеза 
гистамина, который служит нейротрансмиттером 
и контролирует разнообразные функции головного 
мозга [11].

В таламической области снижение показателя 
содержания АРУЦ составило 9 % от значения кон-

трольной группы. В стриатуме и мозжечке данный 
показатель снизился незначительно.

Обратим внимание на существенное снижение 
содержания незаменимых АК в среднем на 15 % 
в группе «AZT-21» в сравнении с контролем (p < 0,05) 
во всех исследуемых отделах. При этом количество 
заменимых АК в той же опытной группе всех иссле-
дуемых отделов сохранялось в пределах контроль-
ных значений. Это находит отражение в возрастании 
показателя заменимые/незаменимые АК и свиде-
тельствует о преобладании заменимых АК в общем 
пуле АК исследуемых отделов головного мозга. 

Вместе с тем введение препарата в течение 
7 суток привело к строго противоположному ре-
зультату: содержание незаменимых АК увеличи-
лось в среднем на 13 % в сравнении с контролем 
(p < 0,05) в трех исследуемых отделах. 

Cодержание триптофана в гипоталамусе воз-
росло на 19 % в 1-й группе (p < 0,05) и снизилось 
на 22 % во 2-й группе в сравнении с контролем 
(p < 0,05). Существует вероятность того, что по-
следнее можно рассматривать как проявление те-
рапевтического эффекта AZT, который в послед-
ние годы активно используется для лечения опу-
холей, в то время как метаболизм триптофана 
оказывает глубокое влияние на функцию головно-
го мозга и является основным метаболическим 
путем, который ограничивает противоопухолевый 
иммунитет, в том числе при глиомах мозга [12, 13]. 

Вероятным объяснением выявленного дисба-
ланса является нарушение функционирования 
ГЭБ, а именно переносчика больших нейтральных 
АК- LAT-1. Последний участвует в транспорте тех 
АК, изменение концентраций которых было отме-
чено: АРУЦ, триптофан, гистидин, метионин.

Имеется ряд исследований, показавших роль 
высокоактивной антиретровирусной терапии (в 
том числе использование AZT) в образовании сво-
бодных радикалов и гибели эндотелиальных кле-
ток ГЭБ, опосредованной митохондриальной дис-
функцией [14].

Аминокислота Контроль AZT – 7 суток
(1-я группа)

AZT – 21 сутки
(2-я группа)

Стриатум
Глутаминовая кислота 6733,82±103,78 6532,06±170,61 5968,68±276,19*

Треонин 377,91±27,35 464,29±18,00* 296,83±26,02*+

Аргинин 253,56±2,82 250,79±1,86 263,01±3,31*+

Валин 63,90±3,40 54,82±1,58* 60,19±8,45
Метионин 28,41±1,93 25,01±1,67 21,94±1,36*

Изолейцин 23,38±1,44 22,33±1,31 21,32±4,34+

Триптофан 20,23±1,74 21,99±1,64 16,79±1,08+

Примечание: *статистически значимые различия с контролем; +с 1-й группой; р < 0,05.
Note: *statistitically significant differences with control; +with the 1st group; p < 0,05.

Окончание таблицы
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Заключение
Введение препарата AZT вызывает значитель-

ный дисбаланс в концентрациях протеиногенных 
аминокислот (метионин, лизин, триптофан, трео-
нин, аргинин, гистидин) в изученных отделах го-
ловного мозга крыс, выраженность которого ва-
рьирует в зависимости от длительности воздей-
ствия. Установлена трансформация пула АРУЦ 
и незаменимых АК в сторону снижения при введе-
нии AZT во всех исследуемых отделах, что может 
быть следствием нарушения их катаболизма или 
изменений систем транспорта данных АК в голов-
ной мозг.
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TRANSFORMATION OF THE AMINO ACID SPECTRUM 
IN THE CEREBELLUM, STRIATUM AND HYPOTHALAMUS 

OF THE RAT BRAIN UNDER ACTION OF THE ANTIRETROVIRAL 
DRUG ZIDOVUDINE

N. I. Filina, M. N. Kurbat, E. M. Doroshenko

Grodno State Medical University, Grodno, Republic of Belarus

Introduction. Information on the effects of Zidovudine (AZT) on the brain is limited and requires further 
study of the mechanisms of NRTI neurotoxicity, including AZT. 

Objective – to study changes in the content of proteinogenic amino acids in the striatum, cerebellum and 
hypothalamus of the rat brain exposed to AZT. 

Materials and methods. The determination of free amino acids in the hypothalamus, cerebellum and striatum 
of the rat brain was carried out using reverse-phase HPLC. 

Results. The studied brain structures are characterized by the transformation of the AA pool. The peculiarities 
of changes the ratio between certain classificational groups of amino acids: the branched-chain acids /aromatic 
AA and nonessential/essential AA under the conditions of this experiment are revealed.

Conclusions. The administration of the drug Zidovudine causes a imbalance in the concentrations of 
proteinogenic amino acids (methionine, lysine, tryptophan, threonine, arginine, histidine) in the studied regions 
of the rat brain, the severity of which varies depending on the duration of exposure. The transformation of the 
pool of BCAA and essential AA in the downward direction was established with the introduction of drug in all 
studied regions. 

Keywords: amino acids, Zidovudine, neurotoxicity, imbalance of amino acids, departments of the brain.
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ОДНОНУКЛЕОТИДНЫЕ ЗАМЕНЫ 
В СТРУКТУРЕ ГЕНОВ IL6 И TNFΑ ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ 

ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНИ ЛЕГКИХ

Е. А. Хотько, А. Д. Таганович, Г. В. Шабаев, А. Г. Кадушкин

Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет», 
г. Минск, Республика Беларусь 

Введение. Хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) – полидетерминированное заболевание, для 
которого характерно аномальное воспаление легочной ткани. При ХОБЛ активированные макрофаги, Т-клетки 
и фибробласты активно синтезируют интерлейкин-6 (IL-6) и фактор некроза опухоли α (TNFα). Полиморфизмы 
генов, кодирующих образование этих интерлейкинов, могут обусловливать аномальное усиление их синтеза.

Цель исследования – определить частоту носительства генотипов полиморфных локусов rs1800795 
(IL6) и rs1800629 (TNFα) у пациентов с ХОБЛ и здоровых людей и их связь с развитием заболевания.

Материалы и методы. С использованием ПЦР в реальном времени определено носительство геноти-
пов полиморфизмов rs1800629 (TNFα) и rs1800795 (IL6) у 95 пациентов с ХОБЛ и 95 здоровых лиц.

Результаты. Оценка генотипов и аллелей точки rs1800795 гена IL6 показала, что среди пациентов 
с ХОБЛ преобладают носители гетерозиготного генотипа GС (56,2 %) в сравнении с контрольной группой 
(40,0 %). Не обнаружено статистически значимых отличий в частоте встречаемости генотипов, содержа-
щих минорную аллель, локуса rs1800629 гена TNFα у пациентов с ХОБЛ и здоровых людей (р > 0,05), 
а доля носителей генотипа GA составила 28,4 % и 22,1 % соответственно.

Заключение. У лиц, страдающих ХОБЛ, вероятность носительства генотипов CG/GG полиморфного 
локуса rs1800795 гена IL6 в 2,38 раза выше по сравнению со здоровыми людьми.

Ключевые слова: цитокины, полиморфизм, хроническая обструктивная болезнь легких.
Для цитирования. Однонуклеотидные замены в структуре генов IL6 и TNFα при хронической об-

структивной болезни легких / Е. А. Хотько [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, 
№1(2). – С. 65–71.

Введение
Хроническая обструктивная болезнь легких 

(ХОБЛ) поражает каждого десятого взрослого 
и входит в число самых распространенных причин 
смерти во всем мире [1]. В Республике Беларусь 
насчитывается около 40 тысяч пациентов с ХОБЛ.

Центральным звеном патогенеза ХОБЛ являет-
ся формирование воспалительной реакции в очаге 
повреждения. Вдыхание частиц сигаретного дыма 
или производственной пыли приводит к активации 
альвеолярных макрофагов и эпителиальных кле-
ток. Эти клетки участвуют в регуляции воспаления 
путем секреции медиаторов белковой природы – 
цитокинов. Высвобождающиеся медиаторы свя-
зываются со своими рецепторами, активируют 
и привлекают из крови в очаг воспаления нейтро-
филы, моноциты, дендритные клетки и лимфоци-
ты. Иначе говоря, они выполняют функцию свое-
образных «дирижеров», которые координируют 
работу клеток, вовлеченных в развитие ХОБЛ.

Широкая плейотропия и элемент избыточности 
в семействе цитокинов, когда каждый цитокин 
имеет много перекрывающихся функций и каждая 
функция потенциально опосредована более чем 

одним цитокином, делают классификацию этих 
белковых молекул сложной задачей. К провоспа-
лительным цитокинам относятся IL1, фактор не-
кроза опухоли (TNF), IL6, фактор, стимулирую-
щий колонии гранулоцитов-макрофагов (GM-CSF) 
и фактор, стимулирующий колонии гранулоцитов 
(G-CSF).

TNF и IL6 являются эндогенными пирогенами 
и способствуют лейкоцитозу за счет высвобождения 
нейтрофилов из костного мозга [2]. TNFα может сти-
мулировать эпителиальные клетки дыхательных 
путей к выработке других цитокинов, включая 
CCL5 и IL8, путем активации ядерного фактора κB 
(NF-κB), а также индуцирует пролиферацию фибро-
бластов [3]. TNFα стимулирует выработку бронхи-
альными эпителиальными клетками тенасцина – 
гликопротеина внеклеточного матрикса, который 
может способствовать ремоделированию дыха-
тельных путей [4]. Повышенный уровень TNFα в сы-
воротке крови был отмечен у пациентов с выражен-
ной потерей массы тела, страдающих ХОБЛ [5]. 
Кроме того, в индуцированной мокроте пациентов 
со стабильным течением ХОБЛ наблюдалось увели-
чение содержания как TNFα, так и IL6 [6].



66

Потенциальная роль самого IL6 в патогенезе 
ХОБЛ подтверждается исследованиями, показыва-
ющими, что высокий уровень этого цитокина в сы-
воротке крови и мокроте связан с быстрым сниже-
нием функции легких [7]. IL6 также ассоциирован 
со слабостью скелетных мышц, обострениями 
и легочными инфекциями у пациентов с ХОБЛ [8]. 
Кроме того, избыточная экспрессия IL6 в легких 
мышей приводила к увеличению воздушного про-
странства дыхательных путей, подобному эмфизе-
ме [9]. Эти данные подтверждают, что IL6 являет-
ся не только маркером воспаления дыхательных 
путей, но и фактором, ответственным за ремоде-
лирование бронхиального дерева и потерю эла-
стичности эпителиальной ткани [10].

Многочисленные исследования, направленные 
на раскрытие механизмов патогенеза ХОБЛ, ука-
зывают на то, что одной из причин усиленного 
синтеза цитокинов является измененная экспрес-
сии генов, кодирующих структуру этих образова-
ний. В свою очередь, измененная экспрессия обу-
словлена наличием полиморфизма этих генов [11], 
поэтому изучение связи между генным полимор-
физмом и измененной экспрессией генов цитоки-
нов дает возможность углубить имеющиеся пред-
ставления о молекулярных событиях ХОБЛ.

Среди описанных полиморфизмов гена TNFα 
(более 10) лишь rs1800629 (G308A), как полагают, 
может влиять на классический вариант молекуляр-
ного взаимодействия лиганда с рецептором. Это 
связано с тем, что появление аденина (А) вместо 
гуанина (G) в промоторной области влияет на из-
менение транскрипции и продукции TNFα. Пока-
зано, что у гетерозиготных носителей (АG) про-
дукция этого цитокина выше, чем у людей – носи-
телей гомозиготной аллели GG.

Сведения об ассоциации полиморфизма G308A 
TNFα с ХОБЛ носят противоречивый характер. Было 
показано, что носительство полиморфного варианта 
гена связано с повышенной чувствительностью паци-
ентов к ХОБЛ [12]. Однако другие исследователи не 
обнаружили корреляции между наличием полимор-
физма G308A и риском развития ХОБЛ [13]. Ввиду 
противоречивости имеющихся сведений, целесо-
образно проведение оценки полиморфизма rs1800629 
в качестве маркера риска развития этого заболевания.

Цитогенетическое расположение IL6 – хромосо-
ма 7р15.3. Промотор гена включает в себя много-
численные регуляторные сайты, позволяющие кон-
тролировать индукцию экспрессии гена, например, 
посредством глюкокортикостероидов и цАМФ [14]. 
В гене расположен особо важный регуляторный 
сайт для связывания универсального ядерного фак-
тора транскрипции «каппа-би» (NF-kB) [15]. NF-kB 
стимулирует экспрессию интерлейкина-6 в клетке 

под влиянием интерлейкина-1 и фактора некроза 
опухоли-α, что объясняет повышенный уровень 
этого цитокина при хронических воспалительных 
заболеваниях [15]. Стероидные гормоны, такие как 
эстрадиол или глюкокортикостероиды, ингибируют 
транскрипцию гена IL6 [16].

В кодирующей последовательности гена IL6, 
а также в области промотора были найдены много-
численные однонуклеотидные полиморфизмы. Од-
ним из наиболее часто встречающихся и изученных 
является rs1800795 (G174C). Он характеризуется 
появлением цитозина (C) в 174 положении промо-
тора вместо гуанина (G). Примечательно, что у го-
мозиготных носителей мажорной аллели G наблю-
дается повышение концентрации IL6 [17]. Показа-
но, что среди пациентов с IV стадией ХОБЛ 
носители генотипа GG встречаются на 12 % чаще, 
чем среди пациентов со II и I стадиями [18].

В свою очередь, другие исследователи представи-
ли результаты, свидетельствующие о связи между 
наличием двух промоторных полиморфизмов IL6 – 
G174C и G572C и повышенным уровнем этого цито-
кина в крови. Результаты проведенного мета-анализа 
показали значительно более высокий риск развития 
ХОБЛ у носителей полиморфизма G174C [19]. Кроме 
того, носительство этого ОНП сопряжено с повышен-
ным риском развития ХОБЛ у курильщиков [19].

Наряду с этими данными имеются результаты 
исследований, согласно которым не обнаружено 
существенных различий частоты полиморфизма 
rs1800795 у пациентов с ХОБЛ и здоровых людей 
[18]. Неоднозначность имеющихся сведений слу-
жит основанием для проведения в будущем более 
полного исследования полиморфизма rs1800795 
интерлейкина-6 в развитии этого заболевания.

Цель исследования – определить частоту но-
сительства генотипов полиморфных локусов 
rs1800795 гена IL6 и rs1800629 гена TNFα у па-
циентов с ХОБЛ и здоровых людей и оценить ас-
социацию генотипов с развитием заболевания.

Материалы и методы
Обследование 95 пациентов с ХОБЛ и 95 здо-

ровых людей, а также забор биологического мате-
риала проводились на базе учреждения здравоох-
ранения «Минский клинический консультатив-
но-диагностический центр». В качестве материала 
для исследования использована ДНК клеток, вы-
деление которой осуществлялось с использовани-
ем набора NucleoSpin Blood с помощью методики, 
рекомендованной производителем (MACHERY-
NAGEL, Германия). Поиск полиморфной аллели 
осуществляли методом ПЦР в режиме реального 
времени с помощью детектирующего амплифика-
тора ДТ-322 (ДНК-Технология, Россия). Иденти-
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фикация мажорной или минорной аллели прово-
дилась на основании появления флюоресценции 
не позже 32 цикла амплификации. Для статисти-
ческой обработки данных использовались пакеты 
программ «IBM SPSS Statistics 23» и «Microsoft 
Excel». Для сравнительной оценки носительства 
генотипов и аллелей у пациентов с ХОБЛ и здоро-
вых людей вычисляли критерий χ². В случае, если 
количество носителей генотипа/аллели было ≤5, 
вместо χ2 применяли точный критерий Фишера. 
Для оценки связи того или иного генотипа и алле-
ли с вероятностью развития ХОБЛ рассчитывали 
параметр отношения шансов (ОШ) и 95%-й дове-
рительный интервала (ДИ). Статистически значи-
мыми принимали результаты при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Оценку репрезентативности проводили, опре-

деляя критерий χ2 и критерий значимости 
p (Microsoft Excel, USA). Значение р < 0,05 в кон-
трольной группе при соответствующей оценке 
причин наблюдаемого отклонения частот геноти-
пов от ожидаемого служило основанием для ис-
ключения полиморфизма из дальнейшего анализа 
с целью предотвращения верификации случайных 
отличий, не отражающих явление в исследуемой 
популяции (таблицы 1, 2).

В отношении полиморфного локуса rs1800795 
(IL6) оценка встречаемости генотипов в группе 

пациентов с ХОБЛ и здоровых лиц соответствию 
HWE показала, что сформированные для исследо-
вания выборки являются репрезентативными.

При анализе полиморфизма rs1800629 (TNFα) 
распределение генотипов не подчинялось HWE 
в группе пациентов, страдающих ХОБЛ. Однако 
это обстоятельство не было препятствием для даль-
нейшего анализа данного полиморфного локуса, 
поскольку в основе исследования типа «случай – 
контроль» лежит предположение о том, что именно 
контрольная группа является репрезентативной 
выборкой исследуемой популяции, в то время как 
группа «случай» отражает проявление изучаемого 
фенотипа. HWE предполагает идеальную популя-
цию без вмешательства эволюционных факторов. 
В генах, участвующих в контроле иммунитета 
и воспаления, дисбаланс HWE, вероятнее всего, 
обусловлен эволюционным отбором определенной 
аллели, которая ассоциирована с более эффектив-
ным иммунным или воспалительным ответом. Сле-
довательно, нарушение равновесия у пациентов 
с ХОБЛ, наблюдаемое в отношении полиморфизма 
rs1800629 (TNFα), не требует исключения из иссле-
дования ассоциации в группах, которые представ-
ляют собой часть одной и той же популяции.

На следующем этапе были сопоставлены частоты 
распространенности генотипов и аллелей для этих 
полиморфных вариантов генов у пациентов с ХОБЛ 

Таблица 1 – Результаты оценки частот встречаемости генотипов полиморфизма rs1800795 гена IL6 
на соответствие уравнению Харди-Вайнберга в группах пациентов с ХОБЛ и здоровых лиц

Table 1 – The results of assessing the frequency of genotypes of the rs1800795 polymorphism of the IL6 gene 
for compliance with the Hardy-Weinberg equation in groups of patients with COPD and healthy individuals

Генотип Пациенты 
с ХОБЛ, % HWE, % χ2 (p) Здоровые 

лица, % HWE, % χ2 (p)

СС 19,0 20,5 0,38
(0,54)

35,8 31,1 3,57 
(0,06)CG 52,6 49,6 40,0 49,3

GG 28,4 29,9 24,2 19,5

Примечание (здесь и в таблице 2): HWE – Hardy-Weinberg Equilibrium (ожидаемые частоты генотипов согласно уравнению 
Харди-Вайнберга); χ2 – критерий хи-квадрат; р < 0,05 – распределение наблюдаемых частот не соответствует равновесию 
ожидаемых частот.
Note (here and in Table 2): HWE – Hardy-Weinberg Equilibrium (expected genotype frequencies according to the Hardy-Weinberg 
equation); χ2 – chi-square test; p < 0.05 – the distribution of observed frequencies does not correspond to the equilibrium of expected 
frequencies.

Таблица 2 – Результаты оценки частот встречаемости генотипов полиморфизма rs1800629 гена TNFα 
на соответствие уравнению Харди-Вайнберга в группах пациентов с ХОБЛ и здоровых лиц

Table 2 – Results of assessing the frequency of genotypes of the rs1800629 polymorphism of the TNFα gene 
for compliance with the Hardy-Weinberg equation in groups of patients with COPD and healthy individuals

Генотип Пациенты 
с ХОБЛ, % HWE, % χ2 (p) Здоровые 

лица, % HWE, % χ2 (p)

GG 62,1 58,2 4,61
(0,03)

74,7 73,5 0,92
(0,34)GA 28,4 36,2 22,1 24,4

AA 9,5 5,6 3,2 2,1
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и здоровых людей. При сравнительной оценке частот 
встречаемости генотипов и аллелей при аддитивном, 
рецессивном, доминантном и мультипликативном 
наследовании использовался критерий χ2 (таблица 3). 

Анализ распределения частот генотипов и ал-
лелей у пациентов и здоровых людей не выявил 
статистически значимой разницы для рассматри-
ваемого локуса гена TNFα. В литературе имеются 
указания, что у пациентов с ХОБЛ чаще встреча-
ется носительство гетерозиготного генотипа GA 
полиморфного локуса rs1800629 (TNFα) по срав-
нению с людьми, не страдающими этим заболева-
нием, но подвергающимися воздействию продук-
тов горения биомассы (11,0 % против 3,1 %) [20]. 
Несмотря на отсутствие в нашем исследовании 
статистически значимых различий по частотам ге-
нотипов между изучаемыми выборками, носитель-
ство GA полиморфизма rs1800629 в группах паци-
ентов с ХОБЛ и здоровых людей также распреде-
ляется подобным образом (28,4 % против 22,1 %).

Оценка генотипов и аллелей точки rs1800795 
гена IL6 показала, что среди пациентов с ХОБЛ 
преобладают носители гетерозиготного генотипа 
GС (56,2 %) в сравнении с контрольной группой 
(40,0 %). Картина аллельного статуса, подобная 

обнаруженной нами, наблюдалась и среди кон-
трольной группы людей европейского происхож-
дения в исследовании Seifart et al., 2005, где боль-
шая часть таких индивидов были носителями со-
четания GС (44,0 %), а меньшая – сочетаний GG 
(37,1 %) и СС (18,9 %). Несмотря на это, результа-
ты исследования жителей Испании показали, что 
по сравнению с выборкой, сформированной из 
числа пациентов с ХОБЛ, в группе здоровых лю-
дей незначительно преобладают носители геноти-
па GС (42,9 % и 44,3 % соответственно) [21]. Сре-
ди жителей Республики Башкортостан, напротив, 
частота встречаемости GС превалировала в отно-
шении пациентов с ХОБЛ (51,5 %) по сравнению 
с группой контроля (44,9 %). Таким образом, ча-
стота минорной аллели С в белорусской популя-
ции, согласно результатам нашего исследования 
(44,2 %) близка к среднеевропейской (44,0 %).

В дальнейшем был проведен анализ, направ-
ленный на определение генотипов/аллелей поли-
морфного варианта гена IL6, ассоциированных с раз-
витием ХОБЛ. С этой целью были рассчитаны 
значения ОШ в аддитивной, рецессивной, доми-
нантной и мультипликативной моделях наследова-
ния (таблица 4).

Таблица 3 – Частота встречаемости генотипов и аллелей по полиморфным вариантам генов у пациентов 
с ХОБЛ и здоровых лиц

Table 3 – The frequency of genotypes and alleles for gene polymorphisms in patients with COPD and healthy 
individuals

Ген/rs Генотип/
Аллель

Частота носительства, % 
рПациенты с ХОБЛ, 

n = 95 Здоровые лица, n = 95

TNFα rs1800629 GG1 62,1 (59) 74,7 (71) >0,05
GA 28,4 (27) 22,1 (21)
AA 9,5 (9) 3,2 (3)
GG/GA2 90,5 (86) 96,8 (92) >0,05
AA 9,5 (9) 3,2 (3)
GA/ AA3 37,9 (36) 25,3 (24) >0,05
GG 62,1 (59) 74,7 (71)
аллель G4 76,3 (145) 85,8 (163) >0,05
аллель A 23,7 (45) 14,2 (27)

IL6
rs1800795

CC1 19,0 (18) 35,8 (34) 0,03
CG 52,6 (50) 40,0 (38)
GG 28,4 (27) 24,2 (23)
CC/CG2 71,6 (68) 75,8 (72) >0,05

0,010
0,041

GG 28,4 (27) 24,2 (23)
CG/GG3 81,1 (77) 64,2 (61)
CC 19,0 (18) 35,8 (34)
аллель C4 45,3 (86) 55,8 (106)
аллель G 54,7 (104) 44,2 (84)

Примечание: в скобках указано количество носителей генотипа/аллели; 1 – аддитивная модель наследования; 2 – рецессивная 
модель наследования; 3 – доминантная модель наследования; 4 – мультипликативная модель наследования; жирным шриф-
том выделены статистически значимые отличия (p < 0,05).
Note: the number of carriers of the genotype/allele is indicated in brackets; 1 – additive model; 2 – recessive model; 3 – dominant 
model; 4 – multiplicative model; statistically significant differences are shown in bold (p < 0.05).
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Наблюдалось уменьшение числа носителей ге-
нотипа СС полиморфизма rs1800795 (IL6) у паци-
ентов, страдающих ХОБЛ, в 2,38 раза по сравне-
нию с группой здоровых людей (ОШ = 0,42; 
ДИ = [0,22–0,82], p = 0,03). Другие исследователи 
в результате проведенного мета-анализа также об-
наружили значительную связь между rs1800795 
и ХОБЛ в отношении такого же аллельного носи-
тельства. Отношение шансов для носителей алле-
ли С составило 0,06 (ДИ = [0,00–0,57], p = 0,01. 
В другой работе частота носительства генотипа 
GG этого же полиморфного локуса у пациентов 
с IV стадией ХОБЛ была значительно выше, чем 
при II и III стадиях заболевания [25]. 

Стоит отметить, что данный полиморфный мар-
кер находится в той области гена, которая связыва-
ется с глюкокортикоидным рецептором. При нали-
чии аллели С в данном полиморфном локусе фор-
мируется участок для связывания ядерного фактора 
NF-1. Показано, что носительство генотипа СС со-
пряжено со сниженной экспрессией провоспали-
тельного интерлейкина 6 в отличие от гомозигот-
ного носительства GG [24], что, полагают, замед-
ляет образование патологического очага.

Заключение
У лиц, страдающих ХОБЛ, вероятность носи-

тельства генотипов CG/GG полиморфного локуса 
rs1800795 гена IL6 в 2,38 раза выше по сравнению 
со здоровыми людьми.
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SINGLE NUCLEOTIDE POLIMORPHISMS 
IN THE STRUCTURE OF IL6 AND TNFΑ GENES IN CHRONIC 

OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE

E. A. Khotko, A. D. Tahanovich, G. V. Shabaev, A. H. Kadushkin

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

Introduction. Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a polydetermined disease characterized by 
abnormal inflammation of the lung tissue. In COPD, activated macrophages, T-cells, and fibroblasts actively 
synthesize interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-α (TNF-α). Polymorphisms of the genes encoding the 
formation of these interleukins can cause an abnormal increase in their synthesis.

Objective – to determine the frequency of genotype carriage of the rs1800795 (IL6) and rs1800629 (TNFα) 
polymorphisms in patients with COPD and healthy people and their association with the development of the 
disease.

Materials and methods. Carriage of rs1800629 (TNFα) and rs1800795 (IL6) polymorphism genotypes in 
95 patients with COPD and 95 healthy individuals was determined using real-time PCR.

Results. Evaluation of genotypes and alleles of the rs1800795 (IL6) showed that carriers of the heterozygous 
genotype GC predominate among patients with COPD (56.2 %) compared to the control group (40.0 %). No 
statistically significant differences were found in the frequency of genotypes with the minor allele of rs1800629 
(TNFα) in patients with COPD and healthy people (p > 0.05), and the share of the GA genotype carriers was 
28.4 % and 22.1%, respectively.

Conclusions. In COPD patients, the probability of carrying the CG/GG genotypes of the polymorphism 
rs1800795 of the IL6 gene is 2.38 times higher compared to healthy people.

Keywords: cytokines, polymorphism, chronic obstructive pulmonary disease.
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АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ ЭФИРНОГО МАСЛА 
HUMULUS SPP.

И. С. Черней, В. Т. Чещевик 

Учреждение образования «Полесский государственный университет», 
г. Пинск, Республика Беларусь

Введение. Эфирные масла характеризуются многокомпонентностью, которая обусловливает разно-
образие их биологических эффектов, в том числе и антиоксидантных свойств. 

Цель исследования – изучение антиоксидантной активности эфирного масла, полученного из рас-
тительного сырья хмеля Humulus spp. следующих культивируемых в Беларуси сортов: Магнум, Перле, 
Геркулес, Сладек, Норден Бревер, Шпальтер Селект, Традиционный.

Материалы и методы. Эфирное масло получали методом гидродистилляции с использованием ап-
парата Клевенджера. Компонентный состав масла определяли с помощью газовой хромато-масс-спектро-
метрии. Антиоксидантную активность определяли спектрофотометрически с использованием DPPH 
и ABTS+ радикал-генерирующих систем.

Результаты. β-Мирцен, α-гумулен, β-пинен и β-кариофиллен являются преобладающими компонен-
тами эфирных масел. Антиоксидантная активность (АОА) эфирных масел в DPPH- и ABTS-тестах изме-
нялась пропорционально изменению их концентрации. Наибольшей АОА в двух тестах обладало эфирное 
масло, полученное из хмеля сорта Геркулес, его IC50 составила 0,108 мг/мл по отношению к DPPH и 
0,062 мг/мл по отношению ABTS+. 

Заключение. Эфирное масло хмеля сорта Геркулес по содержанию основных компонентов незначи-
тельно отличается от других исследованных сортов. Вследствие этого наиболее вероятным является то, 
что более высокие антиоксидантные свойства эфирного масла сорта Геркулес обусловлены содержанием 
специфических для него минорных компонентов.

Ключевые слова: эфирное масло, антиоксидантная активность, Humulus spp., DPPH, ABTS. 
Для цитирования. Черней, И. С. Антиоксидантная активность эфирного масла Humulus spp. / 

И. С. Черней, В. Т. Чещевик // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, №1(2). – С. 72–77.

Введение
Антиоксиданты широко используются в каче-

стве пищевых добавок и консервантов [1]. Кроме 
того, антиоксиданты играют важную роль в тера-
пии различных заболеваний, ассоциированных 
с генерацией активных форм кислорода и перекис-
ным окислением липидов. Исследования послед-
них лет указывают на то, что низкомолекулярные 
антиоксиданты природного происхождения могут 
рассматриваться как наиболее перспективные 
и безопасные защитные агенты, уменьшающие 
окислительное повреждение клеток и тканей орга-
низма человека в случае истощения или неэффек-
тивности ферментативных и неферментативных 
компонентов собственной антиоксидантной систе-
мы. Также природные антиоксиданты могут быть 
хорошей альтернативой синтетическим в пищевой 
промышленности, для предотвращения окисления 
пищевых продуктов, богатых ненасыщенными 
жирными кислотами [2]. В связи с этим каждый 
год растет интерес к веществам, обладающим ан-
тиоксидантной активностью (АОА) и поступаю-
щим в организм человека и животных вместе с про-
дуктами питания. Пища, богатая антиоксиданта-

ми, снижает риск многих заболеваний, в частности, 
сердечно-сосудистой системы и онкологических 
заболеваний [3]. 

В природе известно множество веществ расти-
тельного происхождения, которые обладают АОА. 
Значительное количество видов растений уже 
проверены на АОА, но наиболее перспективными 
являются те, которые в своем составе имеют фла-
ваноиды, различные фенолы, антоцианы и эфир-
ные масла [4]. 

Особенностью эфирных масел является много-
компонентность, которая обусловливает разно-
образие биологических эффектов, в том числе 
и антиоксидантные свойства [5]. В то же время 
биологическая активность эфирного масла зави-
сит от его компонентного состава, на который ока-
зывают влияние различные условия выращивания 
растений [6]. 

АОА эфирных масел обусловлена содержанием 
в их составе фенолов (карвакрол, тимол, эвгенол), 
которые по своей АОА вдвое превосходят синте-
тический антиоксидант ионол. Кроме того, такие 
компоненты, относящиеся к монотерпенам, как 
γ-терпинен и α-терпинолен, сесквитерпены (зин-
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гиберен и β-кариофиллен) и цитраль, также обла-
дают высоким противоокислительным действием 
[7]. Известно, что на АОА эфирных масел влияет 
не только повышенное содержание основных ком-
понентов, но и синергическое взаимодействие 
компонентов между собой. 

Хмель (Humulus spp.) культивируется почти во 
всех странах мира. В Беларуси хмель распростра-
нен по всей территории и выращивается в коммер-
ческих целях на сельскохозяйственном предприя-
тии на юго-западе нашей страны с 1993 г. Широкое 
распространение и масштабное выращивание хме-
ля связано с его богатым химическим составом 
и свойствами, которые нашли свое применение 
в разных отраслях промышленности. В своем со-
ставе Humulus spp. содержит различные биологиче-
ски активные вещества, включая и эфирные масла. 

Содержание эфирного масла в растительном сы-
рье хмеля колеблется в пределах 0,5 до 3 % [6]. Са-
мыми распространенными компонентами эфирного 
масла хмеля являются монотерпеновые углеводоро-
ды с мирценом в качестве основного вещества и се-
сквитерпеновые углеводороды, такие как α-гуму-
лен, β-кариофилен, (E)-β-фарнезен [8]. Кроме того, 
эфирное масло хмеля содержит различные группы 
полифенольных соединений с пренилфлавоноида-
ми, которые являются наиболее ценными соедине-
ниями, так как обладают АОА, противовоспали-
тельной и антипролиферативной активностью [9]. 

В связи с вышеизложенным, принимая во вни-
мание тот факт, что выращиваемый в Беларуси 
хмель широко применяется в пищевой промыш-
ленности и других отраслях, целью данной работы 
явилось исследование антиоксидантной активно-
сти эфирного масла, полученного из хмеля следую-
щих культивируемых в Беларуси сортов: Магнум, 
Перле, Геркулес, Сладек, Норден Бревер, Шпаль-
тер Селект, Традиционный.

Материалы и методы
В работе использовано сырье хмеля (сорт 

Магнум, Перле, Геркулес, Сладек, Норден Бревер, 
Шпальтер Селект, Традиционный), предоставлен-
ное ООО «Бизон», DPPH (1,1-дифенил-2-пикрил-
гидразил), ABTS (2,2’-Азино-бис(3-этилбензтиа-
золин-6-сульфокислота) диаммониевая соль), 
Trolox (6-Гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхро-
ман-2-карбоновая кислота), DMSO (диметилсуль-
фоксид), K2S2O8 (персульфат калия) производства 
Sigma Aldrich (США). 

Получение эфирного масла проводили методом 
гидродистилляции с использованием аппарата 
Клевенджера. В колбу емкостью 1000 см3 помеща-
ли 30 г измельченного в мелкую фракцию сырья 

и заливали его дистиллированной водой до 2/3 объ-
ема. Колбу помещали в колбонагреватель. Конден-
сацию смеси воды и эфирного масла осуществля-
ли с помощью обратного холодильника. Процесс 
гидродистилляции в стадии кипения продолжался 
не более 3 ч. Отбор эфирного масла осуществляли 
с использованием шприца. Гидродистилляцию про-
водили в трехкратном повторении для каждого 
вида исследуемого сырья.

Компонентный состав эфирных масел определя-
ли с помощью газового хромато-масс-спектрометра 
Shimadzu QP2010 (EI ионизация) с использованием 
неполярной капиллярной колонки (30 м × 0,32 мм × 
0,5 мкм, активная фаза Rtx-1MS Restek). Анализ 
был выполнен при следующем температурном ре-
жиме: начальная температура +50 °С на протяжении 
3 мин, далее температура повышалась на 4 °С/мин 
до +310 °С. Газ-носитель – гелий с постоянным дав-
лением 49,5 кПа, режим инжекции – с расщеплени-
ем потока 1/3. Пробоподготовка: эфирное масло 
объемом 10 мкл смешивали с 1,5 мл дихлорметана. 
Объем пробы эфирного масла, вносимый в газовый 
хроматограф, составил 1 мкл. Идентификацию ком-
понентов эфирного масла проводили с помощью 
базы данных Wiley.

Антиоксидантная активность эфирного масла 
исследовали спектрофотометрически с использо-
ванием DPPH-радикал-генерирующей системы 
[10]. DPPH представляет собой стабильный сво-
бодный радикал, который используется для тести-
рования АОА химических компонентов эфирных 
масел, экстрактов и других веществ из натураль-
ных продуктов. Антиоксидантные соединения, 
присутствующие в эфирном масле, реагируют 
с DPPH, превращая его в 1-дифенил-2-пикрилги-
дразин, при этом меняется цвет раствора с фиоле-
тового на желтый [11]. В свежеприготовленный 
спиртовой раствор DPPH (57 мкМ) добавляли рас-
твор эфирного масла хмеля в диапазоне концен-
траций 0,01–5 мг/мл. В качестве растворителя 
эфирного масла использовали DMSO. В контроль-
ной и опытных пробах концентрация DMSO со-
ставляла 5 %. Регистрация изменений оптической 
плотности раствора DPPH после инкубации с ис-
следуемым эфирным маслом при комнатной тем-
пературе в темноте в течение 20 мин осуществля-
лась на длине волны 515 нм. Измерения проводили 
в трех повторностях. 

АОА образцов рассчитывали по формуле 1.1. 

     ×100%  (1.1)

где: А DPPH –  оптическая плотность контрольной про-
бы; А Образец – оптическая плотность опытной пробы.
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Значение оптической плотности DPPH в кон-
трольной пробе принимали за 100 %. Результаты 
выражены как IC50 для каждого из исследуемых 
образцов эфирного масла. Концентрация образца, 
при которой процент ингибирования достигает 
50 %, является IC50.

Элиминация радикалов ABTS широко исполь-
зуется для оценки АОА, особенно в пищевых про-
дуктах [12]. Анализ удаления радикалов ABTS 
первоначально состоит из превращения ABTS 
(бесцветная окраска) в ABTS+ (синий цвет), что 
происходит при добавлении K2S2O8. В присут-
ствии соединений-антиоксидантов ABTS+ снова 
переходит в нейтральную ABTS (бесцветную) 
форму [11]. Радикал ABTS (2 мМ) окисляли пер-
сульфатом калия (0,17 мМ) в бидистиллированной 
воде после инкубации при комнатной температуре 
в темноте 18 ч. Раствор ABTS+ доводили этанолом 
до оптичекой плотности 0,7(±0,02) при длине вол-
ны 745 нм. В подготовленный раствор ABTS+ до-
бавляли раствор эфирного масла хмеля в диапазо-
не концентраций 0,01–1 мг/мл. В качестве раство-
рителя для эфирных масел использовали DMSO. 
В контрольных и опытных пробах концентрация 
DMSO составляла 5 %. Регистрацию изменения 
оптической плотности раствора ABTS+ после ин-
кубации с исследуемым эфирным маслом при ком-
натной температуре в темноте в течение 10 мин 
осуществляли на длине волны 745 нм. Измерение 
проводили в трех повторностях. 

АОА образцов рассчитывали по формуле 1.2

     × 100%  (1.2)

где: А ABTS – оптическая плотность контрольной про-
бы; А Образец – оптическая плотность опытной пробы.

Уровень оптической плотности ABTS в кон-
трольной пробе принимали за 100 %. Результаты 
выражены как IC50 для каждого из исследуемых 
образцов эфирного масла.

В качестве стандартного антиоксиданта ис-
пользовали Trolox (0,39–6,3 мкг/мл) при исследо-
вании антиоксидантной активности в отношении 
DPPH и ABTS радикалов. 

Статистическую обработку результатов и вы-
числение значений IC50 осуществляли с исполь-
зованием программы статистического анализа 
GraphPad Prism7.

Результаты и их обсуждение 
Процентный выход эфирного масла хмеля ис-

следованных сортов составил от 0,42(±0,04) до 
2,05(±0,26) %. Наибольший выход эфирного масла 
был характерен для сорта Магнум.

Состав основных компонентов эфирного масла 
из хмеля исследуемых сортов Магнум, Перле, Гер-
кулес, Сладек, Норден Бревер, Шпальтер Селект, 
Традиционный представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Состав измеряемых компонентов 
эфирного масла из различных сортов хмеля, % 

Table 1 – The composition of the measured components 
of essential oil from various hop varieties, %

Сорт/Компо-
нент

β-мир-
цен

α-гуму-
лен

β-пи-
нен

β-карио-
филлен

β-фарне-
зен

Магнум 48,73 32,93 0,98 8,44 –
Перле 29,12 45,15 0,55 13,36 1,45
Геркулес 37,17 38,07 1,11 9,46 –
Сладек 25,07 34,90 0,47 8,80 17,11
Норден 
Бревер

48,97 31,96 0,79 9,55 1,35

Шпальтер 
Селект

39,29 19,01 1,06 7,23 9,85

Традици-
онный

0,72 0,63 34,41 52,31 –

Исследуемые эфирные масла хмеля, получен-
ные из различных сортов, произрастающих в оди-
наковых климатогеографических условиях, имеют 
незначительные отличия в качественном компо-
нентном составе. β-Мирцен и α-гумулен являются 
главными компонентами почти в каждом сорте 
хмеля, за исключением сорта Традиционный, в нем 
содержание β-мирцена и α-гумулена, по отноше-
нию к среднему содержанию, снижено на 98 %. 
Преобладающими компонентами в сорте Традици-
онный являются β-пинен и β-кариофиллен, содер-
жание которых по сравнению с другими сортами 
в среднем повышено на 97,9 и 93 %, соответ-
ственно. Компонент β-фарнезен не был обнаружен 
в трех сортах хмеля: Магнум, Геркулес, Традици-
онный. Отличия по компонентному составу эфир-
ных масел хмеля обусловлены в основном биоло-
гическими особенностями исследуемых сортов, 
так как все сорта произрастали в одинаковых кли-
матогеографических условиях.

АОА эфирных масел по отношению к DPPH 
и ABTS радикалам изменялась прямопропорцио-
нально изменению их концентрации. Чем ниже 
значение IC50, тем выше антиоксидантная актив-
ность тестируемого образца. IC50 эфирных масел 
по отношению к DPPH и ABTS радикалам пред-
ставлены на рисунках 1 и 2.

Эфирное масло из сорта Магнум обладает наи-
более низкой АОА по отношению к DPPH радика-
лам в сравнении с эфирным маслом из других сор-
тов хмеля. Наилучшее действие показало эфирное 
масло, полученное из сорта Геркулес, IC50 для 
которого составила 0,108 мг/мл.  В то же время по 
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сравнению с Тролокс, IC50 которого составила 
0,0025 мг/мл, АОА данного сорта хмеля была го-
раздо ниже. Следует отметить, что эфирные масла, 
полученные из сортов Магнум, Сладек, Перле, 
Норден Бревер, не обладают АОА при концентра-
ции от 0,05 мг/мл и ниже. 

Исследование АОА в отношении радикала 
ABTS+ обусловлено его большей реакционноспо-
собностью и отличием механизмов нейтрализации 
по сравнению с радикалом DPPH [13].  

Анализ данных показывает, что АОА исследуе-
мых сортов хмеля (последовательность увеличе-
ния АОА в ряду сортов хмеля) отличаются от уста-
новленных методом DPPH. 

Как и в тест-системе с DPPH, в ABTS+ системе 
наибольшей АОА обладает эфирное масло хмеля 
сорта Геркулес (IC50 – 0,062 мг/мл), но по сравне-
нию со стандартным антиоксидантом Тролокс 
(IC50 – 0,0011 мг/мл), АОА все равно оставалась 
более низкой. 

Заключение
Наибольшей АОА в двух тестах обладало эфир-

ное масло, полученное из хмеля сорта Геркулес, 
его IC50 составило 0,108 мг/мл в тесте с DPPH 
и 0,062 мг/мл в тесте с ABTS+. Эфирное масло хме-
ля сорта Геркулес по содержанию основных ком-
понентов незначительно отличается от других ис-
следованных сортов (см. таблицу 1). Вследствие 
этого наиболее вероятным является то, что более 
высокие антиоксидантные свойства эфирного мас-
ла сорта Геркулес по сравнению с другими сорта-
ми обусловлены содержанием специфических для 
него минорных компонентов. Поскольку концен-
трация минорных компонентов в эфирном масле 
значительно ниже, чем концентрация используе-
мого стандартного антиоксиданта Тролокса в те-
стах с DPPH и ABTS+, то можно предположить, что 
в случае сопоставимых концентраций эффектив-
ность эфирных масел как антиоксидантов может 
быть значительно выше, чем у Тролокса.     

Рисунок 1 – IC50 эфирных масел из различных сортов хмеля в тесте с DPPH

Picture 1 – IC50 of essential oils from various hop varieties relative to DPPH

Рисунок 2 – IC50 эфирных масел из различных сортов хмеля в тесте ABTS+

Picture 2 – IC50 of essential oils from various hop varieties relative to ABTS+
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL 
OF HUMULUS SPP.  

I. S. Chernei, V. T. Cheshchevik

Polessky State University, Pinsk, Republic of Belarus

Introduction. Essential oils are characterized by a multicomponent nature, which determines the diversity 
of their biological effects, including antioxidant properties.

Objective – the purpose of this work was to study the antioxidant activity of the essential oils obtained from 
plant raw materials of Humulus spp. of the following varieties cultivated in Belarus: Magnum, Perle, Herkules, 
Sladek, Northern Brewer, Spalter Select, Tradition.

Materials and methods.The essential oils were obtained by hydrodistillation using the Clevenger apparatus. 
The component composition of the oil was determined using gas chromatography-mass spectrometry. Antioxidant 
activity was determined spectrophotometrically using DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTS 
(2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) radical generating systems.

Results. β-Myrcene, α-humulene, β-pinene and β-caryophyllene are the predominant components of essential 
oils. The antioxidant activity of essential oil with respect to DPPH and ABTS radicals changed in direct proportion 
to the change in their concentration. The essential oil obtained from the Hercules hop variety had the highest 
antioxidant activity in the two test systems, its IC50 being 0.108 mg/ml in relation to DPPH and 0.062 mg/ml in 
relation to ABTS+. 

Conclusions. The essential oil of the Hercules hop variety differs slightly from the other studied varieties in 
terms of the content of the main components. As a result, it is most likely that the higher antioxidant properties 
of the essential oil of the Hercules variety compared to other varieties are due to the content of minor components 
specific to it.
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ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ 
ПЕЧЕНИ МЫШЕЙ ПОСЛЕ ВОЗДЕЙСТВИЯ РЕНТГЕНОВСКОГО 

ИЗЛУЧЕНИЯ ВЫСОКОЙ МОЩНОСТИ

Н. Н. Веялкина1,2, А. С. Пилотович1, О. С. Аксененко1, В. М. Щемелев1

1Государственное научное учреждение «Институт радиобиологии 
Национальной академии наук Беларуси», г. Гомель, Республика Беларусь;
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Введение. Влияние ионизирующего излучения на организм человека неуклонно растет, что делает 
актуальным исследование радиационно-индуцированных эффектов. Изменение показателей уровня окси-
дативного стресса в печени и в целом в организме зависит от многих факторов, в том числе от дозы и ре-
жима облучения.

Цель исследования – оценить влияние однократного общего рентгеновского облучения в дозе 3 Гр 
на динамику показателей состояния АОС печени мышей линии С57Bl/6 в остром постлучевом периоде.

Материалы и методы. Облучение животных проводилось при помощи рентгеновской установки 
биологического назначения X-Rad 320, мощность дозы – 98,8 сГр/мин. Животных выводили из экспери-
мента на 1-е, 3-е и 7-е сутки после облучения. В гомогенатах печени животных определяли концентрацию 
общего белка, ТБК-реактивных продуктов, восстановленного глутатиона, активность каталазы и суперок-
сиддисмутазы (СОД).

Результаты. Содержание ТБК-активных продуктов в ткани печени мышей возрастало на 3-и и 7-е 
сутки после облучения (р < 0,05). Отмечено снижение активности СОД и каталазы в печени облученных 
животных, наиболее выраженное к 3 суткам для каталазы и к 7 суткам для каталазы и СОД (р < 0,05). 

Заключение. Общее однократное облучение мышей линии С57Bl/6 в дозе 3 Гр индуцирует развитие 
оксидативного стресса в печени животных, что характеризуется повышением ПОЛ и снижением активно-
сти ферментов АОС печени.

Ключевые слова: рентгеновское излучение, мыши, супероксиддисмутаза, каталаза, глутатион, 
ТБК-реактивные продукты. 

Для цитирования. Динамика показателей антиоксидантной системы печени мышей после воздей-
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Введение
Влияние ионизирующего излучения на орга-

низм человека неуклонно растет вследствие про-
ведения медицинских диагностических и тера-
певтических процедур при лучевой терапии он-
кологических заболеваний. Также сохраняется 
опасность сверхнормативного облучения персо-
нала и населения в случае аварийных ситуаций, 
что делает актуальным исследование радиацион-
но-индуцированных эффектов и поиск средств 
снижения повреждающего действия ионизирую-
щего излучения. 

Облучение нормальных тканей вызывает ряд 
событий, среди которых одним из основных яв-
ляется повышение уровня образования активных 
форм кислорода (АФК) и азота, как следствие, 
активация свободнорадикального окисления 
и развитие оксидативного стресса [1, 2]. АФК 
и оксидативный стресс способствуют развитию 

радиационно-индуцированной цитотоксичности, 
биохимических и морфологических изменений 
в живом организме. Печень является основным 
органом, подверженным действию АФК [3], 
а окислительный стресс – одним из патологиче-
ских механизмов, который приводит к возникно-
вению и прогрессированию различных заболева-
ний печени и других внутренних органов в отда-
ленном постлучевом периоде [4, 5]. 

Функциональная активность ферментативно-
го и неферментативного звеньев АОС печени 
важна для снижения уровня АФК. Изменение 
таких показателей, как активность супероксид-
дисмутазы (СОД), каталазы, глутатион-перокси-
дазы и глутатион-редуктазы, а также уровня глу-
татиона, реактивных соединений тиобарбитуро-
вой кислоты (ТБК-реактивных продуктов) и др. 
является чувствительным биомаркером уровня 
оксидативного стресса в печени и в целом в ор-
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ганизме [6]. При этом направленность измене-
ний данных показателей зависит от многих фак-
торов, в том числе от дозы и режима облучения, 
а также от срока после облучения, на котором 
проводится анализ [7, 8]. 

Цель исследования – оценить влияние одно-
кратного общего рентгеновского облучения в дозе 
3 Гр на динамику показателей состояния АОС пе-
чени мышей линии С57Bl/6 в остром постлучевом 
периоде.

Материалы и методы исследований
Эксперименты проведены на лабораторных 

мышах линии С57Bl/6 обоего пола в возрасте 
2,5–3 месяца. Каждая группа состояла из 5 самок 
и 5 самцов. Животных содержали в условиях ста-
ционарного вивария Института радиобиологии 
НАН Беларуси, согласно установленным нормам. 
Все манипуляции с лабораторными животными 
в эксперименте выполнялись в соответствии 
с международными рекомендациями «Европей-
ской конвенции о защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментов или в иных на-
учных целях» [9]. 

Мышей подвергали общему однократному об-
лучению в дозе 3 Гр с помощью рентгеновской 
установки биологического назначения X-Rad 320 
Precision X-ray Inc (напряжение на трубке – 320 кВ, 
сила тока – 12,5 мА, мощность дозы – 98,8 сГр/мин, 
фильтр № 2 (1,5 мм Al, 0,25 мм Cu, 0,75 мм – Sn) 
расстояние до объекта 50 см).

Животных выводили из эксперимента на 1-е, 
3-е и 7-е сутки после облучения на фоне эфир-
ного наркоза путем декапитации, немедленно 
проводилось вскрытие животных и выделение 
печени. Кусочки печени экспериментальных и кон-
трольных животных взвешивали. Далее образцы 
печени гомогенизировали в гомогенизаторе Пот-
тера-Эльведжейма на протяжении 30–40 с в бу-
фере при соотношении массы ткани и объем бу-
фера 1:9. Все манипуляции проводились на льду. 
Полученные гомогенаты печени центрифугиро-
вали для получения цитозольно-микросомаль-
ной фракции, отбирали супернатант, который 
хранили при –80 °С. 

Концентрацию белка в общей и цитозольной 
фракции ткани печени определяли методом Lowry 
в модификации Петерсона [10].

Определение содержания ТБК-реактивных 
продуктов в гомогенатах ткани печени оценивали 
методом, основанном на образовании окрашенно-
го комплекса в реакции взаимодействия тиобарби-
туровой кислоты с вторичными продуктами липо-
пероксидации (преимущественно малоновым ди-

альдегидом), содержащимися в ткани печени [11]. 
Интенсивность окраски образующегося комплек-
са, измеряемая фотометрически при длине волны 
540 нм, прямопропорциональна концентрации 
вторичных продуктов перекисного окисления ли-
пидов (ПОЛ).

Концентрацию восстановленного глутатиона 
в гомогенатах ткани печени определяли с исполь-
зованием реактива Эллмана. При этом восстанов-
ленный глутатион определяли после осаждения 
белков трихлоруксусной кислотой [11]. 

Активность каталазы в цитозольно-микросо-
мальной фракции гомогенатов ткани печени 
определялась спектрофотометрическим методом 
с использованием в качестве субстрата пероксида 
водорода [11]. Активность СОД в цитозольно-ми-
кросомальной фракции гомогенатов ткани печени 
определялась методом, основанным на утилиза-
ции СОД супероксиданион-радикала (О2

*-), обра-
зующегося в результате реакции автоокисления 
адреналина (эпинефрина) в щелочной среде 
(pH 9,7) [12]. 

Измерения оптической плотности выполнялись 
на микропланшетном ридере Tecan Infinite M200 
(Tecan Ltd., Swiss) с использованием 96-луночных 
микропланшетов (SARSTEDT) и специализиро-
ванного программного обеспечения Tecan Magellan 
(v 7.2). Активность ферментов выражалась в виде 
удельной активности (Ед/мг белка) и рассчитыва-
лась согласно общепринятым подходам для выра-
жения ферментативной активности.

Статистическую обработку полученного мате-
риала проводили с использованием пакета при-
кладных программ «IBM SPSS Statistics 22». Ре-
зультаты анализа считались статистически значи-
мыми при р < 0,05. На рисунках данные 
представлены в виде медианы, 25%-, 75%-кварти-
лей и min-, max-значений.

Результаты и их обсуждение
В течение периода наблюдения не отмечено 

гибели животных в контрольной и опытных груп-
пах, через 7 суток после начала эксперимента жи-
вотные имели несколько сниженный прирост 
массы тела, в среднем не более чем на 1–2 %, что 
может быть обусловлено как стрессовым состоя-
нием, вызванным проводимыми манипуляциями, 
так и реакцией на облучение. Исходя из наших 
предыдущих исследований и публикаций других 
авторов значимые изменения массы тела живот-
ных на сроках до 7 суток наблюдаются при облу-
чении в дозах от 5–6 Гр, тогда как при облучении 
в дозе 3 Гр и близких значимое снижение массы 
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тела животных наблюдается в более отдаленный 
период – 14–20 суток [13].

Общее однократное облучение животных в дозе 
3 Гр вызывало усиление ПОЛ в печени, о чем сви-
детельствует повышение уровня ТБК-реактивных 
продуктов; наиболее выраженным был рост на 3-и 
и 7-е сутки после облучения (р < 0,05) (рисунок 1). 

Воздействие ионизирующего излучения вызы-
вает немедленное образование активных форм 
кислорода и ожидаемо было наблюдать значимый 

рост ТБК-реактивных продуктов уже в первые сут-
ки после облучения. Возможно, при общем облу-
чении в дозе 3 Гр значимое увеличение ТБК-реак-
тивных продуктов на 3-и и 7-е сутки свидетель-
ствует о развитии системной реакции на облучение.

В цитозольно-микросомальной фракции гомо-
генатов ткани печени облученных животных от-
мечено снижение активности СОД и каталазы 
(рисунок 2). Активность СОД значимо снижалась 
только к 7-м суткам после облучения, в среднем 

на 27,1 % по сравнению с контроль-
ной группой (р < 0,05). Активность 
каталазы уже на первые сутки после 
облучения имела тенденцию к сни-
жению, а более выраженное измене-
ние наблюдалось к 3-м суткам на 
37,8 % и на 49,6 % к 7-м суткам после 
облучения (р < 0,01).

Другими авторами было отмечено 
повышение активности СОД и ката-
лазы в печени лабораторных мышей 
при воздействии ионизирующего из-
лучения, но данное повышение отме-
чалось на сроках наблюдения 15 мин 
при облучении в дозах 2–6 Гр [14] 
и 16 ч при облучении в дозе 8 Гр [7]. 
Тогда как в более отдаленные сроки 
после облучения наблюдается сниже-
ние активности данных ферментов, 
что может объяснять развитие окси-
дативного стресса [5]. 

Содержание восстановленного 
глутатиона (GSH) в ткани печени мы-
шей, имело тенденцию к повышению 

Рисунок 1 – Содержание ТБК-реактивных продуктов 
в ткани печени мышей контрольной группы и после облучения в дозе 

3 Гр (*р < 0,05 относительного контроля)

Picture 1 – The content of TBARS in the liver tissue of mice in the 
control group and after irradiation at a dose of 3 Gy (*р < 0,05 compared 

to control)

      
                               а                                      b

Рисунок 2 – Активность супероксиддисмутазы (a) и каталазы (b) в цитозольно-микросомальной фракции 
гомогенатов ткани печени мышей контрольной группы и после облучения в дозе 3Гр (*р < 0,05 относительного 

контроля)

Picture 2 – The activity of superoxidedismutase (a) and catalase (b) in the liver tissue of mice in the control group and 
after irradiation at a dose of 3 Gy (*р < 0,05 compared to control)
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через сутки после облучения в дозе 
3 Гр (рисунок 3), в остальные сроки 
наблюдения данный показатель зна-
чимо не отличался от контроля.

Заключение
Общее однократное облучение 

мышей линии С57Bl/6 индуцирует 
развитие оксидативного стресса 
в печени животных, что проявляет-
ся повышением показателей ПОЛ 
и снижением активности фермен-
тов первой линии АОС печени. 
Представленная эксперименталь-
ная модель радиационного пораже-
ния может быть использована при 
исследовании радиомодифицирую-
щих препаратов и для оценки адап-
тационных возможностей животных 
разных видов и/или обитающих 
в условиях разной радиационной на-
грузки.

Рисунок 3 – Содержание восстановленного глутатиона (GSH) в ткани 
печени мышей контрольной группы и после облучения в дозе 3 Гр

Picture 3 – The content of reduced glutathione (GSH) in the liver tissue of 
mice in the control group and after irradiation at a dose of 3 Gy
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Introduction. The actuality of the study is due to the growing influence of different kind ionizing radiation 
on the human body. The change in indicators of the level of oxidative stress in the liver and in the whole body 
depends on many factors, including the dose and mode of irradiation, as well as the period after irradiation.

Objective – to evaluate the effect of a single total X-ray irradiation at a dose of 3 Gy on the dynamics of the 
indicators of antioxidant system in the liver in C57Bl/6 mice in the acute post-radiation period.

Materials and methods. Animals were irradiated using an X-Rad 320 biological X-ray unit, dose rate 98.8 
cGy/min. Animals were taken out the experiment on the 1st, 3rd and 7th days after irradiation. The concentrations 
of total protein, TBARS, reduced glutathione, catalase and superoxide dismutase activity were determined in 
animal liver homogenates.

Results. The content of TBARS in the liver tissue increased on the 3rd and 7th days after irradiation (p < 0.05). 
A decrease in the activity of SOD and catalase in the liver was noted, most expressive to 3d day for catalase and 
to7 day for catalase and SOD (p < 0.05).

Conclusions. Whole body single irradiation of C57Bl/6 mice at a dose of 3 Gy induces the oxidative stress 
in the liver, which is characterized by an increase in lipid peroxidation and a decrease in the activity of enzymes 
of the antioxidant system in the liver.
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ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ НЕПРЯМОГО МЕТОДА 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ ФРАГМЕНТАЦИИ ДНК (SCD) В ЛАБОРАТОРНОМ 

СКРИНИНГЕ МУЖСКОГО БЕСПЛОДИЯ

Л. В. Батуревич, И. Д. Шилейко, А. О. Коломиец 

Учреждение образования «Белорусская медицинская академия последипломного 
образования», г. Минск, Республика Беларусь

Введение. Лабораторный скрининг, включающий исследование спермограммы и степени фрагмен-
тации ДНК сперматозоидов, может служить важным диагностическим критерием оценки фертильности 
мужчин.

Цель исследования – установить диагностическую значимость применения непрямого метода опре-
деления фрагментации ДНК (SCD) в лабораторном скрининге мужского бесплодия.

Материалы и методы. Методами световой микроскопии у 105 мужчин с бесплодием проведено 
исследование спермограммы и степени выраженности ДНК-фрагментации сперматозоидов. 

Результаты. Установлена связь индекса фрагментации ДНК с подвижностью и жизнеспособностью 
сперматозоидов у инфертильных мужчин с олиго- и нормозооспермией.  

Заключение. Полученные данные позволяют сделать вывод о необходимости исследования степени 
фрагментации ДНК сперматозоидов у мужчин с бесплодием. Метод SCD может быть рекомендован в ка-
честве скринингового лабораторного теста для оценки фертильности мужчины.  

Ключевые слова: бесплодие, фрагментация ДНК, спермограмма, индекс фрагментации, индекс де-
градации.
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Введение
В современном мире одной из важных медицин-

ских и социальных проблем является нарушение 
репродуктивной функции у мужчин. Нарушение 
фертильности связано с изменением образа жизни 
современного мужчины: негативным влиянием 
вредных привычек и факторов окружающей среды, 
вступлением в брак в более позднем возрасте, бес-
контрольным применением лекарственных средств 
и т. д. Все перечисленное может приводить к разви-
тию такой серьезной проблемы, как бесплодие. 

Алгоритм клинико-диагностических мероприя-
тий, основанный на применении современных ла-
бораторных методов, позволяет не только выяв-
лять мужское бесплодие, но и нередко устанавли-
вать его причину. Комплексное и поэтапное обсле-
дование пациентов с нарушением репродуктивной 
функции дает возможность дифференцированно 
оценивать причины и факторы, способствующие 
развитию инфертильности, а также назначать 
своевременное лечение и оценивать его эффектив-
ность в динамике.

Среди лабораторных методов диагностики муж-
ского бесплодия особое место занимают микроско-
пические, биохимические, гормональные и имму-
нологические исследования эякулята и крови. 

В настоящее время наиболее доступным и ши-
роко используемым методом скрининга инфер-
тильности эякулята при мужском бесплодии явля-
ется исследование спермограммы, заключающееся 
в изучении физико-химических и микроскопиче-
ских свойств спермы [0]. Это своего рода «старто-
вый» лабораторный метод оценки фертильность 
мужчины.

Наиболее значимыми среди показателей физи-
ческих и физико-химических свойств спермы яв-
ляются ее объем, рН, цвет, мутность и вязкость. 
При микроскопии особое внимание уделяется 
определению количества сперматозоидов, оценки 
их морфолологической структуры, подвижности 
и жизнеспособности. Важным критерием, харак-
теризующим полноценность, мужских гамет, явля-
ется количество подвижных сперматозоидов. 

Результаты оценки жизнеспособности сперма-
тозоидов следует сопоставлять с показателями ки-
незисграммы – исследования их подвижности. 
Обычно количество нежизнеспособных спермато-
зоидов соответствует количеству неподвижных, 
что является косвенным контролем точности под-
счета подвижности. В случае существенного пре-
вышения количества нежизнеспособных сперма-
тозоидов над количеством неподвижных, можно 
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предполагать наличие синдрома Картагенера (пер-
вичной цилиарной дискинезии, синдрома «непо-
движных ресничек») – генетически детерминиро-
ванной патологии, приводящей к хроническому 
воспалительному поражению респираторного 
тракта, органов слуха и нарушению фертильной 
функции [0].

Морфологические особенности сперматозои-
дов в эякуляте практикуется оценивать в нативном 
препарате, но результативность лабораторного ис-
следования оказывается гораздо более надежной 
при изучении мазков, окрашенных по Романовско-
му, Паппенгейму, Шорру, Diff-Quik или другими 
специальными красителями.

Однако спермиологическое исследование не 
всегда позволяет установить причину инфертиль-
ности, поэтому нередко требуется дальнейшее ла-
бораторное исследование, включающее использо-
вание биохимических, иммунологических (MAR-
тест и др.) и других специальных методов 
исследования эякулята.

Следует отметить также, что результаты иссле-
дования спермограммы не всегда могут дать пол-
ную оценку фертильного статуса мужчины. Это 
связано с тем, что на оплодотворяющую способ-
ность сперматозоидов могут влиять такие факто-
ры, как наличие анеуплоидий, состояние хромати-
на, строение жгутика, вирусное и бактериальное 
инфицирование, а также фрагментация ДНК, кото-
рая представляет собой разрыв одной или двух 
нитей молекулы ДНК [1, 3]. 

Целостность цепочки ДНК сперматозоидов по-
сле оплодотворения является одним из основопо-
лагающих факторов нормального развития бере-
менности. Высокий уровень фрагментации ДНК 
может приводить не только к снижению вероятно-
сти самостоятельного зачатия в паре, но и к нару-
шениям эмбрионального развития, а также к повы-
шению вероятности невынашивания беременно-
сти. Не исключается возможность возникновения 
проблем при экстракорпоральном оплодотворении 
(ЭКО) и интрацитоплазматической инъекции 
сперматозоида (ИКСИ) [1, 4–8].

В научной литературе имеются данные о воз-
можной связи между отдельными показателями 
спермограммы (количеством, подвижностью, 
морфологией сперматозоидов) и выраженностью 
фрагментации их ядерной ДНК. Отмечается, что 
изменения ряда параметров спермограммы мо-
гут коррелировать со степенью фрагментации 
ДНК в мужских гаметах. Например, при тяжелой 
степени олигозооспермии или при большом ко-
личестве морфологически аномальных сперма-
тозоидов высока вероятность того, что уровень 

фрагментации ДНК в сперматозоидах будет по-
вышен [3, 8].

Фрагментация ДНК, отражая нарушение це-
лостности генома сперматозоида, может служить 
важным диагностическим и прогностическим кри-
терием оценки фертильности мужчин. Точный 
анализ качества ДНК сперматозоидов, степень 
и динамика ее деградации дает важную информа-
цию, дополняющую спермиологическое исследо-
вание.

В настоящее время разработаны современные 
высокотехнологичные методы оценки степени 
фрагментации ДНК, такие как Transferase mediated 
dUTP Nick End Labeling (TUNEL), основанный на 
прямой маркировке разрывов ДНК флюорохромом 
и измерении интенсивности люминесценции; 
Cleaver Scientific Comet Assay (SCGE) – метод 
гель-электрофореза отдельных клеток или метод 
ДНК-комет (COMET); Sperm Chromatin Structure 
Assay (SCSA) – анализ структуры хроматина спер-
матозоида [0]. Однако необходимо отметить, что 
все перечисленные методы требуют дорогостоя-
щего оборудования и специальной подготовки 
персонала, что существенно ограничивает их ши-
рокое применение.

Более простым и доступным лабораторным те-
стом является непрямой метод определения фраг-
ментации ДНК – Sperm chromatin dispersion test 
(SCD), основанный на регистрации дисперсии 
хроматина сперматозоидов методом световой ми-
кроскопии.

После специальной обработки красителем оце-
нивается характерный ареол (гало), который на-
блюдается у сперматозоидов с нефрагментирован-
ной ДНК (сперматозоиды с фрагментированной 
ДНК гало не создают) (рисунок 1).

Преимуществом метода SCD является простота 
выполнения, что дает возможность использовать 
данный тест в любой клинико-диагностической 
лаборатории.

Цель исследования – установить диагностиче-
скую значимость применения непрямого метода 
определения фрагментации ДНК (SCD) в лабора-
торном скрининге мужского бесплодия. 

Материалы и методы
Исследован эякулят 105 мужчин, страдающих 

бесплодием, в возрасте от 23 до 55 лет. По резуль-
татам спермограммы обследуемые были разделе-
ны на 2 группы: первую группу составили 60 муж-
чин  с нормозооспермией, вторую – 45 мужчин 
с олигозооспермией. 

Исследование спермограммы проводилось ме-
тодом световой микроскопии и включало опреде-
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ление количества сперматозоидов, их подвиж-
ность, жизнеспособность и оценку морфологиче-
ских особенностей. Количество и подвижность 
сперматозоидов оценивались в нативном препара-
те, жизнеспособность – по результатам исследова-
ния мазка, окрашенного по Блюму, морфология – 
мазка, окрашенного с использованием набора 
«Spermac Stain» (Испания). 

Оценка степени фрагментации ДНК сперматозо-
идов производилась методом SCD в мазке, окрашен-
ном с применением набора реагентов «Halosperm 
G2» (Испания), с последующей оценкой результатов 
методом световой микроскопии.

В ходе исследования производились расчеты 
индекса фрагментации и индекса деградации. 
Для этого после обработки эякулята набором 
«Halosperm G2» подсчитывалось не менее 
300 сперматозоидов с разделением их на 3 груп-
пы по особенностям дисперсии ДНК (см. рису-
нок 1):

1) сперматозоиды без фрагментации ДНК: по-
ловые клетки с большим ареолом (ширина гало ≥ 
диаметра ядра половой клетки) и половые клетки 
с гало среднего размера;

2) сперматозоиды с фрагментированной ДНК: 
сперматозоиды с малым гало (ширина гало ≤ 1/3 
диаметра ядра) и сперматозоиды без гало;

3) Деградированные сперматозоиды.
Индекс фрагментации сперматозоидов SDFI 

(Sperm DNA Fragmentation Index) рассчитывался 
по формуле:

SDFI , 

где FS – количество фрагментированных сперматозои-
дов;  DS – количество деградированных сперматозои-
дов; S – общее число подсчитанных сперматозоидов.

Интерпретация результатов подсчета SDFI про-
водилась с учетом референтных значений индекса 
фрагментации ДНК сперматозоидов, рекомендо-
ванных Всемирной организацией здравоохране-
ния (ВОЗ) [0]:

– низкий SDFI < 15 %;
– средний SDFI 15–30 %; 
– высокий SDFI > 30 %. 
Индекс деградации сперматозоидов DDSI 

(Degraded DNA Sperm Index) рассчитывался по 
формуле: 

DDSI .

Значение DDSI ≥ 30 % расценивалось как от-
клонение от нормы, указывающее на возможное 
наличие у пациента скрытого течения варикоцеле.

Статистическая обработка полученных данных 
и установление корреляционных зависимостей 
производились с помощью программы Statistica 
(StatSoft Statistica v.6.0).

Результаты и их обсуждение
Сравнение показателей индексов фрагмента-

ции и деградации в исследуемых группах, а также 
расчет корреляционных связей SDFI и DDSI с по-
казателями спермограммы позволили установить 
следующее.

У мужчин с олигозооспермией среднее значе-
ние индекса ДНК-фрагментации (Ẋ: 28,0 ± 53,5) 
оказалось на 8,3 % выше в сравнении с группой 
мужчин с нормозооспермией (Ẋ: 14,6 ± 29,7), а ин-
декса деградации – на 1,7 % (у мужчин с олигозо-
оспермией – Ẋ: 17,39 ± 25,81, с нормозоосперми-
ей – Ẋ: 10,11 ± 25,4), что позволяет судить о высо-
кой степени вероятности нарушений в строении 
ДНК у пациентов с концентрацией сперматозои-
дов в эякуляте ниже нормы (рисунок 2). 

Рисунок 1 – Оценка результата Sperm chromatin dispersion test методом световой микроскопии (×400): 
1 – сперматозоид с большим гало, 2 – сперматозоид со средним гало, 3 – сперматозоид с малым гало, 

4 – сперматозоид без гало, 5 – деградированный сперматозоид

Figure 1 – Evaluation of the result of Sperm chromatin dispersion test by light microscopy (×400): 
1 – spermatozoon with a large halo, 2 – spermatozoon with medium halo, 3 – spermatozoon with small halo, 

4 – spermatozoon without halo, 5 – degraded spermatozoon
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Проведенный корреляционный анализ показал 
наличие средней отрицательной связи индекса 
фрагментации с показателями подвижности и жиз-
неспособности сперматозоидов в семенной жид-
кости у пациентов с олигозооспермией (r = ‒0,641 
и r = ‒0,516 соответственно), а также с показателем 
подвижности сперматозоидов у пациентов с нор-
мозооспермией (r = ‒0,504). Другие показатели 
спермограммы с индексом фрагментации ДНК 
коррелируют слабо. 

Тесных корреляционных связей между индек-
сом деградации и показателями спермограммы 
(подвижность, морфология и жизнеспособность) 
в обеих группах не было выявлено.

При изучении морфологических свойств спер-
матозоидов установлено, что наличие в эякуляте 
половых клеток с аномальной морфологией не 
коррелирует с нарушением целостности цепочки 
ДНК ни в одной из исследуемых групп, следова-

тельно, предполагать наличие в эякуляте сперма-
тозоидов с фрагментированной ДНК, основываясь 
только на особенностях их морфологии, не пред-
ставляется возможным.

Таким образом, констатация в группе пациен-
тов с олигозооспермией снижения показателей 
подвижности и жизнеспособности сперматозои-
дов позволяет предполагать наличие в эякуляте 
половых клеток с фрагментированной ДНК.

В группе пациентов с нормозооспермией при 
сравнении результатов спермограммы с результа-
тами исследования эякулята методом SCD уста-
новлены корреляционные связи различной степе-
ни выраженности между размером гало и показа-
телями жизнеспособности и прогрессивной 
подвижности сперматозоидов (таблица 1). 

Исходя из данных таблицы 1, следует полагать, 
что чем выше подвижность и жизнеспособность 
сперматозоидов в эякуляте, тем чаще встречаются 

Рисунок 2 – Сравнительная оценка показателей фрагментации 
и деградации сперматозоидов у пациентов с нормозооспермией (A) и олигозооспермией (B)

Figure 2 – Comparative assessment of fragmentation and degradation of spermatozoa 
in patients with normozoospermia (A) and oligozoospermia (B)

Таблица 1 – Значения коэффициентов корреляции между показателями ДНК-фрагментации и спермограммы 
(жизнеспособности и прогрессивной подвижности) у пациентов с нормозооспермией

Table 1 – Correlation analysis of DNA fragmentation parameters and spermogram parameters (viability and motility) 
in patients with normozoospermia

Показатель ДНК-фрагментации
Показатели спермограммы

Жизнеспособность Прогрессивная подвижность 
Значение r 

Сперматозоиды с большим гало 0,466* 0,532*
Сперматозоиды со средним гало 0,236* 0,283*
Сперматозоиды с малым гало ‒0,361* ‒0,421*
Сперматозоиды без гало ‒0,312* ‒0,312*
Деградированные сперматозоиды ‒0,257* ‒0,233*

Примечание: r – коэффициент корреляции; *р < 0,05.
Note: r – correlation coefficient; *p < 0,05.
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при анализе ДНК-фрагментации сперматозоиды 
с большим и средним гало, а чем ниже подвижность 
и жизнеспособность сперматозоидов, тем чаще 
встречаются сперматозоиды с малым гало, без гало 
или деградированные.

Заключение
Полученные данные свидетельствуют о наличии  

взаимосвязи между отдельными показателями спер-
мограммы (подвижности и жизнеспособности спер-
матозоидов) и показателями фрагментации ДНК. 
Тем не менее делать заключение о наличии наруше-
ний цепочки ДНК в сперматозоидах, основываясь 
только на результатах спермограммы, нельзя.

Исследование степени фрагментации ДНК 
сперматозоидов имеет особую диагностическую 
значимость при оценке фертильного статуса муж-
чин с олигозооспермией. В то же время наличие 
тесных корреляционных связей отдельных показа-
телей спермограммы с показателями ДНК-фраг-

ментации у мужчин с нормозооспермией позволя-
ет судить о целесообразности лабораторного ис-
следования методом SCD пациентов с бесплодием 
и при нормальном количестве сперматозоидов 
в эякуляте.

Таким образом, тест оценки фрагментации 
ДНК должен рассматриваться как самостоятель-
ное исследование – не только при олигозооспер-
мии, но и в других случаях бесплодия мужчин: 
даже при нормальной спермограмме.

Полученные результаты служат достаточным ос-
нованием для рекомендации применения метода 
оценки дисперсии хроматина сперматозоидов (SCD) 
в качестве дополняющего спермограмму скринин-
гового теста при нарушении фертильности мужчин, 
а также  для  оптимизации тактики диагностических 
исследований (в том числе молекулярно-генетиче-
ских), направленных  на установление причин ин-
фертильности и оценку возможностей применения 
вспомогательных репродуктивных технологий.

Список цитированных источников

1. Винник, Ю. Ю. Диагностика мужского бесплодия: совре-
менное состояние проблемы. Клиническая лекция / 
Ю. Ю. Винник, В. В. Борисов // Consilium Medicum. – 
2017. – Т. 19, № 7. – С. 65–69.

2. Новак, А. А. Первичная цилиарная дискинезия: состоя-
ние проблемы и перспективы / А. А. Новак, Ю. Л. Мизер-
ницкий // Медицинский Совет. – 2021. – №1. – С. 276–285. 

3. Фрагментация ДНК сперматозоидов у мужчин разного 
возраста / С. Ш. Хаят [и др.] // Андрология и генитальная 
хирургия. – 2019. – Т. 20, №4. – С. 39–44.

4. Структурные нарушения хроматина сперматозоидов. Па-
тофизиологические аспекты. Клиническая значимость / 
М. Н. Коршунов [и др.] // Вестник урологии. – 2021. – Т. 9, 
№1. – С. 95–104.

5. Santi, D. Sperm DNA fragmentation index as a promising 
predictive tool for male infertility diagnosis and treatment 
management – meta-analyses / D. Santi, G. Spaggiari, 
M. Simoni // Reprod Biomed Online. – 2018. – Vol. 37, 
№3. – Р. 315–326.

6. A systematic review and meta-analysis to determine the effect 
of sperm DNA damage on in vitro fertilization and 
intracytoplasmic sperm injection outcome / L. Simon [et 
al.] // Asian J Androl. – 2017. – Vol. 19, №1. – Р. 80–90.

7. Роль мужчины в привычном невынашивании беременно-
сти у супруги / С.И. Гамидов [и др.] // Урология. – 2016. – 
Т. 1. – С. 35–43.

8. Фрагментация ДНК в сперматозоидах и ее взаимосвязь 
с нарушением сперматогенеза / С. А. Руднева [и др.] // 
Андрология и генитальная хирургия. – 2014. – Т. 15, 
№4. – С. 26–33.

9. Руководство ВОЗ по исследованию и обработке эякулята 
человека : пятое издание / Всемирная орг. здравоохране-
ния. – М. : КАПИТАЛ ПРИНТ, 2012. – 291 с.

References

1 Vinnik YuYu, Borisov VV. Diagnostika muzhskogo 
besplodiуa: sovremennoe sostoуanie problemy. Klinicheskaуa 
lekciуa [Diagnostics of men’s infertility: current state of the 
problem. Clinical lecture]. Consilium Medicum. 
2017;19(7):65-69. DOI: 10.26442/2075-1753_19.7.65-69

2 Novak AA, Mizernickiу УuL. Pervichnaуa ciliarnaуa 
diskineziуa: sostoуanie problemy i perspektivy [Primary 
ciliary dyskinesia: state of the problem and prospects]. 
Meditsinskiy Sovet. 2021;(1):276-285. DOI: 10.21518/2079-
701X-2021-1-276-285

3 Khayat SS, Bragina EE, Arifulin EA, Lazareva EM, Sorokina 
TM, Kurilo LF, Chernykh VB. Fragmentaciуa DNK 
spermatozoidov u muzhchin raznogo vozrasta [Sperm DNA 
fragmentation in men of different age]. Andrologiуa i genital’naуa 
hirurgiуa [Andrology and Genital Surgery]. 2019;20(4):39-44. 
DOI: 10.17650/2070-9781-2019-20-4-39-44.

4 Korshunov MN, Korshunova ES, Kyzlasov PS, Korshunov 
DM, Darenkov SP. Strukturnye narusheniуa hromatina 
spermatozoidov. Patofiziologicheskie aspekty. Klinicheskaуa 
znachimost’ [Structural disorders of the sperm chromatin. 
Pathophysiological aspects. Clinical relevance]. Vestnik 
urologii [Urology Herald]. 2021;9(1):95-104. DOI: 
10.21886/2308-6424-2021-9-1-95-104

5 Santi D, Spaggiari G, Simoni M. Sperm DNA fragmentation 
index as a promising predictive tool for male infertility 
diagnosis and treatment management – meta-analyses. 
Reprod. Biomed. Online. 2018;37(3):315-326. DOI: 
10.1016/j.rbmo.2018.06.023.

6 Simon L, Zini A, Dyachenko A, Ciampi A, Carrell DT. 
A systematic review and meta-analysis to determine the 
effect of sperm DNA damage on in vitro fertilization and 
intracytoplasmic sperm injection outcome. Asian. J. Androl. 
2017;19(1):80-90. DOI: 10.4103/1008-682X.182822.

7 Gamidov SI, Ovchinnikov RI, Popova AYu, Golubeva ON, 
Ushakova IV. Rol’ muzhchiny v privychnom nevynashivanii 
beremennosti u suprugi. Urologiya. 2016;1:35-43. 

8 Rudneva SA, Bragina EE, Arifulin EA, Sorokina TM, Shileyko 
LV, Ermolaeva SA, Kurilo LF, Chernykh VB. Fragmentaciуa 
DNK v spermatozoidah i ee vzaimosvуaz’ s narusheniem 
spermatogeneza [DNA fragmentation in spermatozoa and its 
relationship with impaired spermatogenesis]. Andrologiуa 
i genital’naуa hirurgiуa [Andrology and Genital Surgery]. 
2014;15(4):26-33. DOI: 10.17650/2070-9781-2014-4-26-33.

9 Rukovodstvo VOZ po issledovaniуu i obrabotke eуakulуata 
cheloveka : pуatoe izdanie [WHO laboratory manual for 
examination and processing of human semen]. Moscow: 
KAPITAL PRINT; 2012. – 291 р.



DIAGNOSTIC VALUE OF THE INDIRECT METHOD 
FOR DETERMINING DNA FRAGMENTATION (SCD) 

IN LABORATORY SCREENING OF MALE INFERTILITY
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Introduction. Laboratory screening, including the study of spermogram and the degree of DNA fragmentation 
of spermatozoa, can serve as an important diagnostic criterion for assessing male fertility.

Objective – to establish the diagnostic significance of using the indirect method for determining DNA 
fragmentation (SCD) in laboratory screening of male infertility.

Materials and methods. Using light microscopy methods, 105 men with infertility studied the semen 
analysis and the severity of DNA fragmentation of spermatozoa.

Results. The relationship between the DNA fragmentation index and the mobility and viability of spermatozoa 
in infertile men with oligo- and normozoospermia has been established.

Conclusions. The data obtained allow us to conclude that it is necessary to study the degree of DNA 
fragmentation of spermatozoa in men with infertility. The SCD method can be recommended as a screening 
laboratory test to assess male fertility. 

Keywords: infertility, DNA fragmentation, spermogram, fragmentation index, degradation index.
For citation: Baturevich LV, Shileiko ID, Kolomiets AO. Diagnostic value of the indirect method for 

determining DNA fragmentation (SCD) in laboratory screening of male infertility. Biochemistry and Molecular 
Biology. 2023, vol. 2, no. 1(2). pp. 83–88 (in Russian).

Поступила 15.09.2022



89

УДК 612.352.12:611.018.74:612.1

К ВОПРОСУ О РОЛИ ЭНДОТЕЛИОЦИТОВ СОСУДОВ НЕРАБОЧЕЙ 
РУКИ В МЕХАНИЗМАХ РЕГУЛЯЦИИ ДОЛЖНОГО УРОВНЯ 

ГЛИКЕМИИ ПРИ ГОЛОДЕ И НАСЫЩЕНИИ
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Национальной академии наук Беларуси», г. Гродно, Республика Беларусь

Введение. В настоящее время недостаточно освещен вопрос об участии эндотелиоцитов, особенно 
в сосудах рук или ног, в метаболизме глюкозы. 

Цель исследования – изучение содержания глюкозы в цельной капиллярной (ГКАП) и цельной веноз-
ной (ГВЕН) крови (включая капиллярно-венозную разницу /ГКАП–ГВЕН/), полученной из одной и той же руки 
у женщин для оценки состояния у них местных механизмов поддержания должного уровня гликемии при 
различных физиологических состояниях.

Материалы и методы. У 24 женщин определяли ГКАП и ГВЕН при голоде (относительном функцио-
нальном покое /ОФП/ и умственной работе /УР/ натощак) и насыщении (после приема 75 г глюкозы при 
ОФП). ГКАП и ГВЕН измеряли 11 раз: исходно (в условиях ОФП и голодания); 6 раз при УР натощак (через 
1, 2, 3, 4, 5, 6 ч); 4 раза (30, 60, 90 и 120 мин) после приема глюкозы. Данные расчета ГКАП–ГВЕН позволя-
ли оценить состояние местных механизмов поддержания гликемии. 

Результаты. Показано понижение ГКАП и ГВЕН у большинства женщин при УР. Анализ 264 случаев 
сопоставления ГКАП и ГВЕН показал, что вариант «ГКАП ˂ ГВЕН» преобладал над другими. Это свидетель-
ствуют о том, что в 61,7 % (р ˂ 0,05) случаев в венозной крови, оттекающей от нерабочей руки, содержа-
ние глюкозы возрастает по сравнению с притекающей к ней кровью.    

Заключение. Выявлено снижение гликемии у женщин при УР натощак. Установлен важный механизм 
поддержания должного уровня гликемии, заключающийся в участии в нем клеток (эндотелиоцитов и дру-
гих) нерабочей руки как нового источника поступления глюкозы в кровь при голодании. 

Ключевые слова: глюкоза, гликемия, регуляция, голод, насыщение.
Для цитирования. К вопросу о роли эндотелиоцитов сосудов нерабочей руки в механизмах регуля-

ции должного уровня гликемии при голоде и насыщении / В. А. Переверзев [и др.] // Биохимия и молеку-
лярная биология. – 2023. – Т. 2, № 1(2). – С. 89–96.

Введение
Уровень гликемии является одним из важней-

ших показателей обмена углеводов в организме 
и его энергетического гомеостаза [1, 2]. Глюкоза 
необходима прежде всего для питания и работы 
клеток нервной системы (нейронов, глиоцитов), 
почек (нефроцитов) и крови (эритроцитов). Они 
потребляют соответственно не менее 50 %, 10 % 
и 10 % ее суточного поступления и не менее 100, 
30 и 30 г, в условиях голодания. Клетки других 
органов и тканей (мышечной, жировой и т. д.) по-
требляют оставшиеся 30 % от суточного поступле-
ния глюкозы. В качестве источников поступления 
глюкозы в кровь рассматриваются пищеваритель-
ная система после приема пищи за счет извлечения 

данного моносахарида из химуса; печень и почки 
при голодании; почки как орган реабсорбции глю-
козы из первичной мочи. Гепатоциты являются 
депо глюкозы, запасаемой в виде гликогена и мо-
билизуемой из нее при голодании за счет гликоге-
нолиза. В печени также активно протекает процесс 
глюконеогенеза, в результате чего глюкоза, обра-
зующаяся из гликогенных аминокислот или дру-
гих органических веществ, может поступать в кровь. 
Почки являются вторым по важности органом по-
ступления эндогенной глюкозы в кровь за счет ее 
возврата (реабсорбции) из первичной мочи и ее 
синтеза при глюконеогенезе. Вклад эпителиоцитов 
кишечника в поддержание должного уровня гли-
кемии при голодании минимален или отсутствует. 
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Это говорит о хорошей изученности обмена глю-
козы в клетках указанных органов (печени, кишеч-
ника, почек) или систем (нервной, крови) при все 
еще недостаточной освещенности вопроса об уча-
стии эндотелиоцитов в этом обмене, особенно в со-
судах иной локализации, например, рук или ног. 

В связи с этим целью нестоящего исследования 
было изучение содержания глюкозы в цельной 
крови (ГКАП, ГВЕН и ГКАП–ГВЕН) у женщин для оцен-
ки состояния у них местных механизмов поддер-
жания должного уровня гликемии при различных 
физиологических состояниях.

Материалы и методы
Исследование выполнено с участием 24 жен-

щин 18–29 лет. Все они дали информированное 
письменное согласие на свое добровольное уча-
стие в исследовании. Оно заключалось в изучении 
у них ГКАП и ГВЕН при различных физиологических 
состояниях: голода (при ОФП и УР натощак) и на-
сыщения (после перорального приема 75 г глюко-
зы в условиях ОФП). В каждом исследовании 
участвовало от 1 до 3 испытуемых, а также врач 
(А. С. Блажко) и медицинская сестра. Перед на-
чалом исследования всем женщинам ставился 
катетер в срединную локтевую вену нерабочей 
руки. Исследование проводилось натощак после 
10–12 ч ночного голодания. 

Исследование начиналось в 8:00–9:00 и закан-
чивалось в 16:00–17:00 соответственно. Ход ис-
следования: первый этап – забор у испытуемых 
в состоянии ОФП цельной капиллярной крови (из 
безымянного пальца нерабочей руки в стериль-
ных условиях после прокола кожи одноразовым 
стерильным ланцетом с использованием прибора 
«СД500», входящего в систему контроля уровня 
гликемии «Rightest GM100») и определение в ней 
ГКАП, затем первый забор цельной венозной крови 
и определения ГВЕН. Второй этап – длительная УР 
натощак, при этом у испытуемых ежечасно (через 
1, 2, 3, 4, 5 и 6 ч) определяли ГКАП и ГВЕН. Третий 
этап – начинался с приема 75 г глюкозы, раство-
ренной в 200–250 мл воды, сразу после 7-го опре-
деления ГВЕН (точка отсчета /нулевая/ времени 
при проведении перорального теста на толерант-
ность к глюкозе /ПТТГ/ в условиях ОФП). Затем 
через 30, 60, 90 и 120 мин определяли ГКАП и ГВЕН. 
Измерение уровня гликемии проводилось глюко-
зооксидазным методом с амперометрической де-
текцией при помощи системы контроля уровня 
глюкозы в 1–3 мкл крови «Rightest GM100» 
(Bionime, Швейцария) с точностью до 0,1 мМ. 
Кроме определения абсолютных показателей 
ГКАП и ГВЕН дополнительно рассчитывали разницу 

ГКАП–ГВЕН для суждения о состоянии местной ре-
гуляции гликемии.  Положительные значения 
ГКАП–ГВЕН рассматривались как свидетельство 
использования (потребления из крови) глюкозы 
клетками тканей нерабочей руки (ее поступление 
сначала в эндотелиоциты сосудов, а затем – и дру-
гие клетки). Отрицательные значения ГКАП–ГВЕН
указывали на поступление глюкозы из клеток (эн-
дотелиоцитов) сосудов нерабочей руки в кровь.  

УР у всех испытуемых была однотипной. Она 
заключалась в выполнении тестов на внимание, 
мышление и память и заполнении анкет, отража-
ющих психоэмоциональное состояние респон-
денток, ежечасно (6 раз по 25 мин) сразу после 
забора крови из вены. Вторые 30 мин (также 
6 раз) каждая испытуемая изучала медицинские 
научные тексты и отвечала на вопросы по их со-
держанию. 

Результаты исследования (после их занесения 
в электронные таблицы Microsoft Office Excel 2016) 
были подвергнуты статистической обработке с ис-
пользованием методов параметрического и непа-
раметрического анализа [3] с использованием 
программы «STATISTICA 10». Сравнение абсо-
лютных значений номинальных данных проводи-
лось с использованием критерия χ2 Пирсона 
и точного критерия Фишера (при общем числе 
наблюдений 5 и более в каждой выборке) при по-
мощи электронного калькулятора в программе 
«Медстатистика.ру». Оценка различий между 
двумя долями (20–80 %) проводилась с помощью 
t-критерия, который сравнивался с его критиче-
скими значениями для выбранного числа наблю-
дений, или же путем сравнения СКВ (долей менее 
20 %) распределения признака и их ошибок 
в двух независимых выборках или к нулевой ги-
потезе на основании алгебраического выражения 
неравенства коэффициентов вариации [3, с. 349]. 
Полученные результаты принимались как значи-
мые при р ≤ 0,05 или выполнении неравенства [3, 
с. 349].

Результаты и их обсуждение 
Во время УР содержание глюкозы в крови боль-

шинства респонденток понижалось и составило 
в среднем по всей группе 0,05 мМ (р > 0,05) – 
0,37 мМ (р ˂  0,05) для ГКАП (таблица 1) и на 0,14 мМ 
(р > 0,05) – 0,30 мМ (р ˂ 0,05) для ГВЕН (таблица 1). 
Это подтверждает известные факты [1, 2, 5, 10] о роли 
глюкозы как энергетического субстрата для работы 
мозга, потребность в котором нарастает (на 
40–100 %) при УР, а возможности ее восполнения 
ограничены. Это и приводит к достоверному сни-
жению уровня гликемии при УР натощак.
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Таблица 1 – Капиллярно-венозная разница содержания глюкозы цельной крови (ГКАП–ГВЕН) нерабочей руки 
у женщин при разных функциональных состояниях и рассчитанный вклад в поддержание должного уровня 
гликемии (РВвПДУГ) 

Table 1 – Capillary-venous difference in the whole blood glucose content of the non-working arm in women with 
different functional states and the calculated contribution (CC) to maintaining the proper level of glycemia 
(CCtoMPLG)

Функциональное состояние
Содержание глюкозы в цельной крови (мМ) РВвПДУГ
ГКАП

М
ГВЕН

М
ГКАП–ГВЕН

M±m 
Вклад в ↑↓ 
(∆ от КАП)

в абсолютных 
значениях

в процен-
тах

1. ОФП натощак (10–12 ч голодания) 4,72 5,10 –0,38±0,17* ↑ 8,05 %* 31 мг/мин* 20,1 % *
2.1. через 1 ч УР (11–13 ч голодания) 4,61 4,96 –0,35±0,11* ↑ 7,59 %* 28 мг/мин* 12,1 % *
2.2. через 2 ч УР (12–14 ч голодания) 4,55 4,81 –0,26±0,12* ↑ 5,71 %* 21 мг/мин* 9,1 % *
2.3. через 3 ч УР (13–15 ч голодания) 4,67 4,91 –0,24±0,11* ↑ 5,14 %* 19 мг/мин* 8,2 % *
2.4. через 4 ч УР (14–16 ч голодания) 4,48 4,80 –0,32±0,14* ↑ 7,14 %* 26 мг/мин* 11,3 % *
2.5. через 5 ч УР (15–17 ч голодания) 4,35 4,82 –0,47±0,15* ↑ 10,8 %* 38 мг/мин* 16,5 % *
2.6. через 6 ч УР (16–18 ч голодания) 4,51 4,80 –0,29±0,09* ↑ 6,45 %* 24 мг/мин* 10,4 % *
3.1. ОФП, 30 мин после приема глюкозы 7,89 7,86 +0,03±0,28 ↓ 0,38 % 2,4 мг/мин 1,6 %
3.2. ОФП, 60 мин после приема глюкозы 8,57 8,83 –0,26±0,17 ↑ 3,03 % 21 мг/мин 13,6 % 
3.3. ОФП, 90 мин после приема глюкозы 7,54 7,60 –0,06±0,16 ↑ 0,80 % 4,9 мг/мин 3,2 % 
3.4. ОФП, 120 мин после приема глюкозы 6,64 7,13 –0,49±0,20* ↑ 7,38 %* 40 мг/мин* 26,0 % *

Примечание: * — различия достоверны /р < 0,05/ между связанными показателями внутри каждой подгруппы (от 1. до 3.4.); 
ОФП — относительный функциональный покой; УР — умственная работа; формула для расчета РВ: РВ = (КАП–– ВЕН(м-
моль/л)) ⋅ молекулярная масса глюкозы(180 мг/ммоль) ⋅ О(объем крови, протекающий через верхние конечности, при ОФП и УР он равен 0,45 л/мин); 
РВОФП = 0,38ммоль/л ⋅ 180мг/ммоль ⋅ 0,45л/мин = 31мг/мин; РВвПДУГ (% от потребления) в состоянии ОФП рассчитывался согласно реко-
мендаций [4, 9, 10] от средних значений в 154 мг/мин потребления глюкозы, а при умственной работе — 231 мг/мин.
Note: * — differences are significant /p<0.05/ between related indicators within each subgroup (from 1. to 3.4.). ОФП — relative 
functional rest. УР — mental work. Fas (Gol-I) — fasting. Formula for calculating РВ: РВ = (КАП–– ВЕН(mmol/l)) ⋅ Molecular 
weight of glucose (180 mg/mmol) ⋅ O (the volume of blood flowing through the upper extremities, with RFR and MW, it is 0.45 l/min). РВОФП = = 0.38 mmol/l ⋅ 180 mg/mmol ⋅
0.45 l/min = 31 mg/min; РВвПДУГ (% of consumption) in the state of ОФП was calculated according to the recommendations [4, 9, 10] 
from the average values of 154 mg/min of glucose consumption, and with mental work — 231 mg/min.

Сравнительный индивидуальный анализ разни-
цы ГКАП–ГВЕН позволил рассчитать вклад клеток 
нерабочей руки в поддержание уровня глюкозы в 
венозной крови по сравнению с капиллярной и в 
ее потребление организмом при разных состояниях. 
Если допустить, что верхние конечности получают 9 
% минутного объема кровотока [9], или 450 мл цель-
ной крови (5000 мл/мин ⋅ 0,09 = 450 мл/мин), то вы-
ход глюкозы в кровь у женщин в среднем по всей 
группе в состоянии ОФП составил 31 мг/мин, а ее 
вклад в повышение ГВЕН по сравнению с ГКАП был 
равен 8,1 % (см. таблицу 1). Известно [4, 10], что 
в условиях ОФП натощак (через 10–16 ч после 
приема пищи) скорость синтеза эндогенной глю-
козы и ее использования тканями примерно одина-
кова и составляет в среднем около 2,2(±0,4) мг/кг 
в минуту (154(±28) мг/мин для человека массой 70 
кг). Учитывая приведенные выше факты о посту-
плении эндогенной глюкозы в кровь из клеток не-
рабочей руки (31 мг/мин) и данные научных источ-
ников [4, 10], можно утверждать, что их вклад в 
поддержание уровня гликемии натощак в состоя-
нии ОФП составил у женщин в среднем 20,1 %. 
Подобная картина отмечена на всем протяжении 
голодания женщин как при ОФП, так и при УР (см. 

таблицу 1). Полученные результаты позволяют по-
лагать, что одним из источников поступления глю-
козы в кровь у женщин во время голодания явля-
ются клетки тканей верхних конечностей: эндоте-
лиоциты сосудов (как основной и/или 
промежуточный источник); и, возможно, другие 
клетки. 

После перорального приема 75 г глюкозы 
в течение первых 1,5 ч достоверных различий 
ГКАП–ГВЕН нерабочей руки не было выявлено 
(см. таблицу 1), так как основным источником 
ее поступления в кровь и развития постпранди-
альной гипергликемии становился ЖКТ. Сум-
марные результаты 264 сопоставлений ГКАП–
ГВЕН в условиях голодания при ОФП, УР натощак 
и проведения ПТТГ показывают (таблица 2), что 
в 163 случаях (61,7 %; t = 20,567; р < 0,001 от 
264 сопоставлений) источником глюкозы для 
поступления в кровь являются у человека клет-
ки тканей верхних конечностей (эндотелиоци-
ты сосудов и, возможно, другие), что предпола-
гает участие в этом процессе гораздо большего 
числа клеток, а не только гепатоцитов, энтеро-
цитов или нефроцитов. Рассчитанный вклад 
этих клеток (эндотелиоцитов и других) рук в под-
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держании должного уровня гликемии составля-
ет 8,2–26,0 % (см. таблицу 1). 

Учитывая представленные доказательства до-
статочного весомого (от 8,2 % до 26,0 %) вклада 
клеток тканей верхних конечностей в поддержание 
должного уровня гликемии при ОФП и УР в каче-
стве источника глюкозы (см. таблицу 1), сопоста-
вимого с вкладом печени и почек, закономерно 
встает вопрос об участии в этом конкретных видов 
клеток.  Хорошо известные факты [2, 4–6, 8, 10, 11] 
о путях и механизмах обмена глюкозы в организме 
и крови позволяют утверждать об участии в них 
эпителиоцитов кишечника, печени, почек и эндо-
телиальных клеток (ЭК) сосудов (рисунок), кото-
рые являются как источниками поступления глю-
козы в кровь, так и удаления ее из крови. Это обу-
словлено следующими фактами. Во-первых, для 
однослойных эпителиев (например, призматиче-

ского эпителия слизистой оболочки тонкого кишеч-
ника, призматического и кубического эпителиев 
почечных канальцев, ЭК), а также гепатоцитов ха-
рактерна высокая проницаемость их мембран (как 
апикальной, так и базальной) для глюкозы за счет 
наличия в их мембранах соответствующих бел-
ков-транспортеров семейства SGLT1-6 и GLUT1-14 
[4, 6, 8, 10, 15, 19]. Во-вторых, движение глюкозы 
в ЭК может происходить в противоположных на-
правлениях по отношению к крови: поступать 
в кровь (например, через ЭК в сосудах кишечника 
и почек) или удаляться из крови (через ЭК в сосу-
дах головного мозга, скелетных мышц или других 
органов). В-третьих, поступление глюкозы и ее вы-
ход из ЭК в кровь или в межклеточное простран-
ство происходит в основном унипортом с участием 
белков семейства GLUT1-5 (ГЛЮТ1-5) [8, 11]. Эти 
белки-транспортеры являются для глюкозы двусто-

Таблица 2 — Распределение различных соотношений между содержаниями глюкозы в цельной капиллярной 
и цельной венозной крови, забранной из нерабочей руки у женщин, при различных функциональных состояниях

Table 2 — Distribution of various ratios between the glucose contents in whole capillary and whole venous blood 
taken from a non-working arm in women under various functional conditions

Функциональное состояние (ФС)

Распределение ССГ у молодых женщин         различия 
достоверны 

по t-критерию
или по χ2

АЗС Удельный вес случаев, % от N 
N; 

П+Р+В
П, %
С±mС

Р, %
С±mС)

В, %
С±mС

1) относительный функциональный покой 
(ОФП) натощак (10–12 ч голодания)

24
8+1+15

33,3±9,8 4,2±4,2 62,5±11,1 Р
П               Вχ2 = 24,000; р < 0,001

2) длительная (6-часовая) умственная работа 
(УР) натощак

144
38+9+97

26,4±3,7 6,2±2,0 67,4±3,9 Р
П               Вχ2 = 167,736; р < 0,001

3) прием 75 г кристаллической глюкозы, рас-
творенной в 250 мл воды 

96
34+11+51

35,4±4,9 11,5±3,3 53,1±5,1 Р
П               Вχ2 = 91,569; р < 0,001

4) ОФП + шести часовая УР натощак (16–
18 ч голодания)

168
46+10+112

27,4±3,4 5,9±1,8 66,7±3,6 Р
П               Вχ2 = 194,551; р < 0,001

5) ОФП + 6-часовая УР натощак + прием 75 г 
глюкозы

264
80+21+163

30,3±2,8 8,0±1,7 61,7±3,0 Р
П               Вχ2 = 282,419; р < 0,001

(      ) – различия достоверны между показателями удель-
ного веса обмена глюкозы при разных ФС по t-критерию 
Стьюдента (р ≤ 0,05) для случаев КАП˂ВЕН (Выделения 
глюкозы в кровь); а также по коэффициенту вариации для 
случаев КАП=ВЕН (Равновесия)

1          2

3          4
    
5

1          2

3          4
    
5

1          2

3          4
    
5

Примечание: ССГ – сопоставления содержания глюкозы; АЗС – абсолютные значения случаев;  N – число случаев ССГ 
в цельной капиллярной крови (КАП) и цельной венозной крови (ВЕН) при каждом ФС;  П (Потребление) – число случаев, 
когда содержание глюкозы выше в цельной капиллярной крови (КАП˃ВЕН), т.е. имеет место Потребление глюкозы клет-
ками из крови; В (Выделение) – число случаев, когда содержание глюкозы выше в цельной венозной крови (КАП˂ВЕН), 
т.е. имеет место Выделение глюкозы в кровь; Р (Равновесие) – число случаев, когда содержание глюкозы в оттекающей 
цельной венозной крови и в цельной капиллярной крови одинаково (КАП = ВЕН), т. е. между потреблением и выделением 
глюкозы клетками нерабочей руки и кровью имеется Равновесие.
Note: CGC/ССГ/ – comparison of glucose content. AVC/АЗС/ station – absolute values of cases. N – the number of cases of CGC/ССГ/
in whole capillary blood (CAP) and whole venous blood (VEN) for each functional state (FS). С/П/ (Consumption) – the number of 
cases when the glucose content is higher in whole capillary blood (CAP˃VEI), i.e. there is glucose Сonsumption by cells from the 
blood. Ex/В/ (Excretion) – the number of cases when the glucose content is higher in whole venous blood (CAP˂VEN), i.e. there is 
a release (Excretion) of glucose into the blood. Eq/P/ (Equilibrium) – the number of cases when the glucose content in flowing whole 
venous blood and in whole capillary blood is the same (CAP=VEN), i.e. there is an Equilibrium between the consumption and release 
of glucose by the cells of the non-working arm and the blood.
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ронне проходимыми каналами и направление ее 
движения определяется прежде всего концентра-
цией этого моносахарида в плазме крови, в клетках 
(ЭК) и вне их. В-четвертых, ЭК способны запасать 
глюкозу в виде гликогена, а их общая масса от 1 до 
1,8 кг сопоставима с массой печени [11]. 

Следует отметить, что метаболизм глюкозы 
имеет основополагающее значение для функции 
ЭК (см. рисунок), выступая в качестве основного 
источника для выработки энергии, синтеза основ-
ных биомолекул и окислительно-восстановитель-
ного гомеостаза. Метаболизм ЭК имеет решающее 
значение для прорастания сосудов и служит дви-
жущей силой ангиогенеза [17]. Помимо гликолиза, 
окислительного фосфорилирования, метаболизма 
глутамина и окисления жирных кислот [23] ЭК за-
пасают и катаболизируют гликоген, необходимый 
для быстрого поддержания функций эндотелия 
при физиологических и патологических стимулах 
(диабет, рак). Интересно, что переключение мета-
болических процессов предшествует функцио-
нальным изменениям и патологическим состояни-
ям в ЭК [12, 13, 15, 19, 25]. Хотя основным источ-
ником АТФ в ЭК является аэробный гликолиз [23], 
данные убедительно указывают на то, что хране-
ние и расщепление гликогена может играть решаю-
щую роль при функциональных или патологиче-
ских состояниях.

Действительно, переносчики глюкозы – GLUT1, 
GLUT4 [26], GLUT3 [20] – высоко экспрессируют-

ся в ЭК. N. Gaudreault и соавт. (2004) сообщили об 
экспрессии GLUT1-5 на апикальной стороне ЭК, 
тогда как SGLT1 преимущественно располагался 
на аблюминальной (базолатеральной) стороне. Од-
нако следует отметить, что GLUT3 преимуще-
ственно экспрессируется на базолатеральной сто-
роне. Экспрессия этих переносчиков глюкозы 
в значительной степени зависит от физиологиче-
ского состояния и развития заболевания. Напри-
мер, N. Gaudreault, et al. (2004) показали, что дли-
тельная гипергликемия, вызванная введением 
стрептозотоцина у животных, значительно пода-
вляет экспрессию GLUT1,3,4 и 5 в ЭК, в то же время 
повышая регуляцию GLUT2, оставляя SGLT1 неиз-
менным [15]. Напротив, R. M. Knott и соавт. (1996) 
продемонстрировали, что одно часовое воздей-
ствие на ЭК глюкозы (5 мМ) приводит к повыше-
нию уровня GLUT3. Синтез и хранение гликогена 
в ЭК, вероятно, впервые были продемонстрирова-
ны F. Numano, et al. (1974) and T. Takeuchi, 
H. Miyayama (1973). Активность гликогенсинтета-
зы и фосфорилазы в цитоплазматическом матриксе 
эндотелия была продемонстрирована T. Amemiya 
(1983) в гребешковом капилляре цыпленка, что 
указывает на роль ЭК в гликогенезе и гликогено-
лизе [12]. Аналогичные данные о метаболизме 
глюкозы в ЭК представлены C. Yokota, Y. Okuda 
(2002). Кроме того, глюкозо-6-фосфатаза – фер-
мент, обнаруженный в основном в печени и поч-
ках, играет важную роль в обеспечении глюкозы 

Рисунок – Эндотелиальные клетки (ЭК) и их участие в обмене глюкозы

Figure – Endotheliocytes and their role in glucose metabolism
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в периоды голодания. Однако информация скудна, 
предполагается, что глюкозо-6-фосфатаза экспрес-
сируется в ЭК [14, 18]. Несмотря на то что меха-
низмы контроля эндотелиального метаболизма 
глюкозы точно не известны, данные свидетель-
ствуют о том, что гликогенин, аутоглюкозилирую-
щий белок, участвует в инициации биосинтеза 
гликогена [20, 22]. Интересно, что гликогенин ко-
экспрессируется с GLUT3, что позволяет клеткам, 
запасающим гликоген, достаточно эффективно об-
менивать глюкозу в соответствии с преобладаю-
щими метаболическими потребностями синтеза 
или деградации гликогена [16]. Таким образом, 
функция гликогенина зависит от эффективного по-
глощения глюкозы [16]. Таким образом, глюкоза 
крови может выступать в качестве регулятора син-
теза или деградации гликогена в ЭК, а они в свою 
очередь – в качестве такового (регулятора) для 
уровня гликемии. Полученные нами результаты 
о повышенном уровне ГВЕН по сравнению с ГКАП

в 61,7 % случаев сопоставления этих показателей 
крови, забранной из нерабочей руки и исключаю-
щей влияние гепатоцитов, энтероцитов, нефроци-
тов, подтверждают факт участия ЭК (как основно-
го или промежуточного звена) сосудов нерабочей 
руки в регуляции должного уровня гликемии в за-
висимости от физиологического состояния орга-
низма человека (см. таблицы 1, 2). 

Заключение 
В результате проведенных исследований были 

получены следующие выводы.
1. Выявлено достоверное снижение содержания 

глюкозы в цельной крови женщин при УР натощак. 
2. Полученные факты позволяют предположить 

наличие нового независимого источника посту-
пления эндогенной глюкозы в кровь при голода-
нии – клеток (ЭК) нерабочей руки. Рассчитанный 
вклад этих клеток в поддержании должного уров-
ня гликемии может составлять до 26,0 % (р ˂  0,05).
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TO THE QUESTION OF THE ROLE OF ENDOTHELIOCYTES 
OF THE NON-WORKING HAND VESSELS IN THE MECHANISMS 

OF REGULATION OF THE PROPER LEVEL OF GLYCEMIA DURING 
HUNGER AND SATIETY

V. A. Pereverzev1, A. V. Sikorsky1, A. S. Blazhko1, A. V. Evseev2, V. A. Pravdivtsev2, M. O. Welcome3, 
Yu.E. Razvodovsky4, D. A. Aleksandrov1, E. V. Pereverzeva1

1Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus;
2Smolensk State Medical University, Smolensk, Russian Federation;

3Neil University of Nigeria, Abuja, Nigeria;
4Institute of Biochemistry of Biologically Active Compounds of the National Academy 

of Sciences of Belarus, Grodno, Republic of Belarus;

Introduction. At present, the question of the participation of endotheliocytes, especially in the vessels of the 
arms or legs, in glucose metabolism is not sufficiently covered.

Objective – the study of the glucose content in whole capillary and whole venous blood (including the 
capillary-venous difference) obtained from the same arm in women to assess the state of their local mechanisms 
for maintaining the proper level of glycemia under various physiological conditions.

Materials and methods. In 24 women, capillary and venous glucose were determined during hunger (relative 
functional rest and mental work on an empty stomach) and saturation (after taking 75 g of glucose with relative 
functional rest). Capillary glucose and venous glucose were measured 11 times: initially (under conditions of 
relative functional rest and starvation); 6 times with mental stress on an empty stomach (after 1, 2, 3, 4, 5, 6 hours); 
4 times (30, 60, 90 and 120 minutes) after taking glucose. The calculation data of the difference between capillary 
and venous glucose made it possible to assess the state of local mechanisms for maintaining glycemia.

Results. A decrease in capillary glucose and venous glucose was shown in most women during mental work. 
An analysis of 264 cases of comparison of venous glucose and capillary glucose showed that the variant “Capillary 
glucose˂Venous glucose” prevailed over the others. This indicates that in 61.7 % (р ˂0 .05) of cases in the venous 
blood flowing from the non-working arm, the glucose content increases compared to the blood flowing to it.

Conclusions. A decrease in glycemia in women during mental work on an empty stomach was revealed. An 
important mechanism for maintaining the proper level of glycemia has been established, which consists in the 
participation of cells (endotheliocytes and others) of the non-working hand in it, as a new source of glucose 
entering the blood during fasting.

Keywords: glucose, glycemia, regulation, hunger, satiety.
For citation: Pereverzev VA, Sikorsky AV, Blazhko AS, Evseev AV, Pravdivtsev VA, Welcome MO, 

Razvodovsky YuE, Aleksandrov DA, Pereverzeva EV. To the question of the role of endotheliocytes of the non-
working hand vessels in the mechanisms of regulation of the proper level of glycemia during hunger and satiety. 
Biochemistry and Molecular Biology. 2023, vol. 2, no. 1(2). pp. 89–96 (in Rossian).
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BIOELEMENTAL, BIOCHEMICAL AND HORMONAL STATUS 
IN NORM AND WITH OVERWEIGHT

Ali Adeeb Hussein Ali

Yanka Kupala State University of Grodno, Grodno, Republic of Belarus

Introduction. The balance of bioelements is due to their important role in life processes and is determined 
by participation in almost all types of body metabolism.

Objective – assessment of bioelemental, biochemical and hormonal status in normal and overweight (in 
individuals and experimentally in animals).

Materials and methods. Assessment of mineral, biochemical, hormonal metabolism and body mass index 
(BMI) in individuals (women: 24.3±0.24 years; men: 25.5±0.52 years) and experimental animals (Wistar rats – 
intact, obese, obesity with intake of premixes from algae Spirulina plat. and Chlorella). Material: blood serum, 
tissue samples (experimental animals). Research: biochemical, hormonal, X-ray fluorescent. Statistical processing – 
SPSS Statistica 26.0.

Results. The concentration of trace elements in the blood differed in women and men, with different BMI 
values. Men tend to have low levels of potassium. Vitamin D deficiency among individuals with high BMI was 
detected in all groups. The concentration of glucose, cholesterol and triglycerides in persons with BMI = 25–29.9 
is higher (p = 0.01). Cortisol depended on glucose concentration (BMI = 25–29.9). The concentration of TSH, 
T3sv., T4sv. and cortisol in individuals with BMI = 25–29.9 higher. Premixes Spirulina plat. and Chlorella 
contributed to the normalization of trace elements, the concentration of glucose and cholesterol.

Conclusions. In persons with BMI = 25–29.9, the concentration of glucose, cholesterol, LDL and triglycerides 
is higher, vitamin D deficiency is 50%. Reception of premixes Spirulina plat. and Chlorella in obese animals did 
not cause changes in the content of trace elements, contributed to a decrease in glucose, cholesterol, triglycerides.

Keywords: bioelements, obesity, body mass index, premix, algae.
For citation: Ali Adeeb Hussein Ali. Bioelemental, biochemical and hormonal status in norm and with 

overweight. Biochemistry and Molecular Biology. 2023, vol. 2, no. 1(2). pp. 97–104.

Introduction
The balance of bioelements is due to their important 

role in life processes and is determined by participation 
in almost all types of body metabolism. The macro- 
and microelements can be toxic if consumed in large 
quantities for an extended period of time. Bioelements 
are part of the biological structure of the human body, 
play an important role in metabolic processes, and 
participate in almost all processes that occur in the 
body [1, 2]. Macro- and microelements are essential 
for the immune system, proper growth and 
development, and insulin production. Toxic elements 
do not have any physiological role in the human body, 
and exposure in large quantities leads to a violation of 
cellular metabolism and to fatal diseases such as 
cancer.

The content of studies conducted on bio-elements, 
which included biological and environmental samples, 
has received wide attention around the world, and 
many scientific papers have been published in this 
field [3]. Many attempts have been made in recent 
years to understand the role of trace elements in the 
biological system, especially human metabolism.

Deficiency of trace elements in the body leads to 
a pathology accompanied by significant metabolic 

disorders and can cause changes: metabolic disorders, 
on the one hand, and distinct immune disorders, 
accompanied by a decrease in overall immune 
resistance, on the other. Both processes lead to 
endocrinopathies, inflammations and neoplastic 
diseases. The study of changes in the content of 
bioelements is important from the point of view of 
practical health care in order to identify diagnostic 
markers and predict the risk of developing pathological 
conditions [4].

To date, there is little information about the 
biochemical mechanisms of interaction between two 
or more elements, which can be very complex and 
ambiguous. Trace elements in the composition of 
enzymes accelerate or slow down various biochemical 
processes, that is, they act as catalysts or inhibitors. 
This leads to an increase or decrease in the concentration 
of individual proteins, fats, carbohydrates and other 
substances necessary for life [5].

Analysis of the concentrations of chemical 
elements in the body reflects synergistic and 
antagonistic interactions between elements and 
provides valuable information for further study of 
their role in the regulation of metabolism. However, 
the mechanisms of interaction between the studied 
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elements and their relationship with biochemical 
parameters remain not fully understood. It is important 
to pay attention to the occurrence of overweight and 
the role of biological factors in this complex metabolic 
process. Prevention of excess weight should be 
comprehensive and begin at a young age. The 
formation of excess weight depending on nutrition 
requires a detailed study [6–8].

Hair is a biological material that represents 
biological processes for years in the human body. Hair 
samples can diagnose subclinical chronic diseases and 
are considered a basic indicator of mineral metabolism 
in the human body. When comparing the concentration 
of chemical elements in hair, blood, and urine, their 
concentration is several times higher. In addition, 
chemical elements can be identified specifically in 
blood (6–8), but in hair, they reach 30 elements. The 
determination of bioelements in hair is a non-invasive 
method, and the samples taken do not cause any risks 
to the patient and are not considered dangerous to the 
examiner [9–11].

Optimization of the level of bioelements depending 
on gender and age among the population is of particular 
importance today and requires close study.

The goal of the study: assessment of bioelemental 
status, biochemical and hormonal metabolism in 
normal and overweight conditions (in man and 
experimentally in animals).

Materials and methods
Assessment of changes in the characteristics of the 

mineral, biochemical and hormonal metabolism was 
carried out in 100 practically healthy individuals of 
both sexes living in Grodno. The age of the examined 
persons was 24.3±0.24 for women and 25.5±0.52 for 
men. All individuals were evaluated for body mass 
index (BMI). Body Mass Index was calculated by the 
formula: BMI (kg/m2) = weight (kg) / height (m2). In 
accordance with WHO recommendations, the study 
used the interpretation of BMI indicators: 18–24.9 
(normal), 25–29.9 (overweight, preobesity). 
Characteristics of the surveyed groups: women, group 
1: n = 25 (BMI = 18–24.9; weight: 52.6 ± 4.58 kg); 
women, group 2: n = 25 (BMI = 25–29.9; weight: 
64.4 ± 1.77 kg); men, group 1: n = 25 (BMI = 18–24.9; 
weight: 71.6 ± 3.94 kg); men, group 2: n = 25 (BMI = 
= 25–29.9; weight: 86.5 ± 1.10 kg). Standards adopted 
in the study: a group of men and women over the age 
of 18; the group is overweight; use a scale and tape 
measure to diagnose overweight by Body Mass Index 
(BMI); patients’ informed consent to participate in 
research; not taking nutritional supplements containing 
micronutrients (vitamins, macro- and microelements); 
not taking hormonal drugs and other medications; 
absence of any disease symptoms among the 

participants; absence of gastrointestinal diseases and 
any other diseases.

To assess the intake of macronutrients (protein, fat, 
and carbohydrates) and micronutrients (vitamins), 
a questionnaire was designed according to the 
instructions for use of the “Actual Nutrition Study 
based on the method of analyzing the frequency of 
food consumption” (registration number 017-1211), 
approved by the Belarusian Ministry of Health on 
December 15, 2011. The X-ray fluorescence analysis 
(XRF) on a CEP-01 or ElvaX device with Elvatech 
MCA Software and MK-RE-Ob software was used to 
determine the macro- and micro-element composition 
of hair, microalgea and tissue of Wistar rats.

The spectrum determination of biochemical 
parameters in the blood (bioelements, urea, 
creatinine, cholesterol, high-density lipoprotein 
(HDL) cholesterol, low- density lipoprotein (LDL) 
cholesterol, triglycerides, alanine aminotransferase – 
ALT, and aspartate aminotransferase – AST) was 
carried out using the BS-330 analyzer (Mindray, 
China) and reagents manufactured by Diasense 
(Belarus). The study of hormones in the blood 
(thyroxine, triiodothyronine, and pituitary thyroid 
stimulating hormone/TSH) was carried out by 
immunochemical analysis on the MiniVidas analyzer 
(BioMerioux, France) using reagents from 
BioMerioux, France.

The samples of biological material were obtained 
in a standard way (using Vacutainer vacuum systems 
manufactured by Beckton Dickinson, USA). The 
preparation of blood samples for research was carried 
out in a standardized way: centrifugation in a Fenox-
24M centrifuge (China) at 3000 g for 10 minutes. The 
serum samples were taken into separate systems in 
which the study was conducted.

Experimental work was carried out on adult male 
Wistar rats with an average first weight of 225±12 g, 
according to the XI Declaration of Helsinki of the 
World Medical Association (1964) and the rules of 
laboratory practice. The duration of the experiment 
was 84 days. The animals were divided into three 
groups. The first control group (n = 10) consisted of 
intact animals. Obesity was modeled in animals from 
the second (n = 10) and third (n = 10) groups by 
consuming a high-fat diet (HFA), in which the fat 
component was 32 % of the total calorie content of the 
diet and included animal (beef) fat (45 %) and 
sunflower oil (55 %). During the entire experiment, 
the animals of the third group were additionally given 
premixes of Spirulina platensis and Chlorella (at a rate 
of 2 % by weight of the feed). An increase in body 
weight of 10–25 % was considered moderate obesity, 
and an increase of 40 % or more was considered 
severe obesity.
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Statistical processing of the research material was 
performed using the SPSS Statistica 26.0 statistical 
software package. The differences in the compared 
groups were considered statistically significant at 
p < 0.05.

Results and discussion
In our study, we assessed the daily dietary intake 

of macronutrients (protein, fat, and carbohydrates) 
and micronutrients (vitamins), the composition of 
bioelements in hair and blood plasma (macro and 
microelements), and chemical and hormonal 
indicators in overweight (BMI = 25–29.9) and 
normal-weight people in Grodno, Belarus. Multiple 
correlations have been established between the 
content of microelements in hair and blood plasma 
and the diet of overweight subjects.

When evaluating the dietary intake of macro- and 
micronutrients for overweight males and females, 
violations of normal physiological parameters were 
found (an increase in macronutrients and a decrease in 
micronutrients). In the group of overweight females, 
the protein increase was 78.2 %, the fat increased by 
49.6 %, and the carbohydrates increased by 49.6 % 
compared to the physiological standards. The number 
of cases of violation of macronutrients (at least one 
macronutrient) was 89.4 %. In the group of overweight 
males, the protein increase was 73.9 %, the fat 
increased by 48 %, and the carbohydrates increased 
by 24 % compared to the physiological standards. The 
number of cases of violation of macronutrients (at 
least one macronutrient) was 84.2 %.

In the group of females with a BMI of 25–29, 
a violation in the consumption of micronutrients was 
found, as the consumption of (Folacin, Beta-carotene, 
Vitamin A, Vitamin C, Vitamin E, Vitamin PP, Vitamin 

B1, Vitamin B2, Vitamin B6, Vitamin B12) decreased 
(51.8 %, 18.2 %, 71.7 %, 82.3 %, 85.1 %, 57.9 %, 
34.1 %, 65.6 %, 57 %, and 31.3 %) compared with the 
physiological norms for consumption, respectively. 
Micronutrient deficiency (at least one micronutrient) 
was found in 94.7% of females with a BMI of 25–29 
when compared to physiological intake. In the group 
of males with a BMI of 25–29.9, a violation in the 
consumption of micronutrients was found, as the 
intake of (Folacin, Betacarotene, Vitamin A, Vitamin 
C, Vitamin E, Vitamin PP, Vitamin B1, Vitamin B2, 
Vitamin B6, Vitamin B12) decreased (51.7 %, 7.69 %, 
5.1 %, 68.6 %, 27.07 %, 47.2 %, 10.7 %, 51.2 %, 
39.7 %, 19.1 %) compared with the physiological 
norms for consumption, respectively. Micronutrient 
deficiency (at least one micronutrient) was discovered 
in 86.6 % of males with a BMI of 25–29.9 when 
compared to physiological intake (figure 1).

When comparing the main and control groups, 
taking into account gender, statistically significant 
differences were observed for macro- and 
micronutrients for both sexes. The statistical 
differences were levels of significance (a trend towards 
an increase) when comparing macronutrients in the 
group of overweight females with the control group, 
and levels of significance (a trend towards a decrease) 
when comparing small feeders in the group of 
overweight females with the control group (p = 0.01). 
This also applies to the group of overweight males 
compared to the control group, with slight differences 
in the level of statistical significance.

The results of previous studies are consistent with the 
findings of our study to assess the daily dietary intake of 
macro- and micronutrients and indicated that “an 
unbalanced diet leads to a positive energy imbalance”. 
Thus, the energy imbalance leads to a deficiency in the 

Figure 1 – Percentages of increased consumption of macronutrients compared to normal weight and daily physiological 
needs for overweight individuals (male, female)

Рисунок 1 – Потребление макронутриентов (лица с избыточной массой тела, лица с нормальной массой тела, 
суточная физиологическая потребность, мужчины, женщины)



100

body of the biologically active nutritional components, 
especially the deficiency of micronutrients, which have 
a major role in the synthesis of enzymes that catalyze 
chemical reactions as well as their role in balancing some 
hormones, and this ultimately leads to an imbalance in 
the metabolism process, which causes an increase in 
weight and obesity.

In the analysis of the bioelements in the hair, it was 
found that females and males with overweight suffer 
from the accumulation of heavy toxic metals (harmful 
elements) such as cadmium, mercury, and lead (pb) 
and a decrease in good elements (micro and macro 
elements) such as calcium, zinc, copper, iron, and 
potassium. It was found that the correlations of 
bioelements with each other in overweight females 
and males began to fade and disappear, and new 
correlations appeared that did not originally exist 
when compared with the control group for each of 
them. The increase in toxic heavy metal accumulations 
leads to major problems in the digestive system, which 
leads to malabsorption of good minerals (figure 2).

The bioelements should not be considered separately 
because their interaction together produces an important 
biological effect. Therefore, the calcium/potassium 
correlation coefficient was calculated as a correlation 
coefficient representing the macro elements and the 
zinc/copper correlation coefficient as a correlation 
coefficient representing the micro elements. The ratio 
of calcium to potassium exceeded the recommended 
limit (2–5) significantly in the group of overweight 
males and females. The percentage of overweight 
females was more than 96 %, and the percentage of 
overweight males was more than 70 %. The calcium/
potassium ratio can be considered an indicator of 
overweight, and this was not previously mentioned in 
the literature. The detected imbalance of macro- and 
microelements in young patients living in Grodno, 
Belarus, in terms of calcium, zinc, iron, copper, and 
potassium will allow for early nutritional correction.

Blood has a stable composition of macro- and 
microelements; therefore, deviations in their content 
may indicate the presence of various pathological 
conditions in a person. Analysis of the results 
showed that the concentration of trace elements in 
the blood serum significantly differed in both females 
and males with different BMI values. We discovered 
a higher calcium content but a lower copper content 
in both females and males with overweight compared 
to people with normal BMI values (p = 0.01). In 
addition, only overweight men have lower potassium 
values than men with lower BMI values. A conditional 
deficiency (a downward trend) of vitamin D among 
men and women was found in both groups of 
overweight subjects (p = 0.01). An analysis of the 
level of vitamin D supply among males and females 
revealed a deficiency in 50 % of cases in groups of 
people with a BMI of 25–29.9.

The imbalance established in the blood samples 
of healthy donors in terms of bioelementary and 
biochemical status suggests that the differences we 
found may be associated with changes in metabolic 
processes in the body, which are expressed in an 
increase in body weight. In persons with a BMI of 
25–29.9, the concentration of glucose, cholesterol, 
LDL cholesterol, and triglycerides is higher than 
in persons with a normal BMI, both in men and 
women (p = 0.003). Against the background of a general 
trend towards an increase in metabolic parameters, the 
fact of a change in enzymatic activity was noted: 
the activity of alanine aminotransferase, but not 
aspartate aminotransferase, increases with increasing 
body weight, both among females and among men 
(p = 0.01). This fact, against the background of an 
imbalance of mineral metabolism, is assessed not 
only as the development of dysmicroelementoses 
but also as a violation of metabolic processes.

The presence of a borderline and high TSH value, 
which we found, is possibly associated with the risk 

of weight gain and obesity: an 
increased concentration of 
TSH correlates with an 
increased glucose level 
(OR = 1.93, p = 0.026) and, 
along with other risk factors, 
may be an additional sign of 
the risk of developing obesity.

An analysis of the hormone 
concentration in individuals 
with a BMI = 25–29.9 in 
combination with an imbalance 
of microelements and vitamins 
established significant correla-
tions in both sexes:

Figure 2 – Hair calcium / potassium ratio for males and females with 
a BMI =18–24.9 and BMI = 25–29.9

Рисунок 2 – Соотношение концентрации кальций/калий в волосах мужчин 
и женщин (ИМТ = 18–24,9; ИМТ = 25–29,9)
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women: TSH/vitamin D (r = 0.60, p = 0.02), 
triiodothyronine (free)/calcium (r = 0.66, p = 0.02), 
thyroxine (free)/calcium (r = 00.60, p = 0.04), and 
TSH/copper (r = 0.54, p = 0.03);

men: TSH/zinc (r = 00.53, p = 0.04), thyroxine 
(free)/iron (r = 00.69, p = 0.02), TSH/vitamin 
D (r = 00.61, p = 0.03), triiodothyronine (free)/calcium 
(r = 00.65, p = 0.03), thyroxine (free)/calcium 
(r = 00.67, p = 0.02).

After studying the content of bioelements in hair 
and blood and measuring hormones and chemical 
indicators in overweight and normal-weight 
individuals (females and males), we discovered that 
the ratio of calcium to potassium in hair content 
regulates hormones that regulate calcium as an 
expression of minerals in the body.

From a medical point of view, the thyroid gland 
and the adrenal glands work together, regardless of the 
direction in which they go. Their common task is to 
regulate energy and metabolic processes, as well as 
emotions and stress controls. In fact, blood test results 
often indicate that the thyroid gland and adrenal glands 
are functioning properly, while the calcium-to-
potassium ratio clearly indicates that these glands are 
underactive or overactive, as the adrenal gland 
overproduces cortisol, which leads to a decrease in the 
level of insulin in the blood.

In our study, the level of cortisol in the individuals 
was within the physiological norm for these age 
groups, taking into account gender, but at the same 
time, its concentration in persons with a higher body 
weight (persons of both sexes) was higher (p = 0.006). 
The analysis of correlations of cortisol with indicators 
of biochemical analysis established the dependence of 
changes in this hormone on glucose levels in men and 
women with BMI = 25–29.9 (r = 0.57, p = 0.038; 
r = 0.61, p = 0.031).

Thus, the calcium/potassium ratio regulates the 
balance of the subclinical adrenal-thyroid glands, and 
this has not been mentioned previously in the literature.

The correlations between diet and the status of 
bioelements in hair and blood require an integrated 
approach to prove the prevention of subclinical obesity 
and weight gain caused by aberrations in the 
bioelements in overweight adults in Grodno, Belarus, 
especially since the role of bioelements is important 
in the process of metabolism of proteins, fats, and 
carbohydrates and also performs many important 
physiological functions in the body that cannot be 
dispensed with in any way.

Spirulina is known to be a very interesting food for 
this type of diet because of its complete protein 
properties and its high mineral content, such as iron, 
calcium, and copper, for example. Spirulina improves 

the immune system, strengthening our natural defenses 
due to its high phycocyanin content as well as having 
strong antioxidant activity, making it an essential food 
to prevent premature aging.

Emerging data on the biological action of algae 
Spirulina and Chlorella (antimicrobial, anti-
inflammatory, antioxidant, etc.) makes it promising 
for studying the mechanisms of its effect in various 
disease states, and, in particular, in obesity and 
diabetes. A number of specific effects of plant 
components on various organs and tissues have been 
identified: skin, gastrointestinal tract, liver, respiratory 
tract and hypoglycemic effect has been demonstrated.

Based on the identified violations of micronutrient 
imbalance among the population with excess body 
weight (BMI = 25–29.9) and taking into account the 
results obtained on the content of bioelements in 
premixes obtained by X-ray fluorescence analysis, 
separate recipes for bakery products are proposed 
(table 1).

Since the consumption of premixes with feed could 
affect the total concentration of bioelements in the 
bodies, an analysis of the quantitative assessment of 
algae premixes was carried out.

Table 1 – Quantitative characteristics of bioelements in 
premixes

Таблица 1 – Количественные характеристики 
биоэлементов в премиксах

Elements Concentration of elements in premixes
Microalgae spirulina Chlorella seaweed

Zn 109,69 61,23
Se 0,41 1,39
S 4495,82 3291,94
Ca 861,27 2870,19
K 4784,13 1312,11
Cu 14,82 17,54
Fe 271,03 264,42

As can be seen from the table, the content of 
bioelements in algae premixes ranged from tens to 
thousands of µg/g.

At the end of the experiment, at the first stage, the body 
weight of animals in all groups and the weight of tissue 
samples (liver) were evaluated. The results of the body 
weight of animals and tissues are presented in table 2.

A significant increase in body weight of animals in 
groups modeled obesity by consuming HFD was 
established by the end of the experiment, both with 
and without Spirulina platensis and Chlorella algae 
premixes (p < 0.05). It should be noted that the increase 
in body weight of experimental animals and liver 
weight were less pronounced in the group with HFD 
using Spirulina platensis algae premixes and Chlorella 
(p = 0.005).



102

The study of the content of macro- and 
microelements in the organs and tissues of animals is 
important for understanding the mechanisms of their 
regulation. Analysis of the mineral composition of the 
organs and tissues of intact experimental animals 
showed that the distribution of bioelements was 
uneven. The results obtained for the first time represent 
a wide range of studied elements in more organs using 
a single technique.

The results of the concentration of a number of 
elements in the organs of rats with obesity correspond 
to those presented in the literature. The accumulation of 
Cu and Zn in the liver and other tissues of obese rats is 
probably associated with the expression of Zn-Cu-
containing superoxide dismutases and metallothioneins 
and can be regarded as protection against oxidative 
stress. The study did not reveal an increase in the 
concentration of these trace elements in the pancreas of 
rats with obesity. After the animals consumed the 
premixes of algae Spirulina plating and Chlorella, an 
increase in bioelements was observed: an increase in 
iron and chromium in the liver (p < 0.05), normalization 
of the concentration of trace elements in the blood 
serum (relative to the obesity model), preservation of 
elements within physiological values (iron, zinc, copper, 
manganese, and selenium), and an increase in the 
enzymatic activity of ALT and AST in the blood, against 
the background of taking premixes in the group with 
experimental obesity (p = 0.005). When taking 
premixes, the concentration of glucose and cholesterol 
tends to decrease. In obesity, a significant increase in 
creatinine, urea, glucose, and cholesterol was found in 
comparison with the control group of animals and the 
obesity model with HFD using Spirulina platensis algae 
premixes and Chlorella (p = 0.005).

For the possible correction of the nutrition of 
people with increased body weight and the elimination 
of imbalances in trace elements, four recipes for 

bakery products based on STB 639-95 with various 
types of algae are proposed:

bread infused with microalgae powder Spirulina 
platensis. Characteristics: an enriched product made 
from wheat flour of the highest grade, M54-28 or 
M54-25 (100.0 %), with the addition of pressed baking 
yeast (3.0 %), iodized table salt (1.5 %), butter (4.0 %), 
sugar (4.0 %), and microalgae powder (“Spirulina 
platensis microalgae powder”) (3.0%). Losses on 
bioelements are no more than 10 %;

bread with Chlorella vulgaris algae powder. 
Characteristics: an enriched product made from wheat 
flour of the highest grade, M54-28 or M54-25 
(100.0 %), with the addition of pressed baking yeast 
(3.0 %), iodized table salt (1.5 %), butter (4.0 %), 
granulated sugar (4.0 %), and chlorella microalgae 
powder (2.0 %). Losses on bioelements are no more 
than 10 %;

bread with Fucus vesiculosus algae powder. Brief 
description: an enriched product made from wheat 
flour of the highest grade, M54-28 or M54-25 
(100.0 %), with the addition of pressed baker’s yeast 
(3.0 %), iodized table salt (1.5 %), butter (4.0 %), 
granulated sugar (4.0 %), and Fucus microalgae 
powder (Fucus vesiculosus microalgae powder) 
(2.0 %). Losses on bioelements are no more than 
10 %;

bread with Crataegus oxyacantha fruit powder. 
Brief description: an enriched product made from 
wheat flour of the highest grade, M54-28 or M54-25 
(100.0 %), with the addition of pressed baker’s yeast 
(3.0 %), iodized table salt (1.5 %), butter (4.0 %), 
granulated sugar (4.0 %), and hawthorn fruit powder 
(Crataegus oxyacantha powder) (4.0 %). Losses on 
bioelements are no more than 10 %. Losses on 
bioelements are no more than 10 %.

Evaluation of the effect of the proposed and 
developed new products with biologically active 

Table 2 – Animal body weight and tissue sample weight in study groups (g, M±m)

Таблица 2 – Масса тела животных и масса образцов тканей в исследуемых группах (г, M±m)

Indicater Control group Obesity Model (HFD 
Consumption)

Model of obesity by consumption of HFD 
with the use of premixes of the algae Spirulina 

platensis and Chlorella
First  weight, g 225±12 226±11 224±13
Final weight, g 236±10,1 320±16,2* 296±11,8**
Weight gain, % 4,8 42,2 31,6
Weight of the liver, g 4,3±0,06 5,9±0,04*** 5,2±0,03****
Time on the diet, days 84 84 84

Note: HFD – high-fat diet, * p = 0.002 (relative to the first and final weight of the control group), ** p = 0.005 (relative to the first 
and final weight of the control group), *** p = 0.0001 (relative to the control group), **** p = 0.001 (relative to the control group).

Примечание: HFD – высокожировая диета, * р = 0,002 (относительно начальной и конечной массы контрольной группы), 
** р = 0,005 (относительно начальной и конечной массы контрольной группы), *** р = 0,0001 (относительно контрольной 
группы), **** р = 0,001 (относительно контрольной группы).
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additives (algae premixes) on the trace element 
composition requires additional research.

Conclusion
Thus, it is shown that the concentration of trace 

elements in the blood differed in women and men, 
with different values of BMI. Overweight men are 
characterized by low potassium levels. Vitamin 
D deficiency among men and women with 
BMI = 25–29.9 was detected in all groups. The 
concentration of glucose, cholesterol and triglycerides 
in persons with BMI = 25–29.9 is higher (p = 0.01). 

Cortisol showed dependence of changes on glucose 
concentration in individuals with BMI = 25–29.9. The 
concentration of TSH, T3free, T4free and cortisol in men 
and women with BMI = 25–29.9 is higher than in 
individuals with BMI = 18–24.9. In the experiment with 
animals, it was noted that the premixes of algae Spirulina 
plat. and Chlorella contributed to the normalization of 
trace elements. The concentration of glucose and 
cholesterol levels, while taking premixes, decreases. 
Evaluation of the effect of the new products with 
biologically active additives (algae premixes) on the 
trace element composition requires additional research.
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БИОЭЛЕМЕНТНЫЙ, БИОХИМИЧЕСКИЙ И ГОРМОНАЛЬНЫЙ 
СТАТУС В НОРМЕ И ПРИ ИЗБЫТОЧНОЙ МАССЕ ТЕЛА

Али Адиб Хуссейн Али

Учреждение образования «Гродненский государственный университета им. Янки Купалы», 
г. Гродно, Республика Беларусь

Введение. Баланс биоэлементов обусловлен их важной ролью в процессах жизнедеятельности и опре-
деляется участием почти во всех видах обмена веществ организма.

Цель исследования – оценка биоэлементного, биохимического и гормонального статуса в норме 
и при избыточной массе тела (у лиц и в эксперименте у животных).

Материалы и методы. Оценка минерального, биохимического, гормонального обмена и индекса 
массы тела (ИМТ) у лиц (женщины: 24,3(±0,24) года; мужчины: 25,5(±0,52) года) и экспериментальных 
животных (крыс линии Wistar – интактные, ожирение, ожирения с приемом премиксов из водорослей 
Spirulina plat. и Chlorella). Материал: сыворотка крови, образцы тканей (экспериментальных животных). 
Исследование: биохимическое, гормональное, рентгенофлуоресцентное. Статистическая обработка – SPSS 
Statistica 26.0.

Результаты. Концентрация микроэлементов в крови различалась у женщин и мужчин, с разными 
значениями ИМТ. Для мужчин характерны низкие значения калия. Дефицит витамина D среди лиц с вы-
соким ИМТ выявлен во всех группах. Концентрация глюкозы, холестерола и триглицеридов у лиц 
с ИМТ = 25–29,9 выше (р = 0,01). Кортизол зависел от концентрации глюкозы (ИМТ = 25–29,9). Концен-
трация ТТГ, Т3св., Т4св. и кортизола у лиц с ИМТ = 25–29,9 выше. Премиксы Spirulina plat. и Chlorella 
способствовали нормализации микроэлементов, концентрации глюкозы и холестерола.

Заключение. У лиц с ИМТ = 25–29,9 концентрация глюкозы, холестерола, ЛПНП и триглицеридов 
выше, недостаточность витамина D – 50%. Прием премиксов Spirulina plat. и Chlorella животными с ожи-
рением не вызывал изменений содержания микроэлементов, способствовал снижению глюкозы, холесте-
рола, триглицеридов.

Ключевые слова: биоэлементы, ожирение, индекс массы тела, премикс, водоросли.
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ВЛИЯНИЕ ЭКСТРАКТОВ ДВУХ ВИДОВ ПОЛЫНИ НА ПРОЦЕСС 
ВОСПАЛЕНИЯ У ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

А. Г. Шутова1, А. В. Башилов1, И. П. Жаворонок2, А. А. Басалай2, 
П. С. Шабуня3, С. А. Фатыхова3

1Государственное научное учреждение «Центральный ботанический 
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3 Государственное научное учреждение «Институт биоорганической химии НАН Беларуси», 
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Введение. Полынь однолетняя (Artemisia annua) и полынь обыкновенная (Artemisia vulgaris) извест-
ны своими лекарственными свойствами, которые связывают с их составом. Один из перспективных спо-
собов получения фармсырья - биотехнология «бородатых» корней, однако выделенные из трансформиро-
ванных растений субстанции должны быть исследованы на состав и активность.

Цель исследования –  оценка состава фенольных соединений в экстрактах трансформированных 
корней, полученных с помощью ультразвуковой обработки, и выявление противовоспалительного дей-
ствия экстрактов в эксперименте у животных.

Материалы и методы. Содержание фенольных соединений и экстрактивных веществ проводилось 
по общепринятым методикам. Исследование противовоспалительной активности выполнено на крысах 
самцах Wistar.  

Результаты. С помощью ультразвуковой обработки получены экстракты трансформированных кор-
ней. Определены состав и содержание фенольных соединений. Проведены испытания на лабораторных 
животных с экспериментальным системным воспалительным процессом.

Заключение. Ультразвуковая экстракция трансформированных корней была эффективной для извле-
чения фенольных соединений. Проведенное исследование действия экстрактов на глубокую температуру 
тела у крыс в норме и при системном воспалении позволило заключить, что биологически активные ве-
щества полыни оказывают модулирующее действие на терморегуляторные реакции. 

Ключевые слова: Artemisia annua, Artemisia vulgaris, ультразвуковая экстракция, противовоспали-
тельная активность.

Для цитирования. Влияние экстрактов двух видов полыни на процесс воспаления у экспериментальных 
животных / А. Г. Шутова [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, №1(2). – С. 105–110.

Введение
Полынь однолетняя (Artemisia annua L.) и по-

лынь обыкновенная (Artemisia vulgaris L.) извест-
ны своими лекарственными свойствами [1, 2, 3]. 

Метод «бородатых» корней считается в настоя-
щее время одним из наиболее эффективных в био-
технологии растений для синтеза, накопления и ре-
гуляции производства вторичных метаболитов 
благодаря их способности к быстрому росту без 
использования фитогормонов и необходимости 
длительного культивирования [4]. По этой причи-
не актуальным является создание активных фар-
мацевтических ингредиентов на основе биотехно-
логии «бородатых» корней полыни, получаемых 
путем трансформации растений с помощью фито-
патогенных бактерий Agrobacterium rhizogenes.  
Однако полученные из трансформированных кор-
ней субстанции должны быть исследованы на со-
став и активность метаболитов. 

Для повышения эффективности извлечения 
биологически активных соединений из раститель-
ного сырья используются различные методы, опи-
санные в литературе [5–7]. В статье [5] на основе 
систематического исследования эффективности 
извлечения девяти биологически активных соеди-
нений полыни было обнаружено, что метод ульт-
развуковой обработки может значительно повы-
сить эффективность экстракции флавоноидов и ги-
дроксикоричных кислот Artemisiae argyi при 
нагреве до +60°C. Следовательно, для извлечения 
биологически активных вещества из трансформи-
рованных корней полыни нами была применена 
ультразвуковая экстракция при повышенной тем-
пературе. 

Целью работы были оценка состава фенольных 
соединений в экстрактах трансформированных 
корней Artemisia annua и A. vulgaris, полученных 
с помощью ультразвуковой обработки, и выявле-
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ние противовоспалительного действия экстрактов 
в эксперименте у животных.

Материалы и методы 
В работе использовались трансформированные 

корни A. annua и A. vulgaris, выращенные в лабо-
ратории адаптационной биотехнологии Института 
клеточной биологии и генетической инженерии 
Национальной академии наук Украины, предо-
ставленные для исследования в рамках совместно-
го международного проекта № Б21УКРГ-005.

Ультразвуковая обработка проводилась с помо-
щью лабораторной установки Bandelin SONOPULS 
HD 2070 на максимальной мощности, при нагре-
вании до +60 °С в течение 45 мин. Общее содер-
жание фенольных соединений определяли по ме-
тоду Фолин–Чокальтеу [8], содержание экстрак-
тивных веществ – по Государственной Фармакопее 
Республике Беларусь [9]. Для ВЭЖХ анализа был 
использован хроматограф Agilent 1200 с диод-
но-матричным детектором и масс-селективным 
детектором Agilent QQQ 6410. Разделение компо-
нентов проб проводили на колонке ZORBAX 
Eclipse Plus C18 (2,1×150 мм; 1,8 мкм) при темпе-
ратуре +40°C. Температура в автосамплере состав-
ляла +12°C, объем инжекции – 2 мкл. Детекция – 
при длине волны 330 нм. 

Для исследования противовоспалительной ак-
тивности экстракты на роторном испарителе из-
бавляли от этилового спирта и проводили испыта-
ния на лабораторных животных с эксперименталь-
ным системным воспалительным процессом. 
Исследование выполнено на крысах-самцах стока 
Wistar, одного возраста, массой 250–270 г. 

Все работы с экспериментальными животными 
выполнены с соблюдением законодательства, 
принципов биоэтики и в соответствии с междуна-
родными стандартами качества планирования и про-
ведения исследований на животных («Европей-
ская конвенция по защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и иных 
научных целей»; Страсбург, 1986–1998) [10]. 

В ходе эксперимента боксы с животными поме-
щали в термокамеру, температуру которой посто-
янно поддерживали на уровне +29,5…+30,0 °С, 
что соответствовало диапазону термонейтрально-
сти для крыс [11]. Соответствие температуры 
в термокамере условию термонейтральности кон-
тролировали с помощью медь-константановых 
термопар расположенных в полости камеры и на 
коже основания хвоста крыс [11, 12]. Регистрацию 
глубокой и кожной температуры тела проводили 
с помощью аппаратно-программного комплекса 
Pico (Pico, UK). Указанные параметры регистриро-
вали каждые 5 мин в течение 20 мин до инъекции 

веществ и в течение 260 мин после проведенных 
манипуляций [11].

Для моделирования лихорадочного ответа в экс-
перименте использовали липополисахарид 
Escherichia coli. Лихорадка, вызванная внутри-
брюшинным или внутривенным введением липо-
полисахарида E.coli в дозе 10–100 мкг/кг (в зави-
симости от способа введения – внутривенно или 
внутрибрюшинно), характеризуется полифазно-
стью [13]. Первые три фазы лихорадочного ответа 
идентифицированы, их температурные пики 
в среднем приходятся на 60-ю, 120-ю и 300-ю ми-
нуты после инъекции липополисахарида E.coli
[13]. Для исследования были использованы образ-
цы экстрактов трансформированных корней полы-
ни однолетней и полыни обыкновенной в форме 
суспензий для введения субстанций per os. Иссле-
дование проводили слепым методом.

Анализ данных выполняли с использованием 
программ Origin 7.0 и STATISTICA 10 с определе-
нием среднего арифметического значения и его 
стандартной ошибки M±m. Проверку на нормаль-
ность распределения количественных показателей 
осуществляли с помощью программы STATISTICA 
10 по критерию Шапиро-Уилка. Сравнительный 
анализ количественных данных проводили с ис-
пользованием критерия Краскела–Уоллиса. Вывод 
о статистической значимости делали при p < 0,05.

Результаты и их обсужение 
Экстракты трансформированных корней полы-

ни были проанализированы методом жидкостной 
хроматографии с масс-селективным и диодно-ма-
тричным детекторами. В экстракте полыни одно-
летней удалось идентифицировать 8 соединений. 
Оказалось, что основными компонентами экстракта 
полыни однолетней являются кофеилхинные кисло-
ты и производные кофейной кислоты (таблица 1). 

В экстракте полыни однолетней преобладала 
хлорогеновая кислота, количество которой соста-
вило около 6 % от содержания экстрактивных ве-
ществ. Общее количество идентифицированных 
соединений составило 35,4 % от количества экс-
трактивных веществ, тогда как определенное ме-
тодом Фолина-Чокальтеу общее количество фе-
нольных соединений было выше и составило око-
ло 96 %. В экстракте трансформированных корней 
полыни обыкновенной так же было идентифици-
ровано 8 соединений. Сумма идентифицирован-
ных методом ВЭЖХ соединений составила около 
56 % от содержания экстрактивных веществ. В экс-
тракте полыни обыкновенной так же, как в экс-
тракте полыни однолетней, присутствовала хлоро-
геновая кислота, однако в большем количестве 
присутствовали дикофеоилхинные кислоты. 
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Таблица 1 – Содержание индивидуальных феноль-
ных соединений в экстрактах 

Table 1 – Content of individual phenolic compounds 
in extracts

Соединение

Содержание фе-
нольных соедине-

ний,
г/100 массы корней
Artemisia 

annua
Artemisia 
vulgaris

Кофеилхинная кислота 1* 0,07 0,04
Хлорогеновая кислота* 0,11 0,14
Кофеилхинная кислота 2* 0,07 0,05
Эфир двух хинных кислот и кофей-
ной кислоты или ацетилированный 
эфир трех кофейных кислот

0,07 –

Дикофеилхинная кислота 1 0,08 –
Дикофеоилхинная кислота 2 0,08 0,50
Дикофеилхинная кислота 3 0,09 0,22
Дикофеилхинная кислота 4 0,08
Трикофеилхинная кислота 2 – 0,04 
Производное кофейной кислоты и 
артаноевой  кислоты

– 0,09

Сумма идентифицированных сое-
динений

0,66 1,25

Содержание фенольных  соедине-
ний по Фолину-Чокальтеу

1,79 2,20

Содержание экстрактивных ве-
ществ 

1,87 2,23

Примечание: * помеченные вещества обсчитывались по 
калибровке для хлорогеновой кислоты, все остальные – 
для кофейной кислоты.

Note: * the marked substances were calculated by calibration 
for chlorogenic acid, all others – for caffeic acid.

Далее были проведены испытания на лабора-
торных животных с экспериментальным систем-
ным воспалительным процессом. Согласно полу-
ченным данным, в группе контрольных животных, 
которым внутривенно вводили апирогенный изо-
тонический раствор хлорида натрия (0,9 %) не 
было установлено достоверных изменений глубо-
кой температуры тела (Тгт) и разницы температур 
(δ, °С) на протяжении всего времени регистрации 
(рисунок 1). 

Тгт экспериментальных животных контрольной 
группы варьировала в диапазоне +37,88(±0,14) °С, 
что не выходило за пределы значений нормы для 
крыс (см. рисунок 1).

При регистрации температуры тела у живот-
ных, которым интрагастрально вводили экстракт 
полыни однолетней, достоверных изменений тем-
пературного паттерна отмечено не было. Показатели 
температуры тела крыс в течение эксперимента фик-
сировали в пределах δ ±0,32 °С, что соответствовало 
нормальным показателям температуры у животных 

и не имело достоверных отличий от фоновых зна-
чений и значений температуры у животных кон-
трольной группы (см. рисунок 1). 

Рисунок 1 – Изменение разницы температур (δ, °С) 
у здоровых животных до и после интрагастрального 

введения субстанций на основе растительных экстрак-
тов Artemisia annua (№ 1) и A.vulgaris (№2) (сплошной 

стрелкой указано время введения исследуемых 
веществ); *р < 0,05

Figure 1 – Change in temperature difference (δ, °С) in 
healthy animals before and after intragastric 

administration of substances based on plant extracts 
Artemisia annua (№1) и A.vulgaris (№2)  (solid arrow 

indicates the time of administration of the test 
substances); *р < 0,05

Полученные экспериментальные данные по-
зволяют заключить, что интрагастральное введе-
ние субстанций на основе растительных экстрак-
тов у здоровых экспериментальных животных не 
вызывает изменений температурного паттерна.

Внутривенное введение липосахарида E.coli 
в дозе 50 мкг/кг экспериментальным животным 
вызывало развитие полифазного фебрильного от-
вета (рисунок 2). 

Пик I фазы наблюдали через 10 мин после инъ-
екции липополисахарида E.coli, отмечали досто-
верный (p < 0,05) подъем (в среднем на 0,85 °С по 
сравнению с фоновыми значениями) глубокой тем-
пературы тела (Тгт(I)) до +38,55(±0,08) °С.

Пик II фазы регистрировали на 160-й минуте 
мониторинга: увеличение Тгт(II) до +38,57(±0,23) °С 
(в среднем на 0,88 °С по сравнению с фоновыми 
значениями) (p < 0,05) (см. рисунок 2).

Мониторинг глубокой температуры тела крыс, 
получавших внутрижелудочно экстракт трансфор-
мированных корней полыни однолетней и через 
40 мин – внутривенно липополисахарид E.coli 
в дозе 50 мкг/кг показал, что исследуемое вещество 
не оказывало выраженного действия на первую 
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фазу фебрильного ответа (регистрировали подъем 
температуры в среднем на 0,58 °С по сравнению 
с фоновыми значениями). Период второй фазы ли-
хорадочного ответа по временным и температур-
ным изменениям был ослаблен, после чего темпе-
ратура тела экспериментальных животных возвра-
щалась к нормальным значениям (см.рисунок 2).

Рисунок 2 – Изменение разницы температур (δ, °С) 
у крыс, вызванные интрагастральным введением 
субстанций на основе растительных экстрактов 

Artemisia annua (№1) и A. vulgaris (№2) с последую-
щим внутривенным введением LPS E. coli (сплошной 

стрелкой указано время введения исследуемых 
веществ; пунктирной стрелкой – время введения ЛПС 

E. coli); *р < 0,05

Figure 2 – Change in temperature difference (δ, °С) in rats 
caused by intragastric administration of substances based 

on plant extracts Artemisia annua (№1) и A. vulgaris
(№2) followed by intravenous administration of LPS 

E. coli (solid arrow indicates the time of administration of 
the test substances; dashed arrow indicates the time of 

administration of LPS E. coli); *р < 0,05

Внутрижелудочное введение экстракта транс-
формированных корней полыни обыкновенной 

и через 40 мин – внутривенное введение липо-
полисахарида E.coli в дозе 50 мкг/кг не оказы-
вало модулирующего эффекта температурного 
паттерна. Периоды первой и второй фаз лихора-
дочного ответа по временным и температурным 
изменениям были схожи с таковыми у животных, 
которым вводили только липосахарид (см. рису-
нок 2).

Заключение
Ультразвуковая экстракция трансформирован-

ных корней полыни однолетней и полыни обыкно-
венной была эффективной для извлечения феноль-
ных соединений. В полученных экстрактах опреде-
лено 8 соединений, в основном идентифицированы 
кофеилхинные кислоты и производные кофейной 
кислоты. 

Проведенное исследование действия экстрак-
тов полыни на глубокую температуру тела у крыс 
в норме и при системном воспалении позволяет 
заключить, что экстракты трансформированных 
корней оказывают модулирующее действие на тер-
морегуляторные реакции. 

Полученные в ходе экспериментов данные ука-
зывают на отсутствие выраженных изменений 
температурных паттернов у здоровых животных, 
интрагастрально получавших исследуемые суб-
станции. 

Внутрижелудочное введение экстракта транс-
формированных корней полыни однолетней за 
40 мин до системного введения липополисахари-
да E. сoli вызывает изменения паттерна фебриль-
ного ответа, а именно – ослабляет выраженность 
II фазы лихорадки.

Внутрижелудочное введение экстракта транс-
формированных корней полыни обыкновенной за 
40 мин до системного введения липополисахарида 
E. сoli не вызывает изменений в развитии фебриль-
ной реакции.
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Introduction. Artemisia annua and Artemisia vulgaris are known for their medicinal properties, which are 
associated with their composition. One of the promising ways to obtain pharmaceutical raw materials is the 
biotechnology of “hairy” roots, however, the substances obtained from transformed plants should be examined 
for the composition and activity.

Objective – to evaluate the composition of phenolic compounds in the extracts of the transformed roots, 
obtained using ultrasonic treatment, and to identify the anti-inflammatory effect of the extracts in the experiment 
in animals.

Materials and methods. The content of phenolic compounds and extractives was carried out according to 
generally accepted methods. The study of anti-inflammatory activity was performed on male Wistar rats. 

Results. Using ultrasonic treatment, extracts of transformed roots were obtained. The composition and 
content of phenolic compounds were determined. Tests were carried out on laboratory animals with an experimental 
systemic inflammatory process.

Conclusions. Ultrasonic extraction of transformed roots was effective in extracting phenolic compounds. 
The study of the effect of extracts on deep body temperature in rats in normal conditions and with systemic 
inflammation led to the conclusion that the biologically active substances of wormwood have a modulating effect 
on thermoregulatory reactions. 

Keywords: Artemisia annua, Artemisia vulgaris, ultrasonic extraction, anti-inflammatory activity.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЭКДИЗОНА В КАЧЕСТВЕ 
АНАБОЛИЧЕСКОГО СРЕДСТВА В СПОРТЕ: 

АНАЛИЗ ЛИТЕРАТУРЫ И РАСЧЕТЫ IN SILICO

В. С. Карпушенкова1, А. П. Столярчук1, Я. В. Фалетров1,2, И. И. Бойко1, В. М. Шкуматов1,2

1Учреждение образования «Белорусский государственный университет», 
г. Минск, Республика Беларусь;
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«Научно-исследовательский институт физико-химических проблем», 

г. Минск, Республика Беларусь

Введение. Экдизон и другие экдистероиды являются гормонами насекомых, однако могут ли они 
оказывать действие на клетки человека, взаимодействуя с рецепторами стероидных гормонов, является 
предметом дискуссий.

Цель исследования – провести in silico расчеты связывания экдизона с рецепторами стероидных 
гормонов с помощью докинга.

Материалы и методы. В работе использовали программное обеспечение Autodock Vina и FYTdock 
для моделирования, а также OriginPro для статистической обработки.

Результаты. При помощи расчетов in silico выявлено, что лучше всего экдизон связывается с глюко-
кортикоидными рецепторами; статистический анализ показал меньшую аффинность его связывания с ан-
дрогеновыми и эстрогеновыми рецепторами в сравнении с тестостероном и эстрадиолом.

Заключение. Анализ полученных результатов не позволяет сделать выводы об эффективности свя-
зывания экдизона с рецепторами стероидных гормонов, отвечающих за анаболический эффект, но пока-
зана высокая аффинность по отношению к глюкокортикоидным рецепторам. Постулируется необходи-
мость дальнейших расчетно-теоретических и экспериментальных исследований для выявления молеку-
лярных основ действия экдизона на организм человека и принципиальной возможности его использования 
как анаболического средства.

Ключевые слова: экдистероиды, анаболические средства, докинг.
Для цитирования. Использование экдизона в качестве анаболического средства в спорте: анализ 

литературы и расчеты in silico / В. С. Карпушенкова [и др.] // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – 
Т. 2, № 1(2). – С. 111–115.

ОБЗОРЫ / REVIEWS

Введение
Среди специализированных биологически ак-

тивных добавок к пище (БАД) встречается продук-
ция, содержащая экдистероиды, в описании кото-
рых отмечаются анаболические эффекты. Некото-
рые фирмы позиционируют экдизон на рынке как 
средство для набора мышечной массы. Произво-
дители таких БАД описывают следующие эффек-
ты экдистероидов: анаболический – синтез сокра-
тительных белков мышечных клеток, антикатабо-
лический – предотвращение распада белка, 
метаболический – ускорение сжигания жиров, 
влияние на углеводный обмен – снижение сахара 
в крови, ускорение компенсации гликогена после 
тренировки. Помимо того, по их словам, экдизон 
мягко стимулирует синтез гормона роста в гипо-
физе и повышает уровень свободного тестостеро-

на за счет его высвобождения из связи с SHBG 
(глобулин, связывающий половые гормоны), при-
ем препарата ведет к росту выносливости и сило-
вых показателей, укреплению связок, суставов 
и сухожилий, а также экдизон способствует перерас-
пределению нутриентов в организме. Обещается, 
что добавка повышает адаптационные способности 
организма: нормализуются показатели липидного 
обмена, снижается уровень холестерина и сахара 
в крови, улучшается работа печени, сердца, сосу-
дов (см., например, https://eviro-sport.by/catalog/
povyshenie-testosterona/westpharm_test/861/).

В научной литературе есть данные, что ана-
болический эффект экдистероидов может быть 
опосредован его связыванием с эстрогеновым 
рецептором (ER) [1, 2]. Показано, что экдисте-
рон может оказывать сильный гипертрофиче-
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ский эффект на волокна камбаловидной мышцы 
крысы, превышающий таковой для метандиено-
на, эстрадиендиона и селективного модулятора 
андрогеновых рецепторов (SARM) S-1; экспери-
менты по молекулярному докингу подтвердили 
опосредованное ERβ действие экдистерона [1]. 
Важно отметить, что за анаболические фармако-
логические эффекты таких БАД также могут 
быть ответственны не только экдистероиды, но 
и полигидроксилированные стероиды типа брас-
синостероидов и витаферин А растений [3]. 
В научной работе [4] показано, что экдизон про-
являет аффиность к минералокортикоидным ре-
цепторам, отрицательно действуя на работу почек, 
а в работе [5] проводили исследование влияния 
экдизона на различные клетки млекопитающих. 
По данным всемирного антидопингового аген-
ства WADA, в качестве допингового анаболиче-
ского средства в соревновательный и внесорев-
новательный период аналог экдизона – экди-
стерон – был запрещен к применению только 
в 2022 [6].

Таким образом, согласно нашим данным, суще-
ствует достаточно небольшое число научных публи-
каций, которые в деталях и достоверно описывают 
перечень и механизмы реализации анаболического 
и других фармакологических эффектов экдизона на 
организм человека, эффективность его действия в ка-
честве анаболика и безопасность применения. С дру-
гой стороны, структуры большинства рецепторов 
стероидных гормонов и других белков, доказанно 
способных опосредовать анаболический эффект, 
определены и присутствуют в свободном доступе 
(база данных PDB: https://www.rcsb.org/).

Следовательно, современный метод расчетов 
in silico, известный как молекулярный докинг 
(моделирование взаимодействия низкомолеку-
лярных веществ с белками), может быть применен 
для расчетно-теоретического глобального анализа 
возможности взаимодействия экдистероидов со 
стероидными рецепторами; программа FYTdock 
для организации и анализа результатов докинга 
[8], осуществляемого при помо-
щи программы Autodock Vina [9], 
является эффективным инстру-
ментом для проведения такого 
анализа.

Цель исследования – провести 
in silico молекулярный докинг эк-
дизона с множеством структур ан-
дрогеновых, эстрогеновых и глю-
кокортикоидных рецепторов 
и статистическую обработку ре-
зультатов.

Материалы и методы
Докинг проводили с использованием програм-

мы Autodock Vina [9]; процесс докинга в режиме 
обратного виртуального скрининга и анализ ре-
зультатов проводили при помощи программы-по-
мощника FYTdock [8]. Файлы трехмерных струк-
тур белков были взяты из базы данных PDB. Оце-
нивали параметр аффинности – автоматически 
рассчитываемую Autodock Vina энергию связыва-
ния (Eсв, ккал/моль). При помощи оригинальной 
программы FYTdock организовывали расчеты и ге-
нерировали информацию об аминокислотном 
окружении (в таблицах указываются только 
16 остатков или меньше). Статистический анализ 
проведен по значениям рассчитываемых величин 
энергий связывания с использованием программы 
Origin 2018.

Результаты и их обсуждение
Для in silico исследования биологической ак-

тивности экдизона был проведен докинг для вы-
борки из 580 структур белков, отобранных из базы 
данных PDB. В качестве лигандов были взяты эк-
дизон, а также стероидные гормоны человека те-
стостерон и эстрадиол для контроля (рисунок 1). 

Полученные в результате докинга значения Есв
для каждого типа рецептора и лиганда были проа-
нализированы с применением методов математи-
ческой статистики, что представлено в таблице 1 
и на рисунке 2.

Представленные результаты свидетельствуют 
в пользу того, что экдизон хуже связывается с ан-
дрогеновыми и эстрогеновыми рецепторами 
в сравнении с эстрадиолом и тестостероном (вели-
чины Есв для взаимодействий экдизона больше та-
ковых для стероидных гормонов). Эстрадиол и те-
стостерон взяты как контрольные лиганды, связы-
вающиеся со своими природными мишенями: 
эстрадиол – с эстрогеновыми рецепторами, тесто-
стерон – с андрогеновыми. Согласно WADA, тесто-
стерон официально признан допинговым сред-
ством с анаболическим эффектом [6]. Для некото-
рых структур эстрогеновых рецепторов 

Рисунок 1 – Структуры эстрадиола (I), тестостерона (II), 
экдизона (III) и гидрокортизона (IV)

Figure 1 – Structures for estradiol (I), testosterone (II), 
ecdysone (III) and hydrocortisone (IV)
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наблюдаются случаи сравнимо хороших значений 
Есв для экдизона – они достигают значений таковых 
для эстрадиола, однако статистический анализ по-
казывает, что такие значения составляют малую 
часть выборки. Важно отметить, что для структур 
андрогеновых рецепторов получено широкое рас-
пределение значений Есв в случае тестостерона, что 
делает затруднительным корректное сравнение эф-

фективности связывания его и экдизона. Исходя из 
минимальных значений Есв, экдизон лучше взаимо-
действует с глюкокортикоидными рецепторами, 
чем с андрогеновыми. Это указывает на риск раз-
вития состояний, опосредуемых активацией глю-
кокортикоидных рецепторов (отечность, усиление 
катаболизма белков) [9], что может привести к ни-
велированию преимуществ анаболического эффек-

Таблица 1 – Данные, полученные в ходе статистической обработки значений энергий связывания (ккал/моль) 
лигандов с рецепторами

Table 1 – Data obtained during statistical processing of values of binding energies (kcal/mol) of ligands with receptors

Рецептор
(число структур) Лиганд Среднее Максимум Минимум Медианное

Андрогеновый
(80)

экдизон –7,5 –6,8 –8,8 –7,5
эстрон –9,1 –6,9 –11,2 –9,05
тестостерон –9,1 –6,8 –11,2 –8,9
гидро-кортизон –7,1 –6,3 –10,8 –6,9

Экстрогеновый
(356)

экдизон –7,2 –4,6 –10,1 –7,1
эстрон –9,6 –4,3 –11,9 –9,9
тестостерон –9,6 –4,3 –11,9 –9,9
гидро-кортизон –7,5 –4,7 –10,0 –7,2

Глюкокортикоидный
(47)

экдизон –7,3 –6,0 –10,2 –7,5
эстрон –8,2 –6,2 –11,0 –7,4
тестостерон –8,1 –6,2 –10,9 –7,6
гидро-кортизон –7,7 –6,2 –11,5 –7,0

Примечание: жирным выделено значение для соответствующей пары гормон-рецептор.
Note: the value for the corresponding hormone-receptor pair is highlighted in bold.

Рисунок 2 – Статистический анализ значений энергий 
связывания (ккал/моль) для лигандов – экдизона (EC), 

эстрогена (ES) и тестостерона (T)

Figure 2 – Statistical analysis of binding energy values 
(kcal/mol) for ligands – ecdysone (EC), estrogen (ES) and 

testosterone (T)
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та вследствие активации эстрогеновых рецепторов. 
Согласно нашим данным, впервые на уровне in 
silico показана возможность экдизона связываться 
с глюкокортикоидными рецепторами, хотя для 
20-Hydroxyecdysone было экспериментально пока-
зано нивелирование резорбции костной ткани, вы-
зываемой глюкокортикоидами [10].

Заключение
Данные научной литературы показывают воз-

можность эффективного взаимодействия экдисте-
роидов с эстрогеновыми и минералокортикоидны-
ми рецепторами. На данный момент не найдено 
информации о включении экдизона в список до-
пинговых анаболических средств WADA, хотя его 
производное – экдистерон – включен в него 
в 2022 г. Возможность реализации анаболического 
эффекта экдизона связывают с его взаимодействи-
ем с эстрогеновыми рецепторами. Проведенное 
нами расчетно-теоретическое исследование взаи-
модействия экдизона с андрогеновыми, эстрогено-
выми и глюкокортикоидными рецепторами с при-
влечением методов статистики показало, что:

1) экдизон способен связываться с андрогено-
выми и эстрогеновыми рецепторами, однако аф-

финность его связывания согласно средним вели-
чинам Есв значительно хуже таковой для их при-
родных лигандов – тестостерона и эстрадиола 
соответственно; 

2) среди указанных белков экдизон проявил 
большую аффинность к глюкокортикоидным ре-
цепторам согласно минимальным значениям Есв
для отдельных структур. Развитие состояний, 
опосредуемых активацией глюкокортикоидных 
рецепторов (отечность, усиление катаболизма 
белков), приведет к нивелированию преиму-
ществ усиления активации эстрогенового рецеп-
тора, способного опосредовать анаболические 
эффекты. Принимая во внимание возможность 
реализации анаболического и других эффектов 
экдизона на организм человека через реализа-
цию взаимодействий с другими белками-мише-
нями, например, ферментами биосинтеза стерои-
дов, постулируется необходимость дальнейших 
расчетно-теоретических и экспериментальных 
исследований взаимодействия экдизона с белка-
ми человека. На данный момент наши расчет-
но-теоретические данные не подтверждают воз-
можность его использования как эффективного 
и безопасного анаболического средства. 
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Introduction. Ecdysone and other ecdysteroids are insect hormones, but whether they can act on human 
cells by interacting with steroid hormone receptors is a matter of debate.

Objective – perform in silico calculations of ecdysone binding to steroid hormone receptors using docking. 
Materials and methods. We used Autodock Vina and FYTdock software for modeling, as well as OriginPro 

for statictics.
Results. Using in silico calculations, it was found that ecdysone binds best to glucocorticoid receptors; 

statistical analysis showed a lower affinity for its binding to androgen and estrogen receptors in comparison with 
testosterone and estradiol.

Conclusions. Analysis of the obtained results does not allow us to draw conclusions about the effectiveness 
of ecdysone binding to steroid hormone receptors responsible for the anabolic effect, but a high affinity for 
glucocorticoid receptors is shown. The need for further computational,theoretical and experimental studies is 
postulated to reveal the molecular basis of the action of ecdysone on the human body and the fundamental 
possibility of its use as an anabolic agent.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ МОРФИНОВОЙ 
ИНТОКСИКАЦИИ

А. Г. Виницкая, В. В. Лелевич
Учреждение образования «Гродненский государственный медицинский университет», 

г. Гродно, Республика Беларусь

Введение. Использование животных в научных целях является давней практикой в области медици-
ны и биологических исследований. В экспериментальной наркологии наиболее часто используется морфин 
и некоторые другие опиоиды. 

Цель исследования – анализ основных животных моделей морфиновой интоксикации, применяемых 
в лабораториях при изучении патогенеза опийной наркомании. 

Материалы и методы. Использовались научные публикации, депонированные в библиотечных базах 
данных Medline, Elibrary.ru и National Library of Medicine, посвященные экспериментальному изучению 
морфиновой интоксикации.

Результаты. Разработаны эффективные модели морфиновой интоксикации, позволяющие изучить 
метаболические сдвиги в тканях на разных стадиях развития опийной наркомании. 

Заключение. Достигнут значительный прогресс в разработке моделей морфиновой интоксикации, 
условно позволяющих экстраполировать на человеческую популяцию. 

Ключевые слова: морфин, животные модели, морфиновая зависимость. 
Для цитирования. Виницкая, А. Г. Экспериментальные модели морфиновой интоксикации / А. Г. Ви-

ницкая, В. В. Лелевич // Биохимия и молекулярная биология. – 2023. – Т. 2, № 1(2). – С. 116–119.

Введение
Использование животных в научных целях яв-

ляется как давней практикой в области биологиче-
ских исследований и медицины, так и предметом 
частых споров в научном сообществе. Поразитель-
ное анатомическое и физиологическое сходство 
между человеком и животными, особенно млеко-
питающими, побуждает исследователей исследо-
вать широкий спектр механизмов и оценивать но-
вые методы лечения животных, прежде чем при-
менить их открытия к людям [1]. 

В настоящее время накоплен большой фактиче-
ский материал о применении лабораторных жи-
вотных для изучения биологических эффектов 
алкоголя и опиоидных наркотиков (морфина, 
героина) [2, 3]. Несмотря на то что лабораторные 
животные со смешанным фенотипом не идеальны 
для отражения истинной человеческой ситуации, 
грызунов часто используют для моделирования 
отдельных проявлений наркотической интоксика-
ции, включая острую интоксикацию, контролируе-
мое и неконтролируемое потребление, синдром 
зависимости или состояние абстиненции [3]. 

Морфин является естественным алкалоидом 
опийного мака и особо опасным наркотическим 
средством, разрешенным к контролируемому обо-
роту в Республике Беларусь. В клинической прак-
тике морфин используется для купирования выра-
женного болевого синдрома  [4, 5]. Однако статус 

легального наркотического средства и специфиче-
ские фармакологические свойства сделали мор-
фин доступным инструментом для проведения 
метаболических исследований у подопытных жи-
вотных [6]. 

Цель исследования – обзор основных живот-
ных моделей морфиновой интоксикации, приме-
няемых в лабораториях при изучении патогенеза 
опийной наркомании. 

Материалы и методы
Объектом исследования явились научные пу-

бликации, депонированные в библиотечных базах 
данных Medline, Elibrary.ru и National Library of 
Medicine и посвященные экспериментальному 
изучению опийной (морфиновой) интоксикации. 
Поиск работ проводился по ключевым словам 
«морфин», «животные модели», «метаболиче-
ские эффекты» и некоторым другим. Было про-
анализировано более 200 статей, опубликованных 
за последние 30 лет.

Результаты и их обсуждение
Экспериментальное изучение опийной (морфи-

новой) интоксикации известно с 1970-х годов. 
В дальнейшем были разработаны различные моде-
ли морфиновой интоксикации на крысах в зависи-
мости от целей, поставленных исследователями. 
Так, механизмы формирования толерантности и от-
дельные поведенческие эффекты опиоидов изуча-
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ют на моделях самовведения наркотиков. Для мо-
делирования ситуаций с формированием зависи-
мости от опийных наркотиков и абстинентного 
синдрома разработаны схемы полупринудительно-
го или принудительного введения морфина беспо-
родным крысам и мышам [6–12]. 

Модели самовведения наркотиков (self-
administration models) основаны на подкрепляю-
щих свойствах наркотических веществ, способ-
ствующих добровольному желанию повторить 
употребление препарата. В моделях такого рода 
животным предоставляется выбор между исследуе-
мым веществом и нейтральным или положитель-
ным стимулом (физиологический раствор, раствор 
сахарозы или корм) [2, 3]. 

Модели полупринудительного введения мор-
фина. В экспериментах такого рода морфин пре-
доставляется животным с кормом или в водных 
растворах с сахарозой в качестве единственного 
источника питья или пищи. Существенным недо-
статком полупринудительного метода является 
присутствие специфического привкуса у раствора 
морфина, что приводит к разделению животных на 
группы с разным предпочтением к потребляемому 
препарату [3]. 

Принудительное введение морфина в орга-
низм животного происходит посредством подкож-
ных, внутривенных или внутрибрюшинных инъ-
екций [2, 3]. Считается, что степень поглощения 
лекарственного препарата, поступающего в орга-
низм, изменяется следующим образом: внутривен-
ное > внутрибрюшинное > внутримышечное > 
подкожное > оральное. В связи с этим у мелких 
лабораторных животных, таких как крысы или 
мыши, наиболее предпочтительно внутрибрюшин-
ное введение препарата [2]. В настоящее время 
активно используются схемы внутрибрюшинного 
введения морфина крысам для моделирования 
острой, хронической морфиновой интоксикации 
и морфинового абстинентного синдрома.

Острая морфиновая интоксикация. Одно-
кратное введение опиоидов крысам приводит к до-
зозависимым эффектам на скорость потребления 
кислорода и глюкозы в прилежащем ядре и вен-
тральной области покрышки – структурах ЦНС, 
ответственных на эйфорические и подкрепляю-
щие эффекты наркогенов [7]. В нашем исследова-
нии мы использовали однократные внутрибрюшин-
ные инъекции 1%-го морфина гидрохлорида кры-
сам в дозах 10, 20 и 40 мг/кг массы животного. 
Введение таких доз морфина приводило к разно-
направленным сдвигам в активности ферментов 
метаболизма ГАМК – от активации при введении 
низкой дозы до угнетения активности при приме-
нении высокой дозы препарата [6]. 

Хроническая морфиновая интоксикации.  
Долговременные эффекты морфиновой интокси-
кации и процесс формирования физической зави-
симости изучаются на животных моделях, предус-
матривающих продолжительное введение нарко-
тика. В литературе описаны два экспериментальных 
режима морфиновой интоксикации, которые отно-
сятся к хроническому и прерывистому введению 
наркотика [8–10]. Мы использовали схему хрони-
ческого введения морфина путем внутрибрюшин-
ного введения 1%-го раствора морфина гидрохло-
рида на протяжении 7, 14 и 21 дней. Препарат 
вводился 2 раза в сутки (с интервалом 12 ч) в сум-
марной дозе, возрастающей от 20 до 40 мг/кг мас-
сы в сутки [8].

Прерывистая морфиновая интоксикация
представляет собой разновидность субхрониче-
ской интоксикации, при которой периоды введе-
ния наркотика прерывались периодами времени, 
в течение которых морфин полностью или частич-
но элиминировался из организма. В работе 
T. Le Marek et al. (2011) «прерывистый» режим вве-
дения морфина был основан на ежедневном, одно-
кратном введении наркотика в одно и то же время 
в дозе 20 мг/кг на протяжении 7 суток [10]. Мы 
использовали вариант прерывистой морфиновой 
интоксикации, основанный на циклическом, вну-
трибрюшинном введении крысам 1%-го раствора 
морфина гидрохлорида в увеличивающихся дозах 
от 30 до 40 мг/кг. При этом морфин вводили по 
схеме «4 суток морфин + 3 суток отмена» с повто-
рением нескольких таких циклов [9]. 

Модели морфинового абстинентного синдро-
ма (МАС). Целью таких экспериментов является 
изучение поведенческих, биохимических отклоне-
ний при отмене потребления. Другим применени-
ем такого рода экспериментов является преклини-
ческое тестирование соединений, используемых 
или планируемых к использованию в наркологи-
ческой практике [11].

Продолжительность и интенсивность абсти-
нентных проявлений у крыс после продолжитель-
ной морфиновой интоксикации напрямую зависит 
от наличия дополнительных стимулов после ли-
шения наркотика [11]. В зависимости от методоло-
гии и целей эксперимента, МАС может быть спон-
танный, возникающий в отсутствие любых стиму-
лов, условный или обусловленный. Так, признаки 
условной абстиненции могут возникнуть у мор-
фин-зависимых животных, подвергаемых стрессо-
вой реакции в виде громкого звукового сигнала 
или световых бликов. Было показано, что морфин-
зависимые крысы демонстрируют симптом «отря-
хивания мокрой собаки», когда их помещают 
в среду, где они ранее испытывали стресс [12].
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В моделях обусловленной абстиненции пове-
денческие признаки МАС возникали у крыс по-
сле внутрибрюшинного введения антагонистов 
опиоидов, в основном, налоксона или налтрек-
сона. Такой способ моделирования абстинентно-
го синдрома не требовал долговременного лише-
ния животных наркотика, поскольку вызывал 
интенсивные поведенческие и физиологические 
реакции непосредственно после введения анта-
гониста за счет блокирования мю-опиоидных 
рецепторов [11, 12]. 

Заключение
Анализ библиографических баз данных свидетель-

ствует о значительном прогрессе в разработке живот-
ных моделей опийной интоксикации. Большинство 
исследователей использует грызунов и введение им 
морфина как легального и доступного наркотического 
средства и естественного алкалоида снотворного 
мака. Накоплено множество данных о метаболиче-
ских нарушениях, возникающих в тканях на разных 
стадиях развития опийной зависимости, которые мож-
но экстраполировать на человеческую популяцию. 
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EXPERIMENTAL MODELS OF MORPHINE INTOXICATION
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Intriduction. The use of animals for scientific purposes is both a longstanding practice in medicine and 
biological research. Morphine and other legal opioids are widely used in experimental studies of addiction. 

Objective – analysis of the main animal models being used in laboratories in the study of the pathogenesis 
of opiate addiction. 

Materials and methods. We used the library databases Medline, Elibrary.ru and National Library of Medicine 
for searching up publications, devoted to the experimental study of morphine intoxication. 

Results. Effective models of morphine intoxication were developed and applied, that allow to study metabolic 
disturbances in tissues at different stages of development of opiate addiction.

Conclusions. Considerable progress has been achieved in the working out of animal models of morphine 
intoxication, which conditionally provide extrapolation to the human population. 
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS, PROMISING 
FOR USE IN MEDICAL PRACTICE 
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Introduction. Today, antibiotics are widely used as antimicrobial agents. However, the development of 
resistance of pathogenic and opportunistic microorganisms to antibiotics determines the search for new antimicrobial 
drugs among herbal remedies.

Objective – to evaluate the composition and antimicrobial activity of plant extracts, as well as their therapeutic 
possibilities in the treatment of conditions associated with a violation of the anatomical integrity of the skin.

Conclusion. These days it has become known how many plants have an important role in the medicinal and 
therapeutic fields, as plant parts were used in many civilizations during ancient and modern times. Already in 
ancient times, boxwood was used as a medicinal plant as a remedy for coughs, gastrointestinal diseases, as well 
as chronic fevers, such as malaria. As a remedy against malaria, it is supposedly comparable in action to quinine. 
Due to their toxicity, boxwood preparations are rarely used these days, since they are very difficult to accurately 
dose. Overdose can lead to vomiting, seizures, and even death. Homeopaths still use boxwood as, ostensibly, 
a remedy for rheumatism. The presented review, including antibacterial and wound-healing properties, indicates 
the ambiguity and inconsistency of the research results. The more interesting will be the perceived results of further 
research in this direction.

Keywords: antimicrobial activity, plants extract, medicinal plants, properties.
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Introduction
Today, antibiotics are widely used as antimicrobial 

agents. However, the development of resistance of 
pathogenic and opportunistic microorganisms to 
antibiotics determines the search for new antimicrobial 
drugs among herbal remedies [1].

Raw materials of plant origin can serve as an 
almost inexhaustible source of biologically active 
substances (BAS), which in turn are used in various 
fields of modern industry [2]. In addition, 
phytopreparations, possessing a mild action and rare 
indication of allergic reactions, cause significantly 
fewer side effects [3]. This is especially true for the 
bacterial nature of the disease [4]

These plants have different pharmacological 
actions [5], which is especially important in the fight 
against microorganisms.

Even ancient Greek doctors noticed that evergreen 
boxwood has many unusual beneficial properties. 
Aphrodite’s flute was made from evergreen boxwood. 
From boxwood they prepared special amulets against 
evil forces, attributed to it the ability to ward off 
nightmares. The branches of the boxwood served as 
a symbol of longevity. In ancient times, boxwood was 
used as a medicinal plant for coughs, gastrointestinal 
diseases, and chronic fevers such as malaria. Currently, 
Boxwood is used only in folk medicine, although it 

has a hypotensive, diuretic, diaphoretic, antiseptic, 
antibacterial, analgesic, antipyretic, choleretic effect. 
The chemical composition of the plant and the possible 
therapeutic and prophylactic effects have not been 
studied enough [6].

Thus, given the insufficient data on the composition 
of the herbal extract of the Buxus plant and its use in 
folk medicine, we set the task to study the composition 
of the Buxus plant extract and its antimicrobial activity, 
therapeutic possibilities in the treatment of conditions 
associated with the violation of the anatomical 
integrity of the skin covers.

Purpose of scientific review – to evaluate the 
composition and antimicrobial activity of plant 
extracts, as well as their therapeutic possibilities in the 
treatment of conditions associated with a violation of 
the anatomical integrity of the skin.

Plant extracts and components
These days it has become known how many plants 

have an important role in the medicinal and therapeutic 
fields, as plant parts (stems, roots, leaves, etc.) were 
used in many civilizations during ancient and modern 
times [7].

Coriandrum sativum (L.) (Umbelliferae-Apiaceae)
(coriander, cilantro) was introduced to Chinese 
cooking and medicine around AD 600, since when it 
has been known as hu, ‘foreign’. In the Chinese 
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Materia Medica , it was recommended for certain 
types of non-pathogenic food poisoning caused by 
decaying matter. The parts of the coriander used are 
its leaves, seeds and oil. The fresh leaves and ripe 
seeds have quite different aromas and uses. Both the 
leaves and seeds are rich in volatile oils that act mainly 
on the digestive system, stimulating the appetite and 
relieving irritation. They also act as an expectorant. 
The oil is fungicidal and bactericidal. The, leaves are 
widely used to flavor food, especially in the Middle 
East, and southeast Asia. The seeds are also an 
ingredient of curries and pickling spices, and bakery 
products. Medicinally, coriander is used internally for 
minor digestive problems, and externally for 
hemorrhoids and painful joints (seeds). Seeds reduce 
griping in laxative preparations based on Rheum 
officinale and Cassia angustifolia. The oil adds to the 
flavor of gin, vermouth and Chartreuse, and is also 
prized in perfumery the plant Juniperus oxycedrus (L.) 
(Cupressaceae) (juniper) is a Mediterranean plant, it 
is found in Thrace and many parts of Anatolia. A drug 
made from J. oxycedrus is called Pix Juniperi (T.K.) 
(Juniper Tarry, Oleum cadinum). Pix Juniperi shows 
a powerful antiseptic effect and is used externally in 
the field of dermatology for mange, eczema and curing 
oily hair. It is found in soaps and in pomades with the 
aim of curing alopecia. Various junipers are used 
medicinally for example, native North Americans use 
it to treat a wide range of conditions, from kidney 
complaints to dandruff and syphilis. Various parts such 
as the fruits, seeds and oil of the juniper are used [8].

In ancient Mesopotamia herbal medicine and other 
pharmaceuticals were ubiquitously used tools of as 
physicians. Some treatments were likely based on 
empirically discovered characteristics of the 
ingredients used, while others were less based in 
effectiveness and more based in the attribution of 
superstitious or symbolic qualities. A Sumerian 
cuneiform tablet from c. 3000 BCE details fifteen 
pharmaceutical prescriptions, though it lacks the 
context that would be provided by the names of the 
associated diseases or the amounts of the ingredients. 
The elements of the treatments are faunal, botanic, and 
mineral: sodium chloride (salt), potassium nitrate 
(saltpeter), milk, snakeskin, turtle shell, cassia, myrtle, 
asafetida, thyme, willow, pear, fig, fir, and date. All 
parts of plant anatomy were utilized: branches, roots, 
seeds, bark, sap, and branches.

Opiates were another class of botanical medicine 
that was utilized by the ancient Mesopotamians: 
narcotics were derived from Cannabis sativa (hemp), 
Mandragora spp. (mandrake), Lolium temulentum
(darnel), and Papaver somniferum (opium). There is 
evidence that opium poppies were definitely present 

in Sumeria by 3000 BCE, but they were probably 
reserved for use by ashipu and priests in healing 
temples, and they were used in conjunction with 
hemlock as euthanasia. Clearly the pharmacopeia of 
Mesopotamia was elaborate even in Sumerian times, 
and the unnamed writer of the prescription tablet knew 
the correlation between illnesses and prescriptions 
without having to name the illnesses [9].

Medical uses of plants extract
As nature is rich with different plants, researchers 

have focused their attention towards plant extracts as 
an alternative to synthetic drugs to be applied in the 
clinical setting.

It has been widely reported that plant extracts such 
as essential oils contain various bioactive compounds 
which are responsible for bioactivities, such as 
antimicrobial, anticancer, and anti-inflammatory 
agents [10].

Antimicrobial activity 
Antimicrobial use has been common practice for 

at least 2000 years. Ancient Egyptians and ancient 
Greeks used specific molds and plant extracts to treat 
infection.

The ethanolic extract of Sphareranthu hirtus
exhibited a higher effect of the antimicrobial activity 
than the hot water extract .Also it was active against 
multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa and 
enterohemorrhagic E. coli 0157 EHEC [11].

The date palm tree from the African region, which 
has been tested for its antibacterial activity and has 
been reported to have activity against 
Enterobacteriaceae, such as pathogenic strains of 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhi, and Proteus mirabilis, but, other than E. coli and 
K. pneumonia strains, date palm trees from the Middle 
East have yet to be tested for antibacterial activity 
against other Enterobacteriaceae.The leaves of date 
palm have been shown to exhibit antimicrobial activity 
against both Gram-positive and Gram-negative 
bacteria.

The anti microbial property of a plant extract is 
determined by the presence of compounds such as 
phenols, tannins, flavonoids, terpenoids, and saponins, 
and the methanol extract of plants has been recorded 
to contain high amount of these compounds.

Major groups of antimicrobial compounds from 
plants

Plants have an almost limitless ability to synthesize 
aromatic substances, most of which are phenols or 
their oxygen-substituted derivatives [12]. Most are 
secondary metabolites, of which at least 12,000 have 
been isolated, a number estimated to be less than 10% 
of the total . In many cases, these substances serve as 
plant defense mechanisms against predation by 
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microorganisms, insects, and herbivores. Some, such 
as terpenoids, give plants their odors; others (quinones 
and tannins) are responsible for plant pigment. Many 
compounds are responsible for plant flavor (e.g., the 
terpenoid capsaicin from chili peppers), and some of 
the same herbs and spices used by humans to season 
food yield useful medicinal compounds [13].

a) Phenolics and Polyphenols
Dates (Phoenix dactylifera) have been identified to 

exhibit antimicrobial activity and anti-inflammatory 
response from various parts of the tree, such as the 
fruit and seeds, due to the presence of phenolic 
compounds and flavonoids.

Other than the date palm, the phytochemical 
analysis of figwort (Scrophularia sp.) plant extract 
from various showed that the extracts contain phenolic 
compounds, which is attributed to the antimicrobial 
activity.

Catechol and pyrogallol both are hydroxylated 
phenols, shown to be toxic to microorganisms. 
Catechol has two 2OH groups, and pyrogallol has 
three. The site(s) and number of hydroxyl groups on 
the phenol group are thought to be related to their 
relative toxicity to microorganisms, with evidence that 
increased hydroxylation results in increased toxicity.

The mechanisms thought to be responsible for 
phenolic toxicity to microorganisms include enzyme 
inhibition by the oxidized compounds, possibly 
through reaction with sulfhydryl groups or through 
more nonspecific interactions with the proteins [14], 
Phenolic compounds act on the bacteria by altering the 
permeability of the plasma membrane of bacterial 
cells, altering enzymes in the cells or through 
modifying the rigidity of the cell wall; this results in 
the loss of integrity in the cell membrane.

The common herbs tarragon and thyme both 
contain caffeic acid, which is effective against viruses, 
bacteria, and fungi.

Quinones
Quinones are aromatic rings with two ketone 

substitutions. They are ubiquitous in nature and are 
characteristically highly reactive. In addition to 
providing a source of stable free radicals, quinones are 
known to complex irreversibly with nucleophilic 
amino acids in proteins, often leading to inactivation 
of the protein and loss of function. For that reason, the 
potential range of quinone antimicrobial effects is 
great. Probable targets in the microbial cell are surface-
exposed adhesins, cell wall polypeptides, and 
membrane-bound enzymes. Quinones may also render 
substrates unavailable to the microorganism. As with 
all plant-derived antimicrobials (6).

Flavones, flavonoids, and flavonols
Flavones are phenolic structures containing one 

carbonyl group (as opposed to the two carbonyls in 

quinones). The addition of a 3-hydroxyl group yields 
a flavonol.

Flavonoids also are hydroxylated phenolic 
substances known to be synthesized by plants in 
response to microbial infection and they have been 
found to be antimicrobial substances against wide 
array of microorganisms in vitro [3]. Their activity is 
probably due to their ability to complex with 
extracellular and soluble proteins and to complex with 
bacterial cell wall [15].

Delineation of the possible mechanism of action of 
flavones and flavonoids is hampered by conflicting 
findings. Flavonoids lacking hydroxyl groups on their 
b-rings are more active against microorganisms than 
are those with the 2OH groups; this finding supports 
the idea that their microbial target is the membrane. 
Lipophilic compounds would be more disruptive of 
this structure. However, several authors have also 
found the opposite effect; i.e., the more hydroxylation, 
the greater the antimicrobial activity. This latter 
finding reflects the similar result for simple phenolics 
(see above). It is safe to say that there is no clear 
predictability for the degree of hydroxylation and 
toxicity to microorganisms.

Catechins, the most reduced form of the C3 unit in 
flavonoid compounds, deserve special mention. These 
flavonoids have been extensively researched due to 
their occurrence in oolong green teas. It was noticed 
some time ago that teas exerted antimicrobial activity 
and that they contain a mixture of catechin compounds. 
These compounds inhibited in vitro Vibrio cholerae
O1, Streptococcus mutans, Shigella , and other bacteria 
and microorganisms.

b) Terpenoids and Essential Oils
The fragrance of plants is carried in the so called 

quinta essentia, or essential oil fraction. These oils are 
secondary metabolites that are highly enriched in 
compounds based on an isoprene structure. They are 
called terpenes, their general chemical structure is 
C10H16.

Terpenoids are synthesized from acetate units, and 
as such they share their origins with fatty acids. They 
differ from fatty acids in that they contain extensive 
branching and are cyclized. Examples of common 
terpenoids are methanol and camphor (monoterpenes) 
and farnesol and artemisin (sesquiterpenoids).

Terpenenes or terpenoids are active against 
bacteria, fungi, viruses, and protozoa. In 1977, it was 
reported that 60 % of essential oil derivatives examined 
to date were inhibitory to fungi while 30 % inhibited 
bacteria [16].

The mechanism of action of terpenes is not fully 
understood but is speculated to involve membrane 
disruption by the lipophilic compounds.
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c) Alkaloid
Heterocyclic nitrogen compounds are called 

alkaloids. The first medically useful example of an 
alkaloid was morphine. Codeine and heroin are both 
derivatives of morphine. Berberine is an important 
representative of the alkaloid group. It is potentially 
effective against trypanosomes and plasmodia. The 
mechanism of action of highly aromatic planar 
quaternary alkaloids such as berberine and harmane is 
attributed to their ability to intercalate with DNA. 

d) Lectins and Polypeptides
Peptides which are inhibitory to microorganisms 

were first reported in 1942. They are often positively 
charged and contain disulfide bonds. Their mechanism 
of action may be the formation of ion channels in the 
microbial membrane or competitive inhibition of 
adhesion of microbial proteins to host polysaccharide 
receptors. Recent interest has been focused mostly on 
studying anti-HIV peptides and lectins, but the 
inhibition of bacteria and fungi by these 
macromolecules, such as that from the herbaceous 
Amaranthus, has long been known.

Others
Many phytochemicals not mentioned above have 

been found to exert antimicrobial properties. there are 
reports of antimicrobial properties associated with 
polyamines (in particular spermidine), isothiocyanates, 
thiosulfinates, and glucosides.

Polyacetylenes deserve special mention. Estevez-
Braun et al. isolated a C17 polyacetylene compound 
from Bupleurum salicifolium, a plant native to the 
Canary Islands. The compound, 8S-heptadeca-
2(Z),9(Z)-diene-4,6-diyne-1,8-diol, was inhibitory to 
S. aureus and B. subtilis but not to gram-negative 
bacteria or yeasts (8). Acetylene compounds and 
flavonoids from plants traditionally used in Brazil for 
treatment of malaria fever and liver disorders have 
also been associated with antimalarial activity.

Anti-Cancer and Anti-Tumor Activity
Plant extracts from the Middle East are known to 

have anti-cancer and anti-tumor properties, with the 
added ability to also enhance the immune system and 
induce apoptosis among carcinoma cells [17].

The anti-cancer and anti-tumor activities in the 
plant extract are due to the presence of various groups 
of compounds, such as alkaloids, diterpenes, 
diterpenoquinone, purine-based compounds, lactonic 
sesquiterpene, proteins, and macrolides.

A total of 7500 plant extracts were screened for in 
vitro anticancer activity against a panel of three human 
cell lines and the results showed that the largest 
number of plant specimens in that study was from the 
family Asteraceae, which is rich in sesquiterpene 
lactones [18].

Anti-Inflammation and Anti-Diabetic Activity
Anti-inflammation is an important aspect which 

enhances the immune system of the host when the host 
is invaded by pathogens. However, inflammation may 
cause diseases such as heart disease, diabetic, cancer, 
and arthritis. This issue can be overcome by consuming 
a diet which includes flavonoids and phenolic 
compounds that possess antioxidant activities. Plant 
extracts isolated from the Middle East region have 
exhibited anti-inflammation and anti-diabetic 
properties, which aid in enhancing the immune system 
of the host.

Cactus has been identified to have anti-diabetic 
properties due to the presence of compounds such as 
linoleic acid (polyunsaturated fatty acid), oleic acid 
(monounsaturated fatty acid), vitamins such as 
tocopherols and vitamin K1, sterols, and carotenoids.

Plant extract synthesized nanoparticals
The use of plant extracts for making metallic 

nanoparticles is inexpensive, easily scaled up and 
environmentally benign. It is especially suited for 
making nanoparticles that must be free of toxic 
contaminants as required in therapeutic applications. 
The plant extract based synthesis can provide 
nanoparticles of a controlled size and morphology. In 
medicine, nanoparticles are being used as antimicrobial 
agents in bandages, for example. Applications in 
targeted drug delivery and clinical diagnostics are 
developing [19].

Even though the importance of plants for 
nanoparticles synthesis was realized and also reported 
since 2004, the number of publications on plant extract 
synthesized nanoparticles is steadily being increased 
from 2009 and the maximum number of papers was 
published in 2012 and 2013 with 54 and 74 publications 
[20, 21, 22, 23, 24].

Boxwood (Latin Búxus) is a genus of plants of the 
Boxwood family

Boxwood (Búxus) is a genus of plants of the 
Boxwood family, slow-growing evergreen shrubs and 
trees that grow to a height of 2 to 12 m (occasionally 
up to 15 m). The Latin name of the genus comes from 
ancient Greek. Πύξος - bux, boxwood, borrowings 
from an unknown language [25].

Distribution and ecology
Boxwoods are very unpretentious plants: they grow 

on scree, on the edges of forests, in shrubs and dark 
deciduous forests. Very shade-tolerant, but also 
thermophilic. In nature, they live on slightly acidic soils.

There are three large areas:
African – in forests south of Equatorial Africa and 

Madagascar,
Central American - in the tropics and subtropics 

south of northern Mexico and Cuba (25 species); 
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American species are the largest-leaved plants of the 
genus, often reaching the size of medium-sized trees 
(up to 20 m),

Euro-Asian - from the British Isles through 
Southern Europe, Asia Minor and Western Asia, 
Transcaucasia, China to Japan and Sumatra.

Meaning and application
Boxwood is one of the oldest ornamental plants 

used for landscaping and ornamental horticulture 
(often called Buxus). Valued for its dense, beautiful 
crown, shiny foliage and the ability to tolerate a haircut 
well, which allows you to create hedges and curbs 
from them, as well as bizarre shapes that retain their 
shape for a long time.

Catholics, as well as Orthodox Christians of 
Georgia, decorate their homes with boxwood branches 
on Palm Sunday.

Boxwood is a kernelless ripe woody breed. Dried 
boxwood has a uniform matte color from light yellow 
to waxy color, which darkens little over time, and 
a homogeneous structure with narrow annual layers. 
The vessels are small, solitary, not visible to the naked 
eye. The core rays are almost invisible in the cuts. The 
wood tastes a little bitter, there is no particular smell.

Boxwood is the hardest and densest wood found in 
Europe. Its density is from 830 kg / m³ (absolutely dry) 
to 1300 kg / m³ (freshly cut), and its hardness is from 
58 N / mm² (radial) to 112 N / mm² (end). In terms of 
strength, boxwood is superior to hornbeam [26].

Medicine
Already in ancient times, boxwood was used as 

a medicinal plant as a remedy for coughs, 
gastrointestinal diseases, as well as chronic fevers, 
such as malaria. As a remedy against malaria, it is 
supposedly comparable in action to quinine. Due to 
their toxicity, boxwood preparations are rarely used 
these days, since they are very difficult to accurately 
dose. Overdose can lead to vomiting, seizures, and 
even death. Homeopaths still use boxwood as, 
ostensibly, a remedy for rheumatism.

Poisonous properties
All parts of the plant and especially the leaves are 

poisonous. Boxwood contains about 70 alkaloids, 
including cycllubuccin D. In the leaves and bark, the 
alkaloids content is about 3 %. The lethal dose of 
cyclobuxin D for dogs is 0.1 mg per kilogram of body 
weight when taken orally.

According to the site The Plant List, the genus 
contains 104 species (Buxus spp).

Chemical composition of boxwood
Boxwood (buxus) is rich in alkaloids. These 

substances have long been used in medicine and not 
only. Many alkaloids have both a therapeutic effect 
(vincristine is an antitumor) and a psychostimulating 
or narcotic (caffeine, cocaine).

In all parts of the boxwood (root, leaves, shoots and 
even bark) there are about 70 alkaloids, which have 
different effects on the human body. The main ones are 
cyclocoreanin B, cyclobuxin D, buxin, parabuxin, 
buxipin. Boxwood leaves contain approximately 3 % 
of these substances. This percentage is considered 
high and is valued in folk medicine [27].

In addition to alkaloids, boxwood contains 
bioflavonoids (regulate the action of enzymes and 
restore body cells), resins, essential oils and tannins 
(have antimicrobial effects).

Boxwood (buxus): medicinal properties and 
contraindications

The rich chemical composition provides the 
beneficial properties of boxwood.

The content of a significant amount of alkaloids in 
the composition play an important role in the treatment 
of arterial hypertension and heart diseases: arrhythmias 
and myocardial ischemia.

Tannins in the structure of the buxus provide 
antibacterial and antiseptic action. Oil - celery - also 
has a strong antimicrobial effect.

The presence of bioflavonoids in the composition 
regulates the action of enzymes and ensures the 
restoration of body cells.

The phytoncides released by the plant destroy 
viruses, bacteria and various harmful microorganisms 
in the air.

In folk medicine, buxus is used for:
– elevated temperature;
– inflammation of the gallbladder and bile ducts;
– cardiovascular diseases (arrhythmias and 

ischemia). For diseases of the heart and blood vessels, 
sagan-daila is also indicated for use;

– diseases of the urinary tract;
– joint pain;
– non-healing wounds and abrasions;
– baldness and seborrhea.
Contraindications
Treatment with boxwood and taking funds based 

on it is contraindicated in: pregnancy at all stages, 
lactation period, tendency to allergic reactions, 
individual plant intolerance, complicated heart 
diseases, asthma, stomach and duodenal ulcers [28].

Means based on boxwood should be used with 
caution and avoid overdose, otherwise it is fraught 
with severe poisoning, which may accompany 
diarrhea, vomiting, hyperemia, convulsions and 
respiratory arrest. Exceeding the dose is dangerously 
fatal due to suffocation [29].

Conclusions
The presented analytical review on the assessment 

of antibacterial and wound healing properties of plant 
extracts indicates the ambiguity and inconsistency of 
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the research results. The more interesting will be the 
perceived results of further research in this direction.

Currently, plant extracts should be considered as 
promising components in the fight against bacterial 
infection and the treatment of wounds (skin lesions), 
which requires further scientific research.
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АНТИМИКРОБНАЯ АКТИВНОСТЬ ЭКСТРАКТОВ 
РАСТИТЕЛЬНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ, ПЕРСПЕКТИВНЫХ 

ДЛЯ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ В МЕДИЦИНСКОЙ ПРАКТИКЕ

Джаббар Мустафа Салех Джаббар
Республиканское научно-исследовательское унитарное предпритие 

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

Введение. В настоящее время антибиотики широко используются в качестве противомикробных 
средств. Однако развитие резистентности патогенных и условно-патогенных микроорганизмов к антибио-
тикам определяет поиск новых противомикробных препаратов среди фитопрепаратов.

Цель научного обзора – оценить состав и антимикробную активность растительных экстрактов, 
а также их терапевтические возможности при лечении состояний, связанных с нарушением анатомической 
целостности кожи.

Заключение. В наши дни стало известно, как много растений играют важную роль в медицине и те-
рапии, поскольку части растений использовались во многих цивилизациях в древние и современные 
времена. Уже в древности самшит использовали в качестве  лекарственного растения как средство от 
кашля, желудочно-кишечных заболеваний, а также хронических лихорадок, например малярии. Как сред-
ство от малярии он якобы сравним по действию с хинином. Из-за своей токсичности препараты самшита 
в наши дни применяются редко, так как их очень трудно точно дозировать. Передозировка может привести 
к рвоте, судорогам и даже смерти. Гомеопаты до сих пор используют самшит якобы как средство от рев-
матизма. Представленный обзор об антибактериальных и ранозаживляющих свойствах растительных 
экстрактов, свидетельствует о неоднозначности и противоречивости результатов исследований. Тем инте-
реснее будут воспринимаемые результаты дальнейших исследований в этом направлении.

Ключевые слова: антимикробная активность, экстракт растений, лекарственные растения, свойства.
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2 января 2023 года отмечено значимой датой 
для биохимической науки республики – 80-летний 
юбилей известного ученого-биохимика, доктора 
биологических наук, профессора Александра 
Александровича Чиркина.

Мы рады поздравить Александра Александро-
вича с этой знаменательной датой. Сложно оце-
нить огромный многолетний труд и бесценный 
научный опыт, который вложен профессором 
А. А. Чиркиным в развитие биохимической науки 
в Беларуси, в совершенствование образования мо-
лодого поколения, в подготовку научных кадров 
в области биомедицинской химии и молекулярной 
биологии.

Александр Александрович Чиркин – ученый, 
учитель, педагог, автор 810 научных публикаций, 
в том числе 31 монографии по специальности «Био-
химия» и «Биология», включая «Клинический ана-
лиз лабораторных данных», учебники «Биохимия», 
«Биохимия филогенеза и онтогенеза», является ав-
тором 40 рационализаторских предложений, 11 ав-
торских свидетельств и патентов.

Профессор А. А. Чиркин подготовил 2 докто-
ров наук, 25 кандидатов наук, 40 магистров. Более 
90 учащихся, с которыми он работал, – победители 
и призеры олимпиад по биохимии и молекулярной 
биологии.

Вся биография Александра Александровича не-
разрывно связана с научно-педагогической деятель-
ностью в нашей стране: родился в г. Слуцке Мин-
ской области в 1943 году. В 1965 году с отличием 

УЧЕНЫЕ БЕЛАРУСИ / SCIENTISTS OF BELARUS

К 80-ЛЕТИЮ СО ДНЯ РОЖДЕНИЯ 
ПРОФЕССОРА АЛЕКСАНДРА АЛЕКСАНДРОВИЧА ЧИРКИНА

закончил лечебный факультет Витебского медицин-
ского института. В 1968 г. защитил кандидатскую 
диссертацию «Возрастные особенности обмена 
веществ и некоторых метаболических реакций на 
алиментарную нагрузку липидами у крыс разного 
возраста», а в 1979 году – докторскую диссертацию 
«Метаболические реакции организма на различные 
варианты ультразвукового воздействия».

С 1983 года А. А. Чиркин заведовал кафедрой 
биохимии Витебского государственного медицин-
ского института, с 2002 года – заведующий кафе-
дрой химии учреждения образования «Витебский 
государственный университет имени П. М. Маше-
рова». С 2015 г. – профессор кафедры химии 
и естественно-научного образования факультета 
химико-биологических и географических наук Ви-
тебского государственного университета имени 
П. М. Машерова.

Значимые научные достижения профессора 
А. А. Чиркина:

– созданы теория и практика амплитудно-моду-
лированного ультразвука, разработана концепция 
радиационно-индуцированного атеросклероза (ре-
зультат 35-летних исследований состояния обмена 
веществ у участников ликвидации последствий 
аварии на ЧАЭС, исследований по развитию мета-
болического синдрома у населения Витебской об-
ласти);

– разработаны возрастные нормы биохимиче-
ских показателей жителей Беларуси, опубликован 
комплекс оригинальных статей по биохимии спор-
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та и монография по биохимии спорта в пубертат-
ном периоде, запатентован препарат для коррек-
ции инсулинорезистентности в эксперименте.

В области научной-педагогической деятельно-
сти нельзя не отметить предложенную профессо-
ром А. А. Чиркиным оригинальную концепцию 
подготовки биологов по специализации «Биохи-
мия», издание учебника по биологической химии 
для студентов биологических специальностей, 
разработанный комплекс учебных пособий по био-
химии для студентов первой и второй ступеней 
высшего образования.

Александр Александрович – идейный вдохно-
витель и непосредственный участник создания 
кластера «Союз медицинских, фармацевтических 
и научно-образовательных организаций «Медици-
на и фармацевтика – инновационные проекты».

Профессор А. А. Чиркин внес значимый вклад 
в восстановление и развитие в Республике Бела-
русь общественного объединения «Белорусское 
общество биохимиков и молекулярных биологов». 
Неоднократно как председатель конкурсной ко-
миссии оценивал работы и награждал молодых 
биохимиков «За лучшую научную работу». Алек-
сандр Александрович тесно сотрудничает с Инсти-
тутом биохимии биологически активных соедине-
ний Национальной академии наук Беларуси.

Профессор А. А. Чиркин – Лауреат Государ-
ственной премии Республики Беларусь, отмечен 
нагрудными знаками «Отличник здравоохране-
ния», «Отличник образования», «Изобретатель 
СССР». Имеет Почетное звание «Человек года Ви-
тебщины – 2018» и медаль Франциска Скорины за 
многолетний плодотворный труд, высокий про-
фессионализм, заслуги в развитии сферы образо-
вания и науки (2020), нагрудный знак отличия Ви-
тебского государственного университета имени 

П. М. Машерова «За адзнаку», награжден Почет-
ной грамотой Высшей аттестационной комиссии 
Республики Беларусь за многолетнюю плодотвор-
ную работу по подготовке и аттестации научных 
и научно-педагогических кадров высшей квалифи-
кации.

Коллектив Института биохимии биологически 
активных соединений Национальной академии 
наук Беларуси, члены Белорусского общества био-
химиков и молекулярных биологов искренне по-
здравляют уважаемого Александра Александрови-
ча Чиркина с Юбилеем!

Ваше огромное трудолюбие, высокий научный 
и педагогический профессионализм, Ваша удиви-
тельная мудрость, доброжелательность, умение 
помочь, поддержать и быть рядом в сложную ми-
нуту вызывают восхищение и уважение. Мы бла-
годарим Вас за Ваше нестандартное понимание 
и трактовку наших научных результатов, представ-
ленных в кандидатских и докторских диссертаци-
ях, за Ваши глубокие отзывы и рецензии на наши 
авторефераты, диссертации, монографии, которые 
нас радовали и озадачивали, помогали осознать 
себя участником большой биохимической науки. 
Спасибо за Ваше служение биохимической науке 
и огромный вклад в ее развитие!

Мы гордимся Вами, учимся у Вас и желаем Вам 
доброго здоровья и долголетия! Новых творческих 
идей и успехов во всех Ваших делах и начинаниях! 
С Юбилеем Вас!

Коллектив сотрудников
Института биохимии

биологически активных соединений
Национальной академии наук Беларуси
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ке, должны содержать информацию о статье на бе-
лорусском (русском) языке); 

• основной текст статьи; 
• благодарности: если присутствует информа-

ция о финансировании (поддержке грантами про-
ектов и т. п.), ее следует давать на русском (бело-
русском) и английском языках под заголовками 
«Благодарности» («Падзякі»), «Acknowledgements»;

• конфликт интересов (в случае его отсут-
ствия необходимо указать: «Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов»);

• список цитированных источников;
• список цитированных источников в роман-

ском алфавите («References»);
• сведения об авторах на русском и англий-

ском языках: для каждого автора следует указать 
фамилию, имя и отчество (полностью), звание, 
должность, место работы с указанием полного 
адреса, адрес электронной почты, личный иденти-
фикатор ORCID (Open Researcher and Contributor 
ID). Для оперативной связи с редакцией указыва-
ется контактный номер телефона ответственного 
автора (в журнале не публикуется). Образец 
оформления статьи размещен на сайте журнала.

4. Основной текст статьи должен быть четко 
структурированным: введение, цель исследования, 
материалы и методы, результаты и их обсуждение, 
заключение (выводы). В русско- и белорусскоя-
зычных статьях подрисуночные подписи, заголов-
ки и примечания таблиц следует делать на двух 
языках – русском (белорусском) и английском. 
В подрисуночных подписях не должно быть аббре-
виатур. Внутририсуночные обозначения подписы-
ваются цифрами или латинскими буквами. Если 
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рисунки ранее уже публиковались, необходимо 
указать оригинальный источник и представить 
письменное разрешение на их воспроизведение от 
держателя прав на публикацию. Рисунки представ-
ляются отдельными файлами (.tif, .jpg) с разреше-
нием не менее 300 dpi. 

5. В клинических и экспериментальных рабо-
тах в разделе «Материалы и методы» необходимо 
указание на соответствие принципам эксперимен-
тальной и клинической биоэтики. Редакция вправе 
потребовать от авторского коллектива информа-
цию об утверждении протокола исследования в 
этическом комитете с обязательным указанием 
названия комитета (и организации, при котором 
комитет создан), даты и номера протокола заседа-
ния, на котором проведение исследования было 
одобрено. Раздел «Материалы и методы» должен 
содержать подробное изложение используемой ап-
паратуры и методик исследования, критерии отбора 
животных и больных, количество и характеристику 
пациентов, с разбивкой их по полу и возрасту, если 
это требуется для исследования. Обязательно указы-
вается принцип разбиения пациентов на группы, а 
также дизайн исследования. Следует назвать все 
используемые в ходе работы лекарственные пре-
параты и химические вещества, включая их меж-
дународное непатентованное (общепринятое) на-
звание, дозы, пути введения.

6. Список цитированных источников (для ори-
гинальных статей – не более 25 источников, для 
обзоров – не более 50 источников) оформляется в 
соответствии с требованиями Высшей аттестаци-
онной комиссии Республики Беларусь, предъявля-
емых к диссертационным работам (приказ ВАК от 
25.06.2014 № 159 (в редакции приказа ВАК 
08.09.2016 № 206). Цитированная литература при-
водится общим списком по мере упоминания, 
ссылки в тексте даются порядковым номером в 
квадратных скобках (напр., [1]); ссылки на неопу-
бликованные работы не допускаются). В список 
цитируемой литературы рекомендуется включать 
преимущественно работы, опубликованные в тече-
ние последних 5–7 лет, за исключением редких и 
высокоинформативных работ. Не рекомендуется 
ссылаться на тезисы конференций, съездов, учеб-
ники, учебные и методические пособия, справоч-
ники, неопубликованные работы, рукописи авто-
рефератов диссертаций или сами диссертации.

7. Список цитированных источников в роман-
ском алфавите («References»). Библиографиче-
ское описание оформляется в соответствии со 
стандартом National Library of Medicine (http://
www.nlm.nih.gov/citingmedicine). Статья, опубли-
кованная на латинице (английском, немецком и 
др.) описывается на оригинальном языке; статья, 

опубликованная на кириллице (русский, белорус-
ский, украинский язык) транслитерируется: http://
translit.net. Название цитируемой работы указы-
вается в транслитерации, а затем на английском 
языке (если есть официальный перевод) в ква-
дратных скобках. Название цитируемого изда-
ния (журнала) указывается в транслитерации, а 
затем на английском языке (если есть официаль-
ный перевод) в квадратных скобках. Не допуска-
ется сокращение названия русскоязычного журна-
ла. Названия иностранных журналов могут пред-
ставляться в сокращенном варианте в соответствии 
с каталогом названий базы данных MEDLINE 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals). 
Если журнал не индексируется в MEDLINE, необ-
ходимо указывать его полное название. В описа-
нии статьи приводятся фамилии и инициалы всех 
(!) авторов. При наличии у цитируемого источни-
ка DOI (цифрового идентификатора объекта) его 
в обязательном порядке необходимо указать в 
конце библиографической ссылки.

8. Статья должна иметь сопроводительное 
письмо (образец размещен на сайте журнала), под-
писанное руководителем учреждения, в котором 
выполнена работа, а также экспертное заключение 
о возможности опубликования материалов в печа-
ти. В сопроводительном письме должно быть ука-
зано, является ли данная статья исследованием, 
выполненным в рамках диссертационной работы.

9. Статья и сопроводительные документы могут 
быть направлены на бумажном носителе в 2 экзем-
плярах в адрес редакции (230009, пл. Тызенгау-
за, 7, г. Гродно, Республика Беларусь, Институт 
биохимии биологически активных соединений 
Национальной академии наук Беларуси, редакция 
журнала «Биохимия и молекулярная биология»). 
Электронный вариант статьи обязателен и направ-
ляется по адресу journal@ibiochemistry.by с помет-
кой «Статья в журнал "Биохимия и молекулярная 
биология"» и указанием фамилии первого автора. 
Статья должна быть подписана всеми авторами.

10. Направление в редакцию ранее опублико-
ванных или уже принятых к печати в других изда-
ниях работ не допускается. За направление в редак-
цию уже ранее опубликованных статей или статей, 
принятых к печати другими изданиями, ответ-
ственность несут авторы. Не принимаются статьи 
с нарушением правил и норм гуманного обращения 
с биологическими объектами исследований. 

11. Все научные статьи, поступившие в редак-
цию журнала, проходят обязательное рецензиро-
вание. Рецензирование статей осуществляется 
членами редакционной коллегии, а также пригла-
шенными рецензентами.
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12. Если по рекомендации рецензента рукопись 
возвращается автору на доработку, датой посту-
пления считается день получения редакцией окон-
чательного варианта рукописи вместе с ответом на 
все замечания рецензента.

13. Редакция оставляет за собой право сокра-
щать и редактировать статьи. Рукописи, в которых 
будут обнаружены некорректные заимствования 
(плагиат), снимаются с рассмотрения.

14. Публикация статей осуществляется бес-
платно. Возможна публикация статей во внеоче-
редном порядке (за оплату, безналичный расчет, 
после согласования с редакцией).

15. Рассмотрение статей на предмет публика-
ции осуществляется после предоставления копии 
квитанции о подписке на журнал. Статьи реклам-
ного характера и иные виды рекламной информа-
ции публикуются после предварительной оплаты.








