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ВВЕДЕНИЕ 
 

 
Изменение концентрации активных форм кислорода (АФК) – 

важное явление, регулирующее ответ клетки на действие многих фи-
зических и химических факторов: от регуляции физиологических 
процессов до повреждения биомолекул и структур. Эффект действия 
АФК в живых системах зависит от типа и концентрации присутст-
вующих в среде антиоксидантов, проявляющих, в отличие от акцеп-
торов электронов – окислителей, свойства восстановителей или доно-
ров электронов [1, 2, 205]. Согласно современному определению, 
«окислительный стресс – это дисбаланс между оксидантами и антиок-
сидантами в пользу оксидантов, ведущий к нарушению редокс-
сигнализации и контроля и/или к повреждению макромолекул» [2,  
с. 98]. Основными источниками АФК являются митохондрии и эндо-
плазматический ретикулум. Известно, что O2

.–
 образуется за счет 

утечки электронов из комплексов 
 
I, II, III электронтранспортной цепи 

(ЭТЦ) переноса электронов к молекулярному
 
кислороду [24–26]. Спо-

собны к генерации АФК многие митохондриальные ферменты, в ча-
стности аконитаза (ACO) и

 
α-кетоглутаратдегидрогеназа, пируватде-

гидрогеназа, а также глицерол-3-фосфатдегидрогеназа, моноаминоок-
сидазы A и B, дигидрооротатдегидрогеназа и цитохром b5 редуктаза 
[27–30, 37]. Внутримитохондриальные метаболиты O2

.–
, H2O2, NO и

 

ONOO
–
 являются прооксидантами, потенциально приводящими к 

окислительному
 
стрессу [18, 47]. Кислородные радикалы и иные АФК 

вызывают модификации белков, нуклеиновых кислот и мембранных 
липидов [54]. Окисление высоконенасыщенных ацильных цепей фос-
фолипидов мембран снижает их сродство к цитохрому c (syt-c) и ос-
вобождает его в свободном состоянии. Это в сочетании с повышением 
проницаемости

 
внешней митохондриальной мембраны к проапопто-

тическим членам семейства белков Bcl-2 приводит к выходу цитохро-
ма c

 
в цитозоль, формированию апоптосом и активации

 
каскада кас-

паз, достигающей высшей точки при апоптозе [64]. АФК участвуют в 
запуске аутофагии чрезмерно поврежденных

 
органелл, например, пе-

роксисом, эндоплазматической сети
 
и митохондрий [68, 69]. Увеличе-

ние образования АФК в покоящейся митохондрии представляет угро-
зу для этой органеллы

 
и, соответственно, для жизнеспособности клет-

ки, поскольку это приводит к открытию каналов митохондриальной 
мембраны, что сопровождается нарушением митохондриального мем-
бранного

 
потенциала и дальнейшим увеличением генерации электрон-

транспортной цепью АФК [25, 31, 32]. Достаточно детально изучен 
многофакторный и многоэтапный процесс взаимосвязи окислительно-
го стресса с повреждением ДНК – влияние «кластогенных факторов» 
на цитогенетические показатели клеток [87–89]. 
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Антиоксидантная система (АОС) выполняет защитную и регуля-
торную функции: инактивирует свободные радикалы, защищает орга-
низм от воздействия неблагоприятных факторов и является регулято-
ром постоянства внутренней среды организма. Нарушение функции 
АОС сопровождается дисбалансом про/антиоксидантного гомеостаза, 
индукцией окислительного стресса и развитием необратимых патоло-
гических изменений в организме. Антиоксиданты делят на экзогенные 
и эндогенные [103].  

В последние десятилетия интенсивно разрабатывается проблема 
антиоксидантной защиты организма. В рамках этого наименее изу-
ченным является вопрос о составе и реактивности эндогенных анти-
оксидантов при развитии окислительного стресса. Эндогенная АОС 
включает временные элементы, по сути, ксенобиотики, поступившие с 
пищей как вторичные метаболиты растений (полифенолы, биофлаво-
ноиды и др.) или искусственно синтезированные антиоксидантные 
препараты (витамины С, А, Е, бета-каротин, «химические ловушки» 
АФК и др.), а также продукты экспрессии антиоксидантных генов и 
регуляторы их экспрессии (транскрипционные факторы, эндогенные 
энхансеры и сайленсеры и др.). Решение вопроса об эндогенных анти-
оксидантах требует достаточно обширных исследований и носит меж-
дисциплинарный характер [2, 4, 12, 205]. На первых этапах целесооб-
разно найти природный объект, имеющий эволюционно отобранный 
механизм эндогенной антиоксидантной защиты, расшифровка которо-
го может стать матрицей для создания препаратов целенаправленного 
воздействия на эндогенную АОС других организмов. Исследование 
этого вопроса на данном этапе решения может включать эксперимен-
ты на доступных и позволяющих получить адекватную информацию 
объектах: исследование состава и биологической активности гемо-
лимфы куколок дубового шелкопряда (донор эндогенной АОС) и изу-
чение биологической активности ее на клеточных и тканевых моделях 
(акцепторы компонентов эндогенной АОС).  

В связи с вышеизложенным целью настоящей работы явилось 
создание на основе выявленного химического состава содержимого 
куколок дубового шелкопряда композиций антиоксидантов и опреде-
ление биохимических эффектов их действия на нормальные, транс-
формированные клетки и тканевые системы. 

В ходе исследования были поставлены следующие задачи: 
1. Охарактеризовать компоненты антиоксидантного комплекса 

гемолимфы куколок дубового шелкопряда и ее фракций. 
2. Оценить действие гемолимфы и ее фракций на эритроциты и 

нейтрофильные лейкоциты крови человека, лимфоциты тканей крыс, 
фибробласты кожи человека, стволовые клетки жировой ткани крысы 
и трансформированные клетки линии Hep G2. 
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3. Установить возможные биохимические механизмы воздействия 
гидрофильных компонентов куколок дубового шелкопряда на эндоген-
ные антиоксидантные системы других живых объектов и разработать 
новые способы практического применения экстракта куколок и искусст-
венных аминокислотных смесей на основе фракций их гемолимфы. 

Объекты исследования: жидкое содержимое куколок, экстракт 
куколок, фракции гемолимфы куколок дубового шелкопряда (китай-
ской дубовой павлиноглазки) (Antheraea pernyi G.-M.), искусственные 
аминокислотные композиции. Выбор объектов исследования обуслов-
лен необходимостью установления природы продуктов гистолиза, от-
вечающих за антиоксидантную активность. Это позволит применять 
их для предупреждения или уменьшения биохимических проявлений 
стресса на клеточном и тканевом уровнях других организмов. В рабо-
те использованы объекты четырех уровней сложности: 1) нативная 
гемолимфа куколок дубового шелкопряда (ГКДШ), содержащая весь 
комплекс продуктов гистолиза; 2) экстракт куколок дубового шелко-
пряда (ЭКДШ), полученный трехкратным кипячением с 0,9% раство-
ром NaCl, содержащий термостабильные низкомолекулярные вещест-
ва; 3) фракции гемолимфы, полученные методом гель-фильтрации на 
сефадексе G25 fine, в результате чего отделение полимерных молекул от 
мономерных происходит без термического воздействия; 4) созданные 
искусственные аминокислотные композиции на основе качественного и 
количественного состава аминокислот во фракциях гемолимфы.  

Изучали химический состав содержимого куколок шелкопряда и 
его цитотоксичность; биохимические механизмы действия гемолимфы и 
ее фракций; генерацию активных форм кислорода нейтрофилами; пока-
затели окислительного стресса; экспрессию генов синтеза стрессовых 
белков растений (β-глюкозидазы, фосфолипазы D и фитохрома А). 

Предмет исследования включает изучение природы жидкого со-
держимого куколок дубового шелкопряда, для чего использован ком-
плекс структурно-биохимических (хроматографических, спектро-
фотометрических, ферментативных, изотопных и цитохимических) и 
функционально-биохимических (хемилюминесцентный анализ ней-
трофильных лейкоцитов, спектр аминокислот лимфоцитов тканей, пе-
рекисное окисление липидов мембран эритроцитов, рост и метабо-
лизм фибробластов, клеток гепатомы Hep G2, стволовых клеток жи-
ровой ткани крыс, биохимические критерии окислительного стресса 
простых растительных тест-систем) методов. Этот комплекс предна-
значен для достижения фундаментального (механизмы образования и 
химического состава гемолимфы) и прикладного (обоснование анти-
оксидантных препаратов на ее основе) аспектов цели исследования. 

В результате исследования установлено, что гемолимфа куколок 
дубового шелкопряда формируется в процессе запрограммированной 
гибели клеток и в периоде диапаузы накапливает антиоксидантный 
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потенциал за счет разрушения макромолекул. Гемолимфа и ее фрак-
ции не оказывают цитотоксического действия на нормальные фибро-
бласты кожи. Лизин- и аргининсодержащие фракции гемолимфы ус-
коряют рост нормальных фибробластов кожи и растительных клеток. 
На трансформированные клетки (гепатома Hep G2) и недифференци-
рованные клетки (стволовые клетки жировой ткани крысы) фракции 
гемолимфы оказывают цитотоксическое и проапоптотическое дейст-
вие. Фракции, содержащие лизин, подавляют, а содержащие гистидин 
активируют включение меченного тимидина в ДНК клеток Hep G2. 
Эти аминокислоты играют важную роль в механизме смены фаз гис-
толиза и гистогенеза в процессе диапаузы. 

Антиоксидантное действие гемолимфы куколок дубового шелко-
пряда на несколько порядков превышает аналогичное действие гемо-
лимфы виноградных улиток, гомогената расплода пчел и экстрактов 
лекарственных растений. Противоокислительная активность выявлена 
во фракциях макромолекул, пептидов и низкомолекулярных биорегу-
ляторов. Гемолимфа и ее фракции подавляют образование активных 
форм кислорода при активации нейтрофильных лейкоцитов, стимуля-
ции перекисного окисления липидов в мембранах эритроцитов и дей-
ствии окислительного стресса в растительных тест-системах. Ее гид-
рофильные компоненты напрямую аффектируют зависимые от мие-
лопероксидазы реакции без повреждения цитоплазматических мем-
бран, а также посредством стимуляции каскадов внутриклеточной 
сигнализации (фосфатидил-инозитольный и липоксигеназные пути). 

Показано, что внутрижелудочное введение растущим крысам 
экстракта куколок дубового шелкопряда усиливает эндогенную анти-
оксидантную систему тканей за счет увеличения концентрации цис-
теина, таурина и цистатионина в лимфоцитах печени, селезенки и ти-
муса. Предварительная обработка семян экстрактом шелкопряда пре-
дупреждает развитие окислительного стресса на ранних этапах онто-
генеза растений за счет уменьшения образования продуктов перекисного 
окисления липидов и возможного модулирующего действия на экспрес-
сию генов стрессовых белков – β-глюкозидазы, фосфолипазы D и фито-
хрома A. Рост растений интенсифицируется аминокислотными смеся-
ми, созданными на основе фракций гемолимфы.  

За помощь и поддержку при выполнении работы автор выражает 
искреннюю благодарность доктору биологических наук, профессору 
А.А. Чиркину, доктору медицинских наук, профессору Е.О. Данченко, 
кандидату биологических наук, доценту И.И. Концевой. 

Опыты по изучению влияния гемолимфы и ее фракций на рост и 
биосинтез ДНК в культурах фибробластов и клеток Hep G2 проведены 
с использованием оборудования лаборатории медицинской биотехно-
логии НИИ биомедхимии РАМН имени В.Н. Ореховича (г. Москва) 
совместно с доктором биологических наук О.Ю. Абакумовой; иссле-
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дование проапоптотического действия веществ гемолимфы на ее 
клетки, на клетки жирового тела и стволовые клетки жировой ткани 
крыс осуществлены в ЦНИЛ БелМАПО (г. Минск) совместно с кан-
дидатом биологических наук М.М. Зафранской; хемилюминесцент-
ный анализ стимулированных нейтрофильных лейкоцитов при внесе-
нии гемолимфы и ее фракций, гомогената расплода пчел и лекарст-
венных растений реализован на оборудовании кафедры биофизики 
БГУ (г. Минск) совместно с кандидатом биологических наук Е.И. Ко-
валенко; влияние ЭКДШ на экспрессию генов 3-х растительных бел-
ков установлено в лаборатории группы молекулярной биологии рас-
тительной клетки Института биофизики и клеточной инженерии НАН 
Беларуси (г. Минск) совместно с кандидатом биологических наук  
Г.В. Ляхновичем, что отражено в совместных публикациях. 

Тема монографии соответствует приоритетным направлениям на-
учных исследований Республики Беларусь на 2011–2015 гг. («Супрамо-
лекулярная биология, химический синтез новых веществ и материалов с 
заданной структурой, функциональными и физико-химическими свой-
ствами. Новые химические продукты и технологии»; «Биологически ак-
тивные синтетические и природные соединения, биополимеры, биорегу-
ляторы, аминокислоты и их производные, наноструктурированные бел-
ки, нуклеиновые кислоты и их компоненты»).  

Работа выполнена на базе кафедры химии ВГУ имени П.М. Ма-
шерова в рамках ГПНИ «Природно-ресурсный потенциал» по теме за-
дания 5.2.22 «Оценка современного состояния биоразнообразия и ре-
сурсного потенциала Белорусского Поозерья как основа для его со-
хранения и рационального использования» (№ госрегистрации 
2011877); 2-х грантов БРФФИ: «Биохимическое обоснование и био-
технология антиоксидантных и бактериостатических препаратов из 
гемолимфы куколок китайского дубового шелкопряда» (№ госрегист-
рации 20092185, 15.04.2009 г. – 31.03.2011 г.); «Научное обоснование 
биотехнологии препаратов природного происхождения на основе 
биоресурсов Витебской области» (№ госрегистрации 20113642, 
15.04.2011 г. – 31.12.2012 г.); 2-х грантов Министерства образования: 
«Способ коррекции нарушений обмена веществ при моделировании 
инсулинорезистентности» (№ госрегистрации 20100705, 01.01.2010 г. – 
31.12.2010 г.); «Способ защиты растений от окислительного стресса, 
вызванного солями тяжелых металлов, путем использования гидро-
фильных компонентов куколок дубового шелкопряда» (№ госрегист-

рации 20121178, 01.01.2012 г. ‒ 31.12.2012 г.).  
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ГЛАВА 1  

АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

 

Формирование кислородной атмосферы на Земле в интервале 

1,9–1,7 млрд лет тому назад привело к развитию механизмов аэробно-

го превращения веществ, что позволило поднять биоэнергетику жи-

вых организмов на качественно новый уровень и существенно уско-

рить эволюционный процесс. Однако одновременно образовывались 

вредные для мембран и макромолекул свободнорадикальные продук-

ты, для обезвреживания которых формировались системы нефермен-

тативной и ферментативной антиоксидантной защиты [1, с. 8, 9]. Со-

гласно С.Н. Черенкевичу и соавт., основные типы окислителей в жи-

вых системах представлены производными метаболизма кислорода, 

для обозначения которых рекомендуется использовать термин «ак-

тивные формы кислорода», хотя существуют понятия «активные ме-

таболиты кислорода» (АМК) и «низкомолекулярные кислородные ин-

термедиаты». Изменение концентрации АФК – важное явление, регу-

лирующее ответ клетки на действие многих физических и химических 

факторов: от регуляции физиологических процессов до повреждения 

биомолекул и структур. Эффект действия АФК в живых системах за-

висит от типа и концентрации присутствующих в среде антиоксидан-

тов, проявляющих, в отличие от акцепторов электронов окислителей, 

свойства восстановителей или доноров электронов. Среди многих оп-

ределений антиоксидантов наиболее простой и точной является форму-

лировка Б. Халливела и Дж. Гаттериджа (2007 год): «Антиоксидант – 

любое вещество, которое задерживает, предотвращает или удаляет 

окислительное повреждение молекулы-мишени». В настоящее время 

участие АФК показано в патогенезе более чем 200 заболеваний и па-

тологических процессов (старение, дифференцировка клеток, экспрес-

сия генов и др.). Для оценки соотношения активных форм кислорода и 

антиоксидантов в 1985 году Х. Зисом был введен термин «окисли-

тельный стресс» – «нарушение баланса про- и антиоксидантов в поль-

зу первых», спустя 6 лет появилось существенное дополнение – 

«...которое может привести к повреждению». В 2006 г. Д. Джонс оп-

ределил окислительный стресс как нарушение редокс-сигнализации и 

контроля. Современная формулировка: «Окислительный стресс – это 

дисбаланс между оксидантами и антиоксидантами в пользу оксидан-

тов, ведущий к нарушению редокс-сигнализации и контроля и/или к 

повреждению макромолекул». Итак, в настоящее время повреждение 

биосистем может обсуждаться на основе свободнорадикальной или 

редокс-гипотез. Поскольку АФК и антиоксиданты следует рассматри-

вать как группу функционально связанных соединений, для их харак-
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теристики предложен термин «редокс-активные молекулы» [2, с. 94, 

98]. Исследования в области окислительного стресса имеют не только 

теоретическое значение, но и большой практический смысл, напри-

мер, в медицине [3]. 

 

1.1 Активные формы кислорода, их образование и анализ 

 

В основе многих заболеваний человека и животных лежат изме-

нения структурно-функциональных свойств белков, нуклеиновых ки-

слот, биомембран под действием факторов внешней среды физиче-

ской, химической, биологической природы. К таким факторам могут 

быть отнесены ионизирующее и УФ-излучение, токсины, яды, фарма-

кологические агенты, аллергены, патогенные микроорганизмы. В ка-

честве ключевых агентов в организме, обуславливающих развитие па-

тологии, могут выступать АФК [4–9]. Активные формы кислорода об-

ладают высокой реакционной способностью, коротким временем 

жизни, поэтому их непосредственный химический анализ практически 

невозможен. В таблице 1 приведены некоторые данные, характери-

зующие АФК.  

 

Таблица 1 – АФК в организмах млекопитающих: образование, 

свойства, утилизация [10] 

 
Форма АФК, 

время жизни, 

радиус  

действия 

Механизмы  

образования  

в живых системах 

Биологическое  

действие 
Ингибиторы 

Супероксид-

ный анион-

радикал, O2
.–
,  

10
-6

 с, 0,3 мкм 

Одноэлектронное вос-

становление кислоро-

да ксантиноксидазой, 

НАДФН-оксидазой 

фагоцитов, оксидаза-

ми аминокислот, об-

разование в цепи 

транспорта электро-

нов митохондрий и 

микросом, окисление 

гемоглобина 

Индукция перекисно-

го окисления липидов 

(ПОЛ), образование 

НО
 .

2, 
1
О2, НО

 .
, Н2О2, 

разрушение мембран 

эритроцитов, усиление 

пролиферации лимфо-

цитов, вазомоторное 

действие, регулятор-

ное действие 

Супероксид- 

дисмутаза 

(СОД), аскор-

биновая ки-

слота, церуло-

плазмин, глу-

татион, фено-

лы 

Пергидро-

ксильный  

радикал НО
 .

2, 

10
-3

 с, 10 мкм 

Присоединение Н
+
 к  

О2
.– 

в кислой среде, 

реакция с органиче-

скими пероксидами, 

промежуточный про-

дукт в реакциях вос-

становления флавинов 

с О2 

Индукция ПОЛ,  

цитотоксическое дей-

ствие, образование 

Н2О2 и О2
.–
 при взаи-

модействии с органи-

ческими молекулами 

Аскорбиновая 

кислота, моче-

вая кислота 

(МК), убихи-

нон, -токо-

ферол 
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Продолжение таблицы 1 

Пероксид во-

дорода Н2О2, 

стабилен 

Двухэлектронное вос-

становление кислоро-

да ксантиноксидазой 

и флавиновыми окси-

дазами, реакция дис-

мутации О2
.–
 с уча-

стием или без участия 

СОД  

Цитотоксическое 

действие, образова-

ние НО  в реакциях 

типа Фентоновской, 

локальное закисле-

ние среды, сосудо-

суживающее дейст-

вие, ингибирование 

пролиферации 

лимфоцитов 

Внутриклеточные 

каталаза (КТ) и 

глутатион-

пероксидаза, це-

рулоплазмин 

Гидроксиль-

ный радикал 

НО, 10
-9

 с, ме-

нее 10 нм 

Разложение Н2О2 ио-

нами металлов пере-

менной валентности 

(реакция Фентона), 

действие ионизирую-

щего излучения на 

Н2О 

Сильный окисли-

тель, индуцирую-

щий разрыв СН-

связей, индуктор 

ПОЛ, вызывает по-

вреждение белков, 

нуклеиновых ки-

слот, оказывает 

сильное цитотокси-

ческое, канцероген-

ное, мутагенное 

действие 

Одно- и много-

атомные спирты, 

аскорбиновая ки-

слота, мочевая 

кислота, тиомо-

чевина, урацил, 

диметил-

сульфоксид, ме-

латонин 

Синглетный 

кислород 
1
О2,  

10
-6

 с, 0,3 мкм 

Фотоиндуцированные 

реакции, сопутст-

вующий продукт в 

реакциях с пероксида-

зами, образуется при 

спонтанной дисмута-

ции О2
.–
   

Индукция ПОЛ, вы-

зывает повреждение 

белков, нуклеино-

вых кислот, оказы-

вает сильное цито-

токсическое и мута-

генное действие 

Каротиноиды, 

азиды, токофе-

рол, алкены, про-

изводные фурана, 

ароматические 

углеводороды, 

холестерин, гис-

тидин, аскорби-

новая и мочевая 

кислота 

Гипогалоиды, 

OCl
–
, OBr

–
, OI

–
  

 

Реакция с Н2О2, миело-

пероксидазой (МПО) 

лейкоцитов, перокси-

дазой эозинофилов, 

лактопероксидазой, 

тиреопероксидазой 

Индукция ПОЛ, вы-

зывает инактива-

цию ингибиторов 

протеаз, оказывает 

цитотоксическое 

действие 

Церулоплазмин, 

мочевая кислота, 

альбумин, ами-

нокислоты (ала-

нин, серин, ва-

лин, глицин) 

Пероксидный 

радикал RO 
.
2,  

10 с 

Взаимодействие O2 с 

органическими ради-

калами, реакции О2
.–

, 
1
О2 , НО 

.
, RO 

.
 с не-

насыщенными жир-

ными кислотами ли-

пидов  

Образование ал-

кильных радикалов 

липидов и гидропе-

роксидов 

-токоферол, 

убихинон, аскор-

биновая и моче-

вая кислота 

Алкоксильный 

радикал RO 
.
,  

10
-6

 с 

Разложение органиче-

ских пероксидов ио-

нами металлов пере-

менной валентности 

Индукция ПОЛ, 

оказывает цитоток-

сическое и канцеро-

генное действие 

-токоферол, 

убихинон, аскор-

биновая и моче-

вая кислота 
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Окончание таблицы 1 

Монооксид 

азота (II) NO 
.
, 

стабилен 

Работа NO-синтаз 

(NOS) 

Регуляция тонуса 

сосудов  

Пероксидазы, 

гемовые белки 

Пероксинитрит 

ONOO
–
,10

-9
 с 

Реакция взаимодейст-

вия  О2
.– 

с NO 
.
 

Индукция ПОЛ, 

оказывает сильное 

цитотоксическое, 

мутагенное и 

13 аннцерогенное 

действие 

– 

 

Следует отметить, что в настоящее время АФК и другие свобод-

ные радикалы рассматриваются не только как деструктивные агенты, 

приводящие к повреждениям и развитию патологий, но и как необхо-

димые регуляторные молекулы (соединения), участвующие в управ-

лении функционированием организма. При этом речь идет о неболь-

ших количествах АФК и других радикалов [11, 12].  

В результате последовательного одноэлектронного восстановле-

ния кислорода, кроме Н2О2 и воды, возникают чрезвычайно реакцион-

носпособные свободнорадикальные производные, такие, как супер-

оксидный анион-радикал (О2
.–
) и гидроксильный (НО

∙
) радикал, синг-

летный кислород (
1
О2) [13]: 

 

𝑂2

+𝑒−

   𝑂2
∙ −

+𝐻+

   𝐻𝑂2
∙

+𝑒−+𝐻+

      𝐻2 𝑂2

+𝑒−

   𝐻𝑂∙ +𝐻𝑂− 

 

Основным источником внутриклеточной генерации супероксид-

ного радикала являются митохондрии, где 2% от потребляемого О2 

восстанавливаются в О2
.–
. Дополнительным источником О2

.– 
могут вы-

ступать компоненты микросомальной электронтранспортной цепи 

(преимущественно цитохром Р450). Образующийся в ходе одноэлек-

тронного восстановления кислорода супероксидный анион-радикал 

диспропорционирует (дисмутирует) в присутствии протонов до гид-

ропероксидного радикала:  

О2
.–
 + H

+
 → НО

 .
2 

Протонированная форма способна проникать в липидное окру-

жение, преодолевать мембранные барьеры клеток, диссоциируя в за-

мембранном пространстве. В этих условиях 𝐻𝑂2
∙  может выступать 

инициатором цепных реакций перекисного окисления липидов биоло-

гических мембран. Наиболее разрушительным из всех токсических 

форм кислорода является гидроксильный радикал. Инициаторами его 

образования из Н2О2 являются ионы двухвалентного железа (реакция 

Фентона): 

H2O2 + Fe
2+

 → HO 
.
 + HO

–
 + Fe

3+
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Н2О2 – стабильный продукт восстановления О2
.–
, его цитотокси-

ческий эффект реализуется в присутствии соответствующих доноров 

электронов через образование гидроксильного радикала, образующе-

гося и при взаимодействии ионов Fe
2+

 с гипохлоритом: 

ClO
–
 + Fe

2+
 + H

+
 → Fe

3+
 + Cl

–
 + HO

 .
 

Как показали кинетические исследования, по своей реакционной 

способности гидроксильный радикал превосходит атомарный кисло-

род (почти в 300 раз) и гидропероксильный радикал. Он чрезвычайно 

химически активен, взаимодействует с органическими молекулами и 

многими неорганическими ионами. Гидроксильный радикал легко 

проникает в гидрофобный липидный слой и вступает в химическое 

взаимодействие с полиненасыщенными жирными кислотами, входя-

щими в состав биологических мембран и липопротеинов плазмы кро-

ви, образуя липидные радикалы и инициируя цепные реакции пере-

кисного окисления липидов [14].  

В ходе ПОЛ на стадии образования свободных радикалов в моле-

кулах гидроперекисей полиненасыщенных жирных кислот возникает 

система сопряженных двойных связей. Молекулы с двумя сопряжен-

ными двойными связями – диеновые конъюгаты (ДК), которые обна-

руживаются спектрофотометрически. Образующиеся диеновые гид-

ропероксиды нестабильны и вступают в реакции с образованием ТБК-

реагирующих соединений (ТБКРС) (в том числе малонового диальде-

гида), α,β-ненасыщенных альдегидов: акролеина, 4-гидрокси- 

2-алкеналей, а также α-гидроксиальдегидов. Продукты ПОЛ изменяют 

физические свойства липидного бислоя мембран клеток, тем самым 

снижая активность мембранных ферментов, усиливают гидратацию 

поверхности клетки, модифицируют проводимость мембраны для ио-

нов и малых молекул [15]. 

К методам регистрации АФК (O2
.–
, Н2О2, НO 

.
, НOCl, 

1
O2, NO, 

ONOO
–
) относятся: метод электронного парамагнитного резонанса 

(ЭПР), позволяющий выявлять молекулы, атомы, ионы с неспаренными 

электронами, метод люминесцентных зондов с использованием индика-

торных соединений, у которых изменяются параметры люминесценции 

при взаимодействии с АФК, спектрофотометрический анализ продуктов, 

возникающих в результате действия АФК. В качестве индикаторов фор-

мирования активных форм кислорода используются мембранопрони-

кающие и мембранонепроникающие вещества [16]. Люминол (Люм) и 

люцигенин (Люц) вступают в химическое взаимодействие с АФК, в ре-

зультате чего образуются продукты в возбужденном энергетическом со-

стоянии, растрачивающие избыток энергии путем излучения квантов 

света (сине-фиолетовая область спектра). Такое явление называется хе-

милюминесценцией (ХЛ), причем люцигенин является зондом на О2
.–
, а 

люминол – на О2
.–
, Н2О2, НО 

.
, НOCl, 

1
O2. Люминол легко проникает 
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через мембраны и отражает процессы генерации АФК и снаружи, и 

внутри клеток; для регистрации внеклеточной продукции АФК ис-

пользуют непроникающий через мембраны изолюминол.  

 

1.2 Генерация митохондриями свободных радикалов 
 

Главным источником активных форм кислорода в клетке являет-

ся митохондриальное дыхание [17]. Предполагают,
 
что в сердце и пе-

чени крысы на митохондриальную продукцию H2O2 расходуется  

≈ 0,5% от общего количества физиологического органного потребле-

ния O2 при использовании в качестве субстратов сукцината или мала-

та-глутамата [18, 19, 20]. Стехиометрическим предшественником ми-

тохондриального
 

H2O2  является супероксидный анион-радикал, а 

главным
 
источником образования O2

.–
 в митохондриях признано ауто-

окисление убисемихинона (QH) [21–23]. В настоящее время известно, 

что O2
.–
 образуется за счет утечки электронов из комплексов 

 
I, II, III 

электронтранспортной цепи переноса электронов к молекулярному
 
ки-

слороду [24–26]. Способны к генерации АФК и многие митохондриаль-

ные ферменты, в частности аконитаза и
 
α-кетоглутаратдегидрогеназа, 

пируватдегидрогеназа и глицерол-3-фосфатдегидрогеназа, дигидрооро-

татдегидрогеназа, моноаминооксидазы (A и B) и цитохром b5 редуктаза 

[27–30]. Большим прорывом в этой области была демонстрация кинети-

ки
 
образования O2

.– 
в митохондриях живых клеток или органов [31–40]. 

Потоки ионов через
 
внутреннюю митохондриальную мембрану также 

оказывают сильное воздействие на скорость образования H2O2, указывая 

на регулирующую роль мембранного потенциала в процессе аутоокис-

ления
 
UQH [41].  

Синтез оксида азота NO осуществляется в ферментативной реак-

ции, катализируемой NO-синтазой. Митохондриальный NO продуци-

руется митохондриальной
 
изоформой NO-синтазы (mtNOS).

 
Физиоло-

гическая продукция NO ферментом взаимосвязана с регулированием 

cyt-c-оксидазной активности: повышение уровня NO снижает cyt-c-

оксидазную активность за счет S-нитрозилирования
 
остатков цистеина 

в комплексах IV и I [42–44]. В состоянии разобщения катализируемых 

ферментом процессов восстановления кислорода и синтеза NO эндо-

телиальная NOS (eNOS) генерирует супероксидный анион-радикал 

[45, 46]. Внутримитохондриальные метаболиты O2
.–
, H2O2, NO и

 

ONOO
– 

 являются прооксидантами, потенциально приводящими к 

окислительному
 
стрессу. Два из них,

 
O2

.–
 и NO, являются свободными 

радикалами; однако, в силу своей слабой реакционности, они не уча-

ствуют в реакциях «разветвления цепи», а только в реакциях «обрыва 

цепи», приводящих к образованию H2O2 и ONOO
–
.
 
 Последние два со-

единения потенциально опасны, так как после гомолитического
 
рас-
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щепления участвуют в генерации высокореактивного гидроксильного 

радикала (HО  

.
) и свободного радикала NO


2, который включается в 

нитрование белка
 
[18, 47].

 
 

Пероксинитрит – сильный окислитель, который, как заряженная 

форма NO,
 
быстро диффундирует из внутримитохондриального про-

странства. Пероксинитрит
 
ингибирует комплексы I и III [48, 49]; эф-

фекты необратимы, поддержание высокого уровня ONOO
– 
приводит к 

митохондриальной дисфункции и
 
апоптозу [50–53]. Все вышеизло-

женное доказывает, что главным источником АФК в клетках являются 

митохондрии [17]. 

 
1.3 Последствия взаимодействия активных форм кислорода  

с клеточными мишенями 

 

Кислородные радикалы и иные АФК вызывают модификации бел-

ков [54]. Такие окислительные модификации ведут к изменениям функ-

ции белков, химическому фрагментированию или повышенной уязви-

мости к протеолитической атаке [55–57], осуществляемой главным об-

разом протеасомами. При окислительном стрессе атаке АФК, прежде 

всего, подвергаются белки плазматических мембран (полипептидная 

цепь и боковые аминокислотные остатки), что может сопровождаться 

разрывом пептидной цепи и образованием стабильных метаболитов 

аминокислот. Ароматические аминокислоты наиболее чувствительны к 

окислению АФК. Фенилаланин превращается в моно- и дигидроксипро-

изводные, тирозин – в 3,4-дигидроксипроизводное. Эти соединения мо-

гут подвергаться обратимому окислению/восстановлению и генериро-

вать радикалы, которые способны взаимодействовать между собой с 

образованием дитирозинов, что может приводить к внутри- и межмо-

лекулярным сшивкам пептидов. Окисление остатков лизина, аргини-

на, гистидина, пролина, треонина, глутаминовой и аспарагиновой ки-

слот приводит к образованию карбонильных групп, которые могут 

быть введены в белки при их взаимодействии с продуктами окисления 

углеводов (реакции гликозилирования и гликооксидации) и продукта-

ми окисления липидов (малоновый диальдегид, 2- и 3-ненасыщенные 

альдегиды). Образование 2,2'-бифенильных производных является 

маркером индуцированных АФК повреждений белков. Внутриклеточ-

ный уровень окисленных белков определяется балансом между скоро-

стью окисления белков и скоростью деградации окисленных белков. 

Этот баланс является функцией множества факторов генерации АФК 

и факторов, определяющих концентрацию и активность протеаз, раз-

рушающих поврежденные молекулы. Окисленные формы некоторых 

белков (модифицированные при гликозилировании или продуктами 
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ПОЛ, агрегаты белков) стабильны для протеолиза, они могут ингиби-

ровать протеолиз окисленных форм других белков [15, 58].  

В обычных условиях невысокая стабильность и неспособность 

АФК проникать через бислой мембранных липидов создают эффек-

тивный экран, препятствующий распространению окислительного по-

вреждения. Однако в реакциях с полиненасыщенными жирными ки-

слотами митохондриальных липидов АФК образуют
 
гидроперекиси, 

α-, β-ненасыщенные альдегиды, например,
 

4-гидрокси-2-ноненаль 

(HNE), которые, обладая высокой электрофильностью, достаточно 

стабильны, способны распространяться между клеточными компарт-

ментами и взаимодействовать с белками и нуклеиновыми кислотами 

[59]. Инициируемые АФК цепные реакции
 
ПОЛ играют важную роль 

в
 

патогенезе атеросклероза, повреждений, вызываемых ишеми-

ей/реперфузией, в развитии стресс-индуцированного преждевремен-

ного старения [33, 34, 38].
 
 

Митохондриальный фермент аконитаза 2 – одна из важнейших 

мишеней митохондриального окислительного стресса. Аконитаза 2 

(ACO-2) – Fe-S-содержащий белок, который катализирует
 
изомериза-

цию цитрата в изоцитрат в цикле Кребса.
 
Структурная склонность

 

центра Fe-S-белка в ACO-2 к формированию АФК и пероксинитрита 

[60] может частично объяснять селективную уязвимость фермента. 

Известно, что ACO-2 является специфической мишенью окислитель-

ного повреждения
 
в процессе старения [61]. Показано, что длительное 

экспонирование митохондрий с оксидантом приводит к разрушению 

кластера [4Fe-4S]
2+

, карбониляции
 
и деградации фермента [62]. Исто-

щение ACO-2 должно ингибировать цикл Кребса. При этом избыток 

пирувата преобразуется в лактат с участием лактатдегидрогеназы 

(ЛДГ). В ингибирование
 
цикла Кребса вносит вклад снижение экс-

прессии гена фермента  еноил-КoA-гидратазы [63].  

Анионные фосфолипиды внутренней митохондриальной мембра-

ны, обогащенные в контактных участках с внешней митохондриаль-

ной мембраной кардиолипином, представляют собой одну из главных 

мишеней окислительного стресса [64].  

Известны три основных механизма гибели клеток: некроз, апоптоз 

и аутофагия. Аутофагия – один из механизмов, защищающих клетки
 
от 

воздействия окислительного стресса. Это – отрегулированный лизосо-

мальный путь,
 
обеспечивающий лизис и восстановление окисленных 

белков и поврежденных органелл при старении клетки [65–67]. Накап-

ливаются доказательства, что процессы аутофагии чрезмерно повреж-

денных
 
органелл, например, пероксисом, эндоплазматической сети

 
и ми-

тохондрий, могут включаться в ответ на увеличение продукции АФК 

[68, 69]. Увеличение образования АФК в покоящейся митохондрии 

представляет угрозу для этой органеллы
 
и, соответственно, для жизне-
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способности клетки, поскольку это приводит к открытию каналов мито-

хондриальной мембраны, сопровождается нарушением митохондриаль-

ного мембранного
 
потенциала и дальнейшим увеличением генерации 

электронтранспортной цепью АФК [33].
 
Эти события могут закончиться 

аутофагией,
 
апоптозом или некрозом [70–72].

 
 

Воспаление представляет собой патофизиологический процесс, 

связанный с активацией нейтрофильных лейкоцитов. Нейтрофилы и 

моноциты активируются при действии медиаторов воспаления (цито-

кинов, хемоаттрактантов) и генерируют окислители с участием фер-

ментов НАДФН-оксидазы и миелопероксидазы. Сегментоядерные 

нейтрофилы являются наиболее многочисленными лейкоцитами кро-

ви и характеризуются высоким содержанием редокс-ферментов. 

НАДФН-оксидаза представляет собой мембрано-ассоциированный 

белковый комплекс, разобщенный в неактивированных клетках и со-

бираемый при их активации [73]. НАДФН-оксидаза катализирует об-

разование супероксидных анион-радикалов O2
.–
 внутри фагосом или у 

наружной поверхности клеток. Из O2
.–
 спонтанно или с участием фер-

мента супероксиддисмутазы образуется Н2О2. Миелопероксидаза от-

носится к водорастворимым ферментам класса пероксидаз, катализи-

рующим окисление различных субстратов в присутствии Н2О2. При 

функционировании МПО также генерируется гипохлорит OCl
–
. Ком-

поненты НАДФН-оксидазы и МПО в неактивированных нейтрофилах 

депонированы в лизосомальных гранулах, поэтому процессу генера-

ции АФК предшествуют процессы дегрануляции. Механизмы актива-

ции нейтрофилов и сборки систем генерации АФК могут включать ак-

тивацию путей внутриклеточной передачи сигналов, зависящих от 

уровня свободных ионов Са
2+

 в цитозоле, активации фосфолипаз С, D, 

А2, серин/треониновых и тирозиновых протеинкиназ, липокси- и цик-

лооксигеназ, гуанилат- и аденилатциклаз, образования инозитол-3-

фосфата, диацилглицерола, фосфатидной кислоты, арахидоновой ки-

слоты и др. [74, 75, 76]. Таким образом, для понимания причин пато-

логических изменений и определения подходов к регуляции активно-

сти нейтрофилов, а также при их участии в воспалении необходимо 

исследование механизмов внутриклеточной передачи сигналов в этих 

клетках в норме и при заболеваниях [77–81].  

На протяжении последних 20 лет интенсивно изучаются теорети-

ческие и практические аспекты действия «кластогенных факторов» 

(CFs), содержащих повреждающие хромосомы субстанции. Эти фак-

торы играют патогенетическую роль при хронических воспалитель-

ных заболеваниях, опухолевой трансформации клеток и радиацион-

ных воздействиях [82–86]. Цитогенетические эффекты CFs связаны с 

окислительным стрессом. Известны четыре основных механизма 

формирования CFs. 1. Образование 4-гидроксиноненаля после актива-
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ции фосфолипазы А2 и каскада превращений арахидоновой кислоты 

до эйкозаноидов супероксидным анион-радикалом. Гидроксиноненаль 

вызывает повреждения ДНК путем ингибирования ДНК-полимераз и 

образования аддуктов с клеточными тиолами. 2. Супероксидный ани-

он-радикал при респираторном взрыве активирует протеинкиназу С, 

что ведет к освобождению фактора некроза опухоли альфа (ФНО-α).  

В свою очередь, ФНО-α усиливает процесс накопления супероксидно-

го анион-радикала. 3. Хроническое воспаление сопряжено с активаци-

ей аденозиндезаминазы и ксантиноксидазы. Это ведет к накоплению 

инозиндифосфата (ИДФ) и инозинтрифосфата (ИТФ). Эти нуклеоти-

ды в норме не образуются. Их появление поддерживает процесс нако-

пления супероксидного анион-радикала. 4. ИТФ повышает внутрикле-

точную концентрацию ионов кальция с последующей активацией ли-

зосомальных ферментов, в том числе и нуклеаз. Конкурентные отно-

шения между ИТФ- и АТФ-связывающими сайтами ДНК-полимераз 

могут вести к повреждению ДНК. Таким образом, функционирует 

многофакторный и многоэтапный процесс взаимосвязи окислительно-

го стресса с повреждением ДНК [87–89]. Применение антиоксидант-

ных субстанций и антиоксидантных ферментов препятствует повреж-

дению хромосом [90, 91]. 

 

1.4 Антиоксидантная система 
 

Антиоксидантная система выполняет защитную и регуляторную 

функции: инактивирует свободные радикалы, защищает организм от 

воздействия неблагоприятных факторов и является регулятором по-

стоянства внутренней среды организма. Нарушение функции АОС со-

провождается дисбалансом про/антиоксидантного гомеостаза, индук-

цией окислительного стресса и развитием необратимых патологиче-

ских изменений в организме. В последние годы АОС изучается по 

трем основным направлениям: 1) оценка процессов ПОЛ и АОС в 

тканях при различных физиологических и патологических состояни-

ях; 2) оценка антиоксидантных свойств биологически активных препа-

ратов и лекарственных средств в эксперименте in vivo и в условиях  

in vitro, с использованием культур клеток, изолированных митохондрий, 

микросомальных мембран; 3) тестирование токсичности различных 

препаратов, биологически активных добавок, пищевых продуктов [15].  

Учитывая, что митохондрии являются основными производите-

лями АФК, рассмотрим митохондриальные системы антиоксидантной 

защиты. Митохондрии имеют многоуровневую систему ферментатив-

ной и неферментативной антиоксидантной защиты, обеспечивающей  

детоксикацию
 
АФК, продуцируемых в описанных выше реакциях.  
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Ферментативные компоненты включают
 

супероксиддисмутазу  

(КФ 1.15.1.11) [92], каталазу (КФ 1.11.1.6), пероксидазы (КФ 1.11.1.7): 

глутатионпероксидазу (ГП) (КФ 1.11.1.9) и фосфолипидгидроперок-

сид глутатионпероксидазу (восстанавливает
 
гидроперекиси фосфоли-

пидов, липопротеинов и сложных эфиров холестерола) [93], а также 

ферменты, включаемые в восстановление окисленных форм
 
малых ан-

тиоксидантных молекул, например, глутатионредуктазу (ГР)  

(КФ 1.6.4.2), ответственную
 
за восстановление тиолов белков, и тио-

редоксинредуктазу,
 
или глутаредоксин редуктазу и пероксиредоксин 

(PRX) (КФ 1.11.1.15) [94–96].  

Таким образом, генерация АФК в структурно и
 
функционально 

интактной митохондрии уравновешивается системой антиоксидант-

ной защиты, ограничивая распространение и биодоступность АФК 

(рисунок 1.1).  

 

 
 

Рисунок 1.1 – Электронтранспортная цепь  

и митохондриальные окислительные повреждения [17] 
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Снижение антиоксидантной защиты в митохондриях является 
предпосылкой для увеличенной

 
 продукции АФК, развития окислитель-

ного стресса и последующей дисфункции митохондрий. Защиту против 
окислительного повреждения в митохондриальном матриксе обеспечи-
вают Mn-СOД, глутатионпероксидаза и пероксиредоксин глутатионпе-
роксидаза. Глутатионредуктаза в присутствии НАДФН осуществляет 
регенерацию окисленной формы глутатиона (GSSG) в восстановленную. 
Часть необходимого НАДФН поставляет трансгидрогеназа [102]. 

Антиоксиданты делятся на экзогенные (витамины, вторичные ме-
таболиты растений антиоксидантного действия и др. восстановители) и 
эндогенные (глутатион, альфа-липоевая кислота, кофермент Q10, фер-
ритин, мочевая кислота, билирубин, металлотионеины, L-карнитин и 
мелатонин) [103]. Исследования прооксидантно-антиоксидантных от-
ношений получили развитие при анализе факторов риска сердечно-
сосудистых заболеваний [104]. Для этого изучали 1) окисленные ли-
попротеины низкой плотности, F2 – изопростаны, 2) медиаторы окис-
лительного стресса (например, окисление оксида азота, активность 
миелопероксидазы, концентрацию церулоплазмина [105], 3) эндоген-
ные белки-антиоксиданты, например, липопротеины высокой плотно-
сти, связанные параоксоназой, глутатион [106–108]. В последние годы 
пристальное внимание ученых привлекает семейство ферментов пе-
роксиредоксинов, которые представляют собой широкораспростра-
ненную семью антиоксидантных ферментов. У млекопитающих фер-
менты этой группы контролируют уровень цитокин-индуцированных 
пероксидов, участвующих в передаче клеточных сигналов. Актив-
ность пероксиредоксинов регулируется их фосфорилированием, ре-
докс-статусом и степенью олигомеризации. Группа пероксиредокси-
нов разделена на 3 класса в зависимости от количества остатков цис-
теина в активном центре фермента [109–111]. Характерная особен-
ность каталитического механизма этой группы антиоксидантных фер-
ментов – окисление тиоловой R-SH группы редокс-активного цистеи-
на активного центра до R-SOH состояния пероксидным субстратом 
(например, липидной гидроперекисью) [112]. Пероксиредоксины иг-
рают регуляторную роль в активации фактора транскрипции ядерного 
фактора – kB [111] и предотвращают образование реактивных форм 
кислорода, индуцированного эпидермальным фактором роста или 
белком p53 [113]. Большинство пероксиредоксинов локализованы 
внутриклеточно, но пероксиредоксин-IV является единственным сек-
реторным белком, определяемым внеклеточно [114]. Получены дока-
зательства роли пероксиредоксинов в развитии сердечно-сосудистых 
заболеваний [115, 116]. На экспериментальных животных показано, 
что пероксиредоксины защищают бета-клетки поджелудочной железы 
от повреждения стрептозотоцином, а также участвуют в профилакти-
ке атеросклероза и воспаления [117–120]. 
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1.5 Окислительный стресс и его последствия 

 

Физические, химические, биологические, нервно-психические и 

экологические факторы, индуцирующие развитие окислительного 

стресса, способны вызывать регистрируемые цитологическими и ци-

тохимическими методами изменения генетического аппарата различ-

ных клеток живых организмов [121]. Такие данные были получены 

при исследовании влияния на человека аэрозолей красок, содержащих 

ксилен, толуен и пигменты [122], компонентов сигаретного дыма и 

алкогольных напитков [123], действия ионизирующего излучения 

[124], пестицидов [125], формирования эндогенных кластогенов [90], 

действия противовоспалительных агентов, канцерогенов [126, 127] и 

др. В результате появилось новое направление исследований «От ок-

сидативного повреждения ДНК к молекулярной эпидемиологии» 

[128–134].  

Наилучший объект по простоте исполнения, доступности и эко-

номической целесообразности для анализа механизмов развития 

окислительного стресса в эукариотических клетках – проращиваемые 

зерновки растений, которые в состоянии покоя имеют пониженную 

влажность (5–10%). Оптимальными условиями для прорастания зер-

новок являются насыщенность их водой (45–50%) и наличие атмо-

сферного кислорода [135, 136]. Прорастание семян – это фактически 

модель окислительного стресса, поскольку в клетках происходит на-

копление АФК, которые нарушают процессы транскрипции и репли-

кации, изменяют состав мембранных липидов [14, 137]. Состояние 

покоя является приспособительным признаком, присущим семенам 

растений. Жизнеспособность зерновок поддерживается за счет актив-

ности компонентов антиоксидантной системы [138–144].  

Другой удобной и доступной биологической моделью для изуче-

ния проявлений окислительного стресса является Allium-тест. Этот 

тест нашел широкое применение, особенно в развивающихся странах, 

для оценки биологического действия экологических поллютантов 

[145–149], синтетических добавок к пище [150], ионизирующего из-

лучения [151], биофармацевтических субстанций [152–154] и др. Ак-

туальность и востребованность теста доказываются приведенными 

работами за последние 5 лет. Этот тест позволяет выявлять динамиче-

ские процессы развития окислительного стресса, состояния антиокси-

дантной системы во взаимосвязи с цитогенетическими и биохимиче-

скими характеристиками изучаемых процессов. 

Биохимические нарушения, возникающие при окислительном 

стрессе, могут быть предотвращены, если активировать процессы 

формирования АОС, включая экспрессию генов антиоксидантных 

ферментов. Еще в 1996 году исследователями из Института теорети-
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ческой и экспериментальной биофизики (Пущино, Россия) было пока-

зано, что диета, содержащая витамины и микроэлементы, повышает 

устойчивость тканей мышей к действию факторов окислительного 

стресса за счет повышения уровня эндогенных антиоксидантов, в том 

числе и экспрессии гена белка теплового шока HSP-70 [155]. В по-

следние годы появилось много сообщений о способности различных 

компонентов пищи усиливать экспрессию белков антиоксидантной 

системы: применение богатого аргинином белка из кокосовых орехов 

[156, 157], экстрактов кожуры цитрусовых [158], красного вина, со-

держащего ресвератрол [159], линолевой кислоты и витамина Е [160] 

и др. Показано, что гомогенат чеснока способен индуцировать повы-

шение активности антиоксидантных ферментов СОД и ГП [161].  

В ряде экспериментов была сделана попытка перед моделирова-

нием окислительного стресса индуцировать синтез антиоксидантных 

ферментов. Были получены положительные результаты от примене-

ния сублетальной дозы эндотоксина перед моделированием миокар-

диального реперфузионного окислительного стресса [162] или от вве-

дения N-ацетилцистеина и дефероксамина перед моделированием ко-

каиновой цитотоксичности [163]. На культуре кардиомиоцитов пока-

зано, что альфа-липоевая кислота способна предотвращать рост АФК 

при добавлении к клеткам системы генерации активных матаболитов 

кислорода ксантиноксидаза/ксантин [164]. Изменение соотношения 

перекиси водорода и оксида азота способно регулировать подвиж-

ность лейкоцитов и их адгезивные свойства [165]. Накопление проли-

на в трансгенных растениях ведет к усилению транскрипции генов ан-

тиоксидантных ферментов [166]. Маркерами хронического воздейст-

вия пестицидов могут быть уровни мочевой кислоты и активности па-

раоксоназы-1 [167]. Экспрессия генов зависит от соотношения окси-

дантов и антиоксидантов [168]. Кроме того, следует учитывать также 

явление полиморфизма генов антиоксидантных ферментов [169, 170]. 

К настоящему времени накоплен обширный фактический материал об 

экспрессии генов эндогенных антиоксидантных систем низкими доза-

ми радиации [171], длительными физическими нагрузками [172], ком-

понентами сигаретного дыма [173], развитием сепсиса [174] и др. По-

казано, например, что подавление экспрессии мРНК пероксиредокси-

на 3, тиоредоксина 2, глутредоксина 1 и глутатион-S-трансферазы 

связано с оксидативным стрессом, вызывающим возрастные измене-

ния овариальной функции [175]. 

Таким образом, для борьбы с негативными проявлениями окис-

лительного стресса применяют экзогенные антиоксиданты, чаще рас-

тительного происхождения (витамины, фенольные соединения, био-

флавоноиды и др.) и разрабатываются способы активного вовлечения 

эндогенных антиоксидантов, например, путем воздействия на экс-
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прессию генов белков, образующих АОС [176–182]. До настоящего 

времени не решен вопрос о возможности использования комплекса 

эндогенных антиоксидантов одного организма в качестве агента, при-

нимающего участие в формировании эндогенной АОС другого орга-

низма [183–185]. 

 

1.6 Эндогенные антиоксиданты и продукты гистолиза 

 

Значимые результаты были достигнуты в научном обосновании 

антиоксидантной эффективности пептидотерапии, т.е. лечении с по-

мощью пептидов, представляющих собой вещества полипептидной 

природы, содержащие от 2 до 50 аминокислотных остатков [1]. Начи-

ная с 70-х годов ХХ века в Санкт-Петербургском институте биорегу-

ляции и геронтологии СЗО РАМН под руководством члена-

корреспондента РАМН профессора В.Х. Хавинсона разработан новый 

подход к поиску физиологически активных пептидов. На основе ана-

лиза аминокислотной последовательности комплексов полипептидов, 

экстрагированных из органов и тканей животных, созданы короткие 

пептиды, имеющие в своем составе от 2 до 4 аминокислот. Пептиды яв-

ляются копиями «активных участков» наиболее значимых в своей груп-

пе полипептидов, содержащихся в животных экстрактах. Это позволило 

создать новый класс препаратов, получивших общее название «Цитоге-

ны». Поскольку цитогены в отличие от экстрактов (группа полипепти-

дов) содержат один вид молекул (наиболее значимый короткий пептид), 

они рекомендуются для применения на начальных этапах пептидной те-

рапии различных заболеваний, а также для проведения коротких курсов 

профилактики преждевременного старения [186]. 

Возникает закономерный вопрос о молекулярных механизмах 

действия пептидов. По всей видимости, пептиды действуют на уровне 

транскрипции. В одной из первых работ по выяснению такого меха-

низма В.Х. Хавинсон показал, что секреция мелатонина у старых ма-

как-резусов повышалась под действием синтетического пептида эпи-

талона (ала-глу-асп-глу), который сконструирован на основании ана-

лиза аминокислот, содержащихся в комплексном пептидном препара-

те эпифиза эпиталамине. Эпиталон вводили старым самкам (20– 

26 лет) в течение 10 суток. В результате вечерний уровень мелатонина, 

сниженный по сравнению с молодыми животными (6–8 лет) в 2 раза, 

повышался в 3 раза и оказывался выше, чем у молодых обезьян [187]. 

Было высказано предположение, что действие пептидов связано с ре-

гуляцией экспрессии генов, в частности, на уровне транскрипции 

[188–191]. В другой серии экспериментов исследовалось действие 

эпиталона на плодовую мушку Drosophila melanogaster. Эпиталон до-

бавляли в питательную среду личинок. После этого взрослые особи, 
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содержавшиеся уже без эпиталона, в течение всей жизни имели сни-

женный уровень продуктов перекисного окисления липидов. Удель-

ная активность каталазы у дрозофил 14-суточного возраста была выше 

после воздействия на личинок эпиталоном [192, 193]. Возможно, что 

снижение интенсивности свободнорадикальных процессов в организ-

ме взрослых мушек, которые вывелись из получавших эпиталон ли-

чинок, обусловливает увеличение продолжительности их жизни [194].  

Хорошо известно, что в случае избыточного разрушения макро-

молекул через механизмы окислительного стресса (при действии ио-

низирующего излучения, солей тяжелых металлов (ТМ), повреждени-

ях мембранных структур и др.) увеличивается концентрация их мета-

болитов, обладающих антиоксидантными свойствами (билирубин при 

распаде гемоглобина, аминокислоты и пептиды при распаде белков, 

мочевая кислота при распаде пуриновых нуклеотидов нуклеиновых 

кислот). Можно предположить наличие эволюционно закрепленного 

механизма защиты от патологических процессов (по крайней мере, на 

ранних стадиях их развития) путем первичного накопления эндоген-

ных антиоксидантов при окислительной деградации биополимеров. 

Поскольку свободнорадикальные процессы сопряжены с функциони-

рованием других защитных систем организма, увеличение концентра-

ции эндогенных антиоксидантов будет способствовать мембраноста-

билизирующему эффекту, связанному с механизмами иммунного от-

вета, репаративного синтеза ДНК, обезвреживания ксенобиотиков, 

поддержания реологических свойств крови и баланса продукции и 

трат энергии. Не исключено, что такой механизм может участвовать в 

разнообразных терапевтических эффектах при применении гидроли-

затов тканей живых организмов [195–199].  

Все вышеизложенное показывает, что для совершенствования те-

рапии, направленной на оптимизацию функционирования эндогенных 

антиоксидантов, существует двуединая проблема: точное осуществле-

ние необходимой глубины гидролиза макромолекул биологического 

материала и определение состава гидролизата с выделением основной 

действующей субстанции.  

Для решения этой проблемы был осуществлен поиск биологиче-

ского объекта, в котором в естественных условиях происходит гисто-

лиз с последующим использованием продуктов гидролитического 

распада макромолекул для создания новых тканей. Таким объектом 

явился дубовый шелкопряд (китайская дубовая павлиноглазка) 

(Antheraea pernyi G.-M.), включающий в жизненном цикле фазу ку-

колки между личинкой (гусеница) и имаго (бабочкой). Куколка этого 

насекомого находится в состоянии диапаузы 7–8 месяцев. В этом пе-

риоде жидкое содержимое куколок, образованное в результате гисто-

лиза тканей гусеницы V возраста, устойчиво к окислительному стрес-
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су и бактериальной контаминации. Следовательно, в биотехнологии 

можно применять жидкое содержимое куколок как сырье для получе-

ния антиоксидантных, бактериостатических и иммуномодулирующих 

препаратов [200–204]. Это выгодно отличает жидкое содержимое ку-

колок от продуктов, обогащенных пептидами и свободными амино-

кислотами, полученными путем гидролиза различных живых объек-

тов, чаще гидробионтов. В результате гидролиза, нейтрализации и 

сушки последних создаются лечебно-профилактические продукты, 

обладающие антиоксидантным, иммуномодулирующим и регули-

рующим метаболизм действиями. 

Таким образом, для формулирования цели и задач исследования 

следует учитывать: 1) открытие мощной антиоксидантной системы 

содержимого куколок дубового шелкопряда, полученного в результа-

те гистолиза, 2) результаты предварительных экспериментов по влия-

нию жидкого содержимого куколок дубового шелкопряда на клетки и 

ткани живых организмов и 3) перспективы использования продуктов 

гистолиза, содержащихся в жидком содержимом куколок дубового 

шелкопряда, в медицине и биологии. Данное исследование соответст-

вует основным направлениям научно-практических разработок отече-

ственной биологической школы [205–210]. 
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ГЛАВА 2 

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 
Выбор объектов исследования обусловлен необходимостью уста-

новления природы продуктов гистолиза, отвечающих за антиокси-

дантную активность. Это позволит применять их для предупреждения 

или уменьшения биохимических проявлений стресса на клеточном и 

тканевом уровнях других организмов. В работе использованы объекты 

исследования четырех уровней сложности: 

1) нативная гемолимфа куколок дубового шелкопряда (ГКДШ), 

содержащая весь комплекс продуктов гистолиза; 

2) экстракт куколок дубового шелкопряда (ЭКДШ), полученный 

трехкратной экстракцией куколок кипящим 0,9% раствором NaCl и 

содержащий термостабильные низкомолекулярные вещества; 

3) фракции гемолимфы, полученные методом гель-фильтрации на 

сефадексе G25 fine, в результате чего отделение полимерных молекул 

от мономерных происходит без термического воздействия; 

4) созданные искусственные аминокислотные смеси на основе 

качественного и количественного состава аминокислот во фракциях 

гемолимфы. 

Для нормирования объектов исследования использован их ами-

нокислотный состав (таблица 2.1). 

 

Таблица 2.1 – Концентрации свободных аминокислот (АК) и их 

производных в зависимости от способа выделения (ммоль/л, в пере-

счете на 1 л исходного материала) 

 
Азотсодержащее 

соединение 

Гемолимфа Экстракт  

куколок 

Фракции  

гемолимфы 

Аспарагиновая кислота 4,70 4,97 0,82 

Глутаминовая кислота 0,89 30,8 16,5 

Серин 13,1 16,6 75 

Глутамин 19,1 0,51 18,1 

Гистидин 10,3 11,4 114 

Глицин 17,2 10,8 61 

Треонин 10,3 5,48 42,6 

Цитруллин 2,15 0,68 7,2 

Аргинин – 6,03 55 

Аланин 18,3 19,6 45,4 

Таурин 1,00 0,65 1,56 

Тирозин 2,53 6,63 1,60 

Этаноламин 0,22 0,98 0,61 

Валин 8,16 4,59 31,0 

 

Ре
по
зи
то
ри
й В
ГУ



-28- 

Окончание таблицы 2.1 

Метионин 0,67 0,23 3,31 

Цистатионин – 4,39 65 

Триптофан – 0,84 0,82 

Изолейцин 4,33 2,46 18,4 

Фенилаланин 1,04 2,59 6,70 

Лейцин 4,76 3,78 17,2 

Гидроксипролин 0,04 4,44 0,55 

Орнитин – 12,9 7,2 

Лизин 8,66 16,8 93 

Пролин 5,58 28,0 34,5 

Сумма, все АК 133 196,2 717,1 

Сумма АК с антиоксидант-

ным действием 

57,0 117,2 

× 2,05 раза 

353,6 

× 6,2 раза 

 

Выявлено увеличение концентрации суммы всех аминокислот  

(в скобках – суммы аминокислот с антиоксидантным действием) в 

хлорнокислых экстрактах в последовательности: гемолимфа – 14,6 г/л 

(6,27 г/л) < экстракт куколок – 21,6 г/л (12,9 г/л) < фракции гемолим-

фы – 78,9 г/л (38,9 г/л). Спектр аминокислот гемолимфы оценивали 

катионообменной хроматографией одноколоночным методом на авто-

анализаторе аминокислот Т-339М (Чехия) по модифицированному 

методу J.V. Benson, J.A. Paterson (1974). Количественная и качествен-

ная идентификация свободных аминокислот экстракта куколок и 

фракций гемолимфы проводилась обращенно-фазовой хроматографи-

ей с помощью хроматографической системы «Agilent 1100, 1200».  

В таблице 2.2 представлены методы анализа объектов исследования. 

 

Таблица 2.2 – Общая характеристика анализа объектов исследо-

вания 

 
№ 

п/п 

Компоненты 

анализа 
Исследуемые показатели Количество 

Гемолимфа 

1. Гемолимфа ку-

колок дубового 

шелкопряда 

Окраска культивируемых клеток гемо-

лимфы 1–6 с Hoechst-33342 и  

йодистым пропидием 

 

3 анализа 

2. Гемолимфа ку-

колок дубового 

шелкопряда 

Динамика биохимических показателей 

гемолимфы (сентябрь, ноябрь, январь, 

февраль, март): глюкоза, триглицериды, 

холестерол, холестерол липопротеинов 

высокой плотности, мочевая кислота, 

калий, амилаза, γ-глутамилтрансфераза, 

аспартатаминотрансфераза, аланин- 

аминотрансфераза 

 

25 куколок,  

250 анализов Ре
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Продолжение таблицы 2.2 

3. ГКДШ 

 и гемолимфа 

виноградных 

улиток (ГВУ) 

Витамины В1, В2, С, А, Е, пировино-

градная кислота, 4-пиридоксиловая 

кислота 

7 куколок, 7 ви-

ноградных ули-

ток, 49 анализов 

4.  Личинки и ку-

колки 

Белки тканей и гемолимфы 

 

 

42 личинки и  

28 куколок,  

70 анализов 

5. Гемолимфа ку-

колок дубового 

шелкопряда 

Гель-фильтация на сефадексе G25 fine: 

спектрофотометрия при 210 нм, 260 нм, 

280 нм, определение содержания бел-

ка, SH-групп, глутатиона, мочевой ки-

слоты, фенольных соединений 

56 фракций,  

300 анализов 

6. ГКДШ Содержание аминокислот в хлорно-

кислых экстрактах 

3 анализа  

7.  Гемолимфа ку-

колок и личинок 

дубового шел-

копряда 

Ингибирование реакции Фентона 21 анализ 

8. ГКДШ Ингибирование люминолопосредован-

ной хемилюминесценции 

186 анализов 

9. Водные экстрак-

ты 25 растений и 

расплод пчел 

Ингибирование люминолопосредован-

ной хемилюминесценции 

85 анализов 

10. Гемолимфа ку-

колок дубового 

шелкопряда 

Ингибирование действия tBOOH на 

мембраны эритроцитов: ТБКРС, глу-

татион 

120 анализов 

Фракции гемолимфы 

1. Фракции 17–32 Содержание аминокислот 30 анализов 

2. Фракции 17–32 Влияние на количество делений ме-

зенхимальных стволовых клеток 

(МСК) 

30 анализов 

3. Фракции 1–56 Культивирование клеток Hep G2: 

МТТ-тест, включение меченного ти-

мидина в ДНК 

318 анализов 

4. Фракции 1–56  Антиоксидантная активность: люми-

нолзависимая хемилюминесценция 

318 анализов 

Экстракт куколок дубового шелкопряда 

1. ЭКДШ Содержание свободных аминокислот  

в хлорнокислых экстрактах 

7 анализов 

2. ЭКДШ Действие на содержание серосодер-

жащих аминокислот в лимфоцитах 

тканей растущих крыс 

14 крыс,  

28 анализов 

3. ЭКДШ Стресс прорастания: длина корней, ак-

тивность глутатионредуктазы, катала-

зы, ТБКРС, диеновые конъюгаты,  

α-аминоазот, фотосинтетические пиг-

менты 

728 анализов 

4. ЭКДШ Температурный стресс: ТБКРС, актив-

ность каталазы 

280 анализов 
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Окончание таблицы 2.2 

5. ЭКДШ Химический стресс: длина корней, 

ТБКРС, диеновые конъюгаты, сумма 

фенольных соединений, α-аминоазот, 

фотосинтетические пигменты, актив-

ность глутатионредуктазы, каталазы, 

супероксиддисмутазы 

980 анализов 

6. ЭКДШ Экспрессия генов β-глюкозидазы 

(Gluc), фосфолипаза D (D–PL), фито-

хрома А (PhyA) 

12 анализов 

Искусственные аминокислотные смеси 

1. Аминокислот-

ный состав 

фракций 15–30 

Обоснование выбора состава искусст-

венных аминокислотных смесей: дли-

на корней, ТБКРС,  активность глута-

тионредуктазы, каталазы 

476 анализов 

2. Искусственные 

аминокислотные 

смеси (5) 

Действие при прорастании семян: 

длина корней, ТБКРС,  активность 

глутатионредуктазы, каталазы 

140 анализов 

Итого: 4434 анализа 

 

 

2.1 Методы получения и исследования химического состава 

продуктов гистолиза 

 

2.1.1 Получение гидрофильных компонентов куколок дубового 

шелкопряда 

100 г куколок дубового шелкопряда измельчали и заливали  

500 мл изотонического раствора (0,9% NaCl). Затем смесь нагревали 

до кипения, сливали полученный экстракт, а в оставшуюся биомассу 

доливали 300 мл 0,9% NaCl, кипятили, сливали экстракт. В оставшую-

ся биомассу добавляли еще 200 мл 0,9% NaCl, кипятили, экстракт 

сливали и объединяли с двумя предыдущими. Смесь экстрактов 

фильтровали, выдерживали в течение 48 часов при 5ºС, после чего 

снова фильтровали для полного удаления осадка. После этого стан-

дартизировали раствор по концентрации в нем основной фармаколо-

гически активной субстанции (суммы свободных аминокислот) спо-

собом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и до-

водили 0,9% NaCl до объема, содержащего не более 110 мг/л альфа-

аминоазота или 850 мг/л суммы свободных аминокислот. Полученный 

таким образом экстракт разливали по флаконам и стерилизовали [па-

тент Республики Беларусь № 15645]. 

 

2.1.2 Методика разделения гемолимфы на фракции 
Для получения гемолимфы куколку анестезировали выдержива-

нием кокона на льду. Скальпелем срезали каудальный конец ( 5 мм) 

и собирали вытекающую гемолимфу в стерильную пробирку эппен-
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дорф. Для разделения гемолимфы куколок дубового шелкопряда ис-

пользовали колонку диаметром 2,5 см и объемом 130 мл, заполнен-

ную Sephadex G25 fine, уравновешенную 0,01 М NH4HCO3. Предвари-

тельно сефадекс с достаточным количеством воды кипятили в течение 

30 мин, затем отмучивали для удаления мелких частиц.  

Содержимое куколок шелкопряда помещали в 10 мл 0,9% рас-

твора NaCl (для предотвращения окисления) и гомогенизировали пу-

тем размешивания на магнитной мешалке 10 мин. Полученный гомо-

генат центрифугировали 10 мин при 15000 об./мин. В центрифужных 

пробирках получали 3 слоя: жироподобное вещество в верхней части 

пробирки, надосадочную жидкость и осадок на дне пробирки. После 

удаления жирового слоя и снятия надосадочной жидкости к осадку 

добавляли еще раз 10 мл 0,9% раствора NaCl, проводили гомогениза-

цию и центрифугирование. Затем 2,5 мл надосадочной жидкости про-

пускали через хроматографическую колонку, заполненную сефадек-

сом. Использовали для элюции 0,01 М NН4HCO3. Собирали фракции 

объемом 3 мл со скоростью 3 мин/фракция. Анализ элюатов (пробир-

ки 1–53) проводили путем спектрофотометрии при 210, 260 и 280 нм. 

Ориентировочно рассчитывали концентрацию во фракциях белков 

(пептидов) по формуле 1,55×А280 – 0,76×А260 = мг белка в мл пробы  

(А – экстинкция при данной длине волны). 

 

2.1.3 Способы определения содержания аминокислот 

Содержание свободных аминокислот в гемолимфе куколок шел-

копряда анализировали методом катионообменной хроматографии в мо-

дификации J.V. Benson, J.A. Paterson [211] на автоматическом анализа-

торе аминокислот Т-339М (Чехия). Применявшийся метод определения 

свободных аминокислот и их дериватов основан на одноколоночном 

разделении с детектированием по поглощению при постоянной длине 

волны. Принцип метода заключается в элюировании аминокислот и 

родственных им соединений с катионообменника ступенчатым градиен-

том Li-цитратных буферных растворов. Пробы депротеинизировали до-

бавлением равных объемов 1 М раствора хлорной кислоты, содержащей 

внутренний стандарт (0,2 мМ δ-аминовалериановой кислоты (dAVA),  

а также 50 мг/л ЭДТА и 50 мг/л Na2S2O3 в качестве антиоксиданта), по-

сле чего центрифугировали на холоду 15 мин при 16000 g. Суперна-

тант немедленно отделяли от осадка. Пробы хранили при –18ºС до 

анализа не более 14 суток, после размораживания повторно центрифу-

гировали. Растворы стандартов, используемые для отработки разделе-

ния и калибровки хроматографической системы, обрабатывали анало-

гичным способом. После введения кислотного безбелкового экстракта 

гемолимфы куколок дубового шелкопряда на аналитическую колонку 

(22×0,35 см), заполненную сферическим катионообменником LGAN 2B 
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(размер частиц 8 мкм) («Lachema», Чехия), хроматографическое раз-

деление последовательно осуществлялось Li-цитратными буферами 

со скоростью потока элюента 14 мл/ч. Температура колонки в середи-

не анализа (58 мин) повышалась с 38,4 до 60ºС. Количественное со-

держание каждого компонента спектра свободных аминокислот оце-

нивалось по поглощению при 520 нм после постколоночной реакции 

элюата с 1%-ным раствором нингидрина в капиллярном реакторе, по-

мещенном в кипящую водяную баню. Сигнал фотометра регистриро-

вался аналого-цифровым преобразованием программно-аппаратного 

комплекса «Мультихром-1», с помощью которого происходили реги-

страция хроматограмм, их обработка, идентификация пиков и вычис-

ление концентраций по площадям пиков. 

Количественную и качественную идентификацию свободных 

аминокислот и их дериватов во фракциях гемолимфы куколок дубово-

го шелкопряда и в экстракте куколок дубового шелкопряда проводили 

обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографией 

в последовательности: 1) предколоночная дериватизация аминокис-

лот, содержащих первичную аминогруппу, 0,4% о-фталевым альдеги-

дом и 0,3% 3-меркаптопропионовой кислотой в 0,4 М Na-боратном 

буфере, pH 9,4 (дериватизирующий раствор смешивали с пробой в со-

отношении 6:1); 2) последующая дериватизация аминокислот с вто-

ричным атомом азота (пролина и оксипролина) 9-флуоренил-

метилкарбомоилхлоридом, раствор которого в ацетонитриле 7 мг/мл 

добавляли в объеме 1,5 исходного объема хлорнокислого экстракта;  

3) нейтрализация пробы добавлением 0,2 М раствора хлорной кисло-

ты до нейтрального или слабокислого значения рН и немедленное 

введение ее в хроматограф. Вся процедура дериватизации осуществ-

лялась автоматически с помощью автосамплера Agilent 1200, который 

термостатировали при 5ºС. Идентификация и количественная оценка 

полученных значений производились программой Agilent Chem 

Station В.04.02 путем сравнения результатов анализа исследуемых 

биологических объектов со стандартной калибровочной кривой ис-

кусственной смеси аминокислот. Последняя содержала равные коли-

чества определяемых соединений по 500 нмоль/мл каждого и обраба-

тывалась так же, как соответствующие пробы. Использовали концен-

трат стандартной смеси физиологических аминокислот (кислых, ней-

тральных и основных) фирмы «Aldrich» (США), в которую дополни-

тельно вносили компоненты, представляющие интерес и не содержа-

щиеся в данной смеси (цистеиновую кислоту, L-глутамин,  

L-аспарагин, O-фосфоэтаноламин) в тех же концентрациях. В работе 

применяли колонку Zorbax XDB C8, 3,5 мкм, 3×150 мм; скорость по-

тока была 0,2 мл/мин, температура колонки – 37ºС. Подвижная фаза 

А: 0,1 М Na-ацетатный буфер (pH 6,85), содержащий 20 мг/л ЭДТА; 
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подвижная фаза В: ацетонитрил/вода 7/3 (об./об.). Разделение проводили 

с градиентным элюированием от 5 до 100% В за 78 мин. При выполне-

нии исследований аминокислотного состава биологических объектов 

консультативную и методическую помощь оказывал кандидат биологи-

ческих наук Е.М. Дорошенко, при этом использовалось оборудование 

ЦНИЛ Гродненского государственного медицинского университета. 

 

2.1.4 Методы определения показателей гемолимфы куколок на 

протяжении диапаузы 

Содержание белка определяли по Лоури [212]. Количество бел-

ка в пробе устанавливали по данным оптической плотности с помо-

щью калибровочного графика, построенного по стандартному раство-

ру бычьего сывороточного альбумина. 

Исследования биохимического состава проведены ферментатив-

ными тест-системами сухой химии с помощью диагностических по-

лосок «Роше-диагностика» и анализатора «Рефлотрон IV». Для этого 

свежесобранную гемолимфу куколок (32 мкл) помещали на тест-

полоску и осуществляли анализ методом рефлометрии. 

Содержание витаминов в гемолимфе определяли общеприня-

тыми флуоресцентными и спектрофотометрическими методами [213].  

 

2.1.5 Определение жизнеспособности клеток жирового тела и 

гемолимфы 

Для культивирования клеток жирового тела (ЖТ) использовали 

модифицированные Дульбекко среды Игла (Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium – DMEM) с различными добавками. Применяли  

5 вариантов сред инкубации для поддержания роста клеток. В работе 

использовали гемолимфу куколок, разведенную 0,9% раствором NaCl 

в соотношении 1:3. Для получения клеток жирового тела хитиновый 

покров куколки разрезали продольно, извлекали жировое тело, из-

мельчали ножницами и инкубировали в фосфатно-солевом буфере 

(ФСБ) с коллагеназой (0,075%) при 37ºС 1 час. Клетки осаждали цен-

трифугированием, дважды отмывали ФСБ и переводили в питатель-

ную среду. Полученные клетки (3,210
7
 клеток жирового тела или 

210
5
 клеток гемолимфы) высевали в чашки Петри (21 см

2
) в 4 мл сре-

ды и инкубировали во влажном эксикаторе при 27ºС. По истечении  

1 суток проводили смену среды для удаления неприкрепившихся кле-

ток. Затем проводили окраску ядер: клетки инкубировали 15 минут  

в ФСБ с добавкой флуоресцентного красителя Hoechst-33342 (10
-5

 М) 

или красителей Hoechst-33342 и йодистый пропидий (по 10
-5

 М). Жиз-

неспособность оценивали с помощью МТТ-теста. Исследования под-

раздела 2.1.5 монографии выполнялись совместно с кандидатом био-

логических наук М.М. Зафранской на базе ЦНИЛ БелМАПО. 
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2.2 Методы исследования биологической активности на кле-

точных культурах 

 

2.2.1 Генерация нейтрофилами активных форм кислорода 

Для получения нейтрофилов консервированную с гепарином 

кровь перемешивали из расчета 5:1 с 7% раствором декстрана-500 в 

0,15 моль/л NaCl и инкубировали в течение 60 мин при комнатной 

температуре для седиментации эритроцитов. В центрифужные про-

бирки наливали по 3 мл фиколл-урографина (1,077 г/см
3
), не касаясь 

стенок пробирок, затем осторожно наслаивали по 9 мл плазмы с лей-

коцитами и центрифугировали в течение 25 мин при 1500 оборо-

тов/мин для разделения лейкоцитов по плотности. После центрифуги-

рования надосадочную жидкость и слой мононуклеаров удаляли, а к 

осадку, содержащему фракцию гранулоцитов, добавляли 1 мл ледяной 

дистиллированной Н2О, перемешивали в течение 20 секунд для гипо-

тонического лизиса оставшихся эритроцитов, после чего восстанавли-

вали осмотичность раствора добавлением 1 мл 0,3 моль/л NaCl. Затем 

клетки дважды отмывали в 0,15 моль/л NaCl в течение 8–10 минут. 

При этом внеклеточные белки, полимеры и малые молекулы остались 

в надосадочной жидкости, а гранулоциты осели на дно. Полученную 

фракцию клеток ресуспензировали в сбалансированном буферном со-

левом растворе (СБСР) Эрла при рН 7,3. В полученной фракции кле-

ток содержание нейтрофилов составляло не менее 96%. Для опреде-

ления количества клеток в суспензии использовали камеру Горяева и 

световой микроскоп. 

Суспензию нейтрофилов (1·10
6
 клеток/мл) помещали в стеклян-

ную кювету, добавляли гемолимфу куколок дубового шелкопряда, 

люминол (5·10
-5

 моль/л) и исследовали параметры усиленной люми-

нолом хемилюминесценции, обусловленной генерацией нейтрофила-

ми АФК при активации клеток в процессе адгезии к стеклу. Через  

10 минут в образцы вносили хемотаксический трипептид формил-

метионил-лейцил-фенилаланин (fMLP) (7,5·10
-7

 моль/л), затем спустя 

5 мин добавляли латекс (50 мкл разбавленной 1:50 базовой суспензии 

латекса для определения ревматоидного фактора) и определяли пара-

метры ХЛ, обусловленной образованием АФК при действии fMLP и 

фагоцитозе клетками латекса. Кинетические зависимости интенсивно-

сти ХЛ активированных клеток регистрировали с помощью компью-

теризированного измерительного комплекса, включающего биохеми-

люминометр БХЛ-1 (Белгосуниверситет, Республика Беларусь) и сис-

тему регистрации и обработки сигналов Unichrom («Новые аналити-

ческие системы», РБ). Интегральную интенсивность ХЛ клеток вы-

числяли как площадь под кинетической кривой, полученной за время 
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измерения 10 мин при адгезии или за время 4 мин при действии ла-

текса или fMLP. Ингибиторный эффект выражали в процентах. 

Для оценки антиоксидантного действия были использованы 

следующие системы, моделирующие образование свободных радика-

лов и активных кислородных метаболитов в организме, и методы ре-

гистрации: 

– реакция Фентона (взаимодействие FeSO4 с Н2О2 и образование 

НО

), метод ХЛ;  

– окисление люминола пероксидазой хрена (ПХ) в присутствии 

Н2О2, метод ХЛ;  

– образование дитирозина в системе «тирозин + Н2О2 + МПО 

нейтрофилов», флуоресцентный метод;  

– генерация АКМ нейтрофилами крови человека при адгезии и 

фагоцитозе, Люм-ХЛ;  

– галогенирование люминола при действии OCl
–
, Люм-ХЛ.  

 

2.2.2 Определение активности миелопероксидазы 
Для изучения влияния гемолимфы куколок дубового шелкопряда 

на реакции окисления, катализируемые миелопероксидазой, нейтро-

филы (1·10
6
 клеток/мл) разрушали добавлением 0,1% раствора Triton 

Х-100. При этом МПО переходила в среду и становилась доступной 

для реакций, что позволяло исследовать влияние гемолимфы на реак-

ции, катализируемые миелопероксидазой. В кювету хемилюминомет-

ра помещали суспензию разрушенных нейтрофилов, гемолимфу, лю-

минол (510
-5

 моль/л), Н2О2 (110
-5

 моль/л) и оценивали скорость окис-

ления люминола пероксидом водорода, катализируемую миелоперок-

сидазой, хемилюминесцентным методом. Для этого регистрировали 

кинетические зависимости интенсивности хемилюминесценции, а за-

тем рассчитывали интегральную интенсивность ХЛ за 1,5 мин. Инги-

биторный эффект определяли в процентах. 

Для оценки секреторной дегрануляции азурофильных гранул 

нейтрофилов суспензию клеток (1·10
6
 клеток/мл) помещали в стек-

лянные пробирки, добавляли гемолимфу, fMLP (7,5·10
-7

 моль/л) и ин-

кубировали в течение 60 мин при 37
о
С. Нейтрофилы при адгезии на 

стекло и действии fMLР реактивируются и секретируют МПО во вне-

клеточную среду. По окончании инкубирования надосадочную жид-

кость собирали и центрифугировали в течение 7 мин при 400 g для 

осаждения неадгезированных клеток. В полученных образцах внекле-

точной жидкости определяли уровень активности МПО, секретиро-

ванной клетками, по интенсивности ХЛ, индуцированной добавлени-

ем люминола (510
-5

 моль/л) и Н2О2 (110
-5

 моль/л). Значения выража-

ли в процентах от общего уровня активности МПО в нейтрофилах. 
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2.2.3 Определение цитотоксичности гемолимфы и препара-

тов на ее основе  

Цитотоксичность препаратов в отношении нейтрофилов опреде-

ляли по высвобождению лактатдегидрогеназы в среду инкубации с 

использованием спектрофотометрической методики. Нейтрофилы 

(1·10
6
 клеток/мл) помещали в стеклянные пробирки, добавляли гемо-

лимфу и инкубировали в течение 60 мин при 37
о
С. Затем клетки оса-

ждали центрифугированием в течение 10 мин при 1500 оборотов/мин, 

надосадочную жидкость собирали. В образцах внеклеточной жидко-

сти определяли активность лактатдегидрогеназы с помощью наборов 

и спектрофотометра PV 1251C («СОЛАР», Республика Беларусь) кине-

тическим методом, который основан на ферментативной реакции взаи-

модействия пирувата и НАДН с образованием лактата и НАД
+
. Умень-

шение концентрации НАДН в образцах за 1 мин, детектируемое по из-

менению оптической плотности образцов на длине волны 340 нм (D), 

пропорционально активности ЛДГ (А): А = D8600 [мкмольмин
-1
л

-1
]. 

Полученные значения выражали в процентах от общей активности ЛДГ 

нейтрофилов (А0), которую оценивали после обработки клеток 0,1% рас-

твором Triton Х-100.  

Высвобождение ЛДГ в процентах (Aотн) определяли по формуле: 

Aотн= А100% / А0. Исследования подразделов 2.2.1 и 2.2.3 производи-

лись на базе кафедры биофизики БГУ совместно с кандидатом биоло-

гических наук Е.И. Коваленко. 

 

2.2.4 Влияние фракций гемолимфы на культивирование мезен-

химальных стволовых клеток жировой ткани крыс  

Для получения мезенхимальных стволовых клеток в стерильных 

условиях производили забор жировой ткани крысы (ЖТК) из внутри-

брюшинного пространства. После промывания стерильным раствором 

Хенкса жировую ткань инкубировали в течение 45 минут с 0,075% 

раствором коллагеназы I типа в ФСБ. Нейтрализацию фермента про-

водили равным объемом ФСБ, содержащего 10% эмбриональную те-

лячью сыворотку (ЭТС). Полученные в результате обработки колла-

геназой клетки отмывали 2 раза цетрифугированием, клеточный оса-

док ресуспендировали в культуральной среде и высевали в концен-

трации 5∙10
4
 клеток на 1 см

2
 в чашки диаметром 60 мм. Через 24 часа 

проводили смену культуральной среды для удаления неприкрепив-

шихся клеток. По достижении 75% конфлюэнтности клетки снимали с 

поверхности культурального пластика с помощью 0,25% раствора 

трипсина/ЭДТА, затем трипсин ингибировали добавлением ФСБ, со-

держащего 10% ЭТС; после двукратного отмывания центрифугирова-

нием клетки засевали в культуральные чашки в концентрации  

1∙10
4
 клеток на см

2
 для получения первого пассажа. Через 24 часа 
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осуществляли смену культуральной среды для удаления неприкре-

пившихся клеток. В дальнейшем смену среды проводили каждые чет-

вертые сутки.  

Использовали окраску CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester): мезенхимальные стволовые клетки жировой ткани крысы, по-

лученные трипсинизацией 3-го пассажа при конфлюэнтности  75%, 

ресуспендировали до концентрации 10
6
 клеток/мл в ФСБ с добавкой 

10% ЭТС и 7 мМ CFSE. СFSE – это вещество, представляющее собой 

флуоресцентную метку, способную проникать в клетку, сохраняться  

в ней в процессе развития, передаваться дочерним клеткам. Инкуби-

ровали 10 минут (37ºС, атмосфера 5% CO2, влажность 99%) и дважды 

отмывали в ФСБ с добавкой 5% ЭТС. Посев и инкубацию осуществ-

ляли следующим образом: окрашенные МСК разводили до концен-

трации 10
4
 клеток/мл в среде DMEM (Sigma) с содержанием глюкозы 

1 г/л с добавками 10% ЭТС, 1% глутамина и 1% антибиотика (Sigma). 

Суспензию клеток разливали по 1 мл в лунки 24-луночного планшета 

( 10
4
 клеток в лунку, или  510

3
 клеток/см

2
). В опытные лунки до-

бавляли по 10 или 100 мкл фракций гемолимфы (получали разведения 

гемолимфы 1:100 и 1:10, соответственно), в контрольные – по 10 или 

100 мкл дистиллированной воды и перемешивали. Инкубировали  

5 дней (37ºС, атмосфера 5% CO2). Использовали фракции гемолимфы, 

полученные методом гель-хроматографии на сефадексе G25 fine, со-

держащие пептиды (фракции 10–29).  

Регистрация результатов проводилась на проточном цитофлуо-

риметре Beckman-Coulter FС 500. Исследования подраздела 2.2.4 мо-

нографии выполнялись совместно с кандидатом биологических наук 

М.М. Зафранской на базе ЦНИЛ БелМАПО. 

 

2.2.5 Оценка цитотоксичности фракций гемолимфы c исполь-

зованием культур клеток Hep G2 
Материал фракций гемолимфы куколок шелкопряда использова-

ли для определения цитотоксической активности в опытах in vitro  

в культуре клеток. Клетки Hep G2 (гепатокарцинома) получали из 

American Type Culture Collection (США). Культивирование клеток 

проводили во влажной атмосфере (5% СО2, 37ºС). Использовали сре-

ды DMEM и RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute medium), а 

также термоинактивированные эмбриональную телячью сыворотку и 

лошадиную сыворотку фирмы «Gibco» США. Среды инкубации содер-

жали 10% ЭТС, а также 2 мМ глутамин, антибиотики пенициллин и 

стрептомицин – 10 ед/мл и 10 мкг/мл, соответственно (фирма «Панэко»).  

Для определения цитотоксической активности фракций гемо-

лимфы клетки пассировали (100 мкл/лунку) в 96-луночные планшеты 

с плотностью 2,5×10
3
 клеток/лунку. Клетки преинкубировали в план-
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шетах (Costar) в течение 24 часов для их адаптации перед добавлени-

ем фракций гемолимфы. Все эксперименты по культивированию кле-

ток проводили в 4-х повторностях. В лунки помещали по 15 мкл 

фракций гемолимфы. Инкубацию проводили 48 или 72 часа, после че-

го оценивали цитотоксичность с помощью МТТ-теста. 

Определение цитотоксичности с помощью МТТ-теста. Реактив 

МТТ (ДиаЭм, Германия) представляет собой тиазолий синий тетразолий 

бромид (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-3,5-дифенилформазан). Метод ос-

нован на том, что дегидрогеназы митохондрий только метаболически 

активных клеток конвертируют МТТ в окрашенные кристаллы форма-

зана. Для проведения МТТ-теста к культивируемым клеткам добавляли 

10 мкл 0,5%-го раствора МТТ. Затем клетки культивировали еще 3 часа 

при 37ºС. После удаления культуральной среды кристаллы формазана 

растворяли в 0,1 мл DMSO (Dimethyl sulfoxide) при встряхивании на  

Titramax 101 в течение 10 мин. Суспензию клеток переносили в  

96-луночные планшеты с коническим дном и осаждали в центрифуге 

Eppendorf 5810 R при 1000 g 5 мин. Супернатанты удаляли, а осадки 

растворяли в 0,1 мл DMSO при встряхивании планшетов в течение  

10 мин. Затем окрашенные растворы переносили согласно номерам проб 

в 96-луночные планшеты с плоским дном и измеряли оптическую плот-

ность растворов при длине волны 540 нм.  

Количество выживших клеток рассчитывали в процентах от кон-

троля, которым являются клетки, культивированные без добавления 

фракций гемолимфы.  

Для анализа интенсивности синтеза ДНК в клетках исследуемую 

клеточную линию культивировали в двух 96-луночных планшетах с 

одинаковой схемой эксперимента: в одном определяли цитотоксичность 

фракции гемолимфы с использованием МТТ-теста, который начинали 

ставить за 3 часа до окончания эксперимента, а в другом – скорость син-

теза ДНК. К клеткам в последнем случае добавляли за 5 часов до окон-

чания эксперимента 1 μCi/лунку [
14

C]-тимидина (Чехия, активность  

56 mCi/mmol, соответственно). Из лунок клеток в монослойной куль-

туре в конце эксперимента тщательно убирали ростовую среду, про-

мывали 2 раза ледяной средой Хенкса. Для удаления радиоактивности 

кислоторастворимого пула из клеток добавляли 0,1 мл фиксирующего 

раствора спирт:уксусная кислота в соотношении 9:1 и оставляли  

на ночь при –10ºС. После удаления супернатанта осадок промывали 

ледяной средой Хенкса, к нему добавляли 50 мкл 0,3 N КОН и поме-

щали на 10–12 часов в термостат при 37ºС. Гидролизат нейтрализова-

ли до рН 7,0 1,0 N раствором хлорной кислоты и его радиоактивность 

измеряли на сцинтилляционном счетчике Tri Carb 2800 (Перкин Эль-

мер, США) в жидкости Брея.  
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Результаты рассчитывали в имп/мин на 10
6
 клеток и в единицах 

по отношению к контролю, принятому за единицу. Число клеток оп-

ределяли в МТТ-тесте. Если требовалось в клетках одной и той же 

лунки установить и цитотоксичность фракций гемолимфы, и влияние 

их на включение радиоактивной метки в ДНК, то использовали метод 

окраски клеток кристаллвиолетом (метилвиолет 10В). Эту краску 

применяли, когда была уверенность, что гибели клеток нет. После 

промывки лунок раствором Хенкса в них добавляли по 50 мкл 0,2%  

в 2% этаноле краски, трижды промывали водой, элюировали краску 

10% раствором уксусной кислоты и оценивали экстинкции. Исследо-

вания подраздела 2.2.5 монографии выполнялись на базе лаборатории 

медицинской биотехнологии ГУ НИИ биомедхимии РАМН имени 

В.Н. Ореховича (г. Москва) совместно с доктором биологических наук 

О.Ю. Абакумовой. 

 

2.3 Методы биохимических исследований биологической ак-

тивности продуктов гистолиза на тканевом уровне  

 

Методы культивирования животных тканей являются длитель-

ными, дорогими, сложными и требуют специального оборудования. 

При культивировании тканей животных трудно найти простой макро-

скопический параметр, который мог бы достаточно объективно ото-

бражать изменения на уровне метаболизма клеток. Этих недостатков 

лишены простейшие растительные тест-объекты, с помощью которых 

можно в короткие сроки оценить макроскопический параметр (напри-

мер, длину корней, листьев) в сравнении с биохимическими показате-

лями. Такие тест-объекты широко применяются при моделировании 

окислительного стресса и оценке действия антиоксидантных систем. 

Животные и растительные ткани объединяет то, что они построены из 

эукариотических клеток. 

 

2.3.1 Получение лимфоцитов из тканей растущих крыс 

Крысам линии Вистар массой 60–70 г, получавшим полноценный 

рацион вивария, ежедневно внутрижелудочно вводили экстракт куко-

лок дубового шелкопряда в разведении 1:10 в течение 10 дней. Кон-

трольные животные получали аналогичный объем физиологического 

раствора. Крыс декапитировали под легким эфирным наркозом. Вы-

деляли селезенку, тимус и печень. Ткани печени, селезенки и тимуса 

измельчали ножницами, тщательно растирали в тефлоновом гомоге-

низаторе. В пробирку с кусочками ткани добавляли приблизительно  

1 мл питательной среды, содержащей коллагеназу (1–8 мг/мл), и, за-

крыв пробкой, инкубировали при 37ºС в течение 30 мин. В градиенте 

плотности (фиколл-верографин, 1,077 г/см
3
) выделяли лимфоциты. 

Ре
по
зи
то
ри
й В
ГУ



-40- 

Определение свободных аминокислот проводили в хлорнокислых экс-

трактах диализатов лимфоцитов методом обращенно-фазовой ВЭЖХ 

с о-фталевым альдегидом и 3-меркаптопропионовой кислотой с изо-

кратическим элюированием и детектированием по флуоресценции 

(231/445 нм). 

 

2.3.2 Проращивание растительных тест-объектов в лабора-

торных условиях 

Лук. Луковицы Allium cepа L. сорта «Штуттгартен ризен», диа-

метром 2,0–2,5 см, для активизации и синхронизации процесса про-

растания выдерживали при 4ºС в течение 14 дней. По истечении этого 

времени у них удаляли внешние чешуи и коричневую нижнюю пла-

стинку, затем помещали в пробирки (объемом 20 мл) с дистиллиро-

ванной водой. Проращивание луковиц проводили при комнатной тем-

пературе и естественном освещении. Через 48 часов луковицы поме-

щали на 24 часа в тестируемые растворы (экстракт куколок шелко-

пряда, регуляторы роста, соли тяжелых металлов). В качестве контро-

ля применяли дистиллированную воду. Для биохимических анализов 

использовали листья растений на 12-е сутки (9-е сутки после действия 

тестируемых растворов).  

Ячмень. Для получения этиолированных проростков зерновки 

ячменя (Hordeum vulgare L.) сорта «Гонар» тщательно промывали 

дистиллированной водой и оставляли на 24 часа для набухания в ис-

следуемых растворах и дистиллированной воде (контроль). Затем се-

мена раскладывали на фильтровальную бумагу, сворачивали в руло-

ны, которые помещали в стаканы с дистиллированной водой, и про-

ращивали в термостате при 23ºС.  

При моделировании гипотермии растения ячменя в возрасте  

5 суток помещали на 24 часа в камеру с температурой 4–6ºС, затем на 

сутки растения возвращали в исходные температурные условия.  

Для моделирования гипертермии растения ячменя в возрасте  

6 суток помещали на 3 часа в термостат при 40ºС, затем на сутки рас-

тения возвращали в оптимальные температурные условия.  

Для биохимического анализа использовали проростки в возрасте 

семи суток, считая от закладки семян на проращивание. К этому мо-

менту растения ячменя находились в фазе полностью развернутого 

первого листа, начала появления второго. 

Овес. Растения овса (Avena sativa L.) сорта «Гоша» выращивали 

при 15-часовом световом дне и освещении полихроматичным белым 

светом (40 Вт, 150 мкмоль м
-2

с
-1

), при температуре 25ºС. Семена овса 

замачивали на сутки в воде (контроль) или в растворе экстракта куко-

лок шелкопряда. Равномерно проклюнувшиеся зерновки отбирали для 

дальнейшего выращивания на воде или на тестируемом растворе, со-
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ответственно. В возрасте проростков 3 и 7 суток со дня проклевыва-

ния проводили забор ткани из апикальной зоны листа проростка.  

 

2.3.3 Определение биохимических показателей растительных 

тест-объектов 

Количественное определение продуктов перекисного окисления 

липидов проводили в листьях с применением теста с 2-тиобар-

битуровой кислотой [214]. Концентрацию ТБКРС рассчитывали с ис-

пользованием молярного коэффициента экстинкции 1,56·10
5
 моль

-1∙см
-1

 

и выражали в мкмоль/г.  

Определение диеновых конъюгатов проводили с использовани-

ем смеси гептана и изопропилового спирта (1:1). Содержание рассчи-

тывали по методу Стальной с учетом коэффициента молярной экс-

тинкции – 2,2∙10
5
 см

-1
·М

-1
 [215]. 

Активность каталазы определяли по методу Королюк, осно-

ванному на определении количества Н2О2, не разложившегося после 

инкубации с каталазой, путем спектрофотометрической регистрации 

окрашенного продукта реакции взаимодействия пероксида водорода с 

молибдатом аммония [216]. Активность каталазы рассчитывали с уче-

том коэффициента молярной экстинкции ‒ 22200 см
-1∙М-1 

и выражали 

в мкмоль/мин∙г ткани.  

Активность глутатионредуктазы определяли по [217]. Принцип 

определения активности ГР заключается в превращении GSSG в 

GSH в присутствии НАДФН. Активность глутатионредуктазы рассчи-

тывали с учетом коэффициента молярной экстинкции – 6,22 мМ
-1

·см
-1

 

и выражали в мкмоль/мин∙г ткани. 

Активность СОД определяли с использованием системы, обеспе-

чивающей восстановление нитросинего тетразолия (НСТ) [218], рас-

считывали с учетом процента ингибирования реакции и выражали  

в ммоль/мин∙г ткани. 

Определение суммы фенольных соединений и флавоноидов про-

водили в спиртовых экстрактах [219]. Рассчитывали сумму фенолов и 

сумму флавоноидов с учетом удельных показателей поглощения (для 

фенолов галловой кислоты в комплексе с реактивом Фолина–Чиокальто 

равным 90; для флавоноидов – гликозидов кверцетина в комплексе с 

хлоридом алюминия в этаноле равным 330) и выражали в процентах. 

Количество α-аминного азота устанавливали нингидриновым 

способом [220] и рассчитывали по калибровочной кривой, построен-

ной по стандартному раствору глицина. Содержание свободных ами-

нокислот выражали в мг/г сырого или сухого материала. 

Экстракцию фотосинтетических пигментов проводили безвод-

ным ацетоном. Количество хлорофиллов и каротиноидов определяли 
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спектрофотометрически при 440, 644, 662 и 700 нм по методу Шлыка 

[221]. 

 

2.3.4 Молекулярно-генетические методы исследования рас-

тительных тканей 
Уровень относительной экспрессии (R) генов: β-глюкозидазы, 

фосфолипазы, фитохрома А – измеряли в ткани из апикальной зоны 

листа 3-х и 7-ми суточных проростков. 

Выделение общей РНК из растительной ткани проводили с ис-

пользованием реагента TRISOL в соответствии с коммерческим про-

токолом Invitrogen (USA). Количество выделенной РНК определялось 

спектрофотометрически по поглощению при 260 нм. Степень чистоты 

препаратов оценивалась по соотношению А260/А280 (А260/А280 = 2,0).  

Для получения кДНК на матрице РНК использовали реакцию об-

ратной транскрипции (ОТ) с применением обратной транскриптазы 

вируса мышиной лейкемии Молони (M-MLN – Moloney murine 

leukemia virus). Реакцию проводили с помощью набора реагентов 

«RevertAid
TM 

H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit» в соответствии 

со стандартным протоколом (Fermentas). В качестве затравки для син-

теза цепи ДНК на РНК-матрице использовали смесь случайных гекса-

мерных праймеров (random hexanucleotide primers). На реакцию брали 

2 мкг общей РНК, предварительно обработанной ДНКазой 

(Deoxyribonuclease I), что позволяло избавиться от загрязнения препа-

рата геномной ДНК. Реакцию проводили в соответствии со стандарт-

ным протоколом (Fermentas). 

Объем реакционной смеси для амплификации фрагментов кДНК 

составлял 20 мкл. Для проведения полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) использовали набор реагентов «High Fidelity PCR Enzyme Mix». 

Реакционная смесь содержала 200 мкМ дНТФ, 1 U Taq-полимеразы, 

100 нг кДНК. Использовали ген-специфические праймеры для ОТ-

ПЦР в режиме реального времени. Концентрации ионов магния и 

праймеров оптимизировались в ходе экспериментов. ПЦР проводили 

на амплификаторе MiniOpticon (Bio-Rad) в следующем режиме: на-

чальная денатурация – 95ºС, 3 мин; затем 40 циклов (денатурация – 

95ºС, 40 с; отжиг – 56ºС, 30 с; элонгация – 72ºС, 30 с); конечная элон-

гация – 72ºС, 15 мин; остановка реакции – 10 мин, 10ºС. 

Анализ полученных данных и уровня экспрессии генов прово-

дился ∆∆Ct-методом (Ct – thresholdcycle = пороговый цикл): 

ΔCtм = Ctмк - Ctмвand ΔCtн = Ctнк - Ctнв 

R = 2
-ΔΔCt

,
 

где ΔΔCt = ΔCtн - ΔCtм; 

R – относительное изменение уровня экспрессии гена; м – ген-

мишень, экспрессия которого исследуется; к – контрольный образец 
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(получен из растительной ткани, не подвергавшейся никаким обра-

боткам); н – ген-нормализатор (ген, экспрессия которого принимается 

за постоянную при различных условиях роста растений); в – образец 

растительной ткани после внешнего модулирующего воздействия.  

Дополнительный контроль выхода амплифицированных ДНК-

фрагментов проводили методом одномерного горизонтального элек-

трофореза в агарозном геле. Детекцию нуклеиновых кислот, окрашен-

ных бромистым этидием, осуществляли на приборе Gel-Doc2000 (Bio-

Rad). В качестве контроля линейных размеров и количества ДНК ис-

пользовали маркеры GeneRuler 50 bp DNA Ladder Plus, Gene Ruler  

100 bp DNA Ladder Plus, ФХ174 DNA/BsuRI (HaeIII) Marker, 9 и 

pUC19 DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23. Исследования подраздела 2.3.4 

выполнены на базе лаборатории молекулярной биологии клетки Ин-

ститута биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси (г. Минск) 

совместно с кандидатом биологических наук Г.В. Ляхновичем. 

 

2.4 Статистическая обработка результатов исследований 

 

Весь цифровой материал вводился для хранения и обработки в 

таблицы Microsoft Excel и Statistica-6. Для проверки нормальности 

распределения применялся W-критерий Шапиро–Уилка (Shapiro–

Wilk), специально разработанный для проверки нормальности распре-

деления малых выборок, численностью от 3 до 50 вариант, основан-

ный на распределении порядковых статистик [Хан, Шапиро, 1969]. 

Данные, имеющие нормальное распределение, представлены в виде 

M±m, при этом для определения статистической значимости различий 

применяли t-критерий Стьюдента. Критическое значение уровня зна-

чимости Р принималось равным 5%. 
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ГЛАВА 3 

ХАРАКТЕРИСТИКА ЖИДКОГО СОДЕРЖИМОГО  

КУКОЛОК ДУБОВОГО ШЕЛКОПРЯДА 
 

Голометаболические насекомые с полным превращением харак-

теризуются тем, что у них между личиночной и взрослой стадиями 

происходит внезапная и резкая трансформация. Ювенильная личинка 

(гусеница) по мере роста претерпевает серию линек. В присутствии 

ювенильного гормона стимулированная экдизоном линька завершает-

ся переходом личинки в новый возраст. У личинок последнего возрас-

та синтез ювенильного гормона постепенно прекращается, и его со-

держание падает ниже порогового уровня. Это событие индуцирует 

выделение проторокотропного гормона (ПТТГ). Такой гормональный 

фон переводит клетки на путь, ведущий к окукливанию [222, 223]. 

Личинка последнего возраста трансформируется в куколку, которая 

покрыта оболочкой из шелковой нити (кокон). Фаза куколки у дубо-

вого шелкопряда (диапауза) продолжается 7–8 месяцев. Куколка не 

питается, а живет за счет энергии пищи, потребленной личинкой.  

В куколке происходят процессы гистолиза и гистогенеза [224–227]. 

До настоящего времени было известно, что гистолиз – это разрушение 

подлежащих замене в ходе метаморфоза тканей и органов личинки, 

которое осуществляется при помощи автолиза, лиоцитоза (с помощью 

лейкоцитов) и фагоцитоза. Гистолизу подвергаются все системы орга-

низма личинки, кроме нервной, половой, а также спинного сосуда.  

В периоде длительной диапаузы молекулы гемолимфы должны быть 

защищены от свободнорадикальной деструкции и бактериальной кон-

таминации. Гистолиз сменяется гистогенезом, конечной целью кото-

рого является построение из жидкого содержимого куколок новых, 

имагинальных органов. В голометаболических личинках имеются две 

популяции клеток: личиночные клетки, функционирующие на юве-

нильных стадиях, и имагинальные клетки, собранные в кластеры, 

ждущие сигнала, чтобы приступить к дифференцировке. Кроме того, в 

гемолимфе обнаруживаются, как минимум, 5 типов циркулирующих 

гемоцитов: прогематоциты (стволовые клетки), плазматоциты и три 

типа специализированных клеток [228, 229].  

Куколки дубового шелкопряда традиционно использовались для 

получения шелка, а также как биологически полноценный источник 

пищи [230–232]. В последние 10 лет содержимое куколок дубового 

шелкопряда рассматривается как перспективный источник биофарма-

цевтических субстанций [233–237]. К настоящему времени расшифро-

ван геном дубового шелкопряда на стадии куколки [238].  
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Однако биохимические процессы, создавшие условия для сохра-

нения молекул, необходимых для точного гистогенеза в процессе диа-

паузы, не изучены. Таким образом, не известны механизмы образова-

ния компонентов гемолимфы куколок, их сохранения и биологиче-

ской активности в процессе диапаузы. Выяснение этих механизмов 

может быть полезным при создании биофармацевтических субстан-

ций, как для подавления жизнедеятельности клеток, так и для их раз-

вития в процессе формирования многоклеточного организма. 

Целью данной главы является 1) выяснение природы механизма 

обогащения гемолимфы молекулами-предшественниками макромоле-

кул; 2) исследование распада макромолекул в процессе диапаузы;  

3) изучение формирования системы антиоксидантной защиты гемо-

лимфы и ее состава. 

Использована отечественная моновольтинная порода дубового 

шелкопряда «Полесский тассар», выведенная в результате многолет-

ней селекционной работы сотрудниками кафедры общей энтомологии 

и зоологии Украинской ордена Трудового Красного Знамени сельско-

хозяйственной академии под руководством профессора Н.Н. Синиц-

кого и акклиматизированная к условиям северо-восточной Беларуси 

сотрудниками кафедры зоологии Витебского государственного уни-

верситета имени П.М. Машерова на протяжении 40 лет [239, 240]. 

 

3.1 Роль апоптоза в формировании гемолимфы куколок 

 

Для выяснения механизма гистолиза проведено культивирование 

клеток жирового тела и гемолимфы, выделенных из куколок в начале 

диапаузы. При культивировании использовано 5 сред, отличающихся 

по дополнительным компонентам. В культуре жирового тела после 

смены среды спустя 1 сутки от посева наблюдались многочисленные 

округлые слабо распластанные клетки с везикулами в цитоплазме и 

единичные неправильной формы сильно распластанные (рисунок 3.1). 

К 6-м суткам сильно распластанных клеток не наблюдалось.  

В культуре гемолимфы наблюдались округлые клетки разного 

размера с менее выраженной зернистостью цитоплазмы по сравнению 

с преобладающим типом клеток ЖТ (рисунок 3.2 а). Окраска Hoechst-

33342 клеток гемолимфы, инкубировавшихся 6 суток в среде 2, вы-

явила в большинстве клеток картину апоптоза – пикнотические или 

фрагментированные ядра (рисунок 3.2 б). 
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б 

 
в 
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Рисунок 3.1 – Клетки ЖТ в среде 1: а – 1-е сутки культивирования 

(увеличение 100х), б – увеличение 400х; в среде 3: в – 1-е сутки 

культивирования (увеличение 100х), г – увеличение 400х 
Примечание – стрелками отмечены распластанные. 

 

 
а 

 
б 

Рисунок 3.2 – Клетки гемолимфы в среде 4: а – 2-е сутки культи-

вирования (увеличение 100х); в среде 2: б – 6-е сутки культивиро-

вания, окраска Hoechst-33342 (увеличение 100х) 
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При окраске комбинацией красителей Hoechst-33342 и йодистый 

пропидий (стандартный метод оценки жизнеспособности) клеток ге-

молимфы, инкубировавшихся 2 суток в среде 5, обнаружено красное 

(характерное для нежизнеспособных клеток) свечение ядер у всех на-

блюдавшихся клеток, при этом морфология ядра у большинства была 

апоптотической (рисунок 3.3). Значительная часть клеток находилась 

в составе агрегатов.  

 

 

а 

 

б 

Рисунок 3.3 – Клетки гемолимфы в среде 5:  

а, б – 2-е сутки культивирования, окраска Hoechst-33342  

и йодистым пропидием (увеличение 400х) 

 

Кристаллы и агрегаты, сформировавшиеся в процессе меланизации 

гемолимфы, полностью удалить центрифугированием (3000 об./мин  

10 минут) и фильтрацией через фильтр 0,2 мкм не удалось. 

Приведенные материалы позволяют сделать заключение о том, 

что из гемолимфы и жирового тела куколок дубового шелкопряда 

удается выделить клетки, прикрепляющиеся к культуральному пла-

стику. Однако применявшиеся среды не поддерживали рост и не 

обеспечивали сохранения жизнеспособности клеток куколок дубового 

шелкопряда более 1 суток. Следовательно, можно думать о запро-

граммированном разрушении клеток личинок V возраста по механиз-

мам апоптоза как способе формирования химических составляющих 

гемолимфы куколок. 

 

3.2 Биохимические изменения в гемолимфе куколок на про-

тяжении диапаузы 

 

В течение диапаузы происходит переход от процессов гистолиза 

к процессам гистогенеза, что проявляется в виде изменений биохими-

ческого состава гемолимфы (таблица 3.1). Исследования проведены 
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тест-системами сухой химии с помощью анализатора «Рефлотрон IV». 

Для сравнения в таблице приведены диапазоны нормальных значений 

изучавшихся показателей в сыворотке крови здоровых людей. Это 

сделано в связи с тем, что транспорт веществ в жидкой фазе крови ог-

раничен в диапазоне концентраций физико-химическими свойствами 

транспортируемых веществ и особенностями функционирования 

транспортных систем. Предположительно, это может относиться и к 

другим биологическим жидкостям (гемолимфа).  

 

Таблица 3.1 – Динамика некоторых биохимических показателей 

гемолимфы куколок во время диапаузы (в каждой группе исследовано 

по 5 куколок) 

 

Показатель 

Месяц диапаузы Сыворот-

ка крови 

человека 
Сентябрь Ноябрь Январь Февраль Март 

Глюкоза, 

ммоль/л 

4,05±0,29 5,68±0,58
1
 4,63±0,73 17,5±1,45

1
 30,8±2,47

1
 3,3–5,5 

ТГ, ммоль/л 1,92±0,21 2,76±0,32
1
 4,29±0,55

1
 3,50±0,15

1
 2,87±0,24

1
 0,45–1,80 

ОХС, ммоль/л 3,36±0,09 3,47±0,04 3,34±0,07 4,30±0,02
1
 3,84±0,07 3,63–5,00 

ХС ЛПВП, 

ммоль/л 

0,37±0,07 0,39±0,07 0,76±0,06
1
 0,51±0,05 0,45±0,06 1,0–1,8 

МК, мкмоль/л 196±28 248±52 362±20
1
 549±38

1
 806±127

1
 180–340 

Амилаза, Ед/л 390±36 286±13
1
 45,8±2,15

1
 66,0±17,8

1
 52,0±18,9

1
 0–220 

ГГТ, Ед/л 112±5,4 70,6±6,35
1
 83,9±12,2

1
 80,0±5,00

1
 52,7±1,71

1
 0–49 

АлАТ, Ед/л 126±27 147±19 226±24
1
 144±10 149±26 10–40 

АсАТ, Ед/л 86,5±18,3 99,7±25,4 35,9±11,2
1
 143±31 183±21

1
 8–20 

К, ммоль/л 17,5±5,67 36,2±4,72
1
 32,8±1,10

1
 76,0±6,90

1
 79,0±4,00

1
 3,4–5,3 

Примечание – 1. ТГ – триглицериды, ОХС – общий холестерин, ХС ЛПВП –  

холестерин липопротеинов высокой плотности, МК – мочевая кислота, ГГТ –  

γ-глутамилтрансфераза, АлАТ – аланин-аминотрансфераза, АсАТ – аспартат-

аминотрансфераза. 2. 
1 
– Р<0,05 по сравнению с результатами исследований в сентябре. 

 

Исследуя биохимический состав гемолимфы куколок в разные 

периоды диапаузы, можно ориентироваться в том, насколько далеко 

зашли процессы гистолиза. Следует отметить постоянный рост двух 

показателей во все периоды диапаузы: 1) увеличение концентрации 

калия, что свидетельствует о перманентном разрушении плазматиче-

ских мембран клеток и выходе из них калия; 2) увеличение концен-

трации мочевой кислоты как объективный признак распада пурино-

вых нуклеотидов и возрастающий по мощности фактор антиоксидант-

ной защиты. 

Транспортные формы энергии – глюкоза и триглицериды – имели 

тенденцию к накоплению, начиная с ноября месяца. Интересно, что 

увеличение концентрации триглицеридов можно связать с выходом их 

из разрушающихся клеток с примерно постоянной умеренной скоро-

стью. Рост концентрации глюкозы в 4–7 раз в феврале и марте не мо-
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жет рассматриваться как результат распада гликогена, поскольку этот 

полисахарид распадается чрезвычайно быстро, а активность фермента 

амилазы снижена до постоянного уровня в январе–марте. Единственно 

возможным объяснением может быть включение механизма глюконео-

генеза в клетках из аминокислот. Этот механизм вполне оправдан, так 

как глюкоза является основным источником энергии при делении кле-

ток, а также в процессе катаболизма глюкозы от ее метаболитов начи-

наются многочисленные биосинтетические пути анаболизма [1].  

Активность изучавшихся ферментов в гемолимфе была повыше-

на уже в сентябре, что отражает процессы гистолиза тканей гусеницы 

V возраста и формирования куколки. Затем активность амилазы и ГГТ 

в гемолимфе снижалась. Активность аминотрансфераз была повышен-

ной на протяжении всей диапаузы. Статистически достоверное повыше-

ние активности АлАТ в январе может рассматриваться как результат 

гистолиза тканей жирового тела, а повышение активности АсАТ в мар-

те, вероятно, является следствием распада мышечной ткани куколки и 

создания мышечной ткани имаго. Итак, в процессе диапаузы в первой 

половине происходит распад макромолекул (катаболическая фаза), а во 

второй половине – биосинтез глюкозы (анаболическая фаза).  

Поэтому из гемолимфы куколок дубового шелкопряда можно по-

лучать препараты катаболического и анаболического действия в зави-

симости от периода диапаузы.  

Для сохранения молекул гемолимфы в процессе диапаузы необхо-

димы антиоксиданты. Содержание антиоксидантных витаминов в гемо-

лимфе куколок дубового шелкопряда по сравнению с гемолимфой вино-

градных улиток (Helix pomatia L.) представлено в таблице 3.2.  

 

Таблица 3.2 – Содержание антиоксидантных витаминов в гемо-

лимфе (мг/л) 
 

Показатель Гемолимфа куколок Гемолимфа улиток 

Витамин С 181,5±27,0 15,4±2,76
1 

Витамин Е 12,5±0,88 15,6±1,54 

Витамин А 0,037±0,013 0,018±0,006 
Примечание – 

1 
Р<0,05. 

 

Из таблицы 3.2 следует, что в гемолимфе куколок дубового шелко-

пряда содержание аскорбиновой кислоты выше, чем в гемолимфе вино-

градных улиток в 10 раз. Аскорбиновая кислота вносит существенный 

вклад в антиоксидантный потенциал гидрофильных компонентов гемо-

лимфы. В гемолимфе куколок дубового шелкопряда содержатся также 

(М±σ, мг/л) витамин В1 (0,011±0,011), витамин В2 (17,9±6,19), пировино-

градная кислота (71,6±11,9), 4-пиридоксиловая кислота (0,69±0,062), ни-

котиновая кислота (18,0 мг/л), фолиевая кислота (0,7 мг/л), пантотеновая 
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кислота (8,2 мг/л), цианкобаламин (0,25 мкг/л), биотин (4,5 мкг/л), каро-

тиноиды (0,4 мг/л) [213, 234]. Поскольку гемолимфа формировалась пу-

тем распада клеток и макромолекул, возможно включение механизма 

накопления продуктов распада, обладающих антиоксидантными свойст-

вами, как показано выше на примере накопления мочевой кислоты [203–

205]. В связи с этим был проанализирован белковый и аминокислотный 

состав гемолимфы куколок. 

 

3.3 Белки и аминокислоты гемолимфы куколок 

 

Данные о содержании растворимых белков в теле гусениц (фаза 

личинки) и куколки представлены в таблице 3.3. Количество раство-

римых белков достоверно уменьшается в теле гусениц при переходе 

от возраста I к возрасту V. В теле куколки общее количество раство-

римых белков возрастает по сравнению с гусеницей V возраста, что, 

вероятно, связано с гистолизом тканей гусеницы. Содержание общего 

белка в гемолимфе куколок составляет 55±4,0 г/л (для сравнения со-

держание общего белка в сыворотке крови человека 65–85 г/л). 
 

Таблица 3.3 – Динамика содержания растворимых белков (г/кг)  

в фазах личинка–куколка 
 

Фаза личинка (гусеницы) Куколка 

(все тело) I возраст III возраст V возраст 

86,3±2,04 34,7±1,03
1
 25,7±1,25

1
 63,9±3,35

1, 2
 

Примечание – 
1
 Р<0,05 по сравнению с гусеницей I возраста; 

2
 Р<0,05 по сравнению с гусе-

ницей V возраста. 

 

 

Данные о влиянии вида корма (листья дуба черешчатого, березы 

повислой и ивы) на содержание растворимых белков в тканях гусениц 

и куколки приведены в таблице 3.4. 
 

Таблица 3.4 – Зависимость содержания растворимых белков  

в фазах личинка–куколка от вида корма 
 

Объект исследования Листья дуба Листья березы Листья ивы 

Гусеница I возраста, г/кг  96,7±2,35 76,0±2,67
1
 78,9±3,56

1
 

Гусеница III возраста, г/кг 38,7±1,43 30,7±1,52
1
 31,5±1,34

1
 

Гусеница V возраста, г/кг 32,4±1,27 25,2±1,78
1
 24,9±1,35

1
 

Шелковыделительная железа, г/кг 59,0±5,53 30,3±2,78
1 

53,8±5,24 

Гемолимфа куколки, г/л 48,3±2,34 33,5±3,17
1
 34,1±2,98

1
 

Жировое тело, г/кг 40,9±2,25 32,2±1,75
1
 62,3±5,64

1
 

Примечание – 
1
 Р<0,05 по сравнению с данными столбца «Листья дуба». 
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Судя по содержанию растворимых белков в теле гусениц I, III и 
V возрастов и в гемолимфе куколок, листья дуба являются предпочти-
тельным кормом. Общее содержание растворимых белков в теле ку-
колок и жировом теле оказалось наибольшим при питании гусениц 
листьями ивы. В теле, жировом теле и гемолимфе куколок-«самок» по 
сравнению с куколками-«самцами» содержание белков выше на 
11,5%, 36% и 54%, соответственно. При анализе относительной элек-
трофоретической подвижности белков гемолимфы куколок шелко-
пряда определена достаточно высокая гетерогенность растворимых 
белков. На электрофореграммах отчетливо удается различить от 7 до 9 
и более фракций, соответствующих индивидуальным белкам. Питание 
листьями березы уменьшает степень гетерогенности белков гемолим-
фы на 22,3% по сравнению с питанием листьями дуба. 

При разделении ГКДШ методом гельфильтрации на  колонке  
с сефадексом G-25 fine были выявлены три группы веществ: 1) мак-
ромолекулы (белки, нуклеиновые кислоты, полифенолы – фракции 7–
13, элюционный объем 21–39 мл); 2) аминокислоты и пептиды (фрак-
ции 15–30, элюционный объем 45–90 мл); 3) низкомолекулярные био-
регуляторы (фенолы, флавоноиды – фракции 34–52, элюционный объ-
ем 102–156 мл). При повторных разделениях различных образцов ге-
молимфы на колонке с сефадексом G-25 fine хроматографические 
профили элюции были достаточно близкими. Предположение о нали-
чии трех групп веществ вытекает из анализа данных оптической плот-
ности фракций при определенных длинах волн.  

На рисунке 3.4 а представлены оптические плотности фракций 
при 210, 260 и 280 нм. Из анализа данного рисунка следует, что пер-
вый пик содержит белки, полинуклеотиды и полифенольные соедине-
ния, а также комплексы белков с низкомолекулярными биорегулято-
рами (А280, 260). Второй пик характеризуется сильным поглощением 
при 210 нм, что подтверждает предположение о наличии в этой облас-
ти веществ с молекулярной массой ниже 6000 Да, но имеющих пеп-
тидные связи, т.е. пептидов. Из анализа рисунка 3.4 б видно, что белок 
регистрируется в первом пике (фракции 7–13, элюционный объем 21– 
39 мл). Следы белка находятся также во фракциях 22–29 второго пика 
(элюционный объем 66–87 мл). В первых двух пиках выявляются  
SH-группы, глутатион и мочевая кислота. Возможно, что в первом пи-
ке выходят ассоциированные с белком трипептид глутатион и мочевая 
кислота. Третий пик содержит низкомолекулярные биорегуляторы 
фенольной природы, триптофан, биофлавоноиды и другие вещества 
(фракции 30–40, элюционный объем 90–120 мл). Это подтверждается 
методом тонкослойной хроматографии на силикагеле – выявлено на-
личие нескольких флуоресцирующих компонентов гемолимфы (сис-
тема n-бутанол:уксусная кислота:вода = 4:1:5), являющихся дигидро- 
ксихинонами. 
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Рисунок 3.4 – Результаты хроматографического разделения гемо-

лимфы на сефадексе G-25 fine: а – оптическая плотность фракций 

гемолимфы; б – химические компоненты фракций гемолимфы 
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Общее содержание фенольных соединений в гемолимфе  

246±4 мг/л, причем 80% связаны с фракциями макромолекул (7–13) и 

по 10% представлены во 2 и 3 пиках: фракции 19–29 (элюционный 

объем 57–87 мл) и фракции 30–40 (элюционный объем 90–120 мл). 

Методом ВЭЖХ в гемолимфе куколок и в ее фракциях не уда-

лось обнаружить полифенольный антиоксидант ресвератрол, но обна-

ружены следы мелатонина. Содержание продуктов пероксидного 

окисления липидов (ТБКРС) достаточно низкое и составляет 

0,35±0,17 нмоль/мг белка. Выявлена активность глутатионпероксида-

зы, равная 42±9,0 нмоль GSH/мин∙мг белка. 

Количественную и качественную идентификацию свободных 

аминокислот и их дериватов гемолимфы куколок шелкопряда прово-

дили катионообменной хроматографией одноколоночным методом по 

модифицированному методу J.V. Benson, J.A. Paterson (1974) [211]. 

Спектр свободных аминокислот куколок дубового шелкопряда с уче-

том кормовой базы гусениц представлен в таблице 3.5.  

 

Таблица 3.5 – Спектр свободных аминокислот гемолимфы куко-

лок дубового шелкопряда (ммоль/л) 

 

Аминокислота 
Питание  

листьями дуба 

Питание  

листьями березы 

Без учета  

питания 

Асп 3,81±0,57 5,59±0,68
1
 4,70±0,56 

Тре 10,3±0,36 10,2±0,49 10,3±0,27 

Сер 16,2±2,04 10,1±1,07
1
 13,1±1,71 

Глу 1,03±0,10 0,76±0,06
1
 0,90±0,08 

Глн 15,2±0,99 22,9±1,36
1
 19,1±1,89 

Про 4,86±0,24 6,31±0,51
1
 5,59±0,41 

Гли 16,1±0,75 18,2±1,55 17,1±0,91 

Ала 22,7±3,27 14,0±2,06
1
 18,3±2,60 

Вал 8,49±0,21 7,83±0,19
1
 8,16±0,19 

Мет 0,80±0,08 0,54±0,10
1
 0,67±0,08 

Иле 4,54±0,19 4,14±0,12 4,34±0,14 

Лей 4,70±0,16 4,82±0,24 4,76±0,13 

Тир 2,86±0,38 2,20±0,12 2,53±0,23 

Фен 0,90±0,03 1,15±0,04
1
 1,04±0,07 

Лиз 8,30±0,73 9,02±1,03 8,70±0,59 

Гис 10,4±0,76 10,1±0,27 10,3±0,37 

Таурин 0,70±0,08 1,12±0,08
1
 0,98±0,11 

Цитрулин 2,26±0,26 2,04±0,14 2,15±0,14 

Орнитин 0,05±0,01 0,04±0,01 0,04±0,01 
Примечание – 

1
 Р<0,05 по сравнению с данными столбца «Питание листьями дуба». 

 

Было показано, что общее количество свободных аминокислот  

в жидком содержимом куколок дубового шелкопряда составляет  

14,6 г/л: в том числе обнаружены (М±m, ммоль/л) глутамин 
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(19,1±1,89), аланин (18,3±2,60), глицин (17,1±0,91), серин (13,1±1,71), 

треонин (10,3±0,27), гистидин (10,3±0,37), лизин (8,66±0,586), валин 

(8,16±0,193), пролин (5,59±0,409), лейцин (4,76±0,133), аспарагиновая 

кислота (4,70±0,561), изолейцин (4,34±0,145), тирозин (2,53±0,230), 

цитрулин (2,15±0,141), фенилаланин (1,04±0,070), таурин (0,98±0,112), 

глутаминовая кислота (0,90±0,081), метионин (0,67±0,083), бета-

аланин (0,51±0,029), этаноламин (0,23±0,016), орнитин (0,04±0,004). 

Среди 21 азотсодержащего соединения выявлено 7 незаменимых ами-

нокислот (тре, лиз, вал, лей, иле, фен, мет); 10 могут регулировать ре-

докс-потенциал и оказывать антиоксидантное действие (про, сер, тау, 

тре, тир, мет, арг, гли, глу, асп); 8 регулировать апоптоз и пролифера-

цию клеток (лей, иле, вал, ала, сер, тре, арг, мет); 13 имеют отношение 

к сигнальным молекулам (ала, арг, лей, иле, вал, глу, гли, гис, лиз, 

мет, фен, про, тир); 11 участвуют в экспрессии генов (про, тре, арг, 

мет, гли, асп, лей, иле, вал, мет, лиз).  

По сравнению со спектром свободных аминокислот растений в 

жидком содержимом куколок содержится больше глицина, лизина, гис-

тидина, пролина и глутамина, а также снижено содержание глутамино-

вой кислоты и фенилаланина. Аминокислотный состав куколок близок к 

биологически полноценным белкам молока [241]. Интересно, что харак-

тер кормовой базы может модифицировать аминокислотный состав ку-

колки. При питании гусениц березовыми листьями в куколках содер-

жится больше таурина, аспарагиновой кислоты, глутамина, пролина и 

фенилаланина и меньше серина, глутаминовой кислоты, аланина, вали-

на, метионина и бета-аланина по сравнению с куколками, сформирован-

ными из гусениц, питавшихся дубовыми листьями [200].  

Анализ этих материалов показал, что в гемолимфе куколок дубово-

го шелкопряда в результате гистолиза накапливаются аминокислоты, 

способные регулировать процессы как в катаболическую, так и анаболи-

ческую стадии диапаузы, а также препятствовать действию АФК.  

Количественную и качественную идентификацию свободных 

аминокислот и их дериватов в пептидсодержащих фракциях гемо-

лимфы куколок дубового шелкопряда (фракции 17–33, элюционный 

объем 51–99 мл) проводили обращенно-фазовой хроматографией. Бы-

ло выделено 6 групп аминокислот (рисунок 3.5). В первую группу во-

шли аминокислоты, выделяемые в высокой концентрации (500– 

2500 мкмоль/л фракции). В этой группе оказались основные (положи-

тельно заряженные аминокислоты – гистидин, лизин и аргинин),  

а также серин, глицин и цистатионин. В наибольшей концентрации 

были гистидин, глицин и серин. Все эти аминокислоты выходили с 

элюционным объемом 60–95 мл, причем было достигнуто хорошее 

разделение глицина и гистидина. Среди выделенных аминокислот ли-

зин является абсолютно незаменимой аминокислотой, а гистидин и 
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аргинин считаются незаменимыми в периоде роста и развития орга-

низма млекопитающих.  

 

         

  

  

  

 

Рисунок 3.5 – Профиль элюции аминокислот, содержащихся  

во фракциях гемолимфы, в зависимости от их концентрации 
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Во вторую группу вошли 5 аминокислот, которые выделялись в 

диапазоне концентраций 100–900 мкмоль/л: треонин, аланин, валин, 

изолейцин и пролин. Основное количество аминокислот второй груп-

пы выходило с элюционным объемом 70–85 мл. В наибольшем коли-

честве определялись треонин и аланин, а в наименьшем – изолейцин. 

Во второй группе оказались три незаменимые аминокислоты – трео-

нин, валин и изолейцин. В третью группу вошли аминокислоты, вы-

деляемые при гель-хроматографии в диапазоне концентраций 50– 

350 мкмоль/л. Третья группа свободных аминокислот выходила с тем 

же элюционным объемом, что и вторая. В нее условно включены  

6 аминокислот, в том числе одна незаменимая – лейцин. Четвертую 

группу составили три аминокислоты, содержащиеся в диапазоне кон-

центраций 20–140 мкмоль/л. Эти аминокислоты выходили в диапазоне 

элюционного объема 60–100 мл и достаточно хорошо разделялись в 

последовательности: фосфоэтаноламин, метионин, фенилаланин. Две 

последние аминокислоты являются незаменимыми. Пятую группу со-

ставили 5 аминокислот и азотсодержащих метаболитов, выделяемых в 

концентрации 5–35 мкмоль/л. Эти низкомолекулярные метаболиты 

выходят с элюционным объемом 70–85 мл, среди них нет незамени-

мых аминокислот. 

Последнюю шестую группу составили 6 низкомолекулярных 

азотсодержащих веществ, выделяемых в диапазоне концентраций 5–

35 мкмоль/л, но обладающих особенностями при разделении методом 

высокоэффективной жидкостной хроматографии: триптофан выходит 

в большом элюционном объеме, а таурин, аспарагиновая кислота, ти-

розин представлены несколькими пиками. В шестую группу амино-

кислот включены триптофан (незаменимая аминокислота) и таурин, 

обладающий антиоксидантным действием.  

Методом ВЭЖХ было показано, что из куколок дубового шелко-

пряда можно получить полный набор протеиногенных аминокислот, 

включая все незаменимые аминокислоты. Иными словами, как сама 

куколка, так и препараты, полученные путем термического или гель-

хроматографического удаления белков, являются сбалансированными 

аминокислотными композициями, которые могут применяться как для 

обеспечения биосинтеза белков, так и для молекулярной регуляции 

жизненно важных процессов. Следует отметить, что безбелковые гид-

рофильные препараты из куколок содержат природные композиции 

аминокислот в высокой концентрации, и они лишены факторов, 

влияющих на реактивность систем иммунитета и гуморальной регу-

ляции функций млекопитающих (отсутствие специфичных для насе-

комых белков и стероидов и других липофильных биорегуляторов).  
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3.4 Гистолиз тканей и антиоксидантная активность гемо-

лимфы куколок 

 

Работа базируется на гипотезе, согласно которой в живых орга-

низмах окислительный стресс вызывает распад белков, нуклеиновых 

кислот, гемопротеинов, ведущий к освобождению низкомолекуляр-

ных веществ (аминокислот, мочевой кислоты, билирубина), обладаю-

щих антиоксидантным действием. В данном подразделе монографии 

сделана попытка подтвердить эту гипотезу на примере динамики ан-

тиоксидантной активности в течение гистолиза гусениц V возраста, 

ведущего к образованию жидкого содержимого куколок дубового 

шелкопряда, а также при сравнительном анализе антиоксидантной ак-

тивности гемолимфы куколок с аналогичной активностью гемолимфы 

виноградных улиток, расплода пчел и лекарственных растений.  

Было изучено влияние гемолимфы куколки и гусеницы V возрас-

та дубового шелкопряда на генерацию НО
.
 при взаимодействии FeSO4 

(50 мкмоль/л) и H2O2 (50 мкмоль/л) (рисунок 3.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Рисунок 3.6 – Влияние степени разбавления гемолимфы куколок  

и гусениц дубового шелкопряда на генерацию НО
.
  

в реакции Фентона [2–A] 

 

Обнаружено, что оба образца гемолимфы ингибировали реакцию. 

Причем гемолимфа куколок в 10 раз сильнее ингибировала процесс, 

чем гемолимфа гусениц: 50% ингибирование наблюдалось при раз-

бавлении содержимого гусениц в 550 раз, а содержимого куколок – 

приблизительно в 5000 раз. Следовательно, получено первое под-

тверждение высказанной гипотезы. 
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Далее был проведен комплекс исследований антиоксидантной ак-

тивности ГКДШ с использованием сегментоядерных нейтрофильных 

эритроцитов человека. Вначале был осуществлен поиск ингибирую-

щего действия гемолимфы куколок на люминол-опосредованную  

ХЛ (Люм-ХЛ) стимулированных нейтрофилов (рисунок 3.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Рисунок 3.7 – Ингибирующее действие гемолимфы куколок  

на Люм-ХЛ стимулированных нейтрофилов 

 

В специальных экспериментах была изучена способность ней-

трофилов генерировать АФК после предварительного инкубирования 

клеток с гемолимфой куколок в течение 40 мин при 37ºС и после-

дующей отмывкой клеток. Оказалось, что способность формировать 

АФК у нейтрофилов, инкубированных без гемолимфы, и клеток, инку-

бированных с гемолимфой, а затем отмытых, практически не различает-

ся. Это свидетельствует о том, что компоненты гемолимфы куколок не 

сорбируются клетками и не приводят к снижению способности клеток 

генерировать активные формы кислорода в ответ на стимуляцию.  

Исследование Люм-ХЛ нейтрофилов при добавлении 2 мкл раз-

бавленной в 20 раз гемолимфы дубового шелкопряда показало, что 

происходит снижение выхода АФК как в случае активации клеток в 

ходе адгезии, так и при воздействии fMLP и латекса. Обнаружено, что 

ингибирующий эффект гемолимфы в отношении генерации клетками 

АФК, вызванной действием латекса и fMLP, значительно выше, чем в 

отношении активации клеток в ходе адгезии к стеклу. Выход АФК, 

генерируемых при адгезии, снижается на 50% при количестве гемо-
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лимфы в среде, соответствующем разбавлению в 500 раз, а при воз-

действии на нейтрофилы fMLP и латекса снижение выхода АФК на 

50% наблюдается при разбавлении гемолимфы более, чем в 10
4
 раз.  

Возникающее свечение является следствием взаимодействия лю-

минола с АФК (O2
.–
, Н2O2, ОН 

.
, 

1
O2, OCl

–
, ONOO

–
), генерируемыми 

активируемыми нейтрофилами. Хорошо изученным хемилюминес-

центным индикатором формирования O2
.–
 и Н2O2 является люцигенин. 

С целью уточнения мишеней действия компонентов гемолимфы было 

изучено его влияние на Люц-ХЛ нейтрофилов. Установлено, что ге-

молимфа дубового шелкопряда не оказывает значительного влияния 

на интенсивность Люц-ХЛ нейтрофилов при активации клеток в ходе 

адгезии, действии латекса и fMLP. Разница между Люм-ХЛ и Люц-ХЛ 

характеризует участие в генерации АФК миелопероксидазы, посколь-

ку люцигенин, в отличие от люминола, не окисляется МПО, не взаи-

модействует с OCl
–
 и другими продуктами МПО. Таким образом, по-

лученные данные свидетельствуют об ингибирующем влиянии гемо-

лимфы на МПО-зависимую генерацию АФК нейтрофилами [204]. 

На рисунке 3.8 представлена зависимость, характеризующая влия-

ние гемолимфы на окисление люминола пероксидом водорода в присут-

ствии миелопероксидазы разрушенных нейтрофилов. Как и в случае 

цельных жизнеспособных нейтрофилов, при действии на фермент МПО 

разрушенных клеток компоненты гемолимфы куколок также ингибиро-

вали способность МПО катализировать окисление люминола.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Рисунок 3.8 – Зависимость ингибирующего действия ГКДШ  

на Люм-ХЛ в системе «люминол + Н2О2 + МПО разрушенных 

нейтрофилов» от степени разбавления гемолимфы [3–A] 
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Ингибирование на 50% наблюдали при добавлении гемолимфы в 

количестве, соответствующем разбавлению более чем в 10
4
 раз. Сле-

довательно, компоненты гемолимфы куколок дубового шелкопряда 

могут напрямую влиять на МПО-зависимые реакции.  

Миелопероксидаза в покоящихся нейтрофилах локализована в 

азурофильных лизосомальных гранулах и вовлекается в процессы ге-

нерации АФК только после высвобождения из гранул при активации 

клеток. Миелопероксидаза, секретированная из нейтрофилов во вне-

клеточное пространство, может приводить к окислительной модифи-

кации белков, липидов и прочих веществ на удалении от клетки, что 

обусловливает важность процесса секреторной дегрануляции. На ри-

сунке 3.9 показано влияние гемолимфы на секрецию МПО из нейтро-

филов при активации клеток в ходе адгезии на стекло и при действии 

fMLP. Клетки были проинкубированы в течение 1 ч при 37ºС в отсут-

ствие или присутствии гемолимфы, а затем проведена оценка высво-

бождения МПО во внеклеточную среду в процентах по отношению к 

полному содержанию МПО в нейтрофилах. 

 
 

 

Рисунок 3.9 – Влияние ГКДШ на секрецию МПО из нейтрофилов 

при активации клеток: в процессе адгезии (1)  

и при действии fMLP (2) [3–A] 

 

Как видно из рисунка 3.9, гемолимфа куколок дубового шелко-

пряда тормозила секрецию МПО во внеклеточную среду при актива-

ции клеток в процессе адгезии и при действии fMLP. По-видимому, 

влияние гемолимфы на процессы активации кислорода в нейтрофилах 
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не ограничивается прямым взаимодействием компонентов гемолимфы 

с МПО и ее продуктами, но и включает супрессивное действие на 

процессы активации нейтрофилов.   

Поскольку выход ферментов из клеток и инактивация клеток могут 

происходить в результате клеточной гибели, в работе изучено повреж-

дение нейтрофилов при действии гемолимфы по высвобождению лак-

татдегидрогеназы. ЛДГ является цитозольным ферментом и может ока-

зываться во внеклеточной среде только вследствие нарушения барьер-

ной функции плазматической мембраны клетки. Проведенные исследо-

вания показали, что гемолимфа в использованных разведениях не при-

водит к усилению высвобождения из нейтрофилов ЛДГ и, следователь-

но, не вызывает разрушения нейтрофилов по механизму некроза.  

Фосфатидил-инозитол-3-киназа (ФИ-3-К) и 5-липоксигеназа (5-ЛО) 

являются важными внутриклеточными ферментами, регулирующими 

процессы сборки  НАДФН-оксидазных комплексов, дегрануляцию ней-

трофилов, а также гибель нейтрофилов по механизму апоптоза. Была 

изучена зависимость действия гемолимфы на генерацию нейтрофилами 

АФК от ингибиторов 5-ЛО и ФИ-3-К. На рисунке 3.10 представлены 

данные, отражающие ингибирующее действие компонентов гемолимфы 

на Люм-ХЛ нейтрофилов в отсутствие и присутствии в среде МК-886 

(блокатор активации 5-ЛО) или LY 294002 (ингибитор ФИ-3-К) в случае 

активации клеток при адгезии и действии fMLP.  

 

 

Рисунок 3.10 – Ингибирующий эффект ГКДШ в отношении  

Люм-ХЛ нейтрофилов при активации клеток в отсутствие и при-

сутствии МК-886 (210
-6

 моль/л) и LY 294002 (1,710
-7

 моль/л) [3–A] 
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Как видно из рисунка 3.10, ингибирующий эффект компонентов 

гемолимфы на генерацию АФК при действии fMLP слабо зависит от  

МК-886 и LY 294002. В то же время ингибирующее действие гемо-

лимфы на образование АФК при активации нейтрофилов в процессе 

адгезии значительно снижается при блокировании 5-ЛО и ФИ-3-К.  

Такой результат подтверждает, что действие гемолимфы не огра-

ничивается лишь влиянием на активность МПО, но и включает изме-

нение процессов внутриклеточной сигнализации [204]. 

Полученные данные позволили сделать следующее заключение. 

Гемолимфа куколок дубового шелкопряда приводит к ингибированию 

процессов генерации нейтрофилами АФК путем непосредственного 

ингибирования МПО-зависимых окислительных реакций и за счет 

снижения секреции из нейтрофилов МПО во внеклеточную среду. Ин-

гибирующий эффект в отношении образования нейтрофилами АФК 

при действии латекса и fMLP многократно превышает величину воз-

действия гемолимфы на активацию нейтрофилами кислорода при ад-

гезии. Действие гемолимфы на нейтрофилы частично зависит от 

функционирования 5-ЛО и ФИ-3-К внутриклеточных сигнальных пу-

тей и не является результатом некроза клеток [203, 242, 243].  

Для оценки уникальности выявленного антиоксидантного эффекта 

у гемолимфы куколок дубового шелкопряда был произведен поиск ана-

логичной активности гемолимфы виноградных улиток. На рисунках 3.11 

и 3.12 представлены данные о влиянии гемолимфы на генерацию актив-

ных форм кислорода стимулированными нейтрофилами человека.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.11 – Влияние ГВУ на генерацию АФК  

стимулированными нейтрофилами [2–A] 
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Рисунок 3.12 – Влияние ГКДШ (4–6) на генерацию АФК  

стимулированными нейтрофилами [2–A] 

 

На рисунках 3.13 и 3.14 представлены данные, показывающие 

наличие значительно более выраженного антиоксидантного эффекта 

гемолимфы куколок дубового шелкопряда по сравнению с гемолим-

фой виноградных улиток на модели окисления люминола бесклеточ-

ными системами.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 3.13 – Влияние ГВУ на окисление Люм  

при действии пероксидазы хрена с Н2О2 и HOCl [2–A] 
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Рисунок 3.14 – Влияние ГКДШ на окисление Люм при действии 

пероксидазы хрена с Н2О2 и HOCl [2–A] 

 

Сравнительный анализ антиоксидантной эффективности гемо-

лимфы куколок дубового шелкопряда и гемолимфы виноградных ули-

ток приведен в таблице 3.6. 

 

Таблица 3.6 – Разбавления гемолимфы, при которых наблюдалось 

50% ингибирование образования АФК 

 
Модельные системы Улитки Шелкопряд Отношение 

люминол + HOCl 500 100000 200 

люминол + пероксидаза хрена + Н2О2 60 12500 ~200 

люминол + миелопероксидаза + Н2О2 40 20000 500 

генерация АФК нейтрофилами при 

адгезии 

1 700 700 

генерация АФК нейтрофилами при 

действии fMLP 

35 10000 ~300 

генерация АФК нейтрофилами при 

действии латекса 

10 40000 4000 

 

При вычислении 50% ингибирования образования АФК показано, 

что гемолимфа куколок дубового шелкопряда эффективнее гемолим-

фы виноградных улиток в системе люминол + HOCl в 200 раз, люми-

нол + пероксидаза хрена + Н2О2 в 200 раз, люминол + миелоперокси-

даза + Н2О2 в 500 раз, генерации активных форм кислорода нейтрофи-

лами при адгезии в 700 раз, генерации активных форм кислорода ней-

трофилами при действии fMLP в 300 раз и генерации активных форм 

кислорода нейтрофилами при действии латекса в 4000 раз. Следова-
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тельно, ингибирующее действие гемолимфы дубового шелкопряда 

наблюдается при степени ее разбавления на несколько порядков более 

высокой, чем у виноградных улиток [244]. 

Приведенные результаты свидетельствуют о существенно более 

мощных антиоксидантных свойствах гемолимфы куколок дубового 

шелкопряда по сравнению с гемолимфой гусениц V возраста или ви-

ноградных улиток. Это может быть связано с увеличением концен-

трации продуктов распада нуклеиновых кислот (в частности мочевой 

кислоты) и белков (аминокислот, отвечающих за антиоксидантные 

эффекты) [204, 242]. 

Для дальнейшего доказательства уникальности антиоксидантной 

активности продуктов гистолиза было проведено сравнение с резуль-

татами аналогичных исследований с использованием гомогената рас-

плода пчел (ГРП). Было установлено: 1) достоверное уменьшение от-

носительно контроля интенсивности Люц-ХЛ нейтрофильных лейко-

цитов, характеризующей образование клетками O2
.–
, выявляется при 

действии ГРП в концентрации 1 мл/л; 2) при действии ГРП в концен-

трациях 1 мл/л наблюдается снижение суммарной генерации АФК 

нейтрофилами (с участием НАДФН-оксидазы и МПО) приблизитель-

но на 50% при активации клеток как при адгезии, так и действии хе-

мотаксического фактора fMLP и стимулятора фагоцитоза латекса 

[245]. Следовательно, гомогенат расплода пчел уступает антиокси-

дантной активности гемолимфы куколок дубового шелкопряда в 100–

1000 раз. 

В середине 90-х годов прошлого века начала разрабатываться 

концепция метаболической терапии с применением не только синте-

тических метаболитов – лекарственных средств, но и природных ком-

позиций биополимеров и низкомолекулярных биорегуляторов [246–

249]. К таким средствам относили вещества из солянки холмовой, 

расторопши и многие другие. Использование этих лекарственных 

композиций существенно снизило заболеваемость лиц, подверженных 

действию хронического нервно-психического напряжения [250]. Од-

нако без четкой привязанности фармакодинамики химических компо-

нентов растений к тем или иным структурам вторичных метаболитов 

развитие метаболической терапии невозможно [251]. 

Целью следующего этапа явилось ранжирование лекарственных 

растений по выраженности антиоксидантной активности при модели-

ровании окислительного стресса у нейтрофильных лейкоцитов и 

сравнение этой активности с гемолимфой куколок дубового шелко-

пряда. В качестве объектов исследования были использованы 25 рас-

тений, приведенных в таблице 3.7. В этой таблице также указаны ос-

новные группы биологически активных веществ этих растений, ответ-

ственные за их фармакодинамику.  
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Таблица 3.7 – Исследуемые лекарственные растения 

 
Русское название Латинское название Действующие вещества 

Зверобой продыряв-

ленный, трава 

Hypericum perforatum Антрахиноны, флавоноиды, 

проантоцианидины 

Лабазник вязолист-

ный, цветки 

Filipendula ulmaria Флавоноиды 

Рута душистая, трава Ruta graveolens Алкалоиды, флавоноиды 

Донник лекарствен-

ный, трава 

Melilotus officinalis Кумарины, флавоноиды 

Пустырник сердеч-

ный, трава 

Leonurus cardiaca Флавоноиды, иридоиды 

Эхинацея пурпурная, 

трава 

Echinacea purpurea Коричные кислоты, полисаха-

риды 

Пижма бальзамиче-

ская (Кануфер) трава 

Tanacetum balsamita Эфирное масло, флавоноиды 

Череда трехраздель-

ная, трава 

Biden stripartita Флавоноиды, полиацетилены, 

полисахариды 

Брусника обыкновен-

ная, листья 

Vaccinium vitisidaea Фенолгликозиды, флавоноиды, 

таннины 

Береза пушистая, ли-

стья 

Betula pubescens Флавоноиды, таннины 

Чистотел большой, 

трава 

Chelidonium majus Алкалоиды, флавоноиды 

Каштан, семена Aesculus hippocastanum Сапонины 

Буквица лекарствен-

ная, трава 

Betonica foliosa Флавоноиды, иридоиды 

Кукуруза, рыльца Zea mays Флавоноиды 

Крапива двудомная, 

листья 

Urtica dioica Коричные кислоты, флавонои-

ды 

Маклея сердцевидная, 

листья 

Macleaya cordata Алкалоиды, флавоноиды 

Малина обыкновен-

ная, листья 

Rubus idaeus Флавоноиды, таннины 

Репешок аптечный, 

трава 

Agrimonia eupatoria Флавоноиды, таннины 

Хвощ полевой, трава Equisetum arvense Флавоноиды 

Лещина обыкновен-

ная, листья 

Corylus avelana Флавоноиды, таннины 

Фиалка трехцветная, 

трава 

Viola tricolor Флавоноиды, эфирное масло 

Сабельник болотный, 

корневища 

Comarum palustre Проантоцианидины, флаво-

ноиды 

Каштан, цветки Aesculus hippocastanum Флавоноиды, кумарины 

Полынь божье дерево, 

трава 

Artemisia abrotanum Флавоноиды, эфирные масла 

Левзея сафлоровидная, 

листья 

Leuzea carthamoides Экдистероиды, флавоноиды 
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Водные экстракты растений готовили следующим образом: из-

мельченное растительное сырье (100 мг) заливали дистиллированной 

водой (20 мл) и выдерживали на водяной бане (100ºС) в течение  

15 минут, затем настаивали в течение 1 часа при комнатной темпера-

туре. Полученные суспензии фильтровали, получая в результате про-

зрачные желтовато-коричневые экстракты без мутных примесей. 

Поскольку работа с клеточным материалом требует значитель-

ных затрат времени и средств, предварительную оценку антиокисли-

тельных свойств различных веществ на генерацию АМК в нейтрофи-

лах можно выполнять на бесклеточных системах, содержащих перок-

сидазы и их субстраты, что позволяет снизить затраты на исследова-

ния. Было проведено изучение свойств экстрактов растений с исполь-

зованием бесклеточной системы «пероксидаза хрена + пероксид водо-

рода + люминол», в которой пероксидазное окисление люминола пе-

роксидом водорода также сопровождается возникновением люминол-

зависимой хемилюминесценции.  

Обнаружено, что в присутствии экстрактов исследованных рас-

тений имеет место снижение интенсивности Люм-ХЛ. Для количест-

венной оценки способности веществ подавлять реакцию пероксидаз-

ного окисления были изучены концентрационные зависимости и оп-

ределены концентрации экстрактов, при которых наблюдается  

50% ингибирование Люм-ХЛ. Диапазон использованных концентра-

ций – от 0,001 мкл/мл до 50 мкл/мл экстракта в образце. На основании 

полученных результатов все объекты были разделены на группы, как 

указано в таблице 3.8. К группам 1–5 относили растения по мере ос-

лабления антиокислительных свойств их экстрактов. В группу 6 

включены растения, экстракты которых приводили не к ослаблению, а 

повышению интенсивности Люм-ХЛ. 
 

Таблица 3.8 – Разделение растений на группы по способности ин-

гибировать реакции окисления, катализируемые пероксидазой  
 

Группа 1 Зверобой, лабазник, рута (С50 < 0,001 мкл/мл) 

Группа 2 Донник, пустырник (С50 от 0,001 до 0,01 мкл/мл) 

Группа 3 Эхинацея, кануфер, череда, брусника, береза, чистотел (С50 от 0,01 

до 0,05 мкл/мл) 

Группа 4 Каштан (плоды), буквица, кукурузные рыльца, крапива, маклея, 

малина, репешок (С50 от 0,05 до 0,1 мкл/мл) 

Группа 5 Хвощ, фиалка (С50 более 0,1 мкл/мл) 

Группа 6 Лещина, сабельник, каштан (цветы), божье дерево, левзея  

 

Для исследований способности экстрактов растений снижать ин-

тенсивность генерации АФК активированными нейтрофилами были 

применены концентрации экстрактов 50 мкл на 1 мл пробы. Ингиби-
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рующее действие экстрактов рассчитывали в процентах относительно 

контроля. 

Рисунок 3.15 – Влияние экстрактов растений на Люм-ХЛ нейтро-

филов, стимулированных в ходе адгезии (1), при действии fMLP (2) 

и латекса (3), усредненные значения первых 3-х параметров для 

каждого экстракта (4) [8–A] 
 

На рисунке 3.15 и в таблице 3.9 представлены данные, характери-

зующие влияние экстрактов растений на Люм-ХЛ нейтрофилов, обу-

словленную генерацией активированными клетками АФК, при внесе-

нии экстрактов лекарственных трав.  
 

Таблица 3.9 – Влияние экстрактов растений на Люм-ХЛ нейтро-

филов, обусловленную генерацией АФК активированными клетками, 

при внесении в концентрации 50 мкл экстракта на 1 мл суспензии 
 

Группа  

растений 

Ингибирование генерации АФК в нейтрофилах, % 

При адгезии 

клеток 

При активации 

клеток fMLP 

При фагоцитозе 

латекса 

Среднее 

значение 

Группа 1 92±3 100±1 97±1 96±2 

Группа 2 85±6 94±3 93±5 91±8 

Группа 3 78±7 93±2 90±2 88±3 

Группа 4 26±7 79±3 88±2 66±1 

Группа 5 64±8 72±8 67±3 68±7 
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Как видно из данных, представленных на рисунке 3.15 и в табли- 

це 3.9, при внесении экстрактов в дозе 50 мкл на 1 мл суспензии ней-

трофилов (содержание клеток 1 млн/мл) экстракты растений, отнесен-

ных к группам 4 и 5, вызывают более слабые эффекты, чем экстракты 

групп 1–3. Наибольшие ингибирующие эффекты выявлены при дейст-

вии экстрактов растений группы 1, снижавших выход АФК на 90–100%.  

Отмечено, что концентрации экстрактов растений, необходимые 

для ингибирования генерации АФК клетками, на несколько порядков 

выше, чем концентрации, необходимые для ингибирования пероксидаз-

ного окисления непосредственно в среде (бесклеточной). Причиной по-

добных различий может быть препятствующее действие клеточных 

мембран проникновению компонентов экстрактов внутрь клеток.  

Таким образом, показано, что наибольшим антиоксидантным 

действием, способностью ингибировать активность пероксидаз и по-

давлять активность нейтрофилов при адгезии, действии хемоаттрак-

танта и при индуцировании фагоцитоза обладают водные экстракты 

зверобоя, лабазника, руты. Однако следует отметить, что в результате 

проведенных исследований тесной связи между химической природой 

основной группы действующих веществ и антиоксидантной активно-

стью растений не удалось выявить. По-видимому, это обусловлено 

наличием конкретных соединений из каждой большой группы хими-

ческих веществ (например, гиперфорином и гиперицинами в траве 

зверобоя, флавоноидом спиреозидом в цветках лабазника и т.д.). В на-

стоящее время данные об их сравнительной антиоксидантной актив-

ности отсутствуют. При сравнении с гемолимфой куколок дубового 

шелкопряда растения первой группы (зверобой продырявленный – 

трава, лабазник вязолистный – цветки, рута душистая – трава) усту-

пают по антиоксидантной активности, как минимум, в 2,5–10 раз. 

Таким образом, можно констатировать, что продукты гистолиза 

на порядок отличаются по выраженности антиоксидантного действия 

по сравнению с исходными образцами гемолимфы гусениц V возраста 

или (для сравнения) с гемолимфой виноградных улиток, гомогенатом 

расплода пчел и экстрактами лекарственных растений. 
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ГЛАВА 4 

БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ СОДЕРЖИМОГО 

КУКОЛОК ДУБОВОГО ШЕЛКОПРЯДА 

НА КЛЕТОЧНОМ УРОВНЕ 
 

 

Исследование антиоксидантной активности различных синтети-

ческих и природных антиоксидантов наиболее эффективно на клеточ-

ном уровне [252, 205, 253]. Для оценки антиоксидантной активности 

наиболее перспективен метод хемилюминесценции [6]. В последние 

годы было показано, что оболочки кокона дубового шелкопряда яв-

ляются преградой, способной противостоять микробной контамина-

ции и действию АФК. Эту функцию выполняют регулируемые поры 

оболочек [254]. Однако данные барьеры не обеспечивают абсолютной 

защиты. Поэтому эволюционно отбирались и закреплялись вещества, 

обеспечивающие защиту от микробной контаминации и продуктов 

окислительного стресса. Наибольший интерес в последнее время вы-

зывал белок серицин, который предназначен для склеивания волокон 

фиброина шелка: описано его мощное антибактериальное и антиокси-

дантное действие [255, 256]. Антиоксидантные эффекты содержимого 

куколок дубового шелкопряда связывали до сих пор с действием цек-

ропинов В и D и фенолов [257, 258]. Однако вопрос об антиоксидант-

ной роли содержимого куколок дубового шелкопряда остался пока 

открытым. Поэтому целью этой главы явилось исследование меха-

низмов действия гемолимфы и ее фракций на процессы свободнора-

дикального окисления и сопряженные с ним процессы на клеточном 

уровне. 

 

4.1 Антиоксидантная активность гемолимфы куколок и 

окислительный стресс 

 

На первом этапе исследований были использованы зрелые эрит-

роциты человека, функционирование которых связано, прежде всего, 

с состоянием плазматической мембраны и содержанием восстанов-

ленного глутатиона. Для получения эритроцитов венозную гепарини-

зированную кровь трижды центрифугировали с физиологическим рас-

твором (каждый раз супернатант сливали) в течение 8 минут при ско-

рости 2700 об./мин.  

В экспериментах с применением эритроцитов человека регистри-

ровали окисление внутриэритроцитарного восстановленного глута-

тиона и перекисное окисление мембранных липидов, индуцируемое 

внесением терт-бутил гидропероксида (tBOOH), в отсутствие и в при-
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сутствии различных концентраций гемолимфы. При этом использова-

ли гемолимфу, предварительно разбавленную в 5 раз и стабилизиро-

ванную фенилтиомочевиной, и свежеизвлеченную из куколки гемо-

лимфу без разведения.  

Инкубация эритроцитов с tBOOH привела к образованию продук-

тов перекисного окисления мембранных липидов и окислению эритро-

цитарного глутатиона. Внесение предварительно разбавленной гемо-

лимфы эффективно ингибировало окислительные процессы в эритроци-

тах, уровень образующихся продуктов ПОЛ уменьшался на 55%. 

Одновременно гемолимфа предотвращала ферментативное окис-

ление восстановленного глутатиона в глутатионпероксидазной реак-

ции. Уровень восстановленного глутатиона в эритроцитах, подвергну-

тых действию окислителя (1 мМ tBOOH) в присутствии гемолимфы, 

был на 38% выше, чем в ее отсутствие. Еще более выраженным анти-

оксидантным эффектом обладала гемолимфа шелкопряда, свежеиз-

влеченная из куколки. 

Гемолимфа более чем на 65% ингибировала процесс генерирова-

ния продуктов пероксидного окисления липидов в эритроцитах в при-

сутствии 2 мМ tBOOH (рисунок 4.1). Известно, что индуцируемое ор-

ганическим пероксидом окислительное повреждение эритроцитов 

связано с генерацией алкоксильного и пероксильного радикалов в ре-

акции окислителя с оксигемоглобином.  

 

 

Рисунок 4.1 – Действие гемолимфы куколок шелкопряда  

на процесс ПОЛ в эритроцитах человека в отсутствие tBOOH  

и в присутствии 2 мM tBOOH (2) [2–A] 
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Можно предположить, что компоненты гемолимфы непосредст-

венно взаимодействуют с образующимися радикалами либо ингиби-

руют процессы их образования. Защитные эффекты проявляются как 

на уровне мембран, так и внутриклеточных метаболических путей, в 

частности, сопряженных с поддержанием внутриклеточной концен-

трации глутатиона. В связи с этим на следующем этапе работы была 

сделана попытка выяснить, могут ли компоненты гемолимфы влиять 

на количество делений клеток в условиях их инкубации в присутствии 

кислорода. 

 

4.2 Влияние аминокислотного состава фракций гемолимфы 

на количество делений мезенхимальных стволовых клеток  

 

Было изучено влияние содержащих аминокислоты фракций ге-

молимфы куколок дубового шелкопряда в разведениях 1:10 и 1:100 на 

пролиферацию и жизнеспособность мезенхимальных стволовых кле-

ток жировой ткани крысы. Ожидалось, что при выраженном стимули-

рующем либо ингибирующем пролиферацию МСК действии фракций 

гемолимфы будут отмечены: 1) различия в среднем количестве циклов 

деления (индикатор количества циклов деления – «ступенчатое» раз-

деление клеток на субпопуляции по степени окрашенности CFSE: 

меньшее количество красителя соответствует большему количеству 

делений); 2) различия по жизнеспособности; 3) различия по общему 

количеству клеток; 4) различия будут дозозависимыми, т.е. более вы-

ражены в образцах, инкубировавшихся с фракциями в разведении 

1:10, чем 1:100. 

Однако четкого разделения клеток по степени окрашенности 

CFSE в соответствии с количеством циклов деления обнаружить не 

удалось (из-за разнообразия размеров клеток). Выявленное деление 

клеток на 2 четкие популяции по окрашенности CFSE отражает скорее 

жизнеспособность клеток: в более яркую область группируются нек-

ротические и апоптотические клетки, в менее яркую – жизнеспособ-

ные. Часть яркоокрашенных клеток по соотношению прямого и боко-

вого рассеяния относятся к популяции жизнеспособных клеток (воз-

можно, представляют ранние стадии апоптоза; мелкий размер этих 

клеток заставляет исключить предположение, что они характеризуют 

неделящуюся часть основной жизнеспособной популяции). Доля этих 

клеток представлена на рисунке 4.2, из которого видно, что четких от-

личий от контроля и выраженной дозовой зависимости процента яр-

коокрашенных клеток от количества гемолимфы в культуре не на-

блюдается.  
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Рисунок 4.2 – Яркоокрашенная CFSE популяция МСК в образцах, 

процент от жизнеспособных окрашенных CFSE клеток 
 

Имеется существенное различие в соотношении клеток, обработан-
ных фракциями 10–24 и 24–29. По всей видимости, в заключительных 
порциях содержащих аминокислоты фракций гемолимфы (с 25-й по  
28-ю) имеются факторы проапоптогенного действия, которые не содер-
жатся во фракциях высокомолекулярных пептидов и белков (с 10-й по  
24-ю). Не случайно именно в этих фракциях выявлены восстановленный 
глутатион и мочевая кислота, обладающие антиоксидантными эффектами. 

Жизнеспособность МСК в большинстве образцов, инкубировав-
шихся с фракциями гемолимфы, была ниже, чем в контроле, однако 
снижение не было дозозависимым (рисунок 4.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Рисунок 4.3 – Жизнеспособность МСК в образцах,  

процент от общего числа окрашенных CFSE клеток 
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Таблица 4.1 – Содержание аминокислот во фракциях гемолимфы куколок дубового шелкопряда (мкмоль/л) 
 

Номер  
фракции 

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

Элюционный 
объем, мл 

64,6 68,4 72,2 76 79,8 83,6 87,4 91,2 95 98,8 102,6 106,4 110,2 114 

Asp 3,23 11,6 5,76 10,6 8,09 3,27 7,37 1,97 3,21 1,96 9,41 4,98 3,35 3,14 

Glu 38,3 26,4 54,7 331 116 6,10 14,9 2,35 5,22 1,70 14,1 7,93 3,70 4,44 

Asn 3,23 1,87 29,4 35,4 28,5 3,34 1,98 0,59 0,25 0,20 1,25 0,57 0,54 0,43 

Ser 45,9 9,51 570 1505 1171 260 35,2 7,28 6,19 3,25 12,2 5,98 5,54 4,04 

Gln 0,30 1,61 0,96 91,9 362 0,59 12,9 2,23 1,48 0,55 0,87 1,03 1,27 1,43 

His 3,21 1,59 6,59 155 1011 2294 931 253 35,2 6,45 2,35 1,00 1,10 0,99 

Gly 30,1 9,78 349 1222 1101 305 53,5 11,7 8,24 5,01 26,1 9,36 8,73 6,07 

PEA 148 17,7 114 28,2 8,11 1,30 4,50 0,90 4,61 0,70 21,0 2,26 2,81 1,38 

Thr 106 12,1 598 853 416 69,5 9,35 2,49 2,96 0,99 5,39 2,00 1,81 1,17 

Ctr 3,04 1,18 5,00 143 12,7 13,0 0,72 0,16 0,58 0,26 0,67 0,25 0,32 0,17 

Arg 1103 457 331 209 373 95,0 15,9 2,86 7,09 0,70 2,78 0,98 1,24 0,73 

bAla 23,0 8,96 123 148 55,2 12,7 1,13 0,43 0,52 0,34 0,43 0,27 0,27 0,16 

Ala 58,2 6,48 762 907 321 16,4 11,3 3,13 5,74 2,07 12,7 4,66 4,67 3,10 

Tau 2,20 7,99 5,88 8,16 5,39 2,60 8,28 2,13 8,18 2,07 30,1 8,92 5,29 4,00 

Tyr 0,05 0,49 0,41 0,61 10,5 24,8 9,92 7,67 29,8 31,9 14,8 4,82 1,06 0,33 

Val 153 6,08 621 508 162 11,5 5,15 2,56 3,20 1,51 5,87 2,17 2,35 1,79 

Met 7,71 1,06 3,56 44,8 66,3 23,6 2,48 0,14 0,14 0,16 0,17 0,17 0,15 0,13 

Ctn 139 22,9 505 1302 207 36,5 18,6 9,48 12,6 6,47 22,5 0,46 5,69 31,0 

Trp 0,04 0,14 0,19 0,06 0,15 0,66 1,42 0,68 0,22 0,16 0,13 0,12 0,12 0,10 

Ile 0,11 0,35 307 368 142 2,99 1,26 0,49 0,83 0,41 1,69 0,71 0,94 0,57 

Phe 42,3 1,22 1,35 1,57 0,99 23,7 93,8 134 52,4 14,2 2,44 0,62 0,49 0,40 

Leu 21,1 1,52 238 343 243 1,78 1,22 0,50 0,72 0,48 1,69 0,70 0,82 0,76 

HPro 4,23 0,87 6,59 11,0 4,08 1,41 1,46 2,05 1,73 1,60 1,49 2,10 1,40 0,82 

Orn 58,0 25,1 143 86,0 22,3 20,5 25,3 25,7 21,5 16,1 22,0 19,2 16,6 16,6 

Lys 1859 368 1071 219 41,9 8,78 7,38 8,25 9,15 3,02 6,53 2,82 3,28 4,12 

Pro 125 21,0 689 520 142 23,3 20,0 27,4 15,0 22,4 32,9 26,8 19,1 19,4 

Сумма 3992 1034 6606 9119 6049 3267 1303 510 239 125 258 121 94 110 

-7
4
- 
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Следует обратить внимание на два факта: 1) гемолимфа в разве-

дении 1:10 фракций 15 и 25 оказывает противоположное действие на 

жизнеспособность МСК; 2) количество жизнеспособных клеток МСК 

существенно уменьшается после добавления заключительных порций 

пептидной фракции гемолимфы (фракции 25–28), в которых, возмож-

но, имеются факторы проапоптогенного действия.  

Общее количество клеток (учтенное в одинаковых объемах) в об-

разцах, инкубировавшихся с фракциями гемолимфы, было меньше, 

чем в контроле, но дозовой зависимости от содержания гемолимфы не 

выявлено. Полученные результаты позволяют предположить то, что 

во фракциях гемолимфы куколок дубового шелкопряда содержатся 

факторы, подавляющие жизнедеятельность стволовых клеток. 

Для объяснения полученных результатов был проанализирован 

аминокислотный состав фракций гемолимфы (таблица 4.1). 

Оказалось, что во фракциях 17–23 среднее содержание амино-

кислот составляет 4480 мкмоль/л, во фракциях 24–29 их содержание в 

20 раз меньше (224 мкмоль/л). Вероятно, это различие и явилось при-

чиной увеличения количества яркоокрашенных CFSE клеток, т.е. кле-

ток, прошедших меньшее количество делений и менее жизнеспособ-

ных. Во фракциях, где обнаружены яркоокрашенные клетки, найдено 

некоторое увеличение содержания тирозина и фенилаланина. Ранее 

было указано, что эти аминокислоты могут участвовать в регуляции 

апоптоза. 

 

4.3 Разделение ингибирующей и активирующей синтез ДНК 

активностей в гемолимфе куколок 

 

В экспериментах была использована гемолимфа куколок дубово-

го шелкопряда, разделенная на три группы веществ с помощью гель-

проникающей хроматографии на сефадексе G-25 fine: белки и нуклеи-

новые кислоты, пептиды-аминокислоты  и низкомолекулярные биоре-

гуляторы. Исследовались цитотоксичность (МТТ-тест) и влияние ка-

ждой фракции на синтез ДНК (включение меченного тимидина в ДНК 

культивируемых клеток Hep G2). Вначале было изучено цитотоксиче-

ское действие фракций гемолимфы на рост трансформированных кле-

ток. Наиболее убедительные результаты получили при изучении 

влияния фракций гемолимфы, содержащих аминокислоты и пептиды, 

на рост клеток гепатомы Hep G2: фракции 18–21 подавляли рост кле-

ток. Этот эффект был выявлен как при использовании МТТ-теста, так 

и окраски кристаллвиолетом (рисунок 4.4).  
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Рисунок 4.4 – Рост клеток Hep G2 через 48 ч после инкубации  

с фракциями ГКДШ, содержащими аминокислоты и пептиды 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 4.5 – Рост клеток нормальных фибробластов человека  

через 72 ч после инкубации с фракциями ГКДШ,  

содержащими аминокислоты и пептиды 
 

После ингибирующего действия фракций 18–22 наступает в той 
или иной степени выраженности активирующее действие компонен-
тов последующих фракций зоны аминокислот и пептидов гемолимфы. 
Таким образом, в присутствии фракций гемолимфы, содержащих 
аминокислоты и пептиды, обнаружены активирующее и ингибирую-
щее влияния на рост трансформированных клеток.  

Для сравнения было исследовано влияние фракций гемолимфы, со-
держащих свободные аминокислоты и пептиды, на рост фибробластов 
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нормальной кожи человека (рисунок 4.5). Оказалось, что фракции гемо-
лимфы не тормозили рост клеток фибробластов. В противоположность 
действию большинства исследованных культур трансформированных 
клеток рост фибробластов усиливался компонентами фракций 18–20.  

Для объяснения природы выявленных эффектов компонентов ге-
молимфы на рост культивируемых клеток проведено исследование 
особенностей биосинтеза белков и ДНК в них (рисунок 4.6). Анализ 
данного рисунка позволяет утверждать, что впервые удалось разде-
лить ингибирующую практически до 0 (фракции 17–20) и активи-
рующую на 285% активности во фракциях 22–28 гемолимфы. Вероят-
но, ингибирующая активность служит для сохранения состояния диа-
паузы, а активирующая – включает метаморфоз и формирование тканей 
бабочки. На различных объектах показано, что ростостимулирующие 
эффекты проявляются при разведении жидкого содержимого куколок в 
10000 раз. Полученные фундаментальные данные объясняют меха-
низм жизненного цикла насекомого на стадии куколки с последова-
тельностью процессов гистолиза и гистогенеза. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 4.6 – Синтез ДНК в клетках Hep G2 через 48 ч  

после инкубации с фракциями ГКДШ,  

содержащими аминокислоты и пептиды 

 

Анализ таблицы 4.1 показал, что цитотоксический и подавляю-

щий биосинтез ДНК эффекты фракций гемолимфы в клетках гепато-

мы Hep G2 оказывают фракции гемолимфы, содержащие повышенные 

количества глутаминовой кислоты, аспарагина, серина, глицина, тре-

онина, цитрулина, бета-аланина, аланина, изолейцина, лейцина, гид-

роксипролина, лизина и пролина, и эти же аминокислоты обеспечи-

вают стимуляцию деления нормальных фибробластов. Усиленный 

рост трансформированных клеток сопряжен с относительно повы-

шенным содержанием фенилаланина, тирозина, таурина и цистатио-
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нина по отношению к другим азотсодержащим веществам. Эти веще-

ства являются эндогенными антиоксидантами. 

Открытие активирующей и ингибирующей активностей в пеп-

тидсодержащих фракциях гемолимфы ставит задачу идентификации 

состава аминокислот и пептидов фракций для их использования в ка-

честве биофармацевтических субстанций при управлении процессами 

жизнедеятельности эукариотических организмов. 

 

4.4 Антиоксидантная активность фракций гемолимфы куколок 
 

В главе 3 было показано, что в гемолимфе, разделенной методом 

гель-фильтрации, находятся три группы веществ: макромолекулы 

(белки и нуклеиновые кислоты), аминокислоты и пептиды и низкомо-

лекулярные биорегуляторы.  

Поскольку антиоксидантная активность была констатирована при 

исследовании цельной гемолимфы, представляло интерес оценить на-

личие антиоксидантной активности во фракциях гемолимфы. Было 

проведено исследование антиоксидантной активности фракций 

ГКДШ. Свойства данных фракций первоначально проанализированы 

на бесклеточных системах, содержащих пероксидазу хрена или гипо-

хлорит. Данные системы применяются в качестве моделей процессов 

генерации АФК в нейтрофилах, происходящих с участием миелопе-

роксидазы. Миелопероксидаза аналогично пероксидазе хрена катали-

зирует окисление субстратов с использованием пероксида водорода 

согласно «классической пероксидазной реакции». Кроме того, миело-

пероксидаза может катализировать образование гипохлорита и других 

гипогалогенов. Гипохлорит OCl
–
 напрямую может окислять люминол, 

что также сопровождется ХЛ. Установлено, что подобно нативной ге-

молимфе ее отдельные фракции также ингибируют ХЛ, обусловлен-

ную окислением люминола в системе, содержащей ПХ+Н2О2, и в сис-

теме, содержащей гипохлорит натрия.  

На рисунках 4.7 и 4.8 представлены данные, характеризующие 

ингибирующее действие различных фракций гемолимфы в системах с 

ПХ и НОСl при различных объемах добавления исследуемых веществ.  

Из рисунка 4.7 видно, что по ингибирующему действию на окис-

ление люминола в системе ПХ + Н2О2 можно выделить 3 пика: 1-й – 

это фракции с 8 по 11, 2-й – фракции 24–27, 3-й – фракции 46–55. 

Данные фракции выделяются в раздельные пики и по ингибированию 

ХЛ в системе с гипохлоритом натрия (рисунок 4.8). 
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Рисунок 4.7 – Ингибирующее действие отдельных фракций  

гемолимфы на ХЛ в системе «люминол + Н2О2 + ПХ» 

 

Таким образом, хроматография на сефадексе G-25 fine позволила 

определить в гемолимфе, по-крайней мере, три отдельные группы ве-

ществ, которые способны ингибировать ХЛ, сопровождающую про-

цессы окисления, катализируемые  миелопероксидазой. Суммарные 

данные о влиянии фракций гемолимфы на Люм-ХЛ нейтрофилов при 

описанных воздействиях представлены на рисунке 4.9. 
 

 
 

Рисунок 4.8 – Ингибирующее действие отдельных фракций  

гемолимфы на ХЛ в системе «люминол + NaОСl» 
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Рисунок 4.9 – Ингибирующее действие  

различных фракций ГКДШ на Люм-ХЛ 

 

Фракции гемолимфы из 1-го пика (фракции 7–11) ингибировали 

Люм-ХЛ нейтрофилов, обусловленную генерацией нейтрофилами 

АФК с участием МПО при всех использованных типах активации. 

Данные эффекты устойчивы, воспроизводились в отношении клеток 

различных здоровых доноров, не снижались при хранении образцов 

при +4ºС не менее 6 мес. 

Были проведены эксперименты, когда клетки в течение 1 часа 

инкубировались с фракциями, затем отмывались от несвязанных ве-

ществ и только после этого проводились исследования ХЛ нейтрофи-

лов при активирующих воздействиях. Оказалось, что после инкубиро-

вания ингибирующий эффект фракций в отношении генерации АФК 

нейтрофилами при адгезии снижался, а при воздействии латекса и 

fMLP возрастал. Это свидетельствует о том, что вещества фракций 

проникают внутрь клеток (по-видимому, путем эндоцитоза) и с удли-

нением времени контакта с клетками влияние на внутриклеточные 

системы увеличивается. Такие же эффекты были показаны ранее для 

гемолимфы. Следует отметить, что эффективность ингибирования у 

гемолимфы выше, чем у отдельных фракций, по-видимому, вследст-

вие меньшей концентрации действующих веществ во фракциях. 

Исследования показали, что фракции 1-го пика (7–11) и гемо-

лимфа куколок наиболее похожи друг на друга по спектральным 

свойствам (спектрам поглощения в УФ-области и флуоресценции в 

УФ- и видимой области), их спектры аналогичны спектрам тиро-

зин/триптофан-содержащих пептидов (белков). Действие фракций из 

2-го пика (25–27) в отношении генерации АФК нейтрофилами было 
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наименьшим (по сравнению с фракциями 1-го и 3-го пиков) при всех 

типах стимуляции и у всех доноров.  

Фракции из 3-го пика по-разному влияли на процессы генерации 

нейтрофилами АФК, их антиоксидантное действие значительно снижа-

лось при длительном хранении образцов (6 месяцев при +4ºС). Было 

также обнаружено, что эффективность ингибирующего действия как на-

тивной гемолимфы, так и ее отдельных фракций в отношении процессов 

генерации АФК нейтрофилами значительно зависела от количества кле-

ток в образце: с увеличением числа клеток необходимо было также уве-

личивать объем вносимой фракции для достижения того же эффекта. 

Итак, путем анализа фракций гемолимфы, полученных гель-

хроматографией на сефадексе G-25 fine, обнаружено три группы веществ, 

обладающих антиоксидантными свойствами: 1-я – тирозин/триптофан-

содержащие высокомолекулярные пептиды, 2-я и 3-я – средне- и низко-

молекулярные вещества, не содержащие значительных количеств тиро-

зина и триптофана. Вещества всех трех групп значительно ингибируют 

окислительные процессы, вызванные действием OCl
–
 и пероксидаз. 

Вещества 1-й и 3-й групп ингибируют способность нейтрофилов 

генерировать АФК. Вещества из 2-й группы проявляют более слабое 

действие, но именно эта фракция содержит наиболее важные регуля-

торные аминокислоты и пептиды. Дальнейший поиск активных ком-

понентов, по-видимому, следует проводить во всех трех группах 

фракций гемолимфы, обладающих антиоксидантной активностью. 
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ГЛАВА 5  

ОЦЕНКА АНТИОКСИДАНТНОГО ДЕЙСТВИЯ  

ПРОДУКТОВ ГИСТОЛИЗА НА ТКАНЕВОМ УРОВНЕ 
 

 

В ходе предварительных этапов исследований установлен хими-

ческий состав содержимого куколок дубового шелкопряда, форми-

рующийся в процессе гистолиза. Гидрофильные компоненты экстрак-

та куколок дубового шелкопряда, получаемые трехкратной экстракци-

ей при кипячении в соответствии с оригинальным патентом (Респуб-

лика Беларусь, № 15646), также были исследованы на предмет содер-

жания в них антиоксидантных компонентов. При разделении жидкого 

содержимого куколок на сефадексе G25 fine получены фракции гемо-

лимфы и изучен их аминокислотный состав. В дальнейших исследо-

ваниях выявлено действие гидрофильных компонентов куколок на 

культуры нормальных и трансформированных клеток, а также изучена 

их антиоксидантная активность. Было сформулировано понятие «эн-

догенная антиоксидантная система» гемолимфы куколок, включаю-

щая антиоксидантные витамины, аминокислоты, мочевую кислоту, 

глутатион, белок, подобный липопротеинам высокой плотности, и фе-

нольные соединения. В данной главе монографии исследована эффек-

тивность компонентов эндогенной антиоксидантной системы гемо-

лимфы куколок на тканевом уровне. Целью этого этапа являлось ис-

пытание биологической активности низкомолекулярных продуктов 

гистолиза в составе ЭКДШ и фракций гемолимфы, содержащих пеп-

тиды и аминокислоты, на клеточных системах тканей печени, селе-

зенки и тимуса крыс, а также простейших моделях окислительного 

стресса – прорастание семян и Allium-тест. 

 

5.1 Серосодержащие аминокислоты в тканях крыс после вве-

дения экстракта куколок дубового шелкопряда 

 

Доказано, что пул SH-содержащих соединений, играющих важ-

ную роль в эндогенной антиоксидантной системе, в клетках иммуно-

компетентных тканей влияет на общее состояние иммунитета [259].  

В этой связи повышение продукции тиолов (цистеин, восстановлен-

ный глутатион) – отличительная черта иммунного ответа in vivo. Низ-

комолекулярные тиолы содержатся в большом количестве в гермина-

тивных центрах тимуса, селезенки и лимфатических узлов [260]. Од-

новременно показано, что T-зоны лимфатических узлов содержат как 

покоящиеся, так и активированные Т-лимфоциты, которые не способ-

ны высвобождать тиолы. В свою очередь, именно для активированных 
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В-лимфоцитов характерен синтез соединений, содержащих свободные 

SH-группы [261, 262]. Роль свободных аминокислот в функциониро-

вании иммунной системы заключается в активации T-лимфоцитов,  

B-лимфоцитов, натуральных киллеров и макрофагов; сохранении кле-

точного редокс-потенциала, экспрессии генов и пролиферации лим-

фоцитов; продукции антител, цитокинов и других цитотоксических 

соединений [202, 263–265]. Метионин является аминокислотой, кото-

рая инициирует синтез пептидов и белков, а также метилирование 

нуклеиновых кислот. Метаболиты метионина принимают самое ак-

тивное участие в регуляции ключевых реакций в иммунокомпетент-

ных клетках. Так, повышенное образование гомоцистеина оказывает 

негативное влияние на иммунную функцию. Показано, что недоста-

точность фолиевой кислоты и B12, способствующая накоплению го-

моцистеина, сопровождается снижением иммунитета, апоптозом ге-

мопоэтических клеток-предшественников в костном мозге и появле-

нием лейкоцитов с гипометилированной ДНК в периферической цир-

куляции. Гомоцистеин дозозависимым образом активирует Т-клетки, 

запуская процессы апоптоза. Доказана связь между накоплением этой 

аминокислоты и развитием окислительного стресса [266–269]. Обра-

зование цистеинсульфиновой кислоты определяет процессы фосфори-

лирования регуляторных белков, поток кальция, рост и пролиферацию 

нативных CD8+ и CD4+ T-клеток. Показано, что продукция фактора 

некроза опухоли (ФНО-α) коррелирует с уровнем в лимфоцитах цис-

теинсульфиновой кислоты, т.е. метаболизм цистеина является важным 

регуляторным механизмом, модулирующим сигнальную, пролифера-

тивную и иные функции CD8+ T-клеток [270]. Таурин – конечный 

продукт метаболизма метионина и цистеина. Он участвует в процес-

сах клеточной пролиферации и предупреждении чрезмерного окисли-

тельного стресса. Показано, что таурин выполняет протекторную 

функцию в обмене хроматина в лимфоцитах человека. Высокие уров-

ни таурина в клетке защищают от повреждения ДНК и снижают число 

мутаций [271].  

Целью этого этапа работы явилось изучение влияния курсового 

введения экстракта куколок дубового шелкопряда крысам на уровень 

серосодержащих аминокислот в лимфоцитах, выделенных из тканей пе-

чени, селезенки и тимуса активно растущих животных. Известно, что 

активация метаболических процессов, сопровождаемая интенсификаци-

ей синтеза протеинов, приводит к падению содержания свободных не-

заменимых аминокислот, в том числе метионина, в клетках [272].  

В данном эксперименте внутрижелудочное введение растущим 

животным ЭКДШ вызывало резкое падение уровня свободного ме-

тионина в лимфоцитах, выделенных из ткани печени. Мeтио-

нинаденозилтрансфераза II (MAT II) является ключевым ферментом 
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клеточного метаболизма и катализирует образование S-аденозил-

метионина из метионина и АТФ. Нормальные покоящиеся T-лимфо-

циты имеют минимальную активность MAT II, тогда как активиро-

ванные пролиферирующие лимфоциты и трансформированные  

Т-клетки  демонстрируют повышенную активность MAT II [273, 274].  

В лимфоцитах печени снижение уровня метионина после курсо-

вого введения ЭКДШ сопровождалось значимым приростом цистеина, 

поставляющего сульфгидрильные группы и участвующего в синтезе 

глутатиона и, одновременно, являющегося предшественником таури-

на. Это способ повышения мощности эндогенной АОС печени. Об ак-

тивации метаболического пути, утилизирующего гомоцистеин, свиде-

тельствует увеличение количества цистатионина в лимфоцитах (таб-

лица 5.1). Изменение уровней всех этих показателей происходит дос-

таточно выраженно и синхронно (в 7–10 раз) по сравнению с кон-

трольными значениями, что подтверждается имеющими место соот-

ношениями метаболитов. 

 

Таблица 5.1 – Уровни свободных серосодержащих аминокислот в 

лимфоцитах крыс, выделенных из ткани печени (мкмоль/млн клеток) 
 

Аминокислоты Контроль Опыт 

Meтионин 4,44±0,53 0,51±0,08
1
 

Цистатионин 0,07±0,009 0,82±0,19
1
 

Цистеин 0,49±0,04 4,27±0,79
1
 

Taурин 1,64±0,11 3,20±0,93 

Метионин/цистеин 9,10,98 0,120,014
1
 

Цистатионин/цистеин 0,140,016 0,190,023 

Цистеин/таурин 0,300,042 1,330,139
1
 

Примечание – 
1
 Р<0,05. 

 

В то же время в лимфоцитах,  выделенных из ткани селезенки, не 

найдено достоверных изменений уровня метионина (таблица 5.2).  

 

Таблица 5.2 – Уровни свободных серосодержащих аминокислот в 

лимфоцитах крыс, выделенных из ткани селезенки (мкмоль/млн клеток) 

 
Аминокислоты Контроль Опыт 

Meтионин 0,16±0,04 0,23±0,03 

Цистатионин 0,18±0,04 0,06±0,01
1
 

Цистеин 0,76±0,19 0,81±0,16 

Taурин 2,66±0,42 4,61±0,53 

Метионин/цистеин 0,210,023 0,280,034 

Цистатионин/цистеин 0,240,026 0,070,009
1
 

Цистеин/таурин 0,290,040 0,180,022
1
 

Примечание – см. таблицу 5.1. 
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Однако, поскольку в лимфоцитах селезенки зарегистрировано 

снижение количества цистатионина по сравнению с контрольными 

значениями и снижено соотношение цистатионин/цистеин, это позво-

ляет предположить накопление гомоцистеина. Вместе с тем, в лимфо-

цитах селезенки, вероятно, имеет место тенденция к накоплению тау-

рина, что подтверждает и снижение соотношения цистеин/таурин.  

Выявлены данные об изменениях количества и соотношения се-

росодержащих аминокислот в лимфоцитах, выделенных из ткани ти-

муса (таблица 5.3).  

 

Таблица 5.3 – Уровни свободных серосодержащих аминокислот в 

лимфоцитах крыс, выделенных из ткани тимуса (мкмоль/млн клеток) 

 
Аминокислоты Контроль Опыт 

Meтионин 0,45±0,12 0,34±0,12 

Цистатионин 0,09±0,03 0,19±0,06 

Цистеин 0,93±0,41 3,81±1,85 

Taурин 5,94±2,20 5,47±1,48 

Метионин/цистеин 0,480,049 0,090,011
1
 

Цистатионин/цистеин 0,100,012 0,0500,006
1
 

Цистеин/таурин 0,160,014 0,700,077
1
 

Примечание – см. таблицу 5.1. 

 

Несмотря на отсутствие достоверных изменений абсолютных ко-

личеств определяемых нами соединений, анализ соотношений пока-

зывает повышение скорости наработки или поступления в клетки ти-

олсодержащих соединений со свободной сульфгидрильной группой 

(цистеин). Известно, что переносчик цистеин/глутамат не активен в 

покоящихся Т-лимфоцитах, но быстро индуцируется при активации  

Т-клеток, активно захватывая экзогенный цистеин [259]. Глутатион и 

цистеин являются важными регуляторами Т-клеточной пролифера-

ции, регуляция которой включает действие интерлейкина-2 (ИЛ-2). 

Напротив, истощение в лимфоцитах запасов глутатиона характерно 

для ранних стадий апоптоза. В этих ситуациях отток глутатиона из 

лимфоцитов осуществляется через специфический глутатионовый пе-

реносчик [275]. Активация цистеиновой протеазой (каспаза-8) рецеп-

тора Fas (CD95/APO-1) в B-лимфоцитах также происходит одновре-

менно с истощением запасов глутатиона. Снижение уровня глутатио-

на в иммунокомпетентных клетках наблюдается при раке, вирусных 

инфекциях, иммунодефицитах [265]. Наряду с глутатионом другие 

тиолы также способны модулировать функцию Т-лимфоцитов, блоки-

руя экспрессию поверхностных маркеров, секрецию ИЛ-2 и ИЛ-6. Из-

вестно, что внутриклеточный уровень глутатиона в антиген-

презентирующих клетках, таких, как макрофаги, влияет на продукцию 
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цитокинов – тормозит Th1-ассоциированную продукцию цитокинов и 

благоприятствует их продукции Th2-лимфоцитами [262, 267].  

Несмотря на отсутствие выраженного увеличения в клетках ко-

личества таурина, тем не менее, очевидно повышение его содержания 

относительно некоторых других серосодержащих аминокислот. По-

мимо регуляции объема клеток и некоторых других функций таурин 

активно связывает образующуюся в иммунокомпетентных клетках 

гипохлорную кислоту. Таурохлорамин, в свою очередь, оказывает 

разнообразные клеточные эффекты: от торможения продукции про-

воспалительных медиаторов до ингибирования клеточной пролифера-

ции и индукции апоптоза. Полагают, что таурохлорамин способен ак-

тивировать апоптоз, воздействуя на продукцию цитокинов и актива-

цию каспаз [276–278]. Доказано, что наличие таурохлорамина приво-

дит к быстрому торможению пролиферации с последующей стимуля-

цией продукции белков семейства Bcl-2 и активацией соответствую-

щих каспаз [279]. 

Поскольку лимфоцит является функциональной и морфологиче-

ской единицей иммунной системы, мигрирующей между различными 

органами и контактирующей с орган-специфическими клетками, он 

способен в определенной степени отражать происходящие в них из-

менения. При активации лимфоцитов наблюдается обратимое усиле-

ние основных метаболических процессов, что может являться допол-

нительным диагностическим критерием, используемым для определе-

ния степени активности иммунной составляющей патологического 

процесса, эффективности лекарственной терапии и прогноза. Доказа-

но, что дополнительное введение в организм животных свободных 

сульфгидрильных групп инактивирует антитела класса IgM независи-

мо от специфичности, восстанавливая их дисульфидные внутримоле-

кулярные связи.  

Выявленные различия между лимфоцитами печени, селезенки и 

тимуса в содержании некоторых низкомолекулярных тиолов могут быть 

обусловлены тем, что в популяции лимфоцитов печени более высокая 

доля функциональных цитотоксических клеток, способных гораздо ак-

тивнее, чем лимфоциты селезенки, атаковать аллогенные клетки-

мишени. Печень также рассматривают как место миграции и гибели по 

механизму апоптоза активированных антигеном лимфоцитов [280].  

Таким образом, курсовое введение ЭКДШ растущим животным 

изменяет пул низкомолекулярных тиолсодержащих соединений в 

лимфоцитах. Изменения содержания метионина и его метаболитов в 

клетках иммунной системы имеют орган-специфические особенности, 

что подтверждает важное значение микроокружения (homing-

эффекта) в модуляции функций иммунокомпетентных клеток и фор-

мировании эндогенной антиоксидантной системы.  
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5.2 Влияние экстракта куколок дубового шелкопряда на 

стресс, воспроизводимый в растительных тест-системах 

 

Известно, что природные регуляторы роста, содержащие ком-

плекс аминокислот и биологически активных веществ, применяются в 

низких концентрациях, нетоксичны для растений и окружающей сре-

ды, повышают антистрессовые способности растений [281]. Поэтому 

в качестве контроля действия ЭКДШ использовали оксидат торфа 

(ОТ), который является природным гидролизатом, содержащим гуми-

новые и фульвовые кислоты (68% и 15% соответственно), 16 амино-

кислот, нафтеновую кислоту, фенолы, хиноны, белковые вещества 

(9,3–11,8%), углеводы (6–8,2%), макро- и микроэлементы. Для выяс-

нения влияния ЭКДШ и оксидата торфа в различных разведениях (от 

1:10 до 1:10
6
) было проведено их тестирование с использованием яч-

меня обыкновенного и лука репчатого (таблицы 5.4–5.5). Биохимиче-

ские показатели определяли в листьях растений.  

 

Таблица 5.4 – Действие ЭКДШ и ОТ в тесте стресса прорастания 

ячменя 
 

П
р

еп
а
р

а
т
ы

 

Группы 
Длина  

корней, мм 

Активность 

ГР, 

мкмоль/мин·г 

ткани 

Активность 

КТ, 

мкмоль/мин·г 

ткани 

ТБКРС, 

мкмоль/мин·г 

ткани 

Контроль 123,8±2,90 6,1±0,12 9,7±0,44 2,6±0,14 

Э
К

Д
Ш

 

1:10 134,0±3,67
1
 5,3±0,36 6,2±0,56

1
 2,5±0,19 

1:10
2
 128,8±3,19 6,0±0,14 5,3±0,40

1
 2,6±0,28 

1:10
3
 124,6±4,12 6,0±0,15 5,8±0,53

1
 2,3±0,26 

1:10
4
 151,9±2,11

1
 6,1±0,13 3,6±0,18

1
 1,7±0,07

1
 

1:10
5
 136,0±2,4

1
 5,7±0,31 4,8±0,26

1
 1,9±0,09

1
 

1:10
6
 129,9±4,06 6,3±0,16 4,1±0,83

1
 2,3±0,19 

О
к

си
д

а
т
 т

о
р

ф
а
 

1:10 119,2±5,36 5,5±0,41 5,1±0,71
1
 2,7±0,14 

1:10
2
 115,1±4,52 5,7±0,26 7,6±0,38

1
 2,6±0,25 

1:10
3
 128,6±4,4 6,2±0,51 7,3±0,52

1
 2,9±0,18 

1:10
4
 146,4±3,22

1
 5,9±0,19 4,7±0,11

1
 2,0±0,11

1
 

1:10
5
 136,5±3,60

1
 6,2±0,08 3,7±0,49

1
 2,5±0,29 

1:10
6
 135,0±3,46

1
 6,2±0,05 7,5±0,77

1
 2,9±0,26 

Примечание – см. таблицу 5.1. 

 

Показано, что для роста и развития ячменя наиболее эффектив-

ными разведениями экстракта куколок шелкопряда и оксидата торфа 

являются 1:10
4
 – 1:10

5
. При этих разведениях статистически значимо 

увеличивается длина корней ячменя, снижаются активность каталазы 

и содержание ТБК-реагирующих соединений (таблица 5.4).  

Ре
по
зи
то
ри
й В
ГУ



-88- 

Действие высоких разведений экстракта куколок (1:10
4
 – 1:10

5
) 

эффективнее, чем действие оксидата торфа, по влиянию на содержа-

ние в зеленых листьях хлорофиллов a+b в Allium-тесте (таблица 5.5). 

Обработка луковиц ЭКДШ в разведении 1:10 и 1:10
2
 способствует 

уменьшению содержания α-аминного азота. В разведениях 1:10 и 

1:10
2 
 ЭКДШ уменьшает суммарное содержание хлорофиллов а+b, но 

увеличивает содержание каротиноидов, а в разведениях 1:10
4
 и 1:10

5
 – 

увеличивает содержание суммы хлорофиллов а+b на фоне нормаль-

ного содержания каротиноидов. Оксидат торфа в больших разведени-

ях уменьшает содержание суммы хлорофиллов (1:10
3
, 1:10

5
, 1:10

6
) и 

содержание каротинов (1:10
6
). Эти данные доказывают преимущества 

препарата ВЭКШ над оксидатом торфа в действии на фотосинтетиче-

ский аппарат листьев лука. В зеленых листьях основная доля пигмен-

тов приходится на β-каротин и ксантофиллы (лютеин, неоксантин, 

виолаксантин и зеаксантин). Основные функции каротиноидов – фо-

тозащитная, светособирающая, структурная, а также участие в фото-

химических процессах ФС I и II, – хорошо изучены и могут меняться 

при стрессовых воздействиях на растения. Поэтому эти показатели 

могут являться критериями окислительного стресса на растительных 

тест-системах [141, 282–284]. 

Положительные эффекты применяемых биологически активных 

композиций возникают при высоких разведениях. Возможно, что в 

гидролизатах торфа и содержимого куколок шелкопряда содержатся 

субстанции ингибирующего и активирующего действия, как это было 

показано для фракций гемолимфы куколок, причем ингибирующие 

эффекты исчезают в разведениях, превышающих диапазон 1:10
4
 – 

1:10
5
. Полученные положительные эффекты при высоких разведениях 

согласуются с исследованиями действия сверхмалых доз препаратов 

[285–287]. 

В результате воздействия неблагоприятных температур у расте-

ний происходят торможение фотосинтеза, усиление дыхания, повы-

шение содержания свободных радикалов, а также повышение прони-

цаемости мембран, активация синтеза стрессовых белков [288–293]. 

Поэтому в дальнейших исследованиях к стрессу прорастания был до-

бавлен температурный стресс. Под влиянием низкотемпературного 

стресса в листьях ячменя статистически значимо увеличивается ак-

тивность антиоксидантного фермента каталазы на 49,5%, а также уси-

ливается накопление ТБКРС на 56%. Предварительная обработка се-

мян растворами ОТ и ЭКДШ обеспечила уменьшение количества 

ТБКРС во всех опытных группах, но предотвращение повышения ак-

тивности КТ достигнуто было только при использовании ЭКДШ. 

Ре
по
зи
то
ри
й В
ГУ



-89- 

Таблица 5.5 – Показатели A. cepa при действии разных разведений биологически активных субстанций 

 

Примечание – см. таблицу 5.1. 

 

 

 

 

О
б
р

а
б
о
т
к

а
 

Группы 
Длина корней, 

мм 

Сумма хлоро-

филлов 

а + b, мг/л 

Каротиноиды, 

мг/л 

α-аминный 

азот, мг/г ткани 

ДК, мкМоль/г 

ткани 

ТБКРС, 

мкМоль/г ткани 

Контроль 18,2±1,5 11,69±0,324 2,33±0,157 8,61±0,140 0,42±0,0153 3,1±0,44 

Э
К

Д
Ш

 

1:10 23,3±4,54
1
 9,80±0,305

1
 2,72±0,136

1
 7,60±0,196

1
 0,37±0,018 2,3±0,47 

1:10
2
 25,4±5,86

1
 8,43±0,226

1
 3,49±0,319

1
 7,86±0,275 0,35±0,015 3,2±0,19 

1:10
3
 21,8±4,60

1
 11,76±0,230 2,44±0,127 7,88±0,445 0,42±0,050 3,6±0,60 

1:10
4
 27,6±6,90

1
 15,76±0,630

1
 2,37±0,134 10,3±0,57

1
 0,30±0,027

1
 3,1±0,40 

1:10
5
 20,6±6,58 13,12±0,344

1
 2,45±0,093 9,76±0,268

1
 0,31±0,042

1
 4,1±0,49 

1:10
6
 20,3±4,29 10,45±0,621 2,35±0,13 7,36±0,166

1
 0,41±0,026 2,4±0,11 

О
к

си
д

а
т
 т

о
р

ф
а
 1:10 23,6±6,07

1
 10,29±1,098 2,64±0,249 7,48±0,308

1
 0,57±0,089 4,1±0,65 

1:10
2
 20,6±5,03 9,41±1,669 2,41±0,374 8,73±0,307 0,56±0,068 3,2±0,21 

1:10
3
 19,4±5,92 8,96±0,605

1
 2,44±0,065 10,1±0,53

1
 0,63±0,084

1
 2,7±0,25 

1:10
4
 18,9±3,99 9,24±1,393 2,16±0,299 9,70±0,390

1
 0,41±0,019 3,5±0,22 

1:10
5
 21,6±7,06 8,68±0,825

1
 2,47±0,231 10,8±0,80

1
 0,64±0,029

1
 3,6±0,64 

1:10
6
 19,9±3,14 6,42±0,751

1
 1,85±0,134

1
 8,53±0,234 0,42±0,016 4,9±1,01 

-8
9
- 
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К настоящему времени доказано наличие фитотоксического эф-

фекта тяжелых металлов [294–304]. Поэтому было изучено влияние 

солей тяжелых металлов в присутствии природного антиоксиданта 

ЭКДШ на длину корней и биохимические показатели лука репчатого. 

Установлено, что обработка луковиц растворами CuSO4 приводила к 

развитию состояния длительного окислительного стресса, что под-

тверждалось повышенными концентрациями ТБКРС и ДК в листьях 

лука на 9-е сутки после действия солей ТМ (таблица 5.6). 
 

Таблица 5.6 – Влияние ЭКДШ на длину корней и содержание 

ТБКРС и ДК в листьях A. cepa при действии CuSO4 

 

Экспериментальная 

группа 

ТБКРС, 

мкмоль/г 
ДК, мкмоль/г 

Длина  

корней, мм 

Контроль  2,44±0,023 0,18±0,009 12,0±0,55 

CuSO4, 12,5 мг/л  3,11±0,019
1
 0,34±0,019

1
 5,4±0,44

1
 

CuSO4, 12,5 мг/л + 

ЭКДШ  
2,22±0,014

1, 2
 0,29±0,008

1, 2
 11,0±0,9

2
 

CuSO4, 2,5 мг/л  3,73±0,029
1
 0,32±0,029

1
 7,3±0,54

1
 

CuSO4, 2,5 мг/л + ЭКДШ  2,42±0,012
2
 0,20±0,005

2
 12,3±0,77

2
 

CuSO4, 1,25 мг/л  3,22±0,026
1
 0,22±0,013

1
 9,5±0,92

1
 

CuSO4, 1,25 мг/л + 

ЭКДШ  
2,49±0,012

2
 0,18±0,016 12,9±0,91

2
 

Примечание – 
1 

Р<0,05 по сравнению с контролем, 
2 

Р<0,05 по сравнению с дейст-

вием соли без ЭКДШ. 

 

Поскольку четкой зависимости содержания ТБКРС и ДК от кон-

центрации CuSO4 не было выявлено, можно полагать, что на этом 

сроке наблюдения регистрируется факт запуска процессов перекисно-

го окисления липидов растворами сульфата меди. Однако при иссле-

довании длины корней выявляется обратная корреляционная зависи-

мость между концентрацией соли (CuSO4) и длиной корешков лука 

(r=0,89, Р<0,05). Следовательно, можно сделать заключение о том, что 

степень подавления роста корней зависит от концентрации CuSO4. При 

обработке луковиц смесью растворов CuSO4 и ЭКДШ через 9 суток не 

обнаружены изменения ТБКРС и ДК, характерные для действия только 

растворов соли (за исключением уровня ДК при концентрации CuSO4 

12,5 мг/л). Поэтому компоненты ЭКДШ либо уменьшали выраженность 

перекисного окисления липидов, либо сокращали сроки действия про-

цессов окислительного стресса. Это предположение подтверждается 

данными о длине корней – через 9 дней после их обработки смесью рас-

творов CuSO4 и ЭКДШ длина корней во всех вариантах опыта не отли-

чалась от контрольных величин и была достоверно выше, чем у луковиц, 

обработанных только растворами CuSO4. 
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При действии на луковицы растворов Pb(NO3)2 через 9 суток также 

зарегистрированы проявления окислительного стресса (таблица 5.7). 
 

Таблица 5.7 – Влияние ВЭКШ на длину корней и содержание 

ТБКРС и ДК в листьях A. cepa при действии Pb(NO3)2 

 

Экспериментальная  

группа 

ТБКРС, 

мкмоль/г 
ДК, мкмоль/г 

Длина корней, 

мм 

Контроль  2,44±0,023 0,18±0,009 12,0±0,55 

Pb(NO3)2, 331 мг/л  2,58±0,029
1
 0,85±0,058

1
 6,6±1,06

1
 

Pb(NO3)2, 331 мг/л + ЭКДШ  1,78±0,009
1, 2

 0,42±0,002
1, 2

 8,8±1,07
1
 

Pb(NO3)2, 33,1мг/л  3,12±0,019
1
 0,49±0,108

1
 7,0±0,87

1
 

Pb(NO3)2, 33,1 мг/л + ЭКДШ  2,11±0,031
1, 2

 0,20±0,011
2 

10,8±1,01
2
 

Pb(NO3)2, 3,31 мг/л  2,23±0,032
1
 0,33±0,038

1
 9,9±0,72

1
 

Pb(NO3)2, 3,31 мг/л + ЭКДШ  1,69±0,020
1, 2

 0,21±0,014
2 

12,1±0,9 
Примечание – см. таблицу 5.6. 

 

По сравнению с CuSO4, после действия растворов Pb(NO3)2  

в большей степени возрастали уровни ДК. Величины содержания ДК 

находились в прямой корреляционной зависимости от концентрации 

Pb(NO3)2 в растворах (r=0,98, p<0,05). Поскольку ДК являются показа-

телем ранних этапов перекисного окисления липидов, можно заклю-

чить, что ионы свинца могут инициировать процессы ПОЛ в большей 

степени, чем ионы меди. Однако содержание ТБКРС было повышен-

ным в листьях лука только после обработки луковиц раствором 

Pb(NO3)2 в концентрации 331 и 33,1 мг/л. При концентрации соли  

3,31 мг/л содержание ТБКРС было даже ниже, чем в контроле. Не ис-

ключено, что ионы свинца более интенсивно и дозозависимо запуска-

ют процессы окислительного стресса, но эндогенные антиоксидант-

ные системы клеток листьев частично препятствуют развитию про-

цесса ПОЛ. Через 9 суток после обработки луковиц Pb(NO3)2 в сочета-

нии с ЭКДШ выявлено достоверное уменьшение образования ДК и 

ТБКРС. Вероятно, компоненты ЭКДШ действуют синергично с эндо-

генными антиоксидантными системами, препятствующими накопле-

нию ТБКРС. Это предположение подтверждается данными о длине 

корней. При концентрации Pb(NO3)2 331 мг/л не получено достовер-

ного эффекта ВЭКШ на длину корней. Действие нитрата свинца при 

концентрации 33,1 мг/л и добавлении ЭКДШ привело к статистически 

значимому удлинению корней до контрольного уровня. При самой 

низкой концентрации Pb(NO3)2 в сочетании с ВЭКШ выявлена полная 

нормализация длины корней лука. 

Для объяснения полученных результатов исследовали активность 

двух антиоксидантных ферментов. Активность СОД была увеличена в 

листьях лука через 9 дней после обработки раствором CuSO4 в концен-

трации 12,5 мг/л (таблица 5.8). Действие раствора сульфата меди в кон-
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центрации 2,5 мг/л также привело к увеличению активности СОД, одна-

ко из-за большого разброса данных эти различия оказались недостовер-

ными. Добавление ЭКДШ к растворам CuSO4 нормализовало активность 

СОД через 9 суток после обработки луковиц. 
 

Таблица 5.8 – Влияние ЭКДШ на активность антиоксидантных 

ферментов в листьях A. cepa при действии CuSO4 

 

Экспериментальная  

группа 

Активность СОД, 

ммоль/мин·г ткани 

Активность ГР, 

мкмоль/мин·г ткани 

Контроль 0,67±0,152 52±2,1 

CuSO4, 12,5 мг/л 1,19±0,191
1
 81±4,4

1
 

CuSO4, 12,5 мг/л + ЭКДШ 0,89±0,094 42±1,8
1, 2

 

CuSO4, 2,5 мг/л 1,49±0,565 78±2,4
1
 

CuSO4, 2,5 мг/л + ЭКДШ 0,99±0,102 44±2,4
1, 2

 

CuSO4, 1,25 мг/л 0,75±0,089 56±2,5 

CuSO4, 1,25 мг/л + ЭКДШ 0,97±0,290 46±2,1
1, 2

 

Примечание – см. таблицу 5.6. 

 

Активность ГР была достоверно повышена при действии на луко-

вицы растворов CuSO4 с концентрацией 12,5 и 2,5 мг/л. Обработка луко-

виц смесью растворов CuSO4 и ЭКДШ при всех испытанных концентра-

циях сульфата меди привела к однотипному результату: уменьшению 

активности ГР в область величин ниже контрольного уровня.  

Активность СОД была повышена в листьях лука при действии 

Pb(NO3)2 в концентрациях 331 и 33,1 мг/л (таблица 5.9). Обработка 

луковиц смесью растворов Pb(NO3)2 и ЭКДШ обеспечила сохранение 

СОД на контрольном уровне. Активность ГР была повышена в листь-

ях лука, обработанного растворами Pb(NO3)2 во всех 3-х концентраци-

ях. Добавление ЭКДШ способствовало сохранению активности фер-

мента в области контрольных величин.  
 

Таблица 5.9 – Влияние ЭКДШ на активность антиоксидантных 

ферментов в листьях A. cepa при действии Pb(NO3)2 

 
Экспериментальная  

группа 

Активность СОД, 

ммоль/мин·г ткани 

Активность ГР, 

мкмоль/мин·г ткани 

Контроль 0,67±0,152 52±2,1 

Pb(NO3)2, 331 мг/л 1,18±0,141
1
 69±1,1

1
 

Pb(NO3)2, 331 мг/л + ЭКДШ 0,89±0,152 63±2,0
2
 

Pb(NO3)2, 33,1 мг/л 1,06±0,105
1
 69±2,9

1
 

Pb(NO3)2, 33,1 мг/л + ЭКДШ 0,81±0,110 48±5,2
2
 

Pb(NO3)2, 3,31 мг/л 0,96±0,145 80±1,7
1
 

Pb(NO3)2, 3,31 мг/л + ЭКДШ 0,73±0,185 74±12,5 
Примечание – см. таблицу 5.6. 
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Итак, в результате проведенных исследований получены данные, 
демонстрирующие протекторные свойства ЭКДШ по отношению к 
инициации и развитию окислительного стресса у A. cepa, вызванного 
обработкой луковиц растворами CuSO4 и Pb(NO3)2. Благодаря этому 
эффекту через 9 суток после обработки луковиц смесями солей и 
ЭКДШ не выявлено укорочения длины корней, повышенных уровней 
ДК и ТБКРС, а также активности исследованных антиоксидантных 
ферментов в листьях лука. По закономерным изменениям активности 
ГР в листьях лука можно полагать, что восстановление глутатиона иг-
рает важную роль в развитии окислительного стресса у A. cepa.  

Можно предположить следующий механизм защитного эффекта 
ЭКДШ при окислительном стрессе, вызванном солями ТМ. Ионы ме-
ди и свинца всасываются корнями лука, проникают в донце и затем в 
растущие листья. На протяжении 9 суток происходит около 10 деле-
ний клеток, в результате которых внутриклеточная концентрация ТМ 
постепенно падает, но, вероятно, остается достаточной для инициации 
свободнорадикальных процессов и противодействующих им эндоген-
ных антиоксидантных систем. При наличии ЭКДШ вместе с ионами 
ТМ всасываются и экзогенные низкомолекулярные антиоксиданты, 
которые с самого начала ограничивают инициацию свободноради-
кальных процессов, усиливая мощность эндогенных антиоксидантов. 
В результате через 9 суток проявления окислительного стресса мини-
мальны, а рост корней соответствует контрольным значениям. 

В таблице 5.10 представлены данные о содержании хлорофиллов 
и каротиноидов, являющихся участниками фотосинтеза в раститель-
ных клетках. Предположительно обработка луковиц растворами ТМ 
инициирует долгосрочные реакции по механизмам окислительного 
стресса. Косвенно такое предположение подтверждается существен-
ным снижением концентрации суммы хлорофиллов в листьях предва-
рительно обработанных растворами солей меди и свинца луковиц. 
Аналогичного снижения концентрации каротиноидов в листьях на  
9-е сутки после обработки луковиц растворами солей меди и свинца 
выявить не удалось, вероятно, потому что период полужизни этих со-
единений намного короче, чем у хлорофиллов. 

В группе растений, где применяли ЭКДШ (контроль 2), сумма 
хлорофиллов и количество каротиноидов были достоверно выше.  
В большинстве групп опыта в листьях предварительно обработанных 
луковиц растворами солей тяжелых металлов совместно с ЭКДШ был 
найден соответствующий контролю 1 уровень содержания суммы 
хлорофиллов и каротиноидов. В результате проведенных исследова-
ний выявлено, что однократное действие экстракта куколок дубового 
шелкопряда (контроль 2) способствует статистически значимому уве-
личению длины корней и суммы фенольных соединений по сравне-
нию с контролем 1.  
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Таблица 5.10 – Действие растворов солей тяжелых металлов и 

ВЭКШ на содержание ТБКРС и пигментов в листьях A. сepa 

 

В
а

р
и

а
н

т
 

Обработка луко-

виц 
Исследуемый параметр 

CuSO4, 

мг/л 

Pb(NO3)2, 

мг/л 

α-Аминоазот, 

мг/г 

Сумма  

фенолов, % 

Сумма хло-

рофиллов, 

мг/г 

Каротинои-

ды, 

мг/г 

1 12,5+ 

ЭКДШ 
– 8,81±0,29 16,62±0,99

3
 0,35±0,01

1, 2
 0,019±0,002

2
 

2 12,5 – 7,17±0,18
1
 24,06±2,42

1, 3
 0,09±0,01

1, 3 
0,005±0,001

1, 3
 

3 2,5+ 

ЭКДШ 
– 8,63±0,99

2
 18,21±1,71

2, 3
 0,25±0,03

 
0,022±0,004

 

4 2,5 – 8,04±0,15 22,13±2,73
1, 3

 0,18±0,04
3 

0,09±0,002
1, 3

 

5 1,25+ 

ЭКДШ 
– 13,81±1,4

1, 2, 3
 18,30±2,00

2, 3
 0,26±0,02

3 
0,021±0,02

2 

6 1,25 – 7,32±0,21
1
 26,86±2,68

1, 3
 0,23±0,01

3 
0,011±0,001

1, 3 

7 
– 

331+ 

ЭКДШ 
10,29±2,17

2
 20,03±2,02

2, 3
 0,34±0,02

1, 2 
0,015±0,001

1 

8 – 331 8,25±0,43 21,62±2,64
1, 3

 0,19±0,01
1, 3 

0,016±0,001
1
 

9 
– 

33,1+ 

ЭКДШ 
9,71±1,85

2
 17,88±1,49

2, 3
 0,36±0,02

1, 2 
0,020±0,001

2
 

10 – 33,1 8,28±0,79 19,34±2,07
1, 3

 0,21±0,01
3
 0,013±0,001

3
 

11 
– 

3,31+ 

ЭКДШ 
10,42±0,8

1, 3
 17,53±1,35

3
 0,46±0,02

1, 2, 3  
0,039±0,010

2, 3 

12 – 3,31 8,44±0,95 24,64±2,37
1, 3

 0,20±0,02
3 

0,016±0,001
1
 

13 Н2О (контроль 1) 8,0±0,82
 

8,01±0,82 17,47±0,5
3
 0,027±0,002

3 

14 ЭКДШ (контроль 2) 7,6±0,44 7,62±0,44 34,00±1,93 0,019±0,002
1
 

Примечание – 
1
 Р<0,05 по сравнению с контролем 1; 

2
 Р<0,05 по сравнению с дей-

ствием соли без ЭКДШ; 
3
 – Р<0,05 по сравнению с контролем 2. 

 

Обработка луковиц растворами солей меди и свинца привела  

в некоторых вариантах опыта (группы 1, 5) к снижению концентрации 

α-аминоазота; дополнительное введение в растворы солей ЭКДШ спо-

собствовало росту количества α-аминоазота в листьях лука в боль-

шинстве вариантов опыта (группы 2, 4, 6, 8, 10). 

Поскольку зависимости доза-эффект не было выявлено, можно 

подтвердить ранее высказанное предположение, что, во-первых, на  

9-е сутки эксперимента выявляются не острые эффекты действия хи-

мических стрессоров, а проявляются эффекты факта их действия и, 

во-вторых, характер изменений одного из интегральных показателей 

азотистого обмена – α-аминоазота – свидетельствует в пользу пози-

тивного влияния препарата ЭКДШ на регуляторном уровне. Такое за-

ключение подтверждается характером изменений содержания суммы 

флавоноидов: практически во всех вариантах опыта на 9-е сутки после 

обработки выявлен одинаковый по степени выраженности фенольный 

защитный механизм, а введение препарата ЭКДШ в растворы для об-
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работки луковиц сохраняет уровни фенольных соединений в области 

значений контроля 1.  

В завершение исследований на растительных тест-системах была 

сделана попытка изучения действия ЭКДШ на экспрессию трех бел-

ков, участвующих в развитии стресс-реакции.  

β-глюкозидаза – общее название ферментов класса гидролаз  

(β-D-гликозидглюкогидролаза, EC 3.2.1.21), катализирующих гидро-

лиз β-гликозидной связи при концевых невосстанавливающих  

β-D-гликозильных остатках с высвобождением β-D-глюкозы и агли-

кона различной природы в синтетических и природных  

β-гликозидах и олигосахаридах. В проростках овса бета-глюкозидаза 

(авенакозидаза) локализуется в хлоропластах [305–307]. Особенности 

возрастной динамики экспрессии гена β-глюкозидазы при стрессе 

проращивания овса представлены на рисунке 5.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.1 – Возрастные изменения R(Gluc) при действии ЭКДШ 

 

Анализ данных, представленных на рисунке 5.1, показал, что об-

работка ячменя ЭКДШ через 3 суток приводит к увеличению экспрес-

сии гена β-глюкозидазы незначительно, но через 7 суток этот эффект 

делается достоверным (Р<0,05). 

Одним из ключевых ферментов метаболизма фосфолипидов в 

растительной клетке является фосфолипаза D (ФлD) (EC 3.1.4.4). ФлD 

катализирует реакцию гидролиза глицерофосфолипидов по концевой 

фосфодиэфирной связи с образованием фосфатидной кислоты и спир-

та, входящего в полярную группу исходного субстрата. ФлD участву-

ет в поддержании клеточной жизнеспособности и гомеостаза, играет 

важную роль в процессах прорастания семян, старения клетки, а так-

же адаптации растительного организма к воздействию стрессовых 

факторов внешней среды. Этот фермент играет важную роль в защит-
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ных ответах растений на различные неблагоприятные воздействия 

внешней среды, такие, как дефицит воды, механическое повреждение, 

низкие температуры, действие фитопатогенов. Помимо выполнения 

катаболических функций ФлD участвует в процессах сигнальной 

трансдукции, опосредованной фитогормонами. Фосфатидная кислота, 

продукт деятельности ФлD, стимулирует многие клеточные процессы, 

включая синтез ДНК, пролиферацию клеток, активность ряда фермен-

тов: фосфатидилинозитолфосфат-5-киназы, фосфолипазы С, фосфо-

липазы А2 и различных протеинкиназ [308, 309]. Особенности экс-

прессии гена данного фермента под влиянием экстракта куколок ду-

бового шелкопряда при стрессе проращивания овса представлены на 

рисунке 5.2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.2 – Возрастные изменения R(PLDav2)  

при действии ЭКДШ 

 

Из анализа приведенных данных следует, что степень экспрессии 

гена фосфолипазы D через 3 суток одинакова в опыте и контроле. Од-

нако спустя 7 суток степень экспрессии гена фосфолипазы D при дей-

ствии ЭКДШ достоверно ниже по сравнению с контролем (обработка 

водой). При интерпретации этих данных возможны две точки зрения. 

Во-первых, экстракт куколок дубового шелкопряда может уменьшать 

уровень экспрессии гена фосфолипазы D, поскольку этот путь сигна-

линга для растительной клетки в подобной постановке эксперимента 

не актуален. Во-вторых, не исключено, что ЭКДШ вызывает усиление 

экспрессии гена фосфолипазы D в более ранние сроки наблюдения, и 

эта волна экспрессии завершается уменьшением уровня экспрессии 

гена фермента через 7 суток. 

Хромопротеин фитохром отвечает за обратимые ответы растения 

на свет. Фитохром может существовать в двух спектральных взаимопре-

вращающихся формах: неактивной Рк-форме (поглощающей красный, 

К-свет) и физиологически активной Рдк-форме (поглощающей дальне-
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красный, ДК-свет). Фитохром может оказывать свое рецепторное дейст-

вие на уровне экспрессии генов, на уровне модуляции активности фер-

ментов без их синтеза de novo, а также на мембранном уровне, связан-

ном с изменениями эффективности ионных потоков и проницаемости 

мембран. Фотоответы могут реализовываться на уровне транскрипции, 

трансляции и/или деградации белка (медленные реакции, развивающие-

ся в течение десятков минут и часов) и на уровне изменения электриче-

ских и осмотических показателей клетки (быстрые реакции, протекаю-

щие в течение секунд и минут). Фитохромы выполняют в клетке раз-

личные фотосенсорные функции. Наиболее полно изучены функции 

рhyА и В. Фитохром А опосредует процессы прорастания семян и де-

этиоляции проростков на постоянном ДК-свету (FR-HIR) и индуцируе-

мые коротким импульсом света сверхнизкоэнергетические реакции про-

растания семян. Кроме того, phyА обеспечивает деэтиоляцию пророст-

ков, развивающихся под густым растительным покровом, в условиях, 

когда световое окружение обогащено ДК-светом [310]. 

На рисунке 5.3 представлены данные по экспрессии гена фито-

хрома А под влиянием экстракта куколок дубового шелкопряда при 

стрессе прорастания овса. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.3 – Возрастные изменения R(PhyA2)  

при действии ЭКДШ 

 

Результаты, приведенные на рисунке 5.3, напоминают динамику 

экспрессии гена фосфолипазы D: экстракт куколок дубового 

шелкопряда увеличивает уровень экспрессии гена фитохрома А через 

3 суток и достоверно уменьшает этот показатель через 7 суток. Можно 

предположить, что ЭКДШ вызывает усиление экспрессии гена фитохро-

ма А в более ранние сроки наблюдения, и эта волна экспрессии заверша-

ется уменьшением уровня экспрессии гена фермента через 7 суток. 
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Таким образом, при разведении жидкого содержимого куколок в 

10000 раз (исходный экстракт готовится в разведении 1:10) удается 

зарегистрировать модулирующее действие низкомолекулярных био-

регуляторов практически в гомеопатических концентрациях на экс-

прессию генов. Поскольку экстракт куколок дубового шелкопряда 

был получен методом троекратного кипячения и удаления выпавших 

осадков, можно думать, что модулирующие экспрессию генов веще-

ства следует искать, прежде всего, среди аминокислот и небольших 

пептидов. 

 

5.3 Перспективы применения продуктов гистолиза 

 

Приведенные ранее материалы позволили обосновать состав 

аминокислотных смесей для профилактики окислительного стресса 

прорастания семян. Так как экзогенные аминокислоты влияют на рост 

и развитие растений, на следующем этапе оценивалось влияние фрак-

ций гемолимфы, содержащих различный набор аминокислот. Были 

отобраны фракции, содержащие аминокислоты (от 15-й до 30-й), для 

дальнейших исследований на H. vulgare (таблица 5.11).  
 

Таблица 5.11 – Влияние фракций гемолимфы на длину корней, 

содержание ТБКРС, активность глутатионредуктазы в листьях  

H. vulgare 
 

№ фракции 
Длина 

корней, мм 

ТБКРС, 

мкМоль/мин·г 

ГР, 

мкМоль/мин·г 

Каталаза, 

мкМоль/мин·г 

Контроль 

(Н2О) 

119,5±2,76 2,5±0,14 6,1±0,12 9,7±0,40 

15 139,4±2,83
1 

1,7±0,16
1
 5,3±0,21

1
 17,2±1,60

1
 

16 147,4±3,44
1
 2,0±0,14

1
 5,4±0,48 6,9±0,42

1
 

17 149,7±2,75
1
 2,0±0,11

1
 4,2±0,38

1
 9,8±2,13 

18 131,7±2,66
1
 3,0±0,21 4,2±13

1
 4,7±1,55

1
 

19 132,5±2,01
1
 2,0±0,16

1
 4,0±0,12

1
 14,1±4,23 

20 135,4±1,52
1
 2,8±0,24 4,5±0,33

1
 6,7±0,69

1
 

21 145,2±2,28
1
 1,7±0,16

1
 4,8±0,10

1
 10,5±1,51 

22 149,0±2,86
1
 2,0±0,14

1
 5,9±0,44 7,89±2,74 

23 139,2±1,67
1
 1,7±0,09

1
 4,5±0,31

1
 10,8±0,73 

24 131,4±1,87
1
 2,6±0,16 4,9±0,33

1
 4,3±0,63

1
 

25 143,0±2,71
1
 1,8±0,14

1
 5,3±0,35 8,3±1,70 

26 131,1±2,05
1
 2,1±0,16

1
 5,9±0,42 6,7±0,41

1
 

27 136,5±2,08
1
 2,1±0,15

1
 6,2±0,20 7,3±2,29 

28 129,4±1,83
1
 2,2±0,20 4,7±0,20

1
 3,0±0,53

1
 

29 125,3±2,66
1
 2,3±0,21 6,5±0,13

1
 12,2±1,04 

30 126,6±1,47
1
 2,3±0,08 6,0±0,26 5,4±1,90 

Примечание – см. таблицу 5.1. 
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Как видно из таблицы 5.11, при обработке зерновок фракциями 

гемолимфы в разведении 1:10 в целом отмечается достоверное увели-

чение длины корней. Наиболее выраженное увеличение длины корней 

было при обработке фракциями 16 – на 23,3% по сравнению с кон-

трольной группой, 17 – на 25,3%, 22 – на 24,7%. Самый низкий пока-

затель при обработке содержимым фракции 29 – увеличение на 4,9%. 

Применение фракций гемолимфы для предпосевной обработки ячменя 

способствовало статистически значимому уменьшению содержания 

ТБКРС (фракции 15 – на 32%, 19 – на 20%, 21 и 23 – на 32%, 25 –  

на 28%), снижению активности глутатионредуктазы (максимальное 

снижение активности наблюдается при обработке фракцией № 19 – на 

34,4%, № 17, 18 – на 31,1%, 20, 23 – на 26,2% по сравнению с кон-

трольной группой). Снижение активности каталазы выявлено при об-

работке ячменя фракцией 15 – на 77,3%, фракциями 16 – на 28,9%, 20, 

26 – на 30,9%, 30 – на 44,3% по сравнению с контрольной группой.  

Таким образом, показано, что все исследованные фракции гемо-

лимфы стимулируют рост корней при прорастании ячменя. Однократ-

ная обработка зерновок фракциями гемолимфы куколок дубового 

шелкопряда 15, 19, 20, 21, 23, 25 приводит к снижению содержания 

ТБКРС и активности ГР. 

Известно, что предпосевная обработка семян ячменя путем замачи-

вания в растворах 5-аминолевулиновой кислоты (АЛК) в низких кон-

центрациях (0,012–0,12 мМ) приводит к ускорению роста и развития 

растений, увеличивает в них содержание каротиноидов. Оптимальным 

является использование 0,06 мМ АЛК. Аминокислота аланин не влияет 

на ростовые процессы, что может указывать на специфичность действия 

АЛК как регулятора роста и развития растений [311].  

Нами на основе количественного аминокислотного состава изу-

ченных фракций гемолимфы (см. главу 4) были созданы модельные 

композиции аминокислот и изучено их влияние на H. vulgare. В состав 

модельной смеси № 1 вошли арг и лизин (в соотношении 1:1,4);  

№ 2 – глу, сер, гли, тре, арг, ала, вал, фен, лей, лиз, про 

(3:2,5:1:6,5:96:2,5:9:3,5:1,5:136:7); № 3 – глу, тре, арг, лиз, про 

(4:1:80:54:2); № 4 – глу, сер, гли, тре, арг, ала, вал, иле, лей, лиз, про 

(1:7,5:3,3:8,9:7,3:8,5:9,1:50,4:3,9:19,5:9,9); № 5 – глу, сер, гис, гли, тре, 

арг, ала, вал, мет, иле, лей, лиз, про 

(2,0:6,7:1:3,8:4,3:1,5:3,4:2,5:2,8:20,0:1,3:1,3:2,5); № 6 – глу, сер, гис, 

гли, тре, арг, ала, тир, вал, мет, иле, лей, лиз, про (8,5:61,5:78,5:41,5:25: 

32,5:14,5:1:9,5:49,5:93:16:3:8) – таблица 5.12. 
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Таблица 5.12 – Искусственные смеси аминокислот, сформированные по аминокислотному составу фракций ге-

молимфы куколок дубового шелкопряда 

 

Фракция 
АК, 

мкМоль 

Смесь 

АК 

АК, 

мкМоль 

Содержание аминокислот, % 

глу сер гис гли тре арг ала тир вал мет иле фен лей лиз про 

17 3992 1 2953 – – – – – 37 – – – – – – – 63 – 

2 3582 1 1 – 0,8 3 31 1,6 – 4,3 – – 1,2 0,6 52 3,5 

18 1034 3 885 3 – – – 1,4 51,6 – – – – – – – 41,6 2,4 

19 6606 4 5590 1 10,2 – 6,3 10,7 5,9 13,6 – 11,1  5,5 – 4,2 19,2 12,3 

20 9119 5 7185 4,6 20,9 2,2 17 11,9 2,9 12,6 – 7,1 0,6 5,1 – 4,8 3,1 7,2 

21 6049 6 5325 2,2 2,2 19 20,8 7,8 7 6 0,2 3 1,2 2,7 – 4,6 0,8 2,7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-1
0
0

- 
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В таблице 5.13 представлены данные о влиянии искусственных 

аминокислотных смесей на длину корней, содержание ТБКРС, актив-

ность глутатионредуктазы и каталазы в листьях Hordeum vulgare.   

 

Таблица 5.13 – Влияние аминокислотных композиций на длину 

корней, содержание ТБКРС, активность глутатионредуктазы в листьях 

H. vulgare 

 
№  

фракции 

Длина 

корней, мм 

ТБКРС, 

мкМоль/мин·г 

ГР, 

мкМоль/мин·г 

Каталаза, 

мкМоль/мин·г 

Контроль 

(Н2О) 
119,5±1,94 2,5±0,14 6,1±0,12 9,9±0,49 

1 129,2±2,03
1
 1,6±0,03

1
 6,9±0,27 3,6±0,68

1
 

2 132,8±1,92
1
 1,6±0,15

1
 6,7±0,23 6,0±0,55

1
 

3 134,5±1,62
1
 1,7±0,04

1
 6,0±0,19 6,1±0,82

1
 

4 138,2±1,35
1
 1,6±0,13

1
 7,1±0,25 7,2±0,26

1
 

5 134,6±1,94
1
 1,5±0,06

1
 6,6±0,19 6,5±0,31

1
 

6 131,6±1,76
1
 1,8±0,10

1
 6,5±0,20 4,8±0,38

1
 

Примечание – см. таблицу 5.1. 

 

Согласно данным таблицы 5.11 обработка зерновок ячменя фрак-

циями гемолимфы 17 и 21 обеспечила наибольший прирост корней 

(на 25,3% и 21,5%, соответственно). По аминокислотному составу 

фракции 17 были приготовлены 2 искусственные смеси аминокислот: 

первая содержала аргинин и лизин (относительное содержание 37% и 

63%, соответственно); вторая – аргинина 31%, лизина 52%, а осталь-

ные 17% включали глу, сер, гли, тре, ала, вал, фен, лей, про. 

Оказалось, что обе смеси аминокислот обеспечили примерно 

одинаковый прирост корней на 8,1% и 11,1%, соответственно (табли-

ца 5.13). Поскольку различия в длине корней первой и второй групп 

оказались статистически недостоверными, было сделано заключение, 

что основной вклад в стимулирующее действие смесей 1 и 2 на рост 

корней вносили аргинин и лизин. Обработка зерновок ячменя фракци-

ей гемолимфы 21 привела к увеличению прироста корней на 21,5%. 

Однако содержание аргинина и лизина составило всего лишь 7% и 0,8%, 

соответственно. В отличие от предыдущих фракций, во фракции 21 со-

держалось повышенное количество гистидина и глицина. В искусст-

венной аминокислотной смеси 6, составленной по аминокислотному 

составу фракции 21, на долю гистидина и глицина приходилось 19,0% 

и 20,8%, соответственно. Глицин не играет важной роли в стимуляции 

роста корней, поскольку в смесях 5 и 6, обеспечивающих одинаковый 

прирост, относительное содержание глицина одинаковое, но доля гис-

тидина в смеси 6 в 8,5 раза больше, чем в смеси 5. Поэтому стимули-
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рующий прорастание зерновок ячменя эффект фракции 21 гемолимфы 

наиболее вероятно связан с повышенным содержанием гистидина. 

При использовании модельных смесей аминокислот увеличива-

ется длина корней: при обработке смесями аминокислот № 1, 2, 3, 4, 5 

и 6 длина корешков увеличилась по сравнению с контролем на 8,1%, 

11,1%, 12,6%, 15,6%, 12,6% и 10,1%. Минимальное увеличение на-

блюдается при обработке смесью № 1 и максимальное увеличение на-

блюдается при обработке смесью № 4. Анализ данных таблицы 5.12 

показал, что основную роль в стимуляции роста корней оказывают 

основные аминокислоты аргинин, лизин и гистидин. Другие амино-

кислоты, включая незаменимые, оказывают вспомогательное стиму-

лирующее действие.  

При обработке ячменя смесями аминокислот № 1, 2 и 4 содержа-

ние ТБКРС снижается на 36%, при обработке смесями аминокислот  

№ 3 – на 32%, № 5 – на 40% и № 6 – на 28%. Снижение содержания 

ТБКРС может быть обусловлено увеличением активности антиокси-

дантных ферментов.  

Выявлено, что при обработке смесями аминокислот в проростках 

ячменя снижается активность каталазы. Наиболее выраженное сниже-

ние активности каталазы наблюдается при обработке смесью амино-

кислот № 1 – на 64% по сравнению с контролем. При обработке сме-

сями аминокислот № 2, 3, 4, 5 и 6 активность снижается на 39%, 38%, 

27%, 34% и 51% соответственно.  

Модельные композиции аминокислот оказывают стимулирую-

щий эффект на рост и развитие ячменя, что доказывается увеличением 

длины корешков, и антиоксидантное действие, о чем свидетельствует 

уменьшение содержания малонового диальдегида и уменьшение ак-

тивности каталазы. Наиболее оптимальной является смесь аминокис-

лот № 4, содержащая глу (1%), сер (10,2%), гли (6,3%), тре (10,7%), 

арг (5,9%), ала (13,6%), вал (11,1%), иле (5,5%), лей (4,2%), лиз 

(19,2%), про (12,3%) с общим содержанием аминокислот  

5,59 ммоль/л.  
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ГЛАВА 6  

АНАЛИЗ И ОБОБЩЕНИЕ  

РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 

 
Целью работы было на основе выявленного химического состава 

содержимого куколок дубового шелкопряда создать природные ком-
позиции эндогенных антиоксидантов и определить биохимические 
эффекты их действия на нормальные, трансформированные клетки и 
тканевые системы. Для достижения поставленной цели были проведе-
ны исследования жидкого содержимого куколок, экстракта куколок, 
фракций гемолимфы куколок дубового шелкопряда (китайской дубо-
вой павлиноглазки) (Antheraea pernyi G.-M.), искусственных амино-
кислотных композиций; изучены химический состав содержимого ку-
колок шелкопряда; биохимические механизмы действия гемолимфы и 
фракций; цитотоксичность содержимого куколок дубового шелкопря-
да; генерация активных форм кислорода нейтрофилами; показатели 
окислительного стресса; экспрессия генов синтеза стрессовых белков. 

Получены доказательства запрограммированного разрушения кле-
ток личинок V возраста по механизмам апоптоза как способа формиро-
вания химических составляющих гемолимфы куколок. В процессе диа-
паузы установлено: 1) увеличение концентрации калия, что свидетельст-
вует о перманентном разрушении плазматических мембран клеток и вы-
ходе из них калия; 2) увеличение концентрации мочевой кислоты как 
объективный признак распада пуриновых нуклеотидов и возрастающий 
по мощности фактор антиоксидантной защиты. Транспортные формы 
энергии – глюкоза и триглицериды – имели тенденцию к накоплению, 
начиная с ноября месяца. Сформулировано понятие «эндогенный анти-
оксидантный комплекс гемолимфы куколок дубового шелкопряда», 
включает комплекс антиоксидантных молекул – витамины А, Е, С, мо-
чевую кислоту, аминокислоты антиоксидантного действия (про, сер, тау, 
тре, тир, мет, арг, гли, глу, асп), глутатион, фенольные соединения, бе-
лок, подобный липопротеинам высокой плотности. Методом гель-
хроматографии гемолимфы куколок на сефадексе G-25 fine получены  
3 пика (группы веществ): первый содержит белки, полинуклеотиды и по-
лифенольные соединения, а также комплексы белков с низкомолекуляр-
ными биорегуляторами; второй содержит пептиды (глутатион), аминокис-
лоты, незначительные количества белка и фенольных соединений; третий 
содержит низкомолекулярные биорегуляторы фенольной природы. Из 
второго пика фракций гемолимфы выделено 6 групп аминокислот: 1) гис-
тидин, лизин, аргинин, серин, глицин и цистатионин (500– 
2500 мкмоль/л фракции); 2) треонин, аланин, валин, изолейцин и пролин 
(100–900 мкмоль/л); 3) 6 аминокислот, включая лейцин (50–350 мкмоль/л); 
4) фосфоэтаноламин, метионин, фенилаланин (20–140 мкмоль/л); 5) 5 ами-
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нокислот и азотсодержащих метаболитов (5–35 мкмоль/л); 6) триптофан, 
таурин, аспарагиновая кислота, тирозин (5–35 мкмоль/л). 

Гемолимфа куколок является продуктом гистолиза тканей личин-
ки V возраста. В ней сконцентрированы как продукты распада тканей, 
так и экзогенные молекулы-антиоксиданты, поступившие с пищей в 
организм личинок. В результате гемолимфа куколок в 10 раз сильнее 
ингибирует реакцию Фентона, чем гемолимфа личинок V возраста. 
При вычислении 50% ингибирования образования АФК показано, что 
гемолимфа куколок дубового шелкопряда эффективнее гемолимфы 
виноградных улиток в системе люминол + HOCl в 200 раз, люминол + 
пероксидаза хрена + Н2О2 в 200 раз, люминол + миелопероксидаза + 
Н2О2 в 500 раз, генерации АФК нейтрофилами при адгезии в 700 раз, 
генерации активных форм кислорода нейтрофилами при действии 
fMet-Leu-Phe в 300 раз и генерации активных форм кислорода ней-
трофилами при действии латекса в 4000 раз. 

Гомогенат расплода пчел уступает антиоксидантной активности 
ГКДШ в 100–1000 раз. Растения, обладающие наиболее высокой ан-
тиоксидантной активностью (зверобой продырявленный, лабазник вя-
золистный, рута душистая), уступают по антиоксидантной активности 
ГКДШ в 2,5–10 раз. Таким образом, в природе был найден объект с 
уникальной и мощной эндогенной антиоксидантной системой. 

Антиоксидантная активность проявляется в гемолимфе в очень 
высоких разведениях. Так выход АФК, генерируемых нейтрофильны-
ми лейкоцитами при адгезии, снижается на 50% при количестве гемо-
лимфы в среде, соответствующем разбавлению в 500 раз, а при воз-
действии на нейтрофилы fMLP и латекса снижение выхода АФК на 
50% наблюдается при разбавлении гемолимфы более чем в 10

4
 раз.  

Компоненты гемолимфы куколок дубового шелкопряда могут 
напрямую влиять на МПО-зависимые реакции, не повреждая при этом 
мембраны. Гемолимфа способна тормозить секрецию МПО во внекле-
точную среду при активации клеток в процессе адгезии и при дейст-
вии fMLP. Ингибирующий эффект компонентов гемолимфы на гене-
рацию АФК при действии fMLP слабо зависит от блокатора актива-
ции 5-липоксигеназы (МК-886) и ингибитора фосфатидил-инозитол- 
3-киназы (LY294002). В то же время ингибирующее действие гемо-
лимфы на образование АФК при активации нейтрофилов в процессе 
адгезии значительно снижается при блокировании 5-липоксигеназы и 
фосфатидил-3-киназы. Такой результат подтверждает, что действие 
гемолимфы не ограничивается лишь влиянием на активность МПО, но 
и включает изменение процессов внутриклеточной сигнализации.  

В дальнейшем было исследовано биологическое действие гемо-
лимфы куколок дубового шелкопряда, прежде всего, на основе ее эн-
догенной антиоксидантной системы. Показано, что нативная и разбав-
ленная в 5 раз гемолимфа куколок дубового шелкопряда ингибирует 
процесс ПОЛ мембран эритроцитов, инициированный введением 
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tBOOH, на 65–55% на фоне сохранения концентрации восстановлен-
ного глутатиона. 

Установлено, что фракции гемолимфы способны оказывать про-
аптогенное действие на мезенхимальные стволовые клетки жировой 
ткани крысы. Уменьшение содержания аминокислот во фракциях  
24–29 в 20 раз по сравнению с фракциями 17–23, а также увеличение от-
носительного содержания фенилаланина и тирозина является одной из 
причин увеличения количества яркоокрашенных CFSE клеток, т.е. кле-
ток, прошедших меньшее количество делений и менее жизнеспособных. 

Используя МТТ-тест и окраску кристаллвиолетом удалось пока-
зать, что при культивировании клеток гепатомы Hep G2 обнаружено 
ингибирующее рост (цитотоксическое) действие фракций 18–22, сме-
няемое в дальнейшем активацией роста трансформированных клеток. 
В противоположность действию большинства исследованных культур 
трансформированных клеток рост нормальных фибробластов кожи 
человека усиливался компонентами фракций 18–20. В этих фракциях 
было высокое содержание аргинина и лизина. Впервые удалось разде-
лить ингибирующую практически до нуля (фракции 17–20) и активи-
рующую на 285% активности во фракциях 22–28 гемолимфы. Вероят-
но, ингибирующая активность служит для сохранения состояния диа-
паузы, а активирующая – включает метаморфоз и формирование тка-
ней бабочки. Цитотоксический и подавляющий биосинтез ДНК эф-
фект фракций гемолимфы в клетках гепатомы Hep G2 оказывают 
фракции гемолимфы, содержащие повышенные количества  глутами-
новой кислоты, аспарагина, серина, глицина, треонина, цитрулина, бе-
та-аланина, аланина, изолейцина, лейцина, гидроксипролина, лизина и 
пролина (кроме аргинина и лизина). Эти же аминокислоты обеспечи-
вают стимуляцию деления нормальных фибробластов. Усиленный 
рост трансформированных клеток сопряжен с относительно повы-
шенным содержанием фенилаланина, тирозина, таурина и цистатио-
нина  по отношению к другим азотсодержащим веществам. Эти веще-
ства являются эндогенными антиоксидантами. 

По ингибирующему действию на окисление люминола в системе 
ПХ + Н2О2 можно выделить 3 пика: 1-й – это фракции 8–11, 2-й – 
фракции 24–27, 3-й пик – фракции 46–55. Данные фракции выделяют-
ся в раздельные пики и по ингибированию ХЛ в системе с гипохлори-
том натрия. Следовательно, хроматография на сефадексе G-25 fine по-
зволила определить в гемолимфе три отдельные группы веществ, кото-
рые способны ингибировать ХЛ, сопровождающую процессы окисле-
ния, катализируемые миелопероксидазой. Данные эффекты устойчивы, 
воспроизводились в отношении клеток различных здоровых доноров, не 
снижались при хранении образцов при +4ºС в течение 6 месяцев.  

При внутрижелудочном введении крысятам экстракта куколок 
дубового шелкопряда было показано усиление собственной эндоген-
ной антиоксидантной системы тканей за счет прироста концентрации 
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антиоксидантных аминокислот: цистеина в 8 раз, таурина в 2 раза и 
цистатионина в 10 раз в лимфоцитах печени. Выявлены тенденции к 
накоплению таурина в 2 раза в лимфоцитах селезенки и повышению 
образования цистеина в лимфоцитах тимуса. 

На следующем этапе работы были исследованы эффекты продук-
тов гистолиза в виде гемолимфы или ее экстракта на растительных 
объектах. Такой подход был обоснован относительной простотой и 
воспроизводимостью растительных тканевых систем (проращивание 
семян, Allium-тест, моделирование окислительного стресса). Так, для 
роста и развития ячменя и лука наиболее эффективными оказались 
разведения экстракта куколок шелкопряда и оксидата торфа 1:10

4
–

1:10
5
 – статистически достоверное увеличение длины корней, сниже-

ние активности каталазы и содержания ТБКРС. В Allium-тесте ЭКДШ 
в разведениях 1:10 и 1:10

2 
уменьшал суммарное содержание хлоро-

филлов а+b, но увеличивал содержание каротиноидов, а в разведени-
ях 1:10

4
 и 1:10

5 
увеличивал содержание суммы хлорофиллов а+b на 

фоне нормального содержания каротиноидов. Препарат оксидата тор-
фа в больших разведениях уменьшал содержание суммы хлорофиллов 
(1:10

3
, 1:10

5
, 1:10

6
) и содержание каротиноидов (1:10

6
). Эти данные 

доказывают преимущества препарата ЭКДШ над препаратом оксидата 
торфа в действии на фотосинтетический аппарат листьев лука. 

Под влиянием температурного стресса в листьях ячменя достовер-
но увеличивались содержание ТБК-реагирующих продуктов на 56–68% 
и активность антиоксидантных ферментов каталазы на 49–58% и глута-
тионредуктазы на 6,6%. Оксидат торфа и ЭКДШ снижали содержание 
ТБК-реагирующих продуктов на 40–48 и 43–50%, соответственно. 
ЭКДШ, в отличие от оксидата торфа, в 2 раза более значимо уменьшал 
активность глутатионредуктазы и на 40% снижал активность каталазы. 

Установлено, что после обработки проросших луковиц A. cepa 
солями CuSO4 и Pb(NO3)2 через 9 суток в зеленых листьях лука обна-
руживаются признаки окислительного стресса в виде повышения кон-
центрации продуктов ПОЛ. Сохранение активированного перекисным 
окислением липидов состояния сопряжено с угнетением роста корней. 
Обработка луковиц солями CuSO4 и Pb(NO3)2 в сочетании с ЭКДШ 
частично препятствовала увеличению показателей ПОЛ (ТБКРС, ДК), 
что вело к нормализации развития корней. Положительный эффект 
экзогенного антиоксиданта ЭКДШ, вероятно, способствует сохране-
нию эндогенных антиоксидантных ферментов (СОД, ГР) листьев лука 
в области контрольных значений. Поэтому экстракт куколок дубового 
шелкопряда благодаря наличию в составе антиоксидантов может ре-
комендоваться для защиты растений от развития окислительного 
стресса, вызванного действием солей тяжелых металлов. 

Установлено, что в жидком содержимом куколок дубового шел-
копряда имеются вещества, способные модулировать экспрессию ге-

нов трех белков – b-глюкозидазы, фосфолипазы D и фитохрома А. 
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Эти белки участвуют в процессах трансдукции сигналов и развитии 
ответов растения на стрессовые воздействия разной природы. Экс-
тракт куколок дубового шелкопряда в разведении в 10000 раз повы-

шал уровень экспрессии гена b-глюкозидазы через 7 суток после об-
работки семян и, возможно, вызывал волну повышения уровня экс-
прессии генов фосфолипазы D и фитохрома А в интервале 3–7 сутки 
после обработки семян A. sativa. 

При выполнении работы были осуществлены исследования, на-
правленные на внедрение их результатов. Выявлено, что обработка 
ячменя фракциями гемолимфы, содержащими широкий спектр ами-
нокислот, приводит к стимуляции роста корней растений. Некоторые 
фракции способствуют снижению содержания ТБКРС и активности 
ГР. Модельные смеси аминокислот, созданные на основе аминокис-
лотного состава фракций гемолимфы, оказывают стимулирующий 
эффект на рост и развитие ячменя, что доказывается увеличением 
длины корней, и обладают антиоксидантным действием, о чем свиде-
тельствует уменьшение содержания ТБКРС и активности каталазы. 
Показано, что для стимуляции роста и развития злаковых целесооб-
разно использовать смесь аминокислот, содержащую глутаминовую 
кислоту, серин, глицин, треонин, аргинин, аланин, валин, изолейцин, 
лейцин, лизин, пролин. 

Таким образом, в результате проведенных исследований в природе 
был найден объект с уникальной эндогенной антиоксидантной систе-
мой, образованной в процессе гистолиза тканей, и на его основе созданы 
композиции, с помощью которых достигнуто управление биохимиче-
скими процессами клеток и тканей эукариотических организмов.  

Итак, в результате гистолиза личинок V возраста образуется 
жидкость, содержащая 14,6 г/л свободных аминокислот. Это почти в 
30 раз больше, чем в плазме крови человека. В гемолимфе куколок 
содержание основных аминокислот (аргинин, гистидин, лизин) со-
ставляет 26%, что в 2 раза больше, чем в плазме крови человека. Вы-
сокое содержание аргинина и лизина связано с распадом гистонов. На 
основе антивирусного действия лизина можно предположить его уча-
стие в механизмах подавления жизнеспособности клеток на ранних 
этапах диапаузы. На этапе перехода к гистогенезу лизин и аргинин 
должны использоваться для синтеза гистонов во вновь формируемых 
клетках. Их концентрация уменьшается, и проявляется действие гис-
тидина с его ростостимулирующими и антиоксидантными эффектами. 
Это предположение подтверждают данные о влиянии фракций гемо-
лимфы, содержащих лизин + аргинин (17–19) и гистидин (21–23), на 
рост и биосинтез ДНК в клетках гепатомы Hep G2.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

 

Полученные результаты расширяют современные представления 

о процессе гистолиза. 

Результатом гистолиза личинок V возраста является формирова-

ние эндогенной антиоксидантной системы куколок дубового шелко-

пряда, включающей витамины А, Е, С, мочевую кислоту, аминокисло-

ты антиоксидантного действия (пролин, серин, таурин, треонин, тиро-

зин, метионин, аргинин, глицин, глутаминовую и аспарагиновую ки-

слоты), глутатион, фенольные соединения, белок, подобный липопро-

теинам высокой плотности. Компоненты эндогенной антиоксидантной 

системы присутствуют во фракциях макромолекул, пептидов и низ-

комолекулярных биорегуляторов содержимого куколок дубового 

шелкопряда.  

Фракции гемолимфы оказывают проаптогенное действие на ме-

зенхимальные стволовые клетки жировой ткани крысы, что сопрово-

ждается уменьшением способности их к делению. Лизин- и аргинин-

содержащие фракции гемолимфы стимулируют рост нормальных 

фибробластов кожи человека, но оказывают цитотоксическое дейст-

вие на клетки гепатомы Hep G2. Выявлены фракции гемолимфы, ока-

зывающие ингибирующее до нуля и активирующее на 275% действие 

на биосинтез ДНК в клетках гепатомы Hep G2. 

Гемолимфа куколок в 10 раз сильнее ингибирует образование 

гидроксильного анион-радикала, чем гемолимфа личинок V возраста. 

По 50% ингибированию образования активных форм кислорода гемо-

лимфа куколок дубового шелкопряда эффективнее гемолимфы вино-

градных улиток в системе люминол + HOCl в 200 раз, люминол + 

миелопероксидаза хрена + Н2О2 в 200 раз, люминол + миелоперокси-

даза + Н2О2 в 500 раз, генерации активных форм кислорода нейтрофи-

лами при адгезии в 700 раз, генерации активных форм кислорода ней-

трофилами при действии формил-метионил-лейцил-фенилаланина в 

300 раз и генерации активных форм кислорода нейтрофилами при 

действии латекса в 4000 раз. Гомогенат расплода пчел уступает анти-

оксидантной активности гемолимфы куколок дубового шелкопряда в 

100–1000 раз. Растения, обладающие наиболее высокой антиокси-

дантной активностью (зверобой продырявленный – трава, лабазник 

вязолистный – цветки, рута душистая – трава), уступают по антиокси-

дантной активности гемолимфе куколок дубового шелкопряда, как 

минимум, в 2,5–10 раз. 

Нативная и разбавленная в 5 раз гемолимфа куколок дубового 

шелкопряда ингибирует процесс перекисного окисления липидов 

мембран эритроцитов, инициированный введением терт-бутила гид-
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ропероксида, на 55–65% при сохранении концентрации восстановлен-

ного глутатиона. По ингибирующему действию на окисление люми-

нола в системе пероксидаза хрена + Н2О2 и по ингибированию хеми-

люминесценции в системе с гипохлоритом натрия  выделены 3 груп-

пы фракций гемолимфы: фракции макромолекул; фракции, содержа-

щие пептиды и аминокислоты; фракции, содержащие низкомолеку-

лярные биорегуляторы. Данное деление воспроизводимо, и выявлен-

ные эффекты сохраняются при хранении фракций в течение 6 меся-

цев. Ингибирование на 50% генерации активных форм кислорода ней-

трофильными лейкоцитами выявлено при адгезии в случае разбавле-

ния гемолимфы в 500 раз, а при воздействии формилметионил-

лейцил-фенилаланина и латекса – при разбавлении гемолимфы более, 

чем в 10000 раз. Компоненты гемолимфы куколок дубового шелко-

пряда могут напрямую влиять на зависимые от миелопероксидазы ре-

акции, не повреждая при этом мембраны, а также действовать через 

механизмы внутриклеточной сигнализации (фосфатидилинозитоль-

ный и липоксигеназные пути). 

При внутрижелудочном введении крысятам экстракта куколок 

дубового шелкопряда происходит усиление собственной эндогенной 

антиоксидантной системы тканей за счет прироста концентрации ан-

тиоксидантных аминокислот цистеина в 8 раз, таурина в 2 раза и цис-

татионина в 10 раз в лимфоцитах печени. Выявлены тенденции к на-

коплению таурина в 2 раза в лимфоцитах селезенки и повышению об-

разования цистеина в лимфоцитах тимуса. Показано профилактиче-

ское действие экстракта куколок дубового шелкопряда в разведениях 

1:10
4
–1:10

5
, предупреждающее развитие окислительного стресса на 

простых растительных тест-объектах. При разведении жидкого со-

держимого куколок в 10000 раз удается зарегистрировать модули-

рующее действие низкомолекулярных биорегуляторов на экспрессию 

генов трех стрессовых белков растений – b-глюкозидазы, фосфолипа-

зы D и фитохрома А. 

Определен аминокислотный состав фракций гемолимфы, кото-

рые при обработке зерновок ячменя приводят к стимуляции роста 

корней на фоне снижения интенсивности перекисного окисления ли-

пидов. На основе этих фракций созданы модельные смеси аминокис-

лот (глутаминовая кислота, серин, глицин, треонин, аргинин, аланин, 

валин, изолейцин, лейцин, лизин, пролин в соотношении 

1:7,5:3,3:8,9:7,3:8,5:9,1:50,4:3,9:19,5:9,9 соответственно), оказывающие 

аналогичный стимулирующий эффект на рост и развитие ячменя. 

Результаты исследования имеют практическое применение. Ами-

нокислотный состав фракций гемолимфы куколок дубового шелко-

пряда рекомендуется как прототип создания искусственных амино-

кислотных смесей для проращивания семян и борьбы с проявлениями 
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окислительного стресса, а также для разработки фармацевтических 

субстанций для подавления или стимуляции деления клеток и их ги-

бели. Экстракт куколок шелкопряда может быть удобным объектом 

для поиска и выделения факторов, регулирующих экспрессию генов, 

отвечающих за процессы гистолиза и гистогенеза. Результаты внедре-

ны в производство общества с ограниченной ответственностью «Ру-

бикон» и в работу отдела биохимической фармакологии ГП «Инсти-

тут биологически активных соединений НАН Беларуси». 

Результаты исследования биологической активности продуктов 

гистолиза рекомендуется использовать в образовательном процессе на 

кафедрах биологии, биохимии и биотехнологии. 

Экстракт куколок дубового шелкопряда возможно применять с 

целью профилактики негативных последствий окислительного стресса 

прорастания зерновок, экстремальных температур и солей тяжелых 

металлов. Результаты внедрены на коммунальном производственном 

унитарном предприятии «Витебская биофабрика» (в настоящее время 

открытое акционерное общество «БелВитунифарм»).  

Материалы исследования включены в каталог инновационных 

разработок постоянно действующей выставки ГУ «БелИСА»: «Биоло-

гическая активность продуктов гистолиза: теоретическое обоснование 

и практическое использование» и «Применение водного экстракта ку-

колок дубового шелкопряда для профилактики окислительного стрес-

са у растений».  

По результатам работы получен патент на изобретение «Способ 

получения средства для профилактики инсулинорезистентности»  

(№ 15645 от 30.04.12).  
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