
Áþëëåòåíü ñèáèðñêîé ìåäèöèíû, ¹ 5, 2011 95

Ââåäåíèå 

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî ñâîáîäíîðàäè-
êàëüíûå ïðîöåññû ÿâëÿþòñÿ îáùèì óíèâåðñàëüíûì 
ìåõàíèçìîì êëåòî÷íûõ ïîâðåæäåíèé ïðè ðàçëè÷íûõ 
çàáîëåâàíèÿõ. Íàèáîëåå âûðàæåííî äåéñòâèå àêòèâíûõ 
ôîðì êèñëîðîäà ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè ëåãî÷íîé è ñåðäå÷íî-
ñîñóäèñòîé ïàòîëîãèè, çàáîëåâàíèÿõ ïîäæåëóäî÷íîé 
æåëåçû è ïå÷åíè, èøåìè÷åñêè-ðåïåðôóçèîííûõ ïî-
âðåæäåíèÿõ íåðâíîé òêàíè è äðóãèõ îðãàíîâ; âåëèêà 
ðîëü ðàäèêàëîâ êèñëîðîäà â ðàçâèòèè àòåðîñêëåðîçà è 
êàòàðàêòû [14].

Âçàèìîäåéñòâèå îêñèìà ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ñ àêòèâíûìè 
ôîðìàìè êèñëîðîäà â ìîäåëüíûõ ñèñòåìàõ
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Ñâîáîäíîðàäèêàëüíûå ïðîöåññû ëåæàò â îñíîâå óíèâåðñàëüíîãî ìåõàíèçìà êëåòî÷íûõ ïîâðåæäåíèé ïðè ëåãî÷íîé è 
ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ïàòîëîãèè, íàðóøåíèé ôóíêöèé ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû è ïå÷åíè, â ðàçâèòèè àòåðîñêëåðîçà, êàòàðàêòû 
è äðóãèõ çàáîëåâàíèé. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíî âçàèìîäåéñòâèå îêñèìà ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ñ àêòèâíûìè 
ôîðìàìè êèñëîðîäà. Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ îêñèìà ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ñî ñòàáèëüíûì ðàäè-
êàëîì 1,1-äèôåíèë-2-ïèêðèëãèäðàçèëîì, ñóïåðîêñèäíûì àíèîí-ðàäèêàëîì, ãèäðîêñèëüíûì ðàäèêàëîì, à òàêæå âëèÿíèå íà 
ñòèìóëèðîâàííîå ïðîîêñèäàíòîì (ïåðîêñèäîì âîäîðîäà) ïåðåêèñíîå îêèñëåíèå ëèïèäîâ â ïîñòúÿäåðíîé ôðàêöèè ïå÷åíè. 
Â êà÷åñòâå ïðåïàðàòîâ ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàíû âåùåñòâà ñ èçâåñòíîé àíòèîêñèäàíòíîé è àíòèðàäèêàëüíîé àêòèâíîñòüþ — 
3,5-äèáóòèë-4-ãèäðîêñèòîëóîë, êâåðöåòèí è ìàííèòîë. Â ýêñïåðèìåíòàõ ïîêàçàíî, ÷òî îêñèì ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèí 
ïðîÿâëÿþò óìåðåííóþ àíòèðàäèêàëüíóþ àêòèâíîñòü â îòíîøåíèè èññëåäóåìûõ ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: îêñèì ïèíîñòðîáèíà, ëåóêîìèçèí, àíòèðàäèêàëüíàÿ àêòèâíîñòü, àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà.

Free radical processes are a common universal mechanism of cellular damage in the pulmonary and cardiovascular diseases, 
diseases of the pancreas and liver, atherosclerosis, cataracts, etc. In this work, we investigated the interaction of the pinostrobin 
oxime and leucomisine with active forms of oxygen. The study of the interaction of the pinostrobin oxime and leucomisine with a 
stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, superoxide anion radical, hydroxyl radical, and the effects on stimulated prooxidants 
(hydrogen peroxide) lipid peroxidation in post-nuclear fraction of liver. As comparison drugs used substances with known antioxidant 
and antiradical activity — butylated hydroxytoluene, quercetin, and mannitol. The experiments showed that pinostrobin oxime and 
leucomisine exhibit moderate antiradical activity against the studied free radicals.

Key words: Pinostrobin Oxime, Leucomisine, antiradical activity, reactive oxygen species.
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Ïðè ïîëíîì âîññòàíîâëåíèè Î2 ïðåâðàùàåòñÿ â 
äâå ìîëåêóëû Í2Î, ïðè íåïîëíîì âîçíèêàþò àêòèâíûå 
ôîðìû: ñóïåðîêñèäíûé àíèîí-ðàäèêàë Î2˙¯, ãèäðîïåð-
îêñèëüíûé ðàäèêàë HÎÎ˙, ïåðîêñèä âîäîðîäà Í2Î2, 
ãèäðîêñèëüíûé ðàäèêàë ÍÎ˙ [6, 10]. 

Íàèáîëåå äåéñòâåííûì èíèöèàòîðîì îêèñëèòåëüíîé 
äåñòðóêöèè áåëêîâ è ïîâðåæäàþùèì àãåíòîì âûñòóïàåò 
ãèäðîêñèëüíûé ðàäèêàë. Ðåçóëüòàòîì âçàèìîäåéñòâèÿ 
ÍÎ˙ ñ áåëêàìè ÿâëÿþòñÿ èõ âíóòðè- è ìåæìîëåêóëÿð-
íûå êîâàëåíòíûå ñøèâêè (êàê ñëåäñòâèå ðåêîìáèíàöèè 
îáðàçóþùèõñÿ ñâîáîäíîðàäèêàëüíûõ ñòðóêòóð â îòñóò-
ñòâèå Î2 è Î2˙ˉ), ôðàãìåíòàöèÿ ìîëåêóë, ìîäèôèêàöèÿ 

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå è êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
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àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, â òîì ÷èñëå è îáðàçîâàíèå 
ãèäðîïåðåêèñíûõ ãðóïïèðîâîê, ñïîñîáíûõ â ïðèñóò-
ñòâèè äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ ïðèâîäèòü ê äàëüíåéøèì 
ïðåâðàùåíèÿì ïî òèïó öåïíûõ ðåàêöèé.

Ýòè ïðîöåññû óñèëèâàþòñÿ â ïðèñóòñòâèè ìîëåêó-
ëÿðíîãî êèñëîðîäà è HÎ2˙, óâåëè÷èâàþùèõ ñîäåðæà-
íèå ïåðîêñèëüíûõ (ROO·) ðàäèêàëîâ è ãèäðîïåðåêèñåé 
(ROOH) [5].

Ñóùåñòâåííûé ðîñò óðîâíÿ êîíå÷íûõ ïðîäóêòîâ 
ïåðåêèñíîãî îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ (ÏÎË), ïî ìíåíèþ íå-
êîòîðûõ àâòîðîâ, ìîæåò ïðèâåñòè ê öåëîìó ðÿäó íå-
æåëàòåëüíûõ ýôôåêòîâ, áîëüøèíñòâî èç êîòîðûõ íà-
áëþäàëèñü in vitro [3, 7]. Ê íèì îòíîñÿò êîíôîðìàöèþ 
ëèïèäîâ è áåëêîâ, èçìåíåíèå ñòðóêòóðû è ôóíêöèé 
ìåìáðàí, íàðóøåíèå àêòèâíîñòè ìåìáðàííî-ñâÿçàííûõ 
ôåðìåíòîâ. Êàðáîíèëüíûå ïðîäóêòû ÏÎË ëåãêî îáðà-
çóþò àääóêòû ñ íóêëåèíîâûìè êèñëîòàìè è áåëêàìè, 
îêàçûâàÿ ìóòàãåííîå è öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå [5, 9]. 

Â ðàáîòàõ ðÿäà èññëåäîâàòåëåé ïîêàçàíî àíòèðàäè-
êàëüíîå è àíòèîêèñëèòåëüíîå äåéñòâèå ôåíîëüíûõ ñî-
åäèíåíèé [15—17]. Ïðè ýòîì îíè àêòèâíû â îòíîøåíèè 
ðàäèêàëîâ, âîçíèêàþùèõ êàê â ëèïèäíîé, òàê è âîäíîé 
ôàçàõ. Ôëàâîíîèäû èíãèáèðóþò ïðîöåññû ÏÎË íà ñòà-
äèè èíèöèàöèè, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ àêòèâíûìè ôîðìàìè 
êèñëîðîäà (Î2˙ˉ, Í2Î2, ÎÍ˙), è íà ñòàäèè ïðîäîëæåíèÿ 
öåïè, âûñòóïàÿ äîíîðàìè àòîìîâ âîäîðîäà äëÿ ëèïèä-
íûõ ðàäèêàëîâ RO˙ è RO˙2 [8]. 

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà ïîëó÷åí â ðåàêöèè îêñèìèðî-
âàíèÿ ôëàâîíîèäà ïèíîñòðîáèíà, âûäåëåííîãî èç òîïî-
ëÿ áàëüçàìè÷åñêîãî (Populus balsamifera L.). Â ýêñïå-
ðèìåíòàõ in vivo ïîêàçàí ãåïàòîïðîòåêòèâíûé ýôôåêò 
îêñèìà ïèíîñòðîáèíà [4]. Ëåóêîìèçèí — ñåñêâèòåðïå-
íîâûé ëàêòîí ãâàéàíîâîãî òèïà, âûäåëåííûé èç ïîëû-
íè áåëîâàòîé (Artemisia leucodes Schrenk). Ëåóêîìèçèí 
ÿâëÿåòñÿ äåéñòâóþùèì âåùåñòâîì çàðåãèñòðèðîâàííîãî 
íà òåððèòîðèè Ðåñïóáëèêè Êàçàõñòàí ïðåïàðàòà «Àòå-
ðîëèä», îáëàäàþùåãî ãèïîëèïèäåìè÷åñêîé è àíòèñêëå-
ðîòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ [1, 12]. Äëÿ âåùåñòâ c ãèïîëè-
ïèäåìè÷åñêèì äåéñòâèåì ðåêîìåíäîâàíî èññëåäîâàíèå 
èõ àíòèðàäèêàëüíûõ è àíòèîêñèäàíòíûõ ñâîéñòâ [11]. 
Êðîìå òîãî, èçâåñòíî, ÷òî â ðåàëèçàöèè ãåïàòîïðîòåê-
òèâíûõ ýôôåêòîâ ôëàâîíîèäíûõ ñîåäèíåíèé âàæíóþ 
ðîëü èãðàåò èõ àíòèîêñèäàíòíàÿ àêòèâíîñòü [11].

Öåëü èññëåäîâàíèÿ — èçó÷èòü ñïîñîáíîñòü îêñèìà 
ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ðàç-
ëè÷íûìè àêòèâíûìè ôîðìàìè êèñëîðîäà â ìîäåëüíûõ 
ñèñòåìàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû

Íàèáîëåå ïðîñòûì è èíôîðìàòèâíûì êðèòåðèåì 
îöåíêè àíòèîêñèäàíòíîé àêòèâíîñòè èñïûòóåìûõ ñî-
åäèíåíèé ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü âñòóïàòü â ðåàêöèþ 
ñî ñâîáîäíûì ñòàáèëüíûì ðàäèêàëîì 1,1-äèôåíèë-2-
ïèêðèëãèäðàçèëîì (ÄÔÏÃ) [2]. ÄÔÏÃ ñïîñîáåí ëåãêî 
äåãèäðèðîâàòü (îêèñëÿòü) ñîåäèíåíèÿ, îáëàäàþùèå 
ïîäâèæíûì àòîìîì âîäîðîäà (ôåíîëû, àìèíû, òèîëû 
è äð.), îñòàâàÿñü ïðè ýòîì óñòîé÷èâûì ê äåéñòâèþ ìî-
ëåêóëÿðíîãî êèñëîðîäà. Âçàèìîäåéñòâèå ÄÔÏÃ ñ ôåíî-
ëàìè ïðîòåêàåò ïî ìåõàíèçìó ãîìîëèòè÷åñêîãî îòðûâà 
àòîìà âîäîðîäà îò ãèäðîêñèëü íîé ãðóïïû ôåíîëà [10].

Â êà÷åñòâå ïðåïàðàòîâ ñðàâíåíèÿ áûëè èñïîëü-
çîâàíû êëàññè÷åñêèé àíòèîêñèäàíò — 3,5-äèáóòèë-4-
ãèäðîêñèòîëóîë (BHT) (Sigma Aldrich, ÑØÀ) è ôëàâî-
íîèä êâåðöåòèí (USP Reference Standard). Èñïûòóåìûå 
îáúåêòû ðàñòâîðÿëè â 96%-ì ýòèëîâîì ñïèðòå. 

Îïûòíûå ïðîáû è ïðîáû ïðåïàðàòîâ ñðàâíåíèÿ 
ñîäåðæàëè 0,1 ìë ðàñòâîðà ÄÔÏÃ êîíöåíòðàöèåé 
1 ììîëü â 96%-ì ýòàíîëå è 0,9 ìë 96%-ãî ýòèëîâîãî 
ñïèðòà. Êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè îêñèìà ïèíîñòðîáèíà 
è ëåóêîìèçèíà ñîñòàâëÿëè 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 250; 
500; 2 500; 5 000 ìêã/ìë. Êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè êâåð-
öåòèíà è BHT ñîñòàâëÿëè 0,5; 1; 2,5; 5; 10; 25; 50; 250; 
500; 2 500; 5 000 ìêã/ìë. Êîíòðîëüíàÿ ïðîáà âêëþ÷àëà 
â ñåáÿ 0,9 ìë 96%-ãî ýòàíîëà è 0,1 ìë ñïèðòîâîãî ðàñ-
òâîðà ÄÔÏÃ êîíöåíòðàöèåé 1 ììîëü. Ïðîáû èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, ïîñëå 
÷åãî èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü íà ñïåêòðîôîòî-
ìåòðå ÑÔ-2000 (ÎÊÁ «Ñïåêòð», Ðîññèÿ) ïðè 517 íì. 

Àíòèðàäèêàëüíóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè ïî ïîêàçà-
òåëþ IC50, ñîîòâåòñòâóþùåìó êîíöåíòðàöèè èñïûòóåìî-
ãî âåùåñòâà, ïðè êîòîðîé ïðîèñõîäèò âîññòàíîâëåíèå 
50% ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ ÄÔÏÃ [19].

Âçàèìîäåéñòâèå ñ ñóïåðîêñèäíûì àíèîí-ðàäèêàëîì 
èññëåäîâàëè â ìîäåëüíîé ñèñòåìå, â êîòîðîé ãåíåðàöèÿ 
Î2

˙¯ îñóùåñòâëÿëàñü íåôåðìåíòàòèâíûì ñïîñîáîì. Ïðè 
ýòîì ýëåêòðîíû ñ ÍÀÄÍ+Í+ ÷åðåç ôåíàçèíìåòàñóëü-
ôàò (ÔÌÑ) ïåðåíîñÿòñÿ íà ìîëåêóëÿðíûé êèñëîðîä ñ 
îáðàçîâàíèåì ñóïåðîêñèäà, êîòîðûé âîññòàíàâëèâàåò 
íèòðîñèíèé òåòðàçîëèé (ÍÑÒ) äî ôîðìàçàíà, èìåþùå-
ãî ìàêñèìóì ïîãëîùåíèÿ ïðè 560 íì [18].

Èíêóáàöèîííàÿ ñìåñü îáùèì îáúåìîì 1 ìë ñîäåðæàëà 
KH2PO4 êîíöåíòðàöèåé 20 ììîëü — KOH áóôåðà (ðÍ 7,4), 
ÔÌÑ (6 ìêìîëü), ÍÀÄÍ (75 ìêìîëü), ÍÑÒ (50 ìêìîëü). 
Îêñèì ïèíîñòðîáèíà ââîäèëè â ìîäåëüíóþ ñèñòåìó â âèäå 

Ðîäíîâà Å.À., Èâàíîâ Â.Â., ×ó÷àëèí Â.Ñ. è äð. Âçàèìîäåéñòâèå îêñèìà ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ñ àêòèâíûìè…
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ðàñòâîðîâ â äèìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ), åãî êîíå÷íûå 
êîíöåíòðàöèè ñîñòàâëÿëè 0,36; 0,5; 1,25; 2,15 è 2,5 ìã/ìë. 
Êîíòðîëüíàÿ ïðîáà ñîäåðæàëà òî æå êîëè÷åñòâî ÄÌÑÎ, 
÷òî è îïûòíûå ïðîáû îêñèìà ïèíîñòðîáèíà. 

Ëåóêîìèçèí ââîäèëè â ñèñòåìó â âèäå ðàñòâîðà íà 
96%-ì ýòèëîâîì ñïèðòå, îáåñïå÷èâàÿ êîíå÷íûå êîí-
öåíòðàöèè 0,01; 0,05; 0,1; 1,0; 5,0 ìã/ìë. Â êà÷åñòâå 
ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè ýòàíîëüíûå ðàñòâî-
ðû êâåðöåòèíà, êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè êîòîðîãî ñî-
ñòàâèëè 5, 10, 20, 50 ìêã/ìë. Êîíòðîëüíûì ðàñòâîðîì 
ñëóæèëà ñèñòåìà ñ òåì æå êîëè÷åñòâîì 96%-ãî ñïèðòà 
ýòèëîâîãî, ÷òî è ïðîáû ëåóêîìèçèíà è êâåðöåòèíà.

Àíòèðàäèêàëüíóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè ïî ïîêàçà-
òåëþ IC50 — êîíöåíòðàöèè èñïûòóåìîãî âåùåñòâà, ïðè 
êîòîðîé ñêîðîñòü ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ ÍÑÒ óìåíü-
øàåòñÿ â 2 ðàçà.

Ãåíåðàöèþ ãèäðîêñèëüíîãî ðàäèêàëà îñóùåñòâëÿëè 
â ðåàêöèè Õàáåðà—Âåéñà â ïðèñóòñòâèè äåçîêñèðèáî-
çû. Ïîä âëèÿíèåì ãèäðîêñèëüíîãî ðàäèêàëà ïðîèñõîäèò 
äåãðàäàöèÿ äåçîêñèðèáîçû äî ìàëîíîâîãî äèàëüäåãèäà 
(ÌÄÀ). ÌÄÀ îïðåäåëÿëè ïî ðåàêöèè åãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ ñ òèîáàðáèòóðîâîé êèñëîòîé (ÒÁÊ), êîòîðàÿ ïðî-
òåêàåò ïðè òåìïåðàòóðå 95—100 C â êèñëîé ñðåäå ñ 
îáðàçîâàíèåì îêðàøåííîãî òðèìåòèíîâîãî êîìïëåêñà ñ 
ìàêñèìóìîì ïîãëîùåíèÿ ïðè äëèíå âîëíû 532 íì [18].

Êîíòðîëüíàÿ ðåàêöèîííàÿ ïðîáà îáùèì îáúåìîì 
1 ìë, ñîäåðæàëà KH2PO4 êîíöåíòðàöèåé 20 ììîëü — KOH 
áóôåð (ðÍ 7,4), FeCl3 (0,1 ììîëü), ÝÄÒÀ (2 ììîëü), ïðåä-
âàðèòåëüíî ñìåøàííûõ â ðàâíûõ îáúåìàõ, àñêîðáèíîâîé 
êèñëîòû (0,1 ììîëü) è äåçîêñèðèáîçû (2,8 ììîëü). Ðåàê-
öèþ çàïóñêàëè äîáàâëåíèåì Í2Î2 êîíöåíòðàöèåé 1 ììîëü

Îïûòíûå ïðîáû ââîäèëè â ðåàêöèîííóþ ñìåñü â 
âèäå âîäíûõ ñóñïåíçèé, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûõ 
â òå÷åíèå 3 ìèí ñ ïîìîùüþ óëüòðàçâóêîâîãî äèñïåðãà-
òîðà (ìîäåëü XL2005 Heat system inc. N.Y.) ñ ÷àñòîòîé 
22 êÃö è ìîùíîñòüþ 10 Âò. Êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè èñ-
ïûòóåìûõ âåùåñòâ ñîñòàâèëè 5, 25, 50, 250, 500 ìêã/ìë. 
Â êà÷åñòâå ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè ìàííè-
òîë (USP Reference Standard), êîíå÷íûå êîíöåíòðàöèè 
êîòîðîãî ñîñòàâëÿëè 5, 25, 50, 250, 500 ìêã/ìë. Êîí-
òðîëüíûå è îïûòíûå ïðîáû èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè òåì-
ïåðàòóðå 37 Ñ, ïîñëå ÷åãî ê 0,5 ìë ðåàêöèîííîé ñðåäû 
äîáàâëÿëè 1 ìë 0,8%-é ÒÁÊ è 1 ìë 2,8%-é òðèõëîðóê-
ñóñíîé êèñëîòû (ÒÕÓ), ñìåñü ïîìåùàëè â êèïÿùóþ âî-
äÿíóþ áàíþ íà 15 ìèí, îõëàæäàëè è çàòåì èçìåðÿëè 
îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü íà ñïåêòðîôîòîìåòðå ïðè äëèíå 
âîëíû 532 íì ïðîòèâ êîíòðîëÿ, ñîäåðæàùåãî 0,5 ìë 

KH2PO4 êîíöåíòðàöèåé 20 ììîëü — KOH áóôåðà, 
0,5 ìë 0,8%-é ÒÁÊ è 0,5 ìë 2,8%-é ÒÕÓ. 

Íà îñíîâàíèè êðèâîé äîçà — ýôôåêò ðàññ÷èòûâàëè 
êîíöåíòðàöèþ èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé, ïðè êîòîðîé 
íàáëþäàëîñü 50%-å èíãèáèðîâàíèå ïðîäóêöèè ÌÄÀ èç 
äåçîêñèðèáîçû ïîä äåéñòâèåì ãèäðîêñèëüíîãî ðàäèêàëà.

ÏÎË â ãîìîãåíàòàõ ïå÷åíè èíèöèèðîâàëè èîíàìè 
Fe2+ è àñêîðáèíîâîé êèñëîòîé. Èíòåíñèâíîñòü ïðîöåñ-
ñà îöåíèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ åãî êîíå÷íîãî ïðîäóêòà 
ëèïîïåðîêñèäàöèè — ÌÄÀ, îïðåäåëÿåìîãî ìîäèôèöè-
ðîâàííûì ìåòîäîì J.A. Buege, S.D. Aust (1978). Ìåòîä 
îñíîâàí íà ðåàêöèè ìåæäó ÌÄÀ è ÒÁÊ, êîòîðûå ïðè 
òåìïåðàòóðå 95—100 Ñ â êèñëîé ñðåäå îáðàçóþò òðè-
ìåòèíîâûé êîìïëåêñ, îêðàøåííûé â ðîçîâûé öâåò [18] .

Íàâåñêó ïå÷åíè ãîìîãåíèçèðîâàëè ñ 9 îáúåìàìè 
KH2PO4 êîíöåíòðàöèåé 20 ììîëü — KOH áóôåðà (ðÍ 7,4) 
â ñòåêëÿííîì ãîìîãåíèçàòîðå â òå÷åíèå 30 ñ. Ïîñêîëüêó 
ÄÍÊ ìåøàåò îïðåäåëåíèþ ÌÄÀ, ïîëó÷àëè ïîñòúÿäåðíóþ 
ôðàêöèþ öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 1 300g. 

Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà 0,5 ìë ïîñòúÿäåð-
íîé ôðàêöèè ïå÷åíè, 0,9 ìë KH2PO4 êîíöåíòðàöèåé 
20 ììîëü — KOH áóôåðà (ðÍ 7,4), 0,5 ìë ñìåñè æå-
ëåçà ñóëüôàòà (0,04 ììîëü) è àñêîðáèíîâîé êèñëîòû 
(0,4 ììîëü) è 0,1 ìë ñóñïåíçèè èñïûòóåìûõ ïðåïàðà-
òîâ è ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ â âîäå. Êîíå÷íàÿ êîíöåí-
òðàöèÿ îêñèìà ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ñîñòàâëÿ-
ëà 62,5, 100, 125, 250, 500, 1 000 ìêã/ìë. Â êà÷åñòâå 
ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ èñïîëüçîâàëè BHT (3,5-äèáóòèë-
4-ãèäðîêñèòîëóîë) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0,25; 2,5; 
12,5; 25,0; 62,5; 125,0 ìêã/ìë. Ïðîáû ÂÍÒ, îêñèìà 
ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ââîäèëè â ðåàêöèîííóþ 
ñìåñü â âèäå âîäíûõ ñóñïåíçèé, ïðåäâàðèòåëüíî îáðà-
áîòàííûõ óëüòðàçâóêîì àíàëîãè÷íî ïðåäûäóùåé ìåòî-
äèêå. Êîíòðîëüíûå ïðîáû ñîäåðæàëè 0,1 ìë âîäû î÷è-
ùåííîé âìåñòî èñïûòóåìûõ ïðåïàðàòîâ. 

Îïûòíûå è êîíòðîëüíûå ïðîáû èíêóáèðîâàëè 30 ìèí 
ïðè òåìïåðàòóðå 37 Ñ, äëÿ îñòàíîâêè ïåðåêèñíîãî îêèñ-
ëåíèÿ äîáàâëÿëè ïî 0,5 ìë 35%-é ÒÕÓ. Áåëêè îñàæäàëè 
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 1 300g â òå÷åíèå 10 ìèí. Ê 1 ìë 
íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè äîáàâëÿëè 0,5 ìë 0,6%-ãî ðàñ-
òâîðà ÒÁÊ è êèïÿòèëè íà âîäÿíîé áàíå 15 ìèí. Ïîñëå 
îõëàæäåíèÿ èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè 532 íì.

Ñîäåðæàíèå ÌÄÀ ðàññ÷èòûâàëè â íàíîìîëÿõ íà 1 ã 
òêàíè. Ïðè ðàñ÷åòå èñïîëüçîâàëñÿ êîýôôèöèåíò ìîëÿð-
íîé ýêñòèíêöèè 1,56 · 105 ììîëü–1ñì2.

Äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè èññëåäóåìûõ ñóáñòàíöèé 
ïðîâîäèëè íå ìåíåå øåñòè èçìåðåíèé. Ïîëó÷åííûå â 

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå è êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ
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õîäå èññëåäîâàíèÿ äàííûå áûëè îáðàáîòàíû îáùåïðè-
íÿòûìè ìåòîäàìè ñ îïðåäåëåíèåì ñðåäíåãî àðèôìåòè-
÷åñêîãî X è ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ . Ïðîâåðêó ñòà-
òèñòè÷åñêèõ ãèïîòåç î ðàçëè÷èè ìåæäó èññëåäóåìûìè 
ãðóïïàìè ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íåïàðàìåòðè÷å-
ñêîãî êðèòåðèÿ Âèëêîêñîíà—Ìàííà—Óèòíè. Ðàçëè÷èÿ 
ñ÷èòàëèñü äîñòîâåðíûìè ïðè äîñòèãíóòîì óðîâíå çíà-
÷èìîñòè ð  0,01.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòîâ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî 
êëàññè÷åñêèé àíòèîêñèäàíò ÂÍÒ âîññòàíàâëèâàë 50% 
ñòàáèëüíîãî ðàäèêàëà ÄÔÏÃ â ìîäåëüíîé ñèñòåìå ïðè 
êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè (11,2  0,5) ìêã/ìë, à ôëàâîíî-
èä êâåðöåòèí ïðè (1,7  0,04) ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). 

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà â êîíöåíòðàöèè 5 ìã/ìë âîñ-
ñòàíàâëèâàë (20,6  0,6)% ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ ÄÔÏÃ, 
ò.å. ïðîÿâëÿåò âåñüìà óìåðåííóþ àíòèðàäèêàëüíóþ àê-
òèâíîñòü â îòíîøåíèè ñòàáèëüíîãî ðàäèêàëà ÄÔÏÃ. 
Â ñâÿçè ñ îãðàíè÷åííîé ðàñòâîðèìîñòüþ îêñèìà ïè-
íîñòðîáèíà â ýòàíîëå áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè íå 
èññëåäîâàëèñü. Ïðåïàðàò ñðàâíåíèÿ ÂÍÒ íà 20% èíãè-
áèðîâàë ðàäèêàë ÄÔÏÃ ïðè êîíöåíòðàöèè 0,77 ìêã/ìë. 
Òàêèì îáðàçîì, ñïîñîáíîñòü îêñèìà ïèíîñòðîáèíà 
âîññòàíàâëèâàòü ñòàáèëüíûé ðàäèêàë ÄÔÏÃ â ýòîé ìî-
äåëüíîé ñèñòåìå ïðèìåðíî â 6,5 òûñ. ðàç íèæå, ÷åì ó 
êëàññè÷åñêîãî àíòèîêñèäàíòà BHT.

Ëåóêîìèçèí ïðîÿâëÿåò åùå ìåíüøóþ àíòèðàäèêàëü-
íóþ àêòèâíîñòü îòíîñèòåëüíî ðàäèêàëà ÄÔÏÃ, â êîí-
öåíòðàöèè 5 ìã/ìë âîññòàíàâëèâàÿ ëèøü (11,8  0,5)% 
ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ (ðèñ. 1). Ëåóêîìèçèí õàðàêòå-
ðèçóåòñÿ íèçêîé ðàñòâîðèìîñòüþ â ýòàíîëå, ïîýòîìó 
áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè òàêæå íå èññëåäîâàëèñü.

Ýêñïåðèìåíò ïî îöåíêå àíòèðàäèêàëüíîé àêòèâíî-
ñòè â îòíîøåíèè àíèîí-ðàäèêàëà êèñëîðîäà ïî ðåàê-
öèè åãî âîññòàíîâëåíèÿ ÍÑÒ äî ôîðìàçàíà ïîêàçàë, 
÷òî ïðåïàðàò ñðàâíåíèÿ êâåðöåòèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ 
ñóïåðîêñèäíûì àíèîí-ðàäèêàëîì â äèàïàçîíå êîíöåí-
òðàöèé 5—50 ìêã/ìë. IC50 äëÿ êâåðöåòèíà ñîñòàâëÿåò 
(16,1  0,4) ìêã/ìë (ðèñ. 2).

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà èíãèáèðîâàë âîññòàíîâëåíèå 
ÍÑÒ â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 0,5—2,5 ìã/ìë, ïðè ýòîì 
ìàêñèìàëüíîå òîðìîæåíèå ðåàêöèè — (38,0  0,9)% — 
íàáëþäàëè ïðè êîíöåíòðàöèè èññëåäóåìîãî âåùåñòâà 
(2,5  0,03) ìã/ìë (ðèñ. 2).
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Ðèñ. 1. Èíãèáèðîâàíèå ñâîáîäíîãî ðàäèêàëà ÄÔÏÃ (â ïðîöåíòàõ îò 
íà÷àëüíîãî óðîâíÿ) â ìîäåëüíîé ñèñòåìå ðàçíûìè êîíöåíòðàöèÿìè 

îêñèìà ïèíîñòðîáèíà, ëåóêîìèçèíà, ÂÍÒ è êâåðöåòèíà
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Ðèñ. 2. Èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå êâåðöåòèíà è îêñèìà ïèíîñòðîáèíà 
íà âîññòàíîâëåíèå àíèîí-ðàäèêàëîì êèñëîðîäà ÍÑÒ äî ôîðìàçàíà

Ðîäíîâà Å.À., Èâàíîâ Â.Â., ×ó÷àëèí Â.Ñ. è äð. Âçàèìîäåéñòâèå îêñèìà ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ñ àêòèâíûìè…

Èíãèáèðîâàíèå íà 38% ñóïåðîêñèäíîãî àíèîí-
ðàäèêàëà ïîä âëèÿíèåì êâåðöåòèíà çàðåãèñòðèðîâàíî 
ïðè êîíöåíòðàöèè 13 ìêã/ìë. Äëÿ îêñèìà ïèíîñòðîáèíà 
òàêîé æå ïðîöåíò èíãèáèðîâàíèÿ äîñòèãàåòñÿ ïðè êîí-
öåíòðàöèè 2,5 ìã/ìë. Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò, ÷òî àíòèðàäèêàëüíàÿ àêòèâíîñòü îêñèìà ïèíîñòðî-
áèíà ïðè íåôåðìåíòàòèâíîé ãåíåðàöèè ñóïåðîêñèäíîãî 
àíèîí-ðàäèêàëà ïðèìåðíî â 190 ðàç óñòóïàåò ñîîòâåò-
ñòâóþùåìó ýôôåêòó ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ «Êâåðöåòè-
íà». Â ïðåäëîæåííîé ñèñòåìå ëåóêîìèçèí ñòàòèñòè÷åñêè 
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äîñòîâåðíî íå èçìåíÿë ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ ôîðìàçàíà 
èç ÍÑÒ, ÷òî äàåò îñíîâàíèå çàêëþ÷èòü, ÷òî ó ýòîãî ïðå-
ïàðàòà îòñóòñòâóåò àíòèðàäèêàëüíàÿ àêòèâíîñòü â îòíî-
øåíèè ñóïåðîêñèäíîãî àíèîí-ðàäèêàëà.

Â ñëåäóþùåé ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ óñòàíîâëåíî, 
÷òî êëàññè÷åñêàÿ ëîâóøêà ˙ÎÍ-ðàäèêàëà ìàííèòîëà íà 
50% èíãèáèðóåò îáðàçîâàíèå ÌÄÀ èç äåçîêñèðèáîçû â 
ñèñòåìå, ãåíåðèðóþùåé ̇ ÎÍ-ðàäèêàë ïðè êîíöåíòðàöèè 
(42,0  1,1) ìêã/ìë (ðèñ. 3).
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå îêñèìà ïèíîñòðîáèíà, ëåóêîìèçèíà è ìàííèòîëà 
íà îáðàçîâàíèå ÌÄÀ ïðè äåãðàäàöèè äåçîêñèðèáîçû ïîä äåéñòâèåì 

˙ÎÍ-ðàäèêàëà â ìîäåëüíîé ñèñòåìå
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Ðèñ. 4. Âëèÿíèå îêñèìà ïèíîñòðîáèíà íà îáðàçîâàíèå ñòèìóëèðî-
âàííîãî ïðîîêñèäàíòàìè ÌÄÀ â ïîñòúÿäåðíîé ôðàêöèè ãîìîãåíàòîâ 

ïå÷åíè êðûñ

Ýêñïåðèìåíòàëüíûå è êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèí ñòàòèñòè÷åñêè 
äîñòîâåðíî ñíèæàëè óðîâåíü ÌÄÀ â êîíå÷íûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ 50—500 ìêã/ìë (ðèñ. 4). 

Êîíöåíòðàöèè (IC50), ïðè êîòîðûõ ïðîèñõîäèò 50%-å 
èíãèáèðîâàíèå îáðàçîâàíèÿ ÌÄÀ èç äåçîêñèðèáîçû, 
ñîñòàâèëè (415,0  21,2) è (450,0  7,1) ìêã/ìë äëÿ 
îêñèìà ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèíà ñîîòâåòñòâåííî. 
Òàêèì îáðàçîì, ñïîñîáíîñòü èññëåäóåìûõ ïðåïàðà-
òîâ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ãèäðîêñèëüíûì ðàäèêàëîì â 
10 ðàç íèæå, ÷åì ó ïðåïàðàòà ñðàâíåíèÿ «Ìàííèòîëà». 

Â ðåçóëüòàòå ýêñïåðèìåíòîâ óñòàíîâëåíî, ÷òî ÂÍÒ 
ñíèæàë íàïîëîâèíó óðîâåíü ÌÄÀ â ïîñòúÿäåðíîé 
ôðàêöèè ïðè ñòèìóëÿöèè ÏÎË ïðîîêñèäàíòàìè ïðè 
êîíöåíòðàöèè (20,0  0,1) ìêã/ìë.

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà â êîíöåíòðàöèÿõ 62,5—
1 000 ìêã/ìë äîñòîâåðíî óìåíüøàë óðîâåíü ñòèìóëèðî-
âàííîãî ïðîîêñèäàíòàìè ÌÄÀ. Ñíèæåíèå â 2 ðàçà óðîâíÿ 
ÌÄÀ ïðè äîáàâëåíèè îêñèìà ïèíîñòðîáèíà íàáëþäàåòñÿ 
ïðè êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà (1 000,0  22,6) ìêã/ìë. Îä-
íàêî èññëåäóåìûé ýôôåêò îêñèìà ïèíîñòðîáèíà â ïîñòú-
ÿäåðíîé ôðàêöèè ïå÷åíè â 50 ðàç íèæå àíòèðàäèêàëüíîé 
àêòèâíîñòè êëàññè÷åñêîãî àíòèîêñèäàíò  à BHT (ðèñ. 4).

Ëåóêîìèçèí âî âñåõ èññëåäóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ 
äîñòîâåðíî íå ñíèæàë óðîâåíü ÌÄÀ ïðè ñòèìóëÿöèè 
ÏÎË ïðîîêñèäàíòàìè â ïîñòúÿäåðíîé ôðàêöèè ïå÷åíè 
êðûñ. 

Çàêëþ÷åíèå

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà è ëåóêîìèçèí î÷åíü ñëàáî 
âçàèìîäåéñòâóþò ñî ñòàáèëüíûì ðàäèêàëîì ÄÔÏÃ â 
ìîäåëüíîé ñèñòåìå, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î íèçêîé âîñ-
ñòàíîâèòåëüíîé àêòèâíîñòè ýòèõ ñîåäèíåíèé. 

Ëåóêîìèçèí íå âçàèìîäåéñòâóåò ñ ñóïåðîêñèäíûì àíè-
îí-ðàäèêàëîì â ìîäåëüíîé ñèñòåìå è íå îáëàäàåò ïðÿìûì 
àíòèðàäèêàëüíûì ýôôåêòîì â îòíîøåíèè Î2˙¯-ðàäèêàëà.

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà îáëàäàåò ñëàáûì ïðÿìûì àí-
òèðàäèêàëüíûì ýôôåêòîì â îòíîøåíèè ñóïåðîêñèäíîãî 
àíèîí-ðàäèêàëà. 

Îêñèì ïèíîñòðîáèíà óìåðåííî èíãèáèðóåò ãèäðîê-
ñèëüíûé ðàäèêàë â ìîäåëüíîé ñèñòåìå, ãåíåðèðóþùåé 
˙ÎÍ-ðàäèêàë, è â ïîñòúÿäåðíîé ôðàêöèè ïå÷åíè. Ëåóêî-
ìèçèí èíãèáèðóåò ãèäðîêñèëüíûé ðàäèêàë òîëüêî â ìî-
äåëüíîé ñèñòåìå, ãåíåðèðóþùåé ˙ÎÍ-ðàäèêàë, è íå ïðî-
ÿâëÿë àêòèâíîñòè â îòíîøåíèè ãèäðîêñèëüíîãî ðàäèêàëà 
â ïîñòúÿäåðíîé ôðàêöèè ïå÷åíè. Ýôôåêò ìîæåò áûòü 
îáóñëîâëåí îáðàçîâàíèåì óñòîé÷èâîãî êîìïëåêñà ìîäè-
ôèöèðîâàííîãî ôëàâîíîèäà è ñåñêâèòåðïåíà ñ èîíàìè 
æåëåçà, êîòîðîå ó÷àñòâóåò â ðåàêöèè Ôåíòîíà, ïðèâî-
äÿùåé ê îáðàçîâàíèþ ãèäðîêñèëüíîãî ðàäèêàëà [13]. 
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Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû äàþò îñíîâàíèå ïîëà-
ãàòü, ÷òî â ãåïàòîïðîòåêòèâíîé àêòèâíîñòè îêñèìà 
ïèíîñòðîáèíà in vivo âàæíîå çíà÷åíèå èìååò íå åãî 
ñïîñîáíîñòü âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ àêòèâíûìè ðàäèêà-
ëàìè, à äðóãèå ìåõàíèçìû, ïåðâóþ î÷åðåäü ìåìáðàííî-
ñòàáèëèçèðóþùåå äåéñòâèå ôëàâîíîèäîâ è èíäóê-
öèÿ èìè ôåðìåíòîâ àíòèïåðåêèñíîé çàùèòû ÷åðåç 
àíòèîêñèäàíò-ðåñïîíñèâíûé ýëåìåíò [8]. 
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