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Препараты антиоксидантного действия раститель
ного происхождения широко применяются в клинике 
как факторы, регулирующие уровень глюкозы и моче
вины (экстракт Seutellaria bacalensio [2]) и стимули
рующие адаптационные защитные системы организма 
после физической нагрузки (экстракт Leuzeae 
catharmnoids fluidem [8]). Они способствуют восста
новлению работоспособности и нормализации сна, 
оказывают кардиопротективный эффект при эмоцио
нально-болевом стрессе, повышая уровень цАМФ и 
уменьшая содержание ГМФ (Radiolae Levsea [7]); об
ладают антивирусным действием, обусловленным 
стимулированием инициирования интерферона 
(Caparola [9]); оказывают положительное действие на 
организм после физической нагрузки и алкогольной 
интоксикации, регулируя эндогенный уровень некото
рых металлопротеинов крови (препарат Vitajen [2, 3, 
6]). Витажен и антиокс оказывают антистрессорное 
воздействие при повышенной физической нагрузке 
[4].

Целью работы является определение молекуляр
ных механизмов воздействия витажена и антиокса на 
физико-химические свойства и активность ключевых 
металлопротеинов крови - регуляторов метаболизма 
активных форм кислорода (АФК), а также на суперок֊ 
сидпродуцирующую активность цитохрома Ь։5&Ш 
мембран эритроцитов in vitro и после повышенной 
физической нагрузки in vivo.

Материал и методы

Белые беспородные крысы массой 180-220 г были 
разделены на четыре группы по 12 в каждой. В кон
трольную группу вошли интактные животные. В пер
вую опытную группу (ОГ-1) вошли крысы, подверг
шиеся физической нагрузке (20-минутное плавание); в 
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ОГ-2 вошли животные, получавшие в течение 10 дней 
витажен в суточной дозе 60 мг/кг массы животного, а 
затем подвергшиеся физической нагрузке; в ОГ-3 во
шли животные, которые принимали антиокс (60 мг/кг 
массы животного) в течение 10 дней, а затем подвер
гались физической нагрузке. Животные содержались ։ 
аналогичных условиях и декапитировались под лег
ким эфирным наркозом. Из крови животных все> 
групп был получен и очищен эритроцитарный мем 
бранный цитохром bsjglll по биотехнологическом) 
способу путем ионообменной хроматографии фрак 
ции мембранных белков на целлюлозах DE-52 и КМ 
52 (“Whatman”, Англия) и сефадексе DEAE А-5( 
(“Pharmacia”, Швеция) [16]. Количество цитохром; 
Ь558Ш определяли путем измерения плотности макси 
мального оптического поглощения при 530 нм. Актив 
ность Cu.Zn-супероксиддисмутазы (СОД) и СОД 
миметическую активность витажена и антиокса опре 
деляли тремя методами: методом нитротетразолиево 
го синего (НТС), рассчитав проценты ингибировали 
образования формазана при 560 нм) при восстановле 
нии НТС супероксидными радикалами (Օշ՜); методо! 
кумасси бриллиантового синего (КБС) путем опреде 
ления % подавления обесцвечивания этого красител 
(при 580 нм) супероксидными радикалами, продуци 
руемыми при расщеплении перекиси водорода при pl 
выше 9 [10]; методом электронного парамагнитног 
резонанса (ЭПР) непосредственным определением հ 
снижения интегральной интенсивности ЭПР сигнал 
Օշ՜ [11]. Օշ՜ -продуцирующая активность фракци 
также была определена приведенными выше метода 
ми путем определения % повышения образовали 
формазана и обесцвечивания КБС. HADPH 
зависимую супероксидпродуцирующую активное! 
цитохрома bsjgin определяли методом НТС, использу 
цитохром bjjJII с А530=0,4. Во всех случаях к peat 
ционной смеси добавляли 0.15 мл цитохрома bsjgl
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(объем реакционной смеси 3 мл) и 4x1 О՜4 М HADPH. 
Состав раствора: 104 М HADPH, 6.3x1 О՜6 М феназин
метасульфат, 3.6x105 М НТС и 0.2 М натрий пирофос
фатный буфер, pH 9 при 20°. За единицу СОД актив
ности принимали то количество вещества (СОД, вита
жен, антиокс), которое способно ингибировать на 50% 
образование формазана или обесцвечивание КБС. За 
единицу О2 -продуцирующей активности принима
лось то количество вещества, которое стимулировало 
образование формазана на 50% при 20°. Каталазную 
активность фракций определяли перманганатометри- 
ей, рассчитав количество расщепленной перекиси во
дорода (М) определенным количеством фракции за 1 
мин при 20°.

СОД, каталаза и церулоплазмин (ЦП) были полу
чены и очищены из крови крыс по биотехнологиче
скому способу путем ионообменной хроматографии 
отдиализованных белковых фракций гемолизата и 
сыворотки на целлюлозах DE-52 и КМ-52 и сефадексе 
DEAE А-50 [5]. Оптические спектры поглощения 
регистрировали на спектрофотометре “Specord UV- 
VIS” (Германия) с длиной оптического пути 1 см. 
ЭПР спектры СОД и Օշ՜ регистрировали на спектро
метре “Varian Е-9” (США) со следующими параметра
ми: величина напряженности центрального магнитно
го поля 3000 Гаусс (Ге) с разверсткой 2000 Гс; посто
янная времени 0.3 сек-, амплитуда модуляции 10 Гс?, 
микроволновая мощность 10 мВт՛, микроволновая 
частота 9.08 ГГц-, чувствительность регистрирования 
ЭПР спектра 5x102; температура пробы в резонаторе 
77°К.

В состав используемого витажена фирмы 
“Ramkopharm” (Болгария) входят: 0.2 г высушенных и 

стертых в порошок луковиц чеснока (Buibus Alii Sativi 
pulv.), 50 г сухого экстракта женьшеня (Extr.ginsengi 
sice), 100 ЦЕ витамина А, 20 мг витамина С; 6 ЦЕ ви
тамина Е, а также соединения железа, марганца и цин
ка. В состав препарата антиокс (Antiox фирмы 
“Nutripharma LTD” "Group of Arcophanna companies”) 
входят: экстракт виноградной выжимки - 150 г՝, Гинко 
двудольная (Ginko biloba) — 26.5 мг՛, витамин С — 65 
мг՛, витамин Е - 10 мг\ Р-каротин - 5 мг\ селен - 50 мг; 
окись цинка - 18.5 мг. Витажен рекомендован для 
применения при нарушении сна, умственной и физи
ческой усталости, нарушениях иммунной зашиты ор
ганизма, депрессии, неврозах и атеросклерозе. Анти
окс оказывает антиоксидантное действие, повышая 
активность иммунной системы и устойчивость орга
низма к стрессовым факторам. Порошки витажена и 
антиокса (0.3г) были гомогенизированы в дистиллиро
ванной воде (20 мл), а смеси в дальнейшем использо
вали при разбавлении водой в различной степени.

Статистическую обработку полученных результа
тов осуществляли методом вариационной статистики 
Стьюдента-Фишера с определением критерия “Р”.

Результаты и обсуждение

При определении методом НТС витажен при по- 
йиженных концентрациях (меньше 0.2.мг/ил) оказыва
ет антиоксидантное действие с СОД-миметической 
активностью 2000 ед/г. Витажен в концентрации - 
1,2 мг/мл начинает стимулировать процесс образова
ния формазана и полностью подавляет СОД (рис.1).

Рис. 1. Влияние витажена и антиокса на процесс образования формаза
на (при 560 нм) при восстановлении НТС супероксидными радикалами. 
К реакционной смеси добавляли: витажен (1); витажен и 5x10՜* М СОД 
(2); витажен и феррицианид (10՜6 М) (3); витажен, СОД и феррицианид 
(4); приведенных веществ не добавляли (5); фоновый уровень формаза
на (6). Состав реакционной смеси: 10՜4 М HADPH (HADPNaj), б.ЗхЮ՜6 
М феназин метасульфат, 3.6x10 s М НТС и 0.2 М натрий пирофосфат
ный буфер, pH 9. Объем реакционной смеси - 3 мл, время инкубирова
ния -15 мин при 20°

Рис. 2. Влияние витажена и антиокса на процесс 
обесцвечивания КБС (10՜6 М) супероксидными 
радикалами, генерированными при расщеплении 
104 М Н2О2 при pH 9 при 20°: 1 - раствор КБС (3 
мл) при pH 9 без добавления О2՜; 2 - это 1 после 
добавления 0.1 М О2՜ и антиокса; 3 - это 1 после 
добавления 0.1 М Օշ՜ и витажена; 4 - это 1 по
сле добавления 0.1 М О2".
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Под влиянием окислителя (феррицианид) несколь
ко подавляется процесс образования формазана (или 
процесс подавления продуцирования Օշ՜) с повыше
нием его СОД-миметической активности. При более 
повышенных концентрациях (до 1.7 мг/мл) витажен 
инактивирует СОД. Можно констатировать, что в со
ставе витажена присутствует восстановительная 
группа, которая передает свой электрон молекулярно
му кислороду, превращая его в Օշ՜. Состав этой вос
становительной группы пока не определен. Возможно, 
это связано с воздействием компонентов витажена. 
При другом методе определения СОД-активности 
восстановительная группа витажена не влияет на про
цесс обесцвечивания КБС (рис.2), и витажен в опреде
ленной степени улавливает Օշ՜, генерированные при 
расщеплении перекиси водорода, тем самым оказывая

только антиоксидантное действие. Этот эффект на
блюдается и при снижении витаженом интенсивности 
сигнала ЭПР ՕՀ (рис.З). Причина инактивирования 
витаженом СОД и ЦП связана с необратимым восста
новлением Си(П) простетических групп этих металле- 
протеинов антиоксидантного действия. Как разультаз 
этого поглощения при 610 и 680 нм для ЦП и СОЛ 
интегральная интенсивность характерного сигнала 
ЭПР СОД падает в течение минуты с соответствен
ной кинетикой (рис.4). При этом обесцвечивание ЦП 
происходит гораздо быстрее, чем СОД. Таким обра
зом, витажен в зависимости от используемой концен
трации может обладать как антиоксидантным, так г 
прооксидантным действием. Вполне вероятно, этим г- 
обусловлено адаптогенное действие витажена.

Рис. 3. Влияние витажена и антиокса на процесс 
снижения интегральной интенсивности ЭПР 
сигнала Օշ՜: а- 1 - ЭПР сигнала Օշ՜, полученно
го при растеплении 10՜2 М H:Oj при pH 9.5. 
Время инкубирования раствора Օշ՜ - 2 мин при 
20°; 2 - это 1 после добавления 4 мг/мл витажена 
или антиокса: б - I - кинетическая кривая обра
зования Օշ՜; 2 - это 1 после добавления витаже-

Рис. 4. Оптические спектры поглощения СОД и ЦТ 
под влиянием витажена и антиокса: а - оптически, 
спектры поглощения ЦП (1) и СОД (2) после добав 
ления 4 мг/мл витажена г раствору ЦП (Г) и СО/ 
(2").
б - ЭПР спектры СОД (1); после добавления к 1 ви 
тажена (2); при его инкубации 2 мин при 20° (3); в - 
кинетические кривые восстановления Си(П) ЦП (ш 
оптико-спектральным данным) - (1) и СОД(по опта 
ко-спекгральным и ЭПРданным) - (2).

Медицинская наука Армении №4 2002



29

Рис. 5. Оптические спектры поглощения цитохрома b55sIII 
пол действием витажена и антиокса: 1 - оптический 
спектр поглощения цитохрома ЬЯкШ; 2 - то же самое при 
инкубировании с 4 мг/мл витажена в течение 2 ч и 20 ч; 3 - 

' тго 1 после инкубирования с антиоксом в аналогичных 
условиях: Г - это 2 или 3 после разбавления водой.

Антиоке не имеет восстановительную группу и 
является “чистым” антиоксидантом с СОД- 
мимстической активностью 9000 ед/г. Эта активность 
определялась методами НТС, КБС и ЭПР (рис. 1-3). 
Антиоке, в отличие от витажена, не обесцвечивает 
СОД и ЦП и не инактивирует эти металлопротеины. 
Антиоке и витажен не обладают каталазной активно
стью и не инактивируют каталазу. Они не повышают 
выход Օշ՜, продуцируемых при расщеплении Н2О2 при 
pH 9 [10, И], в отличие от хетаторов НО'(спиртов, 

сахаров, диметилсульфоксида, манитола и т.д.). Это 
свидетельствует о том, что антиоксидантное действе 
антиокса и витажена обусловлено не их НО" - 
улавливающим эффектом, а Օշ՜-нейтрализирующим 
действием in vitro. Инкубирование цитохрома Եյ58111 с 
витаженом и антиоксом приводит к некоторому изме
нению формы оптического спектра этого гемопротеи
на, нового структурно-функционального компонента 
мембран эритроцитов. Так, отношение А^о/Азю под 
воздействием витажена составляет 1.74, а под воздей
ствием антиокса - 1.63 (это отношение нативного ци
тохрома bjsiJII составляет 2.24). При этом антиокс и 
витажен снижают интенсивность максимального оп
тического поглощения цитохрома Ь558Ш при 530 ли 
на 13.6±1.1% (Р<0.02) и 16.1% (Р<0.05) соответствен
но (рис. 5). В то же время под воздействием витажена 
увеличивается NADPH-зависииая Օշ՚-продуцируюшая 
активность цитохрома bjjgUI и незначительно - под 
воздействием антиокса (таблица). Причем, в результа
те физической нагрузки продуцирование Օշ՜ цитохро
мом Ь588Ш несколько снижается (сравнение с кон
трольными данными). Увеличение Օշ՜-проду- 
цирующей активности цитохрома bsseHI in vitro и in 
vivo под воздействием витажена является одним из 
механизмов его адаптогенного действия, приводящих 
к интенсификации аэробных метаболических процес
сов, “истощенных” в результате повышенной физиче
ской нагрузки (истощение этих процессов, скорее все
го, обусловлено снижением уровня Օշ՜). Адаптоген- 
ный механизм антиокса, возможно, связан только с 
антиоксидантным воздействием с соответственной 
нормализацией уровня Օշ՜ при повышенной физиче
ской нагрузке. Необходимо учитывать и то обстоя
тельство, что антиокс также повышает продуцирова
ние Օշ՜ цитохромом bssjIII при плавании. Как резуль
тат этого, при повышенной физической нагрузке в 
основном регулируется дисбаланс между металло-

Таблица

Относительные изменения HADPH-зависимой супероксидпродуцирующей активности цитохрома 
Ь558Ш мембран эритроцитов под воздействием витажена и антиокса in vitro и после 20 мин плавания 

крыс in vivo по сравнение с контрольными показателями, которые 
принимаются за 100% (Р<0.05, п=6)

Показатели
Относительные изменения (%)

после плавания
(ОГ-1)

плавание+витажен 
(ОГ-2)

плавание + антиокс 
(ОГ-3) ,

+витажен +антиокс

in vivo in vitro
Уровень цитохрома b558III -43.8±2.2 (Р<0.02) нет изм. -10.9±0.2

(Р<0.01)
-16.Ы.1 -13.6±1.0

HADPH-зависим. Օշ՜-продуц. 
активность цитохрома bjsglU

-11.3±0.7 (Р<0.02) +14.7±1.6 +10.2±1.1
(Р<0.02)

+25.1 ±2.2 +19.1±1,0
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протеинами анти- и прооксидантного действия. Одна
ко если антиокс, с точки зрения этих факторов, не 
вызывает инактивирования ключевых антиоксидант
ных металлопротеинов (СОД и ЦП), то витажен в 
больших дозах может иметь нежелательные эффекты, 
приводя к инактивированию приведенных металло
протеинов антиоксидантного действия.

Исходя из того, что витажен и антиокс в основном 

действуют одинаковым образом на состояние мета 
лопротеинов in vitro и in vivo, можно констатироват 
что они имеют свободный доступ не только в сыв 
ротку, но и в мембраны эритроцитов и играют опред 
ленную роль в стабилизации эритроцитарных Mei 
бран, регулируя не только уровни, но и О: 
продуцирующую активность цитохрома bSS8III.

Поступила 27.09а

Ադպտոգեններ վիտաժենի և. անտիօքսի հակաօքսիդանտային ակտիվությունը և նրանց 
ազդեցությունը արյան մետաղապրոտեինների ֆիզիկաքիմիական հատկությունների վրա 

in vitro 1ւ in vivo' առնետների ֆիզիկական ծանրաբեռնվածությունից հետո

Ն.Ա.Բաղդասարյաե, Ռ.Ղ.Բորոյաե, Մ.Ա.Սիմոնյան

Անսփօքսի հակաօքսիդանտային հատկությանը 
շուրջ երեք անգամ ավելի է քան վխոաժենինը: 
Վերջինիս կազմում հայտնաբերվել է վերականգնիչ 
խումբ (ի տարբերություն անտիօքսի), որը գոյացնում է 
սուպհրօքսիդ ռադիկալներ' բարձր դոզաների 
ժամանակ: Այդ բանի շնորհիվ վիտաժենը 
անդարձելիորեն վերականգնում է Cu,Zn- 
սուպերօքսիդդիսմուտազի և ցերալոպլազմինի ակտիվ 
խմբի պղինձը, ակւոիվազրկելով այդ մեաա- 
ղապրոտեիններին: Այս հանգամանքը պետք է հաշվի 
առնել և խուսափել վիտաժհնի բարձր դոզաների 
օգտագործումից: Վիտաժենը և անտիօքսը չունեն 
կատալագային ակաիվութուն և չեն կլանում 

հիդրօքսիլ ռադիկալները: Այդ ադապտոգեննեյ 
գործնականորեն նմանատիպ կերպով են փոփոխ™ 
էրիթրոցիտների թաղանթների ցիտոքրոմ bJSg 
օպտիկական կլանման սպեկտրի ձևը, բարձրացներ 
նրա NADPH-կախյալ սուպհրօքսիդ գոյացնել 
հատկությունը in vitro և in vivo' առնետնեյ 
ֆիզիկական ծանրաբեռնվածությունից (2( 
տևողությամբ ստիպալական լող) հետո:

Ենթադրվում է, որ նշված բուսական ծագամր 
ադապտոգենների ազդեցության մեխանիզմնեյ 
կարող են կապված լինել ոչ միայն սուպերօքսիդնեւ 
չեզոքացման, այլ նաև գոյացման հետ:

The antioxidative activity of adaptogens vitajen and antiox and their influence on the physico-chemica 
properties of the rats' blood metalloproteins in vitro and in vivo after physical load

N.AJBaghdasaryan, R.G.Boroyan, M.A.Simonyan

The antioxidative activity of antiox is 3 times higher 
than that of vitajen. In the composition of the latter it has 
been detected a reductive group which produces 
superoxide radicals at high dosage. As a result, vitajen 
reduces Cu+2 in the active group of Cu,Zn-SOD and 
ceruloplasmin and irreversibly inactivates these 
metalloproteins. It should be taken into account and to 
avoid using vitajen in high dosages.

Vitajen and antiox do not change the catalase activity 

and haven’t catalase or HO*-chelating activity. The: 
adaptogens practically similarly change the form < 
optical absorption spectrum of erythrocyte membrant 
cytochrome Ь558Ш and elevate its NADPH-dependei 
superoxide producing activity in vitro and in vivo afti 
physical load in rats (forced swimming during 20 min).

It is supposed that the mechanisms of these adaptoger 
of plant origin are connected not only with the action c 
superoxide neutralization, but also with its production.
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