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Уважаемые коллеги!
Мы рады встрече! Перед вами сборник научных трудов 4-й 

Международной научно-практической конференции «Современ-
ные достижения химико-биологических наук в профилактической 
и клинической медицине», посвященной 135-летию со дня рожде-
ния профессора Лебединского В.В. 

Эта конференция особенная в связи с тем, что она организована 
вновь созданной 01 апреля 2023 года кафедрой по приказу ректо-
ра ФГБОУ ВО Северо-Западного государственного медицинского 
университета им. И.И. Мечникова Минздрава России д.м.н., про-
фессора  С.А.  Сайганова —  кафедрой  клинической  лабораторной 
диагностики, биологической и общей химии им. В. В. Соколов-
ского.

Несмотря на то, что конференция проводится уже четвертый 
год, мы сохраняем ее традиционную форму проведения и струк-
туру сборника научных статей, в то же время вносим изменения. 
Так, в этом году конференция посвящена 135-летию со дня рож-
дения Вячеслава Васильевича Лебединского (1888–1956), который 
с 1931 по 1936 г. заведовал кафедрой неорганической, аналитиче-
ской и физической химии 2-го ЛМИ. Лебединский В. В. начинал 
свою деятельность на кафедре в 1915 г. в должности ассистента. 
Он, как опытный педагог, придавал большое значение вопросам 
учебно-методического характера, разрабатывал учебные посо-
бия для студентов. В.В. Лебединский — химик, профессор (1931), 
член-корреспондент АН СССР (1946), лауреат Сталинской премии 
(1946), заслуженный деятель науки и техники РСФСР (1947). Боль-
шая часть его работ носила секретный характер. Он занимался из-
учением химии комплексных соединений платины, родия, иридия 
и других металлов.

Сборник научных трудов состоит из разделов, посвященных ак-
туальным вопросам биологической и медицинской химии, совре-
менным достижениям в доклинических исследованиях, инноваци-
онным технологиям в клинической лабораторной диагностике, а 
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также проблемам и новым методам преподавания в медицинском 
вузе.

Темы и вопросы, обсуждаемые на конференции, а также статьи, 
представленные в сборнике, будут полезны как студентам, обу-
чающимся в медицинских вузах, клиническим ординаторам, так и 
аспирантам, молодым ученым, научным сотрудникам, преподавате-
лям химии и биохимии, а также специалистам в различных областях 
знаний. 

Пожелаю всем интересно провести время при ознакомлении  
с материалами сборника научных трудов!

С уважением, д.м.н., доцент
заведующий кафедрой клинической лабораторной

диагностики, биологической и общей  
химии им. В.В. Соколовского
Гайковая Лариса Борисовна
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В последние годы в области лабораторной медицины произош-
ли глобальные изменения, которые связаны с высокими техно-
логиями  и  пандемией  COVID-19.  Оборудование,  которым  были 
в этот период оснащены клинико-диагностические лаборатории, 
заменило многие ручные методы и требует дополнительных зна-
ний в области технологии проведения лабораторного исследова-
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ния.  Технологическая  сложность  современного  лабораторного 
оборудования, знания по контролю качества лабораторных иссле-
дований, правил преаналитического и аналитического этапов про-
ведения анализов определяют актуальность преподавания таких 
необходимых дисциплин, как медицинская химия и фундамен-
тальная биохимия. Подготовка будущих врачей по специальности 
«клиническая лабораторная диагностика», а большинство обучаю-
щихся в ординатуре являются выпускниками медико-профилакти-
ческого факультета, заключается в необходимости сформировать у 
них целостные знания по аналитической и биологической химии, 
показать связь химических процессов и биологических систем ор-
ганизма человека, как будущему специалисту лабораторной меди-
цины.

В настоящее время у врачей разных специальностей и студен-
тов знания в области «клинической лабораторной диагностики» 
достаточно отрывочны, бывают и противоречивы, так как полу-
чены в процессе обучения на разных не профильных клинической 
лабораторной диагностике кафедрах [1]. У врачей отсутствуют 
представления о чувствительности и специфичности лаборатор-
ных тестов и правильности выбора теста в необходимой клиниче-
ской ситуации. 

Таким  образом,  все  выше  перечисленное  является  основанием 
для создания образовательной траектории обучения на кафедре, ко-
торая может обеспечить подготовку врачей лабораторной медици-
ны, имеющая подготовленных преподавателей по всем направлени-
ям обучения будущих специалистов лабораторной диагностики —  
по аналитической химии, клинической биохимии, клинической 
лабораторной диагностике, а также владеющих современными ме-
тодами  преподавания  этих  дисциплин.  Такая  кафедра  появилась  
в 2023 г. путем слияния двух кафедр клинической лабораторной 
диагностики и биологической и общей химии им. В.В. Соколов-
ского [2]. Каждая кафедра в отдельности имела свои особенности 
преподавания, высокопрофессиональный профессорско-препо-
давательский состав, традиции и историю. Объединенная кафедра 
клинической лабораторной диагностики, биологической и общей 
химии им. В.В. Соколовского будет готовить специалистов с глу-
бокими знаниями фундаментальных наук по биохимии, имеющих 
навыки работы на сложном лабораторном оборудовании и умею-
щих интерпретировать полученные результаты с анализаторов, ве-
сти диалог с клиницистами. 
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Цель. Подготовка специалистов лабораторной медицины с углу-
бленным изучением биологической химии, привлечением методов 
аналитической химии для исследования маркеров заболеваний или 
патологических состояний организма на кафедре клинической ла-
бораторной диагностики, биологической и общей химии (КЛД, 
БиОХ) им. В.В. Соколовского.

Для этой цели на кафедре клинической лабораторной диагности-
ки имеется профессорско-преподавательский состав и вспомога-
тельный персонал, материально-техническое обеспечение и клини-
ческие базы для прохождения практики в клинико-диагностических 
лабораториях. 

В настоящее время в штатном расписании кафедры КЛД, БиОХ 
28 преподавателей: 6 профессоров, 11 доцентов, 1 старший препода-
ватель и 10 ассистентов. Из них 5 докторов медицинских наук, 1 док-
тор химических наук, остальные преподаватели — кандидаты биоло-
гических, медицинских, химических и педагогических наук, 3 пре-
подавателя без кандидатской степени. Несколько преподавателей 
кафедры, являются заведующими крупных клинико-диагностиче-
ских лабораторий в медицинских организациях Санкт-Петербурга и 
Ленинградской области. Резервом кафедры КЛД, БиОХ им. В.В. Со-
коловского являются 5 заочных аспирантов, которые одновременно 
работают в клинико-диагностических лабораториях клиник Уни-
верситета и проходят педагогическую практику на кафедре.

К материально-техническим базам относятся учебные лабора-
тории в 26 павильоне, в 5 павильоне, а также центральная клини-
ко-диагностическая лаборатория в павильоне 1/3-2 (заведующая 
ЦКДЛ, д.м.н., профессор Гайковая Л.Б.) (пр. Пискаревский, д.47) 
и отделение лабораторной диагностики (заведующая ОЛД, к.м.н., 
доцент Слепышева В.В.) (ул. Кирочная, д. 41). Научно-исследова-
тельская работа преподавателей кафедры и аспирантов выполня-
ется на клинических базах и в центральной научно-исследователь-
ской лаборатории в 42 павильоне (заведующая ЦНИЛ, к.м.н., до-
цент Асатрян Т.Т.). 

В результате кафедра КЛД и БиОХ им. В.В. Соколовского пре-
подает на различных уровнях: на додипломном, специалитете, по-
следипломном. Первое знакомство будущих поступающих в вуз 
по специальностям «Лечебное дело», «Медико-профилактическое 
дело» и др. с лабораторной диагностикой проходит при посещении 
центральной клинико-диагностической лаборатории в рамках про-
фориентационной работы ВУЗа. На занятии школьники получают 
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представление о специальностях медико-профилактического на-
правления, в том числе и о клинической лабораторной диагностике. 
Во время учебы в Университете для студентов различных факульте-
тов проводятся занятия по различным дисциплинам — химии, био-
химии, клинической лабораторной диагностике в рамках программ 
ФГОС++. Однако студентам, имеющим способности и желание за-
ниматься научными исследованиями, и которые уже определились 
со своей последипломной специальностью по клинической лабо-
раторной диагностике, кафедра представляет возможность ознако-
мится с современными методами и оборудованием, проводить лабо-
раторные работы, дополнительно осваивать различные клинические 
разделы, необходимые для специалистов лабораторной медицины. 
На последипломном уровне выпускники Университета могут вы-
брать ординатуру по «клинической лабораторной диагностике» или 
аспирантуру по «биохимии» или «клинической лабораторной диа-
гностике».

На последипломном уровне кафедра занимается подготовкой 
врачей/биологов/младших лабораторных техников на циклах повы-
шения квалификации лабораторных специалистов. Появились но-
вые темы занятий по значимости токсикологических исследований 
в клинической лабораторной диагностике, по диагностике метабо-
лических нарушений, по диагностике poit-of-care-testing для врачей 
и среднего медперсонала, работающего на лабораторном оборудова-
нии у постели больного в отделениях ОРИТ, применение клинико-
экономического анализа в деятельности клинико-диагностических 
лабораторий [3].

Знания биологической и общей химии являются основой для 
многих клинических и гигиенических дисциплин, включая раздел 
клинической биохимии, который входит и в программу подготов-
ки ординаторов по клинической лабораторной диагностике. На базе 
кафедры в ЦКДЛ, в ОЛД и в ЦНИЛ выполняются диссертационные 
работы как по биохимии, так и по клинической лабораторной диа-
гностике [4].

Кафедра клинической лабораторной диагностики, биологиче-
ской и общей химии им. В.В. Соколовского обеспечивает непре-
рывное химико-биологическое и медицинское образование, пре-
емственность преподавания фундаментальных и специальных дис-
циплин [5], имеет кадровый состав по различным дисциплинам и 
материально-техническую базу для педагогического процесса и раз-
вития научных исследований студентов и аспирантов, что повышает 
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не только заинтересованность выпускников медико-профилактиче-
ского факультета в отношении специальности «Клиническая лабо-
раторная диагностика», но и в общей подготовке специалистов ла-
бораторной медицины. 
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Была проведена оценка устойчивости и целостности белкового 
покрытия на поверхности магнитных наночастиц, в различных ус-
ловиях: при варьировании pH и ионной силы буфера, в котором про-
водилась инкубация, концентрации ЧСА, время инкубации; при окис-
лительной модификации человеческого сывороточного альбумина 
(ЧСА); при окислительной модификации поверхности магнитных на-
ночастиц.

Ключевые слова: магнитные наночастицы, человеческий сыворо-
точный альбумин, белковая «корона».
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ANALYSIS OF INTEGRITY AND STABILITY OF SERUM ALBUMIN 
COATINGS ON THE SURFACE OF MAGNETIC NANOPARTICLES 

USING PHYSICAL-CHEMICAL METHODS
The stability and integrity of the protein coating on the surface of magnetic 

nanoparticles was assessed under various conditions: pH and ionic strength 
of the phosphate buffer in which incubation was carried out; concentration 
of HSA; incubation time; oxidative modification of human serum albumin 
(HSA); oxidative modification of the surface of magnetic nanoparticles;.

Keywords: magnetic nanoparticles, human serum albumin, protein 
«corona».

В соответствии с результатами исследований последнего десяти-
летия при введении наноразмерных частиц биомедицинского на-
значения в кровь на их поверхности может формироваться белковая 
«корона», напрямую влияющая на их функционирование, продол-
жительность циркуляции и биораспределение в организме. Форми-
рование короны зависит от многих факторов, включая особенности 
состава и рельефа поверхности частиц, а также условий протекания 
реакции [1-4]. 

Нами проводится разработка способов комплексного исследова-
ния сложных систем, включающих магнитные наночастицы (МНЧ) 
и сывороточный альбумин, который обладает высокими перспекти-
вами использования в качестве компонента гибридных наносистем 
на основе МНЧ. Исследование реализуется с применением непо-
вреждающих методов анализа — спектрофотометрии УФ/видимой 
области (СФ) и динамического светорассеяния (ДСР), спектрофлуо-
риметрии, метода электронного магнитного резонанса (ЭМР). Ранее 
было показано, что иммуноглобулин G (IgG) и фибриноген связыва-
ются с поверхностью МНЧ, образуя агрегаты микронных размеров, 
причем человеческий сывороточный альбумин может препятство-
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вать образованию таких агрегатов в случае формирования им устой-
чивого и целостного покрытия на поверхности МНЧ [5].

Взаимодействие человеческого сывороточного альбумина с нано-
частицами было исследовано в близких к физиологическим услови-
ях в 0,05 М фосфатном буфере. Было установлено, что стабильность 
белкового адсорбционного слоя на МНЧ снижается с увеличением 
pH буфера от слабокислого (pH6,0–6,6) до слабощелочного (pH7,5), 
а также при увеличении ионной силы буфера (рис. 1). 

Все методы, использованные в процессе оценки устойчивости 
покрытия из альбумина на наночастицах  (СФ, ДСР, ЭМР) можно 
применять в различных буферах при различных концентрационных 
и температурных условиях, что расширяет возможности исследова-
ния устойчивости покрытий из альбумина на МНЧ.

Также были проанализированы особенности влияния окисления 
альбумина и поверхности МНЧ на устойчивость и целостность по-
крытия. Было показано увеличение устойчивости при тех же кон-
центрациях белка при использовании окисленного белка по сравне-
нию с неокисленным и снижение устойчивости и целостности по-
крытия в результате окисления поверхности МНЧ.

Выполнен анализ влияния концентрации белка (соотношения 
ЧСА/МНЧ)  и  продолжительности  инкубации  на  устойчивость  и 
целостность покрытий. С использованием конъюгата ЧСА с краси-

Рис. 1. Схематическое изображение покрытий из сывороточного  
альбумина человека, сформированных в 0,05 М фосфатном буфере  

при различных pH и ионной силе, определяемой концентрацией NaCl,  
а также различной устойчивости покрытий в экспериментах с IgG
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телем Cy5 по сигналу Cy5 спектрофотометрически и спектрофлуо-
риметрически были проведены количественные оценки адсорбци-
онного связывания ЧСА с поверхностью МНЧ, способности ЧСА к 
десорбции и обмену на поверхности МНЧ. 

В рамках проводимого коллективом исследования, таким обра-
зом, был осуществлен подбор условий модификации наночастиц 
белком с получением устойчивых и целостных покрытий, облада-
ющих потенциалом применения при создании функциональных 
гибридных систем для биомедицинского применения, а также про-
ведена разработка новых подходов к определению качественного и 
количественного состава белкового покрытия на поверхности нано-
частиц в дисперсии.

Работы выполнены с использованием оборудования ЦКП «Но-
вые материалы и технологии» ИБХФ РАН. Исследования, направ-
ленные на отработку условий получения устойчивых и целостных 
покрытий из ЧСА на МНЧ, проводятся при финансовой поддержке 
за счет гранта Российского научного фонда № 22-75-10150, https://
rscf.ru/project/22-75-10150/. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПСИЛОЦИНА КАК ПЕРСПЕКТИВНОГО 

ИНГИБИТОРА СЕРОТОНИНОВЫХ РЕЦЕПТОРОВ МЕТОДАМИ 
КОМПЬЮТЕРНОЙ ХИМИИ

Несмотря на определенные успехи в медикаментозном лечении аф-
фективных расстройств, продолжаются поиски перспективных пре-
паратов связанных с тяжелыми побочными эффектами и негатив-
ным влиянием на системы орагнизма, существующих лекарственных 
средств. В рамках нашей гипотезы псилоцин обладает сравнимым с се-
ротонином и существующими современными препаратами сродством к 
рецептору, а возможно превосходящим их, кроме того согласно иссле-
дованиям при его метаболизировании обладает меньшим негативным 
влияниям на системы организма.

Ключевые слова: фармакология, молекулярный докинг, квантовая 
химия, квантовая механика, серотониновые рецепторы, аффективные 
расстройства. 
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RESEARCH OF PSILOCIN AS A PROMISING SEROTONIN 

RECEPTOR INHIBITOR BY COMPUTER CHEMISTRY METHODS
Despite certain successes in the medical treatment of affective disorders, the 

search for promising drugs associated with severe side effects and negative effects 
on the systems of organism, existing medicines continues. Within the framework 
of our hypothesis, psilocin has a receptor affinity comparable to serotonin and 
existing modern drugs, and possibly superior to them, in addition, according to 
studies, it has less negative effects on body systems during its metabolism.

Keywords: pharmacology, molecular docking, quantum chemistry, quan-
tum mechanics, serotonin receptors, affective disorders.

Введение. Несмотря на определенные успехи в медикаментозном 
лечении аффективных расстройств, продолжаются поиск перспек-
тивных препаратов связанных с  тяжелыми побочными эффектами 
и негативным влиянием на системы организма, существующих ле-
карственных средств [10–12]. В рамках нашей гипотезы псилоцин  
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обладает сравнимым с серотонином и существующими современ-
ными препаратами сродством к рецептору, а возможно превосходя-
щим их, кроме того согласно исследованиям при сравнительно вы-
соком сродстве псилоцина к рецептору, при его метаболизировании 
обладает меньшим негативным влияниям на системы организма [6].

Псилоцибиновые грибы были известны человечеству с очень 
ранних времен. Их применяли в религиозных, спиритических и ду-
ховных практиках на протяжении многих тысяч лет. Псилоцин как 
продукт дефосфорилирования псилоцибина, был выделен химиком 
Альбертом Хофманном в 1959 г. После чего начались его исследо-
вания и уже тогда в 1950–1960-х годах после проведённых клиниче-
ских наблюдений он показал свой терапевтический потенциал для 
пациентов, страдающих депрессивными симптомами, тревогой и 
конверсионным расстройством. Псилоцибин был классифициро-
ван как вещество Списка I в 1971 г., но интерес к психоделикам с 
того времени почти не изменился, в связи с чем в 1990-х годах его 
исследования возобновили. Последние исследования псилоцина 
дополнительно показали его потенциал в лечении пациентов с раз-
личными видами депрессий, тревожными расстройствами и други-
ми аффективными расстройствами, что наводит на гипотезу о его 
терапевтическом использовании [6, 8].

Актуальность. С ускорением темпов жизни в современном обще-
стве мы всё чаще сталкиваемся с проблемами психического здоровья, 
в связи с истощением нервной системы, снижением адаптационных 
возможностей организма человека. Что приводит к снижению чис-
ла работоспособного населения, снижению рождаемости и уровня 
жизни, а также к суициду и многим другим факторам, разрушаю-
щим социум, по данным Всемирной организации здравоохранения 
(ВОЗ) среди женского населения распространенность депрессии на 
50% выше чем среди мужского, более 10% беременных женщин и 
после родов испытывают депрессию. Самоубийства занимают чет-
вертое место среди ведущих причин смертности в возрастной группе 
15–29 лет [9]. Согласно национальному проекту по охране здоровья 
населения особенную важность представляют исследования в обла-
сти разработки новых лекарственных средств, персонализирован-
ной и цифровой медицины, внедрение инновационных медицин-
ских технологий, а также сохранения психического здоровья [13].

Цель. Оценить степень связывания псилоцина с рецепторами 
5-HT1A и 5-HT2A и на основе этого сделать вывод о возможности 
применения его как лекарственного препарата или фармакофора.



21

Задачи
1. Проанализировать строение серотониновых рецепторов 

5-HT2A и 5-HT1A.
2.  Провести моделирование связывания серотонина и псилоцина 

с каждым из выбранных рецепторов. 
3.  Сравнение степени взаимодействия данных серотонина и пси-

лоцина с данными рецепторами.
4.  Анализ полученных результатов.
Методы. Работа была произведена методами компьютерной хи-

мии. В рамках нашей гипотезы мы сравнивали прочность связыва-
ния  серотонинового  рецептора  человека  5HT2A  с  серотонином  и 
псилоцином, так как в ходе метаболических превращений в орга-
низме в него преобразуется псилоцибин. Модель рецептора для рас-
чета была получена на основе рентгеноструктурного анализа [1, 2]. 
Оптимизация и подготовка модели для расчетов была произведена в 
программе UCSF Chimera 1.16. Модели лигандов были подготовле-
ны квантово-химическими методами в программе ORCA 5.0 [3]. Для 
оптимизации был использован метод MD BLYP с тремя диффузны-
ми орбиталями и базисом def2-SVP. Расчет энергии связывания ре-
цептора и лигандов был произведен с использованием программы 
AutoDock Vina [5]. Расчеты были произведены на вычислительных 
мощностях суперкомпьютера MarGrid.

Основная часть. В 1959 г. швейцарский ученый Альберт Хофманн 
и  его  ассистент Ханс Чертер  выделили псилоцин и  его  эфир фос-
форной кислоты псилоцибин. Дальнейшее их исследования в 1960-х 
годах показало его терапевтический потенциал в лечении таких рас-
стройств, как депрессия, тревожное расстройство и ПТСР [4].

К настоящему времени среди подходов в медикаментозной тера-
пии аффективных расстройств наибольшей популярностью пользу-
ются препараты в основе действия которых лежит ингибирование 
обратного захвата серотонина [7]. Среди них большое распростра-
нение  имеют  следующие  антидепрессанты  эсциталопрам,  ами-
триптилин и флуоксетин. Механизм действия данных препаратов 
заключается в селективном ингибировании обратного захвата се-
ротонина, повышает концентрацию нейромедиатора в синаптиче-
ской щели. Эсциталопрам практически не связывается с серотони-
новыми (5-HT), допаминовыми (D1 и D2) рецепторами, α-адрено-, 
м-холинорецепторами, а также с бензодиазепиновыми и опиоидны-
ми рецепторами. Эффект развивается через 2-4 недели после начала 
приёма, максимальный  терапевтический  эффект  достигается  при-



22

мерно  через  3  месяца  [10].  Амитриптилин  обладает  выским  срод-
ством к м-холинорецепторам, что обуславливает его выскоую анти-
холинэргическую  активность,  а  также  имеет  сильный  седативный 
эффект связанным со сродством к гистаминовым H1-рецепторам, и 
альфа-адреноблокирующим действием. Антидепрессивный эффект 
наступает после 2-3 недель после начала приёма [11]. Флуоксетин 
повышает серотонинергическую передачу, по механизму отрица-
тельной мембранной связи ингибирует обмен нейромедиатора. Не 
оказывает прямого действия на серотониновые, м-холинергические, 
Н1-гистаминовые и альфа-адренорецепторы. Стойкий клиниче-
ский эффект наступает через 1-2 недели лечения [12].

При  всей  своей  эффективности  данные  препараты  имеют  ряд 
серьезных побочных эффектов. Два из трёх препаратов оказывают 
сильное седативное действие (кроме флуоксетина), имеют анорек-
сигенное действие, вызывают рвоту, диарею, приливы, головные 
боли и головокружения. 

Кроме того серотониновая теория возникновения депрессии 
подвергается критики и не охватывает весь спектр возможных при-
чин ее возникновения [7]. 

В  связи  с  этим  существует  необходимость  поиска  альтернатив-
ных препаратов и перспективных фармакофоров на основе веществ 
обладающих не только высоким сродством к серотониновым ре-
цепторам, но и характеризующихся комплексным терапевтическим 
эффектом. Одним из таких химических веществ является псилоцин 
из опубликованных статей посвящённых таким психическим рас-
стройства как депрессия, обсессивно-компульсивное расстройство 
и расстройство связанное с употреблением психоактивных веществ 
(табак и алкоголь) псилоцин показал относительно безопасный про-
филь и многообещающие результаты. При этом оценивались пока-
затели психиатрических рейтинговых шкал по которым псилоцин 
показал снижение таковых. Исследования депрессии были наиболее 
эффективными, подтверждённые тремя рандомизированными кон-
тролируемыми опытами [4]. 

Псилоцибин — это вещество из группы классических психоде-
ликов.  Его  основной  активный  метаболит  псилоцин,  получается 
после дефосфорилирования псилоцибина в слизистой оболочке 
кишечника.  Эти  вещества  имеют  преобладающую  агонистиче-
скую активность на серотониновые рецепторы такие как 5HT1A и 
5HT2A, последний считают основным в галюциногенном эффекте 
[4],[8].



23

Экспериментальные исследования. В нашей работе мы сосредо-
точились на изучении методами компьютерной химии, механизмов 
взаимодействия псилоцина с серотониновыми рецепторами 5HT1A 
и 5HT2A, а именно на аффинности псилоцина к указанным рецеп-
торам в сравнении с эталонным веществом. Для рецептора 5HT1A 
нами был выбран серотонин который с точки зрения физиологии 
является основным веществом взаимодействующим с данными ре-
цепторами. А для рецептора 5HT2A псилоцин.

На данном этапе исследования мы применили метод молекуляр-
ного докинга для оценки степени связывания отличающийся экс-
пресностью с точки зрения затрат машинного времени и приемле-
мыми результатами по точности [5].

Молекулярный докинг является методом первоначального ис-
следования, применяется для изучения малых молекул в системе бе-
лок-лиганд и основывается на математической оценке электроста-
тических межмолекулярных взаимодействий лиганда и рецептора. 
Первоначально нами была осуществлена предварительная подготов-
ка компьютерных моделей псилоцина и серотонина квантово-меха-
ническими расчетами в программе ORCA 5.0.[3], которая включала 
в  себя оптимизацию геометрии молекул и расчет их эффективных 
зарядов. Для оптимизации был использован метод функционала 
плотности DFT с использованием гибридного функционала PBE0 в 
базисе def2-TZVP с применением метода самосогласованного поля 
SCF. 

Подготовка рецептора. Для расчета нами были взяты структуры 
рецепторов, полученные методом рентгеноструктурного анализа 
[1],[2]. Исходные PDB файл нуждаются в дальнейшей подготовке. 
Достраивание боковых цепей и насыщение структур атомами во-
дорода производилось с помощью программы USCF Chimera 1.16. 
Удаление кристаллической воды, расчет зарядов атомов рецептора, 
определение сайтов связывания и областей возможного присоеди-
нения лигандов были получены с использованием пакета программ 
AutoDock Tools 1.5.6.[5].

Нами была произведена серия расчетов для каждого рецептора. 
Оценивались энергии связывания в зависимости от положения ли-
гандов.

В  результате  расчетов  нами  были  получены  следующие  энер-
гии связывания, для лучших положений лигандов с учетом средне-
квадратичного отклонения от рентгено-структурных данных для 
5-HT1A (рис. 1 C, D) у серотонина — 7.9122 ккал/моль, а для пси-
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лоцина -6.4202 ккал/моль, сводные данные по энергиям взаимодей-
ствия представлены в табл. 1.

Таблица 1. Сводные данные по энергии взаимодействия

Виды 
взаимодействий

Серотонин, энергии ккал/
моль

Псилоцин, энергии  
ккал/моль

Расчетная свободная энер-
гия связи

–7,757 –6,281

Конечная межмолекуляр-
ная энергия

–8,945 –7,559

Лиганд-рецептор –4,886 –6,979
Боковые цепи, сгибающие 
лиганд

–4,059 –0,581

Конечная общая внутрен-
няя энергия

–13,064 –13,524

Лиганд –0,133 –0,284
Гибкий рецептор –11,003 –11,301
Гибкие боковые цепи –1,927 –1,939
Свободная энергия при 
кручении

1,360 1,285

Энергия несвязанной 
системы

–12,891 –13,518

Рис. 1. Визуализированные системы лиганд-рецептор. A — рецептор 
5-HT2A сравнение псилоцин-псилоцин. B — рецептор 5-HT2A  

сравнение псилоцин-серотонин. C — рецептор  
5-HT1A сравнение серотонин-псилоцин. D — рецептор 5-HT1A  

сравнение серотонин-серотонин
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Для рецептора 5-HT2A, метод показал ограниченную эффектив-
ность  однако  дал  сходные  результаты  по  значениям  энергии  для  
лучших  положений  лигандов  (рис.  1,  A,  B)  у  серотонина  
–7,0024 ккал/моль, а для псилоцина –6,8289 ккал/моль, сводная 
данные по энергиям взаимодействия представлены в табл. 2.

Таблица 2. Сводные данные по энергии взаимодействия

Виды 
взаимодействий

Серотонин, энергии  
ккал/моль

Псилоцин, энергии  
ккал/моль

Расчетная свободная энер-
гия связи

–7,809 –7,857

Конечная межмолекуляр-
ная энергия

–9,209 –9,013

Лиганд-рецептор –6,465 –7,386
Боковые цепи, сгибающие 
лиганд

–2,744 –1,627

Конечная общая внутрен-
няя энергия

–11,360 –11,643

Лиганд –0,092 –0,258
Гибкий рецептор –10,153 –10,319
Гибкие боковые цепи –1,115 –1,066
Свободная энергия при 
кручении

1,369 1,608

Энергия несвязанной 
системы

–11,391 –11,191

Таким образом, результаты расчетов показывают, что аффиность 
псилоцина сравнима или несколько ниже, чем у серотонина. Из 
чего следует, что эффективность и терапевтический эффект псило-
цина вероятнее всего определяется комплексом факторов, а не толь-
ко степенью связывания с серотониновыми рецепторами. На основе 
полученных данных, для дальнейшего изучения нами будут приме-
нены более совершенные вычислительные методы компьютерной 
химии, а именно метод молекулярной динамики, а также рассчита-
ны  энергии  взаимодействия  для  других  рецепторов  характеризую-
щихся взаимодействием с псилоцином.

Заключение. Метод молекулярного докинга и его естественное 
продолжение метод молекулярной динамики на данный момент яв-
ляется наиболее перспективным и экономически выгодным с точки 
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зрения поиска новых лекарственных веществ, а также для оценки эф-
фективности уже существующих. Применённый метод молекулярно-
го докинга показывает более высокую эффективность для крупных 
систем. Так, для рецептора 5-HT1A (13639 атомов) результаты лучше 
согласуются с кристалографическими данными, чем для рецептора 
5-HT2A  (5736  атомов),  что  объясняется  использованным  в  методе 
математическим аппаратом. В случае меньших систем требуются до-
полнительные расчеты, проигрывающие в экспрессности, но сильно 
превосходящие спектром изучаемых параметров, в частности, метод 
молекулярной динамики, метод QMMM — сочетание молекулярной 
механики и квантовой механики. Однако уже полученные данные 
показывают хорошую согласованность для соотношения аффиности 
серотонина и псилоцина применительно к обоим рецепторам. Исхо-
дя из полученных данных можно заключить, что псилоцин не только 
перспективен как лекарственное вещество, но и как фармакофор на 
основе которого можно синтезировать препарат нового поколения, 
обладающий высокой эффективностью и комплексностью терапев-
тических эффектов с меньшим побочным воздействием.
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Метрология фундаментальным образом поддерживает здраво-
охранение, является условием обеспечения безопасности произ-
водства пищевых продуктов. Одним из критериев компетентности 
и подтверждения достоверности результатов измерений является 
оценка деятельности лабораторий путем участия в проверках квали-
фикации, реализуемых через межлабораторные сравнительные ис-
пытания (МСИ). 

В [1] рассматривалась возможности МСИ для оценки компетент-
ности при вычислении межлабораторного стандартного отклоне-
ния 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 .

В связи с разнообразием и неоднозначностью априорной инфор-
мации при планировании МСИ п. 6.2-6.6. ГОСТ Р ИСО 13528-2010 
в настоящей работе описано несколько подходов, используемых для 
определения межлабораторного стандартного отклонения оценки 
компетентности 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 , а именно выбор на основе:

– приписанного или желаемого значения 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎   в условиях меж-
лабораторной прецизионности на основании доступности инфор-
мации о повторяемости и воспроизводимости, неопределенности 
получаемого результата измерений или испытаний;

– общей модели воспроизводимости аналитического метода;
– межлабораторной прецизионности, полученной в результате 

конкретного эксперимента (робастный анализ).
Экспериментальная часть. Участники эксперимента руководство-

вались принципом использования в лабораторной деятельности 
идентичных нормативных документов на методы испытаний (табл. 
1) [2, 3]. Фактически приняли участие 46 испытательных лаборато-
рий (р=46) условиях, обеспечивающих участникам самостоятельный 
выбор показателя из предложенных в МСИ. Испытания выполнены 
в условиях повторяемости.

Таблица 1. Перечень нормативных документов, используемых  
участниками эксперимента

Объект МСИ Контролируемый  
показатель

Нормативный  
документ

Батон «Дачный» из муки 
пшеничной хлебопекарной 
высшего сорта.
Изготовлено и упаковано 
по СТО 00345458-9115/003 
[4]; срок годности 5 суток

массовая доля жира ГОСТ 5668, п. 2 [2]

массовая доля белка ГОСТ 25832, п. 3.5 [3]



30

Приписанные значения контролируемых показателей получены 
в  соответствии  с  п.5.2.1  ГОСТ  Р ИСО  13528-2010  [5]  как  средние 
арифметические значения всех результатов испытаний  . Стандарт-
ная неопределенность [5, 6] приписанного значения 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎   рассчиты-
валась по формуле: 

   
                                    𝑢𝑢𝑥𝑥 =

1,25
𝑝𝑝 √∑𝑢𝑢𝑖𝑖2

𝑝𝑝

𝑖𝑖=1
 

 

       

где  ui— неопределенность каждого результата испытаний.
Незначимость неопределенности приписанного значения была 

подтверждена при проверке неравенства

                                    𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 

Проверка однородности и стабильности объекта МСИ проводилась 
и была установлена в соответствии с п. 4.4 ГОСТ Р ИСО 13528-2010 [5]. 
Результаты, полученные при проверке однородности и стабильности, 
не учитывались при обработке результатов испытаний образцов для 
МСИ, полученных зарегистрированными участниками МСИ.

Результаты испытаний, полученные от Участников, обрабатыва-
лись по согласно методикам, изложенным в [5, 6].

Все результаты, полученные в эксперименте   проверялись 
на наличие статистических выбросов с использованием критерия 
Граббса (п. 5.1 ГОСТ Р ИСО 13528-2010 [5] и п. 7.3.4 ГОСТ Р ИСО 
5725-(2-6) [6]). Критические значения для критерия Граббса пред-
ставлены в табл. 2.

Экспериментальные результаты   (i=1, 2, …, р) располагались 
в вариационный ряд, а затем для проверки, является ли выбросом 
наибольшая величина         вычисляли статистику 
Граббса для наибольшего Gp по формуле: 

                                           
                                    

𝐺𝐺𝑝𝑝 =
(𝑥𝑥𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 − 𝑥𝑥)

𝑠𝑠  

 Для проверки значимости наименьшего результата  𝑥𝑥𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 = 𝑥𝑥𝑚𝑚  
наблюдения вычисляли статистику Граббса для наименьшего G1 по 
формуле:

                                            

где x — среднее значение результатов измерений;

𝐺𝐺1 =
(𝑥𝑥 − 𝑥𝑥𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚)

𝑠𝑠  
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Таблица 2. Критические значения критерия Граббса

P
Одно наибольшее или одно наименьшее

свыше 1% свыше 5%
22 3,060 2,758
37 3,343 3,003
38 3,356 3,014
39 3,369 3,025
40 3,381 3,036
42 3,405 3,058
43 3,417 3,069

Вычисленное значение Gp сравнивали с данными табл. 2. Если 
Gp оказывалось меньше числа, представленного во второй колонке 
строки, соответствующей числу членов вариационного ряда, резуль-
тат признавался корректным. В противном случае результат призна-
вался выбросом и отбрасывался, а расчеты повторялись, но с мень-
шим числом членов вариационного ряда (p — 1).

Аналогичным образом проверяли критерий Граббса G1.
После исключения выбросов новое среднее арифметическое зна-

чение принимали в качестве приписанного значения для опреде-
ления стандартного отклонения оценки компетентности и вычисле-
ния статистик, характеризующих работу лабораторий.

Приписанные значения и их стандартная неопределенность 
 приведены в табл. 3.

Таблица 3. Приписанные значения и их стандартная неопределенность

Контроли- 
руемый

показатель

Единица
измерения Р Приписанное

значение, 

Стандартная  
неопределенность

приписанного значения, 

Массовая 
доля жира % 38 5,15 0,05

Массовая 
доля белка % 22 11,07 0,001

Оценка стандартного отклонения компетентности 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎  проведена 
различными способами, а именно:

Определение межлабораторного стандартного отклонения оценки 
компетентности 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎  в соответствии с требованиями о повторяемо-
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сти и воспроизводимости аналитического метода, установленными  
в нормативной документации на методы испытаний.

Оценку межлабораторного стандартного отклонения компетент-
ности 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎  проводили в соответствии с п. 6.2.1, п. 6.5.1 ГОСТ Р ИСО 
13528-2010 [4] согласно стандартному отклонению воспроизводи-
мости  σR  их стандартному отклонению повторяемости σr  и межла-
бораторному стандартному отклонению σl :

                                                          
𝜎𝜎𝑅𝑅 = 𝑅𝑅

2,8; 𝜎𝜎𝑟𝑟 =
𝑟𝑟
2,8 

 

  ;  𝜎𝜎𝐿𝐿 = √𝜎𝜎𝑅𝑅2 − 𝜎𝜎𝑟𝑟2  ;      �̂�𝜎 = √𝜎𝜎𝐿𝐿2 − (𝜎𝜎𝑟𝑟
2
𝑛𝑛⁄ ) 

 

 и, соответственно

и, соответственно 

Определение межлабораторного стандартного отклонения оценки 
компетентности 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎  на основе общей модели воспроизводимости ана-
литического метода.

Оценка межлабораторного стандартного отклонения компетент-
ности проводили в соответствии с п. 6.4.2 ГОСТ Р ИСО 13528-2010 
[5] на основе общей модели воспроизводимости аналитического ме-
тода с использованием уравнения Хорвица для оценки межлабора-
торного стандартного отклонения  σl:

σR= 0,02·C0,8495 и, соответственно = σr𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 

Определение межлабораторного стандартного отклонения оценки 
компетентности  𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎  на основе анализа экспериментальных данных, 
полученных в рамках МСИ.

Оценку стандартного отклонения компетентности выполнили в 
соответствии с п. 6.6.1 ГОСТ Р ИСО 13528-2010  [5] и п. 6.2 ГОСТ 
Р ИСО 5725-5-2002 [6]. Стандартное отклонение компетентности 
приняли робастным стандартным отклонением результатов, ука-
занных всеми участниками и вычисленным в соответствии с алго-
ритмом робастного анализа (ГОСТ Р ИСО 13528-2010, алгоритм А 
приложение С [5]):

общее число данных расположили в порядке возрастания:
    
        𝑥𝑥1; 𝑥𝑥2; … … … ; 𝑥𝑥𝑗𝑗; 𝑥𝑥𝑝𝑝. 

 

𝜎𝜎𝐿𝐿 = √𝜎𝜎𝑅𝑅2 − 𝜎𝜎𝑟𝑟2  ;      �̂�𝜎 = √𝜎𝜎𝐿𝐿2 − (𝜎𝜎𝑟𝑟
2
𝑛𝑛⁄ ) 
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Робастное среднее и робастное стандартное отклонение этих дан-
ных обозначили как  и . Первоначальные значения для  и  
рассчитали как:

𝑥𝑥∗ = медиана от 𝑥𝑥𝑖𝑖(𝑖𝑖 = 1, 2, … , 𝑝𝑝); 𝑠𝑠 ∗
= 1,483 ∙ медиана от |𝑥𝑥𝑖𝑖 − 𝑥𝑥∗|(𝑖𝑖 = 1, 2, … , 𝑝𝑝) 

 
 

   

Значения  и  корректировали с использованием : 
 

𝜑𝜑 = 1,5 ∙ 𝑠𝑠∗ и для каждого 𝑥𝑥𝑖𝑖(𝑖𝑖 = 1, 2, … , 𝑝𝑝) вычисляли: 

𝑥𝑥∗ = {
𝑥𝑥∗ − 𝜑𝜑, если 𝑥𝑥𝑖𝑖 < 𝑥𝑥∗ − 𝜑𝜑
𝑥𝑥∗ + 𝜑𝜑, если 𝑥𝑥𝑖𝑖 > 𝑥𝑥∗ + 𝜑𝜑

𝑥𝑥𝑖𝑖, иное
 

 

Рассчитали новые значения х* и s* по формулам:

𝑥𝑥∗ = ∑ 𝑥𝑥𝑖𝑖∗

𝑝𝑝
𝑝𝑝
𝑖𝑖=1   𝑠𝑠∗ = 1,134√∑ (𝑥𝑥𝑖𝑖∗−𝑥𝑥∗)

2

(𝑝𝑝−1)
𝑝𝑝
𝑖𝑖=1  

 

  

Для принятия решения о возможности применения робастного 
среднего в качестве приписанного значения проверили превышение 
разности  (𝑥𝑥робастное∗ − 𝑥𝑥)   своей стандартной неопределен-
ности, применили робастного среднего в качестве приписанного 
значения при оценке z-индекса.

Оценку статистики, характеризующую работу каждой лаборато-
рии — участника МСИ, провели в соответствии с п. 7.4 ГОСТ Р ИСО 
13528-2010 [6] с использованием величины z-индекса (табл. 4), вы-
численного по формуле:

Таблица 4. Интерпретация z-индекса в соответствии  
с п. 7.4.2 ГОСТ Р ИСО 13528-2010 [5]

z-Индекс
3<z<–3 Интерпретация z-индекса Оценка качества проведения 

испытаний в лаборатории

–2≤z≤2 – Удовлетворительно

–3≤z<–2; 2<z≤3 Предупреждающий 
сигнал» Сомнительно

3<z<–3 «Сигнал к действию» Неудовлетворительно
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Результаты и их обсуждение. Результаты оценки межлабораторно-
го стандартного отклонения оценки компетентности 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 и индивиду-
альной статистики, характеризующей работу лабораторий-участни-
ков МСИ (z-индекс) приведены в табл. 5*.

Таблица 5. Значения межлабораторного стандартного отклонения 
оценки компетентности 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎   и z-индекса при определении массовой 

доли жира (%) и массовой доли белка (%)

№
 п/п

Шифр 
участ-
ника

Массовая доля жира (%)
по ГОСТ 5668

Шифр 
участ-
ника

Массовая доля белка (%) по 
ГОСТ 25832

𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 при p=38 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 при p=28

0,334 0,556 0,92 0,126 0,301 1,07

z-индекс z-индекс

по НД по  
Хорвицу

робаст-
ный 

анализ
по НД по

Хорвицу

робаст-
ный  

анализ

1 40 –9,2 –19,6 –3,8 42 КВС** КВС** КВС**
2 17 –4,3 –9,2 –2,0 17 –19,0 –13,6 –4,1
3 2 –4,1 –8,8 –1,9 21 –18,3 –13,1 –3,9
4 7 –4,1 –8,8 –1,9 24 –8,9 –6,4 –2,0
5 24 –4,1 –8,8 –1,9 36 –3,5 –2,5 –0,9
6 31 –4,1 –8,8 –1,9 40 –3,0 –2,2 –0,9
7 32 –4,1 –8,8 –1,9 23 –1,9 –1,3 –0,6
8 41 –4,1 –8,8 –1,9 43 –1,4 –1,0 –0,5
9 43 –3,8 –4,1 –1,8 39 –0,7 –0,5 –0,4

10 26 –3,5 –4,5 –1,7 1 –0,6 –0,4 –0,4
11 21 –3,2 –3,8 –1,6 41 –0,2 –0,2 –0,3
12 34 –3,2 –2,8 –1,6 12 0,7 0,5 –0,1
13 36 –3,2 –2,8 –1,6 13 0,7 0,5 –0,1
14 37 –2,4 –1,9 –1,3 9 1,2 0,8 0,0
15 13 –1,7 –1,9 –1,0 37 1,2 0,9 0,0
16 12 –1,1 –1,7 –0,8 27 2,3 0,9 0,2
17 39 0,7 –1,5 –0,2 8 2,5 1,8 0,3
18 28 0,9 0,2 –0,1 15 2,5 1,8 0,3
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№
 п/п

Шифр 
участ-
ника

Массовая доля жира (%)
по ГОСТ 5668

Шифр 
участ-
ника

Массовая доля белка (%) по 
ГОСТ 25832

𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 при p=38 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 при p=28

0,334 0,556 0,92 0,126 0,301 1,07

z-индекс z-индекс

по НД по  
Хорвицу

робаст-
ный 

анализ
по НД по

Хорвицу

робаст-
ный  

анализ

19 30 1,0 0,8 –0,1 28 2,7 1,9 0,3
20 1 1,3 0,8 0,1 18 3,5 2,5 0,4
21 11 1,3 0,8 0,1 29 3,5 2,5 0,4
22 23 1,3 1,2 0,1 30 4,0 2,9 0,6
23 25 1,6 1,4 0,2 4 4,1 2,9 0,6
24 42 1,7 1,5 0,2 6 4,4 3,2 0,6
25 3 1,9 1,5 0,3 22 4,9 3,5 0,7
26 6 1,9 1,9 0,3 2 5,8 4,2 0,9
27 18 1,9 2,0 0,3 26 6,1 4,4 1,0
28 8 2,2 2,2 0,4 34 7,5 5,4 1,3
29 15 2,5 2,3 0,5 – – – –
30 22 2,5 4,3 0,5 – – – –
31 4 2,8 5,0 0,6 – – – –
32 14 3,0 6,4 0,7 – – – –
33 9 3,4 7,3 0,8 – – – –
34 29 3,7 7,9 0,9 – – – –
35 5 4,3 9,2 1,1 – – – –
36 19 5,8 12,4 1,7 – – – –
37 35 6,1 13,0 1,8 – – – –
38 27 8,5 18,1 2,7 – – – –

*Приписанные значения и их стандартная неопределенность  приведе-
ны в табл. 3.

** Квазивыброс.

Окончание табл. 5
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Если метод испытаний, используемый в МСИ, стандартизирован 
и информация относительно повторяемости и воспроизводимости 
метода доступна, расчет межлабораторного стандартного откло-
нения целесообразно выполнить с учетом этих данных для оценки 
прецизионности полученных экспериментальных данных. Преиму-
ществом этого подхода является то, что  𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎  непосредственно связано 
с методом испытаний и позволяет использовать значение 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎  при по-
вторении раунда МСИ при условии обеспечения стабильности при-
писанного значения.

Выбор расчета стандартного отклонения проверки компетент-
ности на основе общей модели воспроизводимости аналитического 
метода или робастного анализа обусловлен отсутствием информа-
ции относительно повторяемости и воспроизводимости метода.

Недостатком общей модели воспроизводимости аналитического 
метода является то, что истинная воспроизводимость конкретного 
метода  измерений  может  существенно  отличаться  от  этого  значе-
ния, поскольку использование общей модели предполагает, что вос-
производимость зависит только от значения измеряемой величины 
и не зависит от самой измеряемой величины, процедуры измерений 
или объема массива  экспериментальных данных, например,  допу-
щение модели Хорвица основано на том, что метод испытаний ос-
нован на содержании химических компонентов, % (массовая доля) 
и межлабораторное стандартное отклонение  импликативно за-
висит от приписанного значения  показателя в объекте МСИ, и не 
ограничено применяемым методом испытаний.

Недостаток метода оценки 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 на основе экспериментальных дан-
ных, заключается в том, что 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 определяется по результатам, ука-
занным участниками одного и того же МСИ, и может существенно 
изменяться от эксперимента к эксперименту, что не позволяет при-
менить результаты участия в МСИ для прогнозной оценки аналити-
ческой деятельности лаборатории и выявления методических тен-
денций. Устранение этого недостатка может быть достигнуто за счет 
использования робастного объединенного значения стандартных 
отклонений, полученных в нескольких раундах МСИ, что является 
трудоемкой процедурой.

Результаты оценки разных способов расчета межлабораторного 
стандартного отклонения и влияние выбранного способа расчета  

𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 на величину статистики, характеризующей работу лаборатории-
участника МСИ, приведены в табл. 6.



37

Таблица 6. Результаты оценки величины z-индекса при использовании 
разных способов расчета межлабораторного стандартного отклонения 

при реализации МСИ

 𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 при определении массовой доли жира (%) 
установлено на основании

% от числа лабораторий, проводивших  
испытания по показателю

-2 ≤ z ≤ 2 -3 ≤ z < -2;  
2 < z ≤ 3 3 < z <-3

пределов повторяемости и воспро-
изводимости согласно требованиям 
ГОСТ 5668

34 16 50

общей модели воспроизводимости 
аналитического метода 37 10 53

робастного анализа в условиях из-
учения межлабораторной прецизион-
ности

98 1 1

𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 при определении массовой доли 
белка (%) установлено на основании

% от числа лабораторий, проводив-
ших испытания по показателю

-2 ≤ z ≤ 2 -3 ≤ z < -2;  
2 < z ≤ 3 3 < z <-3

пределов повторяемости и воспро-
изводимости согласно требованиям 
ГОСТ 25832

50 – 50

общей модели воспроизводимости 
аналитического метода 61 7 32

робастного анализа в условиях из-
учения межлабораторной прецизион-
ности

89 – 11

Заключение. Расчет межлабораторного стандартного отклонения  
𝑢𝑢𝑥𝑥 ≤ 0,3 ∙ �̂�𝜎 оптимален как с точки зрения объективности расчета статистики, 

характеризующей работу лаборатории (z-индекс), так и с целью ана-
лиза достоверности результатов, направленного на выявление тен-
денций при использовании конкретного метода испытаний в лабо-
ратории.
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СИНТЕЗ НОВЫХ АЦЕТАНИЛИДНЫХ ПРОИЗВОДНЫХ 
1-МЕТИЛХИНАЗОЛИН-2,4(1Н,3Н)-ДИОНА

Проведен синтез 5 новых соединений — производных 
1-метилхиназолин-2,4(1Н,3Н)-диона, обладающих потенциальной 
психотропной активностью. В синтезе использована методика на-
правленного N-алкилирования в безводной среде высокополярного рас-
творителя. 

Ключевые слова: алкилирование, психотропная активность, ацета-
нилидные производные, синтез, вещества.
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SYNTHESIS OF THE NOVEL ACETANILIDE DERIVATIVES OF 
1-METHYLQUINAZOLINE-2,4(1Н,3Н)-DIONE

Synthesis of 5 new compounds — derivatives of 1-methylquinazolin-2,4-
dione with potential psychotropic activity was carried out. The method of di-
rected N-alkylation in an anhydrous medium of a highly polar solvent was 
used in the synthesis.

Keywords: alkylation, psychotropic activity, acetanilide derivatives, syn-
thesis, substances.

Введение. Производные 1-метилхиназолина обладают психо-
тропными свойствами, среди которых обнаруживается ингибиру-
ющее  действие  в  отношении  ГАМКА-рецепторов  [1].  Ряд  соеди-
нений с метилхиназолиновым гетероциклическим каркасом имеет 
высокий аффинитет к серотониновым 5-HT1A и 5-HT7 рецепторам 
[2]. Можно предположить, что данный класс веществ может исполь-
зоваться, как перспективный источник анксиолитических соеди-
нений, которые могут стать основой для создания инновационных 
лекарственных препаратов.

Соединения с пиперазиновыми фрагментами, к примеру, нейро-
лептик  оксипертин,  снотворное  эсзопиклон и  другие, широко из-
вестны выраженным психотропным действием [3].

Исходя из вышесказанного, можно предположить, что новые 
ацетанилидные производные 1-метилхиназолин-2,4(1Н,3Н)-диона 
с общим скаффолдом, включающим пиперазиновый цикл в каче-
стве заместителя, могут быть перспективными в поиске веществ с 
анксиолитическим или антидепрессивным действием.

Цель работы. Синтез новых ацетанилидных производных 
1-метилхиназолин-2,4(1Н,3Н)-диона как потенциальных фармако-
логически активных агентов.

Методика исследования. Спектры ЯМР 1Н и 13С регистрировали 
на спектрометре «Bruker Avance 600» (600 МГц для 1H и 150 МГц для 
13С) в ДМСО-d6, внутренний стандарт тетраметилсилан. Интерпре-
тацию спектров осуществляли с помощью лицензионной програм-
мы ACD/HNMR Predictor Pro 3 фирмы Advanced Chemistry Devel-
opment  (Канада).  Температуры  плавления  измеряли  в  стеклянных 
капиллярах на приборе Mel-Temp 3 (Laboratory Devices Inc., США).
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Общий метод получения ацетанилидных производных 
1-метилхиназолин-2,4(1Н,3Н)-диона. 

К суспензии 2,0 г (11,4 ммоль) 1-метилхиназолин-2,4(1Н,3Н)-
диона и 4,0 г (28,9 ммоль) тонко измельченного безводного калия 
карбоната в 50 мл безводного ДМФА при комнатной температуре до-
бавляют в один прием эквимолярное количество соответствующего 
амида хлоруксусной кислоты и перемешивают в течение двух суток 
при той же температуре. Фильтруют, фильтрат упаривают в вакууме, 
твердый остаток растирают с 50 мл воды, выдерживают при темпе-
ратуре 0-5 оС в течение суток, фильтруют, осадок промывают водой, 
сушат на воздухе, кристаллизуют из подходящего растворителя.

1-Метил-3-[2-[(4-метоксифенил)амино)]-2-оксоэтил]хиназолин-
2,4(1Н,3Н)-дион (1). Белое кристаллическое вещество, выход 62%, 
т.пл. 275-277 оС (ДМФА), Rf 0,70. Спектр ЯМР  1Н, δ, м.д.: 3,30 (с, 
3Н, NСН3); 3,71 (с, 3Н, OСН3); 4,95 (с, 2Н, СН2); 6,86-6,90 (м, 2Н, 
ароматические Н); 7.35 (т, 1Н, J=8 Гц, Н6); 7,36 (д, 1Н, J=8 Гц, Н8); 
7,45-7,48 (м, 2Н, ароматические Н); 7,73 (т, 1Н, J=8 Гц, Н7); 8,08 (д, 
1Н, J=8 Гц, Н5); 10,16  (с, 1Н, NH). Спектр ЯМР  13C, δ, м.д.: 28,1; 
46,3; 55,1; 113,9; 114,4; 114,6; 120,9; 122,8; 127,7; 131,6; 135,1; 140,1; 
150,7; 155,4; 161,3; 164,9. 

1-Метил-3-[2-[(4-этоксифенил)амино)]-2-оксоэтил]хиназолин-
2,4(1Н,3Н)-дион (2). Белое кристаллическое вещество, выход 65%, 
т.пл. 249-252 оС (ДМФА), Rf 0,78. Спектр ЯМР  1Н, δ, м.д.: 1,30 (т, 
3Н, J=7 Гц, СН3); 3,30 (с, 3Н, NСН3); 3,97 (кв, 2Н, J=7 Гц, OСН2); 
4,96 (с, 2Н, СН2); 6,84-6,88 (м, 2Н, ароматические Н); 7,35 (т, 1Н, 
J=8 Гц, Н6); 7,36 (д, 1Н, J=8 Гц, Н8); 7,44-7,48 (м, 2Н, ароматические 
Н); 7,73 (Т. 1Н, J=8 Гц, Н7); 8,07 (д, 1Н, J=8 Гц, Н5); 10,22 (с, 1Н, 
NH). Спектр ЯМР 13C, δ, м.д.: 14,6; 28,1; 46,3; 63,1; 114,4 (2 С); 114,7; 
120,9; 122,8; 127,7; 131,6; 135,1; 140,1; 150,8; 154,7; 161,3; 164,9.

1-Метил-3-[2-[(4-нитрофенил)амино)]-2-оксоэтил]хиназолин-
2,4(1Н,3Н)-дион (3). Светло-желтое кристаллическое вещество, вы-
ход 61%, т.пл. 257-258 оС (этилацетат), Rf 0,68. Спектр ЯМР 1Н, δ, 
м.д.: 3,31 (с, 3Н, NСН3); 5,06 (с, 2Н, СН2); 7,31 (т, 1Н, J=8 Гц, Н6); 
7,43 (д, 1Н, J=8 Гц, Н8); 7,74 (т, 1Н, J=8 Гц, Н7); 7,80-7,84 (м, 2Н, 
ароматические Н); 8,09 (д, 1Н, J=8 Гц, Н5); 8,20-8,24 (м, 2Н, арома-
тические Н); 10,95 (с, 1Н, NH). Спектр ЯМР 13C, δ, м.д.: 28,1; 46,6; 
114,5; 114,6; 119,0; 122,9; 125,0; 127,8; 135,2; 140,0; 142,5; 144,6; 150,7; 
161,2; 166,7.

1-Метил-3-[2-(4-метилпиперазин-1-ил)-2-оксоэтил]хиназолин-
2,4(1Н,3Н)-дион (4). Белое кристаллическое вещество, выход 56%, 
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т.пл. 162-165 оС (2-пропанол), Rf 0,63. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 2,21 
(с, 3Н, СН3); 2,26-2,29 (м, 2Н, пиперазин); 2,40-2,43 (м, 2Н, пипе-
разин); 3,31 (с, 3Н, NСН3); 3,44-3,47 (м, 2Н, пиперазин); 3,57-3,60 
(м, 2Н, пиперазин); 5,03 (с, 2Н, СН2); 7,23 (т, 1Н, J=8 Гц, Н6); 7,27 
(д, 1Н, J=8 Гц, Н8); 7,69 (т, 1Н, J=8 Гц, Н7); 8,04 (д, 1Н, J=8 Гц, Н5). 
Спектр ЯМР 13C, δ, м.д.: 28,0; 41,5; 44,1; 44,5; 45,6; 54,2; 54,6; 114,44; 
114,6; 122,6; 127,6; 135,0; 140,1; 150,6; 161,2; 164,4. 

1-Метил-3-[2-(4-фенилпиперазин-1-ил)-2-оксоэтил]хиназолин-
2,4(1Н,3Н)-дион (5). Светло-желтое кристаллическое вещество, вы-
ход 82%, т.пл. 222-225 оС (этанол), Rf 0,74. Спектр ЯМР 1Н, δ, м.д.: 
3,12-3,16 м (м, 2Н, пиперазин); 3,27-3,31 (м, 2Н, пиперазин); 3,33 (с, 
3Н, NСН3); 3,59-3,63 (м, 2Н, пиперазин); 3,75-3,79 (м, 2Н, пипера-
зин); 5,12 (с, 2Н, СН2); 6,83 (т, 1Н, J=8 Гц, Н6); 6,96-6,92 (м, 2Н, аро-
матические Н); 7,26-7,33 (м, 4Н, ароматические Н, Н8); 7,71 (т, 1Н, 
J=8 Гц, Н7); 8,07 (д, 1Н, J=8 Гц, Н5). Спектр ЯМР 13C, δ, м.д.: 28,0; 
41,4; 44,0; 44,62; 48,2; 48,6; 114,5; 114,7; 115,9; 119,4; 122,7; 127,7; 
129,0; 135,1; 140,2; 150,6; 150,7; 161,2; 164,6.

Результаты и обсуждение. Осуществлен синтез пяти новых ацета-
нилидных производных 1-метилхиназолин-2,4(1Н,3Н)-диона мето-
дом N-алкилирования в высокополярной среде безводного ДМФА. 
Алкилирующие агенты — замещенные амиды хлоруксусной кисло-
ты были получены путем N-ацилирования соответствующих анили-
нов и производных пиперазина хлорацетилхлоридом в безводном 
хлороформе в присутствии пиридина [4].
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Химическое строение полученных веществ подтверждено мето-
дами ЯМР- и ИК-спектроскопии. Продукты имеют узкий диапазон 
температуры плавления, соответственно, обладают высокой степе-
нью чистоты, которую проверяли методом тонкослойной хрома-
тографии. В настоящее время психотропные свойства полученных 
веществ исследуются в Научном центра инновационных лекар-
ственных средств Волгоградского государственного медицинского 
университета.

Заключение. С помощью N-алкилирования пиримидиновых ос-
нований открывается возможность использования хлорацетанили-
дов в качестве алкилирующих агентов в одном из вариантов полу-
чения N-замещенных производных. Полученные соединения могут 
быть перспективными в качестве фармакологически активных аген-
тов, обладающих психотропными свойствами.
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ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТРОЛИТОВ НА ПРОЦЕСС НАБУХАНИЯ 
РАСТИТЕЛЬНОЙ КЛЕТКИ

Увеличение степени набухания растительного сырья способствует 
увеличения выхода экстрагируемых веществ. Данные биологически-ак-
тивные вещества используются для разработки лекарственных форм. 
В работе, исследовано влияние электролитов (хлорида, иодида и рода-
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нида натрия) на скорость и степень набухания растительной клетки 
на примере плодов софоры японской. Определено, что в концентрации 
0,001 М растворы электролитов оказывают наибольшее влияние на 
процесс набухания измельченных плодов. Заметно улучшается набуха-
ния в присутствии иодида натрия. 

Ключевые слова: степень набухания, константа набухания, элек-
тролиты, плоды софоры японской.

Vasilyeva P.A., Dmitrieva I.B.
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St. Petersburg
INFLUENCE OF ELECTROLYTES ON THE PLANT  

CELL SWELLING PROCESS
Increasing the swelling degree of plant materials contributes to increasing 

yield of extractable substances. These biologically active substances are used 
to development medications. In the work, influence of electrolytes (chloride, 
iodide and sodium thiocyanate) on the rate and degree swelling of a plant cell 
was studied using the example of Japanese Sophora fruits. It has been deter-
mined that electrolyte solutions at a concentration of 0.001 M have the greatest 
effect on the process of swelling of crushed fruits. Swelling is markedly im-
proved in the presence of sodium iodide.

Keywords: degree of swelling, swelling constant, electrolytes, fruits of Japa-
nese Sophora.

Биологически-активные вещества, получаемые из природно-
го сырья, приобретают все большее значение в современном мире.  
В извлечениях из растительного сырья содержится комплекс актив-
ных веществ, которые могут иметь синергическое действие на орга-
низм. На основе растительного сырья получают экстракты, которые 
в дальнейшем используются как лекарственные препараты, биоло-
гически-активные добавки. Экстракты широко применяются как в 
фармацевтической, так и в косметической отрасли [1]. Например, 
плоды софоры японской содержат большое количество фенольных 
соединений, в частности флавоноидов [2]. Раннее в работе было 
определено, что плоды софоры японской, кроме флавоноидов, со-
держат: простые фенолы, полисахариды, сапонины (в частности, 
тритерпеновые), алкалоиды, дубильные вещества [3].

Увеличение выхода активных веществ из растительной клетки 
является актуальным, так как способствует более рациональному 
использованию  природного  материала.  Одним  из  важных  этапов 
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экстракции  из  растительного  сырья  является  процесс  набухания. 
Набухание — это самопроизвольный процесс поглощение полиме-
ром  (или  растительным  сырьем)  растворителя  (или  экстрагента). 
Процесс набухания сопровождается увеличением объема и массы 
растительного сырья [4]. 

Увеличение степени набухания способствует улучшению кон-
такта сырья с растворителем, вследствие чего облегчается диффузия 
экстрагируемых веществ в раствор. 

Набухание может иметь неограниченный и ограниченный ха-
рактер. В первом случае набухание происходит непрерывно и в, ко-
нечном счете, заканчивается растворением. Данный вид набухания 
характерен для линейных полимеров. Ограниченное набухание ха-
рактеризуется степенью набухания, которая является количествен-
ной характеристикой данного процесса. Степень набухания, в этом 
случае, увеличивается при контакте с растворителем до максималь-
но возможной. 

Каркас растительной клетки состоит из высокомолекулярных ве-
ществ (целлюлозы, пектинов, лигнина), которые отвечают за про-
цесс ограниченного набухания растительной клетки [5].

Известно, что на процесс набухания высокомолекулярных со-
единение  влияет  присутствие  электролитов  в  растворе  [6].  Таким 
образом, одним из способов воздействия на степень набухания рас-
тительного сырья может служить использование ионов. 

Целью данной работы является определение влияния электроли-
тов на процесс набухания лекарственного растительного сырья на 
примере плодов софоры японской.

Для достижения цели были поставлены следующие задачи:
1) измельчить плоды софоры японской до оптимального разме-

ра, просеять с помощью сит;
2) выбрать ряд электролитов для оценки их влияния на процесс 

набухания;
3) определить  концентрацию  электролитов,  которая  будет  со-

ответствовать наилучшему набуханию плодов софоры японской;
4) провести  набухание  измельченных  плодов  в  растворах  элек-

тролитов;
5) определить степень набухания и построить зависимости сте-

пени набухания от времени;
6) сравнить полученные данные и сделать выводы.
Материалы и методы. В качестве объекта исследования были вы-

браны плоды софоры японской ТУ 9198-001-0145156605-16. Плоды 
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механически измельчали и просеивали при помощи сит с размером 
частиц: нижнее — 0,2 см, верхнее — 0,1 см. 

В работе использовались растворы хлорида натрия концентрации 
0,001 М, 0,01 М, 0,1 М; растворы иодида и роданида натрия концен-
трацией 0,001 М. Данные электролиты выбраны для оценки влияния 
анионов на процесс набухания исходя из того, что их можно поме-
стить в один лиотропный ряд, а ион натрия является более индиф-
ферентным для оценки влияния на набухания растительного сырья. 
Для приготовления растворов использовались колбы на 50±0,10 мл, 
в качестве растворителя использовалась вода дистиллированная. 

2±0,025 г измельченных и просеянных плодов помещали в мер-
ный цилиндр на 10±0,10 мл. Добавляли 4±0,10 мл раствора электро-
лита нужной концентрации, фиксировали объем в начальный мо-
мент времени и через 10, 20, 30, 40, 60, 90, 120 мин. Степень набуха-
ния рассчитывали по формуле:

где  Vt — объем, занимаемый частицами плодов софоры япон-
ской, в момент времени t; V0 — объем, занимаемый частицами пло-
дов софоры японской, в начальный момент времени. 

Результаты и обсуждение
На рис. 1 представлены зависимости степени набухания от вре-

мени для различных концентраций раствора хлорида натрия (NaCl). 

Рис. 1. Зависимость степени набухания плодов софоры японской 
от времени растворов натрия хлорида

, 
 

, 

 
 

,
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В 0,001 М растворе хлорида натрия наблюдается лучшее набу-
хание частиц софоры японской (максимальная степень набухания 
наибольшая для рассматриваемых случаев).

Таким образом, изучение влияния электролитов проводили при 
концентрации растворов 0,001 М. На рис. 2 представлены зависи-
мости степени набухания от времени для растворов хлорида натрия, 
иодида натрия и роданида натрия.

Заключение. Было определено, что в растворах электролитов уве-
личивается максимальная степень набухания плодов софоры япон-
ской по сравнению с водой очищенной. 

В концентрации 0,001 М происходит наилучшее набухание. Это 
объясняется достаточным количеством ионов в растворе для того, 
чтобы взаимодействовать с компонентами клетки, увеличивая ее ги-
дрофильность. 

В растворе натрия иодида максимальная степень набухания была 
наибольшей в рассматриваемых случаях. Ионы йода в меньшей сте-
пени оказывают влияние на высаливание растворов высокомолеку-
лярных соединений, из которых состоит растительная клетка.

Рис. 2. Зависимость степени набухания плодов софоры японской 
в растворе электролитов от времени
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чественные методы анализа в химии выражены последовательностью 
экспериментальных способов, которые определяют в образце матери-
ала, что исследуется, содержание (концентрация) отдельных состав-
ляющих и примесей.
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METHODOLOGICAL APPROACHES FOR QUANTITATIVE 

ASSESSMENT OF DRUGS IN THE PRACTICE OF 
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The publication is devoted to describing approaches for quantitative assess-
ment of the presence of medicinal substances in various solutions. Quantitative 
methods of analysis in chemistry are expressed as a sequence of experimental 
methods that determine in a sample of the material that is being studied, the 
content (concentration) of individual components and impurities.

Keywords: methods: absolute calibration; internal standard; reference ad-
ditive with internal standard.

Количественный анализ — это раздел аналитической химии, ко-
торый занимается определением компонентов тестируемого соеди-
нения или смеси.  [1]. Методы, используемые в этом виде анализа, 
можно разделить на две основные группы: классические и инстру-
ментальные. В случае классических методов, также известных как 
химические, требуются различные реакции, и определение выпол-
няется с использованием масс или объемов. Инструментальные ме-
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тоды позволяют использовать измерительные приборы, использую-
щие зависимость различных физических и химических величин от 
концентрации анализируемого вещества.

В задачи качественного анализа входит: установление при-
сутствия (обнаружение, открытие) в пробе тех или иных ком-
понентов (лекарственных средств, наркотических или психо-
тропных веществ), оценка их количественного содержания в 
образце [2].

Деление химического анализа на качественный анализ и ко-
личественный  анализ  в  определенной  степени  условно.  Если 
компонент не обнаружен в пробе, то его содержание ниже неко-
торого предела, ограничиваемого используемым методом. Ког-
да состав анализируемой пробы неизвестен, сначала проводят 
качественный анализ и только после этого приступают к коли-
чественным измерениям. Качественный и количественный ана-
лиз проводят химическими, инструментальными (физическими 
и физико-химическими) или биологическими методами [2].

Метод абсолютной градуировки заключается в построении 
графической зависимости одного из количественных параме-
тров любого отклика аналитического сигнала от содержания ве-
щества в пробе.

Зависимость отклика аналитического сигнала определяемых 
веществ от их концентраций в растворе ( iC ) выражают линей-
ным уравнением вида y=bx (т.е. измерения проводят для кон-
центраций веществ, которые отвечают линейному диапазону 
работы  прибора).  Установление  угловых  коэффициентов  ли-
нейных зависимостей (b) выполняется каждый раз после уста-
новки, настройки и ремонта оборудования или после длитель-
ного перерыва в измерениях (более 1 месяца).

Установление  угловых  коэффициентов  линейных  зависимо-
стей выполняется по методу наименьших квадратов, используя 
для расчета отклики приборов, которые получают при измере-
нии градуировочных растворов с заданными концентрациями 
определяемых веществ. Градуировочные растворы подвергают-
ся исследованию в тех же условиях, что и исследуемые пробы. 
Количество уровней концентраций вещества — не менее 5. Для 
каждой концентрации определяемого вещества проводят не ме-
нее 2 измерений. Угловой коэффициент линейной зависимости 
(у=bx) вычисляется по формуле 1:
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где:
N  — количество растворов разной концентрации (N≥5);
M  — количество измерений каждого раствора (М≥2);

iC  — концентрация определяемого вещества в i-том растворе;
iHS )(  — показания анализатора для вещества из i-го раствора.

Для полученного углового коэффициента линейной зависимости 
выполняется проверка коэффициента аппроксимации R2, который 
определяется следующим выражением (2): 
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Коэффициент  аппроксимации  линейной  зависимости  считают 
удовлетворительным если: R2 ≥ 0,990. 

Если R2 получился менее 0,990, выясняют причины, приводящие 
к неудовлетворительным результатам, принимают меры по их устра-
нению или переходят к использованию метода внутреннего стандар-
та (там, где это возможно). Угловой коэффициент линейной зависи-
мости (b) и его коэффициент аппроксимации (R2) также могут быть 

b=

R2=

(1),

(2)
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рассчитаны программным обеспечением оборудования или в среде 
EXCEL.

Недостатки метода абсолютной калибровки: трудоемкость; точ-
ность дозирования пробы; обязательное наличие большого числа 
чистых исследуемых соединений; отсутствие учета влияния других 
компонентов, присутствующих в пробе, на параметры пика (откли-
ка) исследуемого соединения. 

Метод внутреннего стандарта основан на том, что к анализиру-
емой смеси добавляют определенное количество вещества, которое 
не входит в состав анализируемой смеси, близкого по физико-хими-
ческим свойствам к определяемым веществам и параметры которого 
не перекрывается ни с одним из исследуемых компонентов. Опреде-
ляется величина отношения показателей анализатора исследуемого 
компонента и введенного стандарта. Предварительно рассчитывает-
ся и строиться график отношений аналитических сигналов различ-
ных концентраций искомого вещества к аналитическому сигналу 
внутреннего стандарта. Для расчета концентрации анализируемого 
компонента используется предварительно полученная градуировоч-
ная зависимость. 

Зависимость отношения аналитических сигналов определя-
емых веществ к аналитическому сигналу внутреннего стандарта  
( 

  стi HSHS )(/)( ) от отношения их концентраций в растворе  
( 

  стi СC / ) выражают линейным уравнением вида y=bx (т.е. изме-
рения проводят для концентраций веществ, которые отвечают ли-
нейному диапазону работы прибора). Установление угловых коэф-
фициентов линейных зависимостей (b) выполняется каждый раз 
после установки, настройки и ремонта прибора или после длитель-
ного перерыва в измерениях (более 1 месяца), а также в случае, когда 
результат контроля качества процедуры измерений признан неудов-
летворительным.

Установление угловых коэффициентов линейных зависимостей 
выполняется по методу наименьших квадратов, используя для рас-
чета отношения площадей (высот) пиков, которые получают при из-
мерении градуировочных растворов с заданными концентрациями 
определяемых веществ и внутреннего стандарта. Калибровочные 
растворы подвергаются исследованию в тех же условиях, что и ис-
следуемые пробы. Количество уровней концентраций вещества —  
не менее 5. Для каждой концентрации определяемого вещества про-
водят не менее 2 измерений. Угловой коэффициент линейной зави-
симости (у=bx) вычисляется по формуле 3:
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                                                                              где:
N  — количество растворов разной концентрации (N≥5);
M  — количество измерений каждого раствора (М≥2);

iC  — концентрация определяемого вещества в i-том растворе;
ñòC  — концентрация стандартного вещества;

ijHS )(  — аналитический сигнал определяемого вещества при 
исследовании i-го раствора;

ñòijHS )(  — аналитический сигнал стандартного вещества при 
исследовании j-го измерения i-го раствора.

Для полученного углового коэффициента линейной зависимости 
выполняется проверка коэффициента аппроксимации R2, который 
определяется следующим выражением (4):
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Коэффициент  аппроксимации  линейной  зависимости  счита-
ют удовлетворительным, если: R2 ≥ 0,990. Если R2 получился менее 
0,990, выясняют причины, приводящие к неудовлетворительным 
результатам, и принимают меры по их устранению.

b=

R2=

(3),

(4)
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Требования,  предъявляемые  к  внутреннему  стандарту:  стан-
дартное вещество должно полностью растворяться в анализиру-
емой смеси; стандартное вещество должно быть близким по фи-
зико-химическим свойствам с анализируемым веществом; отклик 
определяемого вещества и стандартного вещества должны быть 
близкими (не отличаться более чем в десять раз); 

Преимущества метода внутреннего стандарта: нет необходи-
мости дозирования строго заданных количеств пробы и соблюде-
ния постоянства всех параметров прибора; возможность в каждом 
проводимом определении контролировать потери аналитов в про-
цессе подготовки пробы.

Недостатки: процедуры взятия дополнительных навесок 
и перемешивания — источник дополнительных погрешностей; 
трудности при выборе стандарта; при наличии существенных 
различий в составах матриц градуировочной серии растворов и 
реальных исследуемых образцов предварительно определяется 
процент выхода определяемых веществ из матриц (например, 
кровь  или  моча)  этих  образцов  (усредненное  значение  из  8-10 
проб). 

Метод эталонной добавки с внутренним стандартом использу-
ется главным образом при анализе объектов, имеющих сложный 
химический состав, в которых поведение исследуемого аналита 
(вещества) определяется преимущественно характеристиками 
самого объекта (матрицы), его способностью к поддержанию 
различного рода побочных процессов (комплексообразование, 
сорбция, солевой эффект и т.п.). Из-за протекания этих процес-
сов, результат анализа может определятся составом матрицы в 
гораздо большей степени, чем содержанием в ней аналита (два 
объекта с одинаковым содержанием аналита, но разным соста-
вом матрицы, могут давать аналитические сигналы совершенно 
разной величины).

Метод  эталонной  добавки, позволяющий учесть влияние ма-
трицы, заключается в том, что к анализируемой смеси несколько 
раз добавляют различные известные количества того компонента 
(в чистом виде), содержание которого следует определить. По по-
лученным данным строится график зависимости аналитического 
сигнала от величины добавки. Содержание компонента в исход-
ной анализируемой смеси соответствует величине аналитического 
сигнала, определяемой экстраполяцией на нулевую добавку.
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Основная цель метода эталонных добавок — обеспечение мак-
симально точного соответствия условий градуировки и собствен-
но определения. При использования данного метода эти две опе-
рации  совмещаются.  Необходимым  условием  при  этом  является 
постоянство  матричного  эффекта  при  изменении  концентрации 
аналита, т.е. при внесении добавки влияние матричного эффекта и 
линейность показаний прибора не должны нарушаться (если коли-
чество добавки значительно превышает количество аналита в про-
бе, то результат анализа приобретает большую случайную ошибку 
и повышается вероятность систематической ошибки).

Заключение. Предлагаемые методические подходы позволят 
применять количественную оценку лекарственных средств или 
примесей в различных растворах или субстанциях, не расходуя вре-
мени на поиск какой либо дополнительной специальной литерату-
ры, поскольку описаны основные методы количественного опре-
деления, применительно к любому аналитическому оборудованию 
без использования стандартных образцов сравнения.
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Показано снижение пероксидазоподобной активности магнитных 

частиц (МНЧ) при добавлении человеческого сывороточного альбумина, 
иммуноглобулина G, при добавлении гемоглобина имеет место сниже-
ние и повышение пероксидазоподобной активности МНЧ, зависящее от 
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Магнитные наночастицы (МНЧ) оксидов железа в течение 
последних десятилетий активно применяются в исследованиях, 
нацеленных на создание функциональных биомедицинских ма-
териалов для целевой доставки лекарственных веществ, магнит-
ной гипертермии, магнитной сепарации, магнитно-резонансной 
томографии и др. [1, 2]. В физиологических условиях магнитные 
частицы способны катализировать образование активных форм 
кислорода (АФК) (пероксидазоподобная активность). В силу на-
личия данной активности системы на основе МНЧ могут обеспе-
чивать ферроптоз клеток, что находит применение в лечении опу-
холей [3]. 

В то же время одной из проблем использования МНЧ в соста-
ве лекарственных средств является их ограниченная биосовмести-
мость, распространённым способом повышения биосовместимости 
выступает создание на поверхности МНЧ покрытий, состоящих 
из белков. В число данных белков входит сывороточный альбумин 
(бычий и человеческий) [4], а также иммуноглобулины G, обеспе-
чивающие возможность нацеливания наночастиц на биологические 
мишени по механизму «антиген-антитело» in vivo [5] и применяю-
щиеся в различных аспектах иммуносорбции, биохимических ана-
лизов и т.д. [2]. 

Данная работа нацелена на оценку влияния белкового покры-
тия на поверхности МНЧ на детектируемые пероксидазоподобные 
свойства МНЧ.

В работе использовали МНЧ оксидов железа, синтезированные 
и  электростатически  стабилизированные  по  описанной  ранее  ме-
тодике  [6].  Белки  (человеческий  сывороточный  альбумин  (ЧСА), 
иммуноглобулин G (IgG),  гемоглобин (Hb)) адсорбировали на по-
верхности МНЧ. Оценка пероксидазоподобных свойств МНЧ осу-
ществлялась при помощи добавления к раствору, содержащему 
МНЧ или МНЧ+белок, пероксида водорода и орто-фенилендиами-
на  (о-ФДА),  образующего при  взаимодействии  с  гидроксильными 
радикалами  окрашенный  продукт  —  2,3-диаминофеназин  (ДАФ) 
с максимумом светопоглощения при 418-455 нм [7]. По танген-
су угла наклона начального участка роста оптической плотности 
ДАФ  рассчитывалась  скорость  образования  продукта  в  реакции, 
расчет  проводился  с  использованием  коэффициента  экстинкции  
13000 М–1×см–1 [8].

При присутствии в исследуемом растворе белков (ЧСА, IgG) от-
мечено понижение скорости образования ДАФ (рис. 1), предполо-
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жительно обусловленное снижением пероксидазоподобной актив-
ности МНЧ. Вероятными причинами данного эффекта могут быть: 

• перехватывание молекулами белков гидроксильных радика-
лов, генерируемых на поверхности МНЧ из пероксида водо-
рода;

• взаимодействие белков с молекулами о-ФДА и/или ДАФ, вли-
яющее на окислительную реакцию;

• экранирование  поверхности МНЧ  адсорбированными моле-
кулами белка. 

Стоит сказать, что в случае добавления иммуноглобулина G на-
блюдается более резкое падение скорости генерации ДАФ в сравне-
нии с добавлением ЧСА, данное различие может быть обусловлено 
отличиями в структуре и молекулярной массе добавленных белков. 

С целью оценки возможностей восстановления пероксидазопо-
добной активности поверхности МНЧ нами были проведены работы 
по многократной магнитной сепарации систем состава МНЧ+ЧСА, 
продемонстрировавшие  устойчивости  эффекта  тушения  при  до-
бавлении ЧСА (после 5-кратной магнитной сепарации способность 
вовлекаться в процесс генерации АФК у систем, в которые был до-

Рис. 1. Зависимость скорости образования ДАФ от концентрации  
альбумина (1) и иммуноглобулина G (2). С(МНЧ)=0,16 нМ;  

С(H2O2)=9,8 мМ; С(о-ФДА)=0,075 мМ; 37°С

  



58

бавлен ЧСА была ниже, чем у  аналогичных систем, в которых от-
сутствовал ЧСА).

При добавлении гемоглобина наблюдаются эффекты, отличные 
от эффектов ЧСА и IgG (рис. 2).

При концентрации Hb менее 10 нМ не показано значимого из-
менения пероксидазоподобной активности МНЧ в присутствии Hb. 
При  введении Hb  в  концентрации  от  12,5  до  37,0  нМ  в  исследуе-
мый раствор детектируется повышение скорости образования ДАФ, 
предположительно обусловленное участием гемовой группы в со-
ставе гемоглобина в процессе разложения пероксида водорода и, со-
ответственно, генерации дополнительного количества АФК. Повы-
шение скорости образования ДАФ наблюдается и в растворе чистого 
Hb при повышении концентрации Hb. Значение скорости системы 
МНЧ+Hb  ниже,  чем  суперпозиция  скоростей  растворов  содержа-
щих МНЧ и Hb соответствующей концентрации, что приводит нас 
к заключению, что может иметь место экранирование поверхности 
МНЧ адсорбированными молекулами Hb, снижающее скорость ге-
нерации в ДАФ пероксидазоподобной реакции. 

 
  Рис. 2. Зависимость скорости образования ДАФ от концентрации гемо-

глобина в присутствии магнитных наночастиц (1) и их отсутствии (2). 
С(МНЧ)=0,16 нМ; С(H2O2)=9,8 мМ; С(о-ФДА)=0,075 мМ; 37°С
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Таким  образом,  характер  влияния  образующегося  покрытия на 
пероксидазоподобные свойства МНЧ определяются структурой и 
особенностями белков, их концентрацией в растворе и условиями 
реакции. В нашей работы были использованы малые концентра-
ции белков, позволяющие также анализировать особенности фор-
мирования адсорбционного слоя белковых молекул на поверхности 
МНЧ. Так, установлено, что в присутствии всех белков (ЧСА, Ig) пе-
роксидазоподобная активность МНЧ уменьшается, добавление Hb 
в реакционную смесь приводит к снижению или увеличению детек-
тируемой генерации радикалов в зависимости от количества белка. 

Мы предполагаем, что причиной снижения пероксидазоподоб-
ной активности МНЧ в растворах является эффект экранирования 
белками  поверхности  МНЧ  (в  случае  ЧСА,  IgG),  приводящий  к 
снижению активности частиц в реакциях генерации гидроксильных 
радикалов, может применяться при создании гибридных белок-со-
держащих покрытий на МНЧ для тераностики опухолей. Нами 
была проведена оценка пероксидазоподобных свойств МНЧ после 
формирования на их поверхности покрытий из ЧСА в рамках работ 
по получению гибридных наносистем для биомедицинских приме-
нений. Так, было показано, что при использовании оригинального 
свободнорадикального  способа  закрепления  покрытий  из  ЧСА  на 
поверхности МНЧ (рис. 3) пероксидазоподобная активность частиц 
сохраняется в течение более 7 дней [9]. Результаты для гибридных 

Рис. 3. Распределение гидродинамических размеров в образцах 
следующего состава: 1 — МНЧ; 2 — МНЧ+ЧСА; 3 — МНЧ+ЧСА+Н2О2
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наносистем с остатком фолиевой кислоты на поверхности также 
свидетельствуют об остаточных пероксидазоподобных свойствах.

Работы по  созданию покрытий из ЧСА на МНЧ проводятся  за 
счет гранта Российского научного фонда № 22-75-10150, https://rscf.
ru/project/22-75-10150/. 
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ТРОПАНОВЫЕ АЛКАЛОИДЫ ФИЗАЛИСА СЕМЕЙСТВА 
ПАСЛЕНОВЫХ САНКТ-ПЕТЕРБУРГА  

И ЛЕНИНГРАДСКОЙ ОБЛАСТИ
В работе проведен анализ алкалоидов тропанового ряда в экстрак-

тах плодов и чехликов физалиса овощного (2023 г., Колумбия) и фи-
залиса декоративного (2022 г., Лен. область) методом тонкослойной 
хроматографии в присутствии свидетеля атропина с использованием 
реактива Драгендорфа по Мунье. В экстракте чехликов физалиса де-
коративного идентифицирован атропин (±гиосциамин). 
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поламин, физалис, тонкослойная хроматография.
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TROPANE ALKALOIDS OF PHYSALIS OF THE SOLANACEAE 
FAMILY OF ST. PETERSBURG AND THE LENINGRAD REGION
The analysis of tropane alkaloids in extracts of fruits and sepals of veg-

etable physalis (2023, Colombia) and physalis decorative (2022, Leningrad 
region) was carried out in the work by thin-layer chromatography in the pres-
ence of an atropine standard using a Dragendorf –Munier reagent. Atropine 
(±hyoscyamine) was identified in the extract of sepals of physalis decorative.
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lis, thin-layer chromatography.



62

Актуальность. Род физалиса (Physalis) относится к семейству пас-
леновых (Solanaceae, порядок пасленоцветные (Solanales)), включает 
86 подтвержденных видов и 123 таксона, ожидающих подтвержде-
ния. 

Плоды съедобного овощного физалиса (Physalis peruviana L.) облада-
ют рядом полезных свойств: антиоксидантных, гипогликемических, 
антиканцерогенных, антибактериальных, обусловленных присут-
ствием полифенолов, витанолидов, каротиноидов, водо- и жирора-
створимых витаминов [1, 2]. Основным поставщиком овощного фи-
залиса (Physalis peruviana L.) является Колумбия. В Государственный 
реестр РФ включены 15 видов физалиса. Наиболее распространен в 
России физалис обыкновенный (Physalis alkekengi L.), который вы-
ращивается как декоративное растение в садах и на дачных участках. 
В экстрактах декоративного физалиса обнаружены витанолиды (фи-
залины), флавоноиды и их гликозиды, минеральные компоненты 
(катионы натрия, калия, кальция, магния, цинка, марганца, меди, 
железа, свинца, кадмия, хрома), витамины, терпеноиды. Наряду с 
полезными компонентами в физалисе обнаружены пигменты и ток-
сичные алкалоиды тропанового ряда [3, 4], качественное и количе-
ственное содержание которых зависит от региона и климатических 
условий произрастания. Это диктует необходимость выбора эффек-
тивного метода их обнаружения и мониторинга в различных частях 
растений.

Цель исследования: используя метод тонкослойной хроматогра-
фии (ТСХ), проанализировать содержание тропановых алкалоидов в 
растениях рода физалиса семейства пасленовых, доступных в Санкт-
Петербурге и произрастающих в Ленинградской области.

Введение. Тропановые  алкалоиды  (ТА)  являются метаболитами 
различных видов растений семейств пасленовых (Solanaceae), реже 
других семейств: вьюнковых (Convolvulaceae)  и  эритроксиловых 
(Erythroxylaceae) [4]. По химической природе тропановые алкалоиды 
относятся к группе третичных азотистых оснований или четвертич-
ных N-оксидов или солей. Родоначальной структурой этой группы 
является  8-азабицикло[3,2,1]октан,  N-метильное  производное  ко-
торого получило название тропан (см. рис. 1). 

N-метильная  группа  в  положении  8  отсутствует  у  nor-
производных — калистегинов, обладающих высокой токсичностью 
[5, 6]. Выделено и описано свыше 250 соединений, относящихся к 
тропановым алкалоидам, из них наиболее распространены расти-
тельные  алкалоиды  группы  атропина.  Эти  соединения  синтезиру-
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ются в растениях из l-орнитина и l-аргинина через промежуточное 
образование N-метилпирролиниум-катиона (1), превращающегося 
далее  в  тропан-3-он  (тропинон)  (2).  Тропинон  восстанавливается 
ферментами  тропинон  редуктазой  I  до  тропина  (3)  с  аксиальным 
(α) расположением спиртовой группы или тропинон редуктазой II 
с образованием псевдотропина (ψ-тропина,  (4)) с экваториальным 
(β) расположением гидроксильной группы в положении 3. Соот-
ветственно выделяют две группы тропановых алкалоидов 3α- и 
3β-гидрокситропанов (см. рисунок 2). Соединения (3) и (4) далее 
гидроксилируются и этерифицируются. В этерификации спиртовых 
групп принимают участие более 30 кислот с образованием моно-, 
ди- и  триэфиров: муравьиная,  уксусная,  гликолевая, изомасляная, 
фенилмолочная, троповая, бензойная и другие.

Наиболее изучены α-ТА  группы  атропина:  (-)-гиосциамин 
(C17H13NO3) (5), атропин (±гиосциамин), скополамин (C17H21NO4) 
(6), апоатропин (C17H12NO2) (7), определяемые в растениях семей-
ства пасленовых (Solanaceae), произрастающих в различных регио-
нах, в том числе и на северо-западе России (см. рисунок 3). В расте-
ниях содержится, главным образом, (-)-гиосциамин, который в про-
цессе выделения и анализа рацемизуется с образованием атропина.

Для определения тропановых алкалоидов используются различ-
ные методы их извлечения, очистки, качественного и количествен-
ного анализа [7, 8]. В процессе пробоподготовки алкалоиды пере-
водят  в  соли,  экстрагируют  в  кислой  среде,  затем  подщелачивают 
растворы для перевода ТА в форму основания и экстрагируют ор-
ганическими растворителями. Процесс пробоподготовки в среднем 
занимает от 2 до 24 часов.
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Рис. 1. Тропан, или 8-азабицикло[3,2,1]октан
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Рис. 2. Биосинтез тропановых алкалоидов

Рис. 3. Тропановые алкалоиды растений семейства пасленовых 
(Solanaceae)
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В качестве методов определения используют пермангана-
тометрию  (РФ,  Великобритания,  страны  ЕС),  хромато-масс-
спектрометрию, высокоэффективную жидкостную хроматографию 
со спектрофотометрическим и масс-спектрометрическим детекти-
рованием (РФ, ЕС), а также газовую хроматографию (РФ, Япония) и 
капиллярный электрофорез (Бельгия). Для определения оптических 
изомеров алкалоидов используются циклодекстрины в качестве хи-
ральных селекторов [8].

Материалы и методы исследования. В данной работе исследова-
лись возможности экспресс-определения ТА методом ТСХ в овощ-
ном (Колумбия) и декоративном (Ленинградская область) физалисе 
(см. рис. 4). 

В литературе представлено аналогичное исследование ТА в раз-
личных образцах Atropa belladonna [9].

Экстракция алкалоидов.  Растворители  для  экстракции:  водный 
аммиак,  хлороформ,  петролейный  эфир,  раствор  лимонной  кис-
лоты. Высушенные на воздухе части растения измельчали в ступке 
в 40%-ном растворе лимонной кислоты. Через 4 часа полученный 
экстракт  (рН=1)  фильтровали  и  добавляли  водный  25%-ный  рас-
твор  аммиака  до  рН=9.  Алкалоиды  экстрагировали  хлороформом  

Рис. 4. Слева — физалис декоративный (Лен. обл.).  
Справа — физалис овощной (Колумбия)
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(10 мл × 3). Органический экстракт промывали водой и фильтрова-
ли через слой прокаленного сульфата натрия. 

Тонкослойная хроматография ТСХ. Растворители для тонкослой-
ной хроматографии (ТСХ): ацетон: 10%-ный водный аммиак (95:5), 
хлороформ, петролейный эфир (Ткип=40-70°С), серная кислота. Пла-
стины для ТСХ: «Silufol» (Чехия); HPTLC-Fotigplatten RP-18 fur die 
Nano-DC, 10×10 см (Merck, Darmtadt, Germany); Silica Gel 60 F254, 
2,5×7,5 см (Merck, Darmtadt, Germany); «Sorbfil», СТХ-1А, ПЭТФ, 
10×10 см (ЗАО «Сорбполимер», г. Краснодар). В качестве свидетеля 
использовали атропин в виде основания.

Проявление хроматограмм. Пластины проявляли йодом, алкалои-
ды окрашивали реактивом Драгендорфа по Мунье.

Результаты и их обсуждение. Методом  ТСХ  исследовали  экс-
тракты четырех образцов физалиса: (1) плодов и (2) чехликов из 
сросшихся чашелистиков физалиса овощного (2023 г., Колумбия); 
(3) плодов и (4) чехликов из сросшихся чашелистиков физалиса де-
коративного (2022 г., Лен. область). Наилучшие результаты разде-
ления компонентов экстрактов достигнуты на пластинах HPTLC-
Fotigplatten  RP-18  fur  die  Nano-DC,  10x10  см  (Merck,  Darmtadt, 
Germany) для высокоэффективной тонкослойной хроматографии 
(ВЭТСХ)  с  обращенной фазой при использовании  системы  элю-
ентов ацетон : 10%-ный водный аммиак (95:5). Метод ВЭТСХ ха-
рактеризуется более высокой чувствительностью по сравнению с 
другими методами планарной ТСХ. При проявлении хроматогра-
фических пластин в экстрактах (1)-(4) обнаружены от 5 до 8 ком-
понентов (см. табл. 1).

Хроматограммы обрабатывали реактивом Драгендорфа по Му-
нье. В результате наблюдали оранжевое окрашивание компонента 
со значением Rf=0,70 в экстракте (4) чехликов физалиса декоратив-
ного, собранного в Ленинградской области в 2022 г. Наличие тропа-
нового алкалоида атропина (±гиосциамина) в этой фракции было 
подтверждено данными хроматографии с использованием свиде-
теля  с  Rf=0,72 (оранжевое окрашивание реактивом Драгендорфа 
по Мунье). Компоненты с таким же значением Rf обнаружены и в 
других экстрактах, однако подобного оранжевого окрашивания не 
наблюдалось, что свидетельствует либо об отсутствии алкалоидов, 
либо их незначительном содержании, ниже чувствительности цвет-
ной реакции. 

Таким  образом,  алкалоид  тропанового  ряда  обнаружен  в  экс-
тракте чехликов физалиса декоративного, произрастающего на 
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территории Ленинградской области. Следовательно, токсичность 
декоративного физалиса нужно учитывать при выращивании этого 
растения, так как алкалоиды группы атропина оказывают сильное 
физиологическое действие на организм человека [6].

Таблица 1. Значения Rf компонентов экстрактов, определенные  
методом ТСХ с использованием атропина как свидетеля

Экстракты
Свидетель

физалис овощной (Колумбия) физалис декоративный
(Лен. область)

(1) плоды (2) чехлики (3) плоды (4) чехлики Атропин

0 0 0 0
– – 0,06 0,06
– – 0,18 0,18

0,37 0,37 0,32 0,32
0,41 – – –
0,46 – – –
0,61 – – –
0,70 0,70 0,70 0,70 0,72
0,87 0,86 0,86 0,87
0,95 0,95 0,95 0,95

Тропановые  алкалоиды  являются  конкурентными  антагониста-
ми мускаринового ацетилхолинового рецептора (mAChR), препят-
ствующими  его  связыванию  с  ацетилхолином.  Рецептор  mAChR 
включает 5 подтипов  (M1-M5)  [7]. При воздействии ТА на рецеп-
торы М1, М3 и М5, связанные с белком Gq, происходит активация 
фосфолипазы С, что влияет на концентрацию кальция и функци-
онирование кальций-кальмодулиновой системы в цитозоле клетки. 
Рецепторы М2 и М4, с другой стороны, соединяются с белком Gi 
и ингибируют аденилатциклазу, регулируя концентрацию цикли-
ческого аденозинмонофосфата (цАМФ). Рецепторы M1 встречают-
ся в клетках центральной нервной системы и ганглиях и влияют на 
когнитивные процессы. М3-рецепторы участвуют в регуляции со-
кращения гладких мышц. Рецепторы M4 были обнаружены в клет-
ках коры больших полушарий мозга, гиппокампа и полосатого тела 
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мозга. Предполагается, что рецепторы М5 участвуют в механизмах 
микроциркуляции, вазоконстрикции и вазодилатации, активируя 
NO синтазу головного мозга.

Атропин и гиосциамин снижают тонус гладкой мускулатуры же-
лудочно-кишечного тракта, желчного и мочевого пузыря и бронхов. 
Применяются при язвенных болезнях, для стимуляции сердечной 
деятельности при лечении инфаркта миокарда. Уменьшают тонус 
мышц глаза, вызывают паралич аккомодации и используются при 
диагностике глазных болезней. Обладают слабым местноанесте-
зирующим действием и влияют на центральную нервную систему. 
Применяются при лечении болезни Паркинсона и отравлении мор-
фином и другими анальгетиками. 

Скополамин сильнее влияет на центральную нервную систему. 
Применяется как седативное средство в психиатрии и наркологии. 

Вывод. Метод тонкослойной хроматографии (ТСХ) с окрашива-
нием реактивом Драгендорфа по Мунье использован для скрининг-
анализа алкалоидов тропанового ряда. Установлено наличие атро-
пина (±гиосциамина) в экстракте чехликов физалиса декоративно-
го, произрастающего в Ленинградской области. 
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ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОЙ ЭКОЛОГИЧЕСКОЙ НАГРУЗКИ 

И БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ШАМПУНЕЙ, 
ИЗГОТОВЛЕННЫХ НА ОСНОВЕ ПРИРОДНЫХ КОМПОНЕНТОВ

В работе проанализирован химический состав шампуней на биоло-
гической основе; показано, что производные натуральных масел явля-
ются поверхностно-активными веществами, которые могут служить 
заменой традиционным синтетическим моющим средствам. Воздей-
ствие водных растворов шампуня различной концентрации на биотест 
Vícia fába показало ускорение роста биомассы и ее качественное из-
менение (увеличение количества хлорофилла и аскорбиновой кислоты). 
Микроморфологический метод выявил нарушения на клеточном уровне 
развития корневой системы на 14-й день прорастания. С помощью био-
теста на поведенческие реакции Tubifex tubifex был оценен токсический 
эффект. Сделан вывод, что массовая замена традиционных синтети-
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ческих моющих средств на природные и биоорганические практически 
не изменит воздействие на экологию. 

Ключевые слова: ПАВ (поверхностно-активные вещества), шампу-
ни, биотестирование.

Dikareva E.O., Ivanova I.S., Popov A.S.
North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov,

St. Petersburg
ASSESSMENT OF POSSIBLE ENVIRONMENTAL IMPACT AND 

BIOLOGICAL ACTIVITY OF SHAMPOOS MADE ON THE BASIS OF 
NATURAL COMPONENTS

The paper analyzes the chemical composition of biologically based sham-
poos; it is shown that derivatives of natural oils are surfactants that can serve 
as a substitute for traditional synthetic detergents. The effect of aqueous sham-
poo solutions of various concentrations on the biotest of Vícia fába showed an 
acceleration of biomass growth and its qualitative change (an increase in the 
amount of chlorophyll and ascorbic acid). The micromorphological method 
revealed violations at the cellular level of root system development on the 14th 
day of germination. With the help of a biotest on the behavioral reactions of 
Tubifex tubifex, the toxic effect was evaluated. It is concluded that the mass 
replacement of traditional synthetic detergents with natural and bio-organic 
ones will practically not change the impact on the environment.

Keywords: Surfactants, shampoos, biotesting.

Одним из видов загрязнения водных и наземных экосистем яв-
ляется  загрязнение  поверхностно-активными  веществами  (ПАВ).  
С осознанием потенциальной опасности обычных поверхностно-
активных веществ для окружающей среды и здоровья человека рас-
тет интерес к разработке поверхностно-активных веществ на биоло-
гической основе для средств личной гигиены. Эти вещества счита-
ются более безопасными, их много, они поддаются биологическому 
разложению и биосовместимы. Исследуемые «био-шампуни» при-
надлежат линейке косметических средств, выпускаемой под брен-
дом Natura Siberica. Серия шампуней «Natura Siberica Doctor Taiga», 
включает продукты, отличающиеся натуральными и органическими 
ингредиентами, такими как сибирский женьшень, аралия мань-
чжурская, роза шикотанская, лемонграсс нанайский, береза белая 
и черная, кора и масло кедра, облепиховое масло и др. Детальный 
анализ основных компонентов названных косметических средств 
показывает наличие поверхностно-активных веществ, которые спо-
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собны создавать экологическую нагрузку. Несмотря на то, что ПАВ 
могут сравнительно быстро разрушаться в окружающей среде, толь-
ко Lauryl Glucoside (III) как алкилполипликозид считается безопас-
ным, поскольку продуктами гидролиза являются углеводы [3]. Вме-
сте с тем, есть информация, что скорость разложения ПАВ, которые 
адсорбированы на различных межфазных поверхностях, снижается 
многократно по сравнению с мицеллярными растворами [1].

Целью нашего исследования стала  оценка экологической нагруз-
ки и биологической активности шампуней, изготовленных на осно-
ве природных компонентов (серии «Natura Siberica Doctor Taiga) на 
прорастание и рост растений черных бобов (Vícia fába) и поведенче-
ские реакции трубочника обыкновенного (Tubifex tubifex).

Для этого были проведены следующие исследования: 1. Опреде-
лена интегральная концентрация природных и синтетических ПАВ 
по величине поверхностного натяжения; 2. Проведен микроморфо-
логический анализ корешков ростков бобовых (Vícia fába); 3. Изме-
рена концентрация хлорофилла и аскорбиновой кислоты в пророст-
ках бобовых Vícia fába; 4. Проведена оценка возможной экологиче-
ской нагрузки с использованием биоиндикатора Tubifex tubifex.

Определение коэффициента поверхностного натяжения растворов. 
Использовали  сталагмометрический  метод.  Коэффициент  поверх-
ностного натяжения растворов шампуня определяли по формуле: 

b= Vpg/2πrn,
где p — это плотность растворов шампуней, измеренная ареоме-

тром (г/мл), n — это количество капель раствора в 1 мл, V — объем 
(1 мл), g — ускорение свободного падения (9,8 м/с²), r — радиус ка-
пилляра, π — 3,14 

Интегральное содержание ПАВ находили по измеренному коэф-
фициенту поверхностного натяжения.

Микроморфологическое исследование корешков бобов. В качестве 
стандартного биологического теста был выбран метод проращива-
ния бобов черных сорта «Кармазин» Российской национальной се-
лекции. Это среднеранний урожайный сорт, период от  всходов до 
технической спелости 75-90 дней, растения высокие, сильновет-
вистые. Плоды прямые, гладкие, в технической спелости зеленые, 
с 3-5 крупными семенами, до 12 см длиной. Семена карминово-
розового цвета, после сушки становятся красно-бронзовыми. При 
созревании бобы не растрескиваются. Для каждой концентрации 
шампуня и для контрольного варианта проращивали 50 семян бобов 
в трех повторностях: в сосуд выкладывали 50 семян и смачивали рас-
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творами шампуня в воде. В контрольном варианте использовалась 
природная вода (водопроводная вода, отстоянная в течение 3 дней). 
Семена проращивали в течение 14 дней на свету и фиксировали про-
цент всхожести семян, рост зародышевых корешков и длину рост-
ков, общий вес проростков. 

Корешки бобов длинной 12-17 мм фиксировали в 95% этаноле, 
так как установлено, что при температуре 23-25ºС первые митозы 
у проросших семян бобов наблюдаются при этой длине корешков. 
Окрашивали препараты ацетокармином, приготовленным по Ре-
медеру. После фиксации и окрашивания отрезали кончик корешка 
(2-3 см), помещали на предметное стекло и нагревали в капле ацето-
кармина до кипения, процедуру повторяли 2 раза. Затем на корешок 
клали на предметное стекло и раздавливали покровным. Препараты 
исследовали на световом поле микроскопа МБИ-1 в проходящем 
свете с объективом ×40.

Определение содержания аскорбиновой кислоты. Для каждой по-
вторности, брали три образца проростков, для этого на весах взве-
шивали ростки семян бобов суммарной массой 2 грамма и заливали 
2% раствором соляной кислоты в химическом стакане до отметки 50 
мл, давали настояться 5 минут. Далее ростки помещали в фарфоро-
вую ступку и растирали пестиком до получения однородной массы. 
Затем содержимое ступки переносили в воронку с бумажным филь-
тром, ступку и пестик обмывали над фильтром кислотой из стакана, 
после  этого  весь объем кислоты пропускали через фильтр  с  образ-
цом. Отбирали пипеткой 5 мл приготовленной вытяжки и помещали 
в коническую колбу на 50 минут. Затем титровали вытяжку раство-
ром  2,6-дихлорфенолиндофенолята  натрия.  Титрование  повторяли 
трижды, рассчитывали среднее арифметическое. Затем рассчитыва-
ли содержимое аскорбиновой кислоты в каждом образце по формуле:

C=63Vт, 
где С — содержание аскорбиновой кислоты, мг/100 г, Vт — сред-

нее значение объема раствора 2,6-дихлорфенолиндофенолята на-
трия, затраченного на титрование.

Колориметрическое определение содержания хлорофилла в листьях 
исследуемых растений. Брали в трех повторностях навеску 0,5 г ли-
стьев бобов, помещали в ступку и растирали с небольшим количе-
ством 95% этанола. Полученный гомогенизат помещали в мерную 
колбу на 25 мл и этанолом доводили раствор в колбе до метки и пере-
мешивали. Затем определяли содержание хлорофилла на калориме-
тре и рассчитывали его содержание в мг на 1 г сырой массы листа, в 
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процентах сырой массы листа по формуле: C=85E1/E2, где С — кон-
центрация хлорофилла в анализируемом растворе мг/л, Е1 — толщи-
на слоя контрольного раствора, Е2 — толщина слоя анализируемого 
раствора. Для расчета M — содержания хлорофилла в мг на 1 г зеле-
ных листьев использовали формулу: M=25С/1000.

Оценка возможной экологической нагрузки с использованием био-
индикатора Tubifex tubifex. В качестве биоиндикатора возможной 
экологической  нагрузки  использовали  трубочник  обыкновенный 
(Tubifex tubifex).  Трубочник  относится  к  малощетинковым  червям 
(Oligochaeta), детритофаг. Он может выдерживать очень сильное за-
грязнение при минимальном количестве растворенного в воде кис-
лорода. По поведенческим реакциям (скорости образования кон-
гломерата, гибели особей) [2, 4] судят о негативном воздействии. 

Результаты и обсуждения.  Интегральная  концентрация  ПАВ  
(в пересчете на стеарат-анион) приводится в табл. 1 и на рис. 1. Как и 
предполагалось, имеется прямая пропорциональность между коли-
чеством шампуня и интегральной концентрацией ПАВ.

Таблица 1. Поверхностное натяжение растворов шампуня  
и рассчитанное интегральное содержание стеарат-аниона

Концентрация, 
г/л

Поверхност-
ное натяже-
ние, Дж/м²

Плотность 
р-ра, кг/м³

Объем 
р-ра, мл

Число 
капель  

в объеме, 
шт.

Содержание 
анион-

активных 
ПАВ, мг/л

Контроль 73,94 0,995 1 21 -
10 39,93 0,998 1 39 3,0
5 40,94 0,997 1 38 2,5
2 55,51 0,996 1 28 2,0

Рис. 1. Содержание анионактивных ПАВ, мг/л  

0
2
4

10 г/л               5 г/л                 2 г/л        

Содержание -
анионактивных ПАВ, мг/л 
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Как следует из табл. 2, при всех концентрациях шампуня увели-
чивается процент всхожести семян бобов, также увеличивалась их 
масса, можно отметить незначительное увеличение средней длины 
корешков проростков.
Таблица 2. Влияние различных концентраций шампуня Doctor Taiga на 

рост и развитие растений бобов

Концентра-
ция,
г/л

% всхоже-
сти семян

Средняя 
длина ко-

решков, мм

Средняя 
длина рост-

ков, мм

Отношение 
длины корешков 
к длине ростков

Масса  
проростков, г

Контроль 63,8 2,3 1,5 1,5 0,063

10 83,3 2,5 1,0 2,5 0,088

5 83,3 2,7 1,3 2,2 0,096

2 88,8 2,5 1,5 1,6 0,120

Увеличение всхожести почти на 20%, возможно, происходит под 
воздействием  ПАВ,  увеличивается  смачивание  и  набухание,  т.е. 
происходит химическая скарификация семян. Эффективная работа 
листа и корня тесно связана с уровнем обменных процессов в расте-
нии, что находит свое отражении в содержании аскорбиновой кис-
лоты и хлорофилла. Содержание хлорофилла с возрастанием кон-
центрации также увеличивалось в 1,1 раза, в 3,6 раза, в 4,5 раза соот-
ветственно [5]. Стоит обратить внимание, на то, что происходит как 
ускорение накопления количества биомассы, так и ее качественное 
изменение. Следовательно, обнаружена биологическая активность 
исследуемого косметического средства.

Чем больше концентрация шампуня, тем больший процент кле-
ток корешков с повреждениями обнаруживается при микроморфо-
логическом исследовании, обнаруживаются пузырьки на клеточ-
ной стенке и клетки с разрушенной клеточной стенкой.

Поведенческие реакции трубочника (Tubifex tubifex) представле-
ны в табл. 3. В контрольной пробе скорость образования конгло-
мерата трубочника составила примерно 1 минуту. Независимо от 
времени выдерживания червей в контрольной пробе, после разме-
шивания скорость образования конгломерата не менялась и оста-
валась равной приблизительно 1 минуте. При помещении червей  
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в различные концентрации шампуня их поведение менялось: с уве-
личением концентрации и увеличении времени выдержки трубоч-
ники становились менее активными, а далее погибали. 

Таблица 3. Влияние различных концентраций шампуня  
на поведенческие реакции Tubifex tubifex

Концентра-
ция, г/л

Влияние времени выдержки в пробе перед размешиванием (в секундах)  
на жизнь особей и время образования конгломерата (в секундах)

0 30 60 90 120

Контроль 60 60 60 60 60

10
50% особей 

смерть
–

50% 
смерть

–

50% 
смерть

–

50% 
смерть

–
смерть

7
20% особей 

смерть
–

50% 
смерть

–

50% 
смерть

–

50% 
смерть

–
смерть

5 60 60 100
20% 

смерть
–

смерть

2 60 60 60 60 100

Примечание: прочерк в таблице —  конгломерат не образуется.

Выводы. Косметические средства, изготовленные на основе при-
родных компонентов обладают выраженной биологической актив-
ностью, вызывают ускорение прироста биомассы Vícia fába и ее ка-
чественное изменение — увеличивается удельное содержание хло-
рофилла и аскорбиновой кислоты.

ПАВ обладают биологической активностью. Это доказывается де-
генеративными изменениями, прежде всего, корневой системы рас-
тений уже на 14-й день после прорастания. Обнаружено негативное 
воздействие шампуня на биоиндикатор Tubifex tubifex и его гибель. 
Массовое применение био-косметических средств вместо традици-
онных не исключит гибели первых компонентов пищевой цепочки 
и, следовательно, проблему возможного негативного воздействия на 
природные биоценозы решить такой заменой не удается. 
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НАНОРАЗМЕРНЫЕ МИЦЕЛЛЫ ИЗ СОПОЛИМЕРОВ — 
ПОЛУЧЕНИЕ, СТРУКТУРНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ, 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ В КАЧЕСТВЕ НОСИТЕЛЕЙ  
ДЛЯ ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРОВ

Исследованы структурные характеристики комплексов фотосен-
сибилизаторов хлорина е6 и его диметилового эфира с мицеллами из 
блочных сополимеров. Показано, что скорость диссоциации молекул 
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хлоринов из комплексов зависит от их локализации в таких структу-
рах и типа сополимера. Полученные результаты доказывают возмож-
ность использования блочных сополимеров для получения новых фарма-
кологических форм фотосенсибилизаторов.

Ключевые слова: полимерные мицеллы, наноструктуры, фотосенси-
билизаторы.

Zorina T.E.1, Kravchenko I.E.1, Kablov I.V.1, Baran L.V.1, 
Biswas S.3, Zorin V.P.1,2

1Belarusian State University
2International Sakharov Environmental Institute, ISEI, BSU,

Minsk
3Birla Institute of Technology and Science 

Pilani, Hyderabad, India
NANOSIZED MICELLES FROM COPOLYMERS — PREPARATION, 

STRUCTURAL CHARACTERISTICS, USE AS PLATFORMS FOR 
PHOTOSENSITIZERS

The structural characteristics of complexes of photosensitizers chlorin e6 
and its dimethyl ether with micelles of block copolymers were studied. It has 
been shown that the rate of dissociation of chlorin molecules from complexes 
depends on their localization in such structures and the type of copolymer. The 
results obtained prove the possibility of using block copolymers to obtain new 
pharmacological forms of photosensitizers.

Keywords: polymer micelles, nanostructures, photosensitizers. 

Блочные сополимеры рассматриваются в качестве перспективной 
платформы при разработке новых типов наноносителей для введения 
в организм различных лекарственных соединений. Включение в со-
став подобных носителей позволяет модифицировать процессы био-
распределения лекарственных препаратов и добиться пролонгации их 
действия. При использовании полимерных наноструктур лекарствен-
ный препарат защищен от инактивации при взаимодействии с белка-
ми и клетками крови. В сравнении с другими типами наноструктур-
ных материалов наноносители на основе блочных сополимеров могут 
быть получены в больших количествах и с помощью относительно 
простых методов нагружены как неполярными, так и полярными ле-
карственными препаратами. Имеющиеся в литературе данные пока-
зывают, что результативность применения подобных наноносителей 
зависит как от их размеров и структуры, так и от физико-химических 
свойств молекул лекарственного препарата [1, 2]. 
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В ряде работ показано, что амфифильные блочные сополимеры 
метокси-поли(этиленгликоль)-поли(D,L-лактид) (ППЛ) и метокси-
поли(этиленгликоль)-b-поли(ϵ-капролактон) (ППК) способны в во-
дной среде образовывать гидролитически стабильные нанострукту-
ры (мицеллы). В структуре мицелл может быть выделена внешняя 
оболочка,  формируемая  гидрофильными  цепями  полиэтиленгли-
коля, и внутренняя область (ядро), которая содержит неполярные 
биологически деградируемые блоки полилактида и поликапролак-
тона. Согласно данным литературы наноносители, получаемые с 
использованием данных типов сополимеров, показывают высокую 
результативность при использовании в качестве переносчиков ле-
карственных препаратов при химиотерапии онкологических и дру-
гих заболеваний [1].

Ранее было показано, что ППЛ и ППК могут быть использованы 
для введения фотосенсибилизаторов (ФС) при разработке техники 
фотодинамической терапии (ФДТ). Введение ФС в составе мицелл 
позволяет  увеличить  эффективность  доставки  ФС  к  опухолевым 
клеткам и значительно усилить их чувствительность к действию ви-
димого света [1, 2].

В данной работе рассматриваются методы получения нагружен-
ных ФС мицелл на основе ППЛ и ППК, представлены результаты 
исследования их структурных и спектральных характеристик, прове-
дена оценка стабильности структуры комплексов ФС с мицеллами. 
В качестве ФС в данном исследовании использовали известный ФС 
хлорин е6 (Хл е6) и его производное — диметиловый эфир хлорина е6 
(ДМЭ). С помощью специально разработанной методики проведено 
сравнение скоростей диссоциации молекул этих ФС из состава ми-
целлярных комплексов в присутствии белков сыворотки крови.

Материалы и методы. Фотосенсибилизаторы. В работе использо-
вали Хл е6 (содержание основного вещества более 95%) производ-
ства Frontier Scientific (США); ДМЭ (содержание основного веще-
ства более 98 %) — производства РУП Белмедпрепараты (Беларусь). 
Исходные растворы Хл е6 и ДМЭ готовили в этаноле в концентрации 
1×10-3 М и хранили в темноте. Спектральные характеристики погло-
щения и флуоресценции данных соединений в различных модель-
ных системах описаны ранее [3].

Получение мицелл полимеров ППЛ и ППК. Препараты полимеров 
ППЛ и ППК получены в Институте технологий и научных иссле-
дований Бирла (Индия). Процедура получения полимерные мицелл 
описана в [2]. Мицеллы ППЛ и ППК получали в результате регидро-
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тации пленок, полученных при вакуумировании на роторном испа-
рителе растворов полимеров и ФС или посредством диализа раство-
ров полимеров в смеси диметилсульфоксида и воды. Суспензии ми-
целл концентрировали с использованием центрифужных фильтров 
(Centrifugal Filter Units, Amicon®, Ирландия). 

При исследовании влияния степени нагрузки на структурные 
характеристики растворы ППЛ и ППК в концентрации 2,5 мг/мл  
(3,5×10-4М ППЛ и 4,1×10-4М ППК) смешивали с растворами 
хлоринов в различной концентрации так, чтобы соотношение 
полимер:хлорин  изменялось  от  3:1  до  12:1.  Агрегатное  состояние 
хлоринов в мицеллах контролировали спектрофотометрически. При 
всех использованных степенях нагрузки Хл е6 и ДМЭ в составе ми-
целл находились в мономерном состоянии.

Измерение степени включения Хл е6 и ДМЭ в полимерные мицеллы. 
Эффективность включения хлоринов в мицеллы ППЛ и ППК оце-
нивали по величине отношения оптических плотностей суспензий 
сразу после инкубирования в присутствии хлоринов и после очистки 
методом фильтрования. Оптическую плотность образцов измеряли 
при 660 нм после добавления детергента Тритон Х-100 в концентра-
ции 0,2%.

Приборы. Спектрально-флуоресцентные характеристики ФС в 
растворах и в составе мицелл исследовали на спектрофлуориметре 
SOLAR SFL-1211А (СОЛАР, Беларусь), спектры электронного по-
глощения — на спектрофотометре SOLAR PV 1251c (СОЛАР, Бела-
русь), оба прибора были оборудованы термостатируемыми ячейка-
ми и магнитными мешалками.

Размеры мицелл анализировали с использованием анализатора 
наночастиц Nanoparticle Size Analyzer «Brookhaven 90Plus» (Австрия) 
и атомно-силового микроскопа Solver P47PRO (НТ-МДТ, Россия). 
Техника определения характеристик наночастиц по данным дина-
мического рассеяния света и атомно-силовой микроскопии (АМС) 
описана в работе [4].

Все эксперименты проводили в условиях термостатирования при 
25 оС. В опытах использовали суспензии мицелл с концентрацией 
сополимера 0,1 мг/мл.

Результаты и их обсуждение. На рис. 1 в качестве примера пока-
заны результаты исследования с помощью атомно-силового микро-
скопа полимерных частиц ППЛ, нагруженных Хл е6 (ППЛ/Хл е6 5:1). 
На основании анализа полученных изображений были построены 
объемные модели мицелл и определены их размеры.
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Соотношение ППЛ:Хл е6 (5:1).
Применение  техники  АСМ  позволило  сравнить  размеры  по-

лимерных структур из ППЛ и ППК и определить степень влияния 
включения ФС на структуру мицелл. Согласно полученным данным 
средний диаметр мицелл, приготовленных из ППК равен 100-110 нм 
(табл. 1). Включение хлоринов практически не влияет на размеры 
мицеллярных частиц ППК. Следует отметить относительно высо-
кий уровень полидисперсности частиц, что, вероятно, связано, с их 
агрегацией в водных растворах. 

По данным АСМ средний диаметр ненагруженных мицелл из 
ППЛ равен 120 нм. Включение хлоринов сопровождается увели-
чением размеров мицелл ППЛ, при максимальной степени на-
грузки 30-35% средний диаметр полимерных везикул составляет 
145-150 нм.

Результаты анализа размеров пустых и нагруженных хлоринами 
мицелл ППЛ и ППК, полученные методом динамического свето-
рассеяния, согласуются с данными атомно-силовой микроскопии. 
Полученные методом светорассеяния средние размеры пустых ми-
целл ППЛ и ППК составляют 150 и 120 нм, соответственно. Включе-
ние в состав мицелл ППЛ и ППК исследуемых фотосенсибилизато-
ров приводит к небольшому 15-20% увеличению среднего диаметра 
наноструктур.

Эффективность включения хлоринов в мицеллы зависит от кон-
центрации ФС, вводимых в раствор полимера. Для обоих типов по-
лимеров данный показатель слабо зависел от состава мицелл и увели-
чивался с ростом концентрации ФС, но не превышал 35% (табл. 1).

а 

 

б 

 

в 

 
 

 Рис. 1. АСМ-изображение и структурные характеристики мицелл ППЛ, 
нагруженных ФС:  а — АСМ изображение мицелл ППЛ; 

б — объемная модель полимерных структур, построенная  
по АСМ-изображению; в — оценка размера и сечения рельефа  

поверхности ППЛ мицелл
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Таблица 1. Характеристики наноразмерных полимерных  
мицелл ППЛ и ППК без нагрузки и в комплексах  

с Хл е6 и ДМЭ

Объект  
исследования

Эффектив-
ность включе-

ния, %

Диаметр  
мицелл

(нм)

Индекс полиди-
сперсности

Дзета- 
потенциал (mV)

ППЛ – 122,8±1,4 0,103±0,034 –23,5±3,7

ППЛ-Хл е6
5:1

22±1,8 145,3±0,9 0,115±0,028 –25,2±4,6

ППЛ-ДМЭ
5:1

34±1,7 148,1±1,6 0,106±0,031 –26,2±3,8

ППК – 110,6±1,5 0,117±0,036 –28,2±4,1
ППК- Хл е6

5:1
28±1,8 114,3±1,3 0,124±0,026 –31,2±3,6

ППК-ДМЭ
5:1

35±1,7 118,1±1,1 0,128±0,024 –34,2±3,8

Структурные характеристики и степень агрегации мицелл опре-
деляются условиями их получения. Посредством изменения темпе-
ратуры, скоростей диализа и фильтрации, интенсивности встряхи-
вания суспензии на стадии самоорганизации полимеров можно ва-
рьировать размеры получаемых мицелл из сополимеров в широких 
пределах (от 50 до 150 нм).

Исследования спектрально-флуоресцентных характеристик по-
зволяют оценить агрегатное состояние и характер локализации хло-
ринов в мицеллярных комплексах. Относительно высокие значения 
интенсивности флуоресценции Хл е6 и ДМЭ свидетельствуют, что 
независимо от степени нагрузки данные ФС в составе мицелл на-
ходятся преимущественно в мономерной форме.

Известно, что спектральные характеристики Хл е6 и его произ-
водных зависят от полярности среды, в которой они находятся [3]. 
Анализ  спектральных  характеристик  флуоресценции  хлоринов  в 
составе мицелл позволяет с высокой степенью вероятности пред-
положить, что молекулы ДМЭ локализуются в центральной обла-
сти мицелл ППЛ и ППК. Именно такая локализация обеспечивает 
неполярное микроокружение молекул ДМЭ,  для которого  харак-
терно длинноволновое положение спектров возбуждения и флуо-
ресценции.
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Согласно данным спектрального анализа молекулы Хл е6 в пре-
паратах ППК располагаются аналогично ДМЭ — в неполярном ядре 
мицелл. Об этом свидетельствует совпадение положения максимума 
спектров возбуждения и испускания флуоресценции Хл е6 в суспен-
зии мицелл ППК и в растворах этанола или метанола. В то же время 
по данным спектральных измерений полярность микроокружения 
молекул Хл е6 в ППЛ соответствует полярности водных растворов, 
что предполагает расположение центров связывания для этого сен-
сибилизатора в поверхностных слоях полимерных мицелл. 

Заключения, касающиеся особенностей локализации хлори-
нов в составе исследуемых структур, сделанные на основе спек-
тральных измерений, подтверждаются результатами измерений 
поляризационных характеристик флуоресценции. Флуоресцен-
ция Хл е6  и ДМЭ  в  составе ППК  характеризуется  относительно 
высокими значениями степени поляризации флуоресценции (16-
18%), что, очевидно, связано с жесткой фиксацией молекул хло-
ринов в составе ядра мицелл этого типа. Локализация молекул Хл 
е6 в поверхностных структурах мицелл ППЛ, вероятно, обеспе-
чивает их относительно высокую релаксационную подвижность, 
что находит отражение в более низких (10-12%) значениях степе-
ни поляризации флуоресценции.

При использовании полимерных мицелл в качестве наноноси-
телей  для  целей ФДТ  значительный интерес  представляет  оцен-
ка скорости выхода молекул ФС из состава комплексов. С целью 
сравнения данной характеристики для Хл е6 и ДМЭ нагруженные 
хлоринами мицеллы помещали в раствор сывороточного альбу-
мина или в 2% раствор сыворотки крови человека. За процессами 
диссоциации молекул ФС из комплексов и связывания с основны-
ми транспортными белками следили по данным измерений спек-
тральных и поляризационных характеристик флуоресценции. 

Согласно данным спектрального анализа практически все мо-
лекулы Хл е6 выходят из мицелл ППЛ в течение 30-40 минут и 
связываются с сывороточным альбумином. В случае мицелл ППК 
скорость выхода данного ФС крайне низка — даже после 24 ча-
сов инкубирования большая часть молекул фотосенсибилизатора 
остаются в составе полимерных везикул.

При анализе процессов выхода из состава мицелл ДМЭ в ка-
честве акцепторных структур мы использовали сыворотку крови, 
поскольку  основными  переносчиками  молекул  ДМЭ  в  плазме 
крови являются липопротеины низкой и высокой плотности [3]. 
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Добавление сыворотки крови к суспензии мицелл обеспечивает 
возможность перераспределения ФС на липопротеины. Исследо-
вание кинетики изменений спектральных характеристик флуо-
ресценции ДМЭ в составе полимерных мицелл (ППЛ и ППК) при 
добавлении сыворотки крови свидетельствует об очень медлен-
ном перераспределении его на белки сыворотки крови: спектры 
флуоресценции ДМЭ в составе мицелл ППЛ и ППК при инкуби-
ровании в присутствии сыворотки крови практически не изменя-
лись на протяжении 24 часов (данные не приведены).

Структурная устойчивость и неизменность физико-химиче-
ских характеристик полимерных мицелл и их комплексов с ФС 
имеют  принципиальное  значение  при  использовании  в  ФДТ. 
Синтезированные мицеллы ППЛ и ППК в свободном виде, а так-
же мицеллы, нагруженные хлоринами, сохраняют неизменными 
свои основные структурные характеристики на протяжении по 
крайней мере 2 недель хранения в водных растворах. Согласно 
нашим данным средние размеры мицелл и степень их полиди-
сперсности при хранении в течение 10–15 дней изменяются не 
более чем на 10–15%. 

Заключение. Полученные результаты показывают, что блочные 
сополимеры ППЛ и ППК могут быть использованы для создания 
новых фармакологических форм ФС. Изменение структурных ха-
рактеристик подобных форм позволит направленно контролиро-
вать фармакокинетику фотосенсибилизаторов при проведении 
фотодинамической терапии. 
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ГИДРОХЛОРИДА В ФАРМАЦЕВТИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТАХ
Разработан чувствительный и селективный метод определения пи-

ридоксина гидрохлорида, основанный на окислении хлорид-иона, входя-
щего в состав его молекулы, извлечении образовавшегося хлора потоком 
воздуха и его взаимодействии с твердофазным аналитическим реаген-
том, модифицированным нанокомпозитом серебра. Метод не требует 
предварительной пробоподготовки.
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твердофазный аналитический реагент, газовая экстракция.
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THE NEW METHOD FOR DETERMINATION OF PYRIDOXINE 
HYDROCHLORIDE IN PHARMACEUTICAL PREPARATIONS

A sensitive and selective method for the determination of pyridoxine hydro-
chloride has been developed, based on the oxidation of the chloride ion includ-
ed in its molecule, the extraction of the resulting chlorine with an air stream 
and its interaction with a solid-phase analytical reagent modified with a silver 
nanocomposite. The method does not require preliminary sample preparation.

Keywords: pyridoxine hydrochloride, silver nanocomposites, solid-phase 
analytical reagent, gas extraction.

Пиридоксина гидрохлорид, также известный как витамин В6, 
является важным питательным веществом, необходимым для нор-
мального функционирования организма. Он относится к группе 
витаминов В-комплекса, которые играют ключевую роль в обме-
не веществ и поддержании здоровья нервной системы. Витамин В6 
участвует во многих биохимических реакциях организма, включая 
синтез гемоглобина, метаболизм аминокислот и образование не-
которых нейромедиаторов. Кроме этого, он помогает поддерживать 
здоровье кожи, волос и ногтей.

Пиридоксина гидрохлорид широко используется в медицине  
с целью восполнения дефицита витамина В6. Он доступен в различ-
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ных формах: как самостоятельное вещество (таблетки, капсулы, по-
рошки), так и как компонент различных минерально-витаминных 
комплексов.

Для определения содержания пиридоксина гидрохлорида могут 
быть использованы хроматографические и спектрофотометриче-
ские методы, которые требуют предварительной пробоподготовки 
и не позволяют проводить определение в окрашенных растворах. 
Нами разработан простой и доступный метод определения пиридок-
сина гидрохлорида, основанный на окислении хлорид-иона, входя-
щего в состав его молекулы, извлечении образовавшегося хлора по-
током воздуха и его взаимодействии с серебром, входящим в состав 
твердофазного аналитического реагента (ТАР).

ТАР  изготавливается  в  лаборатории  и  представляет  собой  филь-
тровальную бумагу марки Whatman 595 (плотность 62,5 г/м2, толщина  
0,17 мм, диаметр пор 7–11 мкм), пропитанную раствором нанокомпо-
зита серебра и разрезанную на небольшие полоски для удобства ее ис-
пользования в анализе. Следует отметить, что в последние годы ТАРы 
все более широко применяются в контроле качества питьевой и природ-
ных вод, пищевых продуктов и фармацевтических препаратов [1–5]. Их 
действие основано на изменении окраски в результате химической ре-
акции компонента ТАР (красителя, наночастиц и т.д.) с определяемым 
веществом или его производным [6–9]. Однако при непосредственном 
контакте ТАР с анализируемым раствором возможно смывание реаген-
та с поверхности ТАР, и в этом случае процессы сорбции, которые по-
зволяют решать вопросы разделения и концентрирования в различных 
технологических и аналитических задачах, носят негативный характер 
[6, 10]. Исходя из этого, для реализации разработанного метода нами 
использовалась специальная реакционная система, представляющая 
из себя установку для динамической газовой экстракции. Ее основные 
компоненты представлены на рис. 1. Раствор, содержащий хлориды, 
помещался в стеклянный сосуд, к нему добавлялись перманганат калия 
(0,2 М) и концентрированная серная кислота. Затем в течение 20 минут 
проводилась газовая экстракция образовавшегося хлора потоком воз-
духа, подаваемого микрокопрессором.

Достигая  поверхности  ТАР,  находящегося  в  индикаторном 
устройстве, хлор взаимодействовал с серебром. При этом в реакцион-
ной зоне ТАР наблюдалось изменение окраски (серебристо-серая —  
светло-бежевая).

Через 20 минут бумажные полоски извлекались из устройства и 
сканировались на белом фоне. Затем изображения обрабатывались 
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Рис. 1. Установка для динамической газовой экстракции: 1 — резиновая 
пробка; 2 — тест-полоска; 3 — стеклянный сосуд для анализируемого рас-
твора; 4 — держатель тест-полосок; 5 — реакционная смесь; 6 — стеклян-
ный барботер; 7 — полимерный шланг; 8 — воздушный микрокомпрессор

Рис. 2. Графики зависимости координат цвета R, G и B  
от концентрации хлоридов
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путем усреднения значений соответствующих цветовых координат 
системы RGB внутри реакционной зоны ТАР.

Установлено, что в выбранном диапазоне зависимость R, G и 
B координат от концентрации хлорид-ионов адекватно описы-
вается экспоненциальным уравнением первого порядка y=y0 + A 
(1 — e-c/t):

Известно, что критерием выбора координаты цвета, наиболее 
подходящей для аналитического применения, является максимум 
отношения  A/t.  Путем  сравнения  параметров  экспоненциальных 
уравнений, описывающих графические зависимости (рис. 2), мож-
но заключить, что самой чувствительной к концентрации хлоридов 
является красная координата. В данном случае это отношение со-
ставляет 203, 156 и 111 для R, G и B координат соответственно, что 
явно  указывает  на  перспективность  использования R-координаты 
для определения хлорид-ионов по рекомендуемой методике. Таким 
образом, был установлен диапазон определяемых концентраций 
хлорид-ионов, он составляет от 0.15 до 0.24 мг/л.

Апробация  предлагаемой  методики  проводилась  на  фармацев-
тических препаратах различных производителей. Были выбраны 
объекты с широким диапазоном содержания пиридоксина гидрох-
лорида. С целью подтверждения селективности разработанной 
методики анализировались объекты с отсутствием (препарат 1) и 
присутствием различных сопутствующих веществ (препараты 2 
и 3). Стоит отметить, что препарат 3 содержал краситель, что ис-
ключало возможность использования спектрофотометрии в каче-
стве контрольного метода. Представленные в таблице 1 результаты 
демонстрируют возможности методики, показывают сходимость 
с контрольным методом и отсутствие мешающего влияния сопут-
ствующих веществ.

На основании вышеизложенного можно заключить, что разра-
ботанная методика является хорошей альтернативой методам кон-
троля качества фармацевтических препаратов, содержащих хлорид-
ион. Следует отметить, что основным достоинством разработанной 
методики является высокая чувствительность (0,4 мкмоль в пробе) 
и селективность. Это открывает широкие возможности применения 
методики для определения микроколичеств пиридоксина гидрохло-
рида в тканях и биологических жидкостях, что позволит в перспек-
тиве решать важные вопросы токсикологии и фармакокинетики.

Работа выполнена при финансовой поддержке РНФ, грант  
№ 22-13-00260.
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Таблица 1. Результаты определения пиридоксина гидрохлорида  
в фармацевтических препаратах (n=5; р=0,95; Ftheor=6,59; t=2,78)

Препарат/
Вещество/
Произво- 

дитель

Сопутст- 
вующие  

вещества

Определено

Fэксп

Мера 
пра-

виль-
ности,  

%

разработанным 
методом

контрольным  
методом

X ± δ Sr,, % X ± δ Sr,, %

«Пири-
доксина 
гидрохло-
рид», 
раствор для 
инъекций/ 
пиридок- 
сина 
гидрохло-
рид — 
50 мг/мл / 
Борисов-
ский ЗМП, 
Беларусь

– 50±2 3,2 51±3* 4,7 2,25 98,0

«Пири-
доксина 
гидрох-
лорид», 
таблетки/ 
пиридокси-
на гидрох-
лорид — 
10 мг/ 
Озон,  
Россия

Глюкоза  – 
77,5 мг, 
целлюлоза 
микрокри-
сталличе-
ская — 10 
мг, кремния 
диоксид кол-
лоидный —  
0,5 мг, каль-
ция стеарат —  
1 мг, тальк —   
1 мг

9,6±0,8 6,8 10,1± 
1,1**

8,7 2,27 95,1

Магний В6 
таблетки 
шипучие»/
пиридок-
сина гидро-
хлорид — 
1,4 мг /Pez

Лимонная 
кислота, ги-
дрокарбонат 
натрия; сахар, 
гидрокарбо-
нат магния 
ароматизатор, 
аспартам, 
желтый кра- 
ситель: нат-

1,45± 
0,11

6,1 1,39± 
0,12***

6,9 1,21 104,3
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Препарат/
Вещество/
Произво- 

дитель

Сопутст- 
вующие  

вещества

Определено

Fэксп

Мера 
пра-

виль-
ности,  

%

разработанным 
методом

контрольным  
методом

X ± δ Sr,, % X ± δ Sr,, %

Production 
Europe Kft, 
Венгрия

риевая соль
рибофлавин 
5-фосфат

Контрольные методы: * спектрофотометрия по ФС 42-3213-95 без филь-
трования; ** спектрофотометрия по ФС 42-3213-95 с предварительным филь-
трованием; *** потенциометрическое титрование.
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ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРОУПРАВЛЯЮЩЕГО АГЕНТА НА ВРЕМЯ 
ОБРАЗОВАНИЯ КРЕМНИЙОРГАНИЧЕСКОГО ГИБРИДНОГО 

АНТИСЕПТИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА
В работе сформированы антисептические гибридные кремнийорга-

нические материалы с использованием структурообразующих агентов 
(хитозан, поливиниловый спирт, полиэтиленгликоль). Определено вре-
мя образования гибридного материала и его структура методом опти-
ческой микроскопии.

Ключевые слова: золь-гель, антисептический материал, метилтри-
этоксисилан, тетраэтоксисилан, структуроуправляющий агент.

Lantsova E.A.
Tula State University

Tula, Russia
INFLUENCE OF STRUCTURE-CONTROLLING AGENT ON THE 

FORMATION TIME OF ORGANOSILICON HYBRID ANTISEPTIC 
MATERIAL

In this work, antiseptic hybrid organosilicon materials were formed using 
structure-forming agents (chitosan, polyvinyl alcohol, polyethylene glycol). 
The formation time of the hybrid material and its structure were determined by 
optical microscopy. 

Keywords: sol-gel, antiseptic material, methyltriethoxysilane, tetraeth-
oxysilane, structure control agent.
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Одной из главных глобальных проблем является формирование 
бактериальных биопленок. Клетки в структуре биопленок прояв-
ляют большую резистентность к воздействию антибактериальных 
средств. Микробные биопленки оказывают большое влияние на 
сферы жизни человека, становятся причинами заболеваний и при-
водят к  большим экономическим потерям. Согласно данным ана-
лиза оценки влияния биопленок на глобальную экономику, выпол-
ненному по заказу National Biofilms Innovation Centre, до пандемии 
COVID-19 размер потерь превышает 5000 млрд долларов в  год  [1]. 
Более 80% микробных инфекций в организме человека связаны с 
образованием биопленок, существует проблема образования био-
пленок на катетерах, имплантах и протезах.

Для борьбы с биопленками и планктонными культурами суще-
ствуют различные методы. Традиционным способом предотвраще-
ния обрастания поверхностей является применение жидких форм 
антисептиков. Существует большое количество разнообразных по 
составу дезинфицирующих средств, среди которых выделяются 
средства  на  основе  четвертичных  аммониевых  соединений  (ЧАС). 
При взаимодействии положительно заряженного четвертичного 
атома азота и отрицательно заряженной бактериальной клеточной 
мембраны происходит электростатическое взаимодействие, которое 
приводит к лизису клетки [2]. Однако, часто требуется увеличенный 
расход антисептиков для дезинфицирующего действия из-за их не-
эффективности.  Это  приводит  к  попаданию  средства  в  окружаю-
щую среду и увеличению резистентности бактерий. Решением опи-
санных проблем может быть иммобилизация эффективных классов 
ЧАС (например, октенидина дигидрохлорида) на поверхности нано-
частиц, полимерной основы или мембраны [3].

Материал-носитель антисептического средства можно создать 
методом золь-гель синтеза, поскольку использование силановых 
прекурсоров позволяет создать пористые материалы с большой 
удельной поверхностью [4]. Обладая настраиваемой структурой, 
мезопористые кремнийсодержащие материалы способны загружать 
различные молекулы. Эффективный антисептик (октенидин) будет 
постепенно высвобождаться в небольших концентрациях, что по-
зволит уменьшить вред окружающей среде, что также замедлит рост 
резистентности микроорганизмов.

Для формирования материалов с порами одинакового размера 
часто используют метод шаблонов (темплатов) [5]. Одним из пер-
спективных направлений является использование в качестве тем-
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платов клеток микроорганизмов, поскольку они характеризуются 
богатым  разнообразием  форм,  низкой  стоимостью  и  экологично-
стью и высокой повторяемостью морфологии [6]. Кроме природы 
веществ-темплатов на морфологию гибридного материала может 
оказывать влияние структуроуправляющее вещество. В процессах 
золь-гель синтеза подобные соединения выступают в качестве за-
травки для начала гелеобразования и придают гибкость конечной 
структуре кремнийорганического материала.

Был сформирован ряд кремнийорганических матриц с одинако-
вым соотношением силановых прекурсоров метилтриэтоксисилана 
(МТЭС) и тетраэтоксисилана (ТЭОС) 85 об. % к 15 об. %. Данное 
соотношение было выбрано, поскольку ранее нашим научным кол-
лективом был доказан факт полной инкапсуляции клеток дрожжей 
в  золь-гель матрицу МТЭС/ТЭОС 85/15  [7,8]. В качестве  структу-
роуправляющих агентов в данном исследовании использованы хи-
тозан,  поливиниловый  спирт  (ПВС)  и  полиэтиленгликоль  (ПЭГ). 
В качестве порообразующих темплатов были использованы клетки 
дрожжей Ogataea polymorpha BKM Y-2559. Ранее показана их эффек-
тивность в качестве порообразующего агента, которая отражалась 
в возможности сорбировать бόльшее количество октенидина диги-
дрохлорида [9].

С помощью метода оптической микроскопии определено время 
образования золь-гель материала с инкапсулированными клетками 
Og. polymorpha при использовании различных структуроуправляю-
щих агентов.

В начальное время (0 ч) на рис. 1 видны свободные клетки дрож-
жей, через 2 часа вокруг клеток образовалась кремнийорганическая 
матрица с использованием хитозана. Через 3 часа клетки полностью 
инкапсулировались в матрицу с добавлением ПВС, матрица с ис-
пользованием ПЭГ образовалась только через 5 часов после завер-
шения реакций синтеза. Образовавшиеся структуры представляют 
собой клетки дрожжей, покрытые шероховатым сплошным матери-
алом. Таким образом, природа структуроуправляющих агентов вли-
яет на время формирования, и, вероятно, на внутреннюю структуру 
гибридного материала-носителя антисептика. В дальнейшем, пред-
положение будет проверено методами низкотемпературной адсорб-
ции азота и сканирующей электронной микроскопии, а также будет 
определена загрузочная способность каждой матрицы для выявле-
ния наиболее эффективной.
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Рис. 1. Оптическая микроскопия процесса образования кремнийорганиче-
ского гибридного материала с использованием хитозана, ПВС и ПЭГ  

в течение 5 часов после проведения реакций золь-гель синтеза.  
Бар-метка — 10 мкм
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ВЭТСХ В БИОАНАЛИТИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЯХ: ЗА И ПРОТИВ

Высокоэффективную тонкослойную хроматографию (ВЭТСХ) 
широко применяют в различных аналитических исследованиях. Пред-
ставлены материалы по разработке и валидации биоаналитической 
методики количественного определения гамма-аминомасляной кисло-
ты (ГАМК) в гомогенатах мозга крыс. Выделены достоинства и недо-
статки метода ВЭТСХ, показано, что с учетом современных валида-
ционных требований его применение в биоаналитических исследованиях 
проблематично.

Ключевые слова: ВЭТСХ, валидация, биоаналитические исследова-
ния, ГАМК.

Lebedeva E.Y., Kosman V.M., Karlina M.V., Dadali Y.V.
RMC «HOME OF PHARMACY»,

Leningrad region
HPTLC APPLICATION IN BIOANALYTICAL RESEARCH:  

PROS AND CONS
High-performance  thin-layer  chromatography  (HPTLC)  is  widely 

used  in  various  analytical  and  bioanalytical  studies. The  article  presents 
materials on the development and validation of a bioanalytical  study  for 
the quantitative determination of gamma-aminobutyric acid  (GABA)  in 
rat brain homogenates. The advantages and disadvantages of the HPTLC 
method  are  highlighted,  it  is  shown  that,  taking  into  account  modern 
validation  requirements,  its  application  in  bioanalytical  research  is 
problematic.

Keywords: HPTLC, validation, bioanalytical research, GABA.

Гамма-аминомасляная  кислота  (ГАМК)  является  важным  ней-
ромедиатором  в  центральной  нервной  системе  человека.  ГАМК 
синтезируется из глутамата при помощи фермента глутаматдекар-
боксилазы  (GAD). Гамма-аминомасляная кислота  вырабатывается 
в нейронах и используется в синаптических контактах для переда-
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чи нервных импульсов. ГАМК является одним из ключевых нейро-
медиаторов в центральной нервной системе и играет важную роль 
в регуляции множества физиологических процессов: поддержание 
мышечного  тонуса,  стабилизация  эмоционального фона,  развитие 
когнитивных функций, регуляция сна и бодрствования [1].

Совершенствование  методик  определения  ГАМК  позволит  из-
мерять концентрацию нейромедиатора в различных биологических 
образцах, в том числе в клинической практике для диагностики па-
тологических состояний и мониторинга эффективности лечения, а 
также поможет в разработке более эффективных и безопасных ле-
карственных средств для лечения различных заболеваний, связан-
ных с дисрегуляцией системы ГАМК.

Тонкослойная хроматография (ТСХ, в том числе высокоэффек-
тивная ТСХ — ВЭТСХ) является распространенным методом анали-
за и его используют для разделения и определения различных соеди-
нений, включая малые органические молекулы, такие как нейроме-
диаторы. Он отличается относительной простотой использования, 
доступностью и может  быть  эффективным  для многих  лаборатор-
ных исследований и клинических приложений.

Целью работы являлась разработка и валидация методики ко-
личественного определения ГАМК в биоматериале (головном моз-
ге) лабораторных животных методом ТСХ на анализаторе CAMAG 
(СAMAG, Швейцария).

В  работе  использовали  образец  ГАМК  (кат №  56-12-12,  Sigma, 
USA  Lot#BCCD  3000),  использован  в  качестве  стандартного  об-
разца (СО) ГАМК, коммерчески доступные растворители и реаген-
ты: метанол, этанол, 1-бутанол, ледяная уксусная кислота, ацетон, 
нингидрин,  пиридин  (АО  Вектон,  АО  Экос-1,  Россия),  пластины 
стеклянные для ТСХ «TLC Silica gel 60 F254 1020 см» (Merck KGaA, 
Germany) и оборудование для  тонкослойной хроматографии:  блок 
для нанесения проб Camag Linomat  5  и  измерительный  блок TLC 
SCANNER 3  (CAMAG, Швейцария). Интактный биоматериал по-
лучен от лабораторных животных (крыс) питомника АО НПО ДОМ 
ФАРМАЦИИ, перед анализом его  гомогенизировали при помощи 
измельчителя тканей Polytron PT-MR 1600E (Kinematica AG, Швей-
цария).

Обработка  экспериментальных  данных  выполнена  с  помощью 
лицензированного программного обеспечения (Microsoft office, Ex-
cel) согласно рекомендациям по валидации биоаналитических мето-
дик [2, 3] с применением описательной статистики.
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Согласно  литературным  данным  метод  ВЭТСХ  применим  для 
количественного определения ГАМК в различных объектах,  в  том 
числе,  в  биологических  пробах  [4-8].  Основные  условия  ВЭТСХ-
анализа обобщены в таблице 1. 

Таблица 1. Условия анализа ГАМК методом ВЭТСХ

Приготов-
ление рас-
твора СО 

ГАМК

Приго-
товление 

гомогената 
головного 

мозга

Мобильная 
фаза, 

условия
Сушка Деривати-

зация

Длина 
волны 

детектир-
воания, 

нм

Литера-
турный 

источник

Мета-
нол

мета-
нол

б:у:
в1 5:3:2 
+ 0,4% 
нинги-
дрина, на-
сыщение 
камеры 
12 часов

2–3 мин 
после раз-
деления при 
60–65 °С, 5 
мин после 
деривати-
зации при 
65–75 °С

0,4 % рас-
твор нин-
гидрин в 
мобиль-
ной фазе

480 [8]

0,1 Н 
рас-
твор 
со-
ляной 
кис-
лоты в 
этано-
ле

0,1 Н 
со-
ляная 
кислота 
в эта-
ноле

б:у:
в 5:3:2, 
насы-
щение 
6 часов

20 мин после 
разделе-
ния при 
60–65 °С, 5 
мин после 
деривати-
зации при 
65–75 °С

опры-
скивание 
0,2% рас-
твором 
нинги-
дрина в 
ацетоне

570 [9]

Этанол 0,1 М 
раствор 
со-
ляной 
кисло-
ты

б:у:
в 65:18:28, 
насы- 
щение 
3 часа

сушка на 
воздухе до 
исчезнова-
ния запаха 
растворите-
лей (40–60 
мин), после 
деривати-
зации 15 
минут при 
65–75 °С

опры-
скивание 
0,2% рас-
твором 
нинги-
дрина в 
ацетоне, 
содер-
жащем 
пиридин

550 [10]

Примечание: 1состав мобильной фазы для ТСХ — бутанол: уксусная 
кислота:вода.
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Данные литературы (табл. 1) были основой для дальнейшего экс-
периментального подбора условий хроматографического анализа. 
Состав мобильной фазы для проведения разделения определен путем 
варьирования соотношения растворителей в смеси бутанол:уксусная 
кислота:вода. В случае состава 5:3:2 аналитический сигнал аналита 
проявлялся ближе к линии фронта растворителя (рис. 1), при со-
отношении 65:18:28 наблюдали отделение ГАМК от линии фронта 
(рис. 2), фактор удерживания (Rf) составил около 0,6. 

При выборе растворителя для приготовления растворов СО опре-
деляющим фактором стал фоновый сигнал (шум) на хроматограм-
мах. Фоновый сигнал, наблюдаемый при использовании в качестве 
растворителя этанола (рис. 2), затруднял обсчет площадей пиков. 

 а б
Рис. 1. Хроматограмма раствора стандартного образца (СО) ГАМК  

при соотношении компонентов мобильной фазы 5:3:2 (а) и 65:18:28 (б)

 Рис. 2. Хроматограмма растворов СО ГАМК при использовании в каче-
стве растворителя этанола
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В случае использования метанола в качестве растворителя фоно-
вый шум был менее значим, регистрируемые хроматографические 
пики лучше разделены (рис. 1, б). 

На  этапе  дериватизации  было  принято  решение  включить  в 
состав дериватизирующего агента (0,2% раствор нингидрина в 
ацетоне) пиридин, так как он оказал положительное влияние на 
воспроизводимость пиков при двух повторностях одной и той же 
пробы (RSD площадей пиков при использовании реагента без пи-
ридина составили — 70,7% (рис. 1, а), с пиридином — 12,1%, рис. 
1, б).

Таким  образом,  на  основании  анализа  литературных  данных 
(табл.  1)  и  собственных  экспериментов  были  выбраны  условия 
для выполнения хроматографического анализа: растворитель для 
растворов СО –метанол; мобильная фаза для проведения разде-
ления бутанол:уксусная кислота:вода (б:у:в) в объемном соотно-
шении 65:18:28; условия разделения: насыщение хроматографи-
ческой камеры мобильной фазой 1 час, линия финиша — 80 мм; 
сушка: после разделения пластины высушивали на нагревателе 
пластин ТСХ CAMAG TLC Plate Heater 3 (CAMAG, Швейцария) 
при температуре 60–65 °С в течение 3–5 минут, после этапа дери-
ватизации нагревали при температуре 75 °С в течение 15 минут; 
дериватизация: обработка 0,2% раствора нингидрина в ацетоне с 
добавлением пиридина; регистрация денситограмм: на спектро-
денситометре  TLC  Scaneer  3  (CAMAG,  Швейцария)  при  длине 
волны 486 нм (соответствовала поглощению в области максимума 
поглощения аналита).

Для подготовки биопроб (получения гомогенатов головного моз-
га) рассматривали два варианта растворителей — растворитель 0,1 
раствор соляной кислоты (а) и метанол (б). В варианте А анализ хро-
матограмм осложнен фоновым сигналом (рис. 3, а), в случае вари-
анта Б интегрирование пиков на хроматограммах более корректное, 
наблюдали разделение компонентов проб до базовой линии (рис. 3, 
б). На данном этапе не  удалось однозначно выбрать оптимальный 
растворитель  для  обработки  биоматериала,  поэтому  в  дальнейших 
экспериментах рассматривали два варианта методики.

Валидация ранее разработанных методик количественного 
определения ГАМК  (табл.  1) не  соответствовала  современным ре-
гуляторным требованиям. При валидации двух рассматриваемых 
нами  вариантов  методики  количественного  определения  ГАМК 
в  гомогенате мозга крыс методом ВЭТСХ (с варьированием среды 
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для гомогенизации биоматериала) согласно рекомендациям [8, 9] в 
диапазоне концентраций от примерно 565 до 4500 мкг/г по показа-
телям: селективность, нижний предел количественного определе-
ния (НПКО), калибровочный диапазон, правильность (точность) и 
прецизионность, стабильность аналита установлено несоответствие 
критериям приемлемости по показателям правильность, прецизи-
онность и стабильность аналита. 

Сопоставление двух вариантов обработки исходного биоматери-
ала для его гомогенизации не позволило выявить преимущества того 
или иного способа: в первом случае удалось получить менее раз-
деленную хроматограмму, но более приемлемую картину по вали-
дационным параметрам, а во втором варианте — более корректное 
интегрирование пиков на хроматограмме, но результаты ни для од-
ного из валидационных параметров не соответствовали критериям 
приемлемости. 

Минимальные концентрации, выбранные при оценке аналити-
ческого диапазона и линейности, не могут быть приняты в качестве 
НПКО, поскольку получены неудовлетворительные результаты по 
оценке правильности и прецизионности. Можно предположить, что 
для получения приемлемых результатов валидационных испытаний 
необходимо использовать более высокие концентрации, чем про-
веренные аналитические диапазоны. В то же время уровень ГАМК, 
ожидаемый у животных в нормальном и патологическом состоянии, 
по-видимому, лежит в области более низких концентраций (0,5 мкг/
мг ткани головного мозга [10]). Результаты анализа проб интактного 
биоматериала животных без добавок целевого аналита свидетель-
ствовали о присутствии ГАМК в головном мозге крыс. Однако все 

 а б
Рис. 3. Хроматограмма гомогената мозга крыс с добавкой ГАМК в двух 
вариантах получения гомогената (а — соляная кислота; б — метанол)
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значения площадей пиков были ниже значений, соответствовавших 
предполагаемому НПКО. 

Таким  образом,  выбранный  аналитический  метод  (ВЭТСХ  на 
анализаторе CAMAG) и разработанные варианты методики не под-
ходят для решения поставленной задачи по определению гамма-
аминомасляной кислоты в головном мозге лабораторных животных 
в связи с высоким пределом обнаружения, и несоответствием совре-
менным валидационным требованиям. 

Обобщая литературные данные и собственный эксперименталь-
ный опыт, можно отметить такие достоинства метода ВЭТСХ, как 
возможность неограниченного выбора и сочетания стационарной 
и подвижной фаз; параллельный анализ нескольких образцов на 
одной пластинке и ее однократное использование; сравнительная 
простота интерпретации результатов и умеренность затрат. К недо-
статкам применения метода ВЭТСХ в биоаналитических исследова-
ниях можно отнести сравнительно низкую чувствительность метода, 
сложность воспроизводимости результатов, ограниченную длину 
разделения  и  низкую  его  эффективность,  а  также  экологическую 
нагрузку (применение органических растворителей). В целом с уче-
том современных валидационных требований применение ВЭТСХ в 
биоаналитических исследованиях проблематично.
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ГАЗОХРОМАТОГРАФИЧЕСКОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ 
ОСТАТОЧНЫХ КОЛИЧЕСТВ ОКИСИ ЭТИЛЕНА В ВОДНЫХ 

ВЫТЯЖКАХ ИЗ ИЗДЕЛИЙ МЕДИЦИНСКОГО НАЗНАЧЕНИЯ, 
СТЕРИЛИЗОВАННЫХ ОКИСЬЮ ЭТИЛЕНА

Разработана методика газохроматографического определения 
остаточного содержания окиси этилена в водных вытяжках из изделий 
медицинского назначения, стерилизованных окисью этилена. Методи-
ка измерений предназначена для применения органами и учреждениями, 
осуществляющими государственный санитарный надзор и мониторинг 
в области санитарно-гигиенической оценки изделий медицинского на-
значения.
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GAS CHROMATOGRAPHIC DETERMINATION OF ETHYLENE 
OXIDE RESIDUES IN AQUEOUS EXTRACTS FROM MEDICAL 

PRODUCTS, STERILIZED WITH ETHYLENE OXIDE
A method of gas chromatographic determination of the residual content of 

ethylene oxide in aqueous extracts from medical products sterilized with ethyl-
ene oxide has been developed. The measurement technique is intended for use 
by bodies and that carry out state sanitary supervision and monitoring in the 
field of sanitary and hygienic assessment of medical devices.

Keywords: ethylene oxide, gas chromatography, vapor phase analysis, wa-
ter extraction, measurement technique.

Актуальность: Многие полимеры используются в качестве био-
материалов для изделий медицинского назначения благодаря их фи-
зико-химическим характеристикам и структурной универсальности. 
Однако их использование на теле человека или внутри него требует 
стерилизации, чтобы предотвратить микробное заражение и сни-
зить риск отторжения или воспаления. Полимерные материалы ха-
рактеризуются низкой термостойкостью, что требует стерилизации 
холодными методами, в частности газовым. Одним из стерилизую-
щих газов является окись этилена.

Окись этилена  (оксира́н, этиленокси́д, 1,2-эпоксиэтáн) — газо-
образный химический алкилирующий агент, мутагенный для рас-
тений, микроорганизмов и насекомых, широко используемый в ка-
честве фунгицида при фумигации пищевых продуктов (фасованные 
крупы, рис, табак и т.д.), текстиля (одежда, меха и т.д.), книг, мебе-
ли, медицинского и научного оборудования. Этиленоксид поглоща-
ется этими объектами, но постепенно выводится через них в разное 
время, в зависимости от условий хранения после их стерилизации.

Очень важно знать и контролировать остаточное количество оки-
си этилена, поскольку этот газ хорошо известен как сильно токсич-
ный [1, 2].
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Для безопасности пациента важно, чтобы все изделия соответ-
ствовали  ограничениям,  установленным в ГОСТ  ISO 10993-7. До-
пустимые значения будут варьироваться в зависимости от предпо-
лагаемого использования изделия. 

Определению остаточных количеств окиси этилена в простери-
лизованных медицинских изделиях посвящен ряд работ, которые 
отличаются как процедурой экстракции, так и методами обнаруже-
ния.

Процедура извлечения этиленоксида может быть основана на на-
гревании стерилизованного этилен оксидом образца с помощью на-
гревательных камер и десорбцией этиленоксида поглотителями или 
твердофазными ловушками [3], с последующим определением ко-
лориметрическим [4] или газохроматографическим методами, твер-
дофазной микроэкстракции [5] и выделении этиленоксида из стери-
лизованных образцов органическими растворителями с дальнейшей 
идентификацией методами тонкослойной хроматографии [6]. 

Однако проанализированные методы не соответствуют совре-
менным требованиям. Они имеют ряд недостатков: трудоемкость, 
длительность выполнения, применение токсичных органических 
растворителей, дорогостоящих реактивов и приборов. 

Более современные подходы определения остаточного содержа-
ния оксида этилена в стерилизованном медико-хирургическом обо-
рудовании основаны на газохроматографическом анализе в сочета-
нии с отбором проб паровой фазы, сущность которого заключается 
в нагреве образцов с выделением в верхней части остаточного эти-
леноксида. Затем аликвоты паровой фазы анализируют с помощью 
газохроматографического анализа [7,8].

Парофазный хроматографический анализ является общепри-
знанным методом определения летучих веществ в самых разноо-
бразных объектах любого агрегатного состояния [9]. 

Метод парофазного анализа является достаточно чувствитель-
ным, не требует длительной и трудоемкой процедуры пробоподго-
товки. Его использование позволяет повысить  воспроизводимость 
результатов определения, уменьшить трудоемкость, стоимость, ток-
сичность и погрешность анализа. Кроме того, газохроматографиче-
ский метод с парофазным анализом обладает высокой чувствитель-
ностью определения этиленоксида.

В связи с этим для определения окиси этилена был выбран метод 
газовой хроматографии с пламенно-ионизационным детектором 
(далее — ПИД) и парофазным анализом.
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Цель работы — разработка методики парофазного газохромато-
графического  определения  остаточных  количеств  окиси  этилена  в 
водных вытяжках из изделий медицинского назначения, стерилизо-
ванных окисью этилена с использованием ПИД. 

Результаты и их обсуждение. Методика определения окиси этилена 
в водных вытяжках. Данный метод сочетает в себе статическую газо-
вую экстракцию в замкнутом объеме и дальнейшем газохроматогра-
фическом анализе равновесной паровой фазы. В данном случае обе-
спечивается равновесное распределение определяемого вещества 
между конденсированной (вода) и газовой (водяной пар) фазами. 

Материалы и методы исследований. Объектами исследований яв-
лялись модельные пробы, имитирующие водные вытяжки из сте-
рилизованных  окисью  этилена  медицинских  изделий.  В  качестве 
модельных проб использовали пробы дистиллированной воды, со-
держащей окись этилена в массовых концентрациях на трех уровнях 
диапазона измерений:

1) уровень № 1 — окись этилена в концентрации 1,0 мг/дм3;
2) уровень № 2 — окись этилена в концентрации 4,0 мг/дм3;
3) уровень № 3 — окись этилена в концентрации 20,0 мг/дм3.
В ходе выполнения работ по разработке методики использовали 

аналитический стандарт окиси этилена 500 мкг/см3 в диметилсуль-
фоксиде (далее — ДМСО) («Supelco», США).

Газохроматографический анализ проводили на аппаратно-про-
граммном  комплексе  хроматографа  «Хроматэк-Кристалл  5000», 
оснащенный ПИД и дозатором равновесного пара (далее — ДРП). 
Разделение осуществляли программированием температурного 
градиента  на  кварцевой  капиллярной  колонке  DB-624  длиной  60 
м, внутренним диаметром 0,53 мм, со слоем неподвижной жидкой 
фазы из 6 % цианопропилфенила и 94 % диметилполисилоксана 
толщиной 3,0 мкм.

Температуру  колонки  программировали  в  следующем  режиме: 
начальная температура 45 °С с выдержкой в течение 7 мин и далее 
до 220 °С со скоростью 50 °С/мин и выдержкой 3,5 мин. Время удер-
живания этиленоксида на капиллярной колонке DB-624 — 4,24 мин.

Значение  нижнего  предела  обнаружения  для  окиси  этилена  
с использованием ПИД-детектора, при условиях, описанных в таб-
лице 1, составляет 1 мг/дм3.

Необходимые режимы работы хроматографа и ДРП для опреде-
ления окиси этилена представлены в таблице 1.
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Таблица 1. Условия работы ДРП и условия хроматографирования

Условие Значение

Параметры хроматографа
Газ-носитель Азот, постоянное давление 52,6 

кПа
Температура испарителя 250 °С

Температура детектора (ПИД) 250 °С
Расход водорода 40 см3/мин
Расход воздуха 400 см3/мин

Температурный режим 45 °С (7 мин); 50 °С /мин  
до 220 °С (3,5 мин)

Параметры дозатора равновесного пара
Вспомогательный газ Азот

Время термостатирования виалы с пробой 40 мин
Температура термостата виалы с пробой  80 °С

Температура переходной линии  120 °С
Избыточное давление в виале 0,07 МПа

Время инжекции 10 с
Объем вводимой дозы равновесного пара 1–2 см3

Общее время анализа 25,2 мин
Время удерживания DB-624 — 4,24 мин

Приготовление градуировочных растворов. Рабочий раствор окиси 
этилена концентрацией 50 мг/дм3 в воде готовят из исходного рас-
твора окиси этилена в ДМСО концентрацией 500 мкг/см3 путем раз-
бавления дистиллированной водой. 

Установление градуировочной характеристики. Градуировочную 
характеристику, выражающую зависимость площади хроматогра-
фического пика (условные единицы) от массовой концентрации 
окиси этилена  в  растворе  (мг/дм3), устанавливали по пяти сериям 
из пяти градуировочных растворов окиси этилена (рис. 1). Концен-
трации градуировочных растворов составили 1,0 мг/дм3; 2,0 мг/дм3; 
4,0 мг/дм3;10 мг/дм3; 20 мг/дм3. Коэффициент корреляции составил 
0,99, что свидетельствует о линейности методики в выбранном диа-
пазоне концентраций.

Приготовление водной вытяжки из медицинских изделий. Образцы 
заливают дистиллированной водой и выдерживают при определен-
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ной  экспозиции и  определенном  температурном режиме. Режимы 
моделирования  и  экспозиции  зависят  от  вида  медицинских  изде-
лий, контактирующих с пациентом и регламентированы ГОСТ ISO 
10993-7, ГОСТ ISO 10993-12. 

Водные вытяжки из медицинских изделий переносят в виалу для 
парофазного анализа, содержащую 1 г безводного сернокислого на-
трия, герметизируют специальной крышкой, помещают в ДРП и 
проводят измерения при условиях, представленных в таблице 1. 

По окончании хроматографирования идентифицировали пик оки-
си этилена по времени удерживания и вычисляли его массовую кон-
центрацию по предварительно построенному градуировочному гра-
фику с помощью программного обеспечения «Хроматэк Аналитик».

За результат измерения принимают среднее арифметическое двух 
параллельных измерений X , которое вычисляют по формуле:

                                           
1 2 ,

2
X XX +

=
  

                                                                 (1)
 

где 1 2,X X  — значения массовых концентраций окиси этилена в 
каждой из двух проб параллельных измерений, мг/дм3.

Проведен  набор  экспериментальных  данных  и  рассчитаны  ме-
трологические характеристики методики. Установлены следующие 
показатели точности методики: предел повторяемости — 23 %; пре-
дел промежуточной прецизионности — 35%; относительная расши-
ренная неопределенность — 28 % при доверительной вероятности 
Р=0,95 в диапазоне от 1,0 до 20 мг/дм3, показатели правильности не-
значимо отличаются от единицы.

Рис. 1. Градуировочный график зависимости массовой концентрации 
окиси этилена от площади пика в растворе
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Заключение. Разработана метрологически аттестованная методи-
ка выполнения измерений МВИ.МН 6332-2020 «Массовая концен-
трация ацетальдегида и окиси этилена в водных вытяжках из изде-
лий медицинского назначения, стерилизованных окисью этилена», 
свидетельство об аттестации № 1208 от 29.01.2020. Данная методика 
с высокой степенью достоверности и точности позволяет осущест-
влять контроль безопасности при мониторинге в области санитар-
ного надзора и санитарно-гигиенической оценки изделий медицин-
ского назначения. 
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ГИБЕЛЬ КЛЕТОК АДЕНОКАРЦИНОМЫ ЯИЧНИКА ПОД 
ВОЗДЕЙСТВИЕМ АНТИСМЫСЛОВЫХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДОВ

В работе представлен анализ библиотеки антисмысловых олиго-
нуклеотидов в отношении клеточной линии аденокарциномы яичника 
SKOV-3. В результате двух этапов селекции были выявлены потенци-
альные гены-мишени.
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OVARIAN ADENOCARCINOMA CELL DEATH INDUCED BY 

ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDES
In the present study, we analyzed library of antisense oligonucleotides for 

the human ovarian adenocarcinoma cell line SKOV-3. As a result of two stag-
es of selection, potential target genes were identified.

Keywords: antisense oligonucleotides, ovarian adenocarcinoma, SKOV-3 
cell line.

Одним из перспективных направлений в генной терапии являют-
ся технологии на основе нуклеиновых кислот. Наиболее успешной 
из них является технология на основе антисмысловых олигонуклео-
тидов (АСО). Это обусловлено рядом причин: АСО препараты были 
одобрены FDA и EMA и применяются для лечения различного спек-
тра заболеваний [1, 2]; несколько ведущих фармацевтических ком-
паний активно проводят клинические испытания новых лекарств 
данной группы [3]; эффективность этого класса веществ общепри-
знана научным сообществом. 

Как известно, АСО представляют собой короткие ДНК-подобные 
последовательности, которые специфически связываются с целевой 
мРНК посредством принципа комплементарности. Данный дуплекс 
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ДНК-РНК активизирует внутриклеточную РНКазу H, которая при-
водит к его расщеплению. Такой механизм действия предотвращает 
синтез белка, который участвует в развитии заболевания [4]. Анализ 
опыта применения лекарственных средств на основе АСО позволил 
предположить, что технология манипуляции генами может быть 
применима при лечении онкологических заболеваний.

Стоит отметить, что одобренных препаратов на основе АСО для 
лечения онкологии в настоящее время не существует. Мы предпола-
гаем, что это в значительной степени связано с неправильным выбо-
ром мишеней для терапии. Мы сформулировали следующую гипо-
тезу: подавление генов, выполняющих важную функцию в клетках, 
приводит к активации апоптоза, что в конечном итоге приводит к 
гибели клеток. Данное решение позволит положить основу высоко-
эффективным цитотоксическим препаратам.

Был проведен систематический подбор целевых генов для иссле-
дования при помощи литературы и баз данных (DepMap и OGEE). 
Учитывались такие факторы, как доступность гена для таргети-
рования,  а  также  уровень  экспрессии  в  различных  клеточных  ли-
ниях.  Таким  образом,  были  выделены  потенциальные  кандида-
ты  для  дальнейших  исследований: DHX8, DHX9, CSE1L, DARS1, 
DHPS, COPB1, AP2M1, DYNC1I2, EEF1A1, EEF2, EIF2S1, EIF2S3 
и PSMB2. Следующим этапом было изучение вторичной структуры 
мРНК, биоинформатический анализ позволил обнаружить наибо-
лее открытые участки для создания нескольких дизайнов для каж-
дого  гена,  что  позволит  повысить  вероятность  связывания  АСО  с 
таргетом. Кроме того, олигонуклеотиды должны соответствовать 
следующим требованиям: длина 15–20 нуклеотидов, процент Г/Ц 
40–65%  и  температура  плавления  находится  в  диапазоне  55-70°C. 
Добавление тиофосфатных модификаций позволило предотвратить 
деградацию АСО внутриклеточными нуклеазами. В итоге было соз-
дано 38 дизайнов олигонуклетидов для последующего отбора.

Первичный скрининг позволил определить цитотоксическое 
действие АСО после трансфекции их в клетки. В эксперименте ис-
пользовалась адгезионная клеточная линия аденокарциномы яич-
ника — SKOV-3. Жизнеспособность клеток оценивалась с использо-
ванием МТТ-теста — колориметрического анализа, основанного на 
способности никотинамид-β-аденин динуклеотид фосфат (НАДФ-
Н)-зависимых клеточных ферментах преобразовывать тетразолие-
вый краситель в нерастворимые кристаллы формазана характерного 
фиолетового цвета [5].
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Для культивации клеток использовалась среда ДМЕМ с добавле-
ние эмбриональной сыворотки (10%) и антибиотика Гентамицина. 
За 24 ч до эксперимента, клетки были высеяны в 96-луночные план-
шеты с плотностью 5х103 клеток/лунка для инкубации в течение 24 
часов и 4х103 клеток/лунка для инкубации в течение 48 часов. По-
сле прикрепления клеток производилась трансфекция нуклеиновых 
кислот путем липосомальной доставки (Molecta, Россия) с финаль-
ной концентрацией 250 нМ. Контрольные образцы включали лун-
ки без липосомального премикса и без АСО. С целью повышения 
эффективности трансфекции была использована ростовая среда без 
добавления антибиотика. После инкубации 24–48 ч оценивалась 
метаболическая  активность  клеток.  Для  этого  был  внесен  раствор 
МТТ (5 мг/мл) в объеме 10% от конечного объема с последующей 
инкубацией 3 ч в CO2 инкубаторе. После удаление надосадка, кри-
сталлы формазана были растворены в ДМСО. Анализ оптического 
поглощения  проводили  на  планшетном  спектрофотометре  (Spark 
Tecan, Швейцария) при значениях длины волны 570 нм. Далее про-
цент живых клеток определялся как отношение поглощения в экс-
периментальной лунке к контрольной с вычетом базовой линии, а 
именно поглощение соответственного объема ДМСО.

Результаты трех независимых экспериментов показали наиболее 
цитотоксичные АСО, максимально снизившие процент жизнеспо-
собных клеток после 24 и 48 ч инкубации (рис. 1).

Для вторичной селекции был проведен анализ уровня внутри-
клеточных  эстераз,  уровень  активности  которых  сигнализирует 

Рис. 1. Оценка жизнеспособности клеток SKOV-3 после трансфекции АСО 
через 24 и 48 ч инкубации при финальной концентрации 250 нМ. По оси 
абсцисс — подавляемые гены; по оси ординат — процент живых клеток
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о клеточном стрессе. Для этого использовался флуоресцентный кра-
ситель Calcein AM (Invitrogen, США), который способен проникать 
свободно через клеточную мембрану и при гидролитическом взаи-
модействии с ферментами образует кальцеин, который способен 
оставаться внутри клеток.

Условия культивации клеток аналогичны описанным ранее. Для 
эксперимента  клетки  высеивали  в  24-луночный  планшет  в  коли-
честве 2×104 клеток/лунку. Трансфекция нуклеиновых кислот про-
водилась с финальной концентрацией 250 и 100 нМ после 24 ч ин-
кубации.  Анализ  проводился  с  помощью  проточной  цитометрии 
(CytoFlex Beckman Coulter, США) в канале FITC.

Результаты эксперимента показали, что АСО для генов DYNC1I2 
и DARS1 оказались наиболее токсичными для раковых клеток. Уро-
вень клеточного стресса достиг 43% при концентрации 100 нМ и 
65% при 250 нМ (рис. 2).

Рис. 2. Оценка снижения метаболической активности клеток SKOV-3 
после трансфекции АСО через 24 ч инкубации при финальной концентра-
ции: а — 250 нМ; б — 100 нМ. По оси абсцисс — подавляемые гены; по оси 

ординат — процент клеточного стресса

 
 

а)

б)
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Высокая эффективность при сравнительно низких концентраци-
ях свидетельствует о критической важности функции упомянутых 
генов и об рациональности дизайна АСО.

Таким образом, в ходе исследования были получены два потен-
циальных терапевтических агента. В дальнейшем скрининг библи-
отеки  АСО  будет  применен  для  более широкого  числа  клеточных 
линий, а также подробно изучены механизмы клеточной гибели.

Данная работа выполнена при поддержке федеральной програм-
мы «Приоритет 2030».
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Предложена методика определения концентрации хлорида натрия  

в физиологическом растворе без использования нитрата серебра. Зна-
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Ключевые слова: физиологический раствор, хлориды, индикаторные 
бумаги, газовая экстракция, колориметрия.
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SALINE PRODUCTION CONTROL USING REACTIVE INDICATOR 
PAPERS, IMPREGNATED WITH METHYL ORANGE

A method for determining the concentration of sodium chloride in a physi-
ological solution without the use of silver nitrate is proposed. A significant re-
duction in the cost of reagents is an important aspect when conducting mass 
analyzes in production control. 

Keywords: saline, chlorides, indicator papers, gas extraction, colorimetry.

Физиологический раствор (водный раствор натрия хлорида с 
массовой долей ω(NaCl)=0,9%) широко используется в медицин-
ской практике для инъекций, ингаляций и т.д. Как и все фарма-
цевтические препараты, допущенные к применению, его качество 
подвергается обязательному контролю по методикам, приведен-
ным в Государственной фармакопее [1]. Для препаратов, содержа-
щих хлорид-ион, предусмотрено аргентометрическое титрование 
по методу Мора. Метод прост в исполнении, но является доста-
точно дорогостоящим в связи с использованием нитрата серебра 
в качестве титранта. Поэтому поиск альтернативных методик, по-
зволяющих снизить стоимость анализа, является актуальной зада-
чей.

Целью настоящей работы являлось изучение возможности опре-
деления хлорид-ионов в физиологическом растворе с использова-
нием газовой экстракции хлора и реактивной индикаторной бумаги 
(РИБ), модифицированной метиловым оранжевым. Ранее данные 
РИБ и аналогичные индикаторные средства были успешно приме-
нены в анализе объектов окружающей среды и некоторых пищевых 
продуктов [2-10]. Методика изготовления РИБ описана в работе [2] 
и реализуется в лабораторных условиях с использованием доступ-
ных реагентов. 

Определение проводится в реакционной системе [1] (см. рисунок 
1) по следующей схеме:

– аликвота анализируемого раствора объемом 0,5 мл помещается 
в реакционный сосуд, добавляются серная кислота и перманганат 
калия, в индикаторное устройство вставляется полоска РИБ, вклю-
чается микрокомпрессор и проводится газовая экстракция образую-
щегося хлора (20 мин); 
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– после завершения экстракции полоска РИБ извлекается и ска-
нируется на офисном сканере;

– окраска реакционной зоны РИБ, которая изменяется от розо-
вой до белой в зависимости от концентрации хлорида натрия, опи-
сывается координатами цвета в системе RGB с использованием про-
граммы Adobe PhotoShop;

– по предварительно построенному на модельных растворах гра-
дуировочному графику определяется концентрация хлорида натрия 
в анализируемом растворе.

Апробацию методики проводили на различных партиях препара-
та трех российских производителей. Данные представлены в табли-
це 1 и демонстрируют хорошую сходимость результатов с контроль-
ным методом. 

Рис. 1. Реакционная система в процессе проведения газоэкстракционного 
определения хлорида натрия
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Таблица 1. Результаты анализа физиологического раствора  
цветометрическим и титриметрическим методами  

(n=5; P=0.95; Fтеор=6.59; t=2.78)

Образец

Определено NaCl, ω, %

FэкспЦветометрия Титриметрия

X ± δ Δ (%) Sr X ± δ Δ (%) Sr 

1 0,91±0,02 2,2 0,018 0,89±0,03 3,3 0,027 2,25

2 0,88±0,02 2,3 0,028 0,86±0,02 1,1 0,018 2,78

3 0,91±0,03 3,3 0,026 0,92±0,04 4,3 0,035 1,78

По метрологическим характеристикам разработанная методика 
не уступает аргентометрии и может быть рекомендована для кон-
троля производства физиологического раствора. Общее время еди-
ничного определения составляет 30 минут, что превышает время 
титриметрического определения. Однако основным достоинством 
методики  является  её  экономичность  благодаря  исключению  до-
рогостоящего нитрата серебра: расходы сокращаются в 105 раз. Это 
особенно важно при проведении массовых анализов в контроле 
фармацевтического производства.
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МНОГОВАРИАНТНОСТЬ  

ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ РЕАКЦИЙ  
КАК СЛЕДСТВИЕ ОТСУТСТВИЯ ОГРАНИЧЕНИЙ НА УСЛОВИЯ 

ИХ ПРОТЕКАНИЯ
Рассмотрена смесь нескольких потенциальных окислителей, вос-

становителей и индифферентных веществ. Произведен анализ воз-
можных окислительно-восстановительных процессов. Зависимость 
электродного потенциала от рН водного раствора получена с исполь-
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зованием уравнения Нернста. Численно получены решения системы 
уравнений для выявленных процессов с участием одного окислителя и 
одного восстановителя во всем диапазоне рН. Показано, что отсут-
ствие ограничений на протекание реакций приводит к множественным 
продуктам и неоднозначности конечного результата процессов. 

Ключевые слова: окислительно-восстановительная реакция, элек-
тродный потенциал, уравнение Нернста, константа равновесия, ЭДС, 
равновесная концентрация.
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North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov,

St. Petersburg
MULTIVARIANCE OF REDOX REACTIONS AS A CONSEQUENCE  

OF THE ABSENCE OF RESTRICTIONS ON THE CONDITIONS  
OF THEIR COURSE

Mixture of several potential oxidizing agents, reducing agents and indifferent 
substances is considered. The analysis of possible redox processes is carried out. 
The dependence of the electrode potential on the pH of the aqueous solution is 
obtained using the Nernst equation. Solutions of a system of equations for the 
identified processes involving one oxidizer and one reducing agent in the full 
pH range are numerically obtained. It is shown that the absence of restrictions 
on the conditions of the reactions leads to multiple products and ambiguity of 
the final result of the processes.

Keywords: redox reaction, electrode potential, Nernst equation, equilibrium 
constant, EMF, equilibrium concentration.

Окислительно-восстановительные реакции (ОВР) как процессы, 
протекающие  с  переносом  электронов,  выделяются  среди  других 
химических превращений специфическими механизмами и боль-
шими  тепловыми  эффектами,  а  также  возможностью  достаточно 
точно рассчитать изменение свободной энергии на основе электро-
дных потенциалов. Связь ΔЕ0  —  электродвижущей  силы  (ЭДС)  с 
константой равновесия K позволяет составить математические си-
стемы уравнений, аналитическое или числовое решение которых 
дает значения концентраций реагентов и продуктов, которые соот-
ветствуют концентрациям  в  реальном  эксперименте. В настоящей 
работе математический алгоритм решения систем уравнений при-
менен для анализа возможных ОВР и соответствующих продуктов в 
случае исходной смеси, содержащей калий(I) перманганат, калий(I) 
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гидрофосфат, барий (II) бромид, медь (II) карбонат, бромоводород, 
фосфин и вода [1]. Ограничения на условия реакций не накладыва-
лись. Отметим, что эффективными способами создания стимуляци-
онно-мотивирующих ситуаций при изучении окислительно-восста-
новительных процессов (ОВР) являются химический эксперимент и 
познавательные задания [2, 3].

Необходимо указать, что на протекание ОВР и на значение элек-
тродного потенциала оказывает влияние температура, концентра-
ция, давление и кислотно-щелочной характер среды. Значительные 
изменения электродные потенциалы претерпевают при протекании 
процессов в водных растворах. В таком случае необходимо указать, 
что агрегатное состояние веществ. Примем допущение, что соли — 
твердые вещества, но в случае бромоводорода и фосфина необхо-
димо указать значение давления, по умолчанию примем давление 
стандартное — 1 атм. Опишем необходимые для расчета физико-хи-
мические характеристики реагентов, способных к ОВР. 

Калия перманганат. Окислитель, свойства которого значительно 
зависят от агрегатного состояния и от рН водного раствора. Запи-
шем возможные превращения марганца. Влияние активностей ио-
нов, в частности рН и парциального давления газа, рассчитывается 
по уравнению Нернста для окислительно-восстановительного элек-
трода первого рода. Приведены аналитические уравнения Нернста 
только для тех процессов, которые могут иметь значение в исследу-
емой смеси веществ [4].

В кислой среде, pH 0-5:
В кислой среде, pH 0-5:

Mn2+ + 2e=Mn     E0=-1.18B  (1)
Mn3+ + 1e=Mn2+    E0=+1.51B  (2)
MnO2 + 4H+ + 1e=Mn3+ + 2H2O  E0=+0.95B  (3)
MnO4

2- + 4H+ + 2e=MnO2 + 2H2O  E0=+2.26B  (4)
MnO4

1- + 1e=MnO4
2-    E0=+0.56B  (5)

E(MnO4
-, MnO4

2-)=+0.56 +  ln a(MnO4
-) —  ln a(MnO4

2-) =
= lg a(MnO4

-) — 0.06 lg a(MnO4
2-)

MnO2 + 4H+ + 2e=Mn2+ + 2H2O  E0=+1.23B  (6)
MnO4

- + 4H+ + 3e=MnO2 + 2H2O  E0=+1.70B  (7)
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E(MnO4
-, 4Н+, MnO2)=+1,70 + 0.08 lg a(H+) + 0.02 lg a(MnO4

-)
MnO4

- + 8H+ + 5e=Mn2+ + 4H2O   E0=+1.51B   (8)

E(MnO4
-, 5Н+, Mn2+)=+1,51 + 0.048 lg a(H+) + 0.012 lg a(MnO4

-) — 
0.06 lg a(Mn2+)

В щелочных растворах рН 9-14:
MnO2 + 2Н2О + 2e=Mn(OH)2 + 2OH- E0=-0.05B  (9)
Mn(OH)3 + e=Mn(OH)2 + OH-  E0=-0.10B (10)
MnO4

- + 2Н2О + 2e=MnO2 + 4OH- E0=+0.60B  (11)

Фосфин РН3. Восстановитель, окисляется на воздухе и образует 
с воздухом взрывчатые смеси [5]. В отличие от аммиака не образует 
водородных связей и незначительно растворим в воде. Показатель 
константы диссоциации фосфина как кислоты в водном растворе 
рKa ~ 29, как основания pKb ~ 26, следовательно фосфин не проявля-
ет ни кислотных, ни основных свойств, но его потенциал значитель-
но зависит от кислотно-щелочного характера раствора:

P + 3H+ +3e=PH3(газ)  E0=+0.06B  (12)
E(P, 3Н+, PH3)=+0.06 — 0.02 lg p(PH3) + 0.06 lg a(H+)
P + 3H2O +3e=PH3 + 3OH-

   E0=-0.89B (13)
E(P, PH3)=-0.89 + 0.02 lg p(PH3) — 0.06 lg a(OH-)
Для меди с различными степенями окисления:
Cu2+ + 1e=Cu1+     E0=+0.15B (14)
Cu2+ + 2e=Cu        E0=+0.34B (15)
Cu1+ + 1e=Cu     E0=+0.52B (16)
Cu2O + H2O + 2e=2Cu + 2OH-   E0=-0.36B (17)
2Cu(OH)2 + 2e=Cu2O + 2OH- + H2O   E0=-0.08B (18)

Есть информация об изменении потенциала меди в присутствии 
различных анионов.



121

Бромоводород при давлении 1 атм. и температуре 25°С — это газ 
с плотностью 3,307 г/л, однако давление насыщенного пара состав-
ляет 2.303 МПа (21°С), поэтому отсутствие ограничений на давление 
в реакторе приводит к неоднозначным результатам расчета. Восста-
новитель, с энергией ионизации 11,62 эВ [6]. Водный раствор бро-
моводорода является сильной кислотой pKa ~ -9. Укажем полуреак-
ции бромид-иона, имеющие значение в настоящем исследовании:

Br2 + 2e=2Br-   E0=+1.07B   (19)
E(Br2, 2Br-)=+1.07 — 0.06 lg a(Br-)
в кислом растворе:
BrO3

- + 6H+ + 5e=0.5Br2 + 3H2O  E0=+1.52B  (20)
HBrO + H+ + 1e=0.5Br2 + H2O E0=+1.59B  (21)
в щелочном растворе:
BrO3

- + 3H2O + 6e=Br- + 6OH-  E0=+0.61B  (22)

E(BrO3
-, Br-)=+0.61 + 0.01 lg a(BrO3

-) — 0.01 lg a(Br-) — 0.06 lg a(OH-)

BrO- + H2O + 2e=Br- + 2OH-  E0=+0.76B  (23)

E(BrO-, Br-)=+0.76 + 0.01 lg a(BrO-) — 0.03 lg a(Br-) — 0.06 lg a(OH-)

Для карбонат-иона укажем процесс:
MnCO3 + 2e=Mn + CO3

2-  E0=-1.48B  (24)
Фосфат ионы в кислой среде:
H3PO4 + 2H+ + 2e=H3PO3 + H2O  E0=-0.28B  (25)
и в щелочной:
PO4

3- + 2H2O + 2e=HPO3
2-

 + 2OH- E0=-1.12B  (26)

Существенные процессы с участием кислорода в кислой среде:
O2 + H+ + 1e=HO2   E0=-0.13B  (27)
2H+ + 2e=H2    E0=0.00B  (28)
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E(Н+, Н2)= ln =0.06 lg a(H+) — 0.03 lg p(H2) 

O2 + 4H+ + 4e=2H2O   E0=+1.23B  (29)

E(О2, Н+)=+1,23 + ln a(H+) +  p(O2)= 1.23 + 0.06 lg a(H+) + 
+ 0.06lgp(O2)

В щелочной:
O2 + 2H2O + 4e=4ОН-     E0=+0.40B 

 (30)

E(О2, OН-)=+0.40 + ln   —  a4(OH-)=0.4 + 0.015 lg 
p(O2) — 0.24 lg a(OH-)

На рис. 1 в графическом виде представлены изменения электродных 
потенциалов окислителей и восстановителей в зависимости от рН.

Протекание ОВР следует характеризовать константой равнове-
сия, которая связана со стандартным значением ЭДС (ΔЕ0) извест-
ным соотношением:

ΔЕ0= lnK, или lgK=  ΔЕ0    (31)

Работа окислительно-восстановительного процесса выразится:

W=RTlnK + RTln  =41273 z ΔЕ0 + 2476 lg   (32)

где произведение текущих концентраций участников реак-
ции, z — число электронов в сбалансированной реакции [7]. 
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Расчет концентраций возможных продуктов ОВР произведен пу-
тем решения систем уравнений, включающих уравнения Нернста 
для полуреакций (5,7,8,12,13,22,23,29,30), разбитых попарно окис-
литель + восстановитель и уравнения (32). Для упрощения расчета, 
протекание одновременно нескольких ОВР исключалось [8]. Ре-
зультаты представлены на рис. 2.

Следовательно, можно сделать вывод, что отсутствие ограниче-
ний на протекание реакций при конкретных значениях рН только 
для процессов в водных растворах (возможны и гетерогенные про-
цессы без участия воды) приводит к многочисленным конкурирую-
щим ОВР, множественным продуктам и неоднозначности конечно-
го результата процессов. 

Рис. 1. Зависимость значения электродного потенциала Е от значения рН. 
Окислители показаны сплошными линиями, восстановители —  

пунктирными, номера соответствуют тексту
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МУЛЬТИСЕНСОРНАЯ ПОТЕНЦИОМЕТРИЧЕСКАЯ СИСТЕМА 
АНАЛИЗА СЛОЖНЫХ МНОГОКОМПОНЕНТНЫХ СМЕСЕЙ  

С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ВЫСОКО- И НИЗКОСЕЛЕКТИВНОГО 
ЖЕЛЕЗНЫХ ЭЛЕКТРОДОВ

Показано, что даже достаточно простая потенциометрическая 
система, состоящая всего из двух измерительных электродов (мем-
бранного, селективного на Fe3+ ионы, и низкоселективного железного 
«электрода 1-го рода») и одного хлорсеребряного электрода сравнения, 
может быть использована для достаточно тонкого анализа состава 
таких сложных многокомпонентных смесей, какой является молоко 
(представляющее собой пример одной из широко распространённых 
биологических жидкостей, анализ которых весьма важен в современ-
ной диагностической медицинской практике; а кроме того являющееся 
одной из важных составляющих питания человека). 

Ключевые слова: потенциометрия, многокомпонентные смеси, 
мультисенсорные системы.
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MULTISENSORY POTENTIOMETRIC SYSTEM FOR ANALYSIS  
OF COMPLEX MULTICOMPONENT MIXTURES USING HIGH  

AND LOW SELECTIVE IRON ELECTRODES
It has been shown that even a fairly simple potentiometric system, consist-

ing of only two measuring electrodes (a membrane selective for Fe3+ ions, and 
a low-selective iron «electrode of 1st kind») and one silver chloride reference 
electrode, can be used for a fairly detailed analysis of the composition of such 
complex multicomponent mixtures, such as milk (which is an example of one 
of the widespread biological fluids, the analysis of which is very important in 
modern diagnostic medical practice; and in addition, it is one of the important 
components of human nutrition).

Keywords: potentiometry, multicomponent mixtures, multisensory systems.

В последнее время наметилась отчетливая тенденция к возрас-
танию роли сенсоров в решении самых разнообразных задач хими-
ческого анализа [1, 2]. Одной из таких задач является оценка каче-
ства пищевой продукции, поскольку это напрямую влияет на  здо-
ровье населения. Причем в последнее время эта задача становится 
всё более актуальной, поскольку, во-первых, вследствие развития 
технологий производства пищевых продуктов, в последнее время 
они включают в себя всё большее количество функциональных до-
бавок и посторонних веществ, имеющих различное происхождение 
и  уровень  токсичности  для  здоровья  человека  [3].  А  во-вторых,  в 
частности, одной из наиболее распространённых причин патоло-
гий сердечно-сосудистой системы и желудочно-кишечного тракта 
человека является даже не уровень токсичности потребляемых им 
продуктов  питания,  а  просто  их  несбалансированность. При  этом 
важно помнить, что сбалансированное питание, в современном его 
понимании, подразумевает не только соблюдение человеком норм 
потребления белков, жиров и углеводов, но и восполнение дефи-
цита микроэлементов, витаминов и других биологически активных 
веществ, регулирующих различные метаболические процессы, про-
текающие в организме человека, а также нормальное развитие со-
существующей с ним микробиоты и т.п.
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В свою очередь, в силу многообразия и сложности состава про-
дуктов питания всё труднее становится отслеживать уровни содер-
жания в них микробных патогенов, тяжелых металлов, различных 
пищевых добавок, биотоксинов, остатков агрохимикатов и других 
потенциально опасных составляющих. Поэтому требуется разработ-
ка  всё  более  эффективных  инструментов  для  контроля  качества  и 
потенциальной токсичности, а также анализа свойств и состава раз-
личных пищевых продуктов [4–6].

Одним из способов решения этой задачи является использование 
мультисенсорных систем — в качестве которых в последнее время 
всё более активно применяются наборы как высоко-, так и низко-
селективных химических сенсоров, обладающих перекрёстной чув-
ствительностью к различным компонентам оцениваемых смесей, 
сигналы от которых обрабатываются с помощью различных мате-
матических методов («главных компонент», кластеризации данных, 
распознавания образов и т.п.) для выделения из исходных данных 
наиболее значимой и наглядной для дифференцировки анализируе-
мых образцов информации. 

Применимость одной из таких систем к оценке качества молоч-
ной продукции (которая, с одной стороны, до сих пор является одной 
из важнейших составляющих питания человека, а с другой стороны, 
представляет собой пример одной из широко распространённых био-
логических жидкостей, анализ которых весьма важен в современной 
диагностической медицинской практике) как раз и исследовалась в 
этой работе.

Упомянутая  система  состояла  из  одного  хлорсеребряного  элек-
трода  сравнения  и  двух  измерительных  электродов  (мембранного, 
селективного на Fe3+ ионы, и низкоселективного железного «элек-
трода 1-го рода»). С помощью этой системы были проведены пря-
мые потенциометрические измерения ионного состава 12 образцов 
пастеризованного молока 3,2% жирности от разных производителей, 
имевших разные степени «свежести» и «разбавленности». Кроме 
того, была проведена оценка селективности использовавшихся изме-
рительных электродов к разным видам ионов с помощью растворов, 
содержавших разные, заранее известные концентрации этих ионов.

В результате, на основании проведённых исследований была 
подтверждена селективность использовавшегося мембранного 
электрода к редокс потенциалу анализируемых растворов и присут-
ствию в них Fe3+, OH–, Ag+ и Hg2+ ионов; а также значительная сте-
пень перекрёстной чувствительности использовавшегося железного 
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«электрода 1-го рода» к редокс потенциалу анализируемых раство-
ров и присутствию в них Al3+, Fe3+, Ni2+ и Cu2+ ионов (притом, что к 
присутствию Na+, K+ и Zn2+ ионов этот электрод оказался практи-
чески нечувствителен, а к присутствию Ca2+ и Mg2+ ионов — мало-
чувствителен). 

Система же из двух вышеупомянутых измерительных электродов 
позволила достоверно дифференцировать анализируемые образцы 
молочной продукции как по степени их «свежести» (выражавшейся 
в «закисленности», вследствие жизнедеятельности молочнокислых 
бактерий), так и по степени «модельной сфальсифицированности» 
анализируемых образцов (вследствие разбавления их водой вместо 
обезжиренного молока).

Таким  образом,  проведенные  исследования  подтвердили,  что 
даже  простая  трехэлектродная  потенциометрическая  система  при 
правильном подборе  составляющих  ее  электродов может  быть ис-
пользована для достаточно тонкого анализа состава таких сложных 
многокомпонентных смесей, какой является молоко (представля-
ющее собой пример одной из широко распространённых биоло-
гических жидкостей, анализ которых весьма важен в современной 
диагностической медицинской практике; а кроме того являющееся 
одной из важных составляющих питания человека). В дальнейшем 
же мы собираемся развивать это направления, используя системы с 
существенно большим количеством взаимодополняющих сенсоров 
с последующей «интелектуальной» математической обработкой по-
лучаемых от этих сенсоров сигналов с применением методов много-
мерного статистического анализа, «машинного обучения» и т.д.
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СИНТЕЗ СЕКОСТЕРОИДОВ ЭСТРАНОВОГО РЯДА

Исследованы методы синтеза 13,14-секо аналогов эстрогенов. По-
казано, что обработка гидрокситозилатов основанием приводит к 
промежуточному образованию аниона. Элиминирование тозильной 
группировки протекает с разрывом С13-С14-связи и приводит к обра-
зованию секостероида. Протекание реакции зависит от конфигурации 
гидроксильной группы при С14 и тозильной группы при С17. Синтезиро-
ванные соединения являются сравнительно устойчивыми и могут быть 
использованы для поиска новых лекарственных препаратов.

Ключевые слова: стероиды, секостероиды, гидроксилирование, ги-
дрокситозилаты.
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SYNTHESIS OF ESTRANE SECOSTEROIDS
Methods for the synthesis of 13,14-seco androgen analogs have been in-

vestigated. It has been shown that the treatment of hydroxytosylates with a 
base leads to the intermediate formation of an anion. The elimination of the 
tosyl group leads to the breaking of the C13-C14 bond and the formation of a 
secosteroid. Reaction depends on the configuration of C14 hydroxyl group and 
C17 tosyl group at. The synthesized compounds are relatively stable and can be 
used to search for new drugs.

Keywords: steroids, seco steroids, hydroxylation, hydroxytosylates.
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Разработка методов синтеза производных эстрана — одна из ос-
новных задач органической химии в последние десятилетия. Биоло-
гическая активность стероидных гормонов тесно связана с особен-
ностями их химической структуры. Многие секостероиды, выделен-
ные из растительного и животного сырья, являются биологически 
активными веществами. Они могут быть перспективны в медицине 
и сельском хозяйстве. Научный интерес, проявляемый к изучению 
методов синтеза производных эстрана, вызван тем, что биологиче-
ская активность может зависеть от наличия тетрациклического сте-
роидного скелета [5].

Одним из направлений исследований по получению стероидов 
с необычным углеродным скелетом стали работы автора по синтезу 
13,14-секостероидов [6]. Была исследована реакция радикального 
окисления 14α-гидроксипроизводных, содержащих различные за-
местители при C17. В качестве окислителей применяли тетраацетат 
свинца, оксид осмия (VIII) и церий аммоний нитрат [7].

Незначительное количество С13-С14-секостероидов были ранее 
выделены из растительного сырья. Выделенные из листьев одно-
летнего растения Fhysalis minima физалины, обладают протовово-
спалительным действием, проявляют ингибиторную активность 
к росту некоторых раковых клеток человека [2]. Ранее исследова-
лась иммуномодулирующая и ингибиторная активность физалинов 
в образовании лимфоцитов и цитокининов при трансплантации. 
Использование фитостероидов при лечении различных иммуно-
зависимых патологий целесообразнее из-за низкой токсичности.  
У выделенных из растительного сырья и синтезированных С13-С14-
секопроизводных эстрана не была точно установлена конфигурация 
С13. Кроме исследования методов синтеза секостероидов и проведе-
ния дальнейших химических преобразований, бала поставлена за-
дача установить стереохимию полученных соединений.

В качестве исходного соединения для синтеза 14β-гидрокси-
17β-тозилата в настоящей работе использовался 3-метокси-7α-
метилэстра-1,3,5(10),15-тетраен-17-он 2  (рис. 1), который получили 
путем снятия диоксалановой группировки в ацетоне в присутствии 
водного раствора толуолсульфокислоты при комнатной температу-
ре в течение 20 ч с высоким выходом. В ИК спектре кетона 2 появ-
ляются сигналы валентных колебаний карбонильной группы (1770 
см-1). 17β-Гидрокси-3-метокси-7α-метилэстра-1,3,5(10),14-тетраен 
3, получен путем перегруппировки на силикагеле в присутствии три-
этиламина с последующим восстановлением литий алюмогидридом.  
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Следующей задачей являлось превращение спирта 3 в эпоксид. Эпок-
сидирование, проведенное с помощью м-хлорнадбензойной кисло-
ты, протекало с образованием двух изомеров 14α,15α-эпоксида 5 и 
14β,15β-эпоксида  4  в  соотношении  1:3.  Доказательством  правиль-
ности приписания конфигурации 14β,15β-эпоксида 4, выделенного 
с выходом 58%, послужил рентгеноструктурный анализ специально 
синтезированного позже диацетата 12.

Рис. 1.

В масс-спектре 17β-гидрокси-3-метокси-14β,15β-эпокси-7a-
метилэстра-1,3,5(10)-триена  4  присутствует  пик  молекулярного 
иона соответствующий брутто формуле С20Н27О3 (m/z =375). Вос-
становлении β-эпоксида  4  литий  алюмогидридом  с  последующим 
тозилированием привело к образованию соединения 6 (рис. 2). В 
спектре ПМР присутствует синглет с δ 2.45 м.д., принадлежащий 
протону при С17. Фрагментация 14β-гидроки-17β-тозилата 6 про-
текала под действием сильного основания и привела с умерен-
ным выходом (52%) к секостероиду 7. 3-Метокси-7α-метил-13,14-
секоэстра-1,3,5(10),13(17)E-тетраeн-14-oн  синтезировали  следую-
щим  образом:  к  смеси  диметилсульфоксида  (5  мл)  и NaH  (80%,  
288 мг, 9,6 ммоль), выдержанной под аргоном при температуре  
40° C в течение 1 ч, добавили раствор тозилата 6 (290 мг, 0.64 ммоль)  
в диметилсульфоксиде (3 мл). Реакционную смесь перемешивали 
при температуре 40° C в течение 1 ч. Затем разбавили насыщенным 
раствором NaCl и экстрагировали этилацетатом. Органический слой 
высушили над безводным сульфатом натрия и упарили в вакууме. 
Остаток  нанесли  на  колонку  с  силикагелем  и  элюировали  смесью 
петролейного  эфира  и  этилацетата  (10:1).  Выделено  100  мг  (52%) 
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3-метокси-7α-метил-13,14-секоэстра-1,3,5(10),13(17)E-тетраен- 
14-она 7. Т. пл. 103-105°C (этанол). ИК (cм-1): 1710, 1620, 1510, 1465, 
1325, 1245. 1H ЯМР δ: 0.95 (д, 3Н, J=7 Гц, 7-Me), 1.87 (с, 3H, 18-Ме), 
3.78 (с, 3H, OMe), 5.44 (м, 1H, C17-H), 6.50-7.30 (м, 3H, фенил). 13C 
ЯМР  δ: 16.8, 18.6, 21.6, 29.1, 34.6, 38.4, 39.6, 40.6, 41.8, 55.0, 59.8, 
112.4, 112.9, 122.6, 129.4, 131.5, 137.8, 138.1, 156.9, 217.7. ВРМС со-
держит пик молекулярного иона с m/z=299.2010, соответствующий 
формуле С20Н27О2 .

Рис. 2.

Далее были предприняты попытки стереоселективного гидрок-
силирования енона 7 (рис. 2). В результате его окисления ком-
мерческой  смесью  AD-mix-β, содержащей п-хлорбензоат диги-
дрохинидина была выделена смесь спиртов. Аналогичная картина 
наблюдалась при гидроксилировании по Шарплесу AD-mix-α. Со-
отношение изомеров в обоих случаях было приблизительно одина-
ковым и не зависело от катализатора. Но полученные продукты ока-
зались нестабильными. Диолы 8 удалось получить с выходом 90% 
после окисления эквимолярным количеством OsO4. Попытки раз-
делить изомеры оказалась неуспешными. Это удалось осуществить 
проведя реакцию восстановления по Сверну, в результате чего были 
выделены триолы 9 и 10. Далее с еноном 7 была осуществлена цепь 
химических превращений. Стереоселективное восстановление  
С14-кетогруппы было осуществлено с помощью лития алюмогидри-
да с выходом 87%. В спектре ПМР появился дополнительный сиг-
нал в виде мультиплета с δ 4.04 м.д., характерный для гидроксиль-
ной группы.
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Объяснение стереоселективности последней реакции вытекает 
из молекулярной модели, согласно которой двойная связь в девя-
тичленном цикле 11 ориентирована таким образом, что атака борги-
дридом возможна только с одной стороны молекулы. 

Использование спектроскопии ядерного магнитного резонанса 
не позволяло сделать однозначный вывод о стереохимии углерод-
ных атомов С13, С14, С17. Рентгеноструктурный анализ стал методом 
решения данной проблемы. Для этого был специально синтезиро-
ван (13R,14S,17S)-14,17-диацетокси-3-мeтокси-7α-мeтил-13,14-
сeкоэстра-1,3,5(10)-триен 12 (рис. 3). Рентгеноструктурный анализ 
данного соединения позволил однозначно приписать стереохимию 
С13 после расщепления С13 — С14 связи. 

Рис. 3.

Вывод. Разработка методов получения 13,14-секостероидов пред-
ставляет большой научный и практический интерес в плане обога-
щения арсенала синтетических методов в химии стероидов, а также 
для получения потенциально биоактивных соединений, которые в 
настоящее время недоступны для исследователей вследствие отсут-
ствия методов их синтеза. 
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СИНТЕЗ И ВОЗМОЖНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ В МЕДИЦИНЕ 

АЛЬБУМИНОВЫХ ГИДРОГЕЛЕЙ
Данная статья является продолжением наших предыдущих работ. 

В ней продемонстрирована возможность синтеза белкового пористого 
материала с помощью тепловой и индуцированной агрегации бычьего 
сывороточного альбумина, а также с использованием катализаторов 
полимеризации. Широкая доступность альбумина делает данный белок 
удобным объектом для синтеза на его основе бионосителей для различ-
ных лекарственных веществ, белков и др., а также его использование в 
качестве биосорбента.
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SYNTHESIS AND POSSIBLE USE OF ALBUMIN HYDROGELS  

IN MEDICINE
This paper is a continuation of our previous papers. It demonstrates the 

possibility of synthesis of protein porous material using thermal and induced 
aggregation of bovine serum albumin, as well as using polymerization catalysts. 
The wide availability of albumin makes this protein a convenient object for the 
synthesis of biocarriers based on it for various drugs, proteins, etc., as well as 
its use as a biosorbent.

Keywords: gelation of proteins, biodegradable matrix, substrate for 
cytological cultures.

Введение. Разработка биосовместимых нетоксичных полимеров, 
обеспечивающих направленный, пролонгированный транспорт ле-
карственных веществ с их выделением непосредственно в очаге по-
ражения, минуя желудочно-кишечный тракт и печень (где они мо-
гут частично инактивироваться и оказывают токсическое действие), 
остается актуальной задачей, не менее важной, чем разработка и 
синтез самого действующего лекарственного вещества.

Целью настоящего исследования является: синтез белково-пори-
стой матрицы на основе бычьего сывороточного альбумина в под-
тверждение теоретических данных. А также изучить свойства полу-
ченных гидрогелей.

Задачами, решаемыми в ходе исследования, являются:
– Определить состав и соотношение компонентов реакционной 

смеси, необходимой для синтеза белково-пористой матрицы.
– Установить и описать специфику механизма образования бел-

ково-пористой матрицы на основе бычьего сывороточного альбу-
мина устойчивую во внешней среде (рН среды, температура обра-
зования и время выдержки реакционной смеси в камере термостата; 
определить размеры белковых глобул). 
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– Описать строение и свойства новой белково-пористой матри-
цы — полученного образца геля БСА, полученного методом тепло-
вого и индуцированного гелеобразования, в том числе, полученного 
с использованием катализаторов полимеризации.

В процессе исследования было сделано предположение, что мож-
но создать нетоксичный белковый полимер, если сначала развер-
нуть все глобулы исходного белка (БСА), используя ацетилцистеин 
(АЦЦ); кроме того, прогреть полученную реакционную смесь на во-
дяной бане, — это еще больше «развернет»  глобулы БСА, а  затем, 
добавить денатурирующий агент, либо катализаторы полимеризации 
(имидазол, дибазол, гистидин [1, 2]), и, продолжать нагревать ре-
акционную  смесь.  Это  сделает  реакционную  смесь  более  концен-
трированной вследствие выпаривания воды, и увеличит вязкость 
раствора. По мере продолжения нагревания денатурация БСА вы-
зовет экспонирование слишком большого количества гидрофобных 
участков белка, а взаимодействия открытых гидрофобных участков, 
которые нестабильны в водной среде, приведет к агрегации белко-
вых молекул с образованием геля.

Рис. 1. Температурная зависимость свободной энергии денатурации БСА 
при рН 7,4 (20 мМ имидазольный буфер, 0,15 М NaCl): точка 1 — 

точка холодовой денатурации (T 1= -12 С); точка 2 — точка тепловой 
денатурации (T 2=71°С) [3].

На рисунке 1 [3,4] приводятся термодинамические параметры те-
пловой денатурации альбумина.

Согласно расчетам, выполненным д.х.н. В.Я. Гринбергом [3, 4], 
температурная  зависимость  свободной энергии денатурации белка 
лежит в широком интервале температур при рН=7.4. На представ-
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ленной кривой с пиком в интервале максимальной стабильности 
альбумина, точка 1 (Т1) — точка холодовой денатурации (T1=-12 °С); 
точка 2 (Т2) — точка тепловой денатурации (T2=71 °С). 

Последующее помещение реакционной смеси в камеру термоста-
та, или в криостат минимум на 24 часа, должно привести к усилению 
взаимодействия между отдельными частицами и, в результате, дол-
жен образоваться белковый гель: за счет сил когезии и за счет обра-
зования между молекулами БСА дисульфидных химических связей 
(-S-S-)  за  счет присутствия в реакционной смеси ацетилцистеина, 
обладающего сильными восстановительными свойствами.

Повышение концентрации ацетилцистеина и денатурирую-
щих агентов в исходных водных растворах БСА, — в растворе при 
упаривании его на водяной бане, сам по себе тоже не приводит к 
формированию устойчивого во внешних условиях геля [5,6]. Таким 
образом, можно сделать вывод: что для формирования устойчивого 
геля необходимо совместное действие денатурирующего агента, вос-
становителя (ацетилцистеина), концентрирование раствора во вре-
мя прогрева реакционной смеси на водяной бане, и, последующая 
экспозиция смеси в камере термостата, либо в криокамере не менее 
24 часов либо использование катализатора полимеризации (имида-
зола, гистидина и др.).

Основная часть. Были использованы: бычий сывороточный альбу-
мин (БСА), (BSA — Product number A2153, Fraction V, Sigma — Aldrich 
Company Ltd, Gillingham, UK). Растворы БСА 10 г/л получали мед-
ленным растворением лиофилизированного белка в дистиллиро-
ванной воде.

Мочевина (≥ 99.5%), ацетилцистеин (≥ 99.5%), дистиллирован-
ная вода, водный раствор бензойной кислоты, водный раствор эта-
нола, имидазол, дибазол, гистидин.

Применялись  методы  pH-метрии,  кондуктометрии,  световой 
микроскопии; термометрия с использованием хромель-копелевой 
термопары.

Известно, что средняя молярная масса нативного БСА при ком-
натной температуре составляет 6.6×104 г/моль, гидродинамический 
диаметр молекулы равен примерно 7 нм.

Расчеты: Чтобы рассчитать компоненты реакционной смеси 
следует  исходить  из  состава  молекулы  БСА. Мольная  концентра-
ция БСА в его растворе с концентрацией 100 мг/мл составляет 1.44 
ммоль/л, а общая концентрация остатков цистеина в нем составляет 
около 50.4 ммоль/л.
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Таким  образом,  концентрация  SS-связей  составляет  в  нем  25.2 
ммоль/л,  а  количество  свободных  SH-групп  составляет  примерно 
1.44 ммоль/л, соответственно. Следовательно, для приготовления 
исходного раствора для синтеза гидрогеля БСА мольное соотноше-
ние свободных SH-групп и растворенного ацетилцистеина должно 
быть близко к эквимолярному, но не более, иначе получится не гель, 
а более твердая структура [7].

Ацетилцистеин (N-ацетил-L-цистеин, NAC) — C5H9NO3S, Мо-
лярная масса 163.19 г/моль. Для полного насыщения S-S связей сво-
бодных SH-групп в водном растворе БСА потребуется не более 1.44 
ммоль ацетилцистеина, или 163.19·0.0144=2.35 г. В данном случае, 
было взято 1.2 г АЦЦ, то есть ацетилцистеин был взят в недостатке 
(50%). 

Карбамид (мочевина) — (NH2)2CO молярная масса 60.07 г/моль, 
необходим в качестве денатурирующего агента; карбамида брали 6 г, 
то есть 0.1 моль. Кроме того, карбамид, помимо денатурации, будет 
при гидролизе создавать в реакционной смеси среду с рН=5.5. Этот 
показатель  близок  к  изоэлектрической  точке  БСА  (рН=4.7)  [8,9], 
что будет способствовать устойчивости геля во внешних условиях. 
Зная  эти  свойства,  была  использована  именно  эта  концентрация, 
найденная опытным путем.

Этанол брали в количестве 100 мл 40% раствора.
Бензойную кислоту, — 1 г, растворенный в 100 мл воды.
Имидазол, дибазол, гистидин добавляли в раствор во время упа-

ривания, в количестве 50 мг на 1,2 г исходного сухого БСА.
Методика проведения экспериментов. Навеску сухого АЦЦ, мас-

сой 1,2 г, растворяли в мерном стаканчике в 100 мл дистиллиро-
ванной воды. Затем туда вносили навеску БСА массой 1,2 г, и пере-
мешивали до полного растворения. Это было сделано потому, что 
лиофилизированный бычий сывороточный альбумин относится к 
белкам крови, является глобулярным белком, и, сам по себе, очень 
плохо растворяется в воде. Полученные растворы сливали в фарфо-
ровую чашку прогревали и упаривали на водяной бане на 50% по 
объему.

К упаренному раствору добавляли денатурирующий агент (во-
дный раствор мочевины, — содержащего 6 г карбамида в 20 мл дис-
тиллированной воды; либо 1 г бензойной кислоты, растворенный в 
100 мл дистиллированной воды; либо 100 мл 40% водного раствора 
этанола). Либо вместо денатурирующего агента использовали ката-
лизатор полимеризации — гистидин (50 мг).
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Раствор перемешивали стеклянной палочкой и повторно упари-
вали на водяной бане до 10-15 мл. Приготовленную таким образом 
реакционную систему набирали в 20-миллилитровый пластиковый 
шприца, который герметизировали колпачком, и помещали в каме-
ру жидкостного термостата (горячую воду), с температурой (от 80 до 
90 oС), где выдерживали в течение 24 часов. В случае с использова-
нием катализаторов полимеризации, — шприцы с реакционной си-
стемой оставляли при комнатной температуре.

После  этого шприцы доставали, и, полученный  гидрогель БСА 
извлекали из шприца. Полученный образец представлял собой вяз-
копластическую массу, устойчивую во внешних условиях, как по-
казано на рис. 2.

Рис. 2. Образцы полученных гидрогелей

Результаты и их обсуждение. При изучении под световым микро-
скопом полученного образца было видно, что микроструктура полу-
ченного альбуминового геля (ув. 16×100) состоит из массы мелких 
шариков, между которыми имеется свободное пространство, то есть 
полученный гель имеет глобулярную пористую структуру.

Выводы. В результате проведенных исследований было установ-
лено следующее:

Прогревание реакционной смеси на водяной бане с упариванием 
раствора способствует не только его концентрированию, но и дает 
начало процессу агрегации молекул белка.
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Выявлено, что устойчивость белково-пористой матрицы на ос-
нове  бычьего  сывороточного  альбумина  (БСА)  достигается  при 
рН=5.5 — слабокислом  значении, близком к показателю изоэлек-
трической точки БСА, которое, в свою очередь, может достигаться 
в результате гидролиза мочевины, входящей в состав реакционной 
смеси [10].

Для формирования устойчивого геля бычьего сывороточно-
го альбумина необходимо совместное действие денатурирующего 
агента  (мочевины, или бензойной кислоты, или этанола),  восста-
новителя (ацетилцистеина), концентрирование раствора во время 
прогрева, и, сам прогрев реакционной смеси на водяной бане, а 
также последующая обработка полученной смеси в камере термо-
стата.

Температурные условия не влияют на процесс гелеобразования 
при введении в их состав имидазола или его производных [1-2,10]. 

В  этом  случае  образование  гелей  при  комнатной  температуре 
происходит в течение первых 15-30 минут после заполнения шпри-
цов. Таким образом, удалось значительно сократить время получе-
ния белково-пористых гелей.

Особенность опытов, проведенных с введением гистидина за-
ключается в том, что гистидин, являясь природным производным 
имидазола, оказывает влияние на процесс гелеобразования, однако 
полученные на его основе гели абсолютно нетоксичны для человека 
(в отличие от гелей с введенным дибазолом и орнидазолом).

Полученный гель является устойчивым в достаточно широком 
диапазоне pH.

Создание таких материалов является актуальной и перспектив-
ной задачей на сегодняшний день.
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Ибупрофен  —  (2RS)-1[4-(2-метилпропил)фенил]  пропионо-
вая кислота — рацемическая смесь, состоящая из двух оптиче-
ских  изомеров  право-  и  левовращающихся–  энантиомеров  S-(+) 
и R-(-) (рис. 1). Его довольно часто применяют в настоящее время 
в качестве жаропонижающего, противовоспалительного и обезбо-
ливающего средства [1,2]. Ибупрофен в форме таблеток широко 
представлен продукцией различных производителей. По мере со-
вершенствования технологии меняется как производство, так и ме-
тоды качественного и количественного анализа вещества в конеч-
ном продукте. 
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Рис. 1. Оптические изомеры ибупрофена

Задачами исследования являются определение содержания ибу-
профена в таблетках разных производителей спектрофотометриче-
ским методом, сравнение полученных данных с результатами поля-
риметрии для S-(+) изомера. 

Объектами исследования являлись четыре образца: субстан-
ция ибупрофена, таблетки двух производителей, содержащие 
ибупрофен (рацемат) и таблетки, содержащие дексибупрофен  
(S-(+) изомер).

Образец №1. Субстанция ибупрофена, в соответствии с фарма-
копеей, характеризуется следующими свойствами: белый или почти 
белый кристаллический порошок или бесцветные кристаллы, легко 
растворим в ацетоне, метаноле, метиленхлориде, практически не-
растворим в воде. В ультрафиолетовых спектрах поглощения 0,05% 
растворов субстанции и стандартного образца ибупрофена в 0,1 М 
растворе натрия гидроксида в области от 240 до 300 нм максиму-
мы и плечо наблюдаются при одних и тех же длинах волн (соответ-
ственно, 264±2 нм, 272±2 нм и 258±2 нм). Угол вращения от — 0,05 
до + 0,05 º (2,5% раствор субстанции в метаноле, ОФС «Поляриме-
трия») [3].

Определять содержание ибупрофена можно различными мето-
дами: титриметрический метод, ВЭЖХ и спектрофотометрия. Каж-
дый из указанных методов имеет как свои преимущества, так и не-
достатки [4, 5]. Титриметрический метод заключается в титровании 
растворенного ибупрофена в спирте этиловом 95% раствором 0,1 М 
гидроксида натрия. Индикатором является фенолфталеин [6]. Этот 
метод определения является трудоемким, дорогостоящим.
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Таблица 1. Объекты исследования

Показатель Образец 
№ 1

Образец 
№ 2

Образец 
№ 3

Образец 
№ 4

Название Суб-
станция 
ибупро-
фена

«Ибупро-
фен» Вел-
фарм

«Зотек» «Адвил»

МНН Ибупро-
фен

Ибупрофен Дексибупро-
фен

Ибупрофен

Форма вы-
пуска

таблетки, 
покрытые 
пленочной 
оболочкой

таблетки, 
покрытые 
пленочной 
оболочкой

таблетки, покры-
тые пленочной обо-
лочкой

Содер-
жание 
основного 
вещества 

400 мг 300 мг 400 мг 

Произво-
дитель

ООО «Вел-
фарм»), 
г.Курган, 
проспект 
Конститу-
ции, д.11, 
Россия

Эвертоджен 
Лайф Саен-
сиз Лтд для 
«Органосин 
Лайф Саен-
сиз», Индия

Производитель:
Вайет Ледерле 
С.п.А., Италия, 
Владелец РУ»
Пфайзер 
Корпорэйшн 
Австрия ГмбХ», 
Австрия

Метод спектрофотометрии заключается в том, что готовят два 
раствора и снимают спектр поглощения при длине волны 259 или 
269 нм и рассчитывают результаты по рабочему стандартному об-
разцу (РСО) ибупрофена. Методика разработана авторами патента 
«Способ количественного определения ибупрофена» [7]. В патенте 
было показано, что для рацемата использование данного способа 
позволяет повысить воспроизводимость результатов определения, 
чувствительность анализа, уменьшить трудоемкость определения, 
исключить использование токсичных реактивов.

Несмотря на то, что метод спектрофотометрии пока не включен 
в фармакопею, его использование представляется перспективным. 
Для дальнейшего сравнения образцов таблеток ибупрофена и дек-
сибупрофена был выбран метод спектрофотометрии в ультрафиоле-
товом диапазоне длин волн.
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Для  измерения  угла  оптического  вращения  S-(+)-ибупрофена 
использовали сахариметр-поляриметр универсальный СУ-4. При-
бор имеет диапазон измерений (при длине волны λ=589,3 нм) от -40 
до +120 ºS, порог чувствительности, ºS, не более 0,05, пределы до-
пускаемой основной погрешности ±0,05ºS.

Результаты и обсуждение. Методом спектрофотометрии были по-
лучены спектры поглощения образцов №1-4 в диапазоне длин волн 
200-500 нм. Для всех образцов в 0,1 М растворе натрия гидрокси-
да в области от 240 до 300 нм максимумы и плечо наблюдаются при 
одних и тех же длинах волн (соответственно, 264±2 нм, 272±2 нм 
и 258±2 нм). Следовательно, качественный анализ показывает при-
сутствие именно ибупрофена во всех образцах. 

Количественный анализ проводили в соответствии с методикой 
расчета в патенте [1]. 

Полагают, что сначала измеряют оптическую плотность раствора 
феррицианида калия (далее соль) определенной концентрации, а за-
тем приготовленного раствора. Исходят из условия, что стандартная 
концентрация соли (из навески 0,06г с последующим определенным 
разведением) и стандартная концентрация ибупрофена (из навески 
0,05г с последующим определенным разведением) дают на 259 нм с 
раствором сравнения щелочи 0,1М одинаковую оптическую плот-
ность. Поэтому соотношение для стандартов стремится к единице, 
а для произвольных растворов зависит от количества ибупрофена в 
«пробе» (точнее от массовой доли w, которую можно перевести в %).

Пользуются законом Бугера-Ламберта-Бера, не в молярных, а в 
удельных величинах, поэтому в формулу расчета вводят не привыч-
ный молярный коэффициент поглощения (ε), а удельный (Е), после 
чего учитывают молярную и массовую концентрации:

 ; , 

где индекс «о» относится к феррицианиду калия, «х» к ибупро-
фену. 

Тогда соотношение приобретает вид:

 
Далее необходимо связать массовую концентрацию с величиной 

навески (а0; ах) и разведением в каждом конкретном случае, а также 
отметить, что К=Е0/Ех=2,279. 
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Содержания ибупрофена  в  субстанции  (образец №1)  составило 
99,9%,  в  таблетках  (образцы №2-4)  отклонение  не  превышало  5% 
считая на среднюю массу одной таблетки.

Таблица 2. Результаты измерения содержания ибупрофена  
в образцах 2–4

Показатель Образец 
№ 2

Образец 
№ 3

Образец 
№ 4

Масса ибупрофена в таблетке 
(теоретическая), мг 400,0 300,0 200,0

Масса ибупрофена в таблетке 
(экспериментальная), мг 398,2 313,7 208,4

X,% 1,8 4,6 4,2

В ходе исследования рацемата ибупрофена методом поляри-
метрии  субстанции  (образец №1),  таблеток  (образцы №№  2,4)  и  
S  (+)-энантиомера  ибупрофена,  дексибупрофена  (образец  №3) 
было установлено, что отклонение во всех случаях не превышает 5%. 

В результате проведенных испытаний было обнаружено, что оп-
тический угол субстанций ибупрофена (образец № 1), таблеток (об-
разцы №№ 2, 4) равен или очень близок к нулю. 

Таблица 3. Результаты исследования угла оптического  
вращения образцов

Образцы Образец
№ 1

Образец
№ 2

Образец 
№ 3

Образец
№ 4

α, град. 0 0 +3,5 0

Данные эксперимента подтверждают присутствие рацемата ибу-
профена и отсутствие оптически активных веществ во вспомога-
тельных веществах в образцах №№1,2,4. Угол оптического враще-
ния образца №3 составил +3,5.

Таким  образом,  количественный  анализ  дексибупрофена  в  та-
блетках можно проводить по методикам, разработанным для ра-
цемата (ибупрофена). Результаты исследования угла оптического 
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вращения образцов показали его наличие только в образце №3, что 
связано  с  наличием  S-(+)-ибупрофена,  обладающего  оптической 
активностью.
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ЗНАЧЕНИЕ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ-7 В РАЗВИТИИ 
ПЛОСКОКЛЕТОЧНОГО РАКА РОТОВОЙ ПОЛОСТИ

Патогенное влияние металлопротеиназы-7 объясняется ее эффек-
торными функциями: влияние на Fas-лиганд, комплекс Е-кадгерин/β-
катенин, коллаген IV типа. За счет своих специфичных действий 
данный фермент играет важную роль в развитии плоскоклеточно-
го рака полости рта, его метастазировании в лимфоидную ткань, 
и поэтому может применяться в качестве биомаркера при данном 
заболевании.

Ключевые слова: металлопротеиназа-7, плоскоклеточный рак ро-
товой полости, биомаркеры.

Alaidini L.N., Brukhanova N.D., Volkhina I.V.
St. Petersburg State Pediatric Medical University,

St. Petersburg
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THE SIGNIFICANCE OF METALLOPROTEINASE-7  
IN THE DEVELOPMENT OF ORAL SQUAMOUS CELL  

CARCINOMA
The pathogenic influence of metalloproteinase-7 is explained by its effector 

functions: action on Fas-ligand, E-cadherin/β-catenin complex, and type IV 
collagen. Due to its specific actions, this enzyme plays an important role in the 
development of oral squamous cell cancer, its metastasis to lymphoid tissue, 
and therefore can be used as a biomarker for this disease.

Keywords: metalloproteinase-7, oral squamous cell cancer, biomarkers.
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Плоскоклеточный рак ротовой полости (OSCC) является важной 
проблемой современного общества. Частота встречаемости этого за-
болевания очень высока: за 5-летний период число заболевших со-
ставило  около миллиона  людей. И поэтому  актуальным  вопросом 
является необходимость ранней постановки диагноза данного забо-
левания.

При развитии злокачественных опухолей в плазме крови появля-
ются характерные биомаркеры, которые помогают установить при-
роду рака. Среди них наибольшей популярностью обладают экзосо-
мальные микроРНК, собственные раковые клетки, циркулирующие 
в плазме, и металлопротеиназы.

Наибольшую  роль  в  метастазировании  OSCC  отдают  металло-
протеиназе-7, поскольку она характеризуется наименьшим разме-
ром среди металлопротеиназ и отражает наибольший инвазивный 
эффект опухолевых клеток. 

Цель данного исследования является изучение особенности 
строения, синтеза, механизм действия и роль металлопротеиназы-7 
в развитии и метастазировании плоскоклеточного рака ротовой по-
лости.

Металлопротеиназы (ММР) относятся к цинкозависимым эндо-
пептидазам, которые при их повышенном синтезе приводят к нару-
шению ремоделирования тканей. 

В составе MMP выделяют 4 основных компонента: продомен, ка-
талитический, шарнирный и гемопексиновый домены. Соединения 
гемопексинового и каталитического доменов осуществляется через 
шарнирный домен [1].

На основе  субстратной  специфичности MMP делятся на шесть 
групп [2].

1. Стандартные металлопротеиназы, разрушающие строму. 
Имеют обычную доменную структуру и состоят из продомена, ка-
талитического центра, гемопексиновый домен и соединяющего 
последний с каталитическим доменом шарнирного домена. К это-
му классу относятся MMP-3, MMP-10, MMP-11, MMP мембран-
ного типа 1.

2. Желатиназы: MMP-2, MMP-9.
3.  Трансмембранные  металлопротеиназы:  MMP-14,  MMP-15, 

MMP-16, MMP-24.
4. Металлопротеиназы с гликозилфосфатидилинозитоловыми 

связями: MMP-17, MMP-25.
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5.  Металлопротеиназы  с  трансмембранным  белком  типа  II: 
MMP-23.

6. Металлопротеиназы с максимально упрощенной структурой, 
к которым относятся MMP-7, MMP-26. У  этих ММР отсутствуют 
шарнирные и гемопексиновые домены.

Поскольку металлопротеиназы относятся к протеолитическим 
ферментам, то их основной функцией является деградация клеточ-
ных барьеров и инвазия патогенных клеток. В соответствии с выше-
приведенной  классификацией  MMP  выполняют  ряд  специфиче-
ских функций: разрушают неколлагеновые белковые компоненты 
соединительной ткани, в том числе протеогликаны, фибронектин и 
ламинин [3]. ММР с желатиназной активностью гидролизуют жела-
тин до полипептидов, пептидов и аминокислот, которые затем мо-
гут секретироваться через клеточную мембрану, класс матриксных 
протеиназ расщепляет эластин, коллаген II типа, фибронектин, ви-
тронектин, аггрекан и протеогликан. Протеолиз белков базальной 
мембраны и межклеточного вещества параллельно с увеличением 
содержания  VEGF  содействуют  развитию,  неоваскуляризации  и 
метастазированию опухолевой ткани [4].

MMP-7 (матрилизин-1) относится к семейству матриксных ме-
таллопротеиназ,  при  этом  является  самым маленьким по  размеру 
представителем с молекулярной массой 28 кДа.

К особенности синтеза MMP-7 относится то, что его секреция 
осуществляется не только в опухолевых, но и в нормальных клет-
ках,  таких  как  макрофаги,  эпителиальные  клетки,  миоциты. Ма-
трилизин-1 синтезируется в виде неактивного профермента (про-
матрилизина),  который  активируется  путем  удаления  с  N-конца 
продомена с молекулярной массой 9 кДа под действием трипсина, 
эндопептидаз, плазмина, а также путем связывания с соединения-
ми ртути.

MMP-7 состоит только из двух доменов: пропептидного домена 
(pro) и каталитического домена (cat), что отличает его от прототи-
па MMP [5]. Домен пропептида состоит из трех α-цепей и соеди-
нительных петель. Каталитический домен содержит два иона цин-
ка, два иона меди и шарообразную структуру, состоящую из трех 
α-спиралей, пяти β-листов и множества петель. 

Экспрессия  самой  ММР-7  увеличивается  за  счет  микробных 
ферментов, сериновых протеаз (к которым относятся трипсин, хи-
мотрипсин, эластаза), миелопероксидазы. Также повышение син-
теза ММР-7 происходит за счет увеличения экспрессии ММР-3. 
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ММП-7 может активировать неактивные формы других ММП 
(про-ММП-1, про-ММП-2, про-ММП-8 и про-ММП-9) и, таким 
образом, потенцирует протеолитические каскады. Роль ингиби-
рования  матриксных  металлопротеиназ  отдают  семейству  ТИМП 
(тканевый ингибитор металлопротеиназы). Особенно важно, что 
нормальных здоровых клетках концентрация, как ММР, так и 
ТИМП предельно низка [6].

В зависимости от строения клетки и ее патологического со-
стояния существует два пути воздействия ММР-7 на Fas-лиганд, 
ведущих  к  апоптозу.  В  первом  случае  ММР-7  разрушает  fas-
лиганд, тем самым активирует Fas-ассоциированный домен смер-
ти (FADD) и впоследствии каспазу-7, механизм действия которых 
уменьшает апоптоз, то есть защищает от гибели клеток на ранних 
стадиях развития. Во втором случае ММР-7, наоборот, активирует 
Fas-лиганд, находящийся в фибробластах и тем самым усиливает 
апоптоз клеток.

Е-кадгерин  в  комплексе  с  β-катенином  образуют  комплекс 
клеточной адгезии. При воздействии ММР-7 на Е-кадгерин, про-
исходит его разрушение, что приводит к диссоциации комплек-
са  Е-кадгерин/β-катенин  и  образованию  свободного  β-катенина. 
Свободный β-катенин поступает внутрь клеток, где в комплексе с 
TCF/LEF  (Т-клеточный  фактор/лимфоидный  энханцерный  фак-
тор) участвует в синтезе Myc — протоонкогена  [7]. Такое явление 
приводит к нарушению клеточной адгезии, и в опухолевых клетках 
только усугубляет инвазию и метастазирование.

ММР-7 способна активировать ММР-2, разрушающую коллаген 
IV типа, что в ходе протеолитического каскада ведет к эпителиаль-
но-мезенхимальному переходу.

Плоскоклеточный рак ротовой полости характеризуется низкой 
выживаемостью, поскольку достаточно быстро прогрессирует, при-
водя к метастазированию в эндотелиальные стенки сердечно-сосу-
дистой системы и лимфатические узлы, распространению опухоле-
вых клеток за пределы базальной мембраны. Многие исследования 
показали,  что  экспрессия  металлопротеиназ  напрямую  связана  
с развитием рака [4, 5].

Повышенная  экспрессия ММР-7  часто  отмечается  в  клиниче-
ских образцах больных OSCC, что чаще всего указывает на инвазию 
и миграцию опухолевых клеток в лимфатические узлы. Также от-
мечалось, что ММР-7 ускоряет скорость метастазирования, однако 
это не доказано, поскольку повышенный перенос опухолевых кле-
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ток выявлялся только в лимфатических узлах шеи, не затрагивая 
область живота и подколенного пространства.

Заключение: В  развитии  OSCC  важное  значение  имеют  ма-
триксные металлопротеиназы, а именно ММР-7. Патогенное вли-
яние ММР-7 объясняется ее эффекторными функциями: действие 
на Fas-лиганд, комплекс Е-кадгерин/β-катенин, коллаген IV типа. 
ММР-7, за счет своих специфичных функций, играет важную роль 
в  развитии  OSCC  и  его  метастазировании  в  лимфоидную  ткань, 
приводя к нарушению естественных защитных барьеров организ-
ма,  поэтому  ММР-7  может  применяться  в  качестве  биомаркера 
при OSCC.
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ОСОБЕННОСТИ МЕТАБОЛИЗМА ГЛУТАТИОНА ЭРИТРОЦИТОВ 
ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ ПОЧЕК НА РАННИХ СТАДИЯХ  

В СОЧЕТАНИИ С ГИПЕРТОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ
Установлены нарушения, выражающиеся в снижении активности 

глутатионредуктазы и уровня глутатиона восстановленного в эри-
троцитах, наиболее значительные на 2 стадии хронической болезни по-
чек, что коррелировало с показателями почечной фильтрации СКФ и 
концентрацией креатинина в плазме крови. Наличие гипертонической 
болезни существенно не сказывалось на исследованных показателях.
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FEATURES OF ERYTHROCYTE GLUTATHIONE METABOLISM IN 
CHRONIC KIDNEY DISEASE IN THE EARLY STAGES  

IN COMBINATION WITH HYPERTENSION
Metabolic disorders were established, expressed in a decrease in the activity 

of glutathione reductase and the level of glutathione reduced in erythrocytes, 
the most significant at stage 2 of chronic kidney disease, which correlated with 
the indicators of renal filtration of GFR and the concentration of creatinine in 
the blood plasma. The presence of hypertension did not significantly affect the 
studied parameters.
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Хроническая болезнь почек (ХБП) и гипертоническая болезнь 
(ГБ) объединены тесными причинно-следственными связями. Па-
тофизиологические механизмы обоих заболеваний включают вос-
паление, оксидативный стресс (ОС), эндотелиальную дисфункцию 
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(ЭД),  нарушение  клеточного  окислительно-восстановительного 
(Ред/Окс) потенциала [1]. Пациенты с сочетанием ХБП и ГБ име-
ют высокий риск сердечно-сосудистых заболеваний и смертности. 
Развитие ЭД, и ОС могут являться, как причиной, так и следствием 
этих  заболеваний [2]. Одним из звеньев обеих патологий рассма-
тривается нарушение баланса клеточного Ред/Окс потенциала глу-
татиона [3]. 

В поддержаниии пула ГлВ в клетке и клеточного Ред/Окс потен-
циала служит фермент глутатионредуктаза (ГР), основная регуля-
торная функция которой состоит в переводе окисленного глутатиона 
(GSSG) в его восстановленную форму (GSH). Оптимальное соотно-
шение GSH/GSSG является существенным для жизнеспособности 
клетки. По данным литературы [4] и результатам наших исследо-
ваний [5] на поздних стадиях ХБП в эритроцитах периферической 
крови больных наблюдается низкий уровень ГлВ и активности ГР. 
Состояние этих показателей на ранних стадиях ХБП и взаимосвязь с 
почечной функцией остаются не выясненными.

Цель работы: состояла в изучении уровня ГлВ и активности ГР 
эритроцитов  и  взаимосвязи  с  показателями  почечной  функции  у 
больных на ранних стадиях ХБП с различными формами ГБ. 

Материал и методы. В исследовании участвовали 87 пациентов с 
ХБП, из них 22 человека имели диагноз первичной и 38 — с вторич-
ной ГБ, а у 27 человек ГБ не диагносцирована. Для изучения пара-
метров метаболизма глутатиона в эритроцитах по степени тяжести 
заболевания основная группа была разделена на подгруппы соглас-
но общепринятой классификации стадий ХБП. Группу сравнения 
составили образцы крови от 41 (22 мужчины и 19 женщин) доноров 
в возрасте 46 (25–58) лет без ГБ и без признаков хронических забо-
леваний в анамнезе. Имелось информированное согласие обследуе-
мых на анонимное использование полученных данных. В 10% гемо-
лизатах проводили определение ферментативной активности ГР и 
концентрации ГлВ [6], которые рассчитывали на грамм гемоглоби-
на. Окислительно-восстановительный потенциал эритроцитов оце-
нивали по уровню ГлВ и активности ГР.

Статистический анализ проводили с помощью программы «SPSS 
21 for Windows». Результаты представляли в виде медианы и межк-
вартильного размаха М(Q1-Q3).. Для проверки гипотезы о различии 
выборок использовали непараметрические критерии Манна–Уитни 
(в случае двух независимых выборок) и критерий Краскела–Уолле-
са (для нескольких независимых выборок с поправкой Бонферрони 
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при попарном сравнении). Для оценки корреляционных связей ис-
пользовали ранговый коэффициент корреляции Спирмена. 

Результаты и их обсуждение. Как следует из табл. 1, в основной 
группе больных ХБП активность ГР и уровень ГлВ были статисти-
чески  значимо  ниже  референтных  значений  этих  показателей  по 
медиане на 45% и 20%, соответственно. У пациентов с 1-й стадией 
ХБП наблюдалось статистически значимое снижение активности ГР 
более чем на 80% по сравнению с референтной группой, тогда как 
концентрация ГлВ оставалась в пределах значений группы сравне-
ния. В выборке пациентов со 2-й стадией ХБП низкая активность 
ГР определялась на уровне группы в целом, а уровень ГлВ был ниже 
референтных значений на 20%.

 
Таблица 1. Показатели метаболизма глутатиона у больных ХБП  
основной группы, 1-й, 2-й стадии ХБП и референтной группы

Показатель
Основная 

группа
n=87

Стадия 
ХБП 1
n=36

Стадия 
ХБП 2
n=51

Референтная
группа
n=41

р-значение

ГР,
Ед/г Hb

0,98
(0,62-
0,37)

0,78
(0,56-
1,18)

0,97
(0,62-
1,36)

1,43
(1,19-2,1)

P1=0,001
Р2=0,001
Р3=0,002

ГлВ,
мкМ/г Hb

3,08
(2,22-
3,98)

3,62
(2,82-
5,21)

2,97
(2,08-
3,90)

3,7
(3,3-4,8)

Р1=0,002
Р3=0,030

Активность ГР коррелировала с показателем СКФ (R= — 0,201;), 
а также с концентрацией креатинина (R=0,225;p=0,030) и концен-
трацией мочевины (R=0,226; p=0,022) в плазме крови. Уровень ГлВ 
в  эритроцитах  отрицательно  коррелировал  с  концентрацией  креа-
тинина (R= — 0,245; p= 0,012) и положительно с показателем CКФ 
(R= 0,225; p= 0,023), что свидетельствует о связи этого метаболита с 
нарушением почечной фильтрации. 

Анализ основной выборки, разделенной по признаку наличия 
ГБ, позволил выявить статистически значимые различия актив-
ности ГР (рис. 1) с их референтными значениями, у пациентов 
с ХБП как на 1-й, так и на 2-й стадиях независимо от наличия у 
них ГБ. 
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Уровень ГлВ (рис. 2) был ниже референтных значений только в 
подгруппе больных ГБ и ХБП 2-й стадии. Сравнение показателей 
метаболизма глутатиона между подгруппами пациентов с первичной 
и вторичной ГБ не выявило различий на обеих стадиях ХБП.

Механизм регуляции метаболических процессов в клетке вклю-
чает тиол-зависимый окислительно-восстановительный цикл, ос-
нованный на способности тиольных групп обратимо изменять свое 
редокс-состояние посредством влияния на конформационное со-
стояние  и  каталитические  свойства  белков.  Соотношение  GSH/
GSSG  составляет  основу  для  поддержания  с  помощью  тиольных 
групп клеточного Ред/Окс потенциала. Снижение концентрации 
GSH ниже физиологического уровня приводит к нарушению окис-
лительно-восстановительных процессов в организме, что наблюда-
ется при многих патологических состояниях [7].

Как следует из полученных нами данных, уже на начальных ста-
диях ХБП у больных обнаруживается низкий уровень ГлВ в сочета-
нии с недостаточностью активности ГР в эритроцитах. Эти наруше-
ния коррелируют с изменениями основных показателей почечной 
фильтрации: СКФ, суточной протеинурией, концентрацией креати-
нина в плазме крови. 

 

Рис. 1. Активность глутатионредуктазы эритроцитов доноров  
референтной группы и больных ХБП 1-й и 2-й стадий в сочетании с ГБ
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Ключевое значение для поддержания пула ГлВ для регуляции 
окислительно-восстановительного потенциала клетки имеет ГР, 
которая эффективно переводит глутатион из окисленной формы в 
восстановленную, тем самым обеспечивая глутатион-зависимые 
ферменты необходимым субстратом для осуществления множества 
защитных и сигнальных функций. Известно, что активность ГР  
в клетке регулируется посредством изменения соотношения GSH/
GSSG в определенных пределах [8]. 

Отсутствие различий в исследуемых нами показателях между паци-
ентами с наличием и отсутствием ГБ, как первичного, так и вторично-
го генеза может объясняться общими нарушениями этого метаболиче-
ского звена при обеих патологиях, которые происходят уже на ранней 
стадии ХБП. Нарушения метаболизма глутатиона ранее выявленные 
нами у пациентов с ГБ и системными аутоиммунными заболеваниями 
[9] сходны с данными, полученными в настоящем исследовании, что 
возможно, объясняется общей проблемой ЭД и ОС [10]. 

По мнению ряда исследователей, показатели метаболизма глу-
татиона,  в  частности,  снижение Ред/Окс-потенциала  эритроцитов 
могут служить прогностическим критерием ХБП [3, 4]. Хотя для 
использования в качестве прогностического критерия показателей 
активности ГР, уровня ГлВ при ХБП в сочетании с ГБ недостаточно 

Рис. 2. Уровень глутатиона восстановленного в эритроцитах доноров  
референтной группы и больных ХБП 1-й и 2-й стадий в сочетании с ГБ
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убедительных данных, можно ожидать, что нормализация этих по-
казателей приведет к снижению риска развития ХБП и ГБ.

Заключение. Уже на начальных стадиях ХБП установлены мета-
болические нарушения, выражающиеся в снижении активности ГР 
и уровня ГлВ в эритроцитах, наиболее значительные на 2 стадии, что 
коррелировало с показателями почечной функции. Наличие ГБ на 
ранних стадиях ХБП существенно не сказывалось на активности ГР 
и уровне ГлВ в эритроцитах. 
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СЕЛЕН И АУТОИММУННЫЙ ТИРЕОИДИТ
В статье представлены результаты исследования по изучению вли-

яния селена на функцию щитовидной железы при аутоиммунном ти-
реоидите в фазу эутиреоза и субклинического гипотиреоза, которые 
подтвердили необходимость включения селена в качестве дополнения к 
медикаментозной терапии. 
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SELENIUM AND AUTOIMMUNE THYROIDITIS

The article presents the results of a study examining the effect of selenium 
on thyroid function in autoimmune thyroiditis in the phase of euthyroidism and 
subclinical hypothyroidism, which confirmed the need to include selenium as 
an adjunct to drug therapy.
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Обоснование. Селен (Se) относится к числу незаменимых микро-
элементов, который непосредственно участвует в основных жизнен-
но важных клеточных процессах: окислительное фосфорилирование 
(дыхательная цепь переноса электронов), пентозофосфатный цикл и 
цикл трикарбоновых кислот, антиоксидантная система, перекисное 
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окисление липидов (ПОЛ), регуляция клеточного роста, апоптоз, 
иммунные процессы организма человека. Достоверно изучено, что 
недостаток селена повышает вероятность развития атеросклероти-
ческих процессов, сердечно-сосудистых заболеваний и инсультов, 
катаракты и многих форм рака, приводит к бесплодию у мужчин и 
задержке роста у детей [1].

По содержанию селена  (Se) на  грамм ткани щитовидная железа 
занимает первое место среди всех органов человека и отмечена важ-
ность участия и особая роль селена в работе щитовидной железы. Не-
которые клинические исследования показали, что такое высокое со-
держание селена необходимо для выработки гормонов щитовидной 
железы  и  правильной  работы  этого  органа,  подтвердив,  что  недо-
статок селена способствует увеличению распространенности заболе-
ваний щитовидной железы, в том числе аутоиммунного тиреоидита 
[2].  Аутоиммунный  тиреоидит  (АИТ),  известный  как  хронический 
лимфоцитарный тиреоидит, представляет собой аутоиммунное за-
болевание, характеризующееся инвазией аутореактивных лимфоци-
тов в щитовидную железу, вызывающей формирование гипотиреоза 
и являясь наиболее частой причиной его появления. Аутоиммунный 
тиреоидит (АИТ) встречается примерно у 0,3–1,5 на 1000 человек, с 
более высокой распространенностью у женщин среднего возраста, 
чем у мужчин, со средней частотой встречаемости до 5% населения 
мира [3].

В последние годы отмечены латентный характер аутоиммунного 
тиреоидита и атипичность клинической симптоматики, что приво-
дит к задержке постановки правильного диагноза и формированию 
хронических форм как самой частой причиной развития гипотиреоза.

Представленные в печати многочисленные результаты проводи-
мых исследований по влиянию дефицита селена на развитие ауто-
иммунного тиреоидита остаются до сих пор противоречивыми и не 
дают однозначного ответа. 

Цель. Провести обследование больных с аутоиммунным тиреои-
дитом (АИТ) на антитела к тиреопероксидазе (АТ-ТПО), свободный 
трийодтиронин  (св.Т3),  свободный  тироксин  (св.Т4) и  тиреотроп-
ный гормон (ТТГ). Выполнить анализ полученных результатов для 
изучения влияние селена на повреждение тиреоцитов и снижение их 
функциональной активности. Определить целесообразность вклю-
чения селена в лечение аутоиммунного тиреоидита.

Материал и методы. В исследование были включены женщины в 
возрасте от 20 до 50 лет, средний возраст которых составил 35±15 лет. 
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Пациентки (всего 60 человек) были рандомизированы в две груп-
пы по 30 человек каждая в зависимости от выраженности и длитель-
ности дефицита тиреоидных гормонов: 36 пациенток –АИТ в фазе 
эутиреоза и 24 пациенток с субклиническим гипотиреозом, у кото-
рых АТ-ТПО превышали 100 мЕд/л. 

В первой группе (18 пациенток — АИТ в фазе эутиреоза и 12 па-
циенток с субклиническим гипотиреозом) использовалось плацебо.

Во второй группе (18 пациенток — АИТ в фазе эутиреоза и 12 па-
циенток с субклиническим гипотиреозом) проводился прием селена 
(Se, 200 мкг) вместо плацебо. 

Исходно  до начала наблюдения,  оценивались показатели: ТТГ, 
св.Т4  , св.Т3  , АТ-ТПО. Также проводилось УЗИ щитовидной же-
лезы,  с  оценкой  объема  и  эхогенности  паренхимы  ЩЖ.  Период 
наблюдения составил 3 месяца, по завершении которого повторно 
была проведена оценка тех же лабораторных показателей.

Критерии соответствия. В исследование включались женщины в 
возрасте от 20 до 50 лет с одинаковой продолжительностью заболе-
вания, находящиеся на лечении l-левотироксина. 

Для группы с эутиреозом учитывались результаты с уровнем АТ-
ТПО >100 мЕд/л (референтный предел 0-60 мЕд/л), при референт-
ных значениях ТТГ(0,4–4,0 мЕд/л), Т4 (11,5-23,2 пмоль/л) и Т3 (3,5-
6,5 пмоль/л). 

Для группы с субклиническим гипотирезом использовались ре-
зультаты АТ-ТПО >100 мЕд/л, при повышенном уровне ТТГ 4,0–
10,0 мЕд/л (0,4–4,0 мЕд/л) и референтных значениях Т4 (11,5-23,2 
пмоль/л) и Т3 (3,5-6,5 пмоль/л).

Из исследования были исключены беременные, кормящие гру-
дью, пациентки, имеющие тяжелую полиорганную патологию, ин-
фекционные и психологические заболевания. 

Статистический анализ. Использовался статистический пакет 
программ SPSS 17.0. Количественные непрерывные показатели про-
верялись на нормальность распределения с помощью критерия Кол-
могорова–Смирнова, а также по величине асимметрии и эксцесса. 
Качественные, дискретные количественные и количественные не-
прерывные при ненормальном распределении величины оценива-
лись методами непараметрической статистики: критерии Манна–
Уитни, Пирсона (χ2, хи-квадрат). Результат или разница значений 
считалась достоверной при уровне значимости р ≤ 0,05.

Результаты. Исходно и на протяжении всего периода наблюде-
ния (3 месяца) в первой группе пациенток (плацебо) не наблюда-



162

лось значимых отличий (р > 0,05) по показателям ТТГ, св.Т3, св.Т4 
и  по  данным  УЗИ  (объем,  эхогенность  паренхимы ЩЖ).  Досто-
верно значимые отличия в этой группе отмечались между пациент-
ками с эутиреозом и субклиническим гипотиреозом в показателях 
АТ-ТПО, которые в  группе с эутиреозом были статистически зна-
чительно ниже  (р < 0,05),  чем в  группе с  субклинической формой 
гипотиреоза (табл. 1).

Что касается второй группы (селен), то на протяжении всего 
периода наблюдения (3 месяца) не выявлено статистически значи-
мых отличий динамики показателей ТТГ, но отмечено достоверное 
снижение  св.Т3 и  выравнивание  уровня  св.Т4. Также  установлено 
достоверно значимое  (р < 0,05)  значительное понижение АТ-ТПО 
(табл. 3) и изменение данных УЗИ (табл. 2).

 
Таблица 1. Лабораторные показатели у пациенток первой группы

Пара-
метр

Первая группа (плацебо)
АИТ в фазе эутиреоза

рИсходные лабораторные по-
казатели

Лабораторные показатели
через 3 месяца

Медиана Q25 Q75 Медиана Q25 Q75

ТТГ 2,41 1,80 3,60 2,32 1,60 3,40 0,622
Т3 4,85 4,40 4,90 4,74 4,30 4,80 0,257
Т4  18,24 17,04 19,50 17,73 16,20 18,30 0,452
АТ-
ТПО 253,88 217,00 316,50 244,90 208,30 307,50 0,021

Первая группа (плацебо)
субклинический гипотиреоз

р
Исходные лабораторные 

показатели
Лабораторные показатели 

через 3 мес

Медиана Q25 Q75 Меди-
ана Q25 Q75

ТТГ 7,65 7,10 8,30 7,59 7,24 8,24 0,423
Т3 3,88 3,65 4,40 3,86 3,55 4,25 0,099
Т4 12,22 11,50 13,70 11,98 11,60 12,10 0,632
АТ-
ТПО 807,20 505,0 1510,5 732,3 416,0 1421,0 0,036
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Таблица 2. Показатели эхогенности паренхимы щитовидной железы

Параметр
Первая группа 

(плацебо)
Вторая группа 

(Se)
χ2

(критерий 
Пирсона)

n % n %

Эхогенность
исходная

Сниженная 19 63,3 20 66,6
0,51Смешанная 4 13,4 2 6,7

средняя 7 23,3 8 26,7

Эхогенность
(через 3 мес)

Сниженная 19 63,3 22 73,3
0,82Смешанная 4 13,4 1 3,4

средняя 7 23,3 7 23,3

Таблица 3. Лабораторные показатели у пациенток второй группы

Параметр

Вторая группа (Se, 200 мкг)
АИТ в фазе эутиреоза

рисходные лабораторные по-
казатели

лабораторные показатели
через 3 месяца

Меди-
ана Q25 Q75 Меди-

ана Q25 Q75

ТТГ. 2,89 2,75 3,07 2,83 2,70 3,01 0,565
Т3 4,99 4,85 5,50 4,39 4,11 4,65 0,035
Т4 . 15,61 14,66 16,30 14,15 12,95 15,40 0,025

АТ-ТПО 162,40 162,80 163,0 107,60 143,50 170,00 0,012
Первая группа (Se, 200 мкг)
субклинический гипотиреоз

Р

Исходные лабораторные 
показатели

Лабораторные показатели
через 3 мес

Меди-
ана Q25 Q75 Меди-

ана Q25 Q75

ТТГ 8,67 7,69 9,32 8,51 7,53 9,16 0,315
Т3 4,09 4,00 4,25 3,72 3,50 4,20 0,046
Т4 13,06 11,70 14,20 12,13 10,75 13,40 0,042

АТ-ТПО 837,20 535,2 1540,00 462,40 294,50 943,00 0,023
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Обсуждение. Известно, что селен в щитовидной железе пред-
ставлен в виде селенопротеинов, содержащих один или несколько 
остатков  аминокислоты  селеноцистеина  (Se-Cys).  Селен-цисте-
ин-содержащие протеины экспрессированы в щитовидной железе 
и представлены в основном в тироцитах глутатионпероксидазами 
(cGPx,  pGPx,  PH-GPx),  5-дейодиназами  1-го  типа,  селенопроте-
ином Р [4]. Главным образом на тиреоидный статус действуют се-
ленсодержащие дейодиназы, которые переводят неактивную форму 
тиреоидных гормонов (Т4) в активную (Т3). Кроме этого, они спо-
собны переводить Т4 в неактивную форму гормона — реверсивный 
Т3. В процессе  синтеза  тиреоидных  гормонов  в  тиреоцитах нака-
пливается перекись водорода (Н2О2), являющаяся мощным окси-
дантом. Функция глутатионпероксидазы включает инактивацию 
перекиси водорода и свободных радикалов, тем самым ограничивая 
их повреждающее действие на ткань щитовидной железы. Дефи-
цит селена нарушает функции глутатионпероксидазы и приводит 
к изменению паренхимы щитовидной железы, что отражается на 
показателях эхогенности паренхимы щитовидной железы [5]. Под-
тверждение  этого  эффекта  получено  в  собственных  результатах, 
представленных в табл. 2. При дефиците селена также формирует-
ся недостаток дейодиназ различных типов, снижается образование 
Т3,  приводящее  к  стимуляции  гипоталамо-гипофизарной  оси  по 
системе отрицательной обратной связи и увеличению синтеза ти-
реотропного гормона (ТТГ). ТТГ стимулирует продукцию тиреоид-
ных гормонов и повышает активность дейодиназ, восстанавливая 
уровень  тиреоидных  гормонов.  Но  при  этом  он  стимулирует  об-
разование перекиси водорода, для инактивации которой опять же 
требуется глутатионпероксидаза, активность которой в условиях 
дефицита селена снижена. Перекись водорода накапливается в щи-
товидной железе, что приводит к повреждению тиреоцитов и раз-
витию фиброза [6]. Повышенное образование перекиси водорода 
в тиреоците наблюдается во всех случаях избыточной стимуляции 
щитовидной железы со стороны ТТГ, например, у больных с ауто-
иммунным тиреоидитом и субклиническим гипотиреозом. В такой 
ситуации селенопротеины, обладая антиоксидантной активностью, 
могут предотвратить или хотя бы затормозить процесс разрушения 
тиреоцитов и снижения их функциональной активности [7]. Селен 
может регулировать уровень антител щитовидной железы у пациен-
тов с АИТ и участвует в биосинтезе гормонов щитовидной железы 
в организме. В последние годы многие исследования показали, что 
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добавки селена полезны для регулирования уровней тиреотроп-
ного  гормона  (ТТГ),  трийодтиронина  (св.T3),  тироксина  (св.T4),  
АТ-ТПО в сыворотке крови, а они, в свою очередь, оказывают им-
муномодулирующий эффект, что подтверждается результатами на-
шего исследования (см. таб.3). 

Аутоиммунный процесс АИТ сопровождается специфическим по-
вышением уровня антител к тироидной пероксидазе (АТ-ТПО). Та-
кое конкретное повышение предполагает, что нарушения гумораль-
ного иммунитета могут быть одним из факторов риска, связанных  
с АИТ. Проведенное исследование продемонстрировало, что добав-
ление Se (группа 2, см. таб. 3) значительно снижает титры АТ-ТПО. 

Заключение. Полученные результаты проведенного исследования 
подтверждают, что селен является микроэлементом, необходимым 
для функционирования щитовидной железы в качестве активного 
компонента селенопротеинов и его целесообразно включать в меди-
каметозный процесс лечения АИТ.
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Транспортеры органических ионов являются предметом интен-
сивных научных исследований вследствие важности для передви-
жения через мембрану в клетки многих лекарственных препаратов. 
Также  данные  переносчики  играют  значимую  роль  в  выведении 
ксенобиотиков, продуктов их биотрансформации и эндогенных ве-
ществ печенью в желчь и почками в мочу. Поэтому от активности 
транспортеров зависит нефротоксичность некоторых препаратов 
[1–3].
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Переносчики имеют первостепенное значение в накоплении 
противоопухолевых лекарств в раковых клетках, влияя на концен-
трации препаратов в органе-мишени. Серьезной проблемой явля-
ется лекарственная устойчивость, опосредованная транспортерами, 
так  как  экспрессия  и функция  переносчиков  могут  подавляться  в 
опухолях [4].

Целями данного исследования стали обобщение и систематиза-
ция данных о механизме действия транспортеров органических ио-
нов и способов регуляции их активности, а также перспективы при-
менения данных переносчиков в медицине.

Транспортеры  органических  ионов  —  это  мембраносвязанные 
белки семейства переносчиков растворенных веществ (Solute carrier 
family, SLC), которые осуществляют передвижение различных моле-
кул через плазматические мембраны клеточной стенки и внутрикле-
точные мембраны эндоплазматического ретикулума, пероксисом и 
митохондрий. Они состоят приблизительно из 500 аминокислотных 
остатков и 12 трансмембранных альфа-спиралей.

В зависимости от химической структуры субстрата различают 
транспортеры  органических  анионов  (ОАТ)  и  транспортеры  орга-
нических катионов (ОСТ). 

Классификация транспортеров органических ионов основана на 
их локализации, функции (экспорт или импорт веществ) и субстрат-
ной специфичности.

ОАТ располагаются в эпителиальных барьерах различных орга-
нов. Преимущественно локализуются в почках и печени. На дан-
ный момент выделено десять групп ОАТ, семь из которых найдены 
у человека (ОАТ1-4, ОАТ6-7 и ОАТ10) и восемь (ОАТ1-3, ОАТ5-6, 
ОАТ9-10, ОАТ8) обнаружено у лабораторных крыс и мышей [1, 5].

ОСТ находятся  в  почках,  костном мозге,  печени плода,  карди-
омиоцитах, кишечнике. На данный момент у человека выделено 3 
изоформы ОСТ [6].

Механизм действия различен для транспортеров органических 
анионов и катионов.

ОАТ1 и ОАТ3 осуществляют транспорт внутрь клеток в обмен на 
анионы дикарбоновых кислот (в частности, α-кетоглутарата). Высо-
кая концентрация карбоновых кислот поддерживается за счет спец-
ифического Na+/анионного переносчика, который в свою очередь 
запускается  при  определенном  градиенте  Na+,  создаваемого  Na+/
K+-АТФазой.
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Следует отметить, что α-кетоглутаровая кислота, обмениваемая 
транспортером на органические анионы при захвате их из крови, яв-
ляется ключевым источником энергии для клеток проксимальных 
канальцев. Таким образом, поглощение даже нетоксичных для кле-
ток канальцев веществ вызывает равнозначную потерю ими метабо-
лита цикла Кребса [7].

Транспорт  органических  катионов  осуществляется  OCT  неза-
висимо от ионов Na+, обеспечивая пассивную диффузию большин-
ства  катионов  по  электрохимическому  градиенту.  На  внутренней 
поверхности клеток животных существует мембранный потенциал 
с отрицательным зарядом, который транспортеры используют для 
трансмембранного переноса органических катионов. Это позволяет 
аккумулировать внутри клетки соответствующие субстраты в кон-
центрациях существенно более высоких, чем снаружи. Фактически 
транспорт может осуществляться в любом направлении независимо 
от присутствия ионов Na+ или рН [6].

К возможным механизмам регуляции транспортеров относятся:
1. Изменения активности ядерных рецепторов  (NR), действую-

щих как факторы транскрипции. После связывания эндогенных или 
экзогенных  лигандов  (например,  лекарств) NR  обычно  димеризу-
ются с другим NR (обычно рецептором ретиноида X) и впоследствии 
связываются со специфическими последовательностями ДНК, ини-
циируя  транскрипцию множества  генов  детоксикации. Активация 
NR приводит к заметному усилению экспрессии и функции транс-
портеров [8].

2. Изменения липидного состава мембран. Ганглиозиды мембран 
с разным количеством сиаловых кислот в их составе отличаются по 
свойствам и функциональным характеристикам. Ферментативное 
удаление концевых остатков сиаловых кислот осуществляется ней-
раминидазами (сиалидазами) [9]. Ганглиозиды взаимодействуют с 
мембранными белками, включая рецепторы и различные транспор-
теры, для модуляции их активности [10].

3.  Эпигенетическая  регуляция  генов.  Процесс  метилиро-
вания ДНК вызывает добавление метильных групп к цепям 
ДНК  и  преимущественно  происходит  в  динуклеотидных  CpG-
последовательностях в промоторной области гена. В результате 
транскрипция соответствующего гена может быть подавлена. Аце-
тилирование и деацетилирование гистонов в основном происходят 
в остатках лизина на N-конце гистонов, которые обогащены вокруг 
сайта начала транскрипции и связаны с активацией и инактиваци-
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ей генов соответственно. В частности, было обнаружено, что деаце-
тилирование гистонов, в дополнение к гиперметилированию ДНК, 
имеет значение для подавления SLC22A2 (кодирующего OCT2) при 
почечно-клеточном раке [8].

4. Посттранкрипционная регуляция МикроРНК, которые пред-
ставляют собой небольшие некодирующие РНК, связывающиеся с 
определенными молекулами мРНК, тем самым инициируя их де-
градацию или блокируя последующие процессы трансляции. Один 
из примеров, подчеркивающих потенциальную значимость Ми-
кроРНК и переносчиков лекарственных средств, связан с различи-
ями в содержании белка Pgp, PEPT1 и MRP3 по длине кишечника 
человека, что коррелирует с экспрессией регуляторных МикроРНК. 
Следовательно, факторы окружающей среды, влияющие на характер 
экспрессии МикроРНК, такие как курение, диета и определенные 
препараты, могут приводить к изменению количества белка-пере-
носчика. Помимо этого, патологические состояния, например рако-
вые заболевания, были связаны с изменениями в паттерне экспрес-
сии МикроРНК, регулирующих переносчики, и, в свою очередь, с 
изменениями в экспрессии мРНК и/или содержании соответствую-
щих переносчиков [8].

5. Альтернативный сплайсинг в SLC-транспортерах является рас-
пространенным явлением. У SLC22A1  (кодирующего OCT1)  были 
идентифицированы множественные сплайсированные изоформы, 
генерируемые в результате пропуска экзона, некоторые из которых 
приводят к потере функции транспортера или плохим исходам у па-
циентов с раком, получавших иматиниб или сорафениб [8].

6. Посттрансляционные модификации (PTM). Наиболее распро-
страненные РТМ включают фосфорилирование, гликозилирование, 
убиквитинирование, ацетилирование и пальмитоилирование. PTM 
могут модулировать структуру, свойства и функцию транспортеров, 
их экспрессию и эффективность действия [8].

Фосфорилирование может приводить к включению / выключе-
нию транспортеров. С клинической точки зрения это актуально для 
пациентов, получающих цисплатин, поскольку TKI, такие как даза-
тиниб, снижают функцию OCT2 в ткани почек [8].

Гликозилирование транспортеров, в том числе сиалирование, 
влияет на активность переносчиков и их устойчивость к протеазам 
[9].

Убиквитинирование приводит к деградации переносчиков SLC и 
ABC, поэтому баланс между убиквитинированием и деубиквитини-



170

рованием может регулировать активность переносчиков в мембране 
[8].

Пальмитоилирование происходит в остатках цистеина вблизи 
границы раздела белок-липид. Оно может приводить к быстрому 
эндоцитозу или повышению эффективности переносчиков за счет 
кластеризации. Этот механизм был описан для транспортеров SLC 
и ABC, участвующих в транслокации холестерина [8].

Важно отметить, что в результате нарушения механизмов ре-
гуляции транспортеров при опухолях развивается лекарственная 
устойчивость, так как переносчики преимущественно ответствен-
ные за поглощение противоопухолевых препаратов клетками 
(представители  семейств  SLC22 и  SLCO)  более  высоко  экспрес-
сируются в здоровых тканях, чем в онкоцитах, что служит при-
чиной неблагоприятного распределения лекарственных средств. 
Это приводит  к неэффективности  лечения,  а  попытки повысить 
дозировку  —  к  системной  токсичности.  Поэтому  важно  знать 
конкретный механизм,  вызывающий  низкую  экспрессию  транс-
портеров при различных типах рака, чтобы использовать необхо-
димые  средства  для  повышения  экспрессии  белков.  Например, 
ядерные факторы гепатоцитов (HNF) представляют собой факто-
ры транскрипции, которые регулируют транскрипцию широкого 
спектра  генов,  включая SLC-транспортеры SLCO1B1, SLCO1B3, 
SLCO2B1, SLC22A1, SLC22A6 и SLC22A7. Экспрессия SLCO1B1 и 
SLCO1B3 стимулируется HNF1a и HNF4a, SLCO1B3 подавляется 
HNF3β,  а  SLCO2B1  регулируется HNF4a. При  гепатоцеллюляр-
ной  карциноме  повышенная  экспрессия  HNF3β  подавляет  экс-
прессию SLCO1B3 [4].

Лекарственные  средства  могут  конкурировать  с  эндогенными 
и  экзогенными  субстратами  за  связывание  с  транспортером. При 
этом уменьшается их почечная секреция и продлевается время на-
хождения лекарственного вещества (или его метаболита) в крови.

Подобные эффект используется в целях пролонгирования дей-
ствия лекарственных средств [7]. Например, пробенецид конку-
рентно  ингибирует  реабсорбцию  мочевой  кислоты  через  ОАТ-1 
в  проксимальных  канальцах.  Это  приводит  к  преимущественной 
реабсорбции пробенецида обратно в плазму и выведению мочевой 
кислоты с мочой.

Среди же транспортеров органических катионов наиболее глу-
боко изучено их влияние на фармакокинетику метформина [6]. 
Это  гипогликемический  препарат,  применяемый  при  лечении 
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сахарного диабета 2-го типа и ожирении. Метформин поступает 
в клетки органов-мишеней через 1-й тип транспортеров органи-
ческих катионов, а выходит из клеток — через 2-й тип. Из этого 
следует, что прием метформина одновременно с ингибиторами 
ОСТ первого типа может уменьшать эффективность метформина, 
а прием данного препарата с индукторами ОСТ 1-го типа — увели-
чивать эффективность, повышая его захват энтероцитами кишеч-
ника. В свою очередь ингибиторы транспортера катионов 2-го типа 
препятствуют выходу метформина из клеток, значительно пролон-
гируя его действие. Это необходимо учитывать в процессе расчета 
дозировки метформина при одновременном его применении с ин-
гибиторами или индукторами ОСТ.

Активность  переносчиков  лекарств  в  эпителиальных  клетках 
почечных канальцев также может играть важную роль в нефро-
токсичности, опосредуя накопление лекарств в клетках. Циспла-
тин единственный среди платиновых противоопухолевых препа-
ратов вызывает нефротоксичность. Прием цисплатина совместно 
с ингибиторами транспортеров органических катионов значи-
тельно снижает его токсичность. Наиболее часто используемым 
ингибитором транспортеров органических катионов является ци-
метидин [3, 6].

Медицинское значение транспортеров органических ионов за-
ключается в их способности переносить различные ксенобиоти-
ки и их метаболиты внутрь и из клетки, а также пролонгировать 
действие различных препаратов, или, наоборот, увеличивать ско-
рость выведения токсичных веществ (посредством ингибиторов и 
индукторов транспортеров или конкурентного действия при свя-
зывании с транспортером различных веществ). Также в будущем, 
имея больше информации о причинах нарушений механизмов 
регуляции транспортеров при разных видах опухолей, возможно 
улучшить эффективность противоопухолевых препаратов, снизив 
лекарственную устойчивость.
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Введение. Ведущую роль в регуляции деятельности сердечно-
сосудистой системы играет вегетативная нервная система. Имен-
но она претерпевает значимые изменения при развитии и про-
грессировании таких заболеваний, как гипертоническая болезнь, 
хроническая сердечная недостаточность и др. [1]. Длительная 
активация адренорецепторов, приводит к их десенситизации, ко-
торая является естественной формой ограничения в химических 
синапсах, и снижению компенсаторных механизмов, поддержи-
ваемых увеличением лиганда [2, 3]. В норме для кардиомиоци-
тов  характерно  преобладание  β1-адренорецепторов.  Так  как  по-
лиморфные варианты гена β1-адренорецептора могут определять 
характер рецепторного ответа — исследования однонуклеотидных 
полиморфизмов гена являются актуальными. Характер патологии 
сердца у конкретного пациента может зависеть от индивидуальной 
особенности данного рецептора. Более того в восстановлении чув-
ствительности адренорецепторов большую роль играют β -адрено-
блокаторы, однако индивидуальный полиморфизм гена ADRB1 не 
позволяет у некоторых пациентов применять стандартные дозиров-
ки лекарственных средств и может приводить к быстрому развитию 
побочных эффектов [4].

Наиболее интересными полиморфизмами гена β1-адрено-
рецептора (ADRB1) являются Gly389Arg и Ser49Gly. Полиморфизм 
локуса  1165G>C  сопровождается  заменой  аргинина  (Arg)  (аллель 
С) на глицин (Gly) (аллель G) в аминокислоте 389. Локус Gly389Arg 
локализован на карбокситерминальном участке пептидной цепи с 
внутриклеточной поверхности мембраны клетки и располагается в 
домене, определяющем взаимодействие с G белком. Полиморфизм 
локуса 145A>G сопровождается заменой серина (Ser) на Gly в ами-
нокислоте 49.

Как хорошо известно, в патогенез заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы весомый вклад вносят активные формы кислорода 
(АФК). Повышение продукции АФК, индуцируя внутриклеточные 
сигнальные механизмы, способствует активизации воспалительно-
го процесса, гипертрофических и фиброзных изменений в миокарде 
[5]. АФК способны повреждать ферментные комплексы дыхатель-
ной  цепи  и  ЦТК,  митохондриальную  ДНК,  изменять  активность 
транскрипционных факторов. Важнейшим звеном антиоксидант-
ной системы является фермент супероксиддисмутаза, который по-
зволяет поддерживать физиологическую концентрацию суперок-
сидных радикалов в тканях.
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Митохондриальная  Mn-зависимая  супероксиддисмутаза  имеет 
полиморфизм Ala16Val (С47Т, s4880) приводящий к замене аланина 
(Ala) на валин (Val). Данный полиморфизм локализован в участке, 
отвечающем за связывание с митохондрией для транспортировки 
фермента в митохондриальный матрикс. Известно, что фермент, со-
держащий в этой позиции Val, трансформируется в митохондриаль-
ный матрикс медленнее, поэтому присутствие аллеля Val и генотипа 
Val/Val  сопровождается  большей  выраженностью  окислительных 
повреждений [6]. У носителей данного аллеля гена SOD2 наблюда-
ется уменьшение активности фермента в митохондриях на 30–40% и 
возрастает риск развития сердечно-сосудистой патологии.

Цель работы: исследовать частоту встречаемости полиморфизмов 
генов АDRВ1 и SOD2 и оценить возможный риск развития и про-
грессирования сердечно-сосудистых заболеваний.

Материалы и методы. В исследовании приняли участие 51 чело-
век в возрасте от 18 до 22 лет (российская популяция), на данный 
момент не имеющих патологии со стороны сердечно-сосудистой 
системы. Все обследованные подписали информированное согла-
сие об участии в исследовании. Геномную ДНК выделяли из эпите-
лиальных клеток ротовой полости, используя коммерческий набор 
«ДНК-сорб-А» (ООО «ИнтерЛабСервис», Москва). Генотипирова-
ние образцов ДНК проводили с использованием наборов реагентов 
для ПЦР в реальном времени фирмы «Синтол» (Москва). Опреде-
ление полиморфных вариантов генов выполняли на приборе «Real-
time CFX96 Touch» (BioRad, США) в лаборатории Научного парка 
СПбГУ (центр «Развитие молекулярных и клеточных технологий»). 
У испытуемых  определяли полиморфизм  гена АDRВ1  (Gly389Arg, 
rs1801253),  кодирующего  β1-  адренергический  рецептор  и  гена 
SOD2 (C47T, rs4880), кодирующего митохондриальную супероксид-
дисмутазу. 

Результаты и обсуждение. Результаты исследования частоты 
встречаемости полиморфизма Gly389Arg гена АDRВ1 в обследован-
ной группе: Arg/Arg — 0,51, Gly/Arg — 0,47, Gly/Gly — 0,02. Частота 
встречаемости аллелей распределилась соответственно: С — 0,745 и 
G — 0,255. Результаты исследования частоты встречаемости поли-
морфизма C47T гена SOD2 в обследованной группе: Ala/Ala — 0,31, 
Ala/Val — 0,49, Val/Val — 0,2. Частота встречаемости аллелей распре-
делилась соответственно: С — 0,555 и Т — 0,455. 

При оценке сочетания полиморфизмов исследованных генов 
(ADRB1/SOD2) обнаружено, что генотип СС/СС присутствует у 10 
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человек; СС/СТ — у 9; СС/ТТ — у 7; СG/СC — у 5; СG/СТ — у 14; 
СG/ТТ — у 3; GG/СC — у 1; GG/СТ — у 2 человек. Из полученных 
сочетаний видно, что для 47,05% обследованных в данной группе 
риск развития сердечно-сосудистых заболеваний не подкрепляется 
генетическими факторами, так как включает не более 1 неблаго-
приятного аллеля. Генотип 52,95% обследованных включает 2 или 
3 неблагоприятных аллеля, что указывает на наличие у них наслед-
ственной предрасположенности к развитию сердечно-сосудистых 
заболеваний. Для 3 человек с предрасположенностью, сочетание 
GG/СС и GG/СТ позволяет предположить риск прогрессирования 
патологии (нарушения ритма сердца, фибрилляция предсердий, 
развитие хронической сердечной недостаточности).
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У КРЫС С САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ 2-ГО ТИПА

Комбинированное применение метформина с интраназально вводи-
мым инсулином (ИВИ) в дозах 6 и 15 МЕ/кг/сутки приводит к более вы-
раженному в сравнении с монотерапией метформином восстановлению 
глюкозного гомеостаза и инсулиновой чувствительности у крыс Wistar 
с сахарным диабетом 2-го типа, в то время как применение ИВИ в дозе 
1.5 МЕ/кг/сутки было менее эффективным.
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INFLUENCE OF THE COMBINATION OF METFORMIN WITH 
DIFFERENT DOSES OF INTRANASAL INSULIN ON GLUCOSE 

HOMEOSTASIS AND INSULIN SENSITIVITY IN RATS  
WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS

The combined use of metformin with intranasally administered insulin 
(IAI) at the doses of 6 and 15 IU/kg/day leads to a more pronounced restora-
tion of glucose homeostasis and insulin sensitivity in Wistar rats with type 2 
diabetes mellitus compared to metformin monotherapy, while the use of IAI at 
a dose of 1.5 IU/kg/day was less effective. 
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Введение. При сахарном диабете 2-го типа (Т2СД), наряду с ме-
таболическими и гормональными нарушениями, снижается актив-
ность инсулиновой системы мозга. Это приводит к негативным по-
следствиям, которые утяжеляют течение Т2СД и ухудшают его про-



178

гноз, в том числе нарушают центральную регуляцию инсулиновой 
чувствительности и глюкозного гомеостаза и усиливают инсулино-
вую резистентность (ИР) и гипергликемию на периферии. Среди 
причин ослабления инсулиновой системы мозга ослабление про-
ницаемости  гематоэнцефалического  барьера  для  циркулирующего 
в  крови  инсулина.  Одним  из  подходов  для  предотвращения  этого 
при Т2СД является применение интраназально вводимого инсулина 
(ИВИ), который при введении в полость носа беспрепятственно, по 
аксональным путям, поступает в мозг [1]. Важно, что применение 
ИВИ в низких и средних дозах не приводит к опасным для жизни 
пациентов  гипогликемическим  эпизодам,  а  при  длительном  при-
менении не усиливает ИР и, тем самым, не ухудшает транспорт в 
мозг  циркулирующего  в  крови  эндогенного  инсулина  [2].  Другим 
общепринятым подходом для коррекции метаболических и гормо-
нальных нарушений при Т2СД является применение антидиабети-
ческого препарата метформина (МФ), но он не всегда эффективен, 
а длительные курсы сравнительно высоких доз МФ приводят к ряду 
серьезных  побочных  эффектов  [3].  Для  снижения  доз  и  повыше-
ния эффективности МФ может быть использована его комбинация  
с ИВИ, что ранее было впервые продемонстрировано нами [4]. Од-
нако, не было изучено, как доза ИВИ влияет на способность его 
комбинации с МФ улучшать метаболические и гормональные по-
казатели  у  крыс  с  Т2СД.  Цель  работы  состояла  в  изучении  влия-
ния комбинации МФ в дозе 100 мг/кг/сутки в комбинации с ИВИ 
в дозах 1.5, 6 и 15 МЕ/кг/сутки на уровень глюкозы, толерантность 
к глюкозе, ИР у крыс с T2СД, вызванным высокожировой диетой 
(ВЖД) и низкой дозой стрептозотоцина (СТЦ).

Материалы и методы.  Для  экспериментов  использовали  самцов 
крыс Wistar, которых содержали в стандартных условиях вивария со 
свободным доступом к воде и корму. При их проведении следовали 
требованиям European Communities Council Directive 1986  (86/609/
EEC), «Guide for the Care and Use of Laboratory Animals» и Этическо-
го комитета ИЭФБ РАН.

Модель Т2СД вызывали высокожировой диетой, которую кры-
сы, начиная с двухмесячного возраста, потребляли в течение 20 не-
дель, причем через 12 недель животные получали инъекцию низкой 
дозы СТЦ  (15 мг/кг,  в/б). Через  2  недели после СТЦ-инъекции  у 
животных оценивали массу тела и уровень глюкозы до и через 120 
мин после глюкозной нагрузки. В качестве диабетических рассма-
тривали крыс с превышением массы тела в среднем на 8% в сравне-
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нии с контрольной группой, а также с уровнем глюкозы через 120 
мин после нагрузки в диапазоне от 7 до 12 мМ. Контрольные жи-
вотные получали стандартную диету и вместо СТЦ им вводили его 
растворитель (0.1 М натрий-цитратный буфер). В дальнейшем крыс 
случайным образом распределяли на экспериментальные группы и 
проводили их лечение МФ, ИВИ и их комбинациями в течение 3 
недель. В результате были сформированы 9 групп (по 6 крыс в каж-
дой):  контроль  (К),  Т2СД-крысы  без  лечения  (Д),  Т2СД-крысы 
с лечением раздельно МФ (100 мг/кг, перорально) (ДМ) и ИВИ в 
дозах 1.5, 6 и 15 МЕ/кг/сутки (ДИ-1.5, ДИ-6, ДИ-15), Т2СД-крысы 
с лечением совместно МФ и ИВИ в различных дозах (ДМИ-1.5, 
ДМИ-6, ДМИ-15). В конце эксперимента проводили интраперито-
неальный глюкозотолерантный тест (ИГТТ), для чего животным в/б 
вводили глюкозу (2 г/кг), измеряя в крови уровни глюкозы до и че-
рез 15, 30, 60 и 120 мин и уровни инсулина до и через 120 мин после 
глюкозной  нагрузки.  Оценивали  значение  AUC0-120, как интегри-
рованную площадь под кривыми зависимости концентрации глю-
козы (ммоль/л) от времени (мин). Уровень глюкозы определяли с 
помощью глюкометра и тест-полосок «One-Touch Select Ultra» (Life 
Scan, США), уровень инсулина — ИФА-набором фирмы «Insilin Rat 
ELISA» (Mercodia AB, Швеция). В крови оценивали концентрацию 
гликированного гемоглобина (HbA1C), используя набор «Multi Test 
HbA1c System» (Polymer Technology Systems, Inc., США). Затем крыс 
анестезировали хлоральгидратом (400 мг/кг, в/б) и декапитировали, 
оценивая массу жировой ткани. 

Статистический анализ проводили с помощью программы 
«Microsoft Office Excel 2007» (США), результаты представляли в виде 
M±SEM. Нормальность распределения оценивали с помощью кри-
терия Шапиро-Уилка. Значимыми считали различия при p<0.05. 

Результаты и их обсуждение. Масса тела и жировой ткани у Т2СД-
крыс были значимо выше, чем в контрольной группе (табл. 1). По-
вышались уровень глюкозы и концентрация HbA1C в крови, значе-
ние AUC0-120,  демонстрирующее  прирост  уровня  глюкозы  в ИГТТ  
в течение 120 мин после глюкозной нагрузки, базовый и стимулиро-
ванный (через 120 мин после нагрузки) уровни инсулина в крови, а 
также индекс ИР, рассчитанный как произведение базовых концен-
траций глюкозы и инсулина (табл. 1, 2). МФ терапия частично вос-
станавливала эти показатели, в то время как монотерапия исследуе-
мыми дозами ИВИ была менее эффективной, за исключением улуч-
шения инсулиновой чувствительности в группе ДИ-15 (табл. 1, 2).
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Совместное применение МФ и ИВИ в низкой дозе  1.5 МЕ/кг/
сутки улучшало восстанавливающий эффект МФ только в отноше-
нии значения AUC0-120 и индекса ИР, что указывает на потенцирова-
ние эффекта МФ в отношении нормализации толерантности к глю-
козе и периферической инсулиновой чувствительности, но при этом 
другие оцениваемые показатели в группе ДМИ-1.5 не отличались от 
группы ДМ (табл. 1, 2). При комбинированной терапии более эф-
фективными были дозы ИВИ 6 и 15 МЕ/кг/сутки (эти дозы являют-
ся средними для ИВИ при обработке крыс), которые в сравнении с 
монотерапией МФ в большей степени снижали содержание HbA1C 
в крови, значения AUC0-120 и индекс ИР, причем индекс ИР не от-
личался от такового в контроле. В сравнении с группой ДМ, комби-
нация МФ и ИВИ в дозе 6 МЕ/кг/сутки была более эффективна в 
отношении снижения массы тела, а комбинация МФ с ИВИ в дозе 
15 МЕ/кг/сутки — в отношении уровня глюкозы и стимулированно-
го глюкозой уровня инсулина в крови (табл. 1, 2).
Таблица 1. Масса тела и жировой ткани, уровень глюкозы и содержание 
гликированного гемоглобина у крыс с Т2СД и влияние на них лечения  

метформином, различными дозами ИВИ и комбинациями  
этих препаратов

Группа
крыс

Масса тела,
г

Масса жира,
г

Глюкоза, 
ммоль/л

HbA1C,
%

К 351±15 7,7±1,1 4,4±0,1 4,2±0,1

Д 449±17 a 23,8±1,5 a 6,5±0,3 a 7,1±0,2 a

ДМ 398±14 a,b 14,3±1,4 a,b 5,1±0,2 a,b 5,7±0,2 a,b

ДИ-1.5 429±20 a 20,5±2,2 a 5,4±0,3 a,b 6,4±0,1 a,b

ДИ-6 438±16 a 21,4±1,6 a 5,1±0,2 a,b 6,4±0,2 a,b

ДИ-15 427±25 a 19,2±1,0 a,b 5,0±0,3 a,b 6,1±0,3 a,b

ДМИ-1.5 375±23 b 10,8±0,7 a,b 5,0±0,2 a,b 5,5±0,3 a,b

ДМИ-6 360±11 b,c 9,1±1,6 b 4,6±0,2 b 5,0±0,1 a,b,c

ДМИ-15 385±21 b 10,7±1,9 b 4,4±0,2 b,c 4,9±0,2 a,b,c

Примечание. Различия между группой К и диабетическими группами (a), 
между группой Д и диабетическими группами с лечением (b) и между группой 
ДМ и группами ДМИ-1.5, ДМИ-6 и ДМИ-15 (с) статистически значимы при 
p<0.05. Данные представлены как M±SEM, n=6.
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Таблица 2. Значения AUC0-120 для глюкозы по результатам ИГТТ, 
базовый и стимулированный глюкозой уровни инсулина в крови и 

значения ИР у крыс с Т2СД и влияние на них лечения метформином, 
различными дозами ИВИ и комбинациями этих препаратов 

Группа
крыс

AUC0-120, 
усл.ед.

Инсулин, баз., 
нг/мл

Инсулин, стим., 
нг/мл ИР, усл. ед.

К 1185±48 0,69±0,11 0,74±0,15 2,73±0,19

Д 2239±61 a 1,02±0,13 a 2,39±0,24 a 6,68±0,44 a

ДМ 1760±40 a,b 0,90±0,15 1,47±0,16 a,b 4,55±0,30 a,b

ДИ-1.5 2078±72 a 0,95±0,17 1,90±0,23 a 5,17±0,38 a,b

ДИ-6 1916±38 a,b 0,88±0,16 1,81±0,27 a 4,57±0,36 a,b

ДИ-15 1937±68 a 0,73±0,11 b 1,70±0,15 a,b 3,78±0,35 a,b

ДМИ-1.5 1502±36 a,b,c 0,70±0,17 1,26±0,24 b 3,52±0,33 a,b,c

ДМИ-6 1427±43 b,c 0,58±0,14 b 1,11±0,17 b 2,64±0,26 b,c

ДМИ-15 1395±48 b,c 0,62±0,11 b 0,89±0,14 b,c 2,80±0,23 b,c

Примечание: AUC0-120 — интегрированная площадь под кривой концентра-
ция глюкозы (ммоль/л)–время (мин), включающая временной промежуток 120 
мин от момента инъекции глюкозы с 5 измерениями уровня глюкозы (до и через 
15, 30, 60 и 120 мин после нагрузки). Различия между группой К и диабетиче-
скими группами (a), между группой Д и диабетическими группами с лечением 
(b) и между группой ДМ и группами ДМИ-1.5, ДМИ-6 и ДМИ-15 (с) стати-
стически значимы при p<0.05. Данные представлены как M±SEM, n=6.

Полученные нами данные указывают на перспективы совместно-
го применения МФ и ИВИ в средних дозах для нормализации глю-
козного гомеостаза и инсулиновой чувствительности при Т2СД, по-
скольку эта комбинация более эффективна, чем монотерапия МФ, 
и не ассоциирована с побочными эффектами МФ, которые отмеча-
ются при лечении высокими дозами МФ, включая лактоацидоз [5]. 
Возможными механизмами, лежащими в основе усиления восста-
навливающих эффектов МФ и ИВИ при их совместном примене-
нии, могут быть улучшение центральной регуляции пищевого пове-
дения и периферического метаболизма вследствие активации ИВИ 
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инсулиновой системы мозга [1], а также положительное влияние 
МФ на инсулиновую сигнальную трансдукцию в мозге вследствие 
нормализации энергетического статуса нейронов [6].

Работа поддержана Минобрнауки России, соглашение № 075-15-
2022-296, на создание и развитие научного центра мирового уровня 
«Павловский центр «Интегративная физиология — медицине, высо-
котехнологичному здравоохранению и технологиям стрессоустой-
чивости».
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КУЛЬТИВИРОВАНИЯ
Альгинат натрия — популярный в биомедицине материал для по-

лучения гидрогелевых скаффолдов, обладающий, тем не менее, слабой 
способностью к адгезии клеток. В данной статье авторы приводят ме-
тодику модификации гидрогелей на основе альгината натрия с оценкой 
изменений его химической структуры и культивированием фибробла-
стов на его поверхности.

Ключевые слова: альгинат натрия, желатин, пероксинитрит, фи-
бробласты, цитосовместимость.

Zakharov A.S., Vasilovsky I.N., Nozadze N.D., 
Korotkova N.V., Mzhavanadze N.D.

Ryazan State Medical University,
Ryazan

DEVELOPMENT OF PEROXYNITRITE-MODIFIED BIOPOLYMER 
HYDROGELS FOR CELL CULTIVATION

Sodium alginate is a popular material for biomedicine used for the 
production of hydrogel scaffolds, which, nevertheless, has a weak ability to 
adhere cells. In this article, the authors present a technique for modifying 
sodium alginate-based hydrogels with an assessment of changes in its chemical 
structure and cultivation of fibroblasts on its surface.

Keywords: sodium alginate, gelatin, peroxynitrite, fibroblasts, 
cytocompatibility.

Введение. Биомедицина и биоинженерия — науки, применяю-
щие биоматериалы и технологии клеточного культивирования для 
создания конструкций, улучшающих регенерацию или заменяющих 
в организме человека органы с нарушенным функционированием 
и структурой [1, 2]. Одним из популярных веществ для получения 
таких разработок является альгинат натрия, способный поглощать 
большое количество воды и образовывать гидрогели. Наряду с пре-
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имуществами таких гидрогелей (удовлетворительная прочность, 
длительное поддержание формы, легкость полимеризации), у них 
имеются и существенные недостатки: слабые адгезивные свойства и 
невозможность напрямую взаимодействовать с пептидами, их улуч-
шающими.

В данной статье мы представляем методику модификации альги-
ната натрия с оценкой изменений его химической структуры и куль-
тивированием фибробластов на поверхности разработанных гидро-
гелей.

Материалы и методы. Синтез пероксинитрита. Раствор перокси-
нитрита получали во льду путем добавления к смеси 10 мл 3% (мас-
са/объем) пероксида водорода и 340 мкл 96% (масса/объем) серной 
кислоты моментально 10 мл 1М раствора нитрита натрия и 15 мл 
2М раствора гидроксида натрия. Избыток пероксида водорода раз-
лагали диоксидом марганца, осадок которого затем отфильтровы-
вали. Концентрацию пероксинитрита оценивали колориметриче-
ски на спектрофотометре СФ-2000 при длине волны 302 нм (E302 = 
1670 моль-1 см-1).

Чистоту раствора пероксинитрита оценивали йодометрическим 
титрованием для вычисления примесей пероксида водорода и спек-
трофотометрически посредством воздействия реактивом Грисса для 
вычисления  примесей  нитритов.  Данные  эксперименты  проводи-
лись с подкисленной аликвотой раствора для предварительного раз-
ложения пероксинитрита. 

Модификация альгината натрия. Модификацию альгината на-
трия раствором проводили следующим образом: 4 г альгината натрия 
(ALG) помещали в две мерные колбы, добавляли смесь раствора пе-
роксинитрита  и  95%  этанола  в  соотношении  1:1.  Их  выдерживали  
в течение 20 ч при 37 °, после чего осадок отделяли фильтрованием, 
трижды  промывали  95%  этанолом  и  высушивали.  Таким  образом 
получали 2 образца модифицированного альгината: № 1 (mALG1) —  
в присутствии 10 мл пероксинитрит-спиртовой смеси, № 2 (mALG2) — 
при 50 мл смеси.

Характеристика модифицированных альгинатов. Для оценки мо-
дификации альгината натрия получали спектры поглощения 0,1% 
(масса/объем) растворов модифицированных и интактного альги-
натов, рН которых предварительно доводили до 7,0-7,1.

Карбонильные группы определяли гидроксиламин-гидрохло-
ридным титрованием: 1 мл 1% (масса/объем) растворов модифи-
цированных и интактного альгинатов с рН=6,98-7,02 смешивали  
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с 5 мл 5% (масса/объем) раствора хлорида гидроксиламмония и 4 мл 
дистиллированной воды. Смесь выдерживали 15 минут темном ме-
сте при 25°и оттитровывали 0,05 М раствором гидроксида натрия в 
присутствии метилоранжа до желтой окраски. Содержание карбо-
нильных групп в модифицированных альгинатах рассчитывали по 
формуле:

CCOH mod% = Vmod∗100% 
Vint

. 

 
Содержание карбоксильных групп оценивали по адсорбции аль-

гинатными гранулами красителя метиленового синего: гранулы, 
полученные добавлением по каплям 1% растворов модифицирован-
ных и интактного альгината натрия по каплям добавляли в 2% (мас-
са/объем) раствор хлорида кальция добавляли к 10 мл 0,01% (масса/
объем) раствора метиленового синего. Спустя час их удаляли из рас-
твора и сравнивали оптические плотности опытных растворов с кон-
трольным (0,01% раствор метиленового синего) на спектрофотоме-
тре СФ-2000 при длине волны 665 нм. Содержание карбоксильных 
групп в модифицированных альгинатах рассчитывали по формуле:  .

CCOOH mod% (D665 ctrl − D665 mod)∗100%
D665 ctrl – D665 int

. 

Нитрогруппы определяли спектрофотометрически при помощи 
реактива Грисса подобно описанному выше, но 0,1% растворы аль-
гинатов предварительно подщелачивали и выдерживали при 50 °С  
в течение 30 мин для перехода нитрогрупп в свободные нитрит-ионы.

Приготовление гидрогелей. Для приготовления гидрогелей 2 г каж-
дого образца альгината натрия растворяли в 100 мл физиологическо-
го раствора при 40 °С, добавляли 3 г желатина (GEL). К модифици-
рованным альгинатным гидрогелям добавляли также 2 г интактного 
альгината натрия. Образцы стерилизовали автоклавированием. В ла-
минарном боксе в 96-луночных планшетах гели в объеме 50 мкл/лунка 
охлаждали при 4 °С до застывания и полимеризовали 50 мкл 2% рас-
твора хлорида кальция в течение 15 мин. Затем к ним добавляли рас-
твор микробиальной трансглутаминазы Streptoverticillium mobaranse 
(mTG) 300 МЕ/мл в культуральной среде в соотношении 1:1. Таким 
образом получали гидрогели 

ALG(2)G(3)TG,  ALG(2)  mALG1 (2)      G(3)TG,      ALG(2)  AKG 
mALG1 (2)G(3)TG. 
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Клеточное культивирование.  В  качестве  экспериментальной 
культуры использовали первичную культуру фибробластов челове-
ка, которую растили до состояния монослоя в присутствии среды 
DMEM/F12 с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
и 1% пенициллин-стрептомицина в условиях инкубатора при 37 °C  
и 5%  CO2. Фибробласты высаживали на поверхность гидрогелей из 
расчета 20000 клеток/лунка. Рост клеток оценивали путём фазово-
контрастной и светлопольной микроскопии на 3-й и 7-й дни куль-
тивирования.

Оценка жизнеспособности клеток. Жизнеспособность фибробла-
стов на поверхности гелей оценивали на 3 и 7 день культивирования 
при помощи МТТ-теста: в среду добавляли 20 мкл 0,5% (масса/объем) 
раствора МТТ-реактива в дистиллированной воде и инкубировали 3 
часа. Далее среду заменяли на 100 мкл диметильсульфоксида и после 
30 мин обработки в шейкере-инкубаторе при 37°C оптическая плот-
ность растворов считывалась на планшетном ридере StatFax 2100 в 
режиме 492/630 нм. 

Статистический анализ. Анализ данных проводился в программе 
SPSS Statistics 23.0 (IBM, США). Анализ выборок на нормальность 
не проводился в виду количества повторностей менее 10, распреде-
ление считалось ненормальным. Сравнение пары выборок осущест-
вляли критерием Манна-Уитни, множественные сравнения — кри-
терием Краскела-Уоллиса и последующим критерием Манна-Уит-
ни с поправкой Бонферрони.

Результаты и обсуждение. Был получен раствор пероксинитрита 
концентрацией 37 мМ с 1,46% примесей пероксида водорода (0,54 
мМ) и 8,37% нитрита натрия (3,1 мМ). 

Рис. 1. Спектрофотометрия альгинатов натрия. Синим обозначен  
интактный образец, красным и зеленым — первый и второй  

модифицированные соответственно
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Анализируя  спектры  модифицированных  альгинатов  натрия 
(рис. 1), мы видим батохромный сдвиг пика с 215,5 нм у интактного 
образца до 219,5 нм у первого и 223 нм у второго модифицирован-
ных, а также гиперхромный сдвиг с увеличением оптической плот-
ности с 1,4 до 1,65 и 1,72 соответственно.

Дальнейший анализ выявил увеличение содержания карбониль-
ных, карбоксильных и нитрогрупп в модифицированных альгинатах 
(табл. 1).
Таблица 1. Характеристика полученных образцов модифицированных 

альгинатов натрия

Вид альгината
Объем моди-
фицирующей 

смеси, мл

Содержание 
карбониль-

ных групп, %

Содержание 
карбоксиль-
ных групп, %

Содержание 
нитрогрупп, 

%

Интактный – 100 100 0
Модифициро-
ванный №1 10 130±12,84 116±2,24 3,82±0,08

Модифициро-
ванный №2 50 190±8,00 157±3,57 5,56±0,64

На рис. 2 представлены микрофотографии культуры человече-
ских  фибробластов  на  гидрогелях  ALG(2)G(3)TG,  ALG(2)
(2)G(3)TG,  ALG(2) (2)G(3)TG  на  7  день  культивирования. 
Как видно, добавление в гидрогели модифицированных образцов 
альгината натрия существенно увеличивается количество клеток 
вытянутой морфологии и становится равномернее их распределение 
по поверхности гидрогелей. 

Рис. 2. Фазово-контрастная микроскопия гидрогелей на 7-й день 
культивирования. Увеличение 100Х. a — гидрогель A(2)G(3)TG, b — A(2)

(2)G(3)TG, c — A(2) (2)G(3)TG. Клетки гидрогеля ALG(2)
(2)G(3)TG контрастированы МТТ-реактивом из-за низкой 

прозрачности геля

a b с
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Данные микроскопии подтверждаются результатами МТТ-теста, 
где мы видим увеличение метаболической активности фибробла-
стов на 3 и 7 дни культивирования в модифицированных гидрогелях 
(рис. 3).

Проблема создания биоинженерных скаффолдов является кри-
тически важной для медицины. В настоящее время в качестве сырья 
для получения биомедицинских изделий рассматривается множе-
ство полимеров, как природных, так и искусственных [3]. Тем более 
очевидно, что было предложено множество методов их модифика-
ции, например периодатное окисление альгината натрия [4–6].

Предложенный нами способ модификации альгината натрия пе-
роксинитритом на данный момент уступает периодатному окисле-
нию по своей специфичности и воспроизводимости, но имеет свои 
преимущества: не требует дорогих реактивов, простота проведения 

Рис. 3. Сравнение метаболической активности фибробластов на гидроге-
лях. Границы «ящиков» — межквартильные размахи, «усы» — минималь-
ные и максимальные значения, горизонтальная линия — медиана, кружки 

и звездочки — выбросы и ошибки
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модификации альгината натрия и, самое главное, возможность 
внесения в полимер различных функциональных групп (как кар-
бонильных, так и карбоксильных и нитрогрупп), что потенциально 
повышает реакционную способность вещества и адгезивность полу-
чаемых на его основе гидрогелей.

Полученные нами модифицированные образцы альгината на-
трия улучшают цитосовместимость и адгезивность гидрогелей. Важ-
ным является отсутствие цитотоксического действия у полученных 
в результате модификации гидрогелей. 

Заключение. Таким  образом,  нами  предложена методика моди-
фикации альгината натрия пероксинитритом, позволяющая внести 
в молекулу полимера карбонильные, карбоксильные и нитрогруп-
пы. Полученные ионно-ферментно сшитые гидрогели на основе 
модифицированного альгината натрия и желатина проявляют удов-
летворительные адгезивные свойства и не снижают метаболическую 
активность фибробластов на своей поверхности.
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ГЕНОВ В КОРЕ МОЗГА КРЫС ПОСЛЕ ГЛОБАЛЬНОЙ 

ЦЕРЕБРАЛЬНОЙ ИШЕМИИ
Интраназально вводимый инсулин может рассматриваться в ка-

честве кандидатного лекарственного средства при церебральной ише-
мии, оказывая нейропротекторные и нейромодуляторные эффекты. 
Изучали его влияние на экспрессию генов про- и антиапоптотических 
белков Bax и Bcl-2, эндотелиальной и нейрональной форм NO-синтазы 
и ферментов антиоксидантной защиты в коре мозга крыс, перенесших 
двухсосудистую ишемию переднего мозга с последующей реперфузией.
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апоптоз, антиоксдантная защита.
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EFFECTS OF INTRANASAL INSULIN ON GENE EXPRESSION IN RAT 
BRAIN CORTEX AFTER GLOBAL CEREBRAL ISCHEMIA

Intranasally administered insulin is considered as a candidate drug for ce-
rebral ischemia, providing neuroprotective and neuromodulatory effects. We 
studied its effect on the gene expression of the pro- and anti-apoptotic proteins 
Bax and Bcl-2, endothelial and neuronal forms of NO-synthase and antioxi-
dant defense enzymes in the cerebral cortex of rats after two-vessel forebrain 
ischemia followed by reperfusion.

Keywords: intranasal insulin, cerebral ischemia, apoptosis, antioxidant 
defense.

Введение. Огромная распространенность и социально-экономи-
ческая значимость острых нарушений мозгового кровообращения 
способствуют поиску терапевтических и лекарственных подходов 
для их профилактики, лечения и последующей реабилитации. Одна-
ко, несмотря на это в клинической практике отсутствуют эффектив-
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ные нейропротекторы, позволяющие комплексно воздействовать на 
структуры головного мозга, предотвращать или снижать степень их 
повреждения при инсульте и других состояниях, вызывающих ише-
мию головного мозга [1].

Длительное время считалось, что мозг является нечувствитель-
ным к инсулину органом, и инсулин рассматривался исключитель-
но в качестве периферического гормона, отвечающего за глюкоз-
ный гомеостаз. Но данные последних лет указывают на наличие 
инсулина и специфичных к нему инсулиновых рецепторов в ней-
ронах и глиальных клетках головного мозга, которые активируют-
ся при взаимодействии с инсулином и запускают соответствующие 
сигнальные каскады, направленные на реализацию эффектов этого 
гормона  в ЦНС  [2].  Так,  инсулин  оказывает множественное  дей-
ствие и регулирует метаболизм и функции нейронов и клеток глии, 
нормализует обменные процессы при неблагоприятных воздей-
ствиях на мозг, влияет на синаптогенез и ангиогенез, проявляя тем 
самым нейротрофическое, нейромодуляторное и нейропротектор-
ное действие [3].

В последние годы интерес исследователей направлен на изучение 
терапевтических возможностей интраназально вводимого инсулина 
(ИВИ), который при подобном способе доставки значимо не влия-
ет на уровень глюкозы на периферии и позволяет оказывать выра-
женное положительное действие на головной мозг. В клинических 
испытаниях на людях ИВИ зарекомендовал себя как эффективный 
препарат, усиливающий когнитивные способности, при мягком 
когнитивном дефиците и болезни Альцгеймера [3]. Однако, иссле-
дования эффектов ИВИ при церебральной ишемии единичны. Дан-
ная работа направлена на изучение влияния ИВИ на содержание 
про- и антиапоптотических белков Bax и Bcl-2 и их экспрессию, экс-
прессию генов эндотелиальной и нейрональной форм NO-синтазы 
(eNOS, nNOS) и экспрессию генов ферментов антиоксидантной за-
щиты в коре мозга крыс, перенесших глобальную двухсосудистую 
ишемию переднего мозга с последующей реперфузией (ИшР).

Материалы и методы. Для  экспериментов использовали  самцов 
крыс Wistar (250-300 г), содержавшихся в стандартных условиях ви-
вария со свободным доступом к воде и корму. При исследовании 
соблюдали требования European Communities Council Directive 1986 
(86/609/EEC), «Guide  for  the Care and Use of Laboratory Animals» и 
Этического  комитета  ИЭФБ  РАН. Глобальная ишемия переднего 
мозга моделировалась путем окклюзии обеих каротидных артерий 
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на 20 минут с помощью сосудистых клипс в сочетании с гипотен-
зией [4]. Животные вводились в наркоз с помощью хлоральгидра-
та в дозе 400 мг/кг веса. Гипотензия осуществлялась путем отбора 
крови из бедренной артерии в гепаринизированный шприц, а так-
же перед отбором крови крысам вводили 0.2 мл 0.9% NaCl, содер-
жащий  гепарин  50 Ед/мл.  Забор крови проводили  до  достижения 
давления в 50 мм рт. ст. Контроль артериального давления произ-
водили с использованием системы для неинвазивного измерения 
давления «Систола» (Москва, Россия). Реперфузия переднего мозга 
осуществлялась путем снятия сосудистых клипс с одновременным 
введением ранее отобранной в шприц крови в смеси с гепарином в 
кровяное русло и проводилась в течение 1 ч. Ложно-оперированные 
животные (ЛО) анестезировались, у них проводилось препарирова-
ние артерий, но не отбиралась кровь и не проводилось пережатие 
каротидных артерий.

Бычий инсулин («Sigma Aldrich», США), растворенный в цитрат-
ном буфере, pH 4.4, в количестве 0.5 МЕ вводили крысам интрана-
зально за 1 ч до окклюзии. Группа ЛО интраназально получала экви-
валентное количество растворителя также за 1 ч до окклюзии.

По окончанию реперфузии выделяли кору головного мозга крыс, 
которую использовали для выделения РНК и дальнейшей оценки 
экспрессии генов и для определения количества белков методом Ве-
стерн-блоттинга.

Оценку  экспрессии  генов  методом  количественной  RT-ПЦР  с 
обратной транскрипцией осуществляли в смеси, содержащей 10 нг 
кДНК, по 0,4 мкМ прямого и обратного праймеров и qPCRmix-HS 
SYBR + LowROX («Евроген», Россия). Расчет уровня экспрессии це-
левого гена проводили по методу ΔΔCT и выражали в RQ, используя 
экспрессию гена 18S рРНК в качестве референса. 

Для Вестерн-блоттинга проводили электрофоретическое разделе-
ние равного количества белка из каждой пробы в ПААГ по методу 
Лэммли, затем осуществляли перенос белков на нитроцеллюлозную 
мембрану и проводили инкубацию с первичными антителами — 
Anti-Bax  (1:1000),  Anti-Bcl-2  (1:1000),  Anti-GAPDH  (1:2000)  («Cell 
Signaling Technology», США). Затем добавляли вторичные анти-кро-
личьи  IgG,  конъюгированные  с  пероксидазой  хрена  (1:1000,  «Cell 
Signalling Technology», США). Сигнал вторичных антител усилива-
ли с помощью набора для иммунохемилюминесценции (Novex ECL 
Western  Blotting  Detection  Reagents,  «Invitrogen»,  США),  свечение 
фиксировали на фотопленке. Для нормализации данных мембра-
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ны после стриппинга окрашивали с использованием Anti-GAPDH 
антител. Проявленные фотопленки визуализировали на сканере, а 
данные обрабатывали денситометрически. Данные выражали как 
отношение проапоптотического белка Bax к антиапоптотическому 
белку Bcl-2.

Статистический анализ проводили с помощью программы 
«Microsoft Office Excel 2007» (США). Результаты представляли в виде 
средней±SEM. Значимыми считали различия при p<0,05. 

Результаты и их обсуждение. Нами показано, что введение инсу-
лина интраназально перед эпизодом ишемии может способствовать 
активации некоторых компонентов антиоксидантной системы. При 
ИшР  происходит  снижение  экспрессии  гена  CAT, кодирующего 
экспрессию фермента каталазы, и  гена SOD1, кодирующего цито-
плазматическую форму супероксиддисмутазы (СОД), и наблюдает-
ся тенденция к снижению экспрессии гена митохондриальной фор-
мы СОД, SOD2 (Табл. 1). ИВИ препятствует снижению экспрессии 
исследуемых  генов,  и  при  этом  уровень  экспрессии  мРНК  SOD1 
оказался выше, чем в группе ЛО. Инсулин известен своими анти-
оксидантными эффектами в ЦНС. Отмечено, что инсулин повыша-
ет уровень мочевой кислоты в ЦНС, которая выполняет функции 
антиоксиданта [5], и уровень глутатиона посредством регуляции ра-
боты ферментов системы глутатиона [6].

Таблица 1. Эффекты интраназального введения 0.5 МЕ инсулина  
на экспрессию генов в коре мозга у ложно-оперированных крыс и живот-
ных, подвергнутых двухсосудистой ишемии и реперфузии головного мозга

RQ, усл.ед. NOS1 NOS3 SOD1 SOD2 CAT

ЛО 1,05±0,16 1,13±0,24 1,03±0,06 1,01±0,06 1,09±0,17

ИшР 0,73±0,12 2,50±0,3 * 0,68±0,14 * 0,85±0,07 0,57±0,11 *

ИшР-Инс 1,25±0,25# 2,55±0,6 * 1,39±0,22 # 1,20±0,13 # 1,12±0,19

Примечание. Данные представлены как средние±SEM из 6-7 опытов.  
ЛО — ложно-оперированные крысы, ИшР — крысы, подвергнутые двухсосуди-
стой ишемии и реперфузии, ИшР-Инс — крысы, подвергнутые двухсосудистой 
ишемии и реперфузии и получавшие инсулин в дозе 0.5 МЕ/животное. * — по 
сравнению с ЛО, p<0.05; # — по сравнению с ИшР, p<0.05.
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Инсулин рассматривают в качестве вазоактивного гормона, 
который способен повышать продукцию NO и экспрессию NO-
синтазы в эндотелиальных клетках, что может положительно ска-
зываться на регуляции микрососудистого русла в зоне ишемии 
[7]. Мы  изучили  экспрессию  генов  нейрональной  и  эндотели-
альной форм NO-синтазы (NOS1, NOS3, соответственно) в коре 
мозга крыс, перенесших ИР, и влияние на нее ИВИ (см. табл. 1). 
Показана  активация  генной  экспрессии  eNOS при ИшР. Уро-
вень мРНК NOS3 повышался в 2.5 раза по сравнению с группой 
ЛО, как и в группе животных, перенесших ИшР и получавших 
инсулин.  Это,  вероятно,  связано  с  компенсаторным  характе-
ром активации экспрессии гена NOS3 в условиях церебральной 
ишемии. При этом нами отмечено увеличение экспрессии гена 
NOS1,  кодирующего  nNOS,  в  группе ИшР-Инс  по  сравнению 
с группой животных, перенесших ИшР, где была обнаружена 
тенденция к снижению экспрессии гена NOS1 (p=0.12).

Защитный эффект инсулина в значительной степени зависит 
от его способности препятствовать гибели клеток и активации 
апоптоза. Мы исследовали влияние ИВИ на уровень экспрессии 
про- и антиапоптотических белков Bax и Bcl-2 и на отношение 
количества белков Bax/Bcl-2 (табл. 2). В коре мозга крыс, пере-
несших ИшР, наблюдали значительное уменьшение экспрессии 
исследуемых генов. ИВИ повышал экспрессию гена, кодирую-
щего  антиапоптотический  белок  Bcl-2,  не  влияя  при  этом  на 
экспрессию гена Bax (табл. 2).

Методом Вестерн-блоттинга обнаружено повышение от-
ношения Bax/Bcl-2 в коре мозга крыс в 2.1 раза при ИшР (см. 
табл.  2),  а  ИВИ  приводил  к  увеличению  этого  показателя  до 
уровня в группе ЛО, что сходно с описанным нами ранее ан-
тиапоптотическим действием инсулина in vitro при индукции 
окислительного стресса на культуре кортикальных нейронов 
крысы [8]. Увеличение уровня антиапоптотического белка Bcl-
2 при введении инсулина может быть связано с активацией 
Akt-зависимого  сигнального  пути  и  фосфорилированием  Akt-
киназой транскрипционного фактора CREB, способного акти-
вировать экспрессию Bcl-2 [9].
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Таблица 2. Эффекты интраназального введения 0.5 МЕ инсулина  
на экспрессию генов про- и антиапоптотического белков Bax и Bcl-2  

и их содержание в коре мозга у ложно-оперированных крыс  
и животных, подвергнутых двухсосудистой ишемии и реперфузии  

головного мозга

RQ BAX, усл. ед. RQ BCL-2,  усл. ед. Bax/Bcl-2

ЛО 1,01±0,06 1,03±0,11 0,033±0,009
ИшР 0,56±0,09* 0,54±0,06* 0,061±0,009*

ИшР-Инс 0,75±0,05* 1,08±0,16 # 0,037±0,01

Примечание. Данные представлены как средние±SEM из 6-7 опытов.  
ЛО — ложно-оперированные крысы, ИшР — крысы, подвергнутые двухсосуди-
стой ишемии и реперфузии, ИшР-Инс — крысы, подвергнутые двухсосудистой 
ишемии и реперфузии и получавшие инсулин в дозе 0.5 МЕ/животное. * — по 
сравнению с ЛО, p<0,05; # — по сравнению с ИшР, p<0,05.

Нейропротекцию, обеспечиваемую инсулином, связывают  
с его влиянием на работу ионных транспортеров, с регуляцией ра-
боты митохондрий и апоптоза, со способностью подавлять окисли-
тельный стресс и с регуляцией работы нейромедиаторных систем,  
в частности глутаматной [10]. Проведенное исследование проливает 
свет на некоторые механизмы нейропротекторных эффектов инсу-
лина при его интраназальном введении в условиях ИшР, что откры-
вает перспективы для его изучения в качестве препарата для лечения 
ишемического и реперфузионного повреждения головного мозга.

Исследование выполнено при поддержке гранта Российского на-
учного фонда (проект № 23-75-01083).
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АТЕРОСКЛЕРОЗОМ
В исследовании выявлено статистически значимое повышение кон-

центраций молекулы межклеточной адгезии L-селектина и iNOS в сы-
воротке крови пациентов с атеросклерозом артерий нижних конечно-
стей по сравнению со здоровыми донорами. Кроме того, выявлена поло-
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жительная корреляционная связь средней силы между концентрацией 
L-селектина и iNOS.

Ключевые слова: селектины, периферический атеросклероз, молеку-
лы адгезии, адгезивная функция эндотелия.
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EVALUATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN 

CONCENTRATION OF L-SELECTIN AND THE LEVEL OF NO-
SYNTHASES IN PATIENTS WITH PERIPHERAL ATHEROSCLEROSIS

The study revealed a statistically significant increase in the concentrations 
of the intercellular adhesion molecule L-selectin and iNOS in the blood serum 
of patients with atherosclerosis of the arteries of the lower extremities compared 
with healthy donors. In addition, a positive correlation of average strength be-
tween the concentration of L-selectin and iNOS was revealed.

Keywords: selectins, peripheral atherosclerosis, adhesion molecules, endo-
thelial adhesive function.

Введение (актуальность). L-cелектин является представителем 
семейства молекул клеточной адгезии, обеспечивающим адгезию 
клеток крови к эндотелиоцитам и между собой [1]. Он относится к 
гликопротеинам клеточных мембран и также, как и его близкород-
ственные молекулы — P- и Е- селектины, в своем составе содержит 
внеклеточные  домены:  N-концевой,  кальций-зависимый;  домен, 
подобный  эпидермальному  фактору  роста  (EGF),  ответственный 
за распознавание углеводов; дoмены так называемых консенсусных 
повторов, которых в составе l-cелектина 2; трансмембранный до-
мен и короткий цитоплазматический домен [2].

Экспрессия L-селектина  осуществляется  лейкоцитами:  нейтро-
филами,  Т-  и  В-лимфоцитами,  моноцитами  и  макрофагами,  ден-
дритными клетками, а также NK-клетками; характер его экспрессии 
является конститутивным [3]. По мнению Hossain M. с соавторами 
оксид азота может оказывать влияние на экспрессию молекул кле-
точной адгезии, но механизмы такого влияния на сегодняшний день 
изучены недостаточно [4].

Периферический атеросклероз является системным заболевани-
ем и довольно серьёзной патологией, заболеваемость ею растёт по 
всему земному шару [5]. Он опасен своими осложнениями, такими, 
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как  тромбоз  и  тромбоэмболия;  его  течению  и  прогрессированию 
способствуют факторы риска, например, гипергликемия, гиперли-
пидемия, курение [6].

Цель. Провести  количественную  оценку  L-селектина  и  NО-
синтаз в сыворотке крови пациентов с периферическим атероскле-
розом и установить взаимосвязи между ними.

Материалы и методы. Исследование одобрено на заседании ЛЭК 
Рязанского государственного медицинского университета 15.04.2020 
(протокол № 9) и соответствует требованиям Надлежащей Клини-
ческой Практики  (Good Clinical  Practice, GCP),  а  также Хельсин-
ской декларации Всемирной Медицинской Ассоциации «Этические 
принципы проведения медицинских исследований с участием лю-
дей в качестве субъектов исследования».

Исследование было проведено на 2 группах пациентов. Одну из 
них составили пациенты с атеросклерозом артерий нижних конеч-
ностей  (n=31),  проходившие лечение  в ГБУ РО  «БСМП» и  в ГБУ 
РО «ОКБ» в 2021–2023 гг. Вторую — клинически здоровые доноры, 
сопоставимые с испытуемыми по возрасту и полу (n=26). Матери-
алом для исследования послужила сыворотка крови. Забор крови 
у пациентов и доноров проводился однократно из локтевой вены в 
утреннее время натощак. Кровь центрифугировали при ускорении 
1000 g, продолжительность центрифугирования составила 20 минут.

Количественное определение селектина L и NO-синтаз в сыво-
ротке крови проводили с использованием сэндвич-метода ИФА на 
иммуноферментном  анализаторе  Stat  Fax  2100  (microplate  reader) 
(Awareness technology Inc. Palm City, FL 34990, USA). Результаты вы-
ражали в нг/мл.

Полученные результаты обрабатывали методами непараметриче-
ской  статистики  с  использованием  программ Microsoft  Office  Excel 
2016 и IBM SPSS Statistics 26 (StatSoftInc., США). Нормальность рас-
пределения выборки оценивали по критерию Колмогорова-Смирно-
ва. Для подсчета статистической значимости различий непрерывных 
величин использовали U-критерий Манна–Уитни, данные представ-
лены в формате M (min; max), где М — cреднее значение, min — ми-
нимальное значение, max — максимальное значение. Различия между 
показателями считались статистически значимыми при р≤0,05.

Результаты. При определении концентрации l-селектина нами 
было отмечено его статистически значимое повышение в сыворотке 
крови пациентов с атеросклерозом артерий нижних конечностей по 
сравнению с группой контроля (табл. 1).
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Таблица 1. Концентрация селектина L (нг/мл) и уровень NO синтаз  
(нг/мл) в периферической крови пациентов с атеросклерозом артерий 

нижних конечностей, (M [min; max])

Группа Концентрация 
L-селектина, нг/мл

Уровень iNOS,
нг/мл

Уровень еNOS,
нг/мл

Контрольная груп-
па (n=26)

1469,3
[145,8; 4280,0]

0,55
[0,05; 5,54]

0,12
[0,01; 0,34]

Пациенты с атеро-
склерозом артерий 
нижних конеч-
ностей
(n=31)

2320,8*
[213,0; 4630,0]

2,95*
[0,02;16,28]

0,13
[0,02; 0,23]

Примечание:* — статистически значимое отличие уровня NO-синтаз и 
L-селектина в сыворотке крови пациентов с атеросклерозом артерий нижних 
конечностей по сравнению с группой контроля, р≤0,05.

При этом уровень NO-синтаз несколько отличался у исследуемых 
групп.  Так,  индуцибельная  NO-синтаза  (iNOS)  демонстрировала 
статистически значимое повышение у пациентов с атеросклерозом 
по сравнению с контрольной группой. Тогда как уровень эндотели-
альной NO-синтазы (eNOS) находился в состоянии статистически 
не выраженной тенденции. Кроме того, была установлена положи-
тельная корреляционная связь средней силы между концентрацией 
L-селектина  и  уровнем  индуцибельной  NO-синтазы  в  сыворотке 
крови пациентов с периферическим атеросклерозом нижних конеч-
ностей (r=0,5).

Рекрутирование лейкоцитов в стенку артерии является одним из 
ключевых звеньев в патогенезе атеросклероза, в том числе перифе-
рического. В сосудистой стенке лейкоциты совместно с поступаю-
щими в неё липидами запускают множество воспалительных реак-
ций, привлекая ещё большие количества лейкоцитов и способствуя 
всё большему распространению атеросклеротической бляшки. На 
сегодняшний день доказано участие в патогенезе атеросклероза 
клеток иммунной системы — макрофагов и лимфоцитов, а также 
нейтрофилов, дендритных клеток, натуральных киллеров [7]. Для 
нейтрофилов такая функция была открыта позже, чем для других 
лейкоцитов.  Известно,  что  основная  часть  этих  клеток  находится 
в маргинальном пуле, но при возникновении угрозы повреждения 
происходит их перераспределение и количество в циркулирующем 
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пуле увеличивается [8]. Вполне вероятно, что это и является одной 
из причин повышения концентрации растворимого фрагмента  sL-
селектина в сыворотке крови пациентом с периферическим атеро-
склерозом, который в клинике и используется в качестве диагно-
стического  критерия  нарушения  адгезивной  функции  эндотелия 
[9]. Кроме того, статистически значимое повышение уровня iNOS и 
положительная корреляционная связь между изучаемыми показате-
лями может свидетельствовать о возможной регуляции экспрессии 
L-селектина оксидом азота.

Выводы.
1. Концентрация L-селектина в сыворотке крови пациентов с 

атеросклерозом артерий нижних конечностей повышена по срав-
нению со здоровыми донорами.

2. Концентрация индуцибельной NO-синтазы в сыворотке кро-
ви пациентов с атеросклерозом артерий нижних конечностей повы-
шена по сравнению со здоровыми донорами.

3. Обнаружена положительная корреляционная связь средней 
силы между концентрацией L-селектина и iNOS, что может пред-
положительно указывать на регулирующее влияние оксида азота на 
экспрессию L-селектина и требует дальнейшего, более углубленно-
го, изучения данной проблемы.
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ПРОГНОЗИРОВНИЕ IN SILICO ИНГИБИТОРНЫХ СВОЙСТВ 

ПИОГЛИТАЗОНА В ОТНОШЕНИИ HDAC1 И HDAC2
В работе спрогнозированы с помощью программы молекулярного 

докинга ингибирующие свойства лекарственного средства пиоглита-
зана в отношении гистондеацилаз HDAC1 и HDAC2. Показано, что 
пиоглитазон проявляет хорошую аффинность in silico к гистондеа-
цилазам HDAC1 и HDAC2 (Eсв.=-5,86 и -3,72 ккал/моль соответ-
ственно), что позволяет спрогнозировать возможный противоопу-
холевый механизм действия пиоглитазона в качестве их ингибитора 
in vitro. 

Ключевые слова: пиоглитазон, ингибиторы гистондеацилаз, in silico, 
молекулярный докинг.
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PREDICTION IN SILICO OF THE INHIBITORY PROPERTIES OF 

PIOGLITAZONE AGAINST HDAC1 AND HDAC2
In this paper, the inhibitory properties of the drug pioglitazane against his-

tone deacylases HDAC1 and HDAC2 were predicted using a molecular dock-
ing program. It has been shown that pioglitazone exhibits good affinity in silico 
to histone deacylases HDAC1 and HDAC2 (Esp.=-5.86 and -3.72 kcal/mol, 
respectively), which makes it possible to predict a possible antitumor mecha-
nism of action of pioglitazone as their inhibitor in vitro.

Keywords: pioglitazone, histone deacylase inhibitors, in silico, molecular 
docking.

В настоящее время пиоглитазон — единственный представитель 
группы сахароснижающих препаратов — тиазолидиндионов (глита-
зонов). Эти препараты являются агонистами ядерных γ-рецепторов, 
активируемых пролифератором пероксисом (PPARγ), который экс-
прессируется преимущественно в жировой ткани и вызывает транс-
крипцию генов, принимающих участие в метаболизме глюкозы и 
липидов. В адипоцитах активация PPARγ снижает уровни воспали-
тельных цитокинов и свободных жирных кислот и увеличивает кон-
центрацию адипонектина, таким образом способствуя повышению 
чувствительности к инсулину и снижению уровня глюкозы [1].

Из литературных данных [2, 3] также известно, что производные 
пиоглитазона проявляют широкий спектр противоопухлевой актив-
ности с различными молекулярными механизмами действия. Один 
из таких молекулярных механизмов действия изучался нами в более 
ранних работах [4]. Тогда нам удалось спрогнозировать противоопу-
холевые свойства пиоглитазона и его производных как ингибиторов 
VEGF-A — фактора роста эндотелия кровеносных сосудов, приво-
дящего к увеличению сосудистой проницаемости опухолей.

Однако также известно [5], что при различных видах онкологиче-
ских заболеваний может наблюдаться повышенная экспрессия ин-
дивидуальных HDAC (гистондеацилаз) — ферментов, действующих 
в качестве ингибиторов экспрессии различных генов, в том числе и 
противоопухолевого фактора, что однозначно повышает риск раз-
вития опухоли. Так, например, уровень изоформы HDAC1 повыша-
ется при раке простаты, желудка, толстого кишечника, раке груди, 
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а HDAC2 — при колоректальном раке,  раке  груди и шейки матки 
[5].  Разработка  ингибиторов  HDAC  —  достаточно  интересный  и 
перспективный подход в лечении онкологических заболеваний. На 
настоящий момент существует ряд ингибиторов гистондеацетилаз 
[5, 6], начиная со сложных соединений, выделенных из бактерий и 
грибов  (ТСА,  тапоксин), и кончая относительно простыми соеди-
нениями (бутират), которые широко используются в онкологии [6]. 
На основании изложенного и в продолжении изучения возможных 
механизмов противоопухолевой активности пиоглитазона была рас-
смотрена возможность ингибирования им двух наиболее изученных 
на сегодняшний день гистондиацилаз — HDAC1 и HDAC2.

Цель исследования: спрогнозировать с помощью программы мо-
лекулярного докинга возможность сродства пиоглитазона к различ-
ным видам гистондеацилаз — HDAC1 и HDAC2.

Методы исследования: Выбор белков HDAC1 и HDAC2 проведён 
из  банка  данных  3D-  структурных  белков  RSCB  PDB.  3D-модель 
пиоглитазола создана с помощью специализированных программ 
пакета Chemoffice. Молекулярный докинг осуществлен с помощью 
программы Docking server с использованием полуэмпирического ме-
тода расчетов квантовой химии PM6, метода геометрической опти-
мизации MMFF94 при значении pH 7.0, количество пробегов — 20.

Взаимодействие лиганда и белка (аффинность) оценивалось при 
помощи характеристик, полученных в результате докинга: энергии 
связывания и константы ингибирования. В настоящей работе энер-
гией связывания считали наименьшее значение изменения свобод-
ной энергии Гиббса при переходе комплекса лиганд-протеин из не-
связанного состояния в связанное.

Результаты исследования. Был проведен молекулярный докинг 
пиоглитазона с ферментами HDAC1 и HDAC2.

Более  низкое  значение  свободной  энергии  связывания  для  ли-
ганда (пиоглитазона) должно свидетельствовать о его более высокой 
аффинности к анализируемым белкам-гистондеацилазам.

Определено, что достаточно хорошую аффинность пиоглитазон 
проявляет  в  отношении  гистондеацилазы  HDAC1.  В  отношении 
HDAC2 аналогичные параметры связывания для пиоглитазона ока-
зались  близки,  но  все-таки немного  уступали  таковым  для HDAC1 
(таблица). 

Также с помощью молекулярного докинга был изучен аминокис-
лотный состав аллостерического центра связывания пиоглитазона с 
HDAC1 и HDAC2 (рис.). Нужно отметить, что отличия присутство-
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вали и по аминокислотному составу аллостерического центра свя-
зывания, однако, в обоих случаях большую долю в процесс связыва-
ния с пиоглитазоном вносили гидрофильные фрагменты (отмечены 
зеленым цветом) белковых молекул.

Таблица. Результаты молекулярного докинга пиоглитазона  
с HDAC1 и НDAC2

Изоформа гистондеацилазы Энергия связывания, 
ккал/моль

HDAC1 -5,86

HDAC2 -3,72

Вывод. Пиоглитазон проявляет хорошую аффинность in silico к 
гистондеацилазам HDAC1  и HDAC2,  что  позволяет  спрогнозиро-
вать возможный противоопухолевый механизм действия пиоглита-
зона в качестве их ингибитора in vitro.

  а б

Рисунок. а — Аллостерический центр связывания пиоглитазона с HDAC1; 
б — аллостерический центр связывания пиоглитазона с HDAC2

 а 
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БИОХИМИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ РАЗВИТИЯ  
ОЖИРЕНИЯ

Распространенность ожирения во всем мире в последние десяти-
летия достигает масштабов эпидемии. За последние четыре десяти-
летия количество людей, страдающих ожирением, выросло практи-
чески в четыре раза, при этом почти 45% мирового населения име-
ют избыточный вес. В данном исследовании разбираются механизмы 
развития ожирения и предлагаются рекомендации по профилактике  
и лечению.
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BIOCHEMICAL BASIS OF OBESITY  
DEVELOPMENT

The prevalence of obesity worldwide in recent decades has reached epi-
demic proportions. Over the past four decades, the number of obese people 
has almost quadrupled, with almost 45% of the world’s population being over-
weight. This study examines the mechanisms of obesity development and offers 
recommendations for prevention and treatment.

Keywords: obesity, pathogenesis, prevention, treatment.

Избыточный вес или ожирение определяется как непропорци-
ональная масса тела относительно роста и обычно рассчитывает-
ся с использованием индекса массы тела (ИМТ) (масса тела (кг)/
рост2 (м)), хотя эта мера признана неточной. Классификация ВОЗ 
определяет нормальные значения ИМТ как 18,5–24,9 кг/м2; избы-
точный вес — 25–29,9 кг/м2 и ожирение — ≥30 кг/м 2.

Масса тела и, следовательно, ожирение определяются сложным 
взаимодействием потребления и расхода энергии, психосоциальны-
ми факторами, генетическими факторами, а также совместной дея-
тельностью нервной и эндокринной систем организма. Поскольку 
эти аспекты широко рассматривались в других источниках, в этом 
исследовании основное внимание уделяется биохимической осно-
ве накопления жира в адипоцитах и патологических изменений при 
ожирении.

В частности, считается, что употребление избыточного количе-
ства липидов является инициатором ожирения [1]. Установлено так-
же, что ожирение связано с увеличением концентрации в сыворотке 
крови некоторых аминокислот и характером белкового содержания 
рациона. Аминокислота цистеин, содержащая серу, связана с увели-
чением метаболических триглицеридов. Было показано, что не все 
серосодержащие аминокислоты вызывают этот эффект, и причина 
этих наблюдений не установлена [2].Описанные выше наблюдения 
привели к биомедицинским гипотезам ожирения, основанным на 
выработке энергии посредством гидролизного превращения АТФ в 
АДФ и связанных с этим химических реакций.

Адипоциты играют важную роль как в хранении энергии, так и в 
качестве эндокринных клеток (т.е. они способны секретировать гор-
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моны и другие факторы). Ожирение у людей приводит к увеличе-
нию размера, количества адипоцитов. Основными соединениями в 
этих клетках являются триглицериды плюс некоторое количество 
холестерина, различные белки и некоторые моно- и дикарбоновые 
жирные кислоты. Таким образом, развитие ожирения в результате 
повышения концентрации триглицеридов в клетках адипоцитов 
связано  с  накоплением  этих  метаболитов.  Наблюдения  показы-
вают, что триглицериды не всасываются из пищеварительной си-
стемы, а гидролизуются в последней с образованием моно- и ди-
карбоновых кислот жирных кислот, моноглицеридов и глицерина. 
Предполагается также, что триглицериды образуются в результате 
метаболизма из вышеуказанных соединений, а также в процессе 
липогенеза. Считается, что этот процесс приводит к превращению 
углеводов, превышающих непосредственные метаболические по-
требности, в триглицериды. Образовавшиеся триглицериды посту-
пают в хранилище преимущественно в адипоцитах. Наблюдение за 
последствиями лишения питания наряду с рядом биохимических 
исследований приводит к выводу, что биохимические реакции с 
участием этих накопленных триглицеридов и других липидов яв-
ляются  источником  метаболической  энергии.  Определенные  со-
единения появляются в моче людей, находящихся в условиях не-
достаточного  питания.  Эти  соединения  представляют  собой  бе-
та-гидроксимасляную кислоту, ацетоуксусную кислоту и ацетон 
и называются кетоновыми телами. Считается, что происхождение 
соединений связано с химическими реакциями, в ходе которых 
триглицериды обеспечивают энергию для обмена веществ. В выра-
ботке энергии посредством мышечной активности участвует моно-
сахарид глюкозы. Это соединение и другие метаболические моно-
сахариды получаются путем гидролиза потребляемых углеводов и 
переработки соединений, связанных со структурой мышц, таких 
как анилин, лактат и глицерин, через циклы Кори и Фелига. Про-
цесс  переработки  называется  глюконеогенезом.  Эта  концепция 
подразумевает, что против развития ожирения эффективна анабо-
лическая нагрузка.

Большое анаболическое влияние, направленное против ожире-
ния, оказывает физическая нагрузка, в условиях гипоксии, так как 
недостаток кислорода приводит к усилению синтеза белка в орга-
низме человека [3]. Кроме того, в качестве профилактики можно 
рекомендовать прием, так называемых, анаболических аминокис-
лот — лейцина, валина, изолейцина. Возможна также заместитель-



208

ная гормональная терапия при наличии медицинских показаний 
для этого. Таким образом, в целях разработки таргетных подходов 
к решению проблемы ожирения, необходимо уделять внимание ис-
следованиям, направленным на изучение биохимических основ это-
го патологического процесса.
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ВЫСОКОАКТИВНАЯ АНТИРЕТРОВИРУСНАЯ  

ТЕРАПИЯ
ВААРТ — метод терапии ВИЧ-инфекции, состоящий в регуляр-

ном приёме двух и более противовирусных препаратов. Благодаря 
приёму такой терапии ВИЧ-положительные люди могут вести нор-
мальный образ жизни, а также не способны передать вирус другим 
людям половым путем и при рождении ребенка ВИЧ-инфицированной 
матерью.

Ключевые слова: ВААРТ, ингибиторы обратной транскриптазы, 
ингибиторы протеазы и интегразы.
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HIGHLY ACTIVE ANTIRETROVIRAL  
THERAPY

HAART is a method of treating HIV infection, which consists of regular-
ly taking two or more antiviral drugs. Thanks to this therapy, HIV-positive 
people can lead a normal life, and are also not able to transmit the virus to 
other people through sexual contact or when a child is born to an HIV-infected 
mother.

Keywords: HAART, reverse transcriptase inhibitors, protease and inte-
grase inhibitors.

Высокоактивная антиретровирусная терапия (ВААРТ) — метод те-
рапии ВИЧ-инфекции, состоящий в регулярном приеме двух и бо-
лее противовирусных препаратов. Основная цель терапии состоит в 
том, чтобы остановить воспроизведение вируса в организме. Когда 
вирусная нагрузка резко снижается, организм получает возмож-
ность  постепенно  восстановить  количество  CD4-лимфоцитов  и, 
соответственно,  адекватный иммунный ответ[1]. Основой ВААРТ 
является метод применения нескольких препаратов одновременно 
для подавления различных стадий развития вируса. До разработки 
тритерапии использовался лишь один препарат (первоначально это 
был зидовудин, широко используемый с 1987 года), к которому ви-
рус быстро приспосабливался вследствие его высокой мутагенно-
сти. Первые ингибиторы протеазы и ненуклеозидные ингибиторы 
обратной транскриптазы были созданы в начале 1990-х годов и тог-
да же начали широко применяться. Применение трех препаратов 
позволяет эффективно подавлять не только имеющуюся в организ-
ме разновидность вируса, но и мутантные формы, появляющиеся 
во время болезни[2]. Комбинация препаратов собирается из двух, 
трех или четырех компонентов.

Нуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы конкурент-
но подавляют фермент ВИЧ, который обеспечивает создание 
ДНК на основе РНК вируса. Эти препараты являются аналогами 
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нуклеозидов, отличаясь от них лишь небольшим изменением в 
молекуле рибозы. Встраивание их в синтезирующуюся цепь ДНК 
приводит  к  прекращению  её  синтеза  из-за  неспособности  этого 
соединения образовывать фосфодиэфирную связь. К препаратам 
этой группы относятся зидовудин (азидотимидин, ретровир), ла-
мивудин (эпивир), диданозин (видекс), ставудин (зерит), абака-
вир (зиаген).

Ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы ВИЧ не-
конкурентно угнетают РНК-зависимую ДНК-полимеразу виру-
са за счет прямого взаимодействия с каталитическим центром 
фермента. К ненуклеозидным ингибиторам обратной траскрип-
тазы относятся невирапин,  делавирдин,  этравирин и  рилпиви-
рин[3].

Ингибиторы протеазы блокируют фермент протеазу виру-
са,  который  расщепляет  полипротеины Gag-Pol  на  отдельные 
белки, необходимые для нормального созревания вирусных 
частиц. Блокирование протеазы приводит к формированию 
неактивных вирусных частиц. Сюда относятся: ритонавир, ин-
динавир (криксиван), комбинация лопинавир/ритонавир, ата-
занавир. 

Ингибиторы интегразы блокируют фермент вируса, участвую-
щий во встраивании вирусной ДНК в геном клетки-мишени с об-
разованием провируса. Препаратами из группы игибиторов инте-
граз являются: ралтегравир (исентресс), долутегравир (триумек), 
элвитегравир (витекта), биктегравир (биктарви).

Ингибиторы рецепторов  CD-4  на  Т-лимфоцитах-хелперах  пре-
пятствуют проникновению ВИЧ в клетку-мишень, воздействуя на 
корецепторы CXCR4 и CCR5. Препарат  этого класса,  доступный 
для  лечения —  маравирок  (целзентри).  Препаратом  этой  группы 
также является ибализумаб (трогарзо).

Ингибиторы слияния: Ингибиторы слияния с мембраной клетки 
(фузии) блокируют последний этап проникновения ВИЧ в клетку-
мишень. Примеры препаратов этой группы: энфувиртид (фузеон), 
фостемсавир (рукобия) [4].

Выводы. На сегодняшний день имеющиеся комбинации 
средств позволяют пациентам, инфицированными ВИЧ, жить 
неограниченно  долго.  Благодаря  приему  ВААРТ-терапии  ВИЧ-
положительные люди могут вести нормальный образ жизни, а так-
же не способны передать вирус другим людям половым путем и 
при рождении ребенка ВИЧ-инфицированной матерью.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ВЛИЯНИЯ  

СТИМУЛЯТОРОВ РОСТА РАСТЕНИЙ  
НА КУЛЬТИВИРОВАНИЕ КАЛЛУСНЫХ КЛЕТОК  

КОРНЕПЛОДОВ МОРКОВИ  
DAUCUS CAROTA L.

В работе при проведении сравнительного анализа выявлено, что 
стимулятор роста Корневин, добавленный в питательную среду А, 
проявил, по сравнению со стимулятором роста Green Belt, более выра-
женную степень влияния на пролиферативную активности каллусных 
клеток корнеплодов моркови Daucus carota L. в условиях дневного ком-
натного освещения и в условиях темноты.

Ключевые слова: каллусные клетки корнеплодов моркови, пита-
тельные среды, пролиферация клеток.



212

Musta Ogly N.M.1, Zhilinskaya N.T.2, Blandov A.N.3

1,2,3St. Petersburg Medical and Social Institute
2Federal State Budgetary Institution National Medical Research Center of 

Oncology named after N.N. Petrov
3Peter the Great St. Petersburg Polytechnic University

COMPARATIVE ANALYSIS OF THE EFFECT OF PLANT GROWTH 
STIMULANTS ON THE CULTIVATION  

OF CALLUS CELLS OF CARROT ROOTS  
DAUCUS CAROTA L.

In the work, when carrying out a comparative analysis, it was revealed that 
the growth stimulator Kornevin, added to the nutrient medium A, showed, in 
comparison with the growth stimulator Green Belt, a more pronounced degree 
of influence on the proliferative activity of callus cells of carrot roots Daucus 
carota L. in conditions of daytime indoor lighting and in dark conditions.

Keywords: carrot root callus cells, nutrient media, cell proliferation.

Для усиления питания растений, используемых как в сельском 
хозяйстве, так и в фармацевтической индустрии, используют раз-
личные коммерческие стимуляторы роста подземных и наземных 
частей культур. Их действие основано на регуляции работы фи-
тогормонов,  вырабатываемых  самим  растением  [1].  Традицион-
но для выращивания растительной культуры клеток или цельных 
растений в лабораториях используют питательную среду Мура-
сиге–Скуга  [2].  Состав  среды:  макроэлементы  (NH4NO3,  CaCl2, 
MgSO4,  K2HPO4,  KNO3);  микроэлементы  (H₃BO₃,  CoCl2,  CuSO4, 
MnSO4, KI, Na2MoO4, ZnSO4; раствор хелатного железа (натрий-
железная  соль  этиледиаминтетрауксусной  кислоты); мио-инози-
тол (В8), витамин PР, витамин B6, витамин B1, глицин, лакталь-
бумин. Многокомпонентный состав среды объясняет ее высокую 
стоимость на рынке растениеводческой и биотехнологической 
продукции.

Актуальность: поиск новых биотехнологических методов контро-
ля и оценки степени влияния коммерческих образцов стимуляторов 
роста растений на пролиферативную активность каллусных клеток 
и тканей.

Цель исследования: провести сравнительный анализ влияния пи-
тательных сред разработанного состава с использованием двух раз-
личных видов стимуляторов роста растений на пролиферативную 
активность каллусных клеток корнеплодов моркови Daucus carota L.
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Объекты исследования: корнеплоды моркови, каллусные ткани, 
питательные среды для культивирования каллусной ткани.

Материалы и реактивы: нож, стерильные инструменты (скаль-
пель, пинцет), стерильные чашки Петри; стерильные питательные 
среды.

Питательная среда А:
1) сахароза; агар-агар;
2) витамин В6;
3) Корневин — стимулятор корнеобразования (фитогормон гете-

роауксин).  Производитель  ООО  «Агросинтез».  Химический 
состав: 4-(индол-3-ил) масляная кислота 5 г/кг;

4) Регги, ВРК — регулятор роста растений, гербицид. Произво-
дитель АО Фирмы «Август». Химический состав: хлормекват-
хлорида 750 г/л.

Питательная среда В:
1) сахароза;
2) агар-агар;
3) витамин В6;
4) Green Belt (корнерост) — стимулятор роста корней, обога-

щен янтарной кислотой, пестицид, используемые для борь-
бы с вредителями и внешними паразитами растений]. Про-
изводитель ООО «ПСК Техноэкспорт». Химический состав: 
4-(индол-З-ил) масляная кислота 5 г/кг, янтарная кислота, 
хитозан;

5) Рэгги, ВРК — регулятор  рост  растений,  гербицид. Произво-
дитель АО Фирмы «Август». Химический состав: хлормек-ват-
хлорида 750 г/л.

Контрольная питательная среда:
1) сахароза;
2) агар-агар;
3) витамин В6.
Компоненты стимуляции и регулирования роста, гербициды от-

сутствуют.
Методы исследований. Получение экспланта корнеплода моркови 

[3].
Отбирают здоровые корнеплоды моркови. Корнеплод моркови 

тщательно вымыть в мыльной воде и промыть в проточной (водо-
проводной) воде или погрузить на 15 мин в 6% раствор хлорамина 
или гипохлорита кальция. Можно погрузить для стерилизации в 96% 
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этиловый спирт на 5 минут без дальнейшего промывания стериль-
ной водой. Затем удалить все остатки вещества с корнеплода путем 
промывания в 3 порциях стерильной дистиллированной воды (по 
5 мин в каждой). В стерильных условиях отрезают 3 см верхней 
части корнеплода моркови и с помощью ножа очищают цилиндр 
из средней части корнеплода. Эксплант корнеплода моркови дол-
жен  содержать ксилему, флоэму, паренхиму и камбий. Отделить 
среднюю часть корнеплода, разрезать на диски толщиной 5-7 мм, 
затем простерилизовать каждый диск, в растворе пероксида водо-
рода в течение 5 мин и затем в дистиллированной воде. После каж-
дый из дисков разделить на 10 сегментов и из каждого вычленить 
сердцевинную паренхиму. Далее с помощью стерильного пинцета 
их переносят на питательную среду (рН 5,7-5,8).

Получение каллусной ткани из эксплантов корнеплодов морко-
ви. Изолированные цилиндры корнеплодов моркови помещают в 
стерильную чашку Петри и разрезают на диски шириной 1-2 мм, 
на которых затем делают надсечки. Далее с помощью стерильного 
пинцета их переносят на стерильную питательную среду (рН 5,7-
5,8), разлитую в стерильные чашки Петри.

Культивируют при дневном комнатном освещении или в тем-
ноте, температура культивирования +25+27°С. Взвешивание ча-
шек Петри с питательной средой и пассированными клетками 
ткани из корнеплодов моркови производят через: 0 дней, 7, 14 и 21 
день от начала пассирования.

Обработка результатов.
1. Через 1, 2 и 3 недели характеризуют и зарисовывают (фото-

графируют) сформировавшуюся каллусную ткань.
Результаты эксперимента оценивают по  следующим показа-

телям: интенсивность (частота) каллусообразования, т.е. под-
считают количество полученных каллусов в динамике и опреде-
ляют прирост сырой биомассы каллусной ткани. Для этого через 
7, 14 и 21 день от начала пассирования каллусы взвешивают на 
лабораторных весах. Прирост каллусной ткани вычисляют по 
формуле:

Пкт=(W1-W0) /W0,

где Пкт — прирост каллусной ткани; W1 — конечный вес каллуса, 
W0 — начальный вес каллуса.

Растущие каллусные культуры описывают по морфологическим 
признакам: наличие (отсутствие) каллусных клеток и тканей, на-
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личие (отсутствие) признаков некроза каллусных клеток и тканей, 
наличие (отсутствие) признаков микробной контаминации на кал-
лусных клетках и тканях.

Обозначение исследуемых проб:
1а, 2а — каллусные ткани, выращенные на питательной среде А 

в темноте.
2а, 2б — каллусные ткани, выращенные на питательной среде Б 

в темноте.
3а, 3б — каллусные ткани, выращенные на питательной среде А 

при дневном комнатном освещении.
4а, 4б — каллусные ткани, выращенные на питательной среде Б 

при дневном комнатном освещении.
Результаты исследований и их обсуждение.
Морфологическая картина роста каллусных клеток и тканей кор-

неплодов моркови Daucus carota L. представлена на рис. 1–4.
Каллусные культуры имеют рыхлую консистенцию, каллусные 

клетки — от белого до кремово-желтого цвета. Изменения массы 

Рис. 1. Морфологическая картина 
культивирования клеток  

корнеплодов моркови, выращен-
ных на питательных средах А и Б, 
в условиях отсутствия освещения 

(темнота). Пробы 1а, 1б, 2а, 2б.  
14-е сутки культивирования

Рис. 2. Морфологическая картина 
культивирования клеток  

корнеплодов моркови, выращенных  
на питательных средах А и Б,  

в условиях дневного комнатного  
освещения. Пробы 3а, 3б, 4а, 4б. 

14-е сутки культивирования
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культуры каллусной ткани моркови в процессе культивирования 
представлены в табл. 1.

Таблица 1. Динамика измерения массы (г) культуры каллусной ткани 
моркови Daucus carota L.

№, п/п 0 неделя 1 неделя  
(7 дней культивирования)

2 неделя  
(14 дней культивирования)

Темная фаза (выращивание в условиях темноты)

1а 140,27 137,77 134,50
1б 114,79 112,91 110,12
2а 133,23 130,19 125,90
2б 233,74 231,76 228,91

Световая фаза (выращивание при дневном комнатном освещении)

3а 258,65 256,45 254,26
3б 233,12 231,35 229,31
4а 222,65 221,00 219, 81
4б 253,72 252,65 250,37

Рис. 3. Морфологическая 
картина культивирования 

клеток корнеплодов моркови, 
выращенных на контрольной 
питательной среде, в условиях 

дневного комнатного осве-
щения (проба Д) и темноты 

(проба Н). 14-е сутки культи-
вирования

Рис. 4. Каллусная ткань  
корнеплодов моркови, выращенной  
на питательной среде А при дневном 

комнатном освещении. 14-е сутки  
культивирования. Препарат  
нативный, неокрашенный.  

Ув.: об ×25, ок ×10
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Вывод. Уменьшение веса чашек Петри, в которых содержится 
питательная среда и исследуемый материал, связанно, вероятно, с 
высыханием или испарением питательной среды.

Морфологическая оценка роста каллусной ткани корнеплодов 
моркови Daucus carota L. на 14-е сутки культивирования на различ-
ных питательных средах представлена в табл. 2.

Таблица 2. Результаты культивирования каллусной ткани

№, п/п Признаки  
каллуса

Признаки  
некроза ткани

Признаки микробной 
контаминации Выводы

Темная фаза (выращивание в условиях темноты)
1а + (5) + (1) + (1) Присутствуют все 

признаки
1б + (3–4) + (2) – Нет признаков 

микробной конта-
минации

2а – – + Нет признаков 
каллуса и некроза 
ткани, присутствует 
плесень

2б + (1) + (4) + (4) Присутствуют все 
признаки

Кт + (2) + (4) + (1) Присутствуют все 
признаки

Световая фаза (выращивание при дневном комнатном освещении)
3а + (4–5) + (1) – Нет признаков 

микробной конта-
минации

3б + (4) + (1) – Нет признаков 
микробной конта-
минации

4а + (1) + (3) + (7) Присутствуют все 
признаки

4б – + (4) + (8) Нет признаков кал-
лусной ткани

Кс + (1) – – Присутствуют при-
знаки каллусной 
ткани
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Анализ  полученных  результатов  показал,  что  в  условиях  ком-
натного дневного освещения рост каллусной ткани происходил 
значительно интенсивнее и более выраженно по сравнению с ро-
стом каллуса в условиях темноты. Полученные данные согласуют-
ся с результатами исследований этапов преобразования клеточной 
системы растений в ответ на действие света [4]. Стимулятор роста 
Корневин, добавленный в питательную среду А, проявил более вы-
раженную степень влияния на пролиферативную активности кал-
лусных клеток корнеплодов моркови Daucus carota L. по сравнению 
со  стимулятором  роста  Green  Belt,  добавленным  в  питательную 
среду В.

В процессе культивирования тканей корнеплодов моркови в не-
которых пробах наблюдались признаки микробной контаминации, 
преимущественно микроскопическими грибами рода Aspergillus niger 
или Penicillium (рис. 5).

Однако микробная контаминация отмечалась не на всех пробах. 
Вероятно, в пробах, на которых отсутствуют признаки контамина-
ции, соблюдались условия стерильности при культивировании кал-
лусной ткани. В пробах с признаками контаминации, вероятно, не 
были соблюдены условия стерильности при обработке инструментов 
или при выдержке кусочков моркови в дезинфицирующем средстве.

Выводы.
1. Разработан состав питательных сред для биотехнологической 

оценки влияния коммерческих образцов стимуляторов роста расте-
ний на пролиферативную активность растительных клеток.

Рис. 5. Микробная контаминация каллусных клеток и тканей корнеплодов 
моркови, выращенной на питательной среде Б при дневном комнатном 

освещении: 1 — Aspergillus niger; 2 — Penicillium. 14-е сутки культивирова-
ния. Препарат нативный, «раздавленная капля», неокрашенный. 

Ув.: об ×40, ок ×40
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2. Стимулятор роста Корневин, добавленный в питательную сре-
ду А, проявил, по сравнению со стимулятором роста Green Belt, бо-
лее выраженную степень влияния на пролиферативную активности 
каллусных клеток корнеплодов моркови Daucus carota L. Пролифе-
ративная активность клеток отмечена при их культивировании как в 
условиях дневного комнатного освещения, так и в условиях темноты.

3. Культивирование каллусных тканей рекомендовано приме-
нять в качестве метода биотестирования коммерческих образцов 
стимуляторов роста растений на пролиферативную активность рас-
тительных клеток и тканей.
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БИОХИМИЯ СЛЮНЫ И ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ 

ХАРАКТЕРИСТИКИ КАК ПОКАЗАТЕЛИ СТРЕССА ЧЕЛОВЕКА, 
ВЫЗВАННОГО КОФЕИНОМ

Выявлена корреляция между приемом субмаксимальных одноразо-
вых доз кофеина и биохимическими и физиологическими показателями 
(активность альфа-амилазы, содержание неорганического фосфора и 
кальция в слюне, артериальное давление, частота сердечных сокраще-
ний). Показано, что однократное получение 200 мг кофеина приводит 
к изменениям, характерных для выраженного психоэмоционального 
стресса.
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Ключевые слова: кофеин, артериальное давление, частота сердеч-
ных сокращений, альфа-амилаза, неорганический фосфор, кальций, ми-
нерализующие свойства слюны.

Popov A.S., Ivanova I.S., Krylova L.S., Struchkov D.A.
North-Western State Medical University named after I.I. Mechnikov,

St. Petersburg 
SALIVA BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGICAL 

CHARACTERISTICS AS INDICATORS OF HUMAN STRESS CAUSED 
BY CAFFEINE

A correlation was found between the intake of submaximal single doses 
of caffeine and biochemical and physiological parameters (alpha-amylase 
activity, the content of inorganic phosphorus and calcium in saliva, blood 
pressure, heart rate). It has been shown that a single intake of 200 mg of 
caffeine leads to changes characteristic of severe psychoemotional stress.

Keywords: caffeine, blood pressure, heart rate, alpha-amylase, inorganic 
phosphorus, calcium, saliva mineralizing properties.

Для оценки наличия и глубины стрессового состояния, как пра-
вило, используют различные психологические тесты (диагностика 
состояния  стресса  по  А.О.  Прохорову,  шкала  реактивной  (ситуа-
тивной) и личностной тревожности Ч.Д. Спилбергера, Ю.Л. Хани-
на и др. [1]. В рамках доказательной медицины целесообразнее ис-
следовать информативные биологические жидкости: плазму крови, 
мочу, а также слюну. Преимуществами при исследовании слюны 
можно назвать быстроту, гигиеничность и неинвазивность. Инфор-
мативность биохимического анализа слюны объясняется наличием 
таких биомаркеров как количество отделяемой слюны, скорость 
слюноотделения, секреция альфа-амилазы, которая продуцирует-
ся околоушными и поднижнечелюстными слюнными железами, а 
также показатели минерализующих свойств слюны (содержание не-
органического фосфора и кальция) [2]. Показано, что уровень адре-
налина в плазме крови коррелирует с количеством секрета слюнных 
желез и концентрацией в ней альфа-амилазы. Мурексидная проба 
является достоверным способом идентификации кофеина и других 
производных пурина, она используется как основа в ряде физико-
химических инструментальных методов [3]. Смешанная слюна яв-
ляется жидкостью организма, которая отвечает не только за пищева-
рение, но и обеспечивает процессы минерализации и реминерализа-
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ции зубной эмали. Зубная эмаль на 95% минерализована и содержит 
различные минеральные формы солей кальция и фосфорной кисло-
ты (гидроксиапатит, фторапатит, карбонатанатит). Изменение со-
става смешанной слюны, ее концентрации, плотности и количества 
приводит к смещению химического равновесия в ротовой полости 
[4], изменению рН [5] и, как следствие, уменьшению минерализу-
ющей и реминерализующей функций. В нормальном состоянии 
смешанная слюна содержит практически 95% воды, биохимический 
компонент по массе — это в основном белки. Для неорганического 
компонента характерно содержание ионов кальция 3–8 мэкв/л, что 
равно содержанию кальция в плазме. Содержание неорганического 
фосфора в форме гидрофосфата, дигидрофосфата, фосфата и раз-
личных полифосфатов, согласно, выше, чем в плазме крови в 5–10 
раз. Необходимо также указать на присутствие в слюне некоторых 
пищеварительных ферментов (амилазы), ферментов антиоксидант-
ной функции (суперокисддисмутазы, каталазы) и продуктов пере-
кисного окисления липидов (малонового альдегида и диеновых ко-
ньюгатов). Указанные факты позволяют утверждать, что определе-
ние содержания иона кальция и неорганического фосфора, а также 
активности амилазы, поскольку они являются ответственными за 
минерализующую функцию слюны, сохранение структуры зубной 
эмали и стоматологический статус пациента, могут служить объек-
тивными характеристиками оценки стрессового состояния парал-
лельно с физиологическими показателями.

Цель исследования. Выявить корреляцию между однократным 
приемом субмаксимальной дозы кофеина студентами медицинско-
го вуза и физиологическими и биохимическими показателями: ар-
териальное  давление  (АД),  частота  сердечных  сокращений  (ЧСС), 
активность альфа-амилазы и содержание неорганического фосфора 
и кальция в слюне, а также показать, что однократное получение не-
максимальных доз кофеина приводит к изменениям, характерных 
для выраженного психоэмоционального стресса.

В качестве рабочей модели был выбран нагрузочный тест с ко-
феином  как  фактор  психоэмоционального  стресса.  Известно,  что 
кофеин, который обладает аналептическим, кардиотоническим и 
психостимулирующим действием, в коре головного мозга усиливает 
процессы возбуждения, а также влияет на дыхательный и сосудод-
вигательный центры, усиливает положительные условные рефлексы 
и двигательную активность. Повышает основной обмен, в частно-
сти, влияет на процессы обмена кальция, участвует в формировании 
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потенциала мышечных мембран. Со стороны сердечно-сосудистой 
системы — увеличивает частоту сердечных сокращений (ЧСС), при 
гипотензии  повышает  артериальное  давление  (АД)  и  не  изменяет 
показатель при его нормальном значении.

Материалы и методы исследования. В эксперименте участвовало 
50 студентов 1 курса лечебного факультета медицинского универси-
тета примерно одного возраста (18–19 лет) — 25 юношей и 25 де-
вушек. Эксперимент был проведен в трёх повторностях по следую-
щему плану: 1. Сбор слюны, измерение АД, ЧСС; 2. Прием 200 мг 
кофеина подъязычно (кофеин-бензоат натрия в таблетках: Татхим-
фармпрепараты АО, 100 мг); 3. Измерение АД, ЧСС на 15-й минуте 
после приёма препарата; 4. Измерение АД, ЧСС и повторный сбор 
слюны на 30-й минуте. В анамнезе студенты злоупотребление чаем 
и кофе отрицают.

Собранные образцы слюны центрифугировались в течение 3 ми-
нут при 1500 об/мин. Использовались методики для проведения ана-
лизов на активность альфа-амилазы по методу Каравея (мг/л·с), со-
держания неорганического фосфора (ммоль/л) и кальция (ммоль/л). 
Принцип метода определения активности альфа-амилазы состоит 
в гидролизе крахмала под действием альфа-амилазы до продуктов, 
не дающих цветной реакции с йодом. Интенсивность уменьшения 
окраски йод-крахмального комплекса в единицу времени пропор-
циональна активности фермента; определяется спектрофотометри-
чески при длине волны 630 нм. Использованный набор реактивов 
обеспечивает:  чувствительность — не  более  1,5 мг/(с •  л);  линей-
ность при определении активности α-амилазы в течение 10 мин. от 3 
мг/(с • л) до 25 мг/(с • л) с отклонением не более 7%. Коэффициент 
вариации — не более 7%. Метод определения содержания неоргани-
ческого фосфора основан на способности фосфат-ионов образовы-
вать в кислой среде с молибдатом аммония фосфорно-молибдено-
вый комплекс в присутствии детергента. Спектрофотометрически 
измерялась оптическая плотность раствора при длине волны 340 нм, 
которая пропорциональна концентрации неорганического фосфора 
в исследуемом образце. Определение содержания кальция основано 
на образовании ионами кальция с комплексоном (о-крезолфталеин) 
окрашенного комплекса. Интенсивность окраски спектрофотоме-
трически измерялась на 570 нм, она пропорциональна концентра-
ции иона кальция в пробе. Результаты спектрофотометрического 
измерения оптической плотности анализируемых образцов пере-
считывались в соответствии со стандартными формулами [6]. 
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Результаты исследования и их обсуждение. Проведенное иссле-
дование выявило, что содержание неорганического фосфора в сме-
шанной слюне изменялось следующим образом: у 39 человек (85%) 
возросло значительно, более, чем на 10%; у 7 человек (5%) — незна-
чительно, на 3%. Снизилось содержание в 4 случаях (10%) значи-
тельно, более, чем на 10%.

Концентрация кальция снизилась у 55% испытуемых (27 чел.) 
более чем на 10%, у 9 человек (10%) — на 4 и 9%. Возросла в 15% 
случаев (6 чел.) значительно, более, чем на 10%; в 20% случаев (26 
чел.) — незначительно, менее 5%. 

Активность  альфа-амилазы повысилась  у  28 испытуемых  (45%) 
значительно, от 20 до 50; у 8 чел. (20%) — незначительно, в среднем 
на 6%. Снизилась значительно у 8 чел. (20%), в среднем, на 13%; не-
значительно — у 6 чел. (15%), менее чем на 5%.

Изменения физиологических показателей происходили слож-
ным и разнонаправленным образом. Для выяснения закономерно-
стей участники эксперимента были разделены на 4 группы согласно 
их исходному артериальному давлению в состоянии покоя. Первая 
группа 19 студентов — оптимальное АД: из них значительно повы-
силось у 15 человек, незначительно у 2, снизилось у 2. Вторая группа 
15 человек — нормальное пониженное АД: из них повысилось зна-
чительно у 10 человек, повысилось незначительно у 4, снизилось у 
1 студента. Третья группа 8 человек — нормальное повышенное: из 
них значительно повысилось у 6 человек, повысилось незначитель-
но у 2. Четвертая группа 8 человек — гипертензия I степени: из них 
снизилось значительно у 4 человек, снизилось незначительно у 4. Из 
50 испытуемых у 41 студента ЧСС снизилась, у 6 возросла, у 3 не из-
менилась.

Доза кофеина, которую получали испытуемые в настоящем ис-
следовании, составила 200 мг. Согласно литературным данным 
максимальная и безвредная масса кофеина для взрослого человека 
составляет до 400 мг. Следовательно, доза кофеина, исследованная 
в работе, фактически в два раза меньше предельного количества, 
которое считается безвредным при ежедневном длительном потре-
блении. Вместе с тем, даже применение указанной дозы привело к 
статистически достоверным физиологическим и биохимическим 
эффектам. 

1. После приема кофеина, в подавляющем большинстве случаев, 
активность альфа-амилазы возрастает, увеличивается содержание 
неорганического фосфора, уменьшается содержание кальция. Из 50 
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испытуемых 4 респондента женского пола (10%) показали обратную 
зависимость по активности альфа-амилазы и содержанию кальция. 
В связи с тем, что действие кофеина на АД, ЧСС складывается из 
сосудистого и кардиального компонентов, в результате может разви-
ваться как эффект стимуляции сердца, так и угнетение его деятель-
ности. Выявлено сложное и разнонаправленное влияние кофеина 
на различные физиологические показатели, поэтому  систематиче-
ское получение кофеина с пищей или прием максимальной дозы 
однократно может привести к непредвиденным отрицательным ре-
зультатам как в процессе учебы (с распределенной во времени стрес-
совой нагрузкой), так и во время экзамена (когда стресс становится 
максимальным). 

2. Выбранная модель оценки стрессорного воздействия на осно-
ве биохимических показателей слюны дает статистически значимые 
результаты и может применяться для широкого круга исследований 
стресса.
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БЕЛКИ ПО-РАЗНОМУ УСТОЙЧИВЫ К ВОЗДЕЙСТВИЮ 

ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО ИМПУЛЬСА
В данной работе изучалась стабильность третичной структуры 

белков после воздействия электрического импульса. Оценена стабиль-
ность третичной структуры трех глобулярных белков: бычьего сыво-
роточного альбумина, зеленого флуоресцентного белка и рибонуклеазы 
А в растворе методом динамического светорассеяния (ДСР). Исполь-
зование нового подхода, основанного на применении электропоратора 
для воздействия электрическим полем на белки и анализе результатов 
этого воздействия с помощью ДСР, позволяет оценивать стабиль-
ность белка в электрическом поле.

Ключевые слова: динамическое светорассеяние, распределение ча-
стиц по размерам, агрегация белков.
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PROTEINS ARE DIFFERENTLY RESISTANT  

TO ELECTRICAL IMPULSES
In this work, the stability of the tertiary structure of proteins after exposure 

to an electrical pulse was studied. The stability of the tertiary structure of three 
globular proteins: bovine serum albumin, green fluorescent protein and ribo-
nuclease A in solution was assessed by dynamic light scattering (DLS). The 
use of a new approach based on the use of an electroporator to expose proteins 
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to an electric field and the analysis of the results of this effect using DLS allows 
one to evaluate the stability of a protein in an electric field.

Keywords: dynamic light scattering, particle size distribution, protein ag-
gregation.

Актуальность.  Электропорация —  это  один  из  наиболее  эффек-
тивных способов внедрить в клетки бактерий, дрожжей, млекопи-
тающих, водорослей дополнительные элементы (белки, ДНК, РНК, 
экзосомы, рибонуклеопротеиновые комплексы и т.д.) в зависимости 
от целей исследования [1]. В процессе электропорации на клетку воз-
действует  электрический  импульс  с  определенными  параметрами. 
Возникает вопрос, в какой мере электроимпульс влияет на привно-
симые элементы, в частности, на белки. Известно, что при различ-
ных внешних воздействиях белки способны к агрегации, существу-
ет несколько механизмов агрегации: агрегация, вызванная высокой 
концентрацией белка; агрегация, вызванная конформационными 
изменениями; агрегация, вызванная химическими реакциями; ну-
клеационно-зависимая агрегация и поверхностная агрегация [2].  
В работе [3] было экспериментально показано, что воздействие микро-
волнового облучения на термостабильный фермент β-галактозидазу 
приводит к необратимой инактивации, и этот результат связан не с 
нагревом белка, а является следствием влияния высокочастотного 
электромагнитного поля. На модели полиаланина методами молеку-
лярной динамики показано [4], что приложение сильного перемен-
ного электрического поля в микроволновом диапазоне, приводит к 
изменению конформационного состояния полипептида.

Цель. Исследование процесса агрегации белков in vitro под дей-
ствием электрического поля. Для изучения были выбраны три белка 
различающейся молекулярной массы: бычьего сывороточного альбу-
мина (БСА, 69 кДа), зеленого флуоресцентного белка (GFP, 26,9 кДа) 
и рибонуклеазы А  (РНКаза А, 13,7 кДа). Для белка РНКазы А мы 
оценивали пороговые значения напряжения электроимпульса, при 
которых агрегация не наблюдается. Анализируя агрегацию белков, 
можно судить об их денатурации.

Материалы и методы. Для приготовления растворов белков ис-
пользовалась таблетированная форма фосфатно-солевого буфера 
(PBS), pH 7.4 («Росмедбио», Россия): 137 мМ NaCl; 2.7 мМ KCl; 10 
мМ Na2HPO4; 1.8 мМ KH2PO4; 1 мМ CaCl2 ∙ 2H2O; 0.5 мМ MgCl2. Ис-
следования проводились на коммерческих препаратах белков: бы-
чий сывороточный альбумин (БСА) (чистота не менее 95%, «BioloT», 
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Россия), рибонуклеаза А (РНКаза А) из поджелудочной железы быка 
(серия Р-13-01, «BioloT», Россия). Зеленый флуоресцентный белок 
GFP  был  получен  экспрессией  коммерческой  плазмиды  pEGFP  в 
клетках BL21(DE3) с последующим выделением из бактериального 
лизата [5]. Эксперименты по изучению динамического светорассея-
ния белковых растворов проводились на лазерном корреляционном 
спектрометре «ЛКС-03» («Интокс», Россия). Воздействие электри-
ческого импульса на раствор соответствующего белка осуществля-
лось  в  аппарате  для  электропорации  «Multiporator»  («Eppendorf», 
США). Количественная оценка уменьшения числа мономеров бел-
ка проводилась методом динамического светорассеяния с анализом 
процентного содержания сохранившихся после воздействия моно-
меров. Метод ДСР основан на взаимодействии монохроматического 
когерентного излучения со светорассеивающими частицами иссле-
дуемой жидкости. Суть метода ДСР подробно описана ранее [6, 7]. 
В табличных данных в качестве результата приведено среднее значе-
ние гидродинамического радиуса±среднеквадратичное отклонение. 
Отсутствие изменения температуры раствора каждого белка после 
воздействия электроимпульса контролировали термопарой Mastech 
R MS8217. Препараты БСА, GFP и РНКазы А разводили в буфере 
PBS до конечной концентрации 0.5 мг/мл. Объем реакционной сме-
си составлял 200 мкл в стандартной пластиковой кювете с зазором  
4 мм. Электропоратор программировали на подачу одиночного элек-
трического импульса, соответствующего диапазону напряжений от 
20 В до 400 В, воздействие длилось от 15 мкс до 200 мкс. Измерения 
ДСР проводились непосредственно после подачи электроимпульса. 

Полученные результаты. Измерения ДСР были проведены для 
трёх глобулярных белков: БСА (гидродинамический радиус Rh=4±1 
нм  [8]), GFP  (Rh =2.30±0.05 нм  [9]), РНКаза А  (Rh =1.90±0.04 нм 
[10]).  Приложение  электрического  импульса  к  раствору  приводи-
ло при определенных условиях к агрегации белков с образованием 
комплексов из нескольких мономеров белка. На рисунке 1 в каче-
стве примера приведены результирующие гистограммы зависимо-
сти  вклада  мономеров  и  агрегатов  РНКазы  А  в  светорассеяние  (в 
процентах) при некоторых амплитудах напряжения при фиксиро-
ванной длительности импульса, равной 100 мкс.

На гистограмме на рис. 1а  приведены  данные  для РНКазы А, 
не подвергавшейся воздействию поля. Явно видны три пика: один 
соответствует вкладу мономеров в светорассеяние (56.1%), два 
других — вкладу в светорассеяние структур с различной степенью 
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агрегации (23,8 и 20,2%). На гистограмме на рис. 1б, соответству-
ющей  РНКазе  А,  подвергавшейся  воздействию  электроимпуль-
са с амплитудой 50 В, длительностью 100 мкс также можно видеть 
три пика: один соответствует вкладу мономеров в светорассеяние 
(45,6%), два других — вкладу в светорассеяние тех же агрегатов (52,7 
и 1,7%), то есть мы наблюдаем уменьшение вклада мономеров в све-
торассеяние, и, следовательно, увеличение вклада агрегатов боль-
шего гидродинамического радиуса. При дальнейшем увеличении 
напряжения (рис. 1в) вклад мономеров РНКазы А в светорассеяние 
продолжает уменьшаться, а для агрегатов растёт. На рис. 1г при на-
пряжении импульса 400 В вклад мономеров белка РНКазы А в све-
торассеяние вообще отсутствует. Подобные серии измерений вклада 
в светорассеяние частиц при фиксированном времени и разном на-
пряжении, либо при фиксированном напряжении и разном времени 
воздействия электроимпульса проведены также для растворов аль-
бумина и GFP. 

 
 Рис. 1. Зависимость вклада в светорассеяние от величины гидродинамиче-

ского радиуса (препарат РНКазы А) при времени воздействия электроим-
пульса 100 мкс для следующих значений напряжения:  

a) 0 В (контроль); б) 50 В; в) 100 В; г) 400 В
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Для проверки предположения, что агрегация белков связана с 
воздействием  электроимпульса,  а  не  следствие повышения  темпе-
ратуры  раствора  под  воздействием  этого  имульса  при  указанных 
условиях,  были проведены контрольные эксперименты. Измеряли 
температуру раствора белка в кювете для электропорации непосред-
ственно перед подачей электроимпульса и сразу же после. Никакого 
заметного изменения температуры не наблюдалось.

По совокупности полученных данных ДСР были определены за-
висимости вклада мономеров в светорассеяние для всех трёх белков 
от напряжения импульса при времени воздействия импульса 100 
мкс (рис. 2а) и от времени воздействия импульса при напряжении 
импульса 200 В (рис. 2б).

Был также определен относительный вклад мономеров в свето-
рассеяние как разность между абсолютным вкладом мономеров в 
светорассеяние для белкового раствора без воздействия импульса 
(контролем) и абсолютным вкладом мономеров в светорассеяние 
для белкового раствора после воздействия импульса, отнесённая к 
величине контроля для каждого белка (рис. 3, а, б). 

Из  этих  графиков  видно,  что  из  трёх  изученных  белков  GFP 
наименее  устойчив к  воздействию электроимпульса  в плане  своей 
третичной структуры: уже при малых напряжениях из выбранного 
диапазона происходит его агрегация. Несколько более устойчивым 
к воздействию электроимпульса оказался БСА, он переходит в агре-
гированное  состояние  при  бóльших,  чем  для  GFP,  напряжениях. 
Самым  стабильным  белком  оказалась  РНКаза А,  этот  белок  агре-

Рис. 2. Зависимость вклада мономеров в светорассеяние: a) от напряжения 
импульса при времени воздействия импульса 100 мкс; б) от времени  

воздействия импульса при напряжении импульса 200 В
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гировал при бóльших значениях напряжения по сравнению с БСА, 
а именно, при значении импульса 200 В, (длительность 100 мкс) 
мономеров БСА уже не наблюдалось, а в растворе РНКазы А их 
оставалось ещё около 26% (рис. 2, а). Кроме того, для РНКазы 
А установлен диапазон, в котором находится пороговое значение 
напряжения  импульса  50–100  В,  зависящее  от  времени  экспо-
зиции 15 мкс; а также диапазон, в котором находится пороговое 
значение напряжения импульса 20–50 В, зависящее от времени 
экспозиции 100 мкc, при котором РНКаза А начинает агрегиро-
вать (таблица). 

При фиксированном напряжении импульса 200 В в изученном 
временном диапазоне (до 100 мкс) добиться полного перехода 
РНКазы  А  в  агрегированное  состояние  так  и  не  удалось,  26.6% 
белка по-прежнему оставалось в виде мономеров, в то время как 
при 200 В, как мы уже отмечали, мономеров БСА уже не наблюда-
лось. При 70 мкс процент мономеров РНКазы А в 2.4 раза превы-
шал процент мономеров БСА. При этом же значении напряжения 
мономеры GFP полностью исчезали уже при 45 мкс.

Выводы. Агрегация белков протекает  in vitro в результате возму-
щающих воздействий, нарушающих нативную структуру белка. Сте-
пень агрегации белков зависит от напряжения импульса и его дли-
тельности. В заданном диапазоне при малых значениях напряжения

Рис. 3. Зависимость относительного вклада мономеров в светорассеяние: 
а) от напряжения импульса при времени воздействия импульса 100 мкс; 

б) от времени воздействия импульса при напряжении импульса 200 В. 
Относительный вклад мономеров — это разность между контролем и экс-

периментом, отнесенная к величине контроля для каждого белка
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Таблица. Зависимость вклада мономеров в светорассеяние в зависи-
мости от времени воздействия и от напряжения импульса для трех 

белков: БСА, GFP, РНКаза А

Белок Время, мкс Напряжение, В Вклад в 
светорассеяние, %

БСА

0 0 59.2±2.6
15 200 55.3±0.7
30 200 46.4±1.3
45 200 34.4±2.4
70 200 9.7±1.1

100 20 56.2±1.0
100 30 41.5±3.3
100 50 23.6±1.8
100 100 15.9±2.3
100 200 0

GFP

0 0 77.8±1.7
15 200 44.1±2.1
30 200 10.6±1.5
45 200 0

100 20 48.3±2.1
100 30 4.4±0.4
100 50 0.8±0.2
100 100 0

РНКаза А

0 0 56.1±1.0
15 50 63.1±2.7
15 100 50.2±1.2
15 200 43.0±0.7
70 200 23.4±0.5

100 20 57.1±1.9
100 50 45.6±2.2
100 100 23.9±1.6
100 200 26.6±1.0
100 400 0

либо  времени  воздействия  электроимпульса  белковые  молекулы 
разных типов агрегируют по-разному, что, возможно, свидетель-
ствует о разной стабильности их третичной структуры. Обнаружен-
ные значения напряжения и импульса, при воздействии которого  
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в растворе присутствуют только агрегаты белковых молекул, позво-
ляют оценить устойчивость упаковки белка. Предположение, что 
чем меньше молекулярная масса белка, тем устойчивее его третич-
ная структура, и, следовательно, в нашем случае, больший электро-
импульс (по напряжению либо времени) должен быть подан для 
агрегации  этого  белка,  подтвердилось  в  отношении РНКазы А  по 
сравнению с БСА и GFP. Это совпадает с общеизвестными данны-
ми, что белок РНКаза А очень термостабилен и не теряет своей ак-
тивности после кипячения. Однако устойчивость белка GFP к воз-
действию  электроимпульса  оказалась  меньшей,  чем  устойчивость 
БСА. Видимо, это связано с тем, что третичная структура GFP, хотя 
и упорядочена особым образом и имеет бочкообразный вид, но со-
стоит из большого количества β-слоёв, тогда как БСА состоит в ос-
новном из α-спиралей, которые более устойчивы, чем β-слои [11]. 
Итак, стабильность укладки белков может быть оценена с помощью 
предложенного нами подхода. 
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К одной из серьезных проблем современного здравоохранения 
относится цереброваскулярная патология. Острый ишемический 
инсульт является одной из наиболее частых причин смерти и инва-
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лидности во всем мире. Среди многообразия патофизиологических 
механизмов развития острой ишемии ключевым фактором являет-
ся резко возникающий дефицит поступления к мозгу кислорода и 
глюкозы. В дальнейшем ишемическое повреждение мозга приводит 
к  развитию  окислительного  стресса  и  эксайтотоксичности  глута-
мата. Запускаются сложные процессы нейровоспаления, некроза и 
апоптоза как нейронов, так и глиальных клеток [1]. Однако быстрое 
восстановление кровотока (реперфузия) после ишемии может вы-
звать вторичное повреждение, называемое ишемически — реперфу-
зионным повреждением, которое является даже более серьезным, 
чем простое ишемическое повреждение головного мозга. Гибнет 
большое количество нейронов, что приводит к распространенному 
инфаркту и тяжелой когнитивной дисфункции [2].

Реперфузия с последующей нейропротекцией и нейрорегенера-
цией является основной целью современных стратегий лечения ин-
сульта, в связи с чем вызывают интерес исследования in vitro и in vivo 
о роли различных веществ в приобретении клетками головного моз-
га толерантности к недостатку кислорода, а также в восстановлении 
нейронов после перенесенной ишемии.

Нейротрофины являются белками, регулирующими выживание 
и функционирование центральных и периферических нейронов. К 
наиболее хорошо изученным представителям этого семейства отно-
сится фактор роста нервов  (Nerve Growth Factor, NGF)  [3] и ней-
ротрофический  фактор  мозга  (Brain-Derived  Neurotrophic  Factor, 
BDNF). В научной литературе активно обсуждается важное значе-
ние нейротрофинов в процессе выживания нейронов и их восста-
новлении.

BDNF синтезируется нейронами и клетками глии. Также этот ней-
ротрофин обнаружен на периферии в клетках эндотелия, тромбоци-
тах, печени и мышечной ткани [4]. Зрелая форма BDNF, связываясь 
с B-рецептором внутриклеточной тирозин-киназы (TrkB), активи-
рует сигнальные пути фосфолипазы С (PlС), фосфатидилинозитол-
3-киназы  (PI3K),  митоген-активируемой  протеинкиназы  (MAPK) 
[5], запуская каскады фосфорилирования, что, в свою очередь, при-
водит к индукции экспрессии генов, синтезу белка, росту аксонов и 
дендритов, повышению выживаемости нейронов, усилению нейро-
генеза.

Целями данного исследования стали систематизация, анализ и 
обобщение научных данных о роли BDNF при ишемии головного 
мозга.
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Ткань мозга по периферии инфаркта названа пнеумброй — зо-
ной ишемизированой, но живой ткани, где присутствуют функцио-
нальные, но не структурные изменения клеток. За счет данной зоны 
происходит постепенное увеличение размеров инфаркта в первые 
часы и дни после развития инсульта, и именно она является главной 
мишенью применения нейропротективных средств с целью восста-
новления жизнедеятельности клеток [6].

Результаты экспериментальных исследований на белых нелиней-
ных половозрелых крысах-самцах показали, что устойчивость ней-
ронов к ишемии-реперфузии связана с содержанием в них BDNF и 
TrkB. В постреанимационном периоде наблюдалось  снижение об-
щей плотности нейронов в мозжечке и гиппокампе крыс через не-
сколько дней после ишемии-реперфузии за счет клеток с минималь-
ным и средним содержанием нейротрофина. Клетки, содержащие 
наибольшее количество BDNF, выживали [7]. В связи с полученны-
ми данными актуален вопрос о использовании BDNF как части по-
стишемической терапии. 

Мозговой нейротрофический фактор (BDNF) предположительно 
играет центральную роль в восстановлении мозга после церебраль-
ной ишемии, однако нейроны являются не единственными источ-
никами BDNF после инсульта,  существенный  вклад  также  вносят 
эпендимальные,  эндотелиальные  клетки,  микроглия  и  астроциты 
[8]. Следовательно, не нейрональные клетки тоже относятся к пер-
спективным мишеням для разработки стратегий, направленных на 
улучшение восстановления после инсульта с помощью механизмов, 
связанных с BDNF.

Лечение низкими дозами метформина in vitro после быстрой ре-
перфузии, вызывающей вторичное повреждение ткани, повышает 
экспрессию BDNF в эндотелиальных клетках в области ишемиче-
ской  полутени  AMPK-зависимым  образом,  тем  самым  уменьшая 
отек головного мозга, количество апоптотических нейронов, объем 
инфаркта и показатель неврологического дефицита [9]. 

На культуре клеток было показано, что лечение апремиластом 
может значительно снизить апоптоз астроцитов и гибель клеток, 
вызванную кислородно-глюкозной депривацией и реоксигенацией. 
Апремиласт  является  ингибитором  разрушающей  цАМФ  фосфо-
диэстеразы  4.  цАМФ  служит  нейропротекторным  средством,  спо-
собствуя восстановлению нейронов посредством опосредованного 
протеинкиназой  (AMPK) фосфорилирования белка, вызывающего 
активацию  транскрипционного  фактора  (CREB)  и  последующую 
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экспрессию BDNF и антиапоптотического Bcl-2. Увеличение коли-
чества BDNF и Bcl-2,  индуцированое  апремиластом, приводило к 
снижению  апоптоза  астроцитов.  Эти  предварительные  результаты 
указывают на то, что апремиласт может обладать потенциалом пре-
дотвращения гибели астроцитов и способствовать восстановлению 
нейронов при ишемическом повреждении головного мозга [10]. 

Таким образом, использование в процессе лечения инсульта пре-
паратов, реализующих своё действие через сигнальный путь AMPK/
CREB/BDNF, приводит к увеличению содержания BDNF, что спо-
собствует выживанию клеток и улучшению состояния больного по-
сле острого ишемического инсульта.
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РОЛЬ РААС В ПАТОГЕНЕЗЕ ОСТРОГО ПОВРЕЖДЕНИЯ ПОЧЕК, 
ВЫЗВАННОГО СЕПСИСОМ

Сепсис — одна из ключевых проблем современной интенсивной тера-
пии и основная причина летальных исходов в ОРИТ. Более того, сепсис 
в сочетании с гиповолемией — одна из ведущих причин развития ОПП. 
При этом наиболее частым осложнением сепсиса является С-ОПП, 
при котором возникает внезапная дисфункция почек, сопровождаемая 
повреждением эндотелиоцитов, воспалением, оксидативным стрессом 
и нарушением коагуляции. Ввиду того, что РААС является мощным  
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механизмом модуляции ответов в ситуациях стресса, в т.ч сепсиса, ее 
гиперактивация играет важную роль в модуляции воспалительных ре-
акций, создании провоспалительной и протромботической среды, что 
усугубляет повреждение почечной ткани, канальцев и сосудистой сети 
и еще больше способствует развитию С-ОПП.

Ключевые слова: сепсис, С-ОПП, РААС, оксидативный стресс, 
ACEi, ARB.
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ROLE OF THE RAAS IN THE PATHOGENESIS OF SEPSIS-INDUCED 

ACUTE KIDNEY INJURY
Sepsis is one of the key problems of modern intensive care and the main 

cause of deaths in the ICU. Moreover, sepsis in combination with hypovole-
mia is one of the leading causes of AKI. At the same time, the most common 
complication of sepsis is S-AKI, in which sudden kidney dysfunction occurs, 
accompanied by endotheliocyte damage, inflammation, oxidative stress and 
coagulation disorders. Due to the fact that RAAS is a powerful mechanism 
for modulating responses in stress situations, including sepsis, its hyperactiva-
tion plays an important role in modulating inflammatory reactions, creating a 
proinflammatory and prothrombotic environment, which exacerbates damage 
to renal tissue, tubules and vascular network and further contributes to the 
development of S-AKI. 

Keywords: sepsis, S-AKI, RAAS, oxidative stress, ACEi, ARB.

Сепсис  —  это  жизнеугрожающая  полиорганная  дисфункция, 
вызванная нарушением регуляции ответа организма на инфекци-
онный процесс, при котором наблюдается системное поражение 
органов и тканей, а также возможен вариант развития септическо-
го шока — глубокой недостаточности кровообращения и обменных 
процессов. Причиной возникновения сепсиса может стать чрез-
мерный ответ иммунной системы на патогены: бактерии, вирусы 
или грибки. При этом рецепторы распознавания патогенов (PRR) 
распознают патоген-ассоциированные молекулярные структуры 
(PAMP), продукты метаболизма микроорганизмов (бактериальные 
липополисахариды, липопротеины, флагеллины, вирусный гене-
тический материал). PRR активируются PAMP и запускают каскад 
иммунных реакций, при котором высвобождаются провоспали-
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тельные цитокины, такие как интерлейкин IL-1, IL-6 и фактор не-
кроза опухоли  (TNF)-α. Эти медиаторы воспаления воздействуют 
на эндотелиальные клетки, вызывая выход в экстравазат нейтрофи-
лов и других воспалительных факторов. Эндотелиальная дисфунк-
ция, нерегулируемая естественными противовоспалительными и 
антикоагулятными факторами, приводят к гипотонии и гиперко-
агуляции. Сепсис диагностируется по неспецифическим критери-
ям SIRS: температура свыше 38ºC или менее 36 ºC, ЧСС выше 90 
в мин, ЧДД более 20 в мин, PaCO2 менее 32 мм рт.ст, повышенное 
или резко сниженное содержание лейкоцитов или более 10% не-
зрелых лейкоцитов. Ввиду того, что некоторые из перечисленных 
признаков могут отсутствовать, в настоящее время широко приме-
няется быстрая диагностика qSOFA: нарушение мышления, систо-
лическое артериальное давление 100 мм рт.ст. или менее и/или ЧДД 
выше 22 в мин. Яркий признак сепсиса — глубокая гипотензия, ко-
торая влечет за собой гипоперфузию и повреждение органов. Наи-
более часто сепсис развивается на фоне сопутствующей патологии. 
В последние годы наиболее часто преобладает легочный сепсис на 
фоне тяжелых пневмоний, инфекций брюшной полости, тяжелых 
перитонитов и панкреонекрозов, инфекций кровотока, катетеро-
ассоциированный сепсис. Проведение неадекватной инфузионной 
терапии, недооценка тяжести состояния неизбежно приводит к раз-
витию и прогрессированию критических состояний, в том числе и 
ОПП как наиболее частого осложнения в отделениях реанимации и 
интенсивной терапии. 

Говоря  об  этиологии развития ОПП, как критического  состоя-
ния,  это  полиморбидная  патология,  которая  развивается  на  фоне 
сепсиса, септического шока различной этиологии (абдоминальной, 
постравматической, ожоговой, ангиогенной) либо их комбинации. 
В отдельную группу можно выделить пациентов кардиохирурги-
ческого профиля с тяжелыми реконструктивными операциями на 
сердце и крупных магистральных сосудах, с развитием острой сер-
дечно-сосудистой недостаточности на фоне декомпенсации хро-
нической сердечной недостаточности, с синдромом малого сердеч-
ного выброса. У пациентов кардиохирургического профиля часто 
отмечается такое состояние, как развитие цитокинового шторма 
после использования аппаратов искусственного кровообращения, 
что приводит к развитию полиорганной недостаточности в раннем 
послеоперационном периоде. Дополнительные проблемы создают 
острые  экзогенные  отравления,  приводящие  к  развитию  критиче-



240

ских состояний и требующие проведения интенсивной терапии с 
применением методов экстракорпоральной гемокоррекции.

Итак, сепсис является наиболее распространенной причиной 
ОПП. Очень часто исходом купирования ОПП является развитие 
ХБП.

Патогенез развитие С-ОПП в первую очередь связывают с на-
рушениями внутрипочечной гемодинамики. На фоне течения ос-
новного септического процесса происходит его генерализация, как 
следствие прямого воздействия токсинов на клубочки и клубочко-
во-канальцевый аппарат почек, так и за счет различных повреждаю-
щих факторов, связанных с активацией системы комплемента, ци-
токинов и т.д. Нарушение внутрипочечной гемодинамики связано 
с  эффектом вазоконстрикции приносящих и  выносящих  артериол 
либо вазодилатации выносящей артериолы, при этом наблюдается 
снижение перфузионного давления в почках, что приводит к нару-
шениям кровоснабжения канальцевого аппарата, гибели подоцитов, 
мезангиальных клеток, развитию олиго-анурической стадии ОПП 
в целом. Дальнейшую роль в патогенезе С-ОПП играет развитие 
системной воспалительной реакции, которая включает в себя: уве-
личение  синтеза  NO,  повышение  проницаемости  эндотелиально-
го слоя сосудов микроциркуляторного русла, угнетение процессов 
фибринолиза и повышение коагуляционного потенциала не только 
с повреждением сосудов микроциркуляторного русла не только по-
чек, но и в целом. Нарушение микроциркуляции приводит к сни-
жению внтурипочечного интрагломерулярного давления и периту-
булярного кровотока. На следующем этапе за счет метаболических 
изменений (снижения доставки и потребления кислорода, воздей-
ствия PAMP и DAMP с активацией свободнорадикального окисле-
ния, развития оксидативного стресса, митохондриальной дисфунк-
ции) формируется стойкое ОПП, требующее достаточно серьезной 
ЗПТ. Если ориентироваться на концентрацию уровня креатинина в 
сыворотке крови и объем выделяемой мочи (по часовому темпу диу-
реза), в ОПП выделяют три стадии, причем 2 и 3 стадии относятся к 
С-ОПП, при которых необходимо применение методов экстракор-
поральной поддержки функции почек, в т.ч. методов, направленных 
на купирование септического шока с целью восстановления адек-
ватной перфузии почек. Критерии терапии септического шока под-
разумевают потребность в вазопрессорах для поддержки среднего 
артериального давления 65 мм рт.ст. или выше и снижения уровня 
сывороточного лактата, как фактора, отражающего гипоперфузию. 
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Соответственно, наличие гипотензии, рефрактерной к коррекции 
волемических нарушений и лактат более 2 ммоль/л являются яркими 
предикторами летальных исходов, чем любой из этих маркеров, взя-
тый по отдельности. Стоит отметить, что сопутствующие заболева-
ния такие как сахарный диабет, болезни сердца, а также хроническая 
болезнь почек, также способствуют развитию септического шока.

Таблица 1. Концентрация креатинина в сыворотке крови и объем  
выделяемой мочи в зависимости от стадии ОПП

Стадия Концентрация креатинина  
в сыворотке крови Объем выделяемой мочи

1 В 1,5-1,9 раза выше исходного
Или повышение на ≥0,3 мг/дл 
(≥26,5 мкмоль/л)

<0,5 мл/кг/ч за 6-12 ч

2 В 2,0-2,9 раза выше исходного <0,5 мл/кг/ч за ≥12-24 ч
3 В 3,0 раза выше исходного 

Или повышение до ≥4,0 мг/дл 
(≥353,6 мкмоль/л) или начало ЗПТ
Или у пациентов младше 18 лет,
Снижение рСКФ до <35 мл/мин на 
1,73 м²

<0,3 мл/кг/ч за ≥24 ч  
или анурия в течение ≥12 ч

Немаловажную роль в патогенезе С-ОПП играет следующий ряд 
проблем: повреждение эндотелиоцитов, окислительный стресс, коа-
гуляционная дисфункция. В почках эндотелиоциты артериол, пост-
капиллярных венул, клубочков, претубулярных капилляров, вместе 
с подоцитами и мезангиальными клетками поддерживают фильтра-
цию, регулируют кровяное давление в микроциркуляторном русле 
почек. В эндотелиоцитах содержатся тельца Вейбеля-Палада, а так-
же гранулы для хранения фактора фон Виллебранда (vWF) и ангио-
поэтина-2 (Angpt2). Взаимодействие тромобцитов с фактором Вил-
лебранда активирует рецептор тирозинкиназы Tie2 с последующей 
секрецией Angpt2. Эта противовоспалительная функция необходи-
ма для восстановления тканей. Эндотелиоциты экспрессируют мо-
лекулы воспалительной адгезии, включая E-селектин, белок адгезии 
сосудистых  клеток  (VCAM1)  и  молекулу  межклеточной  адгезии  1 
(ICAM1), в ответ на повышение уровня воспалительных цитокинов 
IL-6 и IL-8. При сепсисе противовоспалительные системы Tie2-An-
gpt2 подавляются воспалительными цитокинами. Конечным итогом 
является лейкоцитарная инфильтрация и отек тканей.
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Обильное присутствие в кровотоке PRR активирует PAMP, ко-
торые приводят к высвобождению противовоспалительных медиа-
торов, включая IL-1, IL-6, TNF- α. Рецепторы TLR подтипа PAMP 
присутствуют  в  эпителиоцитах  почечных  канальцев,  которые  при 
сепсис-индуцированной активации вырабатывают провоспалитель-
ные цитокины и АФК. Избыток цитокинов в циркулирующей крови 
приводит к повреждению канальцевого аппарата почек, нарушению 
функционирования структурных белков и приводит к паракрин-
ному высвобождению неадаптивных факторов репарации. В свою 
очередь, накопление АФК приводит к оксидативному повреждению 
ДНК, белков и липидов. Последующее истощение системы анти-
оксидантной защиты и снижение способности клеток использовать 
кислород, приводит к повреждению и дисфункции на клеточном 
и органном уровнях. В ситуациях стресса эндотелий сосудов резко 
вырабатывает  iNO для поддержания кровотока и противодействия 
вазоконстрикции эндотелином, норадреналином и  ангиотензином 
II. При этом действие iNO распределено ненормально: наблюдается 
сильный сосудорасширящий эффект в коре почек, отведение кро-
ви от медуллярной и перитубулярной областей нефрона. Дисбаланс 
почечной микроциркуляции приводит к тому, что данные области 
подвергаются ишемии. Более того, оксид азота является свободным 
радикалом, а побочные продукты — пероксинитрит и другие АФК, 
истощая антиоксиданты, способствуют окислительному стрессу в 
митохондриях. Воспаление и окислительный стресс вызывают раз-
рушение слоя гликокаликса, нарушают функции антикоагулянтных 
и прокоагулянтных факторов и вызывают микротромбы, разрушая 
циркуляторный гомеостаз и в результате приводит к основному яв-
лению, наблюдаемому при сепсисе — ДВС-синдрому. При ДВС-
синдроме наблюдается образование микротромбов, приводящих к 
закупорке сосудов, ишемии органов, истощению прокоагулянтных 
факторов, что вызывает внутреннее кровотечение. 

Сепсис вызывает вазодилатацию, приводит к системной гипотен-
зии, и как следствие снижению перфузии почек, в результате акти-
вируется РААС-мощный механизм регуляции АД и реагирования на 
стрессовые ситуации, включая сепсис. При гиперактивации в случае 
С-ОПП ангиотензин  II  усиливает  экспрессию провоспалительных 
медиаторов, таких как TNF- α и IL-6; через AT1-R ангиотензин II 
активирует секрецию ICAM, что увеличивает миграцию иммунных 
клеток; ангиотензин II через рецептор ангиотензина II типа 2 (AT2-
R) активирует фактор транскрипции ядерного фактора каппа β (NK-
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kβ). В результате этого происходит повреждение тканей и еще боль-
шее воспалительное повреждение почек. Также ангиотензин II играет 
важную роль в окислительном повреждении компонентов почечных 
клеток посредством внутриклеточного образования АФК, таких как 
перекись водорода и супероксид-анион. Кроме того, ангиотензин II 
и активация им альдостеронсинтазы, стимулирующей высвобожде-
ние альдостерона из клубочковой зоны коры надпочечников, оказы-
вают протромботическое действие, что может способствовать обра-
зованию микротромбов и гиперактивации свертывающего каскада. 
Протромботическая среда, индуцированная ангиотензином II, также 
влияет на микроциркуляцию артериол путем активации AT2-R, уча-
ствующего  в  инициировании  тромба,  и  рецептора  ангиотензина  II 
типа 4 (AT4-R), участвующего в стабилизации тромба. AT2-R и AT4-
R взаимодействуют с рецепторами брадикинина-1 и эндотелина-1А, 
опосредуя образование микрососудистых тромбов. Важен и АПФ, ка-
тализирующий преобразование ангиотензина I в ангиотензин II, так 
как он расщепляет брадикинин, сильный вазодилататор и стимуля-
тор тканевого активатора плазминогена. Индуцированное ангиотен-
зином II протромботическое состояние способствует повреждению 
почек вследствие окклюзии сосудов и ишемического повреждения 
микроциркуляторного русла почек. Протромботическое состояние 
является ключевым признаком С-ОПП. 

В связи с этим можно сделать вывод, что антагонисты РААС, а 
именно  ингибиторы  АПФ,  блокаторы  рецепторов  ангиотензина, 
благодаря своей способности уменьшать воспалительный и окисли-
тельный стресс, повреждение эндотелия, образование микротром-
бов, чрезвычайно полезны в борьбе с С-ОПП. Ингибиторы РААС 
замедляют прогрессирование фиброза почек, снижают клубочковое 
давление,  предотвращают  вазоконстрикцию  эфферентных  артери-
ол, снижают продукцию цитокинов, особенно TGF-β, способству-
ющего фиброзу  клубочков. С  другой  стороны,  антагонисты РААС 
снижают системное АД, что может усугубить гипотонию, и как след-
ствие С-ОПП. 
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ПОЛУЧЕНИЕ СИСТЕМ НА ОСНОВЕ МАГНИТНЫХ  
НАНОЧАСТИЦ С ПОКРЫТИЕМ ИЗ СЫВОРОТОЧНОГО 

АЛЬБУМИНА, МОДИФИЦИРОВАННОГО  
ФОЛИЕВОЙ КИСЛОТОЙ

Нами было протестированы различные стратегии получения нано-
систем на основе магнитных наночастиц (МНЧ), сывороточного аль-
бумина (ЧСА) и N-гидроксисукцинимидного эфира фолиевой кислоты 
(мФК). Системы, в которых к ЧСА, закрепленному на поверхности 
МНЧ, добавляли мФК показали стабильность и агрегативную устой-
чивость, достаточную для длительного хранения и тестирования  
in vivo.

Ключевые слова: N-гидроксисукцинимидный эфир фолиевой кисло-
ты (мФК), сывороточный альбумин, наночастицы оксида железа, маг-
нитные наночастицы
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OBTAINING SYSTEMS ON THE BASE OF MAGNETIC 
NANOPARTICLES (MNPS) WITH COVERAGE OF SERUM ALBUMIN 

MODIFIED WITH FOLIC ACID
Different strategies to form nanosystems on the base of MNPs, serum 

albumin (HSA) and folic acid residue has been tested. Systems formed through 
sequential adding of HSA to MNPs and following addition of N-hydroxy 
succinimide (NHS) ester of folic acid (mFA) showed stability and aggregative 
resistance which is enough for long-term storage of the systems and testing 
them under in vivo conditions.

Keywords: N-hydroxy succinimide ester of folic acid, serum albumin, iron 
oxide nanoparticles, magnetic nanoparticles.

Онкологические заболевания — одна из актуальнейших проблем 
в медицине XXI в. Несмотря на разработку и улучшение инноваци-
онных препаратов, одной из сложностей лечения этих заболеваний 
является токсичность лекарственных веществ из-за введения боль-
шого количества лекарства в организм человека, что порой наносит 
непоправимый ущерб.

В настоящее время высокий потенциал для лечения и диагно-
стики рака имеют системы на основе магнитных частиц (МНЧ), 
часто используемые для адресной доставки лекарственных веществ. 
Активный  транспорт  лекарств  этим  способом  позволяет  снизить 
их токсическое воздействие на организм в целом, обеспечивая при 
этом целевое пролонгированное действие лекарства на пораженную 
область [1]. В качестве нацеливающих молекул часто используются 
антитела, аптамеры, пептиды и вещества с низким молекулярным 
весом, позволяющие наносистемам взаимодействовать со своими 
мишенями на поверхности раковых клеток или стенок кровеносных 
сосудов [2]. Механизмы нацеливания данных систем могут отли-
чаться. Рецепторы к фолиевой кислоте экспрессируются некоторы-
ми видами раковых клеток (в частности, раковыми клетками яичек 
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и яичников [3], носоглотки [4] и молочной железы [5]). Фолиевая 
кислота необходима для пролиферации, при этом количество ФК-
связывающих рецепторов на поверхности раковых клеток суще-
ственно превышает таковое для нормальных клеток. Эти особенно-
сти взаимодействия ФК и раковых клеток стали причиной активно-
го использования ФК в составе лекарственных систем, в частности 
систем для тераностики опухолей, содержащих МНЧ и сывороточ-
ный альбумин. Эффективность ФК в роли биовектора была показа-
на на многих клеточных линиях [3, 6].

Однако магнитные частицы на основе неорганических соедине-
ний могут проявлять токсичность по отношению к живым организ-
мам. Для повышения биосовместимости МНЧ могут покрывать бел-
ковыми покрытиями, одним из часто используемых белков в составе 
покрытий  является  человеческий  сывороточный  альбумин  (ЧСА). 
Покрытия из ЧСА характеризуются высокой стабильностью и био-
совместимостью, слабой токсичностью, а также способны снижать 
токсическое действие лекарственных средств на организм, повы-
шать их растворимость и длительность циркуляции в крови [7, 8]. 

Данная работа нацелена на разработку методик модификации 
альбумина N-гидроксисукцинимидным эфиром фолиевой кислоты 
(мФК) на поверхности магнитных наночастиц. Для подтверждения 
связывания мФК с поверхностью МНЧ были использованы спек-
трофлуориметрия и спектроскопия в видимой и УФ областях.

Создание системы на основе МНЧ, на поверхности которых им-
мобилизован ЧСА, связанный с мФК, возможно различными спо-
собами:

–  получение конъюгата мФК и ЧСА и последующая его адсорб-
ция на поверхности наночастиц (способ 1);

–  одновременное связывания мФК и ЧСА с поверхностью МНЧ 
(способ 2);

–  последовательное  связывание  —  сначала  ЧСА  с  поверхно-
стью МНЧ, далее связывание адсорбированного белка с мФК 
(способ 3).

Нами были реализованы все вышеперечисленные способы, полу-
ченные растворы оценивались на устойчивость при добавлении им-
муноглобулина G, обладающего высоким сродством к поверхности 
МНЧ и приводящего к формированию агрегатов в случае неустой-
чивых и нецелостных покрытий из ЧСА [9, 10]. 

При способе 1 показано связывание мФК и ЧСА, проявляюще-
еся в изменение спектров поглощения в области от 300 до 325 нм 
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смеси по сравнению со спектрами оригинальных веществ (рис. 1). 
Было отмечено, что изменения в спектрах происходят при инкуба-
ции более 2 часов, при увеличении длительности инкубации до 24 
часов эффект становится более выраженным.

Эффект взаимодействия мФК и ЧСА также проявляется в туше-
нии флуоресценции  триптофана ЧСА  (рис.  2),  зависящем от  кон-
центрации добавленной мФК.

В дальнейшем производилось удаление несвязанной мФК пу-
тем центрифугирования, полученный конъюгированный с мФК 
ЧСА связывали с поверхностью МНЧ. Однако полученное покры-
тие показало слабую устойчивость и целостность. Таким образом, 
данная стратегия не показала себя перспективной для дальнейшей 
работы.

Эксперименты,  проведенные  по  одновременному  связыванию 
мФК и ЧСА с поверхностью МНЧ (способ 2) показали, что связы-
вание мФК проходит успешно. В то же время системы обладали не-

Рис. 1. Спектры поглощения образцов: ЧСА (1), мФК (2), ЧСА+мФК (3). 
с(ЧСА)=13,2 мг/мл; с(мФК)=0,75 мг/мл, разведение в 25 раз, инкубация  

в течение 4 часов; молярное соотношение мФК/ЧСА=7/1;  
пунктирная линия отображает среду
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Рис. 2. а — Спектры флуоресценции (λex=295 нм) образцов: ЧСА (1),  
мФК (2), ЧСА+мФК (3). с(ЧСА)=13,2 мг/мл; с(мФК)=0,75 мг/мл,  

разведение в 50 раз, инкубация в течение 2 часов; молярное соотношение 
мФК/ЧСА=7/1; б — Зависимость интенсивности флуоресценции  

(λex=295 нм) от соотношения мФК/ЧСА, инкубация в течение 2 часов

 
 

 

 
 
 

 



249

устойчивостью при хранении (спустя неделю после начала хранения 
система показала образование агрегатов МНЧ, что свидетельствует 
о недостаточной стабильности образующегося покрытия).

Наиболее перспективной показала себя третья стратегия  
(способ 3), при которой к МНЧ, на поверхности которых был ранее 
иммобилизован ЧСА, добавлялась мФК, показана устойчивость об-
разующегося покрытия. 

Нами было протестированы различные стратегии получения на-
носистем на основе МНЧ, содержащих ЧСА и мФК. Наиболее пер-
спективными показали себя системы с последовательным связы-
ванием МНЧ с альбумином и мФК. Совокупностью методов была 
показана стабильность и агрегативная устойчивость данных систем, 
достаточная для длительного хранения систем и тестирования их в 
условиях in vivo.

Работы по созданию гибридных наносистем проводятся при фи-
нансовой поддержке за счет гранта Российского научного фонда  
№ 22-75-10150, https://rscf.ru/project/22-75-10150/. 
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СОЗДАНИЕ НОВОГО МЕТОДА ЛЕЧЕНИЯ  

КОЖНОГО ЛЕЙШМАНИОЗА
Впервые будет выявлено действие лечебного растительного мас-

ла Hippóphaë rhamnóides, определено действие настоя лекарственно-
го растения Herba Pegani harmalae и действие медицинского озона на 
лейшманиозные язвы. На основе свойств масла лекарственного рас-
тения Hippóphaë rhamnóides обогащенное лекарственным озоном и на-
стойкой лекарственных растений Herba Pegani harmalae будет создан 
противолейшманиозный лекарственный препарат. Благодаря исполь-
зованию нового препарата будет достигнуто заживление лейшмани-
озных язв в краткие сроки. Клиническими, морфологическими и имму-
нологическими исследованиями будет доказана эффективность нового 
препарата.

Ключевые слова: кожный лейшманиоз, амастиготы, микроскопия, 
диагностика, иммунитет, интерлейкины, медицинский озон, масла ле-
карственных растений, антипаразитарное действие.



251

Halikov K.M., Sattarova H.G., Ochilova N.U.
Samarkand State Medical University

CREATION OF A NEW METHOD FOR TREATING CUTANEOUS 
LEISCHMANIASIS

For the first time, the effect of the medicinal vegetable oil Hippophaë 
rhamnóides will be revealed, the effect of the infusion of the medicinal plant 
Herba Pegani harmalae and the effect of medical ozone on leishmania ulcers 
will be determined. Based on the properties of the oil of the medicinal plant 
Hippophaë rhamnóides, enriched with medicinal ozone and tincture of 
medicinal plants Herba Pegani harmalae, an antileishmanial drug will be 
created. Thanks to the use of the new drug, healing of leishmaniasis ulcers 
will be achieved in a short time. Clinical, morphological and immunological 
studies will prove the effectiveness of the new drug.

Keywords: cutaneous leishmaniasis, amastigotes, microscopy, diagnostics, 
immunity, interleukins, medical ozone, medicinal plant oils, antiparasitic  
effect.

Введение.  Узбекистан  расположен  в  одном  из  эндемичных  по 
кожному лейшманиозу регионах мира. Кожные лейшманиозы отно-
сятся к вновь возвращающимся заболеваниям. Во всем мире отмеча-
ется рост заболеваемости, в том числе и в Узбекистане (ВОЗ, 2020). 
В республике распространены два вида кожных лейшманиозов зоо-
нозный и антропонозный. Возбудителем зоонозного является вну-
триклеточный паразит — Leishmania major. Антропонозный вызыва-
ется Leishmania tropica. Заболевание протекает с образованием долго 
незаживающих язв — от 8 до 16 месяцев, которые часто инфициру-
ются. Заболевание заканчивается образованием деформирующих и 
обезображивающих рубцов. Лечение кожных лейшманиозов пред-
ставляет определенные трудности. Во всем мире применяется инъ-
екции стибоглюконата натрия в пораженный участок, данное ле-
чение недоступно в США и России. Вариантами местного лечения 
являются тепловая терапия, которая требует специальных условий 
для выполнения, и криотерапия. Данные методы лечения являются 
болезненным и применяются только для лечения небольших пора-
жений. Используются местные препараты с паромомицином в виде 
мази, содержащей 15% паромомицина и 12% метил бензэтония хло-
рида. В ряде стран примененяются препараты 5 валентной сурьмы. 
Указанные методы лечения вызывают большое количество ослож-
нений и имеют противопоказания, а также способствуют развития 
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резистенных штаммов паразита. Кроме того, все перечисленные 
препараты не зарегистрированы в Узбекистане. В качестве альтер-
нативных методов лечения могут послужить использование отваров 
и масел лекарственных растений, произрастающих в Узбекистане, 
барботированных медицинским озоном.

Исследованиями авторитетных авторов доказаны окислитель-
ные, дезинфицирующие и бактерицидные свойства медицинского 
озона (Чекман И.С. и др., 2013). При высоких концентрациях озо-
на (10–100 мг/л) проявляются его бактерицидные, фунгицидные, 
вирусоцидные свойства. Низкие концентрации озона (0,5–5 мг/л) 
способствуют  эпителизации  и  заживлению  раневой  поверхности, 
стабилизации клеточных мембран (Яшанова М.И. и др. 2019). Из-
вестно, что препараты на основе растения Herba Pegani harmalae 
(гармалы) обладают бактерицидными, инсектицидными и раназа-
живляющими свойствами. Отвар и тинктура растения используются 
в виде болеутоляющего и успокоительного препарата, при просту-
де, а также в виде антисептического средства (Бердимухамедов Г., 
2009). Плоды облепихи, благодаря наличию фенольных соедине-
ний, органических кислот и других биологически активных веществ 
относят к функциональным, адаптогенным средствам, обладают 
выраженными антиоксидантными, антистрессовыми, антитром-
бозными, ранозаживляющими, противоопухолевыми свойствами  
(Саидов С.А. 2020).

Таким  образом,  исследования  направленные  на  разработку  ле-
чебных препаратов от кожного лейшманиоза, основанных на при-
менении лечебных свойств лекарственных растений и медицинско-
го озона являются актуальными.

Впервые будет получен лекарственный препарат для лечения 
кожных лейшманиозов на основе свойств масел лекарственных рас-
тений барботированных медицинским озоном. Получение противо-
лейшманиозного препарата позволит улучшить результаты лечения 
кожных лейшманиозов и исключить импортирование дорогостоя-
щих зарубежных препаратов.

Цель. Настоящее исследование будет посвящено разработке ле-
карственного препарата для лечения кожного лейшманиоза (КЛ) на 
основе масел лекарственных растений барботированных медицин-
ским озоном. 

Методы исследования. В исследовании использовались клиниче-
ские и морфологические методы исследования.



253

Резултаты. Ретроспективно изучены косметические последствия 
перенесенного КЛ, выявлены методы лечения КЛ в Сурхандарьин-
ской и Жиззакской областях. Получены результаты общеклиниче-
ских исследований более 100 больных с зоонозным и антропоноз-
ным КЛ с выявлением отклонений в лабораторных показателях.

Больные разделены на группы. Первой группе больных (50 че-
ловек) для лечения КЛ было применено облепиховое масло, в виде 
ассептической повязки. Второй группе больных было применено 
обдувание раны сухой озоно-кислородной смесью в дозировках от 
3 до 8 мг/литр/мин в течение 5 минут 2 раза в день. Третьей группе 
больных для ассептической обработки был использован отвар травы 
Гармала. Четвертая группа больных лечилась облепихового масла с 
помощью озонатора и наносила на лейшманиозные раны. Для мо-
ниторинга обсеменности язв лейшманиями до лечения на 1, 3, 7, 15, 
20-е сутки проводились микроскопические исследования препара-
тов, полученных из лейшманиозных язв).

Результаты показали, что в четвертой группе больных заживле-
ние ран происходило быстрее и без рубцов, чем в других группах. 
При лечении четвертой группы больных добавление к лечению тра-
вы Гармала ускорило эпителизацию ран (рис. 1 и 2).

 а б
Рис. 1. Фото больной: а — до лечения, б — после лечения 
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Определены результаты воздействия на лейшманиозные раны 
облепихового масла, отвара травы Гармала и сухой озоно-кисло-
родной  смеси.  Определена  наиболее  эффективная  концентрация 
озона.

Мониторировалась обсеменность язв лейшманиями. Фиксиро-
вались сроки начала регресса обсеменности, появления грануля-
ционной ткани и эпителизации. Оценены результаты рубцевания и 
косметический результат.

На основе анализа полученных результатов определена опти-
мальная концентрация озона в барботированном облепиховом мас-
ле, сроки и кратность применения препарата. Клиническое течение 
процесса рубцевания лейшманиозной язвы фиксировались и доку-
ментировались путем фотографирования.

Вывод. В заключение можно сказать, что лечение озонирован-
ным  оливковым маслом  и  травой  Гармала  очень  эффективно  при 
лечении  кожных  поражений  лейшманиозом.  Эпителизация  ран 
происходит быстро при лечении таким способом. Раны заживают 
без рубцов.

 а б
Рис. 2. Фото больной: а — до лечения, б — после лечения 
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Введение. Как известно, нарушения в системе свертывания крови 
являются наиболее распространенной причиной мировой смертно-
сти. Тромботические осложнения являют собой большую проблему 
в различных областях медицины, включая кардиологию, онколо-
гию, гематологию и иммунологию [1]. В настоящее время активно 
разрабатываются соединения, направленные на ингибирование 
различных ферментов каскада свертывания крови. Наиболее пер-
спективными мишенями в данном случае можно однозначно счи-
тать факторы XIIa и XIa ввиду их участия лишь во внутреннем пути 
каскада свертывания крови, что потенциально позволяет избежать 
главного побочного эффекта всех существующих антикоагулянтов, 
используемых в клинической практике — спонтанного кровотече-
ния, при чем если ингибиторы FXIa могут стать безопасной заменой 
НОАК с селективной анти-FXa активностью (риваро- и апиксабан), 
то  ингибиторы  FXIIa  позволят  решить  больший  спектр  проблем 
клинической медицины и терапии, что детерминировано биологи-
ческим  полифункционалом фермента  [2].  Установлено,  что  FXIIa 
имеет пять субстратов: FXIa, ВМК, прекалликреин, плазминоген и 
белки системы комплемента (C1q и C1r) и потому участвует в тон-
ком регулировании не только гемокоагуляции, но и иммунного от-
вета [3].

В последнее время рассматривается обширный круг молекуляр-
ных платформ, способных служить ядром при молекулярном ди-
зайне малых молекул — ингибиторов FXIIa [2]. Среди них особого 
внимания заслуживают производные N-ацетилированных 5-амино-
1,2,4-триазолов ввиду описанного в литературе ингибирования FXI-
Ia [5,6]. Известны различные пути синтеза описанных производных 
[5-7]. К примеру, бензгидразид на первом этапе вступает в реакцию 
с сульфатом S-метилтиоурония (EtOH / Н2О 1 : 1, кипячение, 16 ч). 
Продукт реакции, N-бензоилгуанидин, циклизуется под действием 
40% NaOH (кипячение, 2 ч) с выходом 57%. Полученный 5-амино-
3-фенил-1Н-1,2,4-триазол  реагирует  с  бензоилхлоридом  в  ТГФ  и 
пиридине (1:1, 0 °С → 25 °С, 3 ч) с образованием 1-бензоильного про-
изводного с выходом 92% [5] (рис. 1).

Существует обширный in silico инструментарий для выявления 
качественных и количественных параметров зависимости «струк-
тура-активность»  (SAR).  Метод  виртуального  скрининга  широко 
применяется в качестве первичного метода селекции при разработ-
ке лекарственных средств, позволяя значительно снизить затраты 
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на фармацевтическую разработку лекарственных веществ, при этом 
значительно  повышая  ее  эффективность  [8,  9].  Однако,  наиболее 
информативен структурный подход, подразумевающий фармако-
форный анализ и оценку межмолекулярных взаимодействий. По-
следнее реализуется посредством молекулярного докинга.

Таким образом, поиск новых лекарственных веществ, способных 
предотвращать патологические состояния без нарушения нормаль-
ного гемостаза, является актуальной задачей в настоящее время, а 
реализация этой задачи возможна путем использования современ-
ных методов in silico.

Цель исследования. Поиск потенциальных ингибиторов фактора 
свертывания крови FXIIa  с помощью виртуального  скрининга  баз 
данных низкомолекулярных органических соединений методами 
молекулярного  докинга,  а  также  молекулярное  моделирование  de 
novo.

Материалы и методы. В качестве лигандов были использованы со-
единения, представляющие собой производные N-ацетилированных 
5-амино-1,2,4-триазолов, которые были отобраны из библиоте-
ки  PubChem  путем  отсеивающего  поиска  по  соответствующей 
SMARTS-структуре  (рис.  2).  Структуры  были  оптимизированы 
средствами молекулярной механики в силовом поле UFF с исполь-
зованием  программного  пакета  Avogadro  1.2.0.  Первичный  скри-
нинг полученных лигандов осуществляли с помощью Molegro Virtual 
Docker версии 6.0, используя проприетарный режим виртуального 
скрининга  (at  least  top  10%). Молекулярная  мишень  представляла 
собой фактор свертывания крови FXIIa, трехмерная структура кото-
рого была получена из Protein Data Bank (PDB ID 6B74). Подготовки 
биомишени осуществлялась стандартными методами пакета Mole-
gro.  В  качестве  области  молекулярного  докинга  использовали  об-
ласть каталитической  триады,  включающей аминокислоты Ser195, 
His57, Asp102 (по координатам X: 62,8 Y: -1,5 Z: 14).

Рис. 1. Одна из схем синтеза производного N-ацетилированных 5-амино-
1,2,4-триазолов
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При разработке de novo анализу подвергались полученные с ис-
пользованием Molegro Virtual Docker данные о наиболее выгодном 
пространственном положении лиганда в сайте связывания при ис-
пользовании алгоритма MolDock SE и скоринг-функций MolDock 
Score и HBond.

Результаты. На  первом  этапе  исследования  было  отобрано  217 
структур, по результатам скрининга была составлена библиотека 
на 25 соединений (табл. 1). Из них в дальнейшем было выделено 13 
наиболее перспективных с точки зрения современной медицинской 
химии структур, для которых была повторно произведена процеду-
ра молекулярного докинга по отношении к заданной мишени в 40 
итерациях. Результаты молекулярного докинга были подвергнуты 
системному анализу с целью дальнейших изысканий структур инги-
биторов de novo.

CID 140736720 140736631 140736578

Структур-
ная фор-
мула

 

  

 
 
 
 
 

 

 

  

 
 
 
 
 

 

 

  

 
 
 
 
 

 

MolDock 
Score -210.315 -208.785 -203.367

Рис. 2. Скаффолд SMARTS-структуры

Рис. 3. Лиганды, обладающие наибольшим аффинитетом согласно 
результатам виртуального скрининга.
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Таблица 1. Результаты первичного скрининга

№ Ligand CID MolDock 
Score HBond Site (HBond only)

1 140736720 -210.315 -5.5184 Tyr99 Ser214 Val227 Tyr228

2 140736631 -208.785 -16.599 Cys58 Asp189 Gln192 Ser195 Gly216 
Gly219

3 140736578 -203.367 -17.299 Phe41 Cys58 His143 Ala190 Gln192 
Ser195 Gly219

4 51362842 -201.305 -6.2767 Ser195 Ser214 Tyr228
5 140736459 -200.496 -11.181 Gln192 Ser195 Gly219
6 71543719 -198.436 -4.8348 Ser195 Gly219
7 71543720 -197.484 -4.9109 Ser195 Gly219
8 153956375 -195.734 -5.5844 Phe41 Asp189 Ser195
9 133081414 -194.146 -2.1034 Tyr99 Ser195 Gly219
10 153956388 -191.167 -9.3343 Asp189 Ser195 Ser214 Gly216 Tyr228
11 140736426 -190.341 -4.6341 Gly193 Ser195 Gly219
12 153956390 -190.124 -5.9359 Ser214 Trp215
13 140736714 -187.894 -8.2260 Ser214 Trp215 Gly216 Tyr228
14 71544032 -187.287 -5.6618 Ser195 Gly219
15 140736541 -186.852 -7.4490 Phe41 Cys58 Ser195
16 140736648 -186.793 -9.6742 Gly193 Ser195 Ser214 Trp215 Tyr228
17 11497699 -186.011 -4.201 Val97 Gly219
18 122506933 -185.035 -7.0505 His143 Gln192 Ser195
19 153956376 -184.072 -6.2101 Ser214 Trp215 Gly219 Tyr228
20 2983873 -182.541 -5.4339 Ser195 Ser214 Tyr228
21 2984491 -182.417 -2.5634 Tyr151 Gly193 Ser195

22 140736457 -182.334 -9.0278 Gly146 Tyr151 Gly193 Ser195 Ser214 
Trp215 Tyr228

23 140736527 -182.164 -6.3309 His143 Gln192 Ser195
24 122506922 -181.66 -2.2400 Ser195
25 122506879 -181.078 -4.0876 Phe41 Ser195

Особый интерес для стерически детерминированной селектив-
ности  в  отношении  FXIIa  представляет  карман,  сформированный 
аминокислотными остатками Ala190, Ile213, Trp215 и Val227. Стери-
чески выгодным билдинг-блоком был выявлен фенильный замести-
тель, замещенный в мета-положении либо СF3–, либо CH3O–груп-
пой. MolDock Score для полученных de novo соединений с вышеука-
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занными заместителями составил -187.552 и -190.444 соответсвенно. 
Отличительные свойства лигандов de novo: молекулярная масса, не 
превышающая 500 Да, отсутствие имидных и сульфонамидных груп-
пировок.

Выводы. Таким образом, были выявлены фармакофорные детер-
минанты и созданы компьютерные модели биологически активных 
лигандов, в отношении которых была подтверждена селективность 
связывания фактора свертывания крови FXIIa. В связи с этим реко-
мендуется дальнейшее проведение фармакологических исследова-
ний предложенных веществ.
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БИСФЕНОЛ А ПРИВОДИТ К ОБЩЕГЕНОМНОМУ УМЕНЬШЕНИЮ 

CОДЕРЖАНИЯ H3K27me2-МАРКЕРА ТРАНСКРИПЦИОННО 
НЕАКТИВНОГО ХРОМАТИНА В ЯДРАХ БЛАСТОМЕРОВ 

2-КЛЕТОЧНЫХ ЗАРОДЫШЕЙ МЫШЕЙ IN VITRO
Проведено количественное определение in situ общегенмного содер-

жания маркера транскрипционно-неактивного хроматина H3K27me2. 
Анализ эпигеномного статуса зародышей проводили через 24 часа куль-
тивирования в среде, содержащей 50 мкМ БФА путем измерения ин-
тенсивности флуоресценции антител к H3K27me2 для всех интерфаз-
ных ядер бластомеров 2-кл зародышей мыши.

Ключевые слова: 2-кл зародыши мыши; бисфенол A; H3K27me2.

Сhelysheva L.A., Noniashvili E.M., Patkin E.L.
Institute of Experimental Medicine of the Russian Academy of Sciences,

St. Petersburg
BISPHENOL A LEADS TO A GENOME-WIDE DECREASE IN THE 

CONTENT OF H3K27me2, A MARKER OF TRANSCRIPTIONALLY 
INACTIVE CHROMATIN, IN THE NUCLEI OF BLASTOMERES  

OF 2-CELL MOUSE EMBRYOS IN VITRO
Quantitative in situ determination of the genome-wide content of the transcrip-

tionally inactive chromatin marker H3K27me2 was carried out. Analysis of the 
epigenomic status of the embryos was carried out after 24 hours of cultivation in a 
medium containing 50 μM BPA by measuring the fluorescence intensity of antibod-
ies to H3K27me2 for all interphase nuclei of blastomeres of 2-cell mouse embryos.

Keywords: 2-cell mouse embryos; bisphenol A; H3K27me2.
Введение. Известно, что токсин бисфенол А (БФА), содержащий-

ся в пластиковых предметах обихода человека, негативно влияет на 
основные эпигенетические маркеры — метилирование ДНК и моди-
фикации гистонов [1]. Одним из ключевых маркеров транскрипци-
онно неактивного хроматина является модификация H3K27me2. Ра-
нее нашей группой в исследовании Нониашвили и соавт. было по-
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казано, что введение малых доз БФА способно нарушать процессы 
перепрограммирования генома, связанные с метилированием ДНК, 
происходящие в раннем эмбриогенезе [2]. В настоящее время мало 
публикаций,  посвященных  исследованию  влияния  БФА  на  моди-
фикации  гистонов.  В  данной  работе  в  качестве  маркера  эффекта 
была  выбрана  репрессивная  гистоновая  модификация H3K27me2, 
которая  является  меткой  Polycomb-зависимого  гетерохроматина, 
необходимого для нормального эмбрионального развития млекопи-
тающих. В качестве модели были выбраны 2-клеточные зародыши 
мышей,  поскольку  на  этой  стадии происходит  процесс  начальной 
гетерохроматинизации. 

Цель данной работы заключалась в исследовании влияния БФА на 
данный маркер в ядрах бластомеров 2-клеточных зародышей мышей.

Материалы и методы. Одноклеточные эмбрионы (зиготы) полу-
чали от половозрелых самок мышей гибридов F1 (C57BLX CBA) из 
питомника «Рапполово» после гормональной стимуляции и спари-
вания их с самцами [1]. Все зиготы, извлеченные из яйцеводов под 
контролем бинокулярной лупы делили на две группы и помещали в 
культуральную среду М16 (Sigma): первая группа контрольная — ин-
тактная среда М16, во второй группе («БФА») в среду добавляли 50 
мкМ спиртового раствора БФА (Sigma-Aldrich). Зародыши в каплях 
среды под силиконовым маслом культивировали в атмосфере 5% 
СО2 в воздухе течение 24 часов. Из всех зародышей, достигнувших 
2-клеточной стадии, готовили препараты для иммуноцитохими-
ческого окрашивания [3]. Статистическую обработку полученных 
данных проводили с использованием непараметрического критерия 
Манна–Уитни. Различия считались статистически значимыми при 
р<0,05.  Статистический  анализ  был  выполнен  с  использованием 
программы GraphPad Prism 9 (GraphPad Prism 9 Software, Inc.).

Результаты и обсуждение. В работе исследовано 122 ядра бласто-
меров (62 — в контрольной группе, 60 — в группе «БФА») 2-клеточ-
ных эмбрионов мыши. Результаты проведенного иммуноцитохими-
ческого анализа указывают на то, что воздействие БФА в предим-
плантационном периоде приводит к общегеномному снижению (в 1,3 
раза) количества репрессивных модификаций гистонов H3K27me2 
по сравнению с контролем (p <0.05). 

В медико-биологических базах данных, встречаются единичные 
работы,  посвященные  исследованию  влияния  БФА на  модифика-
ции  гистонов. В исследовании Prokešová  et  al,  проведенного  с  ис-
пользованием  альтернативного  бисфенола  —  бисфенола  S,  было 



продемонстрировано увеличение содержания H3K27me2 в незрелых 
ооцитах [4].

Таким образом, наши результаты in situ продемонстрировали, что 
воздействие БФА в период доимплантационного развития зароды-
шей нарушает процесс гетерохроматинизации, необходимый для 
их последующей дифференцировки. Полученные данные указыва-
ют на то, что действительно доимплантационное развитие является 
чувствительным периодом к воздействию БФА, что, наиболее веро-
ятно, обусловлено активными процессами перепрограммирования, 
связанными с эпигенетическими и эпигеномными модификациями.

Работа выполнена в рамках государственного задания Министер-
ства науки и высшего образования РФ: НИР № FGWG-2022-0012 
(рег. № НИОКТР 122020300196-4).
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