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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. В настоящее время большой 

проблемой практической медицины является увеличение числа заболеваний, в 

основе которых лежат дислипидемии. Нарушения в липидном спектре крови 

способствуют развитию социально-значимых заболеваний, таких как 

атеросклероз, неалкогольная жировая болезнь печени (НАЖБП), сахарный диабет 

2 типа, гипертоническая болезнь и метаболический синдром (Бутрова С. А., 2001; 

Miller M. et al., 2011; Никоноров А. А. и соавт., 2013; Nelson R. H., 2013; Ray K., 

2013; Wei T. et al., 2014; Pawlak M. et al., 2015). Важная роль в патогенезе и 

прогрессировании этих заболеваний принадлежит окислительному стрессу 

(Valko M. et al., 2007; Силина Е. В. и соавт., 2011). Гиперпродукция активных 

форм кислорода (АФК) при окислительном стрессе приводит к пероксидации 

липидов, окислению липопротеинов, к увеличению уровней супероксидного 

радикала и пероксида водорода, что вызывает истощение антиоксидантных 

систем организма и усугубляет тяжесть течения данных заболеваний (Valko M. et 

al., 2007). 

Несмотря на большое разнообразие синтетических препаратов с 

гиполипидемическим действием на фармацевтическом рынке, большинство 

представителей данного класса веществ могут провоцировать расстройства со 

стороны желудочно-кишечного тракта, нарушения со стороны дыхательной 

системы, астению (Adult treatment panel III, 2002; Bays H., 2006; Guyton J. R., 2006; 

Moutzouri E. et al., 2010), развитие миопатии вплоть до рабдомиолиза, активацию 

фибринолитической системы, повышение активности аминотрансфераз в 

сыворотке крови и уровня мочевой кислоты (Kim W. S. et al., 2001; Guyton J. R., 

2006; Окуневич И. В. и соавт., 2010). В отдельных случаях возможно развитие 

печеночной недостаточности, подагры, мигрени, импотенции и повышение 

нервной возбудимости (Adult treatment panel III, 2002; Российские рекомендации, 

2009; Справочник Видаль, 2011). 
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На современном этапе одним из основных источников новых молекул, 

обладающих различной фармакологической активностью, являются природные 

соединения, преимущественно, растительного происхождения (Абышев А. З. и 

соавт., 2013; Дикусар Е. А. и соавт., 2014). Перспективным источником 

лекарственных средств с гиполипидемическим действием являются вещества с 

терпеноидной структурой (Krettli A. U. et al., 2001; Wagner S. et al., 2006; 

Bezie I. F. F., 2011), которые обладают достаточно высоким 

фармакотерапевтическим потенциалом, низким уровнем побочных эффектов и 

хорошей переносимостью (Kitson R. A. et al., 2009; Kumar D. et al., 2012). 

Среди веществ этого класса, продуцируемых растениями, активно 

изучаются сесквитерпеновые лактоны. Они представляют собой обширную 

группу по количеству соединений и разнообразию углеродного скелета 

(Chaturvedi D., 2011; Zaghloul A. M., 2014; Ivanescu B. et al., 2015). 

Степень разработанности темы исследования. Известно, что 

сесквитерпеновые лактоны, как и гиполипидемические лекарственные средства 

группы статинов, содержат лактонное кольцо в своей структуре (Hennekens C. H., 

2001). Результаты исследований последних лет показали, что сесквитерпеновый 

лактон леукомизин и сесквитерпеноид фарнезол ингибируют активность 

ключевого фермента синтеза холестерола 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА-

редуктазы (ГМГ-КоА-редуктазы) (Kuroda M. et al., 2007; Kaneko M. et al., 2011; 

Роднова Е. А. и соавт., 2011; 2012). А, как известно, гиполипидемический эффект 

статинов связан с ингибированием активности ГМГ-КоА-редуктазы, снижением 

уровня общего холестерола (ХС) и холестерола в липопротеинах низкой 

плотности (ХС-ЛПНП) (Задионченко В. С. и соавт., 2011). 

Дополнительно показано, что леукомизин снижает содержание 

триациглицеролов (ТАГ) и ХС в сыворотке крови крыс, а также проявляет 

антиоксидантную активность (Роднова Е. А. и соавт., 2011; 2012; Адекенов С. М. 

и соавт., 2012). Способность понижать уровень ТАГ, ХС, ХС-ЛПНП и повышать 

содержание холестерола в липопротеинах высокой плотности (ХС-ЛПВП) 

показана также для сесквитерпеновых лактонов костунолида, агуерина Б, 
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гроссгемина, цинаропикрина и сеспендола (Shimoda H. et al., 2003; Uchida R. et al., 

2006; Duraipandiyan V. et al., 2012). Таким образом, в настоящее время накоплен 

материал, указывающий на перспективность сесквитерпеновых лактонов в 

качестве основы для создания препаратов с гиполипидемической активностью. 

Учеными АО Международный научно-производственный холдинг 

“Фитохимия” (г. Караганда, Казахстан) методом углекислотной экстракции из 

тысячелистника обыкновенного (Achillea lanulosa Nutt, Achillea millefolium L.), 

тысячелистника мелкоцветкового (Achillea micrantha Willd), полыни беловатой 

(Artemisia leucodes Shrenk), посконника (Eupatorium japonicum.), хипохериса 

щетинистого (Hypochaeris setosus) и стевии (Stevia alpina Griseb.) выделен 

сесквитерпеновый лактон гвайанового ряда ахиллин. 

Цель исследования: дать патогенетическое обоснование использования 

сесквитерпенового лактона ахиллина при экспериментальной гиперлипидемии и 

установить молекулярные механизмы его гиполипидемического действия. 

Задачи исследования: 

1. Установить основные молекулярные звенья патогенеза гиперлипидемии и 

дать патогенетическое обоснование гиполипидемического действия 

сесквитерпенового лактона ахиллина. 

2. Создать модель, воспроизводящую основные звенья патогенеза 

гиперлипидемии в клеточной культуре гепатомы линии НТС с использованием 

жировой эмульсии липофундина, и исследовать влияние сесквитерпенового 

лактона ахиллина на содержание триацилглицеролов и холестерола в клетках 

гепатомы при экспериментальной гиперлипидемии in vitro. 

3. Оценить величину экспрессии мРНК ключевых генов метаболизма липидов 

при эксперментальной гиперлипидемии на клеточной культуре гепатомы линии 

НТС и влияние сесквитерпенового лактона ахиллина на экспрессию этих генов. 

4. Оценить выраженность окислительного стресса в клетках гепатомы линии 

НТС и антиоксидантное действие сесквитерпенового лактона ахиллина при 

экспериментальной гиперлипидемии. 
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5. Установить особенности гиперлипидемии у крых, индуцированной 

детергентом тритоном WR 1339 и этиловым спиртом, и гиполипидемического 

действия сесквитерпенового лактона ахиллина. 

6. Изучить влияние сесквитерпенового лактона ахиллина при курсовом 

введении на содержание триацилглицеролов и холестерола в печени, сыворотке 

крови и экспрессию мРНК ключевых генов липидного обмена в печени крыс при 

хронической экспериментальной гиперлипидемии, индуцировнной атерогенной 

диетой. 

Научная новизна. На оригинальной модели гиперлипидемии на клеточной 

культуре гепатомы линии НТС впервые дано патогенетическое обоснование 

основных мишеней действия сесквитерпенового лактона ахиллина, 

гиполипидемический эффект которого обоснован в экспериментах in vitro, а 

также на моделях острой и хронической гиперлипидемии у крыс. 

Принципиальную научную новизну имеют данные о механизмах 

гиполипидемического действия ахиллина в условиях экспериментальной 

гиперлипидемии, обусловленные его влиянием на величину экспрессии мРНК 

генов липидного обмена в печени. Показано, в частности, что повышение 

экспрессии мРНК генов карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 и 2 (Cpt1a и Cpt2) 

уменьшает содержание ТАГ в печени и сыворотке крови экспериментальных 

животных. Обосновано также, что увеличение экспрессии мРНК гена рецептора к 

ЛПНП (Ldlr) способствует извлечению из циркуляции в крови атерогенных 

ЛПНП, а повышение экспрессии мРНК гена 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) и 

ингибирование экспрессии мРНК гена ацилКоА: холестеролацилтрансферазы 

(АХАТ) (Soat1) приводит к снижению уровня холестерола в печени и сыворотке 

крови эксперментальных животных. 

Впервые показано также, что действие ахиллина снижает уровень АФК в 

клеточной культуре гепатомы линии НТС при окислительном стрессе в условиях 

экспериментальной гиперлипидемии вследствие повышения уровня 

восстановленного глутатиона в клетках. 
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Теоретическая и практическая значимость работы. Результаты 

проведенного исследования носят фундаментальный характер и раскрывают 

механизмы гиполипидемического действия сесквитерпенового лактона ахиллина, 

связанные с его влиянием на экспрессию мРНК ключевых генов липидного 

обмена. 

Разработана оригинальная модель, воспроизводящая основные звенья 

патогенеза гиперлипидемии на клеточной культуре гепатомы линии НТС, 

позволяющая изучать гиполипидемические эффекты лекарственных средств, 

которая может быть использована в скрининговых исследованиях. 

Полученные данные определяют целесообразность проведения дальнейших 

доклинических исследований и обосновывают перспективность разработки 

гипoлипидемического средства нa oснове ахиллина. 

Написаны отчеты о результатах исследования гиполипидемического 

действия сесквитерпенового лактона ахиллина, включающие описание, 

результаты и статистический анализ данных (договоры на выполнение научно-

исследовательских работ №216 от 25.10.2012 г. и №77/99 от 19.05.2015 г. между 

АО Международным научно-производственным холдингом “Фитохимия” 

(г. Караганда, Казахстан) и ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России). 

Методология и методы исследования. Для реализации поставленных 

задач использованы высокоинформативные методы исследования, которые 

выполнялись на базе центральной научно-исследовательской лабратории 

(руководитель лаборатории – доктор медицинских наук А. Н. Байков) ФГБОУ ВО 

СибГМУ Минздрава России. 

В качестве материала исследования использовали клетки гепатомы линии 

НТС, сыворотку крови и печень крыс. Основные методы исследования: 

1. Культивирование клеточной культуры гепатомы линии HTC и 

моделирование экспериментальной гиперлипидемии in vitro путем добавления 

липофундина МСТ/ЛСТ в культуральную среду (культуральный метод). 
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2. Оценка жизнеспособности клеточной линии HTC с помощью МТТ-теста и с 

трипановым синим (спектрофотометрический анализ, метод световой 

микроскопии). 

3. Определение содержания липидов, восстановленного глутатиона и уровня 

АФК в клетках гепатомы линии HTC (флуориметрический анализ и 

микроскопия). 

4. Определение концентрации ТАГ, ХС, ХС-ЛПНП, ХС- ЛПВП, свободных 

жирных кислот (СЖК) в сыворотки крови и содержания ТАГ, холестерола в 

печени крыс (биохимический анализ). 

5. Оценка уровня экспрессии мРНК ключевых генов метаболизма липидов 

(ГМГ-КоА-редуктазы, рецептора к ЛПНП, АХАТ, 7α-гидроксилазы, ацетил-КоА-

карбоксилазы, карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 и 2) при помощи 

количественной полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (ОТ-

ПЦР) в реальном времени по технологии TaqMan (молекулярно-генетический 

анализ). 

6. Статистический анализ результатов. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Сесквитерпеновый лактон ахиллин в концентрации 0,5 мМ уменьшает 

содержание триацилглицеролов и холестерола в клеточной культуре гепатомы 

линии НТС при гиперлипидемии, индуцированной липофундином, что может 

быть связано с увеличением экспрессии мРНК генов карнитин-

пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) и 2 (Cpt2), 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) и 

ингибированием экспрессии мРНК гена ацилКоА: холестеролацилтрансферазы 

(Soat1). 

2. Ахиллин препятствует развитию окислительного стресса в клеточной 

культуре линии НТС при экспериментальной гиперлипидемии, индуцированной 

липофундином, повышая содержание восстановленного глутатиона в клетках. 

3. На модели острой гиперлипидемии у крыс, индуцированных тритоном 

WR 1339 и этиловым спиртом, курсовое введение ахиллина в дозе 10 мг/кг в 

течение 7 дней препятствует увеличению содержание триацилглицеролов, общего 



12 
 
холестерола, свободных жирных кислот, холестерола в липопротеинах низкой 

плотности в сыворотке крови и уровня триацилглицеролов и холестерола в 

печени экспериментальных животных. 

4. Снижение содержания триацилглицеролов и холестерола в печени и 

сыворотке крови на модели хронической гиперлипидемии у крыс, 

индуцированной атерогенной диетой, при курсовом введении ахиллина (10 мг/кг 

в течение 14 дней) может быть обусловлено увеличением экспрессии мРНК генов 

карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 и 2 (Cpt1a и Cpt2), 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) 

и снижением экспрессии мРНК гена ацилКоА: холестеролацилтрансферазы 

(Soat1). Уменьшение уровня холестерола в липопротеинах низкой плотности под 

влиянием ахиллина связано с повышением экспрессии мРНК гена рецептора к 

липопротеинам низкой плотности (Ldlr). 

Степень достоверности и апробация результатов. Полученные 

результаты имеют высокую степень достоверности, которая подтверждается 

изучением гиполипидемической активности сесквитерпенового лактона ахиллина 

согласно «Руководству по доклиническому исследованию лекарственных 

средств» (Миронов А. Н., 2012), применением современных методических 

приемов и высокоинформативных лабораторных методов исследования 

(культуральные методы, спектрофотометрический анализ, биохимический анализ, 

флуориметрический анализ, микроскопия, количественная ОТ-ПЦР в режиме 

реального времени по технологии TaqMan), использованием сертифицированного 

оборудования и адекватных критериев статистической обработки результатов. 

Основные положения диссертации докладывались и обсуждались на IV 

Всероссийской научной конференции студентов и аспирантов с международным 

участием «Молодая фармация – потенциал будущего» (Санкт-Петербург, 2014), 1-

ой европейской конференции по биологии и медицинским наукам (Вена, 2014), 

международной научно-практической конференции «Достижения и перспективы 

развития фитохимии» (Караганда, 2015), ХIII международной научно-

практической конференции «Научные перспективы XXI века. Достижения и 

перспективы нового столетия» (Новосибирск, 2015), 9-й международной научно-
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практической конференции «Перспективы развития научных исследований в 21 

веке» (Махачкала, 2015), международной научно-практической конференции 

«Наука и образование – 2015» (Мурманск, 2015), международной научно-

практической конференции «Наука, образование, общество» (Тамбов, 2016). 

Работа выполнена на основе научно-исследовательских работ «Поиск 

перспективных источников гиполипидемических средств на основе 

сесквитерпеновых лактонов и их производных» (договор на выполнение научно-

исследовательских работ №216 от 25.10.2012 г.) и «Поиск и изучение 

гиполипидемических средств на основе сесквитерпеновых лактонов, флавоноидов 

и их производных» (договор на выполнение научно-исследовательских работ 

№77/99 от 19.05.2015 г.) между АО Международный научно-производственный 

холдинг “Фитохимия” (г. Караганда, Казахстан) и ФГБОУ ВО СибГМУ 

Минздрава России. 

По материалам диссертации опубликовано 16 работ, из них 8 

полнотекстовых статей в научных журналах, включенных в перечень российских 

рецензируемых научных журналов и изданий для опубликования основных 

научных результатов диссертаций. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

В настоящее время профилактике и лечению нарушений обмена липидов 

уделяется пристальное внимание в различных областях медицины. Это 

обусловлено чрезвычайной распространенностью заболеваний, в патогенезе 

которых лежат дислипидемии (Бутрова С. А., 2001; Miller M. et al., 2011; 

Никоноров А. А. и соавт., 2013; Nelson R. H., 2013; Ray K., 2013; Wei T. et al., 

2014; Pawlak M. et al., 2015). 

Дислипидемия и ассоциированные метаболические заболевания включают в 

себя не только атеросклероз и ассоциированные с ним сердечно-сосудистые 

заболевания (ССЗ), но и сахарный диабет 2 типа, метаболический синдром, а 

также НАЖБП, которая объединяет различные клинико-морфологические 

изменения в печени: стеатоз, неалкогольный стеатогепатит, фиброз и цирроз, не 

связанные с употреблением алкоголя (Ойноткинова О. Ш., Дедов Е. И., 2011). 

Патогенез этих социально-значимых заболеваний сложен и включает 

большое количество патогенетических факторов. По современным данным, 

наиболее важным фактором является дислипидемия атерогенного характера, 

которая наиболее часто проявляется в виде сочетания 

гипертриацилглицеролемии, низкого уровня ХС-ЛПВП и высокого уровня ХС-

ЛПНП (Thompson G. R., 2004; Буеверова Е. Л. и соавт., 2008; Евдокимова Г., 2009; 

Wang X. H. et al., 2009; Окуневич И. В. и соавт., 2010; Guo F. et al., 2011; 

Мельниченко Г. А. и соавт., 2012; Хавинсон В. Х. и соавт., 2014; Navar-

Boggan A. M. et al., 2015). Важно подчеркнуть также, как было показано совсем 

недавно (Pirillo A. et al., 2014), развивающаяся при ССЗ, сахарном диабете 2 типа 

и ожирении постпрандиальная гипертриацилглицеролемия является одним из 

факторов морбидности пациентов. 

В последние годы появляются данные о том, что в развитии дислипидемии 

и ассоциированных с ней метаболических заболеваниях существенную роль 

играет окислительный стресс, который сопровождается повышенной продукцией 
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АФК (Бабак О. Я., Топчий И. И., 2004; Беленков Ю. Н. и соавт., 2009; 

Шульпекова Ю. О., 2012; Иванов В. В. и соавт., 2013; Оганов О. Г., 2013; Garcia-

Ruiz I. et al., 2015). Считается, что окислительный стресс при данной группе 

патологий обусловлен метаболическими нарушениями, такими как 

гиперлипидемия и гипергликемия (Winer S. et al., 2009; Yin J. et al., 2009). 

Таким образом, профилактика и лечение ССЗ, обусловленных 

атеросклерозом, а также НАЖБП, сахарного диабета 2 типа и других 

метаболических заболеваний, ассоциированных с гиперлипидемией, должны быть 

направлены на нормализацию метаболизма липидов. Несмотря на широкий 

спектр гиполипидемических препаратов на фармацевтическом рынке существует 

необходимость поиска и разработки новых лекарственных средств, нацеленных 

на разные патогенетические звенья обмена липидов (Ramsey S. et al., 2010). 

1.1. Патогенетическое обоснование основных мишеней и принципов 

гиполипидемического действия лекарственных средств 

Развитие гиперлипидемии обусловлено многими факторами. К их числу 

относятся как средовые (питание, физическая активность и д.р.), так и 

генетические (мутации и полиморфизмы). Систематизация данных генетических 

факторов выявила вовлечение более 200 генов в регуляцию метаболизма липидов 

и позволила установить ключевые факторы экспрессии генов, а также определить 

механизмы, контролирующие их активность (Колчанов Н. А. и др., 2006; 

Торшин И. Ю., Громова О. А., 2008; Колчанов Н. А. и др., 2013; Пальцев М. А. и 

соавт., 2013). 

1.1.1. Метаболизм холестерола в физиологических условиях 
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Гомеостаз холестерола чрезвычайно сложен и регулируется через процессы 

поглощения, синтеза de novo и выведения из организма (Ru P. et al., 2013). 

Поступление холестерола в клетки осуществляется путем рецептор-

опосредованного эндоцитоза с участием рецепторов к ЛПНП (Колчанов Н. А. и 

соавт., 2006; Goldstein J. L. et al., 2006; Ikonen E., 2008; Ru P. et al., 2013). 

Рецепторы к ЛПНП присутствуют на плазматической мембране большинства 

клеток и связывают липопротеины, которые содержат аполипопротеины В и 

аполипопротеины Е, такие как ремнантные хиломикроны, липопротеины очень 

низкой плотности (ЛПОНП), липопротеины промежуточной плотности (ЛППП) и 

ЛПНП. С 1980-х годов известно, что ЛПНП связываются со своими 

трансмембранными рецепторами, которые находятся в клатрин-содержащих 

кавеолах на клеточной мембране и транспортируются в ранние сортирующие 

эндосомы. 

Рецепторы к ЛПНП рециркулируют обратно к плазматической мембране, а 

сами ЛПНП доставляются в поздние эндосомы, где кислая липаза гидролизует 

эфиры холестерола (и ТАГ) до свободного холестерола. Затем 

неэтерифицированный холестерол выходит в эндосомальную систему для 

последующей транспортировки к плазматической мембране или 

эндоплазматическому ретикулуму (Ikonen E., 2008; Sato R., 2010). Высвобождение 

холестерола из поздних эндосом плохо изучено, несмотря на тот факт, что данный 

процесс ингибируется при удалении белков NPC1 и NPC2, которые обеспечивают 

внутриклеточный оборот холестерола. Поздние эндосомы чувствительны к 

внутриклеточному содержанию стеролов и к некоторым стерол-связывающим 

белкам, таким как MLN64 и ORP1. Некоторые Rab-ГТФазы, такие как Rab8 и 

Rab11 в рециркулирующих эндосомах и Rab7 и Rab9 в поздних эндосомах, также 

вовлечены в обогащение стеролами эндосом. Процесс высвобождения 

холестерола из эндосом происходит перед его доставкой в лизосомы, о чем 

свидетельствует накопление холестерола во внутренней мембране 

мультивезикулярных телец в большой степени, чем в лизосомах (Рисунок 1) 

(Matsuo H. et al., 2004; Kolter T., Sandhoff K., 2005; Le Blanc I. et al., 2005). 
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Рисунок 1. Рецептор-опосредованный пиноцитоз липопротеинов низкой 
плотности (ЛПНП) (Ikonen E., 2008). 
Примечание: SSD – стерол-чувствительный домен. 

 

Все ядросодержащие клетки могут синтезировать холестерол из ацетил-КоА 

по мевалонатному пути, однако в наибольшей степени ген ключевого фермента 

синтеза холестерола ГМГ-КоА-редуктазы (Hmgcr) экспрессируется в печени 

(Wang Y. M. et al., 2010). Синтез холестерола протекает в цитозоле клеток и 

подразделяется на три основных этапа. 

На первом этапе две молекулы ацетил-КоА конденсируются ферментом 

тиолазой с образованием ацетоацетила-КоА, затем фермент 3-гидрокси-3-

метилглутарил-КоА-синтаза (ГМГ-КоА-синтаза) присоединяет третий 

ацетильный остаток с образованием 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА (ГМГ-

КоА). В ходе следующей реакции происходит восстановление ГМГ-КоА до 

мевалоната с использованием двух молекул НАДФН. Эта реакция, 

катализируемая ферментом ГМГ-КоА-редуктазой, является лимитирующей в 

метаболическом пути синтеза холестерола (Ikonen E., 2008; Sato R., 2010; Xiao X., 

Song B.-L., 2013). 
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На втором этапе синтеза холестерола de novo происходит превращение 

мевалоната в сквален через ряд последующих реакций, в ходе которых 

образуются промежуточные продукты: изопентенилпирофосфат, 

геранилпирофосфат и фарнезилпирофосфат. 

На третьем этапе сквален превращается в молекулу ланостерола. Далее 

происходит 20 последующих реакций, в результате которых из ланостерола 

образуется холестерол (Рисунок 2) (Ikonen E., 2008). 

 

Рисунок 2. Синтез холестерола (Ikonen E., 2008). 

 

Еще одним важным регулятором метаболизма холестерола является ген 

Soat1 фермента АХАТ, который катализирует образование эфиров из холестерола 

(Lee M. K. et al., 2003). 

Важным механизмом в поддержании гомеостаза холестерола является его 

выведение из организма. Печень устраняет избыток холестерола путем 
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непосредственной секреции его в желчь или после преобразования в желчные 

кислоты. Лимитирующим ферментом синтеза желчных кислот является 7α-

гидроксилаза (Chen Z. Y. . et al., 2008). Этот фермент, представляя собой одну из 

изоформ цитохрома Р450, катализирует реакцию гидроксилирования холестерола с 

образованием 7α-гидроксихолестерола. Далее происходит восстановление 

двойной связи в положениях 5 и 6, окисление боковой цепи и образование двух 

типов желчных кислот: хенодезоксихолевой и холевой кислот (Marrapodi M., 

Chiang J., 2000; Gbaguidi G. F., Agellon L. B., 2004; Claudel Th. et al., 2011). 

Известно, что конечные продукты метаболизма холестерола – желчные 

кислоты регулируют транскрипцию гена фермента 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) по 

механизму отрицательной обратной связи (Claudel Th. et al., 2011), в то же время у 

грызунов способностью регулировать экспрессию гена Cyp7a1 обладает и сам 

холестерол, действуя по принципу обратной связи через ядерный фактор Х-

рецептор печени α (LXRα; NR1H3) (Gbaguidi G. F., Agellon L. B., 2004; Claudel Th. 

et al., 2011). Это происходит за счет связывания LXRα с ретиноидным Х-

рецептором (RXR). Однако,  в отличие от крыс и мышей у людей ген Cyp7a1 не 

активируется оксистеролами, поскольку промотор гена не взаимодействует с 

ретиноидным Х-рецептором (Chiang J. Y. et al., 2001; Agellon L. B. et al., 2002). 

1.1.2. Молекулярно-генетические механизмы поглощения и синтеза 

холестерола de novo 

Ключевым регулятором метаболизма липидов являются транскрипционные 

факторы SREBPs (белки, связывающие стерол-регулирующие элементы). SREBPs 

активируют экспрессию более 30 генов, вовлеченных в синтез холестерола, ТАГ, 

жирных кислот, фосфолипидов и кофактора НАДФН, необходимого для синтеза 

этих липидов (Рисунок 3) (Horton J. D. et al., 2002; Ikonen E., 2008; Sato R., 2010; 

Xiao X., Song B.-L., 2013). 
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Геном млекопитающих кодирует три изоформы SREBPs: SREBP-1a, 

SREBP-1c и SREBP-2. SREBP-1а – важный активатор всех SREBP-респонсивных 

генов, включая гены, вовлеченные в синтез холестерола, жирных кислот и ТАГ. 

Роль SREBP-1c и SREBP-2 более узкая, чем SREBP-1а. SREBP-1c 

преимущественно усиливает транскрипцию генов, регулирующих синтез жирных 

кислот, а SREBP-2 – синтез холестерола (Рисунок 3). 

 

Рисунок 3. Гены, регулируемые белками, связывающими стерол-регулирующие 
элементы (SREBPs) (Horton J. D. et al., 2002). 
Примечание:Г6ФД – глюкоза-6-фосфатдегидрогеназа;6ФГДГ – 6-фосфоглюконатдегидрогеназа. 
 

Транскрипционные факторы SREBP-1а и SREBP-2 преобладают в 

большинстве культивируемых клеточных линиях, в то время как SREBP-1с и 

SREBP-2 доминируют в печени и в других тканях (Horton J. D. et al., 2002; Sato R., 

2010). К SREBP-2-респонсивным генам биосинтеза холестерола относятся гены 

ферментов АТФ-цитрат-лиазы, ГМГ-КоА-синтазы, ГМГ-КоА-редуктазы, 

фарнезил-дифосфат синтазы и сквален-синтазы. SREBP-1с-респонсивные гены –

 это ацетил-КоА-синтетаза, продуцирующая ацетил-КоА, ацетил-КоА-

карбоксилаза и синтаза жирных кислот, которые синтезируют пальмитат (С16:О). 

SREBP-1с кодирует также лимитирующий фермент синтеза жирных кислот 
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элонгазу, которая превращает пальмитат в стеарат (С18:О) (Moon Y.-A. et al., 

2001), стеароил-КоА-десатуразу, превращающую стеарат в олеат (С18:О1) и 

глицерол-3-фосфат ацилтрансферазу (первый фермент на пути синтеза ТАГ и 

фосфолипидов) (Edwards P. A. et al., 2000). Кроме того, SREBP-1с и SREBP-2 

активируют три гена, необходимых для продукции НАДФН, который идет на 

синтез липидов (Рисунок 3) (Horton J. D. et al., 2002). 

Таким образом, транскрипционный фактор SREBP-1с регулирует 

метаболизм жирных кислот через гены ацетил-КоА-карбоксилазы (ACC) и 

синтазу жирных кислот (FAS) (Sato R., 2010; Xiao X., Song B.-L., 2013), а SREBP-2 

в большей степени отвечает за гены, вовлеченные в синтез холестерола, такие как 

ГМГ-КоА-редуктаза (Hmgcr) и ген рецептора к ЛПНП (Ldlr) (Ikonen E., 2008; 

Moore K. J. et al., 2010). 

Регуляция SREBPs осуществляется на двух уровнях – транскрипционном и 

посттранскрипционном. Посттранскрипционная регуляция связана со стерол-

опосредованной супрессией перехода комплекса SCAP/SREBP из 

эндоплазматического ретикулума в аппарат Гольджи (Horton J. D. et al., 2002). 

Сначала транскрипционный фактор SREBP нарабатывается в клетке в форме 

неактивного предшественника pre-SREBP, который после синтеза накапливается 

в мембранах эндоплазматического ретикулума в комплексе со SCAP (белком, 

активирующим расщепление SREBP). Скорость перехода предшественника pre-

SREBP в активную форму SREBP зависит от уровня холестерола. В условиях, 

когда уровень холестерола низкий, белок SCAP связывается с pre-SREBP, и 

комплекс SCAP–SREBP транспортируется в аппарат Гольджи, где происходит 

протеолитическое расщепление молекулы pre-SREBP с образованием SREBP. 

Таким образом, активный SREBP проникает в ядро клетки, связывается со 

стерол-регуляторным элементом (SRE) и активирует экспрессию генов фермента 

ГМГ-КоА-редуктазы и рецепторов к ЛПНП (Колчанов Н. А. и др., 2013; Xiao X., 

Song B.-L., 2013). При повышении уровня холестерола в клетке выше нормы 

SCAP связывается с холестеролом в эндоплазматическом ретикулуме, что 

приводит к связыванию с мембранным белком Insig. Комплекс Insig/SCAP/SREBP 
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прочно связывается с мембраной эндоплазматического ретикулума и это 

блокирует транспорт комплекса SCAP–SREBP в аппарат Гольджи, что приводит к 

снижению синтеза холестерола и жирных кислот (Рисунок 4) (Ikonen E., 2008; 

Motamed M. et al., 2011). 

 

Рисунок 4. Регуляция метаболизма холестерола белком, связывающим стерол-
регулирующий элемент (SREBP) [Ikonen E., 2008]. 
Примечание: COPII-покрытая везикула; HMG-CoAR – ген ГМГ-КоА-редуктазы; Ldlr – ген 
рецептора к липопротеинам низкой плотности; SCAP – белок, активирующий расщепление 
SREBP; S1P – участок 1 протеазы; S2P – участок 2 протеазы; SSD – стерол-чувствительный 
домен. 
 

Insig, являясь резидентным белком мембраны эндоплазматического 

ретикулума, кроме задержки комплекса SCAP–SREBP в мембране ретикулума, 

регулирует деградацию ГМГ-КоА-редуктазы по принципу отрицательной 

обратной связи (Burg J. S., Espenshade P. J., 2011). В условиях низкого уровня 

холестерола в клетке Insig диссоциирует от Hmgcr и стабилизирует ее от 

убиквитинирования и дальнейшей деградации (Xiao X., Song B.-L., 2013). 

Активация экспрессии гена рецепторов к ЛПНП (Ldlr) приводит к 

поглощению ЛПНП, в результате чего снижается уровень холестерола в плазме 

крови. Показано, что у трансгенных мышей с гиперэкспрессий SREBP в печени 

отмечаются более низкие значения холестерола и ТАГ в плазме крови по 

сравнению с таковыми у контрольных мышей, не смотря на то, что у этих мышей 

активно синтезируются жирные кислоты и холестерол. Это как раз и объясняется 
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тем, что наряду с синтезом липидов, активируется экспрессия гена Ldlr. В 

результате этого гепатоциты захватывают ЛПНП с помощью рецепторов, и 

уровень липидов в плазме крови понижается. У Ldlr-дефицитных мышей, 

трансгенных по nSREBP-1a, напротив, регистрируется 10-кратное увеличение 

уровней холестерола и ТАГ в плазме крови (Horton J. D., 2002). 

Транскрипционная регуляция SREBPs намного сложнее. Одним из 

механизмов регуляции SREBP-1с и SREBP-2 является регуляторный блок, 

который опосредуется присутствием стерол-регуляторных элементов в 

энхансерах/промоторах каждого гена. Через этот регуляторный блок nSREBPs 

активируют транскрипцию своих собственных генов (Horton J. D. et al., 2002). 

Еще одним важным регулятором гомеостаза холестерола является Х-

рецептор печени, который регулирует SREBP на транскрипционном и 

посттранскрипцинном уровнях (Ru P. et al., 2013; Xiao X., Song B.-L., 2013). LXR 

состоит из двух ядерных рецепторов – LXRα и LXRβ, которые образуют 

гетеродимеры с ретиноидным Х-рецептором и активируются через оксистеролы 

(Ru P. et al., 2013). LXR способствует транскрипции SREBP в большей степени, 

поскольку на промоторе гена SREBP-1с имеются два LXR-респонсивных элемента 

(LXREs) (Yoshikawa T. et al., 2001), в  то время как на других таргетных генах Х-

рецептора печени, таких как ABC1 (АТФ-связывающего кассетного транспортера 

подсемейства А), CETP (белка, переносящего эфиры холестерола в плазме) и 

CYP7A (семейства цитохрома Р450 подсемейства 7), имеется только один 

единственный LXRE. Действительно, агонисты LXR или RXR могут значительно 

увеличивать транскрипцию SREBP-1с и индуцировать синтез жирных кислот, 

даже в условиях избыточного количества стеролов (Ye J., DeBose-Boyd R. A., 

2011). В экспериментах in vivo и in vitro показано, что такие лиганды, как 

ненасыщенные жирные кислоты, ингибируют связывание гетеродимера 

LXRα/RXRα с LXR-респонсивными элементами в промоторе гена SREBP-1с и это 

приводит к уменьшению уровня мРНК и снижению биосинтеза липидов 

(Horton J. D. et al., 2002; Xiao X., Song B.-L., 2013). 
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Наряду с активацией гена SREBP-1с, Х-рецептор печени может вызывать 

снижение уровня рецепторов к ЛПНП. Этот эффект выявляется при действии 

агониста GW3965. В результате этого происходит деградация рецепторов к ЛПНП 

через индукцию Е3 убиквитинлигазы (по Idol-зависящему пути) (Рисунок 5) 

(Guo D. et al., 2011; Zelcer N. et al., 2009). 

 

Рисунок 5. Эффект Х-рецептора печени (LXR) на транскрипционный фактор 
SREBP (Ru P. et al., 2013; Xiao X., Song B.-L., 2013). 
Примечание: ABCA, G – АТФ-связывающий кассетный транспортер подсемейства А и G; 
LXR – Х-рецептор печени; RXR – ретиноидный Х-рецептор; 25HC – 25-гидроксихолестерол; 
SREBP – белок, связывающий стерол-регуляторный элемент. 

 

Таким образом, активация Х-рецептора печени стимулирует: 1) экспрессию 

SREBPs, вызывая синтез жирных кислот и холестерола; 2) экспрессию ABCA1, 

способствуя высвобождению холестерола из гепатоцитов; 3) снижение уровня 

рецепторов к ЛПНП через активацию деградации рецепторов по Idol-зависящему 

пути. 

Резюмируя вышесказанное, можно утверждать, что биосинтез и поглощение 

холестерола гепатоцитами контролируется по принципу отрицательной обратной 

связи. Когда клетки накапливают избыточное количество стеролов, активность 

ГМГ-КоА-редуктазы уменьшается и количество рецепторов к ЛПНП также 

снижается. И, напротив, при уменьшении внутриклеточного содержания 
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холестерола гепатоциты поддерживают высокую активность этого фермента и 

экспрессируют большое количество рецепторов к ЛПНП на своей поверхности. К 

тому же, поскольку в печени идет синтез желчных кислот из холестерола, то и 

сами желчные кислоты подавляют активность гена ГМГ-КоА-редуктазы, 

выступая в роли регуляторов этого гена. Все эти данные указывают на то, что 

биосинтез холестерола – это сложный процесс, который контролируется как на 

транскрипционном уровне (через SREBPs, LXR транскрипционные факторы), так 

и на посттранскрипционном уровне (через процессы фосфорилирования/ 

дефосфорилирования) (Goldstein J. L. et al., 2006). 

1.1.3. Молекулярно-генетическая регуляция синтеза жирных кислот и 

триацилглицеролов 

Биосинтез жирных кислот начинается с карбоксилирования ацетил-КоА и 

превращения его в малонил-КоА, который является важным предшественником 

синтеза жирных кислот. Ключевым ферментом этой реакции является ацетил-

КоА-карбоксилаза, которая ковалентно связана с биотином. Активность фермента 

ацетил-КоА-карбоксилазы определяет скорость всех последующих реакций 

синтеза жирных кислот, а малонил-КоА играет важную роль в регуляции β-

окисления жирных кислот в митохондриях за счет ингибирования фермента 

карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 (Munday M. R., Hemingway Ch. J., 1999). 

Экспрессия генов, продукты которых участвуют в регуляции уровня 

жирных кислот и ТАГ, контролируется транскрипционными факторами SREBP-

1c, PPARγ и LXRα (Shimano H., 2002; Колчанов Н. А. и соавт., 2006; Sato R., 2010; 

Xiao X., Song B.-L., 2013). Как было упомянуто выше, транскрипционные 

факторы SREBP синтезируются в виде неактивных предшественников pre-SREBP. 

Далее, в результате процессинга происходит созревание SREBP до активной 

формы. Этот процесс зависит от уровня холестерола и находится под контролем 
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белков Insig (Колчанов Н. А. и соавт., 2006). Среди транскрипционных факторов 

этого семейства SREBP-1с контролирует синтез жирных кислот и ТАГ через 

такие таргетные гены ферментов, как синтаза жирных кислот (FAS) и ацетил-

КоА-карбоксилаза (ACC) (Horton J. D. et al., 2002; Колчанов Н. А. и соавт., 2006; 

Mihaylova M. M., Shaw R. J., 2012; Xiao X., Song B.-L., 2013). SREBP-1с сам 

способен активировать экспрессию транскрипционного фактора PPARγ, 

относящегося к семейству рецепторов, активируемых пероксисомными 

пролифераторами (Колчанов Н. А. и соавт., 2006). Этот транскрипционный 

фактор активируется лигандами, такими как жирные кислоты и некоторыми 

лекарственными веществами, например, фибратами, флавоноидами (De Filippis B. 

et al., 2011; Wei T. et al., 2014). 

Повышение внутриклеточного уровня жирных кислот в результате 

активации биосинтеза de novo и/или поступления в клетку усиливает экспрессию 

генов, регулируемых факторами PPARγ (в адипоцитах) и PPARα (в гепатоцитах) 

(Sanguino E. et al., 2004; De Filippis B. et al., 2011; Pawlak M. et al., 2015), таких как 

LXRα и INSIG-1, которые контролируют экспрессию транскрипционного фактора 

SREBP-1с (Repa J. et al., 2000; Juvet L. et al., 2003). С другой стороны, PPARγ 

активирует экспрессию транспортных белков FATP и CD36, которые переносят 

жирные кислоты из внеклеточного пространства и активируют ген ключевого 

фермента глицеронеогенеза в адипоцитах фосфоенолпируват-карбоксилазу 

(PEPCK-C). Таким образом, при активации PPARγ эндогенный синтез жирных 

кислот снижается и одновременно активируется система генов, контролирующих 

поступление свободных жирных кислот в клетки и депонирование их в форме 

ТАГ (Колчанов Н. А. и соавт., 2006). 

Биосинтез жирных кислот контролируется и процессами 

фосфорилирования/дефосфорилирования (Munday M. R., Hemingway Ch. J., 1999). 

В последнее время активно изучают роль АМФ-активируемой протеинкиназы 

(AMФК) в регуляции метаболизма жирных кислот. АМФК непосредственно 

фосфорилирует ГМГ-КоА-редуктазу и ацетил-КоА-карбоксилазу, что приводит к 

ингибированию данных ферментов. Кроме того,  АМФК фосфорилирует SREBP-
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1, что вызывает стойкое ингибирование АСС1 и АСС2 (Mullen P. J., 2011; 

Mihaylova M. M., Shaw R. J., 2012). Известно, что AMФК фосфорилирует и 

транскрипционный фактор, чувствительный к глюкозе, ChREBP, который 

контролирует экспрессию генов липогенеза, находящихся под контролем SREBP-

1 (Kawaguchi T. et al., 2002; Dentin R. et al., 2005). 

1.1.4 Молекулярно-генетическая регуляция катаболизма жирных кислот 

Катаболизм жирных кислот происходит в матриксе митохондрий и 

называется β-окислением. Эта реакция протекает только в аэробных условиях и 

заканчивается образованием ацетил-КоА (Bonnefont J.-P. et al., 2004). Жирные 

кислоты с длинной углеводородной цепью переносятся через внутреннюю 

мембрану митохондрий с помощью карнитина. На внешней мембране 

митохондрий находится фермент карнитин-пальмитоилтрансфераза I, которая 

катализирует реакцию с образованием ацилкарнитина. Образовавшийся 

ацилкарнитин проходит через межмембранное пространство к наружной стороне 

внутренней мембраны и транспортируется с помощью 

карнитинацилкарнитинтранслоказы на внутреннюю поверхность внутренней 

мембраны митохондрий, где фермент карнитин-пальмитоилтрансфераза II 

катализирует перенос ацила на внутримитохондриальный КоА. После этого ацил-

КоА включается в реакции β-окисления жирных кислот (Linden D., 2002; 

Bonnefont J.-P. et al., 2004; Wei T. et al., 2014; De Filippis B. et al., 2015). 

Несмотря на многочисленные факторы, контролирующие экспрессию генов 

карнитин-пальмитоилтрансферазы, главными регуляторами считаются PPARs 

(Bonnefont J.-P. et al., 2004; Sanguino E. et al., 2004; De Filippis B. et al., 2011, 2015; 

Park J. S. et al., 2015). 

Семейство PPARs включает три изоформы: PPARα (NR1C1), PPARγ 

(NR1C3) и PPARδ/β (NR1C2), которые кодируются разными генами (Pawlak M. et 
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al., 2015). Транскрипционные факторы PPARs поддерживают гомеостаз липидов и 

глюкозы и контролируют гены, вовлеченные в их метаболизм (Robinson E., 

Grieve D. J., 2009). PPARs образуют гетеродимеры с другими транскрипционными 

факторами, такими как ретиноидный Х-рецептор и соответствующими ответными 

элементами (PPRE) (De Filippis B. et al., 2015; Pawlak M. et al., 2015). 

Таким образом, в присутствии лигандов к PPARs усиливается β-окисление 

жирных кислот в матриксе митохондрий за счет повышения экспрессии 

ферментов карнитин-пальмитоилтрансферазы I и II (Рисунок 6) (Pawlak M. et al., 

2015). 

 

Рисунок 6. Регуляция биосинтеза и катаболизма жирных кислот рецепторами, 
активируемыми пероксисомными пролифераторами (PPARs) и АМФ-
активируемой протеинкиназой (AMРК). 
Примечание: АСС – ацетил-КоА-карбоксилаза; СРТ1 и СРТ2 – карнитин-
пальмитоилтрансфераза I и II; FAT/CD36 – транспортный белок жирных кислот. 

 

Резюмируя сказанное, можно утвеждать, что для поиска мишеней и 

вскрытия механизма действия гиполипидемических лекарственных средств 

необходимо исследовать экспрессию мРНК ключевых генов метаболизма 

холестерола, а именно гена Hmgcr – фермента синтеза холестерола (ГМГ-КоА-

редуктазы), гена Ldlr – рецептора к ЛПНП, гена Soat1 – фермента синтеза эфиров 

холестерола (ацилКоА: холестеролацилтрансферазы) и гена Cyp7a1 – фермента 
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синтеза желчных кислот (7α-гидроксилазы), а также генов Cpt1a и Cpt2 – 

ферментов карнитин-пальмитоилтрансферазы I и II, регулирующих β-окисление 

жирных кислот (Рисунок 7). 

Гепатоцит

КПТ 1
(Cpt1a) КПТ 2

(Cpt2)

β-окисление
жирных кислот

Рецептор
к ЛПНП

(Ldlr)

ГМГ-КоА

ГМГ-КоА-редуктаза
(Hmgcr) мевалонат

холестерол
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холестерола

Желчные
кислоты

7-α-гидроксилаза
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Ацетил-КоА

Ацетил-КоА-карбоксилаза
(Acaca) малонил-КоА

Жирные кислоты

Митохондрии

 
Рисунок 7. Ключевые гены обмена липидов. 
Примечание: АХАТ – ацилКоА: холестеролацилтрансфераза; ГМГ-КоА – 3-гидрокси-3-
метилглутарил-КоА; КПТ 1 и КПТ 2 – карнитин-пальмитоилтрансфераза I и II; ЛПНП – 
липопротеины низкой плотности. 

1.2. Экспериментальные модели гиперлипидемии 

Одним из наиболее приемлемых подходов к изучению механизмов развития 

гиперлипидемии при ожирении, НАЖБП и социально-значимых ССЗ, 

обусловленных атеросклерозом, является использование экспериментальных 

моделей данных заболеваний на клеточных культурах и экспериментальных 

животных (Singh V. et al., 2009; Никоноров А. А. и соавт., 2013; Kanuri G., 

Bergheim I., 2013). 

В настоящее время модели на клеточных линиях in vitro получили широкое 

применение. Культуры клеток животных и микроорганизмов обладают 

способностью к самовоспроизводству, требуют меньших материальных затрат, и 
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работа с ними не обременена этическими ограничениями (Макаров М. С., 2013; 

Takahashi J. et al., 2013). Клетки используют как для фундаментальных 

исследований, так и для разработки тест-систем, эксперименты на которых дают 

первичное представление об эффективности и токсичности вещества, а также 

способствуют снижению сроков и себестоимости разработки лекарственных 

средств (Сенявина Н. В. и соавт., 2013). 

Одним из подходов моделирования экспериментальной гиперлипидемии in 

vitro является культивирование клеток с жирными кислотами в комплексе с 

альбумином (Joshi-Barve S. et al., 2007; Kojima K. et al., 2011; Niu Yu. et al., 2012). 

Добавление жирных кислот в инкубационную среду к клеткам приводит к 

накоплению в них ТАГ, холестерола и сопровождается развитием окислительного 

стресса (Wang X. H. et al., 2009; Garcia-Ruiz I. et al., 2015). Однако такой подход не 

применим in vivo, поскольку для увеличения содержания жирных кислот в плазме 

крови необходимо внутривенное введение, которое может привести к высокой 

локальной концентрации жирных кислот (в месте инъекции) и вызвать гемолиз 

эритроцитов. Кроме того, инъекция жирных кислот в связанной с альбумином 

форме чревата опасностью введения в кровяное русло чужеродного белка. В связи 

с этим повышение содержания жирных кислот в плазме крови вызывают 

введением ТАГ, которые под действием липопротеинлипазы способствуют 

высвобождению жирных кислот (Ньюсхолм Э., Старт К., 1977). Поэтому другим 

подходом моделирования экспериментальной гиперлипидемии in vitro и in vivo 

является введение жировой эмульсии липофундина (Ilan E. et al., 2005, Tirosh O. et 

al., 2009; Delgado Roche L. et al., 2010; 2012). 

Липофундин МСТ/ЛСТ – это жировая эмульсия для парентерального 

питания, которая содержит соевое масло, среднецепочечные ТАГ, фосфатиды 

яичного желтка, глицерол и токоферол. В состав соевого масла входят 

нейтральные ТАГ, состоящие преимущественно из ненасыщенных жирных 

кислот. Среднецепочные триацилглицеролы являются смесью нейтральных ТАГ, 

содержащих в основном каприловую (около 60 %) и каприковую (около 40 %) 

кислоты (Burrin D. G. et al., 2014). 
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Культивирование первичных гепатоцитов и клеточной культуры 

гепатокарциномы крыс линии FaO с жировой эмульсией липофундином приводит 

к повышению содержания липидов в клетках (Ilan E. et al., 2005, Tirosh O. et al., 

2009). H. Jellinek с коллегами еще в 1982 году продемонстрировали, что введение 

липофундина приводит к образованию атеросклеротических бляшек у кроликов, а 

L. Delgado Roche и соавторы (2012) подтвердили, что введение липофундина 

кроликам и крысам стимулирует увеличение ХС, ТАГ, ХС-ЛПНП и ХС-ЛПВП 

(Delgado Roche L. et al., 2012). Исследователи S. Hailer и G. Wolfram (1986) 

показали, что жировая эмульсия липофундина вызывает 

гипертриацилглицеролемию у людей (Gura K. et al., 2007; Delgado Roche L., 2012). 

Гиперлипидемия развивается за счет увеличения содержания ТАГ и холестерола, 

а также снижения уровня неатерогенных ЛПВП (Riemens S. C. et al., 1999). 

Высокое содержание экзогенных ТАГ способствуют синтезу холестерола, 

АроВ100 и образованию ЛПОНП. В действительности, липофундин в 

концентрации 10 % вызывает у людей после парентерального питания увеличение 

общего холестерола на 60 % (Delgado Roche L. et al., 2012). 

Введение липофундина способствует также развитию окислительного 

стресса (Delgado Roche L. et al., 2012, Ilan E. et al., 2005, Tirosh O. et al., 2009). У 

крыс, принимавших липофундин, был зарегистрирован высокий уровень 

малонового диальдегида (МДА) в сыворотке крови. Повышение уровня МДА 

является не только маркером окислительного стресса, но также биохимическим 

маркером развития атеросклероза и других заболеваний, ассоциированных с 

высоким содержанием сывороточных липидов (Delgado L. et al., 2010). Обращает 

на себя внимание также, что у крыс увеличивалась активность 

супероксиддисмутазы, каталазы и содержание окисленных белков, что указывает 

на образование АФК и развитие окислительного стресса в организме (Delgado 

Roche L. et al., 2012). Продукция АФК, индуцированная введением липофундина, 

приводит к истощению антиоксидантных систем, повреждению клеток и 

развитию окислительного стресса. Действительно, введение липофундина 

кроликам приводит к существенному снижению содержания глутатиона в 
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сыворотке крови, что подтверждает снижение антиоксидантной активности 

(Delgado Roche L. et al., 2012, Maiese K. et al., 2010). 

О. Tirosh с коллегами (2009) в экспериментах in vitro показали, что гибель 

клеток гепатокарциномы при добавлении липофундина в культуральную среду 

связана с повышением уровня внутриклеточных АФК (Tirosh O. et al., 2009). 

Высокий уровень АФК приводит к гибели клеток путем некроза или апоптоза 

(Han D. еt al., 2006). Возможными механизмами, с помощью которых АФК могут 

истощать антиоксадантный потенциал клеток  и вызывать дисфункцию 

митохондрий являются повышение активности НАДФН оксидазы, пероксисом и 

цитохрома P450 (Finkel T., Holbrook N. J., 2000). Действительно, на клеточной 

культуре гепатокарциномы было показано, что добавление в культуральную 

среду ротенона (ингибитора митохондриального комплекса I) или 

дифениленйодониума (ингибитора НАДФН оксидазы) приводит к существенному 

снижению уровня АФК, индуцированных липофундином (Tirosh O. et al., 2009). 

Известно также, что липофундин вызывает некроз клеток за счет уменьшения 

содержания негистонового хромосомного белка (HMGB1) (Tirosh O. et al., 2009), 

который является маркером клеток, погибающих путем некроза (Scaffidi P. et al., 

2002; Rovere-Querini P. et al., 2004). 

Таким образом, при введении липофундина формируется порочный круг. 

Липофундин индуцирует внутриклеточное образование АФК (Delgado Roche L. et 

al., 2012, Ilan E. et al., 2005, Tirosh O. et al., 2009), а продукция АФК в 

митохондриях может способствовать накоплению ТАГ и развитию стеатоза 

печени за счет активации SREBP транскрипционных факторов через PI3K-Akt 

сигнальный путь (Kohli R. et al., 2007; Ru P. et al., 2013). Данные результаты 

указывают на потенциальный механизм гиперлипидемического действия 

липофундина. 

Повреждающий эффект ТАГ, который они оказывают на функцию 

митохондрий, удивителен, поскольку происходит истощение аденозинтрифосфата 

(АТФ), хотя липиды являются источником энергии. Следует учесть также, что 
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снижение уровня АТФ за счет окислительного стресса способствует развитию 

некроза клеток (Kim J. S. et al., 2003). 

В экспериментах in vitro было показано, что добавление липофундина в 

инкубационную среду к клеткам линии FaO приводит к фосфорилированию 

АМФК (Tirosh O. et al., 2009), которая чувствительна к повышению соотношения 

АДФ/АТФ (Luiken J. J. et al., 2003). AMФК входит в семейство серин/треонин 

протеиновых киназ и является триггером катаболических путей и ингибитором 

анаболических процессов, требующих расхода АТФ (Залевская А. Г., 

Патракеева Е. М., 2008), таких как синтез жирных кислот, ТАГ и холестерола 

(Mihaylova M. M., Shaw R. J., 2012). Активация AMФК приводит к уменьшению 

содержания предшественника биосинтеза жирных кислот малонил-КоА 

вследствие инактивации ацетил-КоА-карбоксилазы и активирования малонил-

КоА-декарбоксилазы. Кроме того, введение крысам липофундина в течение 6-ти 

дней приводит к уменьшению экспрессии мРНК генов SREBP1c и ACCα в печени 

(Anavi S. et al., 2010). 

Таким образом, введение липофундина приводит к фосфорилированию 

АМФ-активируемой протеинкиназы, которая, в свою очередь, инактивирует 

ферменты ацетил-КоА-карбоксилазу и ГМГ-КоА-редуктазу, в результате чего 

уменьшается уровень малонил-КоА и блокируется эндогенная продукция жирных 

кислот, ТАГ и холестерола гепатоцитами (Рисунок 8) (Anavi S. et al., 2010). В то 

же время в экспериментах in vivo и in vitro показано, что введение липофундина 

приводит к накоплению ТАГ в гепатоцитах. Это обусловлено активацией SREBP 

транскрипционных факторов через PI3K-Akt сигнальный путь (Kohli R. et al., 

2007; Ru P. et al., 2013) и поступлением ТАГ в клетки из жировой эмульсии путем 

пиноцитоза или диффузии (Рисунок 8) (Tirosh O. et al., 2009). В подтверждение 

последнего показано, что добавление в культуральную среду ингибитора липазы 

(параоксона) не уменьшает накопление липидов в клетках и не препятствует ему 

(Tirosh O. et al., 2009). 
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Рисунок 8. Липофундин-опосредованное развитие гиперлипидемии и 
окислительного стресса в клетках in vitro. 
Примечание: АТФ – аденозинтрифосфат; АФК – активные формы кислорода; ТАГ – 
триацилглицеролы; АМФК – АМФ-активируемая протеинкиназа; АМФК-Р – 
фосфорилированная АМФ-активируемая протеинкиназа; АСС – ацетил-КоА-карбоксилаза; 
АСС-Р – фосфорилированная ацетил-КоА-карбоксилаза; СРТ1 – карнитин-
пальмитоилтрансфераза 1; MEK – митоген-активируемая протеинкиназа/киназа, регулируемая 
экстраклеточным сигналом (MAPK/ERK); PI3K/Akt – фосфоинозитол-3-киназа/протеинкиназа 
В; SREBP – белок, связывающий стерол-регуляторный элемент; 
       активация;       ингибирование. 

 

Исходя из вышеизложенного, можно заключить, что моделирование 

экспериментальной гиперлипидемии и окислительного стресса in vitro путем 

добавления жировой эмульсии липофундина в культуральную среду является 

адекватной моделью для исследования гиполипидемической активности 

лекарственных средств. 

В организме человека и животных лекарства подвергаются абсорбции, 

распределению, метаболизму и экскреции (принцип АРМЭ). Эти процессы 

определяют концентрацию лекарства в кровотоке и тканях с течением времени 

(Сенявина Н. В. и соавт., 2013). Инкубирование клеток в культуральных флаконах 

не создает микроокружение, аналогично таковому в целом организме, которое 
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участвует в процессах AРMЭ (Esch M. B. et al., 2011). Поэтому следующей 

стадией после тестирования лекарственного вещества на клеточных культурах 

являются испытания на животных. Выделяют модели острой и хронической 

гиперлипидемии in vivo (Миронов А. Н., 2012). 

Острую гиперлипидемию у животных моделируют однократным 

внутрибрюшинным введением детергентов тритона WR 1339 или твина 80 

(Окуневич И. В. и соавт., 2010). Данная модель характеризуется мощным 

развитием гиперлипидемии у крыс. На поверхности ЛПОНП образуется слой, 

препятствующий образованию энзимо-субстратного комплекса с 

липопротеинлипазой. Это препятствуют утилизации липoпротеинoв, бoгатых 

ТАГ, и спoсoбствуют их накоплению в крови экспериментальных животных 

(Хабриев Р. У., 2005; Короленко Т. А. и др., 2010; Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Наряду с этим детергент вызывает внутрипеченочный холестаз вследствие 

резкого увеличения синтеза холестерола в печени за счет активации ГМГ-КоА-

редуктазы (Окуневич И. В. и соавт., 2010), повышает экспрессию рецепторов, 

участвующих в метаболизме ЛПНП (Millar J. S. et al., 2005), уменьшает клиренс 

липопротеинов (Короленко Т.А. и соавт., 2010). Тритоновая модель 

гиперлипидемии характеризуется значительным увеличением концентрации 

проатерогенных фракций и субфракций липопротеинов и является адекватной для 

изучения влияния гиполипидемических средств (Логинова В. М., 2011). 

Другим подходом к моделированию острой гиперлипидемии является 

однократное введение перорально крысам и мышам 40-50 %-го раствора этанола 

(5-6 г/кг) (Sapronov N. S. et al., 2006). Этанол стимулирует выработку адреналина 

надпочечниками, что приводит к резкой активации липолиза с последующим 

повышением уровня жирных кислот в крови и усиленному депонированию ТАГ в 

печени (Хабриев Р. У., 2005; Окуневич И. В. и соавт., 2010). В то же время 

увеличение концентрации ТАГ в печени при введении этилового спирта 

обусловлено в большей степени и снижением окисления жирных кислот в 

митохондриях. Известно, что при метаболизме этанола образуется большое 

количество НАДН, который ингибирует активность ферментов цикла 
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трикарбоновых кислот и окисление свободных жирных кислот, что приводит к 

развитию гиперлипидемии [Yao P. et al., 2007; Dahiru  D., Obidoa O., 2009]. 

Спектры липидов и липопротеинов экспериментальных животных разных 

видов отличаются друг от друга. У морских свинок почти весь холестерол 

находится в атерогенных липопротеинах, а у крыс – в антиатерогенных ЛПВП, 

поэтому крысы более устойчивы к индукции экспериментальной гиперлипидемии 

(Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Для изучения гиполипидемической активности новых лекарственных 

веществ широко используется модель хронической гиперлипидемии с помощью 

длительного (от 2 недель до 3 месяцев) кормления экспериментальных животных 

высокожировой пищей, богатой холестеролом (Миронов А. Н., 2012). Для 

создания данной модели у крыс необходимо к диете, содержащий холестерол, 

добавлять тиреоидсупрессорный агент – 6-метил тиоурацил (Окуневич И. В. и 

соавт., 2010). 

Наиболее часто для моделирования гиперлипидемии у грызунов применяют 

диету, основанную на высоком содержании в пище насыщенных жирных кислот и 

холестерола. Содержание жира в пище варьирует от 20 до 60 %. Жиры 

представлены жирами животного (говяжье, свиное сало) и растительного 

(оливковое, кокосовое масло) происхождения. Такая диета приводит к 

увеличению массы тела, нарушению толерантности к глюкозе, способствует 

повышению содержания циркулирующего в сыворотке ХС-ЛПНП. Для ускорения 

развития гиперхолестеролемии к жировой диете добавляют холевую кислоту (0,1–

0,5 %). Холевая кислота способствует всасыванию холестерола и других жиров и 

по механизму обратной связи подавляет образование желчных кислот из 

холестерола (Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Разработанная диета позволяет выявить у новых соединений не только 

гиполипидемический эффект, но и определить степень липидоза аорты, индекс 

атерогенности, позволяющий оценить защитные свойства лекарственных средств 

(Sapronov N. S. et al., 2006). 
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Таким образом, использование традиционных тест-систем, таких как 

клеточные линии in vitro, и проведение исследований на моделях острой и 

хронической гиперлипидемии in vivo позволяет выявить вещества с 

потенциальной гиполипидемической активностью и установить их механизмы. 

1.3. Терапия гиперлипидемии: современные подходы 

1.3.1 Современные гиполипидемические средства 

В настоящее время для терапии гиперлипидемий используют достаточно 

большое количество лекарственных средств, обладающих различными 

механизмами действия. Наиболее эффективным подходом к решению проблемы 

профилактики и лечения гиперлипидемии является использование лекарственных 

средств, способных снижать уровень холестерола, общих липидов и 

нормализовать спектр липидов крови (Хабриев Р. У., 2005). 

Согласно Всемирной организации здравоохранения, гиполипидемические 

препараты классифицируются: 1) статины (ингибиторы ГМГ-КоА-редуктазы); 2) 

фибраты; 3) секвестранты желчных кислот; 4) производные никотиновой 

кислоты; 5) препараты с другими механизмами действия; 6) различные 

комбинации ингибиторов ГМГ-КоА-редуктазы и других лекарственных средств 

(Таблица 1) (ВОЗ, 2016). 

Однако, несмотря на широкий спектр синтетических гиполипидемических 

препаратов на фармацевтическом рынке, проблема профилактики и терапии 

атерокслероза, ассоциированных с ним ССЗ, а также НАЖБП, сахарного диабета 

2 типа, метаболического синдрома не решена (Ramsey S. et al., 2010). К тому же 

некоторые препараты из данного класса лекарственных средств характеризуются 

недостаточно высокой активностью и вызывают серьезные побочные эффекты 

(Сквиззато А. и соавт., 2011; Kim W. S. et al., 2001; Guyton J. R., 2006). 
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Таблица 1 
Классификация гиполипидемических средств согласно 

Всемирной организации здравоохранения 
 Наименование класса 

лекарственных средств 
Наименование 

лекарственного препарата 
Ингибиторы ГМГ-КоА-редуктазы Симвастатин, ловастатин, 

правастатин, флувастатин, 
аторвастатин, церивастатин, 
розувастатин, питавастатин. 

Фибраты Клофибрат, безафибрат, алюминия 
клофибрат, гемфиброзил, 
фенофибрат, симфибрат, 

ронифибрат, ципрофибрат, 
этофибрат, клофибрид, холина 

фибрат 
Секвестранты желчных кислот Холестирамин, колестипол, 

колекстран, колесевелам 
Никотиновая кислота и ее 

производные 
Ницеритрол, никотиновая кислота, 

никофураноза, алюминия 
никотинат, никотиниловый спирт, 

аципимокс 

Лекарственные 
средства, 

снижающие 
концентрацию 

холестерола и ТАГ 
в сыворотке крови, 
монокомпонентные 

Прочие препараты, снижающие 
концентрацию холестерола и ТАГ 

в сыворотке крови 

Декстротироксин, пробукол, 
тиаденол, меглутол, омега-З-

триглицериды, магния 
пиридоксаль 5-фосфат глутамат, 

поликосанол, эзетимиб, 
алипогентипарвовек, мипомерсен 

Ингибиторы ГМГ-КоА-редуктазы 
в комбинации с другими 

гиполипидемическими средствами 

Ловастатин и никонитовая 
кислота, симвастатин и эзетимиб, 

правастатин и фенобибрат 

Лекарственные 
средства, 

снижающие 
концентрацию 

холестерола и ТАГ 
в сыворотке крови, 

комбинации 

Ингибиторы ГМГ КоА-редуктазы 
в комбинации с другими 

лекарственными средствами 
 

Симвастатин и ацетилсалициловая 
кислота, правастатин и 

ацетилсалициловая кислота, 
аторвастатин и амлодипин, 

симвастатин, ацетилсалициловая 
кислота и рамиприл 

 

Исследования, проведенные в разных странах мира, показывают, что 

терапия статинами может приводить к развитию миопатии. При этом с 

увеличением дозы препарата риск возникновения этого заболевания возрастает 

вплоть до рабдомиолиза – крайней степени миопатии (Kim W. S. et al., 2001; 

Guyton J. R., 2006; Окуневич И. В. и соавт., 2010). Назначение статинов в 

сочетании с некоторыми лекарственными средствами, а также при 
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паренхиматозных заболеваниях печени, вызывает побочные реакции со стороны 

гепатобилиарной системы (Bays H., 2006; Guyton J. R., 2006). 

Терапия гиполипидемическими средствами группы фибратов может 

вызвать гепатомегалию (Окуневич И. В. и соавт., 2010) с увеличением активности 

трансаминаз, повышением содержания креатинина и мочевины в сыворотке 

крови, диспепсические явления, а также нарушения дыхательной системы, 

астению, потерю волос (Adult treatment panel III, 2002; Moutzouri E. et al., 2010). 

Секвeстранты жeлчных кислот вызывают повышениe уровня ТАГ в 

сывороткe крови, что приводит к компенсаторному увеличению синтеза 

эндогенных ЛПОНП (Beysen C. et al., 2012). Показано также, что применение 

препаратов этой группы вызывает побочные эффекты со стороны желудочно-

кишечного тракта  изжогу, метеоризм, запор и неприятные вкусовые ощущения 

(Adult treatment panel III, 2002). 

Лекарственные средства из группы никотиновой кислоты также обладают 

рядом нежелательных эффектов: активируют фибринолитическую систему, 

вызывают покраснение кожи за счет вазодилатации периферических сосудов и 

выброса простагландинов, повышают активность трансаминаз в сыворотке крови 

и увеличивают уровень мочевой кислоты. В отдельных случаях возможно 

развитие печеночной недостаточности, подагры. Кроме того, прием 

лекарственных средств этой группы может вызывать неспецифические симптомы, 

такие как головокружение, тошнота, рвота, холестаз, мигрень, повышение 

нервной возбудимости и импотенцию (Российские рекомендации, 2009; 

Справочник Видаль, 2011; Adult treatment panel III, 2002). 

Исходя из изложенного выше, можно сделать вывод, что, несмотря на 

большое разнообразие синтетических гиполипидемических лекарственных 

средств на фармацевтическом рынке, существует необходимость поиска новых 

лекарственных средств этой группы, которые будут обладать высокой 

эффективностью в сочетании с хорошей переносимостью и низкой стоимостью. 
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1.3.2 Сесквитерпеновые лактоны – перспективные соединения для 

профилактики и лечения гиперлипидемии 

Перспективным источником гиполипидемических лекарственных средств 

являются вещества растительного происхождения с терпеноидной структурой 

(Krettli A. U. et al., 2001; Wagner S. et al., 2006; Bezie I. F. F., 2011), которые 

обладают достаточно высокой фармакотерапевтической активностью, низким 

уровнем побочных эффектов и хорошей переносимостью (Kitson R. A. et al., 2009; 

Kumar D. et al., 2012). 

Среди терпеноидов, продуцируемых растениями, активно изучаются 

сесквитерпеновые лактоны. Они представляют собой обширную группу как по 

количеству соединений, так и по разнообразию углеродного скелета и обладают 

высокой биологической активностью (Chaturvedi D., 2011; Zaghloul A. M., 2014; 

Ivanescu B. et al., 2015). В наибольшем количестве сесквитерпены присутствуют в 

растениях семейства Астровых (Asteraceae), Кизиловых (Cornaceae), Рутовых 

(Rutaceae) и Магнолиевых (Magnoliaceae) (Племенков В. В., 2006). 

Растения семейства Сложноцветных (Compositae) содержат α-метилен-γ-

лактоны, которые обладают широким спектром биологической активности. Этими 

соединениями обусловлены противовоспалительные, противоопухолевые, цито- и 

фитотоксические, антибактериальные, противовирусные, противомалярийные и 

противогрибковые действия (Таблица 2) (Вайнсон В. В. и соавт, 2005; 

Рахимов К. Д., 2005; Zhang S. et al., 2005; Arantes F. et al., 2011; Chaturvedi D., 

2011; Ivanescu B. et al., 2015). 

В экспериментах in vitro показано, что сесквитерпеновый лактон 

партенолид, выделенный из пиретрума девичьего (Tanacetum parthenium), 

ингибирует пролиферацию и вызывает апоптоз опухолевых клеток гепатомы, 

холангиокарциномы, опухолевых клеток поджелудочной железы (Wyrebska A. et 

al., 2012; 2013). 
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Таблица 2 
Распределение различных классов сесквитерпеновых лактонов семейства 

Сложноцветных (Compositae) в зависимости от структуры 
Род растений (№ рода) № рода 

сесквитерпеновых 
лактонов 

Тип присутствующих лактонов 

Посконниковые (Eupatorieae) (50) 4 Гермакранолиды 
Элеманолиды 
Гваянолиды 

Амбросанолиды 
Секо-амбросанолиды 

Вернониевые(Vernonia) (50) 4 Гермакранолиды 
Элеманолиды 
Гваянолиды 

Астровые (Astereceae) (100) 1 Гермакранолиды 
Гваянолиды 

Элеманолиды 
Девясиловые (Inuleae) (100) 5 Гваянолиды 

Ксантанолиды 
Амбросанолиды 
Геленанолиды 

Секо-эвдесманолиды 
Секо-амбросанолиды 

Гермакранолиды 
Подсолнечниковые (Heliantheae) (250) 24 Элеманолиды 

Гваянолиды 
Эвдесманолиды 
Ксантанолиды 

Амбросанолиды 
Геленанолиды  

Секо-эвдесманолиды 
Секо-амбросанолиды 
Секо-геленанолиды 

Крестовниковые (Senecioneae) (50) 4 Гермакранолиды 
Ксантанолиды 

Эремофиланолиды 
Геленанолиды 
Баккенолиды 

Тысячелистниковые (Anthemideae) 
(50) 

10 Гермакранолиды 
Элеманолиды 
Гваянолиды 

Геленанолиды 
Кадинанолиды 

Хриморанолиды 
Календуловые (Arcototeae-

Calenduleae) (50) 
1 Гваянолиды 
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Продолжение Таблицы 2 

Артишоковые (Cynareae) (50) 8 Гермакранолиды 
Элеманолиды 
Гваянолиды 

Эвдесманолиды 
Мутисиевые (Mutisieae) (55) 1 Эвдесманолиды 

Латуковые (Lactucae) (75) 7 Гермакранолиды 
Эвдесманолиды Гваянолиды 

 

При этом гибель клеток путем апоптоза опосредованно α-метилен-γ-

лактоновым скелетом партенолида и связана с ингибированием 

транскрипционного фактора NF-kB (Yip-Schneider M. T. et al., 2005; Saadane A. et 

al., 2007; Chaturvedi D., 2011), дисфункцией митохондрий и увеличением уровня 

АФК (Wen J. et al., 2002; Chaturvedi D., 2011). Партенолид снижает также 

экспрессию мРНК, уровень белков металлопротеиназы 9 и урокиназного 

активатора плазминогена, проявляя антиметастатический эффект (Wyrebska A. et 

al., 2012). 

Сесквитерпеновые лактоны этого же семейства Сложноцветных (или 

Астровых), выделенные из тысячелистника обыкновенного (Achillea millefolium), 

обладают противовоспалительным, противоотечным и спазмолитическим 

действием при заболеваниях желудочно-кишечного тракта (Glasl S., 2002). 

Противовоспалительный эффект сесквитерпеновых лактонов растений рода 

полыни (Artemisia) семейства Астровых (Asteraceae) проявляется за счет 

ингибирования NO-синтазы и циклооксигеназы-2 через инактивацию NF-kB 

сигнального пути (Wagner S. et al., 2006; Emami S. A. et al., 2010). 

Противовоспалительным эффектом обладают также сесквитерпены, выделенные 

из Cyclolepis genistoides (Sosa A. et al., 2011), сферантуса индийского 

(Sphaeranthus indicus), который, в том числе, обладает гепатопротективным, 

антиоксидантным и гиполипидемическим действием (Galani V. J. et al., 2010; 

Mahesh A. et al., 2010). 

Выделенный из полыни однолетней (Artemesia annua) сесквитерпеновый 

лактон артемизинин и его производные обладают противомалярийной и 

противовирусной активностью, а лактоны вернодалин, вернолид, алантолактон, 
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изоалантолактон – антибактериальной активностью (Kitson R. A. et al., 2009; 

Chaturvedi D., 2011). 

Наряду с перечисленными видами фармакологической активности в 

литературе имеются немногочисленные сведения о гиполипидемическом эффекте 

отдельных сесквитерпеновых лактонов (Аксартов Р. М., 2004; Роднова Е. А, 2012; 

2013; Shimoda H. et al., 2002; Eliza J. et al., 2009). 

Так, показано, что сесквитерпеновые лактоны тысячелистника Вильгельмса 

(Achillea wilhelmsii) снижают уровень ХС, ХС-ЛПНП и повышают содержание 

ХС-ЛПВП (Asgary S. et al., 2000). 

Костунолид – сесквитерпеновый лактон, выделенный из малайского имбиря 

(Costus speciosus), также проявляет гиполипидемическую активность в сочетании 

с гипогликемическим эффектом. Биологические эффекты костунолида 

обусловлены снижением уровня ХС, ТАГ, ХС-ЛПНП и содержания 

гликозилированного гемоглобина в сыворотке крови. Кроме того, костунолид 

стимулирует выработку инсулина β-клетками островков Лангерганса, подавляя 

экспрессию NO-синтазы (Duraipandiyan V. et al., 2012). 

Механизм гиполипидемического действия сесквитерпенов агуерина Б, 

гроссгемина и цинаропикрина обусловлен снижением уровня ТАГ в сыворотке 

крови (Shimoda H. et al., 2003), а сеспендола – за счет ингибирования синтеза 

холестерола в макрофагах мышей (Uchida R. et al., 2006). 

В экспериментах in vivo показано, что сесквитерпеновые лактоны 

ванилосмин и костунолид снижают интенсивность перекисного окисления 

липидов и повышают активность ферментов антиоксидантной защиты – СОД, 

каталазы и глутатионпероксидазы (Eliza J. et al., 2009). 

Введение мышам сесквитерпеновых лактонов, выделенных из одуванчика 

лекарственного (Taraxacum officinale), вызывает снижение активности 

трансаминаз, щелочной фосфатазы и уровня общего билирубина, что говорит о 

его гепатопротективном действии. Дополнительно проявляется антиоксидантное 

действие за счет повышения содержания глутатиона в печени (Mahesh A. et al., 

2010). 
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Сравнительно недавно было показано, что сесквитерпеноид фарнезол 

ингибирует ГМГ-КоА-редуктазу в культуре S. aureus, вызывая 

гиполипидемический эффект (Kuroda M. et al., 2007; Kaneko M. et al., 2011). 

Способность снижать активность фермента ГМГ-КоА-редуктазы показана 

для сесквитерпенового лактона леукомизина в экспериментах на крысах. Кроме 

того леукомизин снижает содержание ТАГ и ХС в сыворотке крови крыс, а также 

проявляет антиоксидантное действие за счет снижения уровня ТБК-реактивных 

продуктов, диеновых конъюгатов, гидроперекисей липидов и повышения 

активности глутатионпероксидазы и глутатионредуктазы (Роднова Е. А. и соавт., 

2011, 2012; Адекенов С. М. и соавт., 2012). 

Сесквитерпеновые лактоны подобно гиполипидемическим препаратам 

группы статинов содержат в своей структуре лактонное кольцо (Hennekens C. H., 

2001). Предполагается также, что гиполипидемическое действие 

сесквитерпеновых лактонов гвайанового типа обусловлено наличием кислорода в 

функциональных группах на 3- и 8-позициях и экзо-метиленовым фрагментом в 

α-метилен-γ-бутиролактоновом кольце (Shimoda H. et al., 2003). В связи с этим 

большой интерес, на наш взгляд, представляет поиск гиполипидемических 

средств именно среди соединений указанного класса. 

Сесквитерпеновый лактон ахиллин по строению углеродного скелета 

относится к 2-оксо-гвайанолидам, который содержит кислород в функциональной 

группе на 2-позиции и γ-бутиролактоновое кольцо. Ахиллин наиболее часто 

экстрагируют из семейства Астровых (Asteraceae) из тысячелистника (Achillea), 

полыни (Artemisia), пижмы (Tanacetum) и одуванчика (Taraxacum) (Glasl S., 2002; 

Modzelewska A., 2005). По данным литературы известно, что ахиллин обладает 

противоопухолевым и противовоспалительным эффектами (Kim Y. S., 2008), а 

также противоаллергическим действием за счет ингибирования у крыс фермента 

β-гексозаминидазы, высвобождаемой тучными клетками (Glasl S., 2002). 

Резюмируя сказанное, можно сделать вывод, что сесквитерпеновый лактон 

ахиллин является перспективным веществом растительного происхождения для 

изучения его гиполипидемического действия. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1. Характеристика объекта исследования 

Ахиллин (3R,3aS,9aS,9bS)-3,6,9-триметил-3,3a,4,5,9a,9b-гексагидро-азулено 

[4,5-b]фуран-2,7-дион) – сесквитерпеновый лактон и по строению углеродного 

скелета относится к гвайановому ряду (Рисунок 9) (Glasl S., 2002; Zaghloul A. M., 

2014). 

 

Рисунок 9. Структурная формула ахиллина. 

 

Ахиллин был получен методом углекислотной экстракции из 

тысячелистника обыкновенного (Achillea lanulosa Nutt, Achillea millefolium L.), 

тысячелистника мелкоцветкового (Achillea micrantha Willd), полыни беловатой 

(Artemisia leucodes Shrenk), посконника (Eupatorium japonicum), хипохериса 

щетинистого (Hypochaeris setosus) и стевии (Stevia alpina Griseb.) учеными АО 

«Международный научно-производственный холдинг “Фитохимия”» 

(г. Караганда, Казахстан), количественное содержание ахиллина в серии 

исследуемой субстанции составляло 99,7 %. 
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Лактон представляет собой мелкокристаллический порошок белого цвета, 

без запаха, с горьким вкусом, легко растворимый в хлороформе, бензоле, этаноле, 

диметилсульфоксиде (ДМСО) и практически не растворимый в воде. 

2.2. Материал исследования 

2.2.1. Культивирование клеточной культуры линии НТС 

Исследования in vitro проводили на перевиваемой клеточной культуре 

гепатомы линии НТС, полученной из банка клеточных культур ФГБУН 

Института цитологии РАН (г. Санкт-Петербург, Россия). 

Клеточную культуру HTC в количестве 0,25 х 106 клеток культивировали в 

24-луночных планшетах («ТРР», Швейцария) в 1 мл питательной среды DMEM с 

L-глутамином («Биолот», Россия) с добавлением 10 % эмбриональной телячьей 

сыворотки («PAA Laboratories», Австрия), инактивированной при 56 ºС 30 мин на 

водяной бане, 50 мкг/мл гентамицина («Панэко», Россия) (полная питательная 

среда DMEM) при +37 ºС в СО2-инкубаторе МСО-5АС («SANYO», Япония) в 

атмосфере 95 % воздуха и 5 % СО2 и 100 % влажности (стандартные условия) до 

70-80 % конфлюэнтного монослоя (субконфлюэнтный монослой). 

В качестве положительного контроля (препарата сравнения) для оценки 

гиполипидемического действия ахиллина в экспериментах in vitro использовали 

гиполипидемическое средство группы фибратов гемфиброзил («Sigma-Aldrich», 

США) (Goto D. et al., 1997; Zhu D., 2002). Исследуемый лактон ахиллин и 

гемфиброзил вносили в культуральную среду в виде раствора в ДМСО 

(«ПанЭко», Россия). Конечная концентрация растворителя в инкубационной среде 

составляла не более 0,5 %. В качестве негативного контроля использовали ДМСО. 

После достижения клетками гепатомы субконфлюэнтного монослоя среду 

аккуратно аспирировали и клетки выдерживали на бессывороточной среде DMEM 
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1 ч для синхронизации клеточной культуры. Далее клеточную линию НТС 

культивировали в полной питательной среде DMEM в присутствии ахиллина или 

гемфиброзила в концентрациях от 0,25 до 5,0 мМ в стандартных условиях в 

течение 48 ч. 

 

Моделирование гиперлипидемии на клеточной культуре гепатомы линии НТС 

Гиперлипидемию на клеточной культуре НТС индуцировали жировой 

эмульсией липофундином МСТ/ЛСТ (Ilan E. et al., 2005; Tirosh O. et al., 2009). 

Липофундин («Б. Браун Медикал», Россия) добавляли в инкубационную 

среду в конечных концентрациях от 0,01 до 0,1 % на 48 ч после достижения 

клетками субконфлюэнтного монослоя перед внесением сесквитерпенового 

лактона ахиллина или препарата сравнения гемфиброзила. 

На клеточной культуре гепатомы проводили оценку цитотоксичности 

сесквитерпенового лактона ахиллина, препарата сравнения гемфиброзила и 

жировой эмульсии липофундина, определяли в клетках гепатомы содержание 

ТАГ, холестерола, восстановленного глутатиона и уровень АФК, а также 

исследовали экспрессию ключевых генов метаболизма липидов с помощью 

количественной ОТ-ПЦР в реальном времени по технологии TaqMan. 

2.2.2. Исследования на крысах линии Wistar 

Эксперименты in vivo выполнены на 112 белых аутбредных крысах самцах 

сток Wistar массой 280-350 г. Животные были получены из отдела 

экспериментальных биологических моделей НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга 

Томского НИМЦ (г. Томск, Россия), имеется сертификат здоровья. 

Животных содержали в условиях вивария на естественном световом 

режиме, при свободном доступе к пище и воде (температура воздуха в виварии 

20±2 ºС, влажность – не более 50 %). Кормление животных осуществляли 
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специальными гранулами с минеральными и витаминными добавками 

«ПроКорм» для лабораторных крыс фирмы ЗАО «БиоПро» (г. Новосибирск, 

Россия), имеющими сбалансированный витаминный, макро- и микроэлементный 

состав, соответствующий ГОСТ Р 50258-92. 

Содержание и все манипуляции (взвешивание, введение препаратов, 

декапитацию) осуществляли с 9 до 12 ч с целью исключения суточных влияний 

на метаболизм исследуемых соединений. Эксперименты на животных 

выполняли в соответствии с рекомендациями «Руководства по проведению 

доклинических исследований лекарственных средств» (Миронов А. Н., 2012). 

Исследования на крысах проводили согласно Правилам надлежащей 

лабораторной практики (GLP), утвержденными Приказом Министерства 

здравоохранения и социального развития РФ от 23.08.2010 г. №-708 г. и 

требованиям Федерального закона «О защите животных от жестокого 

обращения» от 01.09.1997 г., а также конвенции по защите позвоночных 

животных, используемых для экспериментальных и других научных целей, 

принятой Европейским союзом в 1986 г., и дерективы 86/609 ЕЭС, основанные на 

тексте соглашения «Dr. Robert Hubrecht, Current EU Legislation Controlling Animal 

Experiments». 

После карантина для проведения экспериментов формировались группы по 

9 крыс (модели острой гиперлипидемии) и 8 крыс (модель хронической 

гиперлипидемии) в каждой методом случайной выборки из особей, имеющих 

близкую массу, контролируемую ежедневным взвешиванием для коррекции 

количества вводимых препаратов (Таблица 3). 

 

Моделирование острой гиперлипидемии этиловым спиртом у крыс 

Острую гиперлипидемию у крыс индуцировали введением этанола 

(Sapronov N. S. et al., 2006). 

Экспериментальным животным вводили внутрижелудочно 

сесквитерпеновый лактон ахиллин (10 мг/кг) или препарат сравнения 

никотиновую кислоту (25 мг/кг) («Sigma-Aldrich», США) (Couturier A. et al., 
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2014) в виде суспензии на 0,5 %-й крахмальной слизи в течение 7 дней. 

Контрольная и интактная группы животных получали эквиобъемные количества 

0,5 %-го раствора крахмальной слизи. 

Таблица 3 
Распределение экспериментальных животных по группам 

Группы животных Режим назначения препаратов 

 МОДЕЛЬ ОСТРОЙ ГИПЕРЛИПИДЕМИИ, ИНДУЦИРОВАННОЙ ЭТИЛОВЫМ СПИРТОМ 

Интактные животные 
0,5 %-й раствор крахмальной слизи внутрижелудочно 1 
раз/сут 7 суток 

Этанол (контроль) 
40 %-й раствор этанола (5 г/кг в пересчете на чистый этанол) 
внутрижелудочно однократно на 7 сутки 

Этанол + ахиллин 
 

Ахиллин 10 мг/кг внутрижелудочно однократно 1 раз/сут 7 
суток, этанол (5 г/кг в пересчете на чистый этанол) 

Этанол + никотиновая 
кислота 

Никотиновая кислота 25 мг/кг внутрижелудочно 
1 раз/сут 7 суток, этанол (5 г/кг в пересчете на чистый этанол) 

МОДЕЛЬ ОСТРОЙ ГИПЕРЛИПИДЕМИИ, ИНДУЦИРОВАННОЙ ТРИТОНОМ WR 1339 

Интактные животные 
0,5 %-й раствор крахмальной слизи внутрижелудочно 1 

раз/сут 7 суток, на 8 сутки 0,9 %-й раствор натрия хлорида 
внутрибрюшинно однократно 

Тритон WR 1339 (контроль) 
Тритон WR 1339 200 мг/кг внутрибрюшинно однократно на 8 

сутки 
Тритон WR 1339 + ахиллин 

 
Ахиллин 10 мг/кг внутрижелудочно 1 раз/сут 7 суток, тритон 

WR 1339 (200 мг/кг) 
Тритон WR 

1339 + фенофибрат 
Фенофибрат 100 мг/кг внутрижелудочно 1 раз/сут 7 суток, 
тритон WR 1339 (200 мг/кг) 

МОДЕЛЬ ХРОНИЧЕСКОЙ ГИПЕРЛИПИДЕМИИ, ИНДУЦИРОВАННОЙ  
АТЕРОГЕННОЙ ДИЕТОЙ 

Интактные животные 
Стандартная лабораторная диета 42 суток, с 29 по 42 сутки 

0,5 %-й раствор крахмальной слизи внутрижелудочно 
1 раз/день 

Модель атерогенной диеты 
(контроль) 

Диета с высоким содержанием животного жира и холестерола 
42 суток, с 29 по 42 сутки 0,5 %-й раствор крахмальной слизи 

внутрижелудочно 1 раз/день 
Атерогенная диета + 

ахиллин 
 

Диета с высоким содержанием животного жира и холестерола 
42 суток, с 29 по 42 сутки ахиллин 10 мг/кг внутрижелудочно 

1 раз/день 

Атерогенная диета + 
фенофибрат 

Диета с высоким содержанием животного жира и холестерола 
42 суток, с 29 по 42 сутки фенофибрат 100 мг/кг 

внутрижелудочно 1 раз/день 

Атерогенная диета + 
розувастатин 

Диета с высоким содержанием животного жира и холестерола 
42 суток, с 29 по 42 сутки розувастатин 10 мг/кг 

внутрижелудочно 1 раз/день 



50 
 

Для моделирования острой гиперлипидемии экспериментальным 

животным на 7-е сутки через 2 ч после введения ахиллина и никотиновой 

кислоты внутрижелудочно вводили 40 %-й раствор этанола (5 г/кг в пересчете на 

чистый этанол). Через 6 ч крыс умерщвляли СО2-асфиксией с использованием 

стандартной камеры. В сыворотке крови определяли уровень ТАГ, СЖК, ХС, 

ХС-ЛПНП и ХС-ЛПВП, расчитывали индекс атерогенности. В ткани печени 

оценивали содержание ТАГ и холестерола. 

 

Моделирование острой гиперлипидемии тритоном WR 1339 

Острую гиперлипидемию у крыс индуцировали введением детергента 

тритона WR 1339 (Короленко Т. А. и соавт., 2010; Логинова В. М. и соавт., 

2011). 

Экспериментальные животные в течение 7 дней получали 

внутрижелудочно сeсквитерпеновый лактон ахиллин (10 мг/кг) или препарат 

сравнения фенофибрат (100 мг/кг) («Sigma-Aldrich», США) (Kopf T. et al., 2014; 

Ferreira A. V. et al., 2006) в виде суспензии на 0,5 %-й крахмальной слизи. 

Контрольная и интактная группы животных получали эквиобъемные количества 

0,5 %-го раствора крахмальной слизи. На 8-й день через час после введения 

ахиллина, фенофибрата и крахмальной слизи экспериментальным животным 

всех групп, кроме интактной, внутрибрюшинно вводили тритон WR 1339 

(200 мг/кг) («Sigma-Aldrich», США) (Короленко Т. А. и соавт., 2010; 

Zanwar A. A. et al., 2012), растворенный в 0,9 %-м растворе NaCl. Через 24 ч 

крыс умерщвляли СО2-асфиксией с использованием стандартной камеры. 

В сыворотке крове определяли содержание ТАГ, СЖК, ХС, ХС-ЛПНП и 

ХС-ЛПВП, расчитывали индекс атерогенности. В ткани печени оценивали 

содержание ТАГ и холестерола. 

 

Моделирование хронической гиперлипидемии атерогенной диетой у крыс 

Для приготовления корма, обеспечивающего 45 % энергии за счет 

животного жира и содержащего 2,5 % холестерола, 0,5 % холевой кислоты, 
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0,1 % 2-тиоурацила (атерогенная диета), брали 20 г топленого масла (98 % 

животного жира) и растворяли 2,5 г холестерола, 0,5 г холевой кислоты («Sigma-

Aldrich», США) (для улучшения всасывания холестерола в желудочно-кишечном 

тракте) и 0,1 г 2-тиоурацила (для подавления функции щитовидной железы), 

затем смешивали с 77 г стандартного корма вышеуказанного состава. 

Калорийность полученного корма составляла 545 ккал на 100 г. 

Лабораторные животные в течение 28 дней получали атерогенную диету. 

После этого животным экспериментальной группы, продолжавшим получать 

атерогенную диету, в течение двух недель вводили внутрижелудочно 

сесквитерпеновый лактон ахиллин (10 мг/кг) или препараты сравнения 

фенофибрат (100 мг/кг) (Kopf T. et al., 2014; Ferreira A. V. et al., 2006) и 

розувастатин кальция (10 мг/кг) («Sigma-Aldrich», США) (Ferreira E. S. et al., 

2012) в виде раствора в 0,5 %-й крахмальной слизи. Животным контрольной 

группы на фоне атерогенной диеты в течение 14-ти дней вводили эквиобъемные 

количества 0,5 %-го раствора крахмальной слизи. Интактная группа животных 

на фоне стандартного питания в течение 14 дней получала эквивалентные 

количества 0,5 %-го раствора крахмальной слизи. 

Через 14 дней введения исследуемого вещества и положительных 

контролей, после 12-часового голодания крыс умерщвляли СО2-асфиксией. 

В сыворотке крове определяли уровень ТАГ, СЖК, ХС, ХС-ЛПНП и ХС-

ЛПВП, расчитывали индекс атерогенности. В ткани печени оценивали 

содержание ТАГ, холестерола и величину экспрессии ключевых генов 

метаболизма липидов с помощью количественной ОТ-ПЦР в реальном времени 

по технологии TaqMan. 

Исследование осуществляли  на основе протоколов, одобренных локальным 

этическим комитетом ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России (заключение №-

3219 от 25.02.2013 г.). 

2.3. Методы исследования 



52 
 

2.3.1. Определение жизнеспособности клеточной культуры линии НТС 

Определение жизнеспособности клеток гепатомы МТТ-тестом 

Для оценки токсического действия сесквитерпенового лактона ахиллина, 

гемфиброзила и липофундина на монослойной клеточной культуре НТС in vitro 

использовали МТТ-тест (Shen Ch. et al., 2009; Giri Sh. et al., 2010). 

Принцип метода основан на способности живых клеток восстанавливать с 

помощью ферментов дегидрогеназ митохондриальной дыхательной цепи желтые 

соли 3-[4,5-диметилтиазол-2-ел]-2,5-дифенилтетразолиум бромида (МТТ) до 

нерастворимых в воде темно-фиолетовых гранул формазана. После растворения 

кристаллы формазана дают окрашивание, определяемое спектрофотометрически. 

Ход работы: после инкубирования клеточной культуры НТС с ахиллином, 

гемфиброзилом и липофундином среду аккуратно аспирировали, клетки снимали 

механическим способом. Далее клетки собирали в стерильные пробирки и 

осаждали центрифугированием при 200 g в течение 2 мин на центрифуге «Sky 

Line СМ-6М» («ELMI», Латвия), после центрифугирования надосадок удаляли. 

Клетки 1 раз отмывали в однократном ФСБ (фосфатно-солевом буфере) (pH 7,4) 

путем центрифугирования 2 мин при 200 g, далее надосадочную жидкость 

сливали и к осадку добавляли 1:8 стоковый раствор МТТ на ФСБ (1,15 мг МТТ 

реагента/1 мл 1хФСБ) и инкубировали 3 ч при +37 ºС в стандартных условиях. 

После инкубирования клетки центрифугировали 2 мин при 200 g, чтоб удалить 

раствор МТТ и добавляли к каждой пробе по 1,5 мл 96 %-го изопропанола («Экос-

1», Россия), чтобы растворить гранулы формазана. Количество восстановленного 

продукта измеряли на спектрофотометре «СФ-2000» («ОКБ-Спектр», Россия) при 

длине волны (λ) 570 нм. 

Контрольная культура клеток оценивалась в 100 %-й базовый сигнал 

жизнеспособных клеток. 

 

Определение жизнеспособности клеток гепатомы с трипановым синим 
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Жизнеспособность клеточной культуры НТС при действии ахиллина, 

гемфиброзила и липофундина определяли путем окрашивания клеток 0,4 %-м 

раствором трипанового синего (Герасимов И. Г., Попандопуло А. Г., 2007). 

Принцип метода основан на исключении красителя, поскольку 

цитоплазматическая мембрана живых клеток не проницаемы для трипанового 

синего, а мертвые проницаемы и окрашиваются в синий цвет. 

Ход работы: для проведения теста с трипановым синим клетки также 

снимали с пластика механическим способом и отмывали 1 раз в однократном 

ФСБ (pH 7.4). Затем окрашивали клетки с 0,4 %-м раствором трипанового синего 

в течение 5 мин при комнатной температуре. Количество клеток подсчитывали в 

камере Горяева под световым микроскопом «МИКМЕД-1» (Россия) с 

увеличением (7 ок. х 9 об.) в 4-х больших (учетверенных) угловых квадратах. 

Подсчет производили по формуле, учитывая фактор делюции, т.е. количество 

живых клеток (клетки/мл) = (А/B) х 104, где А – число живых клеток; В – число 

больших (учетверенных) угловых квадратов. Жизнеспособность (%) = (А/А+B) х 

100, где А – число живых клеток; В – число мертвых клеток. 

2.3.2. Определение содержания липидов в клеточной культуре линии НТС, в 

сыворотке крови и ткани печени крыс 

2.3.2.1. Определение содержания липидов в клетках гепатомы 

флуоресцентным методом с красителем Nile Red 

Содержание липидов в клетках гепатомы определяли флуоресцентным 

методом с витальным липофильным красителем Nile Red (Shen Ch. et al., 2009). 

Принцип метода основан на взаимодействии красителя Nile Red с липидами 

в цитозоле клеток. 
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Ход работы: после инкубирования с ахиллином, гемфиброзилом и 

липофундином клетки снимали снимали с пластика, далее отмывали 1 раз в 

однократном ФСБ (pH 7.4). Надосадочную жидкость аккуратно аспирировали и 

клетки инкубировали в темноте в течение 30 мин с реактивом Nile Red («Sigma-

Aldrich», США) в конечной концентрации 3 мкМ. Затем клетки отмывали в 

однократном ФСБ (pH 7,4) и детектировали флуоресценцию Nile Red на 

микропланшетном ридере Infinite 200PRO («Tecan», Швейцария) при 

λ (возбуждения)=580 нм и λ (эмиссии)=630 нм. 

2.3.2.2. Окрашивание нейтральных липидов красителем Oil Red O 

Окрашивание нейтральных липидов в клетках гепатомы и в 

атеросклеротических бляшках в аортах крыс проводили с красителем Oil Red О 

(Xu S. et al., 2010). 

Принцип метода основан на взаимодействии красителя Oil Red О с 

нейтральными липидами в цитозоле клеток и в атеросклеротических бляшках в 

аортах крыс. 

Ход работы: для анализа клетки гепатомы и образцы аорт крыс 

фиксировали 10 мин в 10 % забуференном растворе формалина («Biovitrum», 

Россия). Далее образцы отмывали в однократном ФСБ (pH 7,4) в течение 1 мин и 

в 60 %-м растворе изопропилового спирта в течение 15 сек и окрашивали рабочим 

раствором Oil Red О (6:4) при 37 ºС в течение 1 мин в темноте. Не связавшийся с 

липидами краситель отмывали в течение 15 сек в 60 %-м изопропиловом спирте, 

затем 3 раза по 3 мин в однократном ФСБ (pH 7,4) и фотографировали на 

микроскопе («Биомед», Россия) (об. 25 х ок. 10), оснащенном цифровой камерой 

DCM 510. 
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2.3.2.3. Определение содержания триацилглицеролов в клеточной 

культуре НТС, в сыворотке крови и ткани печени крыс ферментативным 

методом 

Содержание ТАГ в клетках гепатомы, в сыворотке крови и ткани печени 

крыс определяли ферментативным методом с использованием набора 

«Triglycerides» («Chronolab», Испания). 

Принцип метода: при расщеплении ТАГ ферментом липопротеинлипазой 

происходит образование глицерола и СЖК. В присутствии глицеролкиназы (К.Ф. 

2.7.30) при взаимодействии с АТФ глицерин превращается в глицерин-3-фосфат, 

который под действием глицерин-3-фосфатоксидазы превращается в 

дигидроксиацетонфосфат и пероксид водорода. При взаимодействии перекиси 

водорода с 4-аминофеназоном и п-хлорфенолом в присутствии пероксидазы (К.Ф. 

1.11.1.7) образуется хинониминовый краситель. Интенсивность окраски 

реакционной среды пропорциональна количеству ТАГ. 

Ход работы: перед проведением анализа клетки гепатомы снимали с 

пластика и отмывали 1 раз в однократном ФСБ (pH 7,4). Концентрацию ТАГ в 

клеточной культуре НТС и в ткани печени крыс (навеска 250 мг) оценивали после 

экстракции липидной фракции смесью хлороформ-метанола (2:1) по методу 

J. Folch (1957) (Folch J. et al., 1957). Перед проведением анализа к хлороформной 

фазе добавляли 20 %-й раствор детергента Thesit («Sigma-Aldrich») в хлороформе. 

Хлороформ удаляли потоком воздуха и к эмульгированным липидам добавляли 

рабочий реагент из набора «Triglycerides». Оптическую плотность измеряли на 

спектрофотометре «СФ-2000» при λ=505 нм. Количество ТАГ в клеточной 

культуре НТС выражали в мг/107 клеток и в нмоль/мг белка, в сыворотке крови 

крыс - в ммоль/л, а в ткани печени крыс - в мг/г. 
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2.3.2.4. Определение содержания холестерола в клеточной культуре НТС, 

в сыворотке крови и ткани печени крыс ферментативным методом 

Содержание холестерола в клеточной культуре НТС, в сыворотке крови и 

ткани печени крыс определяли ферментативным методом с использованием 

набора «Cholesterol» («Chronolab», Испания) аналогично определению ТАГ 

набором «Triglycerides». 

Принцип метода основан на проведении сопряженных реакций, в которых 

холестерол из состава эфиров высвобождается при действии фермента 

холестеролэстеразы (К.Ф. 3.1.1.13). Далее холестерол окисляется при действии 

фермента холестеролоксидазы (К.Ф. 1.1.3.6), образующаяся перекись водорода 

способствует при участии фермента пероксидазы окислительному азосочетанию 

4-амино-антипирина и фенола с образованием окрашенного соединения 

(хинониминового красителя). Интенсивность окраски реакционной среды 

пропорциональна содержанию холестерола в клетках. Оптическую плотность 

измеряли на спектрофотометре «СФ-2000» при λ=505 нм. Количество холестерола 

выражали в клетках гепатомы в мг/107 клеток, в сыворотке крови крыс – в моль/л, 

а в ткани печени крыс – в мг/г. 

2.3.2.5. Определение содержания свободных жирных кислот в сыворотке 

крови крыс ферментативным методом 

Концентрацию СЖК в сыворотке крови крыс определяли 

спектрофотометрически с помощью ферментативного набора «NEFA» 

(«RANDOX», Великобритания). 

Принцип метода основан на взаимодействии СЖК при действии фермента 

ацил-КоА-синтетазы с коэнзимом А в присутствии аденозинтрифосфата. 

Образующийся ацил-КоА далее окисляется ферментом ацил-КоА-оксидазой (К.Ф. 
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1.3.3.6) до еноил-КоА с образованием перекиси водорода. При взаимодействии 

перекиси водорода с 4-аминоантипирином п-хлорфенолом в присутствии 

пероксидазы (К.Ф. 1.11.1.7) образуется хинониминовый краситель. 

Интенсивность окраски реакционной среды пропорциональна количественному 

содержанию СЖК в сыворотке крови. Оптическую плотность измеряли на 

спектрофотометре «СФ-2000» при λ=505 нм. Концентрацию СЖК в сыворотке 

крови крыс выражали в ммоль/л. 

2.3.2.6 Определение содержания холестерола в липопротеинах низкой 

плотности в сыворотке крови крыс ферментативным методом 

Содержание ХС-ЛПНП в сыворотке крови крыс определяли 

спектрофотометрически с помощью ферментативного набора «LDLCholesterol» 

(«Chronolab», Испания). 

Принцип метода: в ходе раекции эфиры холестерола при действии 

холестеролэстеразы (К.Ф. 3.1.1.13) расщепляются с образованием ХС-ЛПВП и 

жирных кислот. Далее холестерол окисляется холестеролоксидазой (К.Ф. 1.1.3.6) 

до 4-холестенона и перекиси водорода. Затем при действии фермента 

пероксидазы (К.Ф. 1.11.1.7) перекись водорода взаимодействует с N-(2-гидрокси-

3-сульфопропил)-3,5-диметоксиаланином и 4-аминоантипирином. В результате 

образуется хинониминовый краситель, интенсивность окраски которого 

пропорциональна концентрации ХС-ЛПНП в сыворотке крови крыс. Оптическую 

плотность измеряли на спектрофотометре «СФ-2000» при λ=600 нм. 

Концентрацию ХС-ЛПНП в сыворотке крови крыс выражали в ммоль/л. 

2.3.2.7. Определение содержания холестерола в липопротеинах высокой 

плотности в сыворотке крови крыс ферментативным методом 
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Содержание ХС-ЛПВП в сыворотке крови крыс определяли 

спектрофотометрически с помощью ферментативного набора «LDLCholesterol» 

(«Chronolab», Испания). 

Принцип метод: основан на избирательной солюбилизации ХС-ЛПВП 

детергентом. ХС-ЛПВП вступает в последующие реакции с холестеролэстеразой 

(К.Ф. 3.1.1.13), холестериноксидазой (К.Ф. 1.1.3.6) и хромогеном с образованием 

хинониминового красителя (другие фракции липопротеинов не вступают в эти 

реакции вследствие адсорбции детергента на их поверхности). Интенсивность 

окраски реакционной среды пропорциональна концентрации ХС-ЛПВП в 

сыворотке крови крыс. Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре 

«СФ-2000» при λ=600 нм. Концентрацию ХС-ЛПВП в сыворотке крови крыс 

выражали в ммоль/л. 

2.3.3. Определение концентрации белка в клеточной культуре линии НТС 

Количество белка в клетках гепатомы определяли по методу M. Bradford 

(1976) (Bradford M.M., 1976). 

Принцип метода: основан на реакции красителя Кумасси голубого G-250 с 

аргинином и гидрофобными аминокислотными остатками. Молекулы свободного 

красителя существуют в растворе в красной форме, которая имеет максимум 

поглощения при λ=495 нм. В результате образования комплекса с белком красная 

форма переходит в синюю с максимумом поглощения при λ=595 нм. Увеличение 

абсорбции раствора при данной длине волны пропорционально количеству белка 

в растворе. 

Ход работы: для проведения анализа предварительно готовили лизаты 

клеток (Rahman I., 2006). Для этого к 100 мкл клеточной суспензии (≈3-5 х 105 

клеток) добавляли 900 мкл холодного раствора 0,1 %-го тритона Х-100 («Sigma-

Aldrich», США). Затем лизаты разводили в 2 раза однократным ФСБ (pH 7.4) и к 
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100 мкл лизата (≈3-5 х 103 клеток) добавляли 900 мкл раствора Bradford 

(Kruger N., 1994). Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре «СФ-

2000» при λ=595 нм. 

2.3.4. Оценка величины экспрессии мРНК генов метаболизма липидов в 

клеточной культуре НТС и печени крыс 

2.3.4.1. Выделение суммарной РНК из клеток гепатомы и печени крыс 

Ход работы: выделение суммарной РНК из клеточной культуры гепатомы 

линии НТС и печени крыс проводили с помощью набора Illustra RNAspin Mini 

RNA Isolation Kit («GE Healthcare», Великобритания). 

Клеточный осадок и гомогенаты печени хорошо перемешивали с 

лизирующим буфером с добавлением 3,5 мкл β-меркаптоэтанола на вортексе 

Microspin FV-2400 («Biosan», Латвия). Для уменьшения вязкости и очистки 

лизаты фильтровали через колонки RNAspin Mini Filter units и центрифугировали 

при 11000 g в течение 1 мин на микроцентрифуге Minispin («Eppendorf», 

Германия). Далее фильтраты переносили в 1,5 мл микроцентрифужные пробирки 

(«Axygen», США). Для связывания РНК к лизатам добавляли 350 мкл 70 %-го 

этанола и смешивали на вортексе 2 раза по 5 сек. Далее лизаты пипетировали 2-

3 раза и переносили на колонки RNAspin Mini column, центрифугировали при 

8000 g в течение 30 сек и перемещали колонки в новые собирательные пробирки, 

далее добавляли по 350 мкл MDB (буфер обессоливающий мембрану), затем 

центрифугировали при 11000 g в течение 1 мин. Жидкость, профильтрованную 

через колонку, удаляли и колонку возвращали обратно в пробирку. Для 

разрушения ДНК добавляли 95 мкл реакционной смеси, содержащей ДНК-азу, на 

мембрану колонки и инкубировали при комнатной температуре 15 мин. После 

инкубации мембрану колонок промывали три раза. Первый раз добавляли 200 мкл 
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буфера RA2, затем центрифугировали при 11000 g в течение 1 мин и перемещали 

колонки в новые собирательные пробирки. Буфер RA2 инактивировал ДНК-азу I. 

При второй промывке добавляли 600 мкл буфера RA3, колонки RNAspin Mini 

column центрифугировали 1 мин при 11000 g. Профильтрованную жидкость 

удаляли и колонки возвращали в пробирки. При третьей промывке добавляли 

250 мкл буфера RA3 к колонкам RNAspin Mini column, центрифугировали при 

11000 g в течение 2 мин. Затем колонки переносили в микроцентрифужные 

пробирки объемом 1,5 мл, не содержащие нуклеаз. 

РНК элюировали в 100 мкл H2O и центрифугировали при 11000 g в течение 

1 мин. Элюированную РНК немедленно помещали на лед для предотвращения 

деградации. Изолированную РНК хранили при -80 оС в низкотемпературном 

морозильнике («Sanyo», Япония). 

 
Рисунок 10. Электрофореграмма ампликонов исследуемых генов липидного 
обмена и гена рефери (Actb). 
Примечание: 1 – 7α-гидроксилаза (Cyp7a1), 2 – рецептор к ЛПНП (Ldlr), 3 – карнитин-
кальмитоилтрансфераза II (Cpt2), 4  – АХАТ (Soat1), 5 –ацетил-КоА-карбоксилаза (Аcaca), 6 – 
ГМГ-КоА-редуктаза (Hmgcr), 7 –карнитин-кальмитоилтрансфераза I (Cpt1a), 8 – бета-актин 
(Actb). 

 

Концентрацию и чистоту выделенной РНК определяли на 

спектрофотометре Nano Drop-2000 («Thermo Scientific», США). Концентрация 

изолированной РНК в пробах составляла от 100 до 500 нг/мкл, А260/А280 = 1,95-

2,05; А260/А230 = 1,90-2,31. 

Целостность РНК оценивали при помощи капиллярного электрофореза на 

приборе Tape Station («Agilent Technologies», США) и набора R6K Screen Tape 
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(«Agilent Technologies», США). При этом показатель целостности РНК – RIN 

(RNA Integrity Number) составлял от 5,6 до 9,0. 

Выделенную РНК использовали для оценки экспрессии генов метаболизма 

липидов при помощи количественной ОТ-ПЦР в реальном времени по технологии 

TaqMan. После проведения ОТ-ПЦР, проверку чистоты ПЦР-продуктов 

проводили с использованием электрофореза в 2,5 %-м агарозном геле с 0,2 %-м 

бромистым этидием (Рисунок 10). 

2.3.4.2. Синтез комплементарной ДНК 

Для синтеза комплементарной ДНК (кДНК) на матрице РНК проводили 

реакцию обратной транскрипции с помощью набора RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit («Fermentas», Литва). 

Ход работы: в тонкостенные пробирки «Maxymum Recovery» типа 

Эппендорф для ПЦР на 200 мкл («Axygen», США) вносили по 12 мкл «смеси 1» 

из расчета на 1 образец: 11 мкл РНК, 1 мкл случайных гексамерных праймеров 

(«Fermentas», Литва). Образцы инкубировали при температуре 65 оС в течение 

5 мин. 

«Смесь 2» готовили из расчета на один образец: 1 мкл RevertAid M-MuLV 

Reverse Transcriptase («Fermentas», Литва) в концентрации 200 ед/мкл, 4 мкл 5х 

буфера («Fermentas», Литва), 2 мкл дНТФ (10 мМ) («Fermentas», Литва), 1 мкл 

ингибитора RiboLock RNase («Fermentas», Литва) в концентрации 20 ед/мкл. 

Перемешивали аккуратно на вортексе, затем вносили «смесь 2» в Эппендорфы к 

«смеси 1». Пробирки помещали в амплификатор «Терцик» («ДНК-технология», 

Россия) и инкубировали по программе: 5 мин при 25 оС, затем 60 мин при 42 оС. 

Останавливали реакцию при нагревании 70 оС в течение 5 мин. кДНК хранили 

при -20 оС для последующего анализа. 
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2.3.4.3. Количественная полимеразная цепная реакция в реальном 

времени по технологии TaqMan 

Уровень экспрессии мРНК генов метаболизма липидов оценивали при 

помощи количественной ОТ-ПЦР в реальном времени по технологии TaqMan на 

амплификаторе «RotorGene-6000» («Corbett Research», Австралия). Праймеры и 

зонды (FAM-BHQ1) были подобраны с использованием программы Vector NTI 

Advance 11.5, Oligo 7,5 и базы данных NCBI (Nucleotide Database) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) (Таблица 4). 

Таблица 4 
Последовательности праймеров и зондов, используемых в исследовании 

экспрессии мРНК генов метаболизма липидов 
F 5’-GAAAAGATGACCCAGATCATGT-3’ 
R 5’-AACACAGCCTGGATGGCTA-3’ 

Actb 
NM_031144.3 
Ампликон 71 п.о. Зонд 5’-AGACCTTCAACACCCCAGCCAT-3’ 

F 5’-CGCAGGCATCAGAAGATCA-3’ 
R 5’-TGGCAAGTTTTACAGCACACT-3’ 

Acaca 
NM_022193.1 
Ампликон 94 п.о. Зонд 5’-ACCCCAGCAGTATTTGAACACATG-3’ 

F 5’-CATTGACCTCCGCCTGA-3’ 
R 5’-TGATGCCATTCTTGAACCG-3’ 

Cpt1a 
NM_031559.2 
Ампликон 98 п.о. Зонд 5’-CCACGAAGCCCTCAAACAGAT-3’ 

F 5’-GCTGTTCACGATGACTGGATAG-3’ 
R 5’-TCGAAAATGTCTTCCAAGCA-3’ 

Cpt2 
NM_012930.1 
Ампликон 104 п.о. Зонд 5’-ACGCAATGCCCGAGAGTTTC-3’ 

F 5’-CTGATGCTCTCCTGCTTTGA-3’ 
R 5’-CATGTAGTGGTGGCAAAATTC-3’ 

Cyp7a1 
NM_012942.2 
Ампликон 103 п.о. Зонд 5’-TGTGGAGAGCCAAGTCAAGTGTC-3’ 

F 5’-GCTTGAGATCATGTGCTGCTT-3’ 

R 5’-CCGAGAAAGCTCTAGGACCA-3’ 

Hmgcr 
NM_013134.2 
Ампликон 106 п.о. 

Зонд 5’-CTGTATGTCCGTGCTTGCCAACT-3’ 
F 5'-GCCATCTATGAGGACAAAGTGT-3’ 
R 5’-GCCACCAAATTCACATCTGA-3’ 

Ldlr 
NM_175762.2 
Ампликон 95 п.о. Зонд 5’-AGGCGGTTGGCACTGAAAATG-3’ 

F 5’-GTGCTCGTGTCCTGGTCC-3’ 
R 5’-AAGGCAAAGAACGAAAGGAA-3’ 

Soat1 
NM_031118.1 
Ампликон 79 п.о. Зонд 5’-AGCACACCTGGCAAGATGGAGTT-3’ 

Примечание: все пробы – FAM →BHQ1; NM – номер последовательности РНК в базе данных 
NCBI (Nucleotide Database) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore); п.о. – пара оснований; F – 
прямой праймер; R – обратный праймер. 

 

Ход работы: ПЦР ставили в дублях в объеме 15 мкл. Готовили реакционную 

«смесь 1» для каждого гена в расчете на один образец: 1,5 мкл 1х SE буфера 
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(67 мM Tris–HCl pH 8,8 при 25 ºC, 16,6 мM (NH4)2SO4, 0,01 %-й Tween-20) 

(«Sibenzyme», Россия), 1,5 мкл дНТФ (250 мкМ «Sibenzyme», Россия), 0,75 мкл 

MgCl2 (2,5 мМ «Sibenzyme», Россия), 0,1 мкл Tag ДНК-полимеразу (5 Еа/мкл 

«Sibenzyme», Россия), 1 мкл синтезированной кДНК (50 нг) и 7,15 мкл 

деионизованной воды. 

Смесь перемешивали на вортексе. При подготовке «смеси 2» для каждого 

гена в расчете на один образец брали по 1 мкл прямого, обратного праймеров и 

зонда (300 нМ прямого и обратного праймеров и 200 нМ зонда «ДНК-Синтез», 

Россия). В тонкостенные пробирки «Maxymum Recovery» типа Эппендорф для 

ПЦР на 200 мкл вносили по 3 мкл «смеси 2», затем добавляли по 12 мкл «смеси 

1» и сверху - минеральное масло. 

ПЦР проводили на амплификаторе «RotorGene-6000». Двухшаговая 

программа амплификации включала 1 цикл – 94 ºС в течении 2 мин 

(предварительная денатурация); 40 циклов – 1-й шаг 94 ºС, 6 сек и 2-й шаг 10 сек, 

60,5 ºС (отжиг праймеров). 

Уровень экспрессии каждого целевого гена выражали в условных единицах 

по отношению к контролю и гену-рефери фермента Actb (Rattus norvegicus actin, 

beta). 

Относительная экспрессия генов метаболизма липидов была оценена с 

помощью метода M. W. Pfaffl; для того, чтобы определить отношение экспрессии 

между образцом и калибратором использовалась следующая формула: 

, 

где Е – эффективность реакции, Ct – пороговый цикл генов мишеней (target) 

и гена-реферри (ref). ∆Ct, target(calibrator – test) – Ct гена мишени в калибраторе 

минус Ct гена мишени в опытном образце; ∆Ct, ref(calibrator – test) – Ct гена-

рефери в калибраторе минус Ct гена-рефери в опытном образце (Pfaffl M.W., 

2001). 
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2.3.5. Определение уровня активных форм кислорода в клеточной культуре 

линии НТС флуоресцентным методом 

Уровень активных форм кислорода в клетках гепатомы исследовали с 

помощью флуоресцентного зонда – 2,7-дихлородигидрофлуоресцеина диацетата 

(ДХФДА) (Wang H., 1999; Halliwell B., Whiteman M., 2004; Мартинович Г. Г., 

2005; Саенко Ю. В., 2011; Prieto A. M., 2013). 

Принцип метода основан на способности ДХФДА легко проникать в 

цитоплазму клеток и деэстерифицироваться под действием внутриклеточных 

эстераз. 2,7-дихлородигидрофлуоресцеин не способен транспортироваться из 

клеток и является слабо флуоресцирующим агентом, но в реакциях с 

окислителями превращается в сильно флуоресцирующий продукт –

 дихлорофлуоресцеин (ДХФ). При повышении внутриклеточного уровня 

оксидантов увеличивается скорость окисления 2,7-дихлородигидрофлуоресцеина. 

Таким образом, активация внутриклеточного окисления сопровождается 

увеличением флуоресценции. 

Ход работы: для оценки уровня АФК клетки гепатомы в количестве 1 х 104 

клеток/лунку рассеивали в темные 96-луночные планшеты и добавляли 

сесквитерпеновый лактон ахиллин и липофундин. Клеточную культуру 

инкубировали в среде DMEM с L-глутамином (без фенолового красного), 

50 мкг/мл гентамицина и без ЭТС в стандартных условиях. Далее среду аккуратно 

аспирировали и к контрольным клеткам вносили по 200 мкл раствора Хэнкса 

(«ПанЭко», Россия), в пробы вносили рабочий раствор ДХФДА на Хэнксе в 

конечной концентрации 10 мкМ и инкубировали 30 мин в темноте в стандартных 

условиях. После этого среду аккуратно аспирировали, клетки отмывали 1 раз 

раствором Хэнкса и во все лунки добавляли по 200 мкл раствора Хэнкса. В 

образцы (положительный контроль и пробы) вносили Н2О2 в конечной 

концентрации 0,5 мМ и немедленно детектировали флуоресценцию ДХФ на 

микропланшетном ридере Cary Eclipse Microplate Reader («Agilent Technologies», 
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США) при λ (возбуждения)=485 нм и λ (эмиссии)=535 нм, содержание АФК 

выражали в единицах флуоресценции. 

В эксперименте использовали следующие образцы: 

1) отрицательный контроль (-ахиллин/липофундин, -ДХФДА, -Н2О2); 

2) контроль на аутофлуоресценцию (+ахиллин/липофундин, -ДХФДА, -

Н2О2); 

3) контроль на ДХФ/контроль на эндогенную продукцию АФК клетками 

(-ахиллин/липофундин, +ДХФДА, -Н2О2); 

4) контроль на продукцию АФК исследуемыми веществами 

(+ахиллин/липофундин, +ДХФДА, -Н2О2); 

5) положительный контроль (-ахиллин/липофундин, +ДХФДА, +Н2О2); 

4) пробы (+ахиллин/липофундин, +ДХФДА, +Н2О2). 

2.3.6. Определение содержания восстановленного глутатиона в клеточной 

культуре линии НТС флуоресцентным методом 

Широко используемым методом для определения восстановленного 

глутатиона (GSH) в жизнеспособных клетках является тест с добавлением 

флуоресцентного красителя монохлоробимана (mCB) (Kamencic H., 2000; 

Sebastia J., 2003; Саенко Ю.В., 2011). 

Принцип метода основан на образование флуоресцирующего аддукта mCB 

с GSH при действии внутриклеточной глутатион-S-трансферазы (К.Ф. 2.5.1.18). 

Ход работы: для данного анализа клеточную культуру НТС рассеивали в 

количестве 1 х 104 клеток/лунку в 96-луночные темные планшеты, затем 

добавляли ахиллин, липофундин и инкубировали клетки гепатомы в полной 

питательной среде DMEM в СО2-инкубаторе в стандартных условиях. Далее 

среду аккуратно аспирировали, к клеткам гепатомы добавляли рабочий раствор 

mCB на Хэнксе в конечной концентрации 50 мкМ и инкубировали 30 мин в 
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темноте в стандартных условиях. Затем среду аспирировали, клетки отмывали 

раствором Хэнкса и добавляли по 200 мкл раствора Хэнкса в каждую лунку. 

Флуоресценцию детектировали на микропланшетном ридере Cary Eclipse 

Microplate Reader при λ (возбуждения)=380 нм и λ (эмиссии)=461 нм. 

Внутриклеточное содержание восстановленного глутатиона выражали в единицах 

флуоресценции по отношению к интенсивности флуоресценции красителя 

Hoechst, который отражает содеражние ДНК в клетках (O’Brien P.J. et al., 2006). 

Принцип метода основан на способности красителя Hoechst проникать через 

ядерную мембрану клеток и встраиваться вдоль малой бороздки двойной спирали 

ДНК. Связанные с ДНК молекулы красителя сильно флуоресцируют в синей 

области спектра при освещение УФ-светом. 

Ход работы: для определения содержания ДНК в клеточной культуре НТС 

добавляли флуоресцентный реагент Hoechst 33342 («Sigma-Aldrich», США) в 

конечной концентрации 1 мг/мл ДМСО. Клетки гепатомы инкубировали 30 мин в 

темноте в стандартных условиях и детектировали флуоресценцию Hoechst на 

микропланшетном ридере Cary Eclipse Microplate Reader при 

λ (возбуждения)=340 нм и λ (эмиссии)=450 нм. 

2.3.7. Визуализация внутриклеточного содержания липидов, активных форм 

кислорода и восстановленного глутатиона в клеточной культуре линии НТС 

методом микроскопии 

Внутриклеточные уровни липидов, активных форм кислорода и глутатиона 

в клетках НТС регистрировали по флуоресценции соответствующих зондов 

методом микроскопии (Xu H. et al., 2015). 

Ход работы: для проведения анализа перевиваемую клеточную линию НТС 

в количестве 1 х 105 клеток/лунку рассеивали на покровные стекла, помещенные в 

6-луночные планшеты. Покровные стекла предварительно стерилизовали и 
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обрабатывали поли-L-лизином (Protocols online) для улучшения адгезии клеток на 

стеклах. 

Через сутки среду аккуратно аспирировали из каждой лунки и к клеткам 

добавляли ахиллин, липофундин и инкубировали клеточную культуру НТС в 

полной питательной среде DMEM в стандартных условиях. Далее среду 

аккуратно аспирировали, к клеткам гепатомы добавляли рабочие растворы Nile 

Red, ДХФДА на Хэнксе и mCB на Хэнксе в конечных концентрациях 3 мкМ, 

10 мкМ и 50 мкМ, соответственно. Далее проводили пробоподготовку, как 

описано выше. 

Визуализацию внутриклеточного содержания липидов, активных форм 

кислорода и глутатиона в клеточной культуре линии НТС проводили на 

микроскопе Axioimager Z1 с насадкой для улучшения контрастности Apotome и 

программным обеспечением AxioVision 4.7.1 («Carl Zeiss», Германия), увеличение 

40 х, с использованием светофильтров: λ (возбуждения)=580 нм, 

λ (эмиссии)=630 нм (для зонда Nile Red), λ (возбуждения)=485 нм, 

λ (эмиссии)=535 нм (для зонда ДХФДА) и λ (возбуждения)=380 нм, 

λ (эмиссии)=461 нм (для зонда mCB). 

Для лучшей визуализации клеток проводили окрашивание ядер клеточной 

культуры гепатомы с помощью красителя DAPI (Xu H. et al., 2015). 

Принцип метода: основан на способности голубого флуоресцентного 

красителя DAPI проникать через ядерную мембрану клеток и связываться с малой 

бороздкой двойной спирали ДНК. При этом происходит усиление интенсивности 

флуоресценции в 20 раз. 

Ход работы: перед микроскопией к клеткам добавляли краситель DAPI 

(«Sigma-Aldrich», США) в конечной концентрации 1 мкг/мл на 15 мин. Далее 

флуоресценцию зонда DAPI регистрировали на микроскопе Axioimager Z1 с 

использованием светофильтров: λ (возбуждения)=365 нм, λ (эмиссии)=445 нм. 
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2.3.8. Статистическая обработка результатов 

Результаты исследования обрабатывали с использованием программ 

Microsoft Exсel (2007), GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, США) и SPSS 

Statistics 17.0 (IBM, США). 

Статистическую обработку данных проводили с использованием 

общепринятых подходов, результаты представлены в виде выборочного среднего 

(M) и ошибки среднего (m); медианы (Ме), характеризующей центральную 

тенденцию, и верхнего и нижнего квартилей, характеризующие разброс значений 

показателя у 50 % образцов (Q1 — Q3), где Q1 — 25 % перцентиль, Ме – 50 % 

перцентиль, Q3 — 75 % перцентиль. 

Для определения соответствия распределения количественных признаков в 

группах сравнения нормальному закону распределения использовали критерий 

Шапиро-Уилка. Для проверки значимости различий между исследуемыми 

группами использовали непараметрический U-критерий Манна-Уитни для малых 

групп и t-критерий Стьюдента для одной выборки. Статистически значимые 

считали различия при уровне значимости p < 0,05 и p < 0,001 (Гланц С., 1998; 

Власов В. В., 2001; Гмурман В. Е., 2006). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ СОБСТВЕННЫХ 

ИССЛЕДОВАНИЙ 

3.1. Влияние сесквитерпенового лактона ахиллина на содержание 

триацилглицеролов и холестерола в клетках гепатомы линии НТС при 

экспериментальной гиперлипидемии, индуцированной липофундином 

Перспективным источником гиполипидемических лекарственных средств 

являются вещества растительного происхождения с терпеноидной структурой 

(Krettli A. U. et al., 2001; Wagner S. et al., 2006; Bezie I. F. F., 2011), поскольку они 

обладают достаточно высоким фармакотерапевтическим потенциалом, низким 

уровнем побочных эффектов и хорошей переносимостью (Kitson R. A. et al., 2009; 

Kumar D. et al., 2012). 

Среди веществ терпеноидов, продуцируемых растениями, активно 

изучаются сесквитерпеновые лактоны, которые представляют собой обширную 

группу, как по количеству соединений, так и по разнообразию углеродного 

скелета, и обладают высокой биологической активностью (Chaturvedi D., 2011; 

Zaghloul A. M., 2014; Ivanescu B. et al., 2015). Известно, что сесквитерпеновые 

лактоны в зависимости от их структуры обладают цитотоксическим действием и 

изучаются как противоопухолевые лекарственные средства (Вайнсон В. В. и 

соавт., 2005; Рахимов К. Д., 2005; Kim Y. S., 2008; Chaturvedi D., 2011; 

Wyrebska A. et al., 2012; 2013). Поэтому для исследования in vitro 

фармакологической активности предварительно проводили оценку 

жизнеспособности клеток гепатомы при инкубации их в среде с различными 

концентрациями сесквитерпенового лактона ахиллина и положительного 

контроля гемфиброзила. 
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3.1.1. Оценка цитотоксичности ахиллина на клеточной культуре линии НТС 

В результате экспериментов установлено, что жизнеспособность клеток 

гепатомы при культивировании с ахиллином в концентрации от 0,25 до 1,5 мМ не 

изменялась по сравнению с таковой в контрольной культуре и составляла при 

использовании метода окраски с трипановым синим не менее 97,1 ± 1,5 %, а МТТ-

теста – не менее 88,9 ± 4,9 % (p > 0,05). При повышении концентрации до 2,0 мМ 

ахиллин действовал на клетки гепатомы цитотоксически, и жизнеспособность 

клеток гепатомы снижалась на 23,5 % (p < 0,05) по сравнению с контролем 

(клетки культивировали с ДМСО) (Таблица 5). 

Таблица 5 
Влияние сесквитерпенового лактона ахиллина и препарата сравнения 

гемфиброзила на жизнеспособность клеточной культуры гепатомы линии НТС 
(M ± m), оцениваемую с применением МТТ-теста 

Концентрация вещества 
(мМ) 

n 
Количество живых клеток 

(%) 

Ахиллин 
0,25 4 107,4 ± 1,2 
0,5 4 97,3 ± 2,5 
1,0 4 91,4 ± 3,8 
1,5 4 88,9 ± 4,9 
2,0 4 76,5 ± 5,17 

р < 0,05 
2,5 4 37,0 ± 2,5 

р < 0,001 
5,0 4 17,3 ± 2,6 

р < 0,001 
Гемфиброзил 

0,25 4 98,8 ± 4,9 
0,5 4 81,8 ± 2,2 
1,0 4 16,0 ± 2,5 

р < 0,001 
1,5 4 0,0 

р < 0,001 
Примечание: жизнеспособность клеток в контроле принимали за 100 %, n – количество 
измерений, p – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
контрольной культуре. 
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Препарат сравнения гемфиброзил в концентрации от 0,25 до 0,5 мМ не 

влиял на жизнеспособность клеток культуры НТС, а в концентрации 1,0 мМ 

оказывал цитотоксическое действие на клетки гепатомы, жизнеспособность 

которых снижалась на 84 % (p < 0,05) от контроля (Таблица 5). 

Полученные нами результаты сопоставимы с данными S.-P. Tam  (1991), 

который показал, что добавление гемфиброзила в концентрации до 0,32 мМ в 

инкубационную среду не вызывало цитотоксического эффекта, и 

жизнеспособность клеточных культур гепатом линий HepG2 и Hep3B не 

изменялась по сравнению с контролем (Tam S.-P., 1991). 

Таким образом, сесквитерпеновый лактон ахиллин не снижал 

жизнеспособность клеточной культуры гепатомы линии НТС в концентрации от 

0,25 до 1,5 мМ и проявлял менее выраженное цитотоксическое действие, чем 

препарат сравнения гемфиброзил. 

3.1.2 Влияние ахиллина на флуоресценцию Nile Red в клеточной культуре 

линии НТС 

В последнее время широко исследуется гиполипидемическое действие 

сесквитерпеновых лактонов (Shimoda H. et al., 2002; Аксартов Р. М., 2004; Eliza J. 

et al., 2009; Роднова Е. А, 2013). Показано, что сесквитерпеновые лактоны, 

выделенные из тысячелистника Вильгельмса, малайского имбиря, полыни 

беловатой, снижают уровень ХС, ТАГ, ХС-ЛПНП и повышают содержание ХС-

ЛПВП (Asgary S. et al., 2000; Shimoda H. et al., 2003; Роднова Е. А. и соавт., 2011, 

2012; Адекенов С. М. и соавт., 2012; Duraipandiyan V. et al., 2012). Поскольку 

печень является органом, определяющим гомеостаз липидов в целом организме 

(Буеверова Е. Л. и соавт., 2008), нами было исследовано гиполипидемическое 

действие сесквитерпенового лактона ахиллина на клеточной культуре гепатомы 

линии НТС. 
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Для регистрации содержания липидов, клетки гепатомы были 

предварительно нагружены флуоресцентным зондом Nile Red (3 мкМ), который 

взаимодействует с липидами в цитозоле с образованием флуоресцирующего 

продукта. 

В результате проведенных экспериментов было установлено, что 

добавление ахиллина к культуре НТС приводило к дозозависимому снижению 

интенсивности флуоресценции Nile Red с 75,3 ± 1,3 % до 35,6 ± 2,8 % (p < 0,05) 

при концентрации от 0,5 до 5,0 мМ и гемфиброзила – с 99,2 ± 1,9 % до 

57,9 ± 4,9 % (p < 0,05) при концентрации от 0,25 до 1,0 мМ по сравнению с 

контролем (Таблица 6). 

Таблица 6 
Влияние сесквитерпенового лактона ахиллина и препарата сравнения 

гемфиброзила на флуоресценцию Nile Red в клеточной культуре гепатомы линии 
НТС (M ± m) 

Концентрация вещества 
(мМ) 

n Интенсивность флуоресценции Nile Red (%) 

Ахиллин 
0,5 5 75,3 ± 1,3 
1,0 5 71,4 ± 3,9 

р < 0,05 
1,5 5 65,7 ± 0,9 

р < 0,05 
2,0 5 56,8 ± 3,8 

р < 0,05 
2,5 5 55,1 ± 2,0 

р < 0,05 
5,0 5 35,6 ± 2,8 

р < 0,05 
Гемфиброзил 

0,25 5 99,2 ± 1,9 
0,5 5 65,1 ± 2,3 

р < 0,05 
1,0 5 57,9 ± 4,9 

р < 0,05 
Примечание: флуоресценцию Nile Red в контроле принимали за 100 %, n – количество 
измерений, p – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
контрольной культуре. 
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Статистически значимое уменьшение интенсивности флуоресценции Nile 

Red в клетках гепатомы отмечалось при концентрации ахиллина 1,0 мМ и 

гемфиброзила 0,5 мМ, что отражает снижение содержания липидов в клеточной 

культуре НТС (Таблица 6). 

 
А – контроль        Б – 1,0 мМ ахиллин    В – 0,5 мМ гемфиброзил 
Рисунок 11. Микрофотографии клеточной культуры гепатомы линии HTC после 
культивирования со сесквитерпеновым лактоном ахиллином и препаратом 
сравнения гемфиброзилом. 
Примечание: гранулы липидов, окрашенные красителем Oil Red O, красного цвета; увеличение 
(об. 25 х ок. 10). 
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  А – ахиллин     Б - гемфиброзил 
Рисунок 12. Влияние различных концентраций ахиллина (А) и гемфиброзила (Б) 
на жизнеспособность клеток ( ) с применением МТТ-теста и на флуоресценцию 
Nile Red(  ) в клеточной культуре гепатомы линии НТС (M ± m). 
Примечание: жизнеспособность клеток и флуоресценцию Nile Red в контроле принимали за 
100 %. * – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
контрольной культуре при p < 0,05. 

 

Полученные результаты подтверждаются данными микроскопии клеток 

после окрашивания нейтральных липидов в клеточной культуре НТС с 

красителем Oil Red O. При действии ахиллина (1,0 мМ) и гемфиброзила (0,5 мМ) 
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в клетках гепатомы снижалось содержание липидных капель, окрашенных Oil Red 

O, по сравнению с контролем (Рисунок 11). 

Полученные данные позволяют утверждать, что для исследования 

гиполипидемического действия на модели гиперлипидемии in vitro 

сесквитерпеновый лактон ахиллин и препарат сравнения гемфиброзил 

целесообразно использовать в концентрациях от 0,5 до 1,5 мМ и от 0,25 до 

0,5 мМ, соответственно. Поскольку при этих концентрациях жизнеспособность 

клеток значимо не изменялась по сравнению с контролем. В тоже время 

отмечалось снижение флуоресценции Nile Red, что отражает уменьшение 

содержания липидов в клетках гепатомы (Рисунок 12). 

3.1.3. Моделирование экспериментальной гиперлипидемии in vitro в 

клеточной культуре линии НТС 

Жировая эмульсия липофундин применяется для парентерального питания. 

Липофундин является источником энергии и содержит ненасыщенные жирные 

кислоты, среднецепочечные ТАГ, фосфатиды яичного желтка, глицерол и 

токоферол (Burrin D. G. et al., 2014). Введение липофундина пациентам и 

экспериментальным животным приводит к развитию гиперлипидемии (Gura K. et 

al., 2007; Delgado Roche L., 2012)  за счет увеличения уровня ХС, ТАГ, ХС-ЛПНП, 

при снижении содержания  ХС-ЛПВП (Riemens S. C. et al., 1999; Delgado Roche L. 

et al., 2012). Следует подчеркнуть также, что высокие уровни экзогенных ТАГ 

способствуют синтезу холестерола, АроВ100 и образованию ЛПОНП (Delgado 

Roche L. et al., 2012). 

В результате проведённых нами экспериментов установлено, что при 

культивировании клеток гепатомы с липофундином в конечных концентрациях от 

0,01 до 0,1 %, жизнеспособность клеток не уменьшалась по сравнению с 

соответствующим показателем в контрольной культуре и составляла не менее 
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97 ± 1,2 % (методом с трипановым синим) и 96,5 ± 1,4 % (методом МТТ-теста) 

(p > 0,05) (Таблица 7). 

Таблица 7 
Влияние липофундина на жизнеспособность клеточной культуры 

гепатомы линии НТС (M ± m) 

Концентрация липофундина 
(%) 

n 
Количество живых клеток 

(%) 
p 

0,01 5 96,5 ± 1,4 
р > 0,05 

0,05 5 98,9 ± 2,9 
р > 0,05 

0,1 5 97,2 ± 1,6 
р > 0,05 

Примечание: жизнеспособность клеток в контроле принимали за 100 %, n – количество 
измерений, p – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
контрольной культуре. 

 

Инкубация клеток гепатомы в течение 48 ч в присутствии липофундина 

0,01 % приводила к увеличению содержания в них ТАГ в 1,5 раза –  с 1,91 (1,72 –

 1,98) до 2,99 (2,87 – 3,05) нмоль/мг белка (p < 0,05) по сравнению с контролем. 

При добавлении липофундина 0,05 % содержание ТАГ увеличивалось в 3 раза – 

до 5,68 (5,54 – 5,75) нмоль/мг белка (p < 0,05) по сравнению с контролем. При 

добавлении липофундина 0,1 % исследуемый показатель возрастал в 2,4 раза до 

4,57 (4,4 – 4,68) нмоль/мг белка (p < 0,05) по сравнению с контролем (Рисунок 13). 

Таким образом, культивирование клеточной культуры линии НТС в 

присутствии липофундина приводило к накоплению в клетках ТАГ в зависимости 

от концентрации жировой эмульсии в инкубационной среде. При этом 

максимальное увеличение содержания ТАГ в клетках гепатомы отмечалось при 

концентрации липофундина в инкубационной среде 0,05 %. Полученный 

результат подтверждался также при количественной оценке интенсивности 

флуоресценции Nile Red, которая повышалась в 4,4 раза (p < 0,05) по сравнению с 

контролем (с 10928,4 ± 967,3 до 48534,7 ± 1924 ед. флуоресценции) (Рисунок 15). 

Повышение уровня липидов в клетках гепатомы при добавлении 

липофундина в инкубационную среду было обусловлено увеличением уровня 
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ТАГ в 3 раза (p < 0,05) по сравнению с контролем (Таблица 8). Внутриклеточное 

содержание холестерола значимо не увеличивалось по сравнению с таковым в 

контроле (p > 0,05) (Таблица 8). 
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Рисунок 13. Влияние липофундина на уровень ТАГ в клеточной культуре 
гепатомы линии НТС (Me (Q1 – Q3)). 
Примечание: ТАГ – триацилглицеролы, * – уровень статистической значимости различий по 
сравнению с показателем в контрольной культуре при p < 0,05. 

Таблица 8 
Внутриклеточное содержание ТАГ и холестерола в клеточной культуре 

гепатомы линии НТС при культивировании без и с липофундином 0,05 % (M ± m) 
Исследуемая 

группа 
 

 
n 

Внутриклеточное 
содержание ТАГ 
(мг/107 клеток) 

Внутриклеточное 
содержание холестерола 

(мг/107 клеток) 
Контроль 5 0,896 ± 0,115 0,256 ± 0,026 

Липофундин 
0,05 %  

5 2,64 ± 0,084 
р < 0,05 

0,282 ± 0,019 

Примечание: ТАГ – триацилглицеролы, n – количество измерений, p – уровень статистической 
значимости различий по сравнению с показателями в контрольной культуре. 
 

Полученные нами результаты сопоставимы с данными E. Ilan (2005) и 

O. Tirosh (2009), которые с коллегами показали, что при добавлении липофундина 

к клеточной культуре гепатокарциномы линии FaO и к первичным гепатоцитам 

крыс происходит накопление ТАГ и СЖК (Ilan E. et al., 2005; Tirosh O. et al., 

2009). 



77 
 

 
А – контроль   Б – липофундин 0,05 % 

Рисунок 14. Микрофотографии клеточной культуры гепатомы линии HTC при 
культивировании без (А) и с липофундином 0,05 % (Б). 
Примечание: гранулы липидов, окрашенные красителем Oil Red O, красного цвета; увеличение 
(об. 25 х ок. 10). 

 

Накопление липидов в культуре НТС в присутствии липофундина 

подтверждается данными микроскопии клеток после окрашивания нейтральных 

липидов с красителем Oil Red O (Рисунок 14). На рисунке 14Б (культивирование 

клеток с липофундином в конечной концентрации 0,05 %) отмечалось больше 

гранул липидов, окрашенных Oil Red O, чем в контрольной культуре 

(Рисунок 14А). 

3.1.4. Влияние ахиллина на содержание триацилглицеролов и холестерола в 

клеточной культуре линии НТС при экспериментальной гиперлипидемии, 

индуцированной липофундином 

На экспериментальной модели гиперлипидемии, вызванной жировой 

эмульсией липофундином, сесквитерпеновый лактон ахиллин и гемфиброзил 

также дозозависимо снижали уровень липидов в клетках гепатомы. При этом 

ахиллин уменьшал интенсивность флуоресценции Nile Red в культуре клеток с 

35187,6 ± 582,4 до 30140,0 ± 1019,3 ед. флуоресценции (p < 0,05) при 

концентрации от 0,5 до 1,5 мМ, а гемфиброзил – с 17715,2 ± 1795,8 до 

14317,7 ± 1553,1 ед. флуоресценции (p < 0,05) при концентрации от 0,25 до 0,5 
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мМ, соответственно, по сравнению с показателем в культуре с 0,05 % 

липофундином (48534,7 ± 1924 ед. флуоресценции) (Рисунок 15). 
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  А – ахиллин     Б – гемфиброзил 

Рисунок 15. Влияние ахиллина (А) и гемфиброзила (Б) на флуоресценцию Nile 
Red в клеточной культуре гепатомы линии HTC при культивировании с 0,05 % 
липофундином (M ± m). 
Примечание: * – уровень статистической значимости различий по сравнению с клетками 
гепатомы соответствующей группы при p < 0,05. 

 

При этом ахиллин проявлял способность понижать уровень липидов в 

клетках гепатомы уже в концентрации 0,5 мМ (сопоставимой с концентрацией 

препарата сравнения гемфиброзила) и снижал интенсивность флуоресценции Nile 

Red на 27,5 % (35187,6 ± 582,4 ед. флуоресценции, p < 0,05) по сравнению с 

соответствующим показателем в культуре с 0,05 % липофундином 

(48534,7 ± 1924 ед. флуоресценции) (Рисунок 16). Гемфиброзил более выражено 

уменьшал содержание липидов в клетках линии НТС на экспериментальной 

модели гиперлипидемии - на 63,5 % (17715,2 ± 1795,8 ед. флуоресценции, p < 

0,05) при концентрации 0,25 мМ (Рисунок 16). 

Уменьшение содержания липидов в клеточной культуре НТС при действии 

ахиллина было обусловлено снижением содержание ТАГ на 20 % (p <0,05) – 

2,11 ± 0,136 мг/107 клеток и холестерола на 26,5 % (p <0,05) – 

0,207 ± 0,023 мг/107 клеток, по сравнению с аналогичным показателем в культуре 

с 0,05 % липофундином (ТАГ – 2,64 ± 0,084 мг/107 клеток, холестерол –
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 0,282 ± 0,019 мг/107 клеток) (Рисунок 17). Гемфиброзил на модели 

гиперлипидемии оказывал более выраженное влияние на уровень ТАГ в клетках, 

снижая их содержание на 49,3 % (1,34 ± 0,117 мг/107 клеток, p <0,05) 

(Рисунок 17А). 
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Рисунок 16. Влияние ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила (0,25 мМ) на 
флуоресценцию Nile Red в клеточной культуре гепатомы линии НТС при 
культивировании с 0,05 % липофундином (M ± m). 
Примечание: * – уровень статистической значимости различий по сравнению с клетками 
гепатомы соответствующей группы при p < 0,05. 

 
На внутриклеточное содержание холестерола гемфиброзил существенного 

влияния не оказал (p > 0,05) (Рисунок 17Б). 

Для регистрации содержания липидов клетки гепатомы были 

предварительно нагружены флуоресцентным зондом Nile Red (3 мкМ), который 

взаимодествует с липидами в цитозоле с образованием флуоресцирующего 

продукта. Флуоресценцию Nile Red в клеточной культуре НТС регистрировали на 

микроскопе Axioimager Z1 с насадкой для улучшения контрастности Apotome и 

программным обеспечением AxioVision 4.7.1. («Carl Zeiss», Германия), 

увеличение 40х, с использованием светофильтров: λ=580 нм – возбуждение, 

λ=630 нм – эмиссия (Рисунок 18). 
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Моделирование экспериментальной гиперлипидемии in vitro путем 

добавления липофундина в конечной концентрации 0,05 % в инкубационную 

среду приводило к достоверному увеличению содержания липидов в клетках: 

интенсивность флуоресценции зонда Nile Red составляла 48534,7 ± 1924 ед. 

флуоресценции, что оказалось в 4,4 раза выше такового в контрольной культуре 

(10928,4 ± 967,3 ед. флуоресценции) (Рисунок 18). 
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Рисунок 17. Влияние ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила (0,25 мМ) на содержание 
триацилглицеролов (ТАГ) (А) и холестерола (Б) в клеточной культуре гепатомы 
линии НТС при культивировании с 0,05 % липофундином (M ± m). 
Примечание: * – уровень статистической значимости различий по сравнению с клетками 
гепатомы соответствующей группы при p < 0,05. 

 

Добавление в инкубационную среду ахиллина в концентрации 0,5 мМ на 

модели гиперлипидемии in vitro приводило к достоверному снижению 

интенсивности флуоресценции Nile Red (35187,6 ± 582,4 ед. флуоресценции) в 

клетках гепатомы, нагруженных зондами Nile Red (на липиды) и DAPI (на ядра) 

(Рисунок 18). 

Таким образом, нами установлено, что сесквитерпеновый лактон ахиллин в 

экспериментальной модели гиперлипидемии in vitro, индуцированной жировой 

эмульсией липофундином, проявил гиполипидемическую активность, которая 

обусловлена  снижением   уровня  липидов,  о  чем  свидетельствует  уменьшение  
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Флуоресцентные зонды Nile Red и DAPI 

 
Фазовый контраст Nile Red 

 
Фазовый контраст DAPI 
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Рисунок 18. Флуореценция липидов и ядер клеток гепатомы линии НТС, 
нагруженных зондами Nile Red и DAPI, при действии 0,5 мМ ахиллина и 
липофундина 0,05 % (M ± m). 
Примечание: зонд Nile Red окрашивает липиды в цитозоле клеток в зеленый цвет, зонд DAPI 
окрашивает ядра клеток в синий цвет; увеличение 40х. * – уровень статистической значимости различий 
по сравнению с клетками гепатомы соответствующей группы при p < 0,05. 
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интенсивности флуоресценции Nile Red, снижение уровня ТАГ и холестерола в 

клеточной культуре гепатомы линии НТС. 

Однако механизм, с помощью которого ахиллин снижает содержание 

липидов в клетках гепатомы, неизвестен. Поэтому для установления механизмов 

гиполипидемического действия сесквитерпенового лактона ахиллина в 

экспериментальной модели гиперлипидемии на клеточной культуре НТС, 

необходимо исследовать экспрессию мРНК ключевых генов метаболизма 

липидов. 

3.2. Влияние сесквитерпенового лактона ахилина на величину экспрессии 

мРНК ключевых генов метаболизма липидов при эксперментальной 

гиперлипидемии в клеточной культуре гепатомы линии НТС 

3.2.1. Изучение влияния ахиллина на величину экспрессии мРНК гена 

рецептора к липопротеинам низкой плотности (Ldlr) в клеточной культуре 

линии НТС 

Одним из процессов, определяющим уровень внутриклеточного 

холестерола, является его поступление в клетку в составе частиц ЛПНП путем 

рецептор-опосредованного пиноцитоза, осуществляемого с участием рецепторов 

к ЛПНП, расположенных на плазматической мембране гепатоцитов 

(Goldstein J. L. et al., 2006). 

В результате проведенных нами экспериментов было установлено, что 

добавление в инкубационную среду липофундина 0,05 % приводило к 

ингибированию экспрессии мРНК гена рецептора к ЛПНП (Ldlr) на 57 % 

(0,43 ± 0,09 усл. ед., р <0,05) (Рисунок 19). Препарат сравнения гемфиброзил, 

напротив, увеличивал в 2,5 раза величину экспрессии гена Ldlr (2,51 ± 0,25 усл. 

ед., р < 0,05) (Рисунок 19). Сесквитерпеновый лактон ахиллин не оказывал 
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влияния на экспрессию гена Ldlr и величина экспрессии составляла 

1,06 ± 0,06 усл. ед. (р > 0,05) (Рисунок 19). 

Анализ изученной литературы позволяет говорить о том, что ключевым 

регулятором экспрессии гена рецептора к ЛПНП (Ldlr) являются 

транскрипционные факторы – SREBPs, которые образуются из предшественника 

pre-SREBP (Wang X. et al., 1994; Колчанов Н. А. и др., 2006). Скорость перехода 

предшественника в активную форму зависит от концентрации холестерола и при 

его высоком уровне эта реакция подавляется (Yang T. et al., 2002). Неактивный 

предшественник pre-SREBP накапливается в мембранах эндоплазматического 

ретикулума в комплексе с белком SCAP. При низком уровне холестерола белок 

SCAP обеспечивает транспорт белка pre-SREBP в аппарат Гольджи, где 

происходит протеолитическое расщепление молекулы pre-SREBP с образованием 

активного белка SREBP. Активный SREBP проникает в ядро клетки и активирует 

экспрессию генов, контролирующих биосинтез холестерола и его поглощение из 

внеклеточного пространства (De Souza M. O. et al., 2012; Lee S. M. et al., 2012). 
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Рисунок 19. Влияние липофундина (0,05 %), ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила 
(0,25 мМ) на величину экспрессии мРНК гена рецептора к липопротеинам низкой 
плотности (Ldlr) в клеточной культуре гепатомы линии НТС (M ± m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (клетки инкубировали с растворителем ДМСО). Ldlr –
 рецептор к липопротеинам низкой плотности. Относительная экспрессия мРНК гена в контроле 
принята за единицу; * – уровень статистической значимости различий по сравнению с 
показателем в контрольной культуре при p < 0,05. 
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В итоге активация SREBP приводит к увеличению транскрипции рецептора к 

ЛПНП – трансмембранного гликопротеида, имеющего апоВ- и апоЕ- лиганды. 

Рецепторы к ЛПНП опосредуют перенос в клетку холестеринсвязывающих 

липопротеинов путем эндоцитоза, контролируя уровень холестерола в клетках и 

плазме (Ikonen E., 2008; Sato R., 2010). 

Обсуждаемое нами ингибирование экспрессии гена рецептора к ЛПНП при 

инкубировании клеток гепатомы с липофундином может быть обусловлено 

фосфорилированием АМФ-активируемой протеинкиназы.  Подтверждением этого 

могут служить данные О.Tirosh с коллегами (2009), показавших в экспериментах 

in vitro, что добавление липофундина в клеточную культуру гепатокарциномы 

линии FaO приводит к фосфорилированию AMФК (Tirosh О. et al., 2009). В то же 

время известно, что активная (фосфорилированная) AMФK фосфорилирует 

транскрипционные факторы SREBPs. В результате ингибируются процессы 

транспорта белка pre-SREBP в аппарат Гольджи и проникновения активного 

SREBP в ядро клетки. Это приводит к подавлению экспрессии SREBP-1с и 

SREBP-2 респонсивных генов, контролирующих биосинтез жирных кислот, ТАГ 

и холестерола, а также поступление холестерола в составе ЛПНП с помощью 

рецепторов к ЛПНП (Li Y. et al., 2011). 

Из литературы известно, что фибраты повышают экспрессию гена Ldlr в 

гепатоме мышей линии AML12 и увеличивают связывание ЛПНП с 

культивируемыми клетками (Huang Z. et al., 2008). Индукция экспрессии гена Ldlr 

фенофибратом зависит от PPAR-α и SRE. В основе механизма повышения 

экспрессии гена Ldlr лежит фосфорилирование протеинкиназы B (Akt) и 

обусловленная SREBP-2 транскрипция гена (Huang Z. et al., 2008). 

В то же время нельзя исключить механизм повышения экспрессии мРНК 

гена Ldlr под влиянием гемфиброзила в культуре гепатомы линии НерG2 

вследствие увеличения стабилизации (периода полураспада) мРНК гена Ldlr 

(Goto D. et al, 1997). Подобная активация экспрессии гена LDLR через 

посттрансляционный механизм стабилизации мРНК описана для алкалоида 
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берберина Huanglian (Coptis chinensis), обладающего выраженным 

гипохолестеролемическим действием (Kong W. et al, 2004). 

Таким образом, увеличение экспрессии мРНК гена рецептора к ЛПНП (Ldlr) 

под влиянием гемфиброзила может быть обусловлено активацией 

транскрипционных факторов SREBP и PPAR-α. Сесквитерпеновый лактон 

ахиллин не оказывает существенного влияния на величину экспрессии мРНК гена 

Ldlr в клеточной культуре гепатомы линии НТС при экспериментальной 

гиперлипидемии, индуцированной жировой эмульсией липофундином. 

3.2.2. Изучение влияния ахиллина на величину экспрессии мРНК гена 

фермента 3-гидрокси-3-метилглютарил-КоА редуктазы (Hmgcr)  в клеточной 

культуре линии НТС 

Фермент ГМГ-КоА-редуктаза локализован на эндоплазматическом 

ретикулуме и пероксисомах и лимитирует скорость биосинтеза холестерола. Этот 

фермент экспрессируется во всех тканях, но в наибольшем количестве в печени, 

которая играет центральную роль в регуляции метаболизма холестерола и его 

концентрации в плазме крови (Wang Y. M. et al., 2010). 

В результате экспериментов было установлено, что экспрессия мРНК гена 

Hmgcr при действии липофундина (0,05 %) уменьшилась на 45 % по сравнению с 

контролем - 0,55 ± 0,07 усл. ед. (р < 0,05) (Рисунок 20). 

Ахиллин, напротив, увеличивал экспрессию гена Hmgcr в 1,4 раза (1,41 ± 0,14 

усл. ед., р < 0,05) (Рисунок 20), а гемфиброзил (0,97 ± 0,06 усл. ед., р > 0,05) не 

оказывал существенного влияния на экспрессию гена Hmgcr по сравнению с 

контролем (Рисунок 20). 

Известно, что конечный продукт метаболического пути – холестерол, 

регулирует скорость транскрипции гена ГМГ-КоА-редуктазы по принципу 

отрицательной обратной связи. Однако регуляция активности фермента ГМГ-КоА 
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редуктазы – это сложный процесс, который контролируется как на 

транскрипционном уровне (через SREBPs транскрипционные факторы), так и на 

постранскрипционном уровне (через процессы фосфорилирования/ 

дефосфорилирования) (Goldstein J. L. et al., 2006). 

SREBPs – мембраносвязанные транскрипционные факторы, которые 

транскрипционально регулируют экспрессию гена Hmgcr и другие ферменты пути 

биосинтеза холестерола вместе с генами, кодирующими рецептор к ЛПНП, и сам 

SREBP-2 (Roglans N. et al., 2001). 

Возможный механизм снижения уровня мРНК гена Hmgcr при 

культивировании клеточной культуры линии НТС с липофундином может быть 

обусловлен фосфорилированием AMФK, которая ингибирует, как сам фермент 

ГМГ-КоА-редуктазу (Anavi S. et al., 2010), так и транскрипционный фактор 

SREBP-2 (Li Y. et al., 2011). В результате этого блокируется эндогенный синтез 

холестерола в клетках. 
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Рисунок 20. Влияние липофундина (0,05 %), ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила 
(0,25 мМ) на величину экспрессии мРНК гена фермента ГМГ-КоА-редуктазы 
(Hmgcr) в клеточной культуре гепатомы линии НТС (M ± m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (клетки инкубировали с растворителем ДМСО). Hmgcr – 3-
гидрокси-3-метилглутарил КоА редуктаза. Относительная экспрессия мРНК гена в контроле 
принята за единицу; * – уровень статистической значимости различий по сравнению с 
показателем в контрольной культуре при p < 0,05. 
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Для гиполипидемического препарата симвастатина показано, что 

конкурентное ингибирование фермента ГМГ-КоА редуктазы в культуре гепатомы 

человека запускает скоординированную регуляцию экспрессии генов, 

кодирующих ГМГ-КоА редуктазу и рецептор к ЛПНП. Ингибирование ГМГ-КоА-

редуктазы in vivo статинами вызывает комплексный ответ, сопровождающийся 

повышением экспрессии генов Hmgcr и рецепторов к ЛПНП (Goldstein J. L. et al., 

2006). Повышение количества рецепторов к ЛПНП способствует увеличению 

захвата богатых холестерином ЛПНП из кровеносного русла и по механизму 

отрицательной обратной связи - снижению экспрессии гена Hmgcr. В отличие от 

этого, в экспериментах in vitro при культивировании клеток гепатомы в среде, не 

содержащей сыворотку, уровень холестерола в клетках определяется только 

эндогенным синтезом, и снижение холестерологенеза при действии препаратов 

приводит к быстрой индукции рецепторов к ЛПНП. В экспериментах in vivo 

другие факторы, такие как снижение образования ЛПНП или усилении 

поглощения клетками ЛППП, вносят свой вклад в гипохолестеролемический 

эффект препаратов (Qin W. et al., 1992). 

Можно предполагать, что увеличение экспрессии гена ГМГ-КоА-редуктазы, 

обнаруженное в наших экспериментах при инкубации клеток гепатомы с 

ахиллином, обусловлено снижением содержания холестерола при действии 

ахиллина, что, собственно, и подтверждается полученными результатами 

(Рисунок 17Б). Известно, что снижение уровня холестерола по принципу 

отрицательной обратной связи приводит к увеличению экспрессии гена данного 

фермента (Goldstein J. L. et al., 2006). 

3.2.3. Изучение влияния ахиллина на величину экспрессии мРНК гена 

фермента ацетилКоА: холестеролацилтрансферазы (Soat1) в клеточной 

культуре линии НТС 
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АХАТ (Soat1) – фермент, катализирующий образование эфиров холестерола 

из холестерола (Lee M. K. et al., 2003). 

Проведенное исследование позволило установить, что культивирование 

клеточной культуры НТС с липофундином приводило к снижению величины 

экспрессии мРНК гена Soat1 на 62 % – 0,38 ± 0,05 усл. ед. (р < 0,05), а ахиллин и 

гемфиброзил ингибировали экспрессию гена на 50  и 45 % – 0,50 ± 0,06 и 

0,55 ± 0,05 усл. ед. (р < 0,05), соответственно (Рисунок 21). 
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Рисунок 21. Влияние липофундина (0,05 %), ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила 
(0,25 мМ) на величину экспрессии мРНК гена фермента АХАТ (Soat1) в 
клеточной культуре гепатомы линии НТС (M±m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (клетки инкубировали с растворителем ДМСО). Soat1 –
 АХАТ. Относительная экспрессия мРНК гена в контроле принята за единицу; * – уровень 
статистической значимости различий по сравнению с показателем в контрольной культуре при 
p < 0,05. 
 

Известно, что ингибиторы АХАТ снижают уровень холестерола в плазме, 

уменьшая абсорбцию холестерола, поступающего с пищей, и подавляя 

образование и секрецию аполипопротеин В содержащих липопротеинов, таких 

как ЛПОНП в печени и хиломикронов в кишечнике (Miyazaki A. et al., 2003). 

3.2.4. Изучение влияния ахиллина на величину экспрессии мРНК гена 

фермента 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) в клеточной культуре линии НТС 
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Печень устраняет избыток холестерола из организма путем 

непосредственной секреции в желчь или после преобразования его в желчные 

кислоты. Лимитирующим ферментом синтеза желчных кислот является 

холестерин 7α-гидроксилаза (Cyp7a1) (Chen Z. Y. et al., 2008). 

Культивирование клеток с липофундином приводило к ингибированию 

экспресии гена Cyp7a1 на 75 % и величина экспрессии составляла 0,25 ±  0,06 усл. 

ед. (р < 0,05) (Рисунок 22). Гемфиброзил также снижал величину экспресии мРНК 

гена Cyp7a1, но на 27 % (0,73 ± 0,09 усл. ед., р < 0,05) (Рисунок 22). 

Действительно, ранее было показано, что фибраты, в том числе гемфиброзил, 

уменьшают экспрессию мРНК гена Cyp7a1 у пациентов с гиперлипидемией 

(Marrapodi M. et al., 2000; Roglans N. et al., 2004) и в клеточной культуре гепатомы 

HepG2 (Gbaguidi G. F. et al, 2004). Уменьшение экспрессии мРНК гена Cyp7a1 

способствует снижению синтеза и секреции желчных кислот, что приводит к 

повышению литогенности желчи, то есть к риску образования желчных камней 

(Roglans N. et al, 2004). Поэтому гемфиброзил противопоказан больным с 

желчнокаменной болезнью. 
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Рисунок 22. Влияние липофундина (0,05 %), ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила 
(0,25 мМ) на величину экспрессии мРНК гена фермента 7α-гидроксилаза (Cyp7a1) 
в клеточной культуре гепатомы линии НТС (M±m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (клетки инкубировали с растворителем ДМСО). Cyp7a1 – 7-
α-гидроксилаза. Относительная экспрессия мРНК гена в контроле принята за единицу; * –
 уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в контрольной 
культуре при p < 0,05. 
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Ахиллин, напротив, повышал экспрессию мРНК гена Cyp7a1 в 2,8 раза 

(2,79 ± 0,24 усл. ед., р < 0,05) (Рисунок 22), что способствовало устранению 

избытка холестерола из организма путем секреции его в желчь или 

преобразования холестерола в желчные кислоты (Chen Z. Y. et al., 2008). 

3.2.5. Изучение влияния ахиллина на величину экспрессии мРНК генов 

ферментов карнитин-пальмитоилтрансферазы I (Cpt1a) и II (Cpt2) в 

клеточной культуре линии НТС 

Жирные кислоты с длинной углеводородной цепью переносятся через 

внутреннюю мембрану митохондрий с помощью карнитина. Карнитин-

пальмитоилтрансфераза I (Cpt1a) является ферментом, регулирующим скорость 

окисления длинноцепочечных жирных кислот в митохондриях. Этот фермент 

расположен на внешней мембране митохондрий и осуществляет транспорт 

длинноцепочечных жирных кислот в митохондрии, катализируя реакцию с 

образованием ацилкарнитина (Bonnefont J. P. et al, 2004). Образовавшийся 

ацилкарнитин проходит через межмембранное пространство к наружной стороне 

внутренней мембраны и транспортируется с помощью карнитин-ацил-

карнитинтранслоказы на внутреннюю поверхность внутренней мембраны 

митохондрий, где фермент карнитин-пальмитоилтрансфераза II (Cpt2) 

катализирует перенос ацила на пул внутримитохондриального КоА 

(Bonnefont J. P. et al, 2004). 

Поэтому нами была исследована экспрессия обоих генов ферментов, 

участвующих в катаболизме жирных кислот. При культивировании клеток НТС с 

гемфиброзилом и ахиллином величина экспрессии гена Cpt1a увеличивалась в 

3,7 (3,73 ± 0,21 усл. ед., р < 0,05) и в 1,5 раза (1,51 ± 0,08 усл. ед., р < 0,05), 

соответственно (Рисунок 23А). На величину экспрессии мРНК гена Cpt1a 

липофундин влияния не оказывал (1,06 ± 0,28 усл. ед.) (р > 0,05) (Рисунок 23А), 
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однако ингибировал экспрессию гена Cpt2 на 41 % (р < 0,05), при этом величина 

экспрессии гена составила 0,59 ± 0,11 усл. ед. (Рисунок 23Б). На величину 

экспрессии гена Cpt2 гемфиброзил оказывал менее выраженное влияние 

(2,24 ± 0,3 усл. ед., р < 0,05) (Рисунок 23Б), в то время как ахиллин повышал 

величину экспрессии мРНК гена Cpt2 в 1,7 раза (1,68 ± 0,06 усл. ед., р < 0,05) 

(Рисунок 23Б). 
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Рисунок 23. Влияние липофундина (0,05 %), ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила 
(0,25 мМ) на величину экспрессии мРНК генов ферментов карнитин-
пальмитоилтрансферазы I (Cpt1a) (А) и II (Cpt2) (Б) в клеточной культуре 
гепатомы линии НТС (M ± m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (клетки инкубировали с растворителем ДМСО). Cpt1a – 
карнитин-пальмитоилтрансфераза 1. Cpt2 – карнитин-пальмитоилтрансфераза 2. Относительная 
экспрессия мРНК гена в контроле принята за единицу; * – уровень статистической значимости 
различий по сравнению с показателем в контрольной культуре при p < 0,05. 

 

Известно, что липофундин МСТ/ЛСТ содержит в своем составе соевое масло, 

которое преимущественно состоит из ненасыщенных жирных кислот (Burrin D. G. 

et al., 2014). Культивирование клеточной культуры гепатомы линии HepG2 с 

олеиновой кислотой (мононенасыщенной жирной кислотой) приводит к 

снижению экспрессии мРНК и белка PPAR-α (Kang O. H. et al., 2013). В то же 

время известно, что PPAR-α увеличивает экспрессию генов ферментов, 

вовлеченных в окисление длинноцепочечных жирных кислот (Staeles B. et al, 

1995). Следовательно, снижение экспрессии гена фермента карнитин-
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пальмитоилтрансферазы II, выявленное при инкубировании клеток гепатомы с 

липофундином, могло быть связано с ингибированием PPARα. 

Гемфиброзил является агонистом PPARα (Ozansoy G. et al., 2004), поэтому 

отмечается увеличение экспрессии генов ферментов карнитин-

пальмитоилтрансферазы 1 и 2, ответственных за катаболизм жирных кислот и 

снижение накопления триацилглицеролов в печени (Wang Y. M. et al., 2010). 

Можно предположить, что и ахиллин повышает экспрессию генов Cpt1а и Cpt2 за 

счет активации PPARs. 

3.2.6. Изучение влияния ахиллина на величину экспрессии мРНК гена 

фермента ацетил-КоА-карбоксилазы (Acaca) в клеточной культуре линии 

НТС 

Ацетил-КоА-карбоксилаза (Acaca) – ключевой фермент синтеза жирных 

кислот, катализирующий карбоксилирование ацетил-КоА с образованием 

малонил-КоА (Munday M. R., Hemingway Ch. J., 1999). 

В результате проведённых нами исследований установлено, что липофундин 

ингибировал экспрессию гена Acaca на 50 % (р < 0,05), при этом величина 

экспрессии составляла 0,50 ± 0,03 усл. ед. (Рисунок 24). Гемфиброзил увеличивал 

экспрессию мРНК гена фермента ацетил-КоА-карбоксилазы в клетках гепатомы 

НТС в 1,4 раза (1,43 ± 0,15 усл. ед., р < 0,05) (Рисунок 24). Ахиллин не оказывал 

влияния на экспрессию исследуемого гена (1,03 ± 0,08 усл. ед., р > 0,05) 

(Рисунок 24). 

Увеличение экспрессии мРНК гена Acaca при действии гемфиброзила могло 

быть обусловлено снижением содержания субстрата ацетил-КоА, необходимого 

для синтеза малонил-КоА, поскольку увеличение экспресии генов Cpt1a и Cpt2 

(Рисунок 23) усиливает β-окисление жирных кислот (Munday M. R et al., 1999). 



93 
 

Уменьшение экспрессии гена ацетил-КоА-карбоксилазы обнаруженное в 

условиях наших экспериментов при инкубировании клеток гепатомы с 

липофундином сопоставимо с результатами S. Anavi (2010), который показал, что 

введение липофундина крысам приводит к снижению экспрессии мРНК гена 

ацетил-КоА-карбоксилазы в печени (Anavi S. et al., 2010). 

Возможным механизмом с помощью которого липофундин подавляет 

экспрессию гена Acaca может быть, на наш взгляд, нарушение связывания 

гетеродимера LXRα/RXRα с LXR-респонсивными элементами в промоторе гена 

SREBP-1с за счет ненасыщенных жирных кислот, входящих в состав 

липофундина (Horton J. D. et al., 2002; Xiao X., Song B.-L., 2013). Известно, что 

транскрипционный фактор SREBP-1с является главным регулятором биосинтеза 

жирных кислот и ТАГ (Horton J. D. et al., 2002; Ikonen E., 2008; Sato R., 2010; 

Xiao X., Song B.-L., 2013). 
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Рисунок 24. Влияние липофундина (0,05 %), ахиллина (0,5 мМ) и гемфиброзила 
(0,25 мМ) на величину экспрессии мРНК гена фермента ацетил-КоА-
карбоксилазы (Acaca) в клеточной культуре гепатомы линии НТС (M ± m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (клетки инкубировали с растворителем ДМСО). Acaca –
 ацетил-КоА-карбоксилаза. Относительная экспрессия мРНК гена в контроле принята за 
единицу; * – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
контрольной культуре при p < 0,05. 
 

Резюмируя сказанное можно заключить, что с одной стороны 

культивирование клеток гепатомы с липофундином вызывает блокирование 
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эндогенной продукции жирных кислот, ТАГ и холестерола, о чем свидетельствует 

ингибирование экспрессии мРНК генов ГМГ-КоА-редуктазы (Hmgcr) и ацетил-

КоА-карбоксилазы (Acaca) (Рисунок 25А). С другой стороны, ингибирование 

экспрессии генов фермента карнитин-пальмитоилтрансферазы 2 приводит к 

снижению катаболизма жирных кислот, а ингибирование генов фермента АХАТ 

(Soat1) и рецептора к ЛПНП (Ldlr) - к уменьшению образованию эфиров 

холестерола и снижению захвата атерогенных ЛПНП (Рисунок 25А), что 

способствует накоплению ТАГ в печени. 
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А – липофундин 0,05 %  Б – ахиллин 0,5 мМ  В – гемфиброзил 0,25 мМ 

Рисунок 25. Влияние липофундина (0,05 %) (А), ахиллина (0,5 мМ) (Б) и 
гемфиброзила (0,25 мМ) (В) на величину экспрессии мРНК ключевых генов 
метаболизма липидов в клеточной культуре гепатомы линии НТС (M±m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (клетки инкубировали с растворителем ДМСО). 
Относительная экспрессия мРНК генов в контроле принята за единицу; * – уровень 
статистической значимости различий по сравнению с показателями в контрольной культуре при 
p<0,05. 
Обозначение генов: Ldlr – рецептор к ЛПНП; Hmgcr – 3-гидрокси-3-метилглутарил КоА 
редуктаза; Soat1 – АХАТ; Cyp7a1 – 7α-гидроксилаза; Acaca – ацетил-КоА-карбоксилаза; Cpt1a – 
карнитин-пальмитоилтрансфераза 1; Cpt2 – карнитин-пальмитоилтрансфераза 2. 

 

Из литературы известно также, что липофундин может воздействовать на 

SREBP транскрипционные факторы через PI3K-Akt сигнальный путь (Kohli R. et 

al., 2007; Ru P. et al., 2013), вызывая гиперлипидемию в экспериментах in vitro 

(Ilan E. et al., 2005, Tirosh O. et al., 2009), и in vivo (Gura K. et al., 2007; Delgado 

Roche L. et al., 2012). Кроме того, O.Tirosh с коллегами (2009) показал, что 

липиды поступают в клетки из липофундина в виде ТАГ путем пиноцитоза или 

диффузии (Tirosh O. et al., 2009). 

Гемфиброзил относится к дериватам фиброевой кислоты – группе 

гиполипидемических средств, влияющих преимущественно на обмен 
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липопротеиновых частиц, богатых ТАГ (хиломикроны, ЛПОНП и ЛППП). 

Фибраты являются агонистами PPARα (Tenenbaum A. et al., 2012) и проявляют 

гиполипидемическое действие (Staels B. et al, 1998). 

Нами было установлено, что на клеточной культуре гепатомы гемфиброзил 

индуцирует β-окисление жирных кислот, о чем свидетельствует увеличение 

экспрессии мРНК генов Cpt1a и Cpt2 (Рисунок 25В). Ингибирование экспресии 

гена фермента АХАТ (Soat1) приводит к уменьшению образования эфиров 

холестерола; увеличение экспрессии гена рецепторов к ЛПНП (Ldlr) способствует 

извлечению из циркуляции в крови атерогенных ЛПНП (Рисунок 25В). 

В то же время, снижение экспрессии гена фермента 7α-гидроксилазы 

(Cyp7a1) (Рисунок 25В) приводит к уменьшению синтеза и секреции желчных 

кислот, что может привести к развитию желчнокаменной болезни, и, как 

следствие, ограничению применения фибратов (Roglans N. et al, 2004). 

Возможным механизмом гиполипидемического действия сесквитерпенового 

лактона ахиллина может быть увеличение транспорта и окисления 

длинноцепочечных жирных кислот в митохондриях, о чем свидетельствует 

повышение экспрессии мРНК генов карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) и 

2 (Cpt2). Снижение уровня холестерола может быть связано с повышенным 

синтезом желчных кислот из холестерола вследствие повышенной экспрессии гена 

7α-гидроксилазы (Cyp7a1) и со снижением накопления эфиров холестерола за счет 

ингибирования экспрессии гена фермента АХАТ (Soat1). Увеличение экспрессии 

гена ГМГ-КоА-редуктазы (Hmgcr) может быть вызвано снижением уровня 

холестерола в клетках гепатомы по механизму отрицательной обратной связи 

(Рисунок 25Б). 

3.3. Влияние ахиллина на уровень активных форм кислорода и содержание 

восстановленного глутатиона в клеточной культуре линии НТС при 

экспериментальной гиперлипидемии 
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В настоящее время важная роль в патогенезе и прогрессировании 

дислипидемии и ассоциированных с ней метаболических заболеваний 

принадлежит окислительному стрессу (Бабак О. Я., Топчий И. И., 2004; Valko M. 

et al., 2007; Беленков Ю. Н. и соавт., 2009; Силина Е. В. и соавт., 2011; 

Шульпекова Ю. О., 2012; Иванов В. В. и соавт., 2013; Оганов О. Г., 2013; Garcia-

Ruiz I. et al., 2015). Гиперпродукция АФК, выявляемая при окислительном 

стрессе, приводит к пероксидации липидов, окислению липопротеинов, белков, 

нуклеиновых кислот, к увеличению уровней свободных радикалов, что вызывает 

истощение антиоксидантных систем организма и усугубляет течение данных 

заболеваний (Valko M. et al., 2007; Winer S. et al., 2009; Yin J. et al., 2009). 

Антиоксидантное действие сесквитерпенового лактона ахиллина в 

настоящей работе исследовали в экспериментах in vitro на клеточной культуре 

гепатомы линии НТС по способности ингибировать образование АФК в клетках 

при стимуляции свободнорадикального окисления H2O2 в конечной концентрации 

0,5 мМ. 

Для регистрации уровня АФК клетки гепатомы были предварительно 

нагружены флуоресцентным зондом ДХФДА (10 мкМ), который после его 

деэстерификации внутриклеточными эстеразами способен взаимодействовать с 

окислителями с образованием флуоресцирующего продукта – ДХФ (Wang H., 

1999; Halliwell B., Whiteman M., 2004; Мартинович Г. Г., 2005; Саенко Ю. В., 

2011; Prieto A. M., 2013). 

В результате эксперимента было установлено, что клетки гепатомы и 

исследуемое вещество ахиллин не обладали аутофлуоресценцией (Рисунок 26). 

Инкубация клеточной культуры НТС в течение 4 ч с ахиллином в конечной 

концентрации 0,5мМ не приводила к достоверному снижению уровня АФК 

(p >0,05) (Рисунок 26). 

Добавление прооксиданта H2O2 (0,5 мМ) в культуру клеток гепатомы 

вызывало повышение интенсивности флуоресценции ДХФ в 3,6 раза (p < 0,05) 

(250,0 ± 8,0 ед. флуоресценции) по сравнению с контролем (69,9  ± 4,4 ед. 

флуоресценции) (Рисунок 26). В клетках, которые предварительно инкубировали 
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с ахиллином, интенсивность флуоресценции ДХФ при добавлении H2O2 

уменьшалась на 40,0 % (p <0,05) (150,4  ± 7,6 ед. флуоресценции) по сравнению с 

контролем (Рисунок 26). 
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Рисунок 26. Уровень АФК после 4-х часовой инкубации с ахиллином (0,5 мМ) в 
клеточной культуре гепатомы линии HTC (M±m). 
Примечание: ДХФ – дихлорофлуоресцеин, ДХФДА – 2,7-дихлородигидрофлуоресцеин, * – 
уровень статистической значимости различий по сравнению с показателями в соответствующей 
группе при p<0,05. 
 

Экспериментальная гиперлипидемия, индуцированная липофундином in 

vitro, приводила к увеличению уровня АФК в клетках: интенсивность 

флуоресценции ДХФ составляла 125,0 ± 8,4 ед. флуоресценции, что оказалось в 

1,7 раза (p <0,05) выше таковых значений в контрольной культуре (69,9 ± 4,4 ед. 

флуоресценции) (Рисунок 27). 

Из литературы известно, что инкубирование клеток гепатокарциномы с 

липофундином приводит к существенному повышению уровня АФК (Tirosh O. et 

al., 2009). Липофундин вызывал развитие окислительного стресса и у 

экспериментальных животных (Delgado Roche L. et al., 2012). При введении 

жировой эмульсии крысам в сыворотке крови экспериментальных животных 

повышался уровень МДА, увеличивалась активность СОД, каталазы и 

содержание окисленных белков. Это указывает на образование АФК и развитие 

окислительного стресса в организме крыс (Delgado Roche L. et al., 2012). 
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Добавление в инкубационную среду ахиллина в концентрации 0,5 мМ (на 

48 ч) на модели гиперлипидемии, индуцированной липофундином, на клеточной 

культуре линии НТС приводило к снижению интенсивности флуоресценции ДХФ 

(81,2 ± 4,6 ед. флуоресценции, p < 0,05), что может свидетельствовать о снижении 

уровня АФК в клетках гепатомы (Рисунок 27). 

Таким образом, сесквитерпеновый лактон ахиллин оказывает выраженное 

антиоксидантное действие, о чём свидетельствует снижение интенсивности 

флуоресценции зонда на АФК в клеточной культуре НТС при стимуляции 

свободнорадикального окисления H2O2 и липофундином (Рисунок 26; 27). 

Важную роль в антиоксидантной защите организма и поддержании 

окислительно-восстановительного баланса играет глутатион. Основной 

антиоксидантный эффект глутатиона реализуется посредством его участия в 

работе ферментативных антиоксидантов. Являясь субстратом для 

глутатионпероксидазы и глутатионтрансферазы, он выступает донором атомов 

водорода для восстановления Н2O2 и липидных перекисей (Кулинский В. И., 

2011). Вместе с тем GSH и SH-содержащие белки являются ингибиторами АФК и 

стабилизаторами биологических мембран (Janssen-Heininger Y. M. et al., 2013). 

Основную потребность в глутатионе клетки решают за счёт эндогенного 

синтеза, поэтому восстановление уровня глутатиона в клетках обусловлено его 

биосинтезом de novo. GSH синтезируется с помощью двух последовательных 

АТФ-зависимых реакций, катализируемых глутамат цистеин лигазой и глутатион-

синтетазой (Lu S. C., 1999). Глутамат цистеин лигаза (глутамилцистеинсинтетаза) 

катализирует первую и лимитирующую стадию в биосинтезе GSH 

(Кулинский В. И., 2011). 

Сказанное определило целесообразность исследования влияния ахиллина 

на содержание восстановленного глутатиона в клетках гепатомы линии НТС. Для 

регистрации содержания GSH клетки гепатомы были предварительно нагружены 

флуоресцентным зондом на трипептид – mCB (50 мкМ). Реакцию образования 

аддукта  глутатиона  с  mCB  (GSH - mCB),  который  обладает  флуоресценцией,  
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Флуоресцентные зонды ДХФДА и DAPI 

 
Флуоресценция ДХФДА 

 
Флуоресценция DAPI 
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Рисунок 27. Уровень АФК в клеточной культуре гепатомы линии НТС, 
нагруженной зондами 2,7 – дихлородигидрофлуоресцеином диацетатом (ДХФДА) 
и DAPI, при действии 0,5 мМ ахиллина и липофундина 0,05 % (M±m). 

Примечание: ДХФ – дихлорофлуоресцеин, ДХФДА окрашивает активные формы 
кислорода в цитозоле клеток в зеленый цвет, зонд DAPI окрашивает ядра клеток в синий цвет, * 
– уровень статистической значимости различий по сравнению с клетками гепатомы 
соответствующей группы при p < 0,05. 

 

катализирует внутриклеточная глутатион-S-трансфераза (Kamencic H., 2000; 

Sebastia J., 2003; Саенко Ю.В., 2011). 
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В результате проведённых нами экспериментов было установлено, что 

после инкубации клеток с ахиллином в течение 48 ч интенсивность 

флуоресценции аддукта GSH-mCB составляла 819,63 ± 67,4 ед. 

флуоресценции/ДНК в клетках (в контроле 765,4±34,5 ед.флуоресценции/ДНК в 

клетках) (р > 0,05) (Рисунок 28). 

Добавление липофундина в инкубационную среду к клеточной культуре 

НТС приводило к снижению содержания восстановленного глутатиона на 47,5 % 

(402,0 ± 38,4 ед. флуоресценции/ДНК в клетках, р < 0,05), по сравнению с 

контролем (Рисунок 28). 

Таким образом, индуцированный липофундином окислительный стресс в 

культуре НТС сопровождается снижением содержания GSH – основного 

антиоксиданта клеток гепатомы. Ранее в экспериментах in vivo было показано, 

что введение липофундина кроликам приводит к существенному уменьшению 

содержания глутатиона в сыворотке крови, что подтверждает снижение 

антиоксидантного потенциала (Delgado Roche L. et al., 2012, Maiese K. et al., 2010). 

Культивирование клеток гепатомы с исследуемым сесквитерпеновым 

лактоном при экспериментальной гиперлипидемии, индуцированной 

липофундином, вызывало увеличение интенсивности флуоресценции GSH-mCB в 

1,5 раза (р < 0,05) (590,0 ± 46,1 ед. флуоресценции/ДНК в клетках), по сравнению 

с величиной данного показателя в клеточной культуре с липофундином 

(Рисунок 28). Это свидетельствует об увеличении содержания восстановленного 

глутатиона в клетках гепатомы под влиянием ахиллина. 

Известно, что некоторые сесквитерпеновые лактоны обладают 

антиоксидантным действием (Eliza J. et al., 2009; Galani V.J. et al., 2010; Mahesh A. 

et al., 2010; Роднова Е.А. и соавт., 2011, 2012; Адекенов С.М. и соавт., 2012). 

Показана высокая антиоксидантная активность для сферантуса индийского 

(Sphaeranthus indicus) (Galani V.J. et al., 2010; Mahesh A. et al., 2010). 

Сесквитерпеновые лактоны ванилосмин и костунолид снижают интенсивность 

перекисного окисления липидов и повышают активность ферментов 

антиоксидантной  защиты  –  СОД,  каталазы  и  глутатионпероксидазы  
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Флуоресцентные зонды mCB и DAPI 
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Рисунок 28. Содержание восстановленного глутатиона (GSH) в клеточной 
культуре гепатомы линии НТС, нагруженной зондами монохлоробиманом (mCB) 
и DAPI, при действии 0,5 мМ ахиллина и липофундина 0,05 % (M±m). 
Примечание: монохлоробиман окрашивает восстановленный глутатион в цитозоле клеток в 
зеленый цвет, зонд DAPI окрашивает ядра клеток в синий цвет, * – уровень статистической 
значимости различий по сравнению с клетками гепатомы соответствующей группы при p <0,05. 
 

(Eliza J.etal.,2009). Выделенные из одуванчика лекарственного (Taraxacum 

officinale) сесквитерпеновые лактоны проявляют антиоксидантное действие за 
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счет повышения уровня глутатиона в печени мышей (Mahesh A. et al., 2010). 

Сесквитерпеновый лактон леукомизин проявляет антиоксидантную активность за 

счет снижения содержания ТБК-реактивных продуктов, диеновых конъюгатов и 

гидроперекисей липидов и повышает активность глутатионпероксидазы и 

глутатионредуктазы (Роднова Е.А. и соавт., 2011, 2012; Адекенов С.М. и соавт., 

2012). 

АФК действуют на клетки путем изменения активности редокс-

чувствительных транскрипционных факторов (Меньщикова Е. Б.и соавт., 2010). 

Особое место среди них занимает сигнальный путь Keap1/Nrf2, активирующий 

экспрессию генов за счет взаимодействия транскрипционного фактора Nrf2 с 

антиоксидант-респонсивным элементом, который контролирует в клетках 

млекопитающих более двухста генов, в том числе ключевой фермент синтеза 

глутатиона – глутамилцистеинсинтетазу (Меньщикова Е. Б. и соавт., 2006; 

Halliwell B., 2012). Многие фенолы природного происхождения, в том числе 

флавоноиды, проявляют способность активировать транскрипцию генов, 

регулируемых с участием антиоксидант-респонсивного элемента 

(Меньщикова Е. Б. и соавт., 2010). 

Повышение содержания GSH в клетках гепатомы под влиянием ахиллина 

может быть обусловлено его взаимодействием с антиоксидант-респонсивным 

элементом и индукцией ключевого фермента синтеза глутатиона – γ-

глутамилцистеинсинтетазы, что требует дальнейшего изучения. 

Таким образом, экспериментальная гиперлипидемия, индуцированная 

липофундином, сопровождается увеличением уровня АФК и развитием 

окислительного стресса в клетках гепатомы. Ахиллин препятствует развитию 

окислительного стресса в клеточной культуре линии НТС, оказывая непрямое 

антиоксидантное действие за счет повышения содержания восстановленного 

глутатиона. 

В организме человека и животных лекарства подвергаются абсорбции, 

распределению, метаболизму и экскреции (принцип АРМЭ). Эти процессы 

определяют концентрацию лекарства в кровотоке и тканях с течением времени 
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(Сенявина Н. В. и соавт., 2013). Инкубирование клеток в культуральных флаконах 

не воссоздает микроокружение, как в целом организме, которое участвует в 

процессах AРMЭ (Esch M. B. et al., 2011). Поэтому следующей стадией после 

тестирования лекарственных веществ на клеточных культурах являются 

испытания на экспериментальных животных. 

3.4. Гиполипидемическое действие ахиллина на фоне острой 

экспериментальной гиперлипидемии, индуцированной этиловым спиртом 

Для выявления гиполипидемической активности, в соответствии с 

рекомендациями «Руководства по проведению доклинических исследований 

лекарственных средств» (Миронов А. Н., 2012), были проведены опыты на крысах 

с курсовым введением в течение 7 суток сесквитерпенового лактона ахиллина в 

дозе 10 мг/кг в условиях экспериментальной гиперлипидемии. 

Модель гиперлипидемии воспроизводили у экспериментальных животных 

при однократном введении этилового спирта в дозе 5 г/кг в виде 40 %-го раствора. 

Введение этанола стимулирует выработку адреналина надпочечниками, что 

приводит к повышенному липолизу в жировой ткани, увеличению захвата СЖК 

из крови при участии транспортного связывающего белка, ускорению синтеза 

жирных кислот и их этерефикации в ТАГ (Sapronov N. S. et al., 2006). 

Кроме того, этиловый спирт стимулирует синтез холестерола и его эфиров и 

параллельно тормозит β-окисление жирных кислот в митохондриях (Sapronov 

N.S. et al., 2006). Таким образом, введение этанола стимулирует липолиз в 

жировой ткани, повышает депонирование ТАГ в печени, что приводит к развитию 

гиперлипидемии (Хабриев Р.У., 2005). 

Через 6 ч после однократного введения этилового спирта у 

экспериментальных крыс уровень ТАГ и СЖК в сыворотке крови повышался в 1,9 

(p < 0,05) – до 1,55 ± 0,13 ммоль/л и в 3,2 раза (p < 0,05) – до 2,73 ± 0,30 ммоль/л 
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по сравнению с соответствующими показателями у контрольных животных 

(0,83 ± 0,07; 0,85 ± 0,07 ммоль/л, соответственно) (Таблица 9). Действительно, 

одним из механизмов развития острой гиперлипидемии, вызванной этанолом, 

является активация липолиза, приводящая к значительному повышению уровня 

СЖК в сыворотке крови, которые в печени участвуют в синтезе ТАГ и 

способствуют развитию гиперлипидемии (Хабриев Р. У., 2005). Известно, что 

уровень СЖК повышается в крови за счет снижения их окисления на фоне 

избыточного образования восстановленных форм пиридиннуклеотидов (НАДН и 

НАДФН) в алкогольдегидрогеназной реакции (Song B. J., 2014). 

Введение этанола крысам также вызывало увеличение концентрации ХС-

ЛПНП в 1,7 раза (p < 0,05) (0,36 ± 0,02 ммоль/л) по сравнению с таковой в 

контроле (0,21 ± 0,02 ммоль/л) (Таблица 9). Это приводило к уменьшению 

отношения неатерогенного ХС-ЛПВП к атерогенному ХС-ЛПНП на 51 % 

(p <0,05) (2,56 ± 0,22) по сравнению с контролем (5,21 ± 0,25) (Таблица 9). 

Развитие острой гиперлипидемии у экспериментальных животных после 

однократного введения этилового спирта подтверждается повышением 

содержания липидов в печени крыс. При этом уровень холестерола в печени 

увеличивался в 1,8 раза (p < 0,05) и составлял 3,63 ± 0,25 мг/г, а уровень ТАГ – в 

2 раза (p < 0,05) и соответствовал 10,26 ± 0,4 мг/г по сравнению с контрольными 

величинами (холестерол – 1,94 ± 0,06 мг/г; ТАГ – 4,87 ± 0,33 мг/г) (Таблица 9). 

Увеличение содержания ТАГ и холестерола в печени было обусловлено 

усилением поглощения печенью циркулирующих в крови липопротеинов, 

уменьшением окисления и увеличением биосинтеза СЖК, повышением 

продукции холестерола и его эфиров. 

Полученные результаты свидетельствуют о развитии острой гиперлипидемии 

у экспериментальных животных на фоне однократного введения этилового спирта 

в дозе 5 г/кг в виде 40 %-го раствора. 

Курсовое введение ахиллина на фоне острой гиперлипидемии у крыс, 

индуцированной этиловым спиртом, вызывало снижение уровня ТАГ, ХС и СЖК 

на 49,8 (0,77 ± 0,08 ммоль/л, p < 0,05), 14,6 (1,64 ± 0,07 ммоль/л, p < 0,05) и 42,1 % 
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(1,58 ± 0,20 ммоль/л, p < 0,05), соответственно. Никотиновая кислота 

(положительный контроль) понижала уровень ТАГ, ХС и СЖК на 42,4  

(0,89 ± 0,08 ммоль/л, p < 0,05), 17,2 (1,59 ± 0,07 ммоль/л, p < 0,05) и 67,9 % 

(1,19 ± 0,24 ммоль/л, p < 0,05), соответственно (Таблица 9). 

Таблица 9 
Влияние сесквитерпенового лактона ахиллина на показатели липидного обмена 

при экспериментальной острой гиперлипидемии, индуцированной этанолом 
(M±m, n=9) 
Экспериментальные группы 

I II III IV 
 

Показатели 
Контроль Этанол Ахиллин+этанол Никотиновая 

кислота +этанол 
ТАГ, ммоль/л 0,83±0,07 1,55±0,13 

pII-I<0,05 
+86 % 

0,77±0,08 
pIII-II<0,05 
-49,8 % 

0,89±0,08 
pIV-II<0,05 
-42,4 % 

ХС, ммоль/л 2,08±0,11 1,92±0,06 1,64±0,07 
pIII-II<0,05 
-14,6 % 

1,59±0,07 
pIV-II<0,05 
-17,2 % 

СЖК, 
ммоль/л 

0,85±0,07 2,73±0,30 
pI-II<0,05 
+220 % 

1,58±0,20 
pIII-II<0,05 
-42,1 % 

1,19±0,24 
pIV-II<0,05 
-67,9 % 

ХС-ЛПНП, 
ммоль/л 

0,21±0,02 0,36±0,02 
pI-II<0,05 

+71 % 

0,30±0,02 
pIII-II<0,05 
-15,8 % 

0,30±0,01 
pIV-II<0,05 
-15,7 % 

ХС-ЛПВП, 
ммоль/л 

1,08±0,07 0,90±0,06 0,95±0,05 
 

0,94±0,07 
 

Индекс 
атерогенности 

0,99±0,1 1,22±0,17 0,73±0,06 
pIII-II<0,05 
-39,9 % 

0,81±0,21 
 

ХС-
ЛПВП/ХС-

ЛПНП 

5,21±0,25 2,56±0,22 
pI-II<0,05 

-51 % 

3,29±0,29 
pIII-II<0,05 
+28,7 % 

3,13±0,23 
pIV-II<0,05 
+22,1 % 

ТАГ в печени, 
мг/г 

4,87±0,33 10,26±0,4 
pI-II<0,05 
+110 % 

5,44±0,36 
pIII-II<0,05 
-46,9 % 

6,71±0,39 
pIV-II<0,05 
-34,6 % 

ХС в печени, 
мг/г 

1,94±0,06 3,63±0,25 
pI-II<0,05 

+87 % 

2,81±0,30 
pIII-II<0,05 
-22,7 % 

2,96±0,19 
pIV-II<0,05 
-18,7 % 

Примечание: СЖК – свободные жирные кислоты, ТАГ- триацилглицеролы, ХС – общий 
холестерол, ХС-ЛПВП- холестерол в липопротеинах высокой плотности, ХС-ЛПНП- 
холестерол в липопротеинах низкой плотности, n – количество экспериментальных животных в 
группе; р – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
соотвествующей экспериментальной группе. 



106 
 

Уменьшение уровня СЖК в сыворотке крови лежит в основе 

гиполипидемического эффекта никотиновой кислоты и обусловлено 

торможением липолиза в жировой ткани, синтезом ТАГ и ЛПОНП в печени 

(Bodor E. T., 2008; Ren N. et al., 2011). Таким образом, сесквитерпеновый лактон 

ахиллин подобно никотиновой кислоте проявлял гиполипидемическую 

активность на фоне острой гиперлипидемии, индуцированной этанолом. 

Известно, что холестерол локализуется в сыворотке крови преимущественно 

во фракциях ЛПОНП, ЛПНП и ЛПВП. При этом высокий уровень ХС-ЛПНП 

способствует развитию атеросклероза, а высокий уровень ХС-ЛПВП оказывает 

антиатерогенное действие. У крыс холестерол в сыворотке крови находится 

преимущественно во фракции ЛПВП (Хабриев Р. У., 2005). В связи с этим нами 

было исследовано влияние ахиллина на уровень холестерола во фракциях ЛПНП 

и ЛПВП на модели острой гиперлипидемии, вызванной введением этанола. 

В результате проведенных исследований было показано, что курсовое 

введение ахиллина и никотиновой кислоты крысам на фоне острой 

гиперлипидемии, индуцированной этанолом, снижало уровень ХС-ЛПНП на 15,8 

(0,30 ± 0,02 ммоль/л, р < 0,05) и 15,7 % (0,30 ± 0,01 ммоль/л, р < 0,05), 

соответственно (Таблица 9). На ХС-ЛПВП ахиллин, как и никотиновая кислота 

влияния не оказывали. 

На основе полученных данных было вычислено отношение ХС-ЛПВП/ХС-

ЛПНП, а так же индекс атерогенности по формуле: индекс атерогенности=(общий 

ХС – ХС-ЛПВП)/ХС-ЛПВП (Haglund O. et al., 1991). Индекс атерогенности 

является наиболее простым и информативным показателем интегральной 

характеристики липидного спектра крови. 

Установлено, что курсовое введение ахиллина и никотиновой кислоты 

приводило к увеличению отношения ХС-ЛПВП к ХС-ЛПНП при острой 

гиперлипидемии у крыс, индуцированной введением этанола, на 28,7  (3,29 ± 0,29, 

р < 0,05) и 22,1 % (3,13 ± 0,23, р < 0,05), соответственно (Таблица 9). 

Рассчитанный по формуле O. Haglund (1991) индекс атерогенности на фоне 

гиперлипидемии, индуцированной введением этанола, снижался на 39,9 % 
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(р <0,05) при курсовом введении ахиллина и составлял 0,73 ± 0,06 по сравнению с 

таковым у крыс с гиперлипидемией (1,22 ± 0,17) (Таблица 9). Введение 

экспериментальным животным никотиновой кислоты не приводило к 

достоверному снижению индекса атерогенности. 

Сесквитерпеновый лактон ахиллин при курсовом введении снижал 

содержание ТАГ в печени крыс в условиях острой гиперлипидемии, 

индуцированной введением этанола, на 46,9 % (5,44 ± 0,36 мг/г, р < 0,05) 

(Таблица 9), при этом никотиновая кислота понижала уровень ТАГ в печени крыс 

лишь на 34,6 % (6,71 ± 0,39 мг/г, р <0,05) (Таблица 9). Кроме того, ахиллин 

снижал содержание холестерола в печени экспериментальных крыс на 22,7 % 

(2,81 ± 0,30 мг/г, р <0,05), в то время как действие никотиновой кислоты 

приводило к уменьшению величины этого показателя лишь на 18,7 % 

(2,96 ± 0,19 мг/г печени, р <0,05) по сравнению с контролем (Таблица 9). 

Таким образом, при оценке способности ахиллина влиять на липидный 

обмен на модели острой гиперлипидемии, индуцированной этиловым спиртом, 

нами было установлено, что сесквитерпеновый лактон на 49,8 % (р < 0,05) снижал 

повышенный этанолом уровень ТАГ в сыворотки крови экспериментальных 

животных (Таблица 9). Обнаруженное нами увеличение концентрации ТАГ в 

сыворотки крови у крыс в 1,8 раза (с 0,83 ± 0,07 до 1,55 ± 0,13 ммоль/л, р < 0,05) 

на данной модели было обусловлено повышением их синтеза в печени из СЖК, 

концентрация которых повышалась в 3,2 раза (с 0,85 ± 0,07 до 2,73 ± 0,30 ммоль/л, 

р < 0,05) вследствие активации липолиза в жировой ткани под влиянием 

этилового спирта (Таблица 9). 

Снижение содержания ХС и ТАГ в сыворотки крови крыс при действии 

ахиллина могло быть обусловлено ингибированием их синтеза в печени. 

Действительно, ахиллин понижал повышенный этанолом уровень холестерола и 

ТАГ в печени крыс на 22,7 % и 46,9 % (р < 0,05), соответственно (Таблица 9). 

Причиной уменьшения синтеза ТАГ может быть обнаруженное нами снижение 

концентрации СЖК в сыворотке крови крыс при действии исследуемого лактона 

на 42,1 % (р < 0,05) (Таблица 9). 
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Уменьшение концентрации холестерола при действии ахиллина приводило 

к снижению уровня ХС-ЛПНП на 15,8 % (р < 0,05) при уменьшении индекса 

атерогенности на 39,9 % (р < 0,05) и повышении отношения антиатерогенного 

ХС-ЛПВП к атерогенному ХС-ЛПНП на 28,7 % (р < 0,05) по сравнению с 

соответствующими показателями у экспериментальных животных на фоне 

гиперлипидемии (Таблица 9). 

Подобное гиполипидемическое действие показано ранее для 

сесквитерпеновых лактонов леукомизина, гроссгемина и гроссмизина на модели 

острой гиперлипидемии, индуцированной этиловым спиртом (Роднова Е. А., 

2013; Ратькин А. В. и соавт., 2014). 

Исходя из выше сказанного, можно заключить, что сесквитерпеновый 

лактон ахиллин обладает гиполипидемическим действием на фоне острой 

гиперлипидемии, индуцированной этиловым спиртом. Ахиллин нормализует 

уровень ТАГ, ХС, СЖК и ХС-ЛПНП в сыворотке крови, индекс атерогенности и 

отношение антиатерогенного ХС-ЛПВП к атерогенному ХС-ЛПНП, а также 

содержание ТАГ и холестерола в печени. 

3.5. Гиполипидемическое действие ахиллина на фоне острой 

экспериментальной гиперлипидемии, индуцированной тритоном WR 1339 

Для оценки гиполипидемического действия сесквитрепенового лактона 

ахиллина нами была использована модель липемии, воспроизводимая у 

экспериментальных животных при введении тритона WR 1339, являющегося 

неионным детергентом. Данная модель характеризуется простотой 

воспроизведения, при этом низкая токсичность тритона и зависимость эффекта от 

концентрации детергента позволяет воспроизводить гиперлипидемию разной 

степени выраженности (Короленко Т. А. и соавт., 2010). 
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Таблица 10 
Влияние сесквитерпенового лактона ахиллина на показатели липидного обмена 
при экспериментальной острой гиперлипидемии, индуцированной тритоном WR 

1339 (M±m, n=9) 
Экспериментальные группы 

I II III IV 
 

Показатели 
Контроль Тритон WR 

1339 
Ахиллин+тритон 

WR 1339 
Фенофибрат+ 

тритон WR 1339 
ТАГ, ммоль/л 0,84±0,13 24,27±2,96 

pII-I<0,05 
+2790 % 

0,77±0,08 
pIII-II<0,05 
-49,8 % 

3,98±0,32 
pIV-II<0,05 
-83,6 % 

ХС, ммоль/л 2,13±0,19 6,35±0,67 
pII-I<0,05 
+200 % 

4,28±0,18 
pIII-II<0,05 
-32,5 % 

2,21±0,14 
pIV-II<0,05 
-65,1 % 

СЖК, 
ммоль/л 

1,01±0,04 1,71±0,19 
pI-II<0,05 

+70 % 

1,45±0,06 
 

0,91±0,07 
pIV-II<0,05 
-46,9 % 

ХС-ЛПНП, 
ммоль/л 

0,21±0,02 1,9±0,29 
pI-II<0,05 
+800 % 

0,41±0,03 
pIII-II<0,05 
-78,3 % 

0,34±0,01 
pIV-II<0,05 
-82,1 % 

ХС-ЛПВП, 
ммоль/л 

1,08±0,07 1,76±0,24 
pI-II<0,05 

+60 % 

1,63±0,12 
 

1,21±0,06 
pIV-II<0,05 
-31,2 % 

Индекс 
атерогенности 

0,99±0,1 2,86±0,36 
pI-II<0,05 
+190 % 

1,71±0,20 
pIII-II<0,05 
-40,2 % 

0,84±0,10 
pIV-II<0,05 
-70,6 % 

ХС-
ЛПВП/ХС-

ЛПНП 

5,21±0,25 1,0±0,1 
pI-II<0,05 

-81 % 

4,14±0,43 
pIII-II<0,05 
+314 % 

3,56±0,18 
pIV-II<0,05 
+256 % 

ТАГ в печени, 
мг/г 

4,87±0,33 7,02±0,22 
pI-II<0,05 

+40 % 

4,09±0,44 
pIII-II<0,05 
-41,7 % 

3,43±0,39 
pIV-II<0,05 
-51,1 % 

ХС в печени, 
мг/г 

1,94±0,06 2,25±0,12 
+16 % 

1,9±0,07 
pIII-II<0,05 
-15,6 % 

1,43±0,05 
pIV-II<0,05 
-36,5 % 

Примечание: СЖК – свободные жирные кислоты, ТАГ- триацилглицеролы, ХС – общий 
холестерол, ХС-ЛПВП- холестерол в липопротеинах высокой плотности, ХС-ЛПНП- 
холестерол в липопротеинах низкой плотности, n – количество экспериментальных животных в 
группе; р – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
соотвествующих экспериментальных группах. 

 

Моделирование острой гиперлипидемии, индуцированной тритоном WR 

1339, основано на ингибировании детергентом активности липопротеинлипазы 
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(Короленко Т. А. и соавт., 2010). Данная модель характеризуется значительным 

увеличением концентрации проатерогенных фракций и субфракций холестерола в 

липопротеинах и является перспективной для тестирования гиполипидемических 

препаратов (Логинова В. М. и соавт., 2011). 

Нами было показано, что однократное внутрибрюшинное введение тритона 

WR 1339 в дозе 200 мг/кг крысам приводило через 24 ч к увеличению уровня ТАГ 

в сыворотке крови экспериментальных животных, который в 29 раз 

(24,27 ± 2,96 ммоль/л, р <0,05) превышал соответствующий показатель 

контрольной группы (0,84 ± 0,13 ммоль/л). 

Значительное повышение уровня ТАГ при однократном введении тритона 

свидетельствует о выраженной гиперлипидемии. Схожие результаты отмечались 

ранее при введении в близких дозах тритона крысам, мышам, кроликам и 

морским свинкам (Хабриев Р. У., 2005; Короленко Т. А. и др., 2010; 

Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Известно, что детергент WR 1339 ингибирует активность 

липопротеинлипазы, что препятствует утилизации липопротеинов и способствует 

накоплению ТАГ в сыворотке крови экспериментальных животных 

(Хабриев Р. У., 2005; Короленко Т. А. и др., 2010; Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Содержание ХС и СЖК в сыворотке крови под влиянием тритона WR 1339 

увеличивалось в 3 (6,35 ± 0,67 ммоль/л, p < 0,05) и 1,7 раза (1,71 ± 0,19 ммоль/л, 

p < 0,05) по сравнению с соответствующими показателями у интактных животных 

(2,13 ± 0,19; 1,01 ± 0,04 ммоль/л, соответственно) (Таблица 10). 

Увеличение концентрации ХС в сыворотке крови при воздействии на 

животных детергента может быть связано, на наш взгляд, с его повышенной 

абсорбцией из кишечника, усилением синтеза эндогенного холестерола или 

снижением выведения в составе липопротеинов, в первую очередь в составе 

ЛПНП, из сыворотки крови. Показано, что тритон WR 1339, с одной стороны 

усиливает синтез холестерола в клетках печени (Frantz I. D., Hinkelman B. T., 

1955), а с другой, – снижает клиренс липопротеинов (Короленко Т. А. и соавт., 

2010). 
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Введение тритона крысам также вызывало значимое увеличение 

концентрации ХС-ЛПНП – в 9 раз (1,9 ± 0,29 ммоль/л, p < 0,05) по сравнению с 

таковой у контрольной группы (0,21 ± 0,02 ммоль/л), что приводило к 

уменьшению отношения неатерогенного ХС-ЛПВП к атерогенному ХС-ЛПНП на 

81 % (1,0 ± 0,1, p < 0,05) по сравнению с контролем (5,21 ± 0,25) (Таблица 10). 

Индекс атерогенности, рассчитанный по формуле O. Haglund (1991), на 

фоне гиперлипидемии, индуцированной введением детергента, увеличивался  в 

3 раза (р < 0,05) и составлял 2,86 ± 0,36 при 0,99 ± 0,1 в контроле (Таблица 10). 

Развитие острой гиперлипидемии у экспериментальных животных после 

однократного внутрибрюшинного введения тритона WR 1339 (200 мг/кг) 

подтверждалось повышением содержания ТАГ в печени крыс. При этом уровень 

ТАГ возрастал в 1,4 раза (p < 0,05) и составлял 7,02 ± 0,22 мг/г при 4,87 ± 0,33 мг/г 

у интактных животных (Таблица 10). Увеличение уровня ТАГ в печени под 

влиянием детергента WR 1339 было обусловлено ингибированием активности 

липопротеинлипазы, снижением клиренса липопротеинов, что способствовало 

накоплению ТАГ в печени экспериментальных животных. Содержание 

холестерола в печени экспериментальных животных после введения детергента 

значимо не изменялось (Таблица 10). 

Полученные результаты свидетельствуют о развитии острой 

гиперлипидемии у экспериментальных животных на фоне однократного 

внутрибрюшинного введения тритона WR 1339 в дозе 200 мг/кг. 

Курсовое введение ахиллина на фоне острой гиперлипидемии у крыс, 

индуцированной тритоном, вызывало снижение уровня ТАГ и ХС на 49,8  

(0,77 ± 0,08 ммоль/л, p < 0,05) и 32,5 % (4,28 ± 0,18 ммоль/л, p < 0,05), 

соответственно. Фенофибрат «положительный контроль» понижал уровень ТАГ и 

ХС на 83,6  (3,98 ± 0,32 ммоль/л, p < 0,05) и 65,1 % (2,21 ± 0,14 ммоль/л, p <0,05), 

соответственно (Таблица 10). Содержание СЖК в сыворотки крови 

экспериментальных животных после курсового введения ахиллина значимо не 

изменялось. Фенофибрат снижал уровень СЖК на 46,9 % (0,91 ± 0,07 ммоль/л, 

p <0,05) (Таблица 10). 



112 
 

В результате проведенных исследований было показано, что курсовое 

введение ахиллина и фенофибрата крысам на фоне острой гиперлипидемии, 

индуцированной тритоном WR 1339, снижало уровень ХС-ЛПНП на 78,3  

(0,41 ± 0,03 ммоль/л, p < 0,05) и 82,1 % (0,34 ± 0,01 ммоль/л, р < 0,05), 

соответственно (Таблица 10). На содержание ХС-ЛПВП ахиллин статистически 

значимого влияния не оказывал, а фенофибрат снижал его на 31,2 % 

(0,21 ± 0,06 ммоль/л, р <0,05) (Таблица 10). 

Установлено, что курсовое введение ахиллина и фенофибрата приводило к 

увеличению отношения ХС-ЛПВП к ХС-ЛПНП при острой гиперлипидемии у 

крыс, индуцированной введением детергента, в 4 раза (4,14 ± 0,43, р < 0,05) и в 

3,5 раза (3,56 ± 0,18, р < 0,05), соответственно (Таблица 10). 

Рассчитанный по формуле O. Haglund (1991) индекс атерогенности на фоне 

гиперлипидемии, индуцированной введением тритона, снижался на 40,2 % 

(1,71 ± 0,20, р < 0,05) и 70,6 % (0,84 ± 0,10, р < 0,05) при курсовом введении 

ахиллина и фенофибрата, соответственно (Таблица 10). 

Сесквитерпеновый лактон ахиллин при курсовом введении снижал 

содержание ТАГ и холестерола в печени крыс в условиях острой 

гиперлипидемии, индуцированной введением тритона WR 1339, на 41,7 % 

(4,09 ± 0,44 мг/г, р <0,05) и 15,6 % (1,9 ± 0,07 мг/г, р < 0,05), соответственно 

(Таблица 10), при этом фенофибрат понижал уровень ТАГ и холестерола в печени 

крыс на 51,1 (3,43 ± 0,39 мг/г, р < 0,05) и 36,5 % (1,43 ± 0,05 мг/г, р < 0,05), 

соответственно (Таблица 10). 

Таким образом, при оценке способности ахиллина влиять на липидный 

обмен на модели острой гиперлипидемии, индуцированной тритоном WR 1339, 

нами было показано, что сесквитерпеновый лактон на 49,8 % (р < 0,05) снижал 

повышенный детергентом уровень ТАГ в сыворотки крови экспериментальных 

животных (Таблица 10). Выявленное в результате проведённых исследований 

увеличение концентрации ТАГ в сыворотки крови крыс в 29 раз (с 0,84±0,13 до 

24,27±2,96 ммоль/л) (р < 0,05) на данной модели было обусловлено, по всей 

видимости, ингибированием активности липопротеинлипазы, что препятствует 
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утилизации липопротеинов и способствует накоплению ТАГ в сыворотке крови 

экспериментальных животных (Хабриев Р. У., 2005; Короленко Т. А. и др., 2010; 

Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Снижение содержания ХС и ТАГ в сыворотки крови крыс при действии 

ахиллина (10 мг/кг) могло быть обусловлено ингибированием их синтеза в 

печени. Действительно, ахиллин понижал повышенный тритоном уровень ТАГ и 

холестерола в печени крыс на 41,7 и 15,6 % (р < 0,05), соответственно 

(Таблица 10). 

Уменьшение концентрации холестерола при действии ахиллина приводило 

к снижению уровню ХС-ЛПНП на 78,3 % (р < 0,05), а также уменьшению индекса 

атерогенности на 40,2 % (р < 0,05) и к повышению отношения антиатерогенного 

ХС-ЛПВП к атерогенному ХС-ЛПНП в 4 раза (р < 0,05) (Таблица 10). 

Подобное гиполипидемическое действие было показано также для 

сесквитерпеновых лактонов леукомизина и гроссмизина на модели острой 

гиперлипидемии, индуцированной детергентами (Твином 80, тритоном WR 1339). 

Леукомизин и гроссмизин проявляют гиполипидемическое действие, снижая 

уровень ХС, ТАГ в сыворотке крови экспериментальных животных, что 

обусловлено снижением их синтеза в печени (Роднова Е. А., 2013; Иванов В. В. и 

соавт., 2015). 

Исходя из выше сказанного, можно заключить, что сесквитерпеновый 

лактон ахиллин обладает гиполипидемическим действием на фоне острой 

гиперлипидемии, вызванной введением тритона WR 1339. Ахиллин нормализует 

уровень ТАГ и ХС в сыворотке крови, индекс атерогенности и отношение 

антиатерогенного ХС-ЛПВП к атерогенному ХС-ЛПНП, а также содержание ТАГ 

и холестерола в печени. 

3.6. Гиполипидемическое действие ахиллина на фоне хронической 

экспериментальной гиперлипидемии, индуцированной атерогенной диетой 
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Для оценки гиполипидемического действия сесквитрепенового лактона 

ахиллина нами была использована модель хронической гиперлипидемии, 

воспроизводимая у экспериментальных животных при введении атерогенной 

диеты. 

Экспериментальные животные в течение 4 недель получали 

высокожировую диету (45 % энергии за счет животного жира), содержащую 

2,5 % холестерола, 0,5 % холевой кислоты, участвующей в эмульгировании жира 

в кишечнике, что способствует усвоению экзогенного жира, и 0,1 % 2-

тиоурацила для подавления функции щитовидной железы (Окуневич И. В. и 

соавт., 2010). 

Введение в рацион питания экспериментальных животных корма с 

повышенным содержанием холестерола вызывало увеличение уровня ТАГ в 

сыворотке крови в 1,5 раза (1,36 ± 0,13 ммоль/л, р < 0,05) по сравнению с таковым 

у интактных животных (0,90 ± 0,13 ммоль/л) (Таблица 11). Увеличение уровня 

ТАГ при атерогенной диете обусловлено повышенным содержанием в ней 

животных жиров (45 % калорийности; в контроле – 4 % калорийности). Наряду с 

этим, содержание в диете холевой кислоты (0,5 %), участвующей в 

эмульгировании жира в кишечнике, также способствует усвоению экзогенного 

жира. 

Добавление атерогенной диеты крысам вызывало также повышение уровня 

СЖК в сыворотке крови в 1,4 раза (1,21 ± 0,04 ммоль/л, р < 0,05) по сравнению с 

соответствующим показателем у контрольных крыс (0,89 ± 0,06 ммоль/л) 

(Таблица 11). Поскольку животные перед забором крови голодали в течение 12 ч, 

можно предполагать, что повышенный в сыворотке крови уровень СЖК при 

атерогенной диете не был обусловлен экзогенными жирными кислотами и 

отражал в определенной мере интенсивность липолиза в жировой ткани. 

У грызунов, в отличие от людей, низкий уровень ХС-ЛПНП, что 

препятствует развитию атеросклероза и дислипидемий (Pellizzon M. A., 2008). 

Добавление в диету холевой кислоты подавляет превращение холестерола в 

желчные кислоты (Ando H., 2005). Кроме того, присутствие холевой кислоты в 
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диете оказывает влияние на транскрипцию факторов, которые регулируют гены, 

участвующие в регуляции метаболизма липопротеинов и воспаления, которое 

играет важную роль в возникновении гиперлипидемии и атеросклероза. Наличие 

в диете ингибитора синтеза гормонов щитовидной железы 2-тиоурацила 

обязательно, так как его отсутствие, несмотря на повышение уровня ХС и 

холестерола в атерогенных ЛПНП, не приводит к развитию гиперлипидемии и 

атеросклероза (Pellizzon M. A., 2008). 

Как показали проведённые нами исследования, у животных, получавших 

атерогенную диету в течение 4 недель, в крови отмечалось значительное 

повышение ХС, и его уровень составлял 8,49 ± 1,39 ммоль/л (р < 0,05), что 

оказалось в 5,2 раза больше, чем у крыс, получавших стандартный корм 

(1,62 ± 0,25 ммоль/л) (Таблица 11). 

Атерогенность используемой диеты подтверждалась наличием липидных 

бляшек в аорте, выявленных окрашиванием нейтральных липидов с красителем 

Oil Red O (Xu S., 2010) (Рисунок 29). 

 

     А    Б 
Рисунок 29. Окрашенные красителем Oil Red O липидные бляшки в аорте крыс, 
получавших в течение 4-х недель атерогенную диету (45 % калорийности – 
животный жир; 2,5 % холестерола; 0,5 % холевой кислоты; 0,1 % 2-тиоурацила). 
Примечание: А – стандартная диета; Б – атерогенная диета. 

 

Введение атерогенной диеты крысам вызывало существенное увеличение 

концентрации ХС-ЛПНП – почти в 6 раз (1,17 ± 0,17 ммоль/л) (p < 0,05) по 

сравнению с таковой в контроле (0,20 ± 0,01 ммоль/л). Это приводило к 

увеличению индекса атерогенности в 3,7 раза (3,96 ± 0,37) (p < 0,05) по сравнению 

с контролем (1,07 ± 0,18) (Таблица 11). 
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Таблица 11 
Влияние сесквитерпенового лактона ахиллина на показатели липидного обмена 

при экспериментальной хронической гиперлипидемии, индуцированной 
атерогенной диетой (M±m, n=8) 

Экспериментальные группы 
I II III IV V 

 
Показатели 

Контроль Атерогенная 
диета 

Ахиллин 
+ 

атерогенная 
диета 

Фенофибрат
+ 

атерогенная 
диета 

Розувастатин
+ 

атерогенная 
диета 

ТАГ, 
ммоль/л 

0,90±0,13 1,36±0,13 
pII-I<0,05 
+51,8 % 

0,62±0,11 
pIII-II<0,05 
-54,2 % 

0,58±0,09 
pIV-II<0,05 
-57,2 % 

0,70±0,13 
pV-II<0,05 
-48,4 % 

ХС, 
ммоль/л 

1,62±0,25 8,49±1,39 
pII-I<0,05 
+423,2 % 

4,18±0,36 
pIII-II<0,05 
-50,7 % 

4,38±0,20 
pIV-II<0,05 
-48,4 % 

3,37±0,40 
pV-II<0,05 
-60,3 % 

СЖК, 
ммоль/л 

0,89±0,06 1,21±0,04 
pI-II<0,05 
+35,37 % 

0,64±0,07 
pIII-II<0,05 
-47,3 % 

0,71±0,05 
pIV-II<0,05 
-40,9 % 

0,75±0,07 
pV-II<0,05 
-37,6 % 

ХС-ЛПНП, 
ммоль/л 

0,20±0,01 1,17±0,17 
pI-II<0,05 
+479,3 % 

0,75±0,06 
pIII-II<0,05 
-35,9 % 

0,94±0,08 
 

0,43±0,04 
pV-II<0,05 
-63,2 % 

ХС-ЛПВП, 
ммоль/л 

0,76±0,07 1,91±0,22 
pI-II<0,05 
+149,5 % 

1,20±0,16 
pIII-II<0,05 
-36,8 % 

2,19±0,17 
 

1,40±0,14 
 

Индекс 
атерогеннос

ти 

1,07±0,18 3,96±0,37 
pI-II<0,05 
+188,2 % 

 
2,64±0,36 

 

1,2±0,21 
pIV-II<0,05 
-70,6 % 

1,41±0,16 
pV-II<0,05 
-64,4 % 

ТАГ в 
печени, мг/г 

5,56±0,59 29,94±0,65 
pI-II<0,05 
+535,1 % 

21,53±0,44 
pIII-II<0,05 
-28,1 % 

21,42±0,55 
pIV-II<0,05 
-28,5 % 

20,94±0,16 
pV-II<0,05 
-30,1 % 

ХС в 
печени, мг/г 

2,75±0,22 102,57±8,78 
pI-II<0,05 

+3724,5 % 

84,10±4,3 
pIII-II<0,05 

-18 % 

65,53±8,60 
pIV-II<0,05 
-36,1 % 

61,6±6,71 
pV-II<0,05 
-39,9 % 

Примечание: СЖК – свободные жирные кислоты, ТАГ- триацилглицеролы, ХС – общий 
холестерол, ХС-ЛПВП- холестерол в липопротеинах высокой плотности, ХС-ЛПНП- 
холестерол в липопротеинах низкой плотности, n – количество экспериментальных животных в 
группе; р – уровень статистической значимости различий по сравнению с показателем в 
соотвествующих экспериментальных группах. 

 

Полученные результаты свидетельствуют о развитии хронической 

гиперлипидемии у экспериментальных животных на фоне введения атерогенной 

диеты. Развитие хронической гиперлипидемии у экспериментальных животных 
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после 4 недель приема атерогенного корма подтверждалось повышением 

содержания липидов в печени крыс. При этом уровень ТАГ возрастал в 5 раз 

(p <0,05) и составлял 29,94 ± 0,65 мг/г, а уровень в холестерола – в 37 раз 

(p < 0,05) и соответствовал 102,5 ± 8,78 мг/г, по сравнению с контрольными 

животными (ТАГ – 5,56 ± 0,59 мг/г печени; холестерол – 2,75 ± 0,22 мг/г печени) 

(Таблица 11). Увеличение уровня ТАГ в печени при высокалорийной атерогенной 

диете (45 % калорийности за счет животного жира) было обусловлено 

повышенным уровнем циркулирующих в крови СЖК, которые захватываются 

печенью и используются для синтеза ТАГ. 

Курсовое введение препаратов сравнения фенофибрата и розувастатина 

вызывало снижение повышенного уровеня ТАГ на фоне высокожировой 

атерогенной диеты. При этом фенофибрат оказывал более выраженное 

гиполипидемическое действие и уменьшал содержание ТАГ в сыворотке крови на 

57,2 % (0,58 ± 0,09 ммоль/л) (р < 0,05), а розувастатин – на 48,4 % 

(0,70 ± 0,13 ммоль/л) (р < 0,05) (Таблица 13). 

Основным механизмом гиполипидемического действия фибратов, в том 

числе фенофибрата, является снижение синтеза ТАГ и увеличение их гидролиза 

(Ozansoy G., Akin F. B., 2004; Umeda Y. et al., 2001). Фибраты, являясь агонистами 

PPAR, действуют на ядерные рецепторы, увеличивая экспрессию генов, которые 

регулируют синтез ключевых ферментов липидного обмена и белков метаболизма 

липопротеинов (Wyrebska A. еt al., 2012). Снижение синтеза ТАГ происходит за 

счет ингибирующего влияния фенофибрата на активность микросомальной 

диацилглицерол-ацилтрансферазы. К тому же, фенофибрат активирует 

деградацию АпоВ, что приводит к снижению секреции ЛПОНП (Zhu D. еt al., 

2002). 

В условиях проведённых нами экспериментов курсовое введение 

сесквитерпенового лактона ахиллина, подобно фенофибрату и розувастатину, 

существенно снижало уровень ТАГ в сыворотке крови экспериментальных 

животных на фоне развития хронической гиперлипидемии, индуцированной 

атерогенной диетой. Ахиллин понижал повышенный в результате атерогенной 
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диеты уровень ТАГ в сыворотке крови крыс на 54,2 % (0,62 ± 0,11 ммоль/л, 

р < 0,05). 

Поскольку ТАГ в крови преимущественно находятся в составе ЛПОНП, 

можно предполагать, что уменьшение уровня ТАГ в сыворотке крови крыс на 

фоне высокожировой диеты при действии сесквитерпенового лактона ахиллина 

было обусловлено снижением синтеза и/или секреции ЛПОНП печенью. 

Курсовое введение сесквитерпенового лактона ахиллина также приводило к 

понижению уровня СЖК в сыворотке крови экспериментальных животных на 

47,3 % (0,64 ± 0,07 ммоль/л) (р < 0,05), а препараты сравнения фенофибрат и 

розувастатин уменьшали уровень СЖК лишь на 40,9 (0,71 ± 0,05 ммоль/л) 

(р <0,05) и 37,6 % (0,75 ± 0,07 ммоль/л) (р <0,05), соответственно (Таблица 11). 

Известно, что ингибирование липолиза лежит в основе 

гиполипидемического действия никотиновой кислоты, что приводит к 

уменьшению уровня СЖК в сыворотке крови, снижению синтеза ТАГ в печени и 

секреции ЛПОНП гепатоцитами (Bodor E. T., Offermanns S., 2008). Для 

сесквитерпенового лактона леукомизина также показана способность 

ингибировать липолиз жировой ткани (Роднова Е. А. и др., 2012). 

Полученные в результате проведённых нами экспериментов данные 

позволяют предполагать, что снижение уровня ТАГ в сыворотке крови крыс на 

фоне атерогенной диеты при действии исследуемого сесквитерпенового лактона 

ахиллина происходило в результате снижения содержания СЖК и могло быть 

обусловлено, в определенной мере, ингибированием липолиза в жировой ткани. 

Курсовое введение розувастатина вызывало достоверное снижение 

повышенного в результате диеты содержания ХС в сыворотке крови 

экспериментальных животных на 60,3 % (3,37 ± 0,40 ммоль/л) (р < 0,05), 

фенофибрат оказывал менее выраженное действие и снижал уровень ХС на 

48,4 % (4,38 ± 0,20 ммоль/л) (р <0,05) (Таблица 11). 

Известно, что снижение уровня холестерола под влиянием розувастатина 

определяется главным образом ингибированием ключевого фермента его 

биосинтеза ГМГ-КоА-редуктазы. В то же время на фоне повышенного 
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поглощения экзогенного холестерола при атерогенной диете, содержащей 2,5 % 

холестерола, этот механизм, по-видимому, не играет ключевую роль в его 

снижении. Наряду с ингибированием ГМГ-КоА-редуктазы, снижение уровня 

холестерола статинами может быть обусловлено увеличением его экскреции с 

фекалиями (Farvin K. H. S, 2009). 

Уменьшение уровня холестерола под влиянием фенофибрата на модели 

хронической гиперлипидемии может быть обусловлено ингибированием синтеза 

и/или секреции печенью ЛПОНП – предшественников атерогенных ЛПНП. Кроме 

того, фибраты препятствуют абсорбции холестерола в кишечнике, что может 

вносить существенный вклад в снижение его уровня в сыворотке крови на модели 

гиперхолестеролемии, вызываемой поступлением экзогенного холестерола 

(Umeda Y., 2001). 

Курсовое введение ахиллина также приводило к значимому снижению 

повышенного уровня ХС в сыворотке крови экспериментальных животных на 

50,7 % (4,18 ± 0,36 ммоль/л) (р < 0,05) (Таблица 11). К тому же, ахиллин снижал 

содержание ХС-ЛПНП на 35,9 % (0,75 ± 0,06 ммоль/л) (р < 0,05). При этом 

препарат сравнения розувастатин понижал уровень ХС-ЛПНП на 63,2 % 

(0,43 ± 0,04 ммоль/л) (р < 0,05), а фенофибрат не оказывал значимого влияния на 

величину этого показателя (Таблица 11). Розувастатин и фенофибрат 

статистически значимого влияния на содержание ХС-ЛПВП не оказывали, а 

ахиллин снижал его на 36,8 % (1,2 ± 0,16 ммоль/л) (р < 0,05) (Таблица 11). 

Рассчитанный по формуле O. Haglund (1991) индекс атерогенности на фоне 

гиперлипидемии, индуцированной атерогенной диетой при курсовом введении 

фенофибрата и розувастатина,  снижался на 70,6 (1,2 ± 0,21, р < 0,05) и 64,4 % 

(1,41 ± 0,16, р < 0,05) соответственно (Таблица 11). Ахиллин не оказывал 

статистически значимого влияния на индекс атерогенности. 

Курсовое введение сесквитерпенового лактона ахиллина, подобно 

фенофибрату и розувастатину, приводило к уменьшению содержания ТАГ в 

печени крыс в условиях острой гиперлипидемии, индуцированной атерогенной 

диетой. При этом ахиллин снижал уровень ТАГ в печени крыс на 28,1 % 
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(21,35 ± 0,44 мг/г, р < 0,05), а фенофибрат и розувастатин на 28,5 % 

(21,42 ± 0,55 мг/г, р < 0,05) и 30,1 % (20,94 ± 0,16 мг/г, р < 0,05), соответственно 

(Таблица 11). 

Содержание холестерола в печени крыс при введение ахиллина на фоне 

атерогенной диеты уменьшалось на 18 % (84,10 ± 4,3 мг/г, р > 0,05). Курсовое 

введение фенофибрата приводило к уменьшению уровеня холестерола в печени 

крыс на 36,1 % (65,53 ± 8,6 мг/г, р < 0,05), а розувастатина – на 39,9 % 

(61,6 ± 6,71 мг/г, р<0,05) (Таблица 11). 

Таким образом, при оценке способности ахиллина влиять на липидный 

обмен на модели хронической гиперлипидемии, индуцированной атерогенной 

диетой, нами было установлено, что сесквитерпеновый лактон на 54,2 % (р < 0,05) 

снижал повышенный атерогенной диетой уровень ТАГ в сыворотке крови 

экспериментальных животных (Таблица 11). Увеличение концентрации ТАГ в 

сыворотке крови крыс в 1,5 раза (с 0,90 ± 0,13 до 1,36 ± 0,13 ммоль/л) (р < 0,05) на 

данной модели было обусловлено повышением их синтеза в печени из СЖК, 

концентрация которых повышалась в 1,4 раза (с 0,89 ± 0,06 до 

1,21 ± 0,04 ммоль/л) (р < 0,05) (Таблица 11). Поскольку животные перед забором 

крови голодали в течение 12 ч, можно предполагать, что повышенный в сыворотке 

крови уровень СЖК при атерогенной диете не обусловлен экзогенными жирными 

кислотами и отражает, в определенной мере, интенсивность липолиза в жировой 

ткани. 

Выявленное в результате проведённых исследований снижение содержания 

ХС и ТАГ в сыворотки крови крыс при действии ахиллина (10 мг/кг) могло быть 

обусловлено ингибированием их синтеза в печени. Действительно, ахиллин 

понижал повышенный атерогенной диетой уровень ТАГ в печени крыс на 28,1 % 

(р < 0,05), а холестерола – на 18 % (p < 0,05) (Таблица 11). Причиной уменьшения 

синтеза ТАГ могло быть обнаруженное нами снижение концентрации СЖК в 

сыворотке крови крыс при действии исследуемого лактона на 47,3 % (р < 0,05) 

(Таблица 11). 
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Уменьшение концентрации холестерола на 50,7 % (р < 0,05) в сыворотке 

крови крыс при действии ахиллина приводило к снижению уровню ХС-ЛПНП на 

35,9 % (р < 0,05) по сравнению с таковым у животных на фоне гиперлипидемии 

(Таблица 11). 

Резюмируя сказанное, можно заключить, что сесквитерпеновый лактон 

ахиллин обладает гиполипидемическим действием на фоне хронической 

гиперлипидемии, вызванной атерогенной диетой. Ахиллин нормализует уровень 

ТАГ, ХС, СЖК и ХС-ЛПНП в сыворотке крови, а также содержание ТАГ в 

печени. 

Таким образом, сесквитерпеновый лактон ахиллин на моделях острой и 

хронической гиперлипидемии in vivo проявил гиполипидемическую активность, 

которая обусловлена нормализацией уровня ТАГ, ХС, СЖК, ХС-ЛПНП в 

сыворотке крови экспериментальных крыс, а также снижением содержания ТАГ и 

холестерола в печени крыс. Однако вопрос о механизме, с помощью которого 

ахиллин снижает содержание липидов в сыворотке крови и в печени крыс, 

остаётся открытым. Поэтому для установления механизмов гиполипидемического 

действия сесквитерпенового лактона ахиллина в экспериментальной модели 

гиперлипидемии, индуцированной атерогенной диетой, было проведено 

исследование по изучению экспрессии ключевых генов метаболизма липидов. 

3.6.1. Влияние сесквитерпенового лактона ахиллина на величину экспрессии 

мРНК ключевых генов метаболизма липидов у крыс на модели 

гиперлипидемии, индуцированной атерогенной диетой 

Для установления механизмов гиполипидемического действия 

сесквитрепенового лактона ахиллина нами была исследована экспрессия мРНК 

ключевых генов метаболизма липидов в печени крыс на модели хронической 

гиперлипидемии, индуцированной атерогенной диетой.  
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В результате проведённых экспериментов было установлено, что на фоне 

атерогенной диеты у крыс отмечалось ингибирование экспрессии мРНК гена 

рецептора к ЛПНП (Ldlr) на 60 % (0,40 ± 0,04 усл. ед., р < 0,05), гена ключевого 

фермента синтеза холестерола ГМГ-КоА-редуктазы (Hmgcr) – на 30 % 

(0,71 ± 0,08 усл. ед., р < 0,05), гена ключевого фермента синтеза желчных кислот 

7α-гидроксилазы (Cyp7a1) – на 25 % (0,75 ± 0,06 усл. ед., р < 0,05), гена 

фермента карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) – на 30 % (0,71 ± 0,10 усл. 

ед., р < 0,05) и гена карнитин-пальмитоилтрансферазы 2 (Cpt2) – на 25 % 

(0,74 ± 0,08 усл. ед., р <0,05) по сравнению с соответствующими показателями у 

интактных животных (Рисунок 30А). При этом обращает на себя внимание 

увеличение экспрессии гена фермента АХАТ (Soat1) в 3 раза (3,17 ± 0,31 усл. 

ед., р < 0,05) относительно соответствующей величины у крыс, принимавших 

стандартный корм (Рисунок 30А). 
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Рисунок 30. Влияние атерогенной диеты (А) и ахиллина (10 мг/кг) (Б) на величину 
экспрессии мРНК ключевых генов метаболизма липидов в печени крыс на фоне 
атерогенной диеты (M±m). 
Примечание: величина экспрессии мРНК генов выражена в усл. ед. и нормализована по гену-
рефери β-актину (Actb) и контролю (интактные крысы). Относительная экспрессия мРНК генов в 
контроле принята за единицу; * – уровень статистической значимости различий по сравнению с 
показателями у интактных крыс при p < 0,05; # – уровень статистической значимости различий 
по сравнению с показателями у крыс на фоне атерогенной диеты при p < 0,05 
Обозначение генов: Ldlr – рецептор к ЛПНП; Hmgcr – 3-гидрокси-3-метилглутарил КоА 
редуктаза; Soat1 – ацилКоА: холестерол ацилтрансфераза; Cyp7a1 – 7α-гидроксилаза; Cpt1a –
 карнитин-пальмитоилтрансфераза 1; Cpt – карнитин-пальмитоилтрансфераза 2. 
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Гомеостаз холестерола чрезвычайно сложен и регулируется через процессы 

поглощения, синтеза de novo и выведения из гепатоцитов (Ru P. et al., 2013). 

Ключевым регулятором метаболизма холестерола является транскрипционный 

фактор SREBP-2, который регулирует экспрессию гена фермента синтеза 

холестерола ГМГ-КоА-редуктазу (Hmgcr) и гена рецептора к ЛПНП (Lldr) 

(Ikonen E., 2008; Moore K. J. et al., 2010). Известно, что поступление холестерола в 

клетку осуществляется путем рецептор-опосредованного эндоцитоза с участием 

рецепторов к ЛПНП (Колчанов Н. А. и соавт., 2006; Goldstein J. L. et al., 2006; 

Ikonen E., 2008; Ru P. et al., 2013). 

Скорость перехода предшественника pre-SREBP в активную форму SREBP 

зависит от уровня холестерола. В условиях, когда уровень холестерола низкий, 

белок SCAP связывается с pre-SREBP и комплекс SCAP–SREBP 

транспортируется в аппарат Гольджи, где происходит протеолитическое 

расщепление молекулы pre-SREBP с образованием SREBP. Активный SREBP 

проникает в ядро клетки, связывается со SRE и активирует экспрессию генов 

фермента ГМГ-КоА-редуктазы и рецепторов к ЛПНП (Goldstein J. L. et al., 2006; 

Колчанов Н. А. и др., 2013; Xiao X., Song B.-L., 2013). 

Повышенный уровень холестерола в печени приводит к ассоциации SCAP с 

мембранным белком Insig. Комплекс Insig/SCAP/SREBP прочно связывается с 

мембраной эндоплазматического ретикулума и блокирует транспорт комплекса 

SCAP–SREBP в аппарат Гольджи, что приводит к уменьшению экспрессии генов 

ГМГ-КоА-редуктазы (Hmgcr) и рецептора к ЛПНП (Ldlr) (Motamed M. et al., 

2011). Действительно, высокий уровень холестерола в печени крыс на фоне 

атерогенной диеты (Таблица 11)  может быть одной из причин обнаруженного 

нами ингибирования экспрессии генов Hmgcr (на 30 %, р < 0,05) и Ldlr (на 60 %, 

р < 0,05) (Рисунок 32А). Эти данные сопоставимы с результатами J. Pang (2008) с 

коллегами, которые показали, что высокожировая диета (40 % энергии за счет 

животного жира) вызывает у крыс уменьшение величины экспрессии гена 

фермента ГМГ-КоА-редуктазы в висцеральной жировой ткани (Pang J. et al., 

2008). 
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Выявленое в условиях проведённых нами экспериментов снижение 

экспрессии гена рецептора к ЛПНП (Ldlr) на 60 % (р < 0,05) (Рисунок 30А) у крыс 

на фоне высококалорийной диеты приводило к уменьшению поглощения ЛПНП 

почти в 6 раз (p < 0,05) по сравнению с соответстивующими значениями в 

контроле (Таблица 11). В результате этого повышался уровень ХС в сыворотке 

крови в 5,2 раза относительно такового у крыс, получавших стандартный корм 

(Таблица 11). Действительно, у Ldlr-дефицитных мышей трансгенных по 

nSREBP-1a, напротив, наблюдалось 10-кратное увеличение уровней холестерола 

и ТАГ в плазме крови (Horton J. D., 2002). 

Резюмируя сказанное, можно отметить, что биосинтез и поглощение 

холестерола гепатоцитами контролируется по принципу отрицательной обратной 

связи. Когда клетки накапливают избыточное количество стеролов, активность 

ГМГ-КоА-редуктазы уменьшается и количество рецепторов к ЛПНП также 

снижается. Однако, биосинтез холестерола – это сложный процесс, который 

контролируется как на транскрипционном (через SREBPs, LXR 

транскрипционные факторы), так и на постранскрипционном (через процессы 

фосфорилирования/дефосфорилирования) уровне (Goldstein J. L. et al., 2006). 

Еще одним важным механизмом в поддержании гомеостаза холестерола 

является его выведение из организма. Печень устраняет избыток холестерола 

путем непосредственной секреции его в желчь или после преобразования в 

желчные кислоты. Лимитирующим ферментом синтеза желчных кислот является 

холестерол 7α-гидроксилаза (Chen Z.Y. . et al., 2008). 

В ходе экспериментов было показано, что высококалорийная диета 

вызывала у экспериментальных животных ингибирование в печени экспрессии 

гена фермента 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) на 25 % (р < 0,05) по сравнению с 

таковой у интактных животных (Рисунок 30А). Вследствие этого, печень не может 

удалять избыток холестерола путем непосредственной секреции его в желчь в 

виде желчных кислот.  

На фоне атерогенной диеты у экспериментальных животных отмечалось 

повышение в печени экспрессии гена фермента АХАТ (Soat1) в 3 раза (р < 0,05) 
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(Рисунок 30А), который катализирует образование эфиров холестерола (Lee M. K. 

et al., 2003). Известно, что этерификация холестерола, обусловленная АХАТ, 

играет важную роль в упаковке, продукции и секреции ЛПОНП печенью (Burnett 

J.R. et al., 2005). АХАТ модулирует катаболизм холестерола в гепатоцитах и его 

концентрацию в плазме, уменьшая уровень свободного холестерола в клетках 

печени, что способствует снижению экспрессии и активности 7α-гидроксилазы. 

При атерогенной диете повышение активности АХАТ способствует увеличению 

секреции гепатоцитами ЛПОНП. Для лечения гиперлипидемий применяют 

ингибиторы фермента АХАТ, которые снижают уровень холестерола в плазме, 

уменьшают абсорбцию холестерола, поступающего с пищей, и подавляют 

образование и секрецию апоВ-содержащих липопротеинов. Ингибиторы этого 

фермента увеличивают синтез желчных кислот через повышение экспрессии 

холестерин 7α-гидроксилазы (Miyazaki A. et al., 2003). 

Таким образом, повышение экспрессии Soat1 может способствовать 

снижению экспрессии фермента 7α-гидроксилазы и развитию 

гиперхолестеринемии при атерогенной диете [Roberts C.K. et al, 2004]. 

Высокожировая диета у крыс сопровождается ингибированием в печени 

экспрессии генов Сpt1a и Сpt2 на 30 и на 25 % (р < 0,05), соответствнно 

(Рисунок 30А). 

Одним из ключевых регуляторов β-окисления жирных кислот является 

АМФК, которая регулирует внутриклеточное окисление жирных кислот 

инактивируя ацетил-КоА-карбоксилазу через фосфорилирование, что приводит к 

уменьшению содержания малонила-КоА (Linden D., 2002; Bonnefont J.-P. et al., 

2004; Liu Y. et al., 2006; Wei T. et al., 2014; De Filippis B. et al., 2015). 

Действительно, на хронической экспериментальной модели 

гиперлипидемии, индуцированной высокожировой диетой, у крыс регистрируется 

снижение экспрессии и фосфорилирования (активирования) АМФК (Liu Y. et al., 

2006; Pang J. et al., 2008). Это может быть одной из причин обнаруженного нами 

снижения величины экспрессии генов Сpt1a и Сpt2 в печени крыс при 

атерогенной диете. 
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Резюмируя сказанное, можно заключить, что хроническое употребление 

высококалорийной пищи включает адаптивные механизмы в организме человека 

и животных, направленные на ограничение дальнейшего депонирования жиров 

(Pang J. et al., 2008). 

Курсовое введение сесквитерпенового лактона ахиллина (10 мг/кг) крысам 

на фоне высокожировой диеты приводило, как показали проведённые нами 

эксперименты, к увеличению величины экспрессии гена рецептора к ЛПНП (Ldlr) 

в 2,2 раза (0,89±0,10, р < 0,05) по сравнению с таковой у крыс, принимавших 

атерогенный корм (Рисунок 30Б). Активация экспрессии гена Ldlr способствует 

извлечению из циркуляции в крови атерогенных ЛПНП. Действительно, курсовое 

введение ахиллина крысам вызывало уменьшение содержания ХС-ЛПНП в 

сыворотке крови на 35,9 % (р < 0,05) по сравнению с таковым у крыс на фоне 

атерогенной диеты (Таблица 11). На величину экспрессии гена фермента ГМГ-

КоА-редуктазы (Hmgcr) ахиллин статистически значимого влияния не оказывал 

(Рисунок 30Б). 

Введение ахиллина крысам вызывало ингибирование экспрессии гена 

фермента АХАТ (Soat1) на 46 % (1,71 ± 0,17 усл. ед., р < 0,05) относительно 

соответствующих значений у крыс, принимавших атерогенную диету 

(Рисунок 30Б).  

Курсовое введение ахиллина повышало величину экспрессии гена Cyp7a1 

почти в 5 раз (3,67 ± 0,36 усл. ед., р < 0,05) по сравнению с таковой у животных, 

получавших высококалорийную диету (Рисунок 30Б). Это может способствовать 

устранению избытка холестерола из организма путем секреции его в желчь и/или 

преобразования холестерола в желчные кислоты (Chen Z. Y. et al., 2008). 

Кроме того, ахиллин увеличивал величину экспрессии генов карнитин-

пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) и карнитин-пальмитоилтрансферазы 2 (Cpt2) в 

6,5 (4,59 ± 0,41 усл. ед., р < 0,05) и в 1,5 раза (1,07 ± 0,11 усл. ед., р < 0,05), 

соответственно (Рисунок 30Б). Эти ферменты регулируют катаболизм жирных 

кислот и снижают накопление ТАГ в печени (Wang Y. M. et al., 2010). 

Действительно, курсовое введение ахиллина крысам вызывало уменьшение 
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содержания ТАГ в печени на 28,1 % (р < 0,05) по сравнению с уровнем его у крыс 

на фоне атерогенной диеты (Таблица 11). 

Таким образом, на хронической экспериментальной модели 

гиперлипидемии у крыс, индуцированной атерогенной диетой, снижение 

содержания ТАГ и холестерола в печени и сыворотке крови при курсовом 

введении ахиллина было обусловлено увеличением величины экспрессии генов 

карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 и 2 (Cpt1a и Cpt2), 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) 

и ингибированием экспрессии гена АХАТ (Soat1). Снижение уровня холестерола 

в ЛПНП под влиянием ахиллина могло быть обусловлено повышением величины 

экспрессии гена рецептора к ЛПНП (Ldlr), что способствовало извлечению 

атерогенных ЛПНП из циркуляции в крови. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В настоящее время накоплены данные, указывающие на перспективность 

использования сесквитерпеновых лактонов для разработки гиполипидемических 

лекарственных средств (Asgary S. et al., 2000; Shimoda H. et al., 2002; 

Аксартов Р. М, 2004; Uchida R. et al., 2006; Kuroda M. et al., 2007; Eliza J. et al., 

2009; Mahesh A. et al., 2010; Kaneko M. et al., 2011; Duraipandiyan V. et al., 2012; 

Роднова Е. А., 2012; 2013;). 

Для исследования фармакологической активности новых лекарственных 

веществ в настоящее время широко применяются модели на клеточных линиях 

(Макаров М. С., 2013; Takahashi J. et al., 2013). Клетки используют как для 

фундаментальных исследований, так и для разработки тест-систем, 

эксперименты на которых дают первичное представление об эффективности и 

токсичности вещества, а также способствуют снижению сроков и себестоимости 

разработки лекарственных средств. Однако в организме человека и животных 

лекарства подвергаются процессам абсорбции, распределению, метаболизму и 

экскреции (Сенявина Н. В. и соавт., 2013). Сказанное дало основание для 

проведения нами комплексного анализа гиполипидемического действия 

сесквитерпенового лактона ахиллина на экспериментальных моделях 

гиперлипидемии in vitro и in vivo согласно рекомендациям «Руководства по 

проведению доклинических исследований лекарственных средств» 

(Миронов А. Н., 2012). 

Известно, что сесквитерпеновые лактоны в зависимости от их структуры 

обладают цитотоксическим действием и изучаются как противоопухолевые 

средства (Вайнсон В. В. и соавт., 2005; Рахимов К. Д., 2005; Kim Y. S., 2008; 

Chaturvedi D., 2011; Wyrebska A. et al., 2012; 2013). Поэтому для исследования in 

vitro фармакологической активности в настоящей работе предварительно 

проводили оценку жизнеспособности клеток гепатомы при инкубации их в среде 

с различными концентрациями сесквитерпенового лактона ахиллина. 
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В результате проведённых нами экспериментов было установлено, что 

ахиллин в концентрациях до 1,5 мМ на клеточной культуре гепатомы линии НТС 

не обладает цитотоксическим действием (Таблица 5). Цитотоксическое действие 

сесквитерпеновых лактонов связывают с присутствием α-метилен-γ-лактоновым 

скелетом в структурной формуле (Chaturvedi D., 2011; Wyrebska A. et al., 2012; 

2013). Так, сесквитерпеновый лактон арглабин содержит α-метилен-γ-лактоновый 

фрагмент, изучается как противоопухолевое средство (Вайнсон В. В. и соавт., 

2005) и обладает цитотоксическим действием на клеточную культуру гепатомы 

НТС в концентрации 50 мкМ (Ратькин А. В. и соавт., 2015). Исследуемый нами 

сесквитерпеновый лактон ахиллин не содержит α-метиленовый фрагмент в γ-

лактоновом кольце и проявляет цитотоксическое действие лишь в концентрациях 

свыше 1,5 мМ на клетках гепатомы (Рисунок 9, Таблица 5). 

Внесение ахиллина в инкубационную среду к клеточной линии НТС 

приводило к дозозависимому уменьшению интенсивности флуоресценции Nile 

Red, что отражало снижение содержания липидов в клетках. Уменьшение 

интенсивности флуоресценции Nile Red зарегистрировано при концентрации 

ахиллина 1 мМ и выше (Таблица 6). При этих же концентрациях лактон снижал 

содержание липидных капель, окрашенных красителем Oil Red О, в цитозоле 

клеток гепатомы (Рисунок 11). 

Таким образом, сесквитерпеновый лактон ахиллин в экспериментах in vitro 

в концентрации от 0,5 до 1,5 мМ не снижал жизнеспособность клеток гепатомы и 

проявлял гиполипидемическое действие.  

Одним из подходов моделирования экспериментальной гиперлипидемии in 

vitro является культивирование клеток с жировой эмульсией липофундином 

(Ilan E. et al., 2005; Tirosh O. et al., 2009). Добавление липофундина в 

концентрации 0,05 % в инкубационную среду в условиях наших экспериментов 

приводило к увеличению интенсивности флуоресценции Nile Red в 4,4 раза, что 

отражало повышение содержания липидов в клеточной культуре НТС 

(Рисунок 15). Подобные результаты были получены ранее при культивировании 

клеток гепатокарциномы линии FaO и первичных крысиных гепатоцитов с 
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липофундином (Ilan E. et al., 2005; Tirosh O. et al., 2009). В ходе выполнения 

настоящего исследования было показано, что повышение уровня липидов в 

клетках при добавлении липофундина в культуральную среду обусловлено 

преимущественно увеличением содержания ТАГ (Таблица 8). 

Сесквитерпеновый лактон ахиллин на экспериментальной модели 

гиперлипидемии, индуцированной липофундином, также проявлял 

гиполипидемическое действие и уже в концентрации 0,5 мМ уменьшал 

интенсивность флуоресценции Nile Red, что отражало снижение уровня липидов 

в клетках гепатомы (Рисунок 16). После экстракции липидов с использованием 

ферментативного метода было установлено, что гиполипидемический эффект 

ахиллина на модели гиперлипидемии in vitro обусловлен уменьшением 

содержания ТАГ и холестерола в культуре клеток (Рисунок 17). 

Уменьшение уровня ТАГ при действии ахиллина моло быть связано c 

увеличением транспорта и окисления длинноцепочечных жирных кислот в 

митохондриях, о чем свидетельствовало повышение величины экспрессии мРНК 

генов карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) и 2 (Cpt2). Снижение 

содержания холестерола могло быть связано с повышенным синтезом желчных 

кислот из холестерола, вследствие повышенной экспрессии гена 7α-гидроксилазы 

(Cyp7a1) и со снижением накопления эфиров холестерола за счет ингибирования 

экспрессии гена фермента АХАТ (Soat1) (Рисунок 25Б). 

В настоящее время важная роль в патогенезе и прогрессировании 

дислипидемии и ассоциированных с ней метаболических заболеваний отводится 

окислительному стрессу (Бабак О. Я., Топчий И. И., 2004; Valko M. et al., 2007; 

Беленков Ю. Н. и соавт., 2009; Силина Е. В. и соавт., 2011; Шульпекова Ю. О., 

2012; Иванов В. В. и соавт., 2013; Оганов О. Г., 2013; Garcia-Ruiz I. et al., 2015). 

Гиперпродукция АФК при окислительном стрессе приводит к пероксидации 

липидов, окислению липопротеинов, модификации белков, нуклеиновых кислот, 

к увеличению уровней свободных радикалов, что вызывает истощение 

антиоксидантных систем организма и усугубляет течение данных заболеваний 

(Valko M. et al., 2007; Winer S. et al., 2009; Yin J. et al., 2009). 
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Известно, что некоторые сесквитерпеновые лактоны обладают 

антиоксидантным действием (Eliza J. et al., 2009; Galani V.J. et al., 2010; Mahesh A. 

et al., 2010; Роднова Е.А. и соавт., 2011, 2012; Адекенов С.М. и соавт., 2012). В 

связи с этим, нами была исследована антиоксидантная активность 

сесквитерпенового лактона ахиллина в экспериментах in vitro на клеточной 

культуре гепатомы линии НТС по способности ингибировать образование АФК в 

клетках при стимуляции свободнорадикального окисления H2O2 (0,5 мМ) и на 

модели гиперлипидемии, индуцированной липофундином в конечной 

концентрации 0,05 %.  

Установлено, что добавление липофундина в инкубационную среду к 

клеткам гепатомы вызывало достоверное увеличение интенсивности 

флуоресценции клеток, нагруженных зондом ДХФДА (10 мкМ), что 

свидетельствует о повышении продукции АФК. Действительно, из литературы 

известно, что инкубирование клеток гепатокарциномы с липофундином приводит 

к существенному повышению уровня АФК (Tirosh O. et al., 2009). Показано 

также, что введение липофундина экспериментальным животным повышает 

уровень МДА, увеличиваает активность СОД, каталазы и содержание окисленных 

белков. Это отражает развитие окислительного стресса в организме крыс (Delgado 

Roche L. et al., 2012). 

Сесквитерпеновый лактон ахиллин, как показали результаты наших 

экспериментов, оказывает выраженное антиоксидантное действие, что 

обусловлено снижением интенсивности флуоресценции зонда на АФК в 

клеточной культуре НТС при стимуляции свободнорадикального окисления H2O2 

в конечной концентрации 0,5 мМ и на модели гиперлипидемии, индуцированной 

липофундином в конечной концентрации 0,05 % (Рисунок 27). 

Важную роль в антиоксидантной защите организма и поддержании 

окислительно-восстановительного баланса играет глутатион. Основной 

антиоксидантный эффект глутатиона реализуется посредством его участия в 

работе ферментативных антиоксидантов. Являясь субстратом для 

глутатионпероксидазы и глутатионтрансферазы, он выступает донором атомов 
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водорода для восстановления Н2O2 и липидных перекисей (Кулинский В. И., 

2011). Вместе с тем, GSH и SH-содержащие белки  являются ингибиторами АФК 

и стабилизаторами биологических мембран (Janssen-Heininger Y. M. et al., 2013). 

АФК воздействуют на клетки путем изменения активности редокс-

чувствительных транскрипционных факторов (Меньщикова Е. Б.и соавт., 2010). 

Особое место среди них занимает сигнальный путь Keap1/Nrf2, активирующий 

экспрессию генов за счет взаимодействия транскрипционного фактора Nrf2 с 

антиоксидант-респонсивным элементом, который контролирует в клетках 

млекопитающих более двухсот генов, в том числе ключевой фермент синтеза 

глутатиона – глутамилцистеинсинтетаза (Меньщикова Е. Б.и соавт., 2006; 

Halliwell B., 2012). Многие фенолы природного происхождения, в том числе 

флавоноиды, проявляют способность активировать транскрипцию генов, 

регулируемых с участием антиоксидант-респонсивного элемента 

(Меньщикова Е. Б. и соавт., 2010). 

В связи с этим в специальной серии экспериментов мы исследовали 

влияние ахиллина на содержание восстановленного глутатиона в клетках 

гепатомы линии НТС. Для регистрации содержания GSH клетки гепатомы были 

предварительно нагружены флуоресцентным зондом mCB (50 мкМ). 

При этом было показано, что экспериментальная гиперлипидемия, 

индуцированная липофундином, сопровождается увеличением уровня АФК и 

развитием окислительного стресса в клетках гепатомы. Ахиллин препятствует 

развитию окислительного стресса в клеточной культуре линии НТС, оказывая 

непрямое антиоксидантное действие за счет повышения содержания 

восстановленного глутатиона (Рисунок 28). Это может быть обусловлено 

взаимодействием ахиллина с антиоксидант-респонсивным элементом и 

индукцией ключевого фермента синтеза глутатиона – γ-

глутамилцистеинсинтетазы, что требует дальнейшего изучения. 

Для выявления гиполипидемической активности в соответствии с 

рекомендациями «Руководства по проведению доклинических исследований 

лекарственных средств» (Миронов А. Н., 2012), были проведены опыты на крысах 
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с курсовым введением сесквитерпенового лактона ахиллина в дозе 10 мг/кг на 

моделях острой и хронической гиперлипидемии. Одним из подходов 

моделирования острой гиперлипидемии in vivo является однократное введение 

этилового спирта экспериментальным крысам. Введение этанола стимулирует 

выработку адреналина надпочечниками, что приводит к липолизу в жировой 

ткани, увеличению захвата СЖК из крови при участии транспортного 

связывающего белка, ускорению синтеза жирных кислот и их этерефикации в 

ТАГ (Sapronov N. S. et al., 2006). Кроме того, этиловый спирт стимулирует синтез 

холестерола и его эфиров и параллельно тормозит β-оксиление жирных кислот в 

митохондриях (Sapronov N.S. et al., 2006). Таким образом, введение этанола 

стимулирует липолиз в жировой ткани, повышает депонирование ТАГ в печени, 

что приводит к развитию гиперлипидемии (Хабриев Р.У., 2005). 

Острая гиперлипидемия, вызванная тритоном WR 1339, обусловлена другим 

механизмом. Данная модель основана на ингибировании детергентом активности 

липопротеинлипазы (Короленко Т. А. и соавт., 2010). Экспериментальная 

гиперлипидемия характеризуется значительным увеличением концентрации 

проатерогенных фракций и субфракций холестерола в липопротеинах 

(Логинова В. М. и соавт., 2011). 

Наряду с этим, для моделирования нарушений метаболизма липидов в 

организме экспериментальных животных может быть использована модель 

хронической гиперлипидемии, индуцированная атерогенной диетой. При данной 

модели экспериментальные животные в течение 4 недель получали 

высокожировую диету (45 % энергии за счет животного жира), содержащую 2,5 % 

холестерола, 0,5 % холевой кислоты, участвующей в эмульгировании жира в 

кишечнике, что способствует усвоению экзогенного жира, и 0,1 % 2-тиоурацила 

для подавления функции щитовидной железы (Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Исходя из этого, нами была изучена гиполипидемическая активность 

сесквитерпенового лактона ахиллина на моделях острой гиперлипидемии, 

индуцированной этанолом и тритоном WR 1339, а также на модели хронической 

гиперлипидемии, вызванной высокожировой диетой. 
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На моделях острой гиперлипидемии ахиллин достоверно снижал 

повышенный этанолом и тритоном WR 1339 уровень ТАГ в сыворотке крови 

экспериментальных животных (Таблицы 9; 10). Увеличение концентрации ТАГ в 

сыворотке крови крыс было обусловлено повышением их синтеза в печени из 

СЖК, концентрация которых повышалась вследствие активации липолиза в 

жировой ткани под влиянием этилового спирта (Таблица 9). На модели 

гиперлипидемии, индуцированной детергентом, повышение уровня ТАГ было 

связано с ингибированием активности липопротеинлипазы, что препятствовало 

утилизации липопротеинов и способствовало накоплению ТАГ в сыворотке крови 

экспериментальных животных (Хабриев Р. У., 2005; Короленко Т. А. и др., 2010; 

Окуневич И. В. и соавт., 2010). 

Снижение содержания ХС и ТАГ в сыворотке крови крыс при действии 

ахиллина могло быть обусловлено ингибированием их синтеза в печени. 

Действительно, ахиллин существенно понижал повышенный действием этанола и 

тритона WR 1339 уровень холестерола и ТАГ в печени крыс (Таблицы 9; 10).  

Подобное гиполипидемическое действие показано для сесквитерпеновых 

лактонов леукомизина, гроссгемина и гроссмизина на моделях острой 

гиперлипидемии, индуцированной этиловым спиртом и детергентами (Твином 80, 

тритоном WR 1339) (Роднова Е. А., 2013; Ратькин А. В. и соавт., 2014; 

Иванов В. В. и соавт., 2015). Причиной уменьшения синтеза ТАГ может быть 

обнаруженное нами снижение концентрации СЖК в сыворотке крови крыс при 

действии ахиллина на фоне гиперлипидемии, вызванной этанолом (Таблица 9). 

На модели хронической гиперлипидемии, индуцированной атерогенной 

диетой, нами было установлено, что ахиллин снижает повышенный 

высокожировой диетой уровень ТАГ в сыворотке крови экспериментальных 

животных (Таблица 11). Увеличение концентрации ТАГ в сыворотке крови крыс 

на данной модели было обусловлено повышением их синтеза в печени из СЖК 

(Таблица 11). Поскольку животные перед забором крови голодали в течение 12 ч, 

логично предположить, что повышенный в сыворотке крови уровень СЖК при 
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атерогенной диете не был обусловлен экзогенными жирными кислотами и 

отражал в определенной мере интенсивность липолиза в жировой ткани. 

Снижение содержания ХС и ТАГ в сыворотке крови крыс при действии 

ахиллина могло быть обусловлено ингибированием их синтеза в печени. 

Действительно, ахиллин понижал повышенный атерогенной диетой уровень ТАГ 

и ХС в печени крыс (Таблица 11). 

Причиной уменьшения синтеза ТАГ могло быть обнаруженное нами 

снижение концентрации СЖК в сыворотке крови крыс при действии 

исследуемого лактона (Таблица 11). Кроме того, ахиллин увеличивал экспрессию 

генов ключевых ферментов ß-окисления жирных кислот – карнитин-

пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) и карнитин-пальмитоилтрансферазы 2 (Cpt2) 

(Wang Y. M. et al., 2010) (Рисунок 30Б). 

Снижение содержания холестерола в печени и сыворотке крови крыс 

могло быть обусловлено, как показали проведённые нами исследования,  

ингибированием экспрессии гена фермента АХАТ (Рисунок 30Б). Известно, что 

ингибиторы АХАТ снижают уровень холестерола в плазме, уменьшая 

абсорбцию холестерола, поступающего с пищей, и подавляя образование и 

секрецию апоВ-содержащих липопротеинов, таких как ЛПОНП в печени и 

хиломикронов в кишечнике (Miyazaki A. et al., 2003). Кроме того, как показали 

проведённые нами эксперименты, курсовое введение ахиллина повышало 

экспрессию гена Cyp7a1 (Рисунок 30Б), что способствовало  устранению 

избытка холестерола из организма путем секреции его в желчь или 

преобразования холестерола в желчные кислоты (Chen Z. Y. et al., 2008). 

Снижение уровня холестерола в ЛПНП под влиянием ахиллина может быть 

обусловлено повышением экспрессии гена рецептора к ЛПНП (Ldlr), что 

способствовало извлечению атерогенных ЛПНП из циркуляции в крови 

(Рисунок 30Б, Таблица 11). 
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Рисунок 31. Механизмы гиполипидемического действия сесквитерпенового 
лактона ахиллина. 
Примечание: АХАТ – ацилКоА: холестеролацилтрансфераза; ГМГ-КоА – 3-гидрокси-3-
метилглутарил-КоА; КПТ 1 и КПТ 2 – карнитин-пальмитоилтрансфераза I и II; ЛПНП – 
липопротеины низкой плотности.              – активация;             – ингибирование. 

 

Исходя из сказанного, можно заключить, что сесквитерпеновый лактон 

ахиллин обладает выраженным гиполипидемическим действием в условиях 

экспериментальной гиперлипидемии на клеточной культуре гепатомы линии НТС 

и на экспериментальных крысах, которое наиболее вероятно обусловлено 

механизмами, представленными на рисунке 31. К ним относятся: во-первых, 

повышение величины экспрессии мРНК генов карнитин-пальмитоилтрансферазы 

1(Cpt1a) и 2 (Cpt2), что уменьшает содержание ТАГ; во-вторых, увеличение 

величины экспрессии мРНК гена рецептора к ЛПНП (Ldlr), что способствует 

извлечению из циркуляции в крови атерогенных ЛПНП; в-третьих, повышение 

величины экспрессии мРНК гена 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) и ингибирование 

экспрессии мРНК гена АХАТ (Soat1) приводит к снижению уровня холестерола в 

печени и сыворотке крови эксперментальных животных. Обосновано также, что 
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ахиллин препятствует развитию окислительного стресса в клеточной культуре 

линии НТС при экспериментальной гиперлипидемии, индуцированной 

липофундином, оказывая непрямое антиоксидантное действие, за счет повышения 

содержания восстановленного глутатиона и снижения уровня АФК в клетках. 
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ВЫВОДЫ 

1. Основными молекулярными звеньями патогенеза гиперлипидемии, 

индуцированной липофундином в клеточной культуре линии НТС, являются гены 

ферментов липидного обмена (ГМГ-КоА-редуктаза (Hmgcr), карнитин-

пальмитоилтрансфераза 1 (Cpt1a) и 2 (Cpt2), 7α-гидроксилаза (Cyp7a1), ацилКоА: 

холестеролацилтрансфераза (Soat1) и ацетил-КоА-карбоксилаза (Acaca)) и ген 

рецептора к липопротеинам низкой плотности (Ldlr), которые выступают 

мишенями гиполипидемического эффекта сесквитерпенового лактона ахиллина. 

2. Моделирование экспериментальной гиперлипидемии в клеточной культуре 

гепатомы линии НТС при инкубации клеток с жировой эмульсией липофундина 

(0,05 %) приводит к повышению уровня триацилглицеролов в клетках. Ахиллин 

(0,5 мМ) уменьшает содержание триацилглицеролов и холестерола в клетках 

гепатомы при экспериментальной гиперлипидемии in vitro. 

3. Снижение содержания триацилглицеролов и холестерола в клетках 

гепатомы при действии ахиллина (0,5 мМ) на экспериментальной модели 

гиперлипидемии in vitro связано с увеличением величины экспрессии мРНК генов 

карнитин-пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) и 2 (Cpt2), 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) 

и ингибированием экспрессии мРНК гена ацилКоА: холестеролацилтрансферазы 

(Soat1). 

4. Экспериментальная гиперлипидемия, индуцированная липофундином, на 

клеточной культуре гепатомы линии НТС сопровождается развитием 

окислительного стресса (повышение уровня активных форм кислорода и 

снижение содержания восстановленного глутатиона). Сесквитерпенового лактон 

ахиллин оказывает антиоксидантное действие, которое обусловлено повышением 

содержания восстановленного глутатиона. 

5. Курсовое применение ахиллина в дозе 10 мг/кг в течение 7 дней 

препятствует увеличению содержания триацилглицеролов, общего холестерола, 

свободных жирных кислот, холестерола в липопротеинах низкой плотности в 
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сыворотке крови и уровня триацилглицеролов и холестерола в печени крыс при 

острой гиперлипидемии, индуцированной тритоном WR 1339 и этиловым 

спиртом. 

6. Курсовое введение ахиллина в дозе 10 мг/кг в течение 14 дней крысам с 

хронической гиперлипидемией, индуцированной атерогенной диетой, снижает 

содержание триацилглицеролов и холестерола в сыворотке крови и печени. Это 

обусловлено увеличением величины экспрессии мРНК генов карнитин-

пальмитоилтрансферазы 1 (Cpt1a) и 2 (Cpt2), 7α-гидроксилазы (Cyp7a1) и 

ингибированием экспрессии мРНК гена ацетилКоА: холестеролацилтрансферазы 

(Soat1). Снижение уровня холестерола в липопротеинах низкой плотности под 

влиянием ахиллина связано с повышением экспрессии мРНК гена рецептора к 

липопротеинам низкой плотности (Ldlr). 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

АТФ – аденозинтрифосфат 

АФК – активные формы кислорода 

АХАТ – ацилКоА: холестеролацилтрансфераза 

ГМГ-КоА – 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА 

ГМГ-КоА-редуктаза – 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА-редуктаза 

ГМГ-КоА-синтаза – 3-гидрокси-3-метилглутарил-КоА-синтаза 

ДМСО – диметилсульфоксид 

ДХФ – дифлорофлуоресцеин 

ДХФДА – 2,7-дихлородигидрофлуоресцеин диацетат 

кДНК – комплементарная дезоксирибонуклеиновая кислота 

ЛПВП – липопротеины высокой плотности 

ЛПНП – липопротеины низкой плотности 

ЛПОНП – липопротеины очень низкой плотности 

ЛППП – липопротеины промежуточной плотности 

МДА – малоновый диальдегид 

НАЖБП – неалкогольная жировая болезнь печени 

ОТ-ПЦР – количественная полимеразная цепная реакция с обратной 

транскрипцией 

СЖК – свободные жирные кислоты 

ССЗ – сердечно-сосудистые заболевания 

ФСБ – фосфатно-солевой буфер 

ХС – общий холестерол 

ХС-ЛПВП – холестерол в липопротеинах высокой плотности 

ХС-ЛПНП – холестерол в липопротеинах низкой плотности 

GSH – восстановленный глутатион 

mCB – монохлоробиман 

SREBPs – белки, связывающие стерол-регулирующие элементы 
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