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РЕФЕРАТ Проведено исследование влияния эпифамина на интенсивность свободнорадикальных процессов, 
активности каспаз-1 и -3, аконитатгидратазы и на содержание цитрата в печени крыс при эксперименталь-
но индуцированном сахарном диабете 2 типа (СД2). Установлено, что под действием эпифамина при СД2 
происходит изменение параметров биохемилюминесценции, соответствующее снижению интенсивности 
свободнорадикальных процессов, а также изменение активности аконитазы и содержания цитрата в сторо-
ну значений, характерных для контрольных животных. Активности каспазы-1 и каспазы-3 в печени крыс 
с СД2, которым вводили эпифамин, были соответственно в 2.4 и 1.6 раза ниже, чем в отсутствие эпифамина. 
По-видимому, эпифамин-опосредованная коррекция свободнорадикального гомеостаза при СД2 связана 
с регуляцией уровня мелатонина – гормона, обладающего выраженной антиоксидантной активностью. 
КЛЮчЕВыЕ СЛОВА сахарный диабет 2 типа, биохемилюминесценция, аконитатгидратаза, цитрат, каспаза, 
эпифамин.
СПИСОК СОКРАщЕНИй АГ – аконитатгидратаза; АФК – активные формы кислорода; БХЛ – биохемилюми-
несценция; СД2 – сахарный диабет 2 типа.

ВВЕдЕНИЕ 
Сахарный диабет является одним из социально зна-
чимых заболеваний и остается актуальной проблемой 
как для медицинской науки, так и для здравоохране-
ния. Среди всех случаев данной патологии более 90% 
приходится на СД2. 

В патогенезе осложнений СД2 существенная роль 
принадлежит свободнорадикальному окислению био-
молекул. Скорость образования свободных радика-
лов при СД2 зависит от скорости гликозилирования 
белков, а следовательно, и от степени гипергликемии 
[1]. Одной из причин усиления свободнорадикальных 
процессов при СД2 может являться активация по-
лиолового шунта, функционирование которого свя-
зано с превращением глюкозы в сорбитол с участи-
ем альдозоредуктазы. В условиях гипергликемии 
свободные радикалы также образуются в процессе 
аутоокисления глюкозы при формировании конеч-
ных продуктов гликозилирования, которые, в свою 
очередь, участвуют в патогенезе ангиопатий, способ-
ствуют нарастанию ишемии и интенсификации сво-
боднорадикальных процессов в тканях при СД2 [1]. 
Усиление гликозилирования гемоглобина приводит 
к вторичной тканевой гипоксии [2]. 

Нарушение окислительно-восстановительного го-
меостаза при СД2 может являться причиной акти-

вации процессов запрограммированной клеточной 
гибели – апоптоза, характеризующегося активаци-
ей каскада внутриклеточных цистеиновых протеаз, 
известных как каспазы. Каспазы – семейство эво-
люционно консервативных протеаз, специфически 
расщепляющих белки после остатков аспарагино-
вой кислоты [3]. В частности, с участием каспазы-3 
подвергается протеолизу ингибитор ДНКазы, от-
ветственной за фрагментацию ДНК (cAD). Каспазы 
вызывают также гидролиз белков ламинов, арми-
рующих ядерную мембрану, что ведет к конденса-
ции хроматина. Они участвуют в разрушении белков, 
поддерживающих структурно-функциональное со-
стояние цитоскелета, а также в инактивации и нару-
шении регуляции белков, участвующих в репарации 
ДНК, сплайсинге мРНК и репликации ДНК. При этом 
ключевой каспазой является каспаза-3 (cpp32), 
и оценка активности каспазы-3 – один из основных 
методов определения уровня апоптоза в ткани [4]. 
Кроме того, важной характеристикой процесса апоп-
тоза является активность каспазы-1 (Ice), относя-
щейся к группе каспаз-активаторов цитокинов. 

Известно, что одна из чувствительных мишеней 
действия свободных радикалов – это аконитатгидра-
таза (АГ), выполняющая основную роль в регуляции 
накопления цитрата [5]. Показано, что в условиях 
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активации свободнорадикального окисления регу-
ляция активности АГ претерпевает существенные 
изменения, происходит угнетение активности фер-
мента и накопление цитрата, являющегося низко-
молекулярным антиоксидантом вследствие хела-
тирующих свойств по отношению к ионам Fe2+ [6]. 
Ионы Fe2+, как известно, обладают прооксидантной 
активностью, так как, участвуя в реакциях Фенто-
на и Хабера–Вайса, приводят к образованию одной 
из наиболее агрессивных и опасных активных форм 
кислорода (АФК) – гидроксильного радикала [7]. 

Актуальным является применение препара-
тов, способных снижать интенсивность свободно-
радикальных процессов в организме. Препарат 
эпифамин – пептидный биорегулятор, тропный 
к эпиталамо-эпифизарной области. Он относится 
к классу цитомединов. Эти пептиды не только ока-
зывают положительное действие на иммунную си-
стему, нормализуют жировой и углеводный обмен, 
но также способны осуществлять коррекцию уровня 
эндогенного мелатонина [8, 9]. Один из основных био-
химических механизмов действия мелатонина на клет-
ки – антиоксидантный. Мелатонин является актив-
ным донором электронов, а также эффективным 
перехватчиком радикалов: ОН•, ООН, O2

•− , синглет-
ного кислорода, nО•, ОnOО¯ [10]. В отличие от боль-
шинства других внутриклеточных антиоксидантов, 
локализующихся преимущественно в определенных 
клеточных структурах, присутствие мелатонина 
и, следовательно, его антиоксидантная активность 
определены во всех клеточных структурах, вклю-
чая ядро [11]. Этот факт свидетельствует об универ-
сальности антиоксидантного действия мелатонина, 
а также выраженных протективных свойствах, обе-
спечивающих защиту от свободнорадикального по-
вреждения ДНК, белков и липидов. 

В данной работе проведено исследование влияния 
эпифамина на интенсивность свободнорадикальных 
процессов, активности каспаз-1 и -3, аконитатгидра-
тазы и на содержание цитрата в печени крыс с экс-
периментальным СД2.

эКСПЕРИМЕНТАЛьНАя чАСТь
В качестве объекта исследования использовали бе-
лых крыс-самцов (Rattus rattus L.) массой 150–200 г. 
Все экспериментальные процедуры были выполне-
ны в соответствии с правилами гуманного обращения 
с лабораторными животными и в соответствии с сани-
тарными правилами для вивария. СД2 индуцировали 
внутримышечным введением протамина сульфата 
в течение 3 недель в дозе 10 мг/кг массы тела живот-
ного в объеме 0.5 мл 0.9% nacl 3 раза в сутки [12].

В ходе эксперимента животные были разделены 
на три группы: группу 1 (n = 8) составляли контроль-

ные животные; группу 2 (n = 8) – животные с СД2; 
в группе 3 (n = 8) животным с СД2 внутрибрюшинно 
вводили эпифамин в виде раствора в 1 мл 0.9% рас-
твора nacl трижды в день в дозе 2.5 мг/кг на 15, 17 
и 19 день эксперимента. Через 3 недели после начала 
индуцирования СД2 наркотизированных животных 
всех экспериментальных групп умерщвляли и ис-
пользовали для дальнейших исследований. Для из-
влечения печени крысам под наркозом производили 
лапаротомию, затем под портальную вену подводи-
ли лигатуру, надсекали и кaнюлировали ее на 10 мм 
ниже синуса, переднюю полую вену пересекали 
в диафрагмальной области и перфузировали печень 
ледяным изотоническим раствором со скоростью 
5 мл/мин в течение 5 мин. Навеску ткани гомогенизи-
ровали путем растирания ткани в фарфоровой ступ-
ке с кварцевым песком в 4-кратном объеме охлаж-
денной среды выделения. Среда имела следующий 
состав: 0.1 М Трис-НСl-буфер (рН 7.8), содержащий 
1 мМ eDtA и 1% β-меркаптоэтанол. Гомогенат цен-
трифугировали при 10000 g в течение 12 мин. Супер-
натант использовали для исследования.

Содержание глюкозы в сыворотке крови крыс 
определяли глюкозооксидазным методом с помощью 
набора реактивов «ГЛЮКОЗА-12-ВИТАЛ» (произ-
водитель ООО «Витал-Диагностикс», СПб., Россия). 
Пробы крови брали из хвостовой вены на 15, 17 и 19 
день эксперимента [13]. Сыворотку получали крат-
ковременным центрифугированием.

Для определения интенсивности свободноради-
кальных процессов применяли метод индуцированной 
биохемилюминесценции (БХЛ) [14]. Кинетическую 
кривую БХЛ регистрировали на биохемилюминоме-
тре БХЛ-07 с программным обеспечением в течение 
30 с и определяли следующие параметры: свето-
сумму хемилюминесценции (S), соответствующую 
площади под кривой хемилюминесценции; интенсив-
ность максимальной вспышки (Imax

) – максимальное 
значение на кривой биохемилюминесценции, харак-
теризующие интенсивность свободнорадикальных 
процессов, а также величину тангенса угла наклона 
касательной к кривой хода БХЛ (tgα2), характери-
зующую общую антиоксидантную активность. 

Среда для определения интенсивности БХЛ имела 
следующий состав: 0.4 мл 0.02 мМ калий-фосфатного 
буфера (рН 7.5), 0.4 мл 0.01 мМ FeSO

4
 и 0.2 мл 2% 

раствора пероксида водорода (вносимого непосред-
ственно перед измерением). Исследуемый материал 
вносили в количестве 0.1 мл непосредственно перед 
измерением до внесения пероксида водорода.

Определение активности каспаз-1 и -3 проводи-
ли с помощью набора реактивов caspase 1 Assay Kit, 
colorimetric и caspase 3 Assay Kit, colorimetric со-
ответственно (Sigmа) на спектрофотометре Hitachi 
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u1900 с программным обеспечением. Колориметриче-
ский анализ активности каспаз основан на гидролизе 
пептидного субстрата ацетил-tyr-Val-Ala-Asp-п-
нитроанилида (Ac-YVAD-pnA) (в случае каспа-
зы-1) и ацетил-Asp-Glu-Val-Asp-п-нитроанилида 
(Ac-DeVD-pnA) (в случае каспазы-3) с образовани-
ем п-нитроанилина, имеющего максимум поглоще-
ния при 405 нм (молярный коэффициент поглощения 
= 10.5). Активность каспаз выражали в пикомолях 
продукта, образующегося в 1 мин, в расчете на 1 мг 
белка.

Aктивность AГ определяли на спектрофотометре 
Hitachi u1900 при длине волны 233 нм. О скорости 
дегидратации цитрата в ходе АГ-реакции судили 
по возрастанию оптической плотности в резуль-
тате образования двойной связи в молекуле цис-
аконитата. Определение активности АГ проводи-
ли в 50 мМ Трис-Нcl-буфере, pН 7.8, содержащем 
0.15 мМ цитрат. За единицу ферментативной актив-
ности (Е) принимали количество фермента, катали-
зирующего образование 1 мкмоль продукта реакции 
за 1 мин при температуре 25°С.

Количество цитрата определяли по методу 
Нательсона [15]. В основе метода лежит реакция 
бромирования цитрата в присутствии перманганата 
калия с образованием пентабромацетона, кото-
рый образует окрашенный комплекс с тиомочеви-
ной. Интенсивность окраски этого соединения из-
меряли спектрофотометрически при длине волны 
430 нм на спектрофотометре Hitachi u1900. Расчет 
производили по калибровочной кривой. 

Общий белок определяли биуретовым методом. 
Статистическую достоверность различий оценивали 
с помощью t-критерия Стьюдента. Статистически до-
стоверными считали различия при р ≤ 0.05.

РЕЗУЛьТАТы И ОБСУЖдЕНИЕ 
Установлено, что введение протамина сульфата экс-
периментальным животным приводило к увеличению 
содержания глюкозы в сыворотке крови. Использова-
ние эпифамина в качестве протектора способствова-
ло снижению уровня гипергликемии у крыс с экспе-
риментально индуцированным СД2: на 19 сут после 
начала эксперимента содержание глюкозы в крови 
у животных с СД2, получавших эпифамин, было в 1.8 
раза ниже, чем у больных животных, не получавших 
эпифамин (таблица). Это может быть связано со 
способностью эпифамина увеличивать уровень ме-
латонина в организме. Как известно, мелатонин спо-
собен стимулировать транспорт глюкозы в скелет-
ные мышцы, активируя IrS-1/PI-3-киназный путь, 
в результате чего снижается содержание глюкозы 
в крови [16]. 

Согласно полученным данным, значения светосум-
мы БХЛ (S) и интенсивности максимальной вспышки 
БХЛ (Imax

) в печени крыс с СД2 в 2.6 и 2.1 раза превы-
шали соответствующие показатели у контрольных 
животных (рис. 1А, Б), что свидетельствует о возрас-
тании интенсивности свободнорадикального окисле-
ния. Согласно данным литературы, при СД2 имеет 
место активация полиолового пути, в котором глю-
коза превращается в сорбитол с участием альдозо-

Рис. 1. Параметры биохемилюминесценции: светосумма медленной вспышки (S) (А), интенсивность максималь-
ной вспышки (I

max
) (Б), тангенс угла наклона касательной к кинетической кривой хода биохемилюминесценции 

(tgα
2
) (В) в печени крыс контрольной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа, СД2 (2) и при введении 

эпифамина животным с СД2 (3). Различия статистически достоверны при p ≤ 0.05: * – по сравнению с контроль-
ной группой, ** – по сравнению с группой с СД2
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редуктазы. Под действием сорбитолдегидрогеназы 
сорбитол превращается во фруктозу, что сопрово-
ждается увеличением соотношения nADН/nAD+, 
как и при развитии тканевой гипоксии. Данное со-
стояние получило название «редуктивный стресс», 
или «гипергликемическая псевдогипоксия» [2]. След-
ствием данного состояния может быть изменение 
степени восстановленности компонентов электрон-
транспортной цепи, приводящее к повышению веро-
ятности образования АФК. 

В печени животных с СД2 выявлено также уве-
личение в 2.1 раза по сравнению с контрольными 
животными значения tgα

2
 – параметра БХЛ, харак-

теризующего общую антиоксидантную активность 
(рис. 1В). Введение эпифамина крысам с СД2 при-
водило к снижению значений S и I

max
 в печени в 1.9 

и 1.7 раза соответственно (рис. 1А,Б). Регистрируемое 
снижение уровня свободнорадикального окисления 
может быть результатом проявления антиоксидант-
ных свойств мелатонина, уровень которого способен 
регулировать эпифамин. Согласно литературным 
данным, мелатонин может взаимодействовать с ря-
дом активных кислородных метаболитов, в частно-

сти, нейтрализовать гидроксильный радикал – одну 
из самых реакционноспособных АФК [10, 17]. 

Кроме того, у животных с СД2, получавших эпифа-
мин, значения tgα

2
 были в 1.5 раза ниже, чем у боль-

ных животных, не получавших эпифамин. Это, оче-
видно, связано с уменьшением степени мобилизации 
антиоксидантной системы вследствие торможения 
свободнорадикальных процессов. 

Установлено, что в печени животных с экспери-
ментальным СД2 происходит увеличение удельной 
активности каспазы-1 в 6.0 раза, каспазы-3 – в 2.7 
раза (рис. 2). Это свидетельствует об усилении апоп-
тотических процессов в клетках печени. Повышение 
активности каспазы-3 в печени крыс также отмечено 
при действии четыреххлористого углерода [18].

При введении эпифамина животным с СД2 наблю-
далось уменьшение активности каспазы-1 в печени 
в 2.4 раза, каспазы-3 – в 1.6 раза по сравнению с соот-
ветствующими значениями у животных с СД2, не по-
лучавших эпифамин (рис. 2). 

Таким образом, результаты исследований свиде-
тельствуют о снижении уровня апоптотических про-
цессов в печени крыс с СД2 при действии эпифамина, 

Концентрация глюкозы в сыворотке крови крыс экспериментальных групп животных на 15, 17 и 19 день экспери-
мента 

Группа животных
Концентрация глюкозы, мМ

15 день 17 день 19 день

1 (контроль) 5.00 ± 0.24 5.26 ± 0.23 5.5 ± 0.26

2 9.02 ± 0.41 9.72 ± 0.43 13.74 ± 0.64

3 8.18 ± 0.38 7.92 ± 0.36 7.71 ± 0.34

Рис. 2. Активность 
каспазы-1 (А) и ка-
спазы-3 (Б) в печени 
крыс контрольной 
группы (1), животных 
с сахарным диабе-
том 2 типа, СД2 (2) 
и при введении эпифа-
мина животным с СД2 
(3). Различия стати-
стически достоверны 
при p ≤ 0.05: 
* – по сравнению 
с контрольной груп-
пой, ** – по сравне-
нию с группой с СД2

1  2  3 1  2  3

60

50

40

30

20

10

0

35

30

25

20

15

10

5

0

А Б

А
кт

ив
но

ст
ь 

ф
е

р
м

е
нт

а,
  

пМ
 p

N
A

/
 м

ин
/

 м
г 

б
е

лк
а

Группа животных Группа животных



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 5  № 4 (19)  2013 | ActA nAturAe | 133

что, возможно, связано со снижением скорости сво-
боднорадикальных процессов при введении эпифа-
мина.

Результаты проведенных исследований показали, 
что при СД2 в печени крыс происходит увеличение 
содержания цитрата в 2.3 раза (рис. 3) по сравнению 
с контрольными значениями. Также наблюдалось 
снижение удельной активности аконитазы в пече-
ни животных с СД2 в 1.9 раза и активности, выра-
женной в виде Е/г сырой массы, в 1.5 раза относи-
тельно контроля (рис. 4). Известно, что активность 
АГ может служить маркером окислительного стрес-
са, так как под действием АФК фермент теряет ак-
тивность вследствие окислительной модификации 
активного центра и высвобождения атома железа 
из железосерного кластера [5]. Полученные дан-
ные об изменении активности АГ и уровня цитрата 
при СД2 согласуются с результатами измерения па-
раметров БХЛ, подтверждающими, что в условиях 
развития СД2 наблюдается интенсификация свобод-
норадикального окисления. 

Введение эпифамина крысам с СД2 приводи-
ло к снижению уровня цитрата в печени в 1.9 раза 
(рис. 3) и увеличению в 1.6 раза удельной активности 
АГ (рис. 4А) по сравнению с соответствующими пока-
зателями у животных с СД2, не получавших эпифа-
мин. Активность АГ, выраженная в Е/г сырой массы 
печени, также увеличилась в 1.4 раза по сравнению со 
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Рис. 3. Содержание цитрата в печени крыс контроль-
ной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа, 
СД2 (2) и при введении эпифамина животным с СД2 
(3). Различия статистически достоверны при p ≤ 0.05: 
* – по сравнению с контрольной группой, ** – по срав-
нению с группой с СД2

Рис. 4. Активность аконитатгидратазы, выраженная 
в Е/мг белка (А) и в Е/г сырой массы (Б), в печени 
крыс контрольной группы (1), животных с сахарным 
диабетом 2 типа, СД2 (2) и при введении эпифамина 
животным с СД2 (3). Различия статистически досто-
верны при p ≤ 0.05: * – по сравнению с контрольной 
группой, ** – по сравнению с группой с СД2
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второй экспериментальной группой (рис. 4Б). Изме-
нение исследуемых параметров в сторону контроль-
ных значений при введении эпифамина животным 
с СД2, очевидно, свидетельствует о снижении уровня 
окислительного стресса, что ведет к реконструкции 
активного центра АГ и утилизации цитрата в ката-
лизируемой АГ реакции. 

ЗАКЛЮчЕНИЕ 
Полученные данные указывают на способность эпи-
фамина оказывать позитивное регулирующее воз-
действие на свободнорадикальный гомеостаз путем 
снижения степени выраженности окислительного 
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стресса при экспериментальном СД2 у крыс. Об этом 
свидетельствует изменение в сторону нормы пока-
зателей БХЛ – I

max
 и S, характеризующих интен-

сивность свободнорадикальных процессов, значений 
tgα

2
, отражающих общую антиоксидантную актив-

ность; активностей каспазы-1 и каспазы-3, свиде-
тельствующих о скорости апоптотических процессов, 
а также активности АГ и уровня цитрата в печени 
крыс с СД2. 
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