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В настоящее время имеются многочисленные публикации о 

повреждающем действии фруктозы на биосистемы различного характера. 
Фруктоза вызывает повреждение β-клеток поджелудочной железы крыс 
путем модуляции активности локализованной NADPH оксидазы (Nox) и за 
счет продуцированных супероксидных радикалов (О2¯) приводит к окси-
дативному повреждению этих клеток, проявляемому в виде снижения 
степени секреции инсулина и повышения фона воспалительных явлений 
[6, 12]. В результате потребления 10% фруктозы с питьевой водой в те-
чение трех недель у крыс отмечается увеличение уровня Nox и О2¯ с 
соответствующим повышением фона оксидативного стресса [10]. Ингиби-
тор Nox (апоцинин) предотвращает индуцированные фруктозо-обогащен-
ной диетой изменения метаболизма и антиоксидантной системы печени 
крыс [7], а липоиновая кислота за счет антиоксидантной активности 
проявляет антистрессорный эффект [8]. Сделано заключение о потен-
циальной пригодности Nox в качестве мишеней превенции / терапии 
диабета второго типа. 

В целом, за счет высокоактивных антиоксидантов положительный 
антиоксидантный эффект проявляют соединения как растительного, так и 
животного происхождения. Так, при стрептозотоцин-индуцированном 
диабете крыс положительный антидиабетический и антистрессорный 
эффект оказывают гликозиды из растения Stevia rebaudiana Bertoni (SrB) 
[13, 21], а также ЭПОМ (эмбриональный противоопухолевый модулятор 
Мкртчяна с антиоксидантной активностью) [19]. С другой стороны, пре-
параты с антиоксидантной активностью (галармин, витамин Е) оказывают 
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мембраностабилизирующее действие путем определенного подавления 
индуцируемого ферригемоглобином процесса отщепления изоформы Nox 
из мембран клеточных компонентов тканей млекопитающих [2, 4, 5].  

Целью работы явилось выявление возможной роли активности 
NADPH-зависимой О2¯-продуцирующей изоформы Nox в механизмах 
действия SrB при фруктозо-индуцированном диабете второго типа. 

 
Материал и методы 
 
В первой опытной группе (ОГ-1) у белых половозрелых крыс- 

самцов (по 8 животных массой 230-250г) вызывали сахарный диабет вто-
рого типа путем применения с питьевой водой 20% диетической фруктозы 
в течение девяти недель. В ОГ-2 наряду с фруктозой животные с пищей 
получали порошок из листьев растения SrB (с 6-й до 9-й недели от начала 
экспериментов ежедневно по 20 мг/кг). Интактные животные контрольной 
группы (К) содержались на стандартном корме.  

Использовали листья SrB, выращенной методом гидропоники в 
Институте проблем гидропоники им. Г.С. Давтяна, c целью получения эко-
логически чистого растительного сырья, обогащенного йодом и цинком 
[1].  

В группах ОГ-1 и ОГ-2 под нембуталовым наркозом (40 мг/кг,в/б) 
портативным глюкометром (Bayer Health Care LLC – Contour; объем 
образца 0,6 мкл, время измерения 5 сек, шкала измерения 10-600 мг/дцл) 
индивидуально для каждого животного определяли уровень глюкозы в 
крови – исходный и спустя 3, 6, 9 недель от начала экспериментов. Дан-
ные, представленные в виде М±SEM, подвергались статистическому ана-
лизу с применением Graphpad prism software v.5 (http://graphpad.com). Зна-
чимость различий оценивалась по t-тесту Стьюдента. Значения p < 0,05 
рассматривались как значимые. 

Для биохимических экспериментов на 9-й неделе животные были 
декапитированы в глубоком наркотическом сне (нембутал 45 мг/кг,в/б) и 
кровь забиралась из дорсальной аорты (стабилизировали в 0,2% растворе 
оксалата натрия при легком перемешивании). У тех же животных изъяты 
печень, селезенка и легкие. 

Выделение и очистка мембран клеточных компонентов тканей 
крыс  

Клеточные компоненты из печени, селезенки и легких выделяли 
дифференциальным центрифугированием гомогенатов тканей (по 5 г 
печени, 2 г селезенки и 4 г легких) в 0,25 М сахарозе по 10 мл/г тканей. 
Ядра клеток выделяли при центрифугировании гомогената 2000x g в 
течение 10 мин. Из супернатантов митохондрии осаждали центрифуги-
рованием при 12 000x g 15 мин. Из полученного супернатанта мембраны 
клеток осаждали центрифугированием при 5000x g, при рН5,6, в течение 
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10 мин. После осаждения клеточных мембран супернатант отделяли для 
выделения Nox из плазменных мембран цитоплазмы. Осажденные фрак-
ции ядер, митохондрий и мембран клеток гомогенизировали водой (1:50 
об/об) для получения мембран этих формирований и удаления водораст-
воримых антиоксидантов и солей. Осажденные мембраны клеточных фор-
мирований дополнительно промывали водой (1:100 об/об) аналогичным 
образом.  

Выделение и очистка эритроцитарных мембран и сыворотки крови 
Из крови крыс (по 4-5 мл) эритроциты подвергали самоосаждению 

при 4оС в течение 2 часов. После отделения клеточных компонентов 
плазмы (раствор 1) осадок эритроцитов промывали физраствором (1:400 
об/об) и окончательно осаждали центрифугированием при 5000 x g в 
течение 10 мин. Очищенные эритроциты подвергали гемолизу в воде (1:20 
об/об) с перемешиванием гемолизата в течение 10 мин. Эритроцитарные 
мембраны (ЭМ) осаждали, при рН 5,6, при центрифугировании в течение 
10 мин при 5000x g. Далее ЭМ три раза промывали водой (1:500) для уда-
ления следов солей и других водорастворимых белков. После центрифу-
гирования раствора 1 сыворотку крови отделяли для выделения экстра-
целлюлярной Nox (eNox) из локализованных в сыворотке наночастиц – 
экзосом [16]. 

Выделение фракции изоформ Nox из очищенных мембран клеточных 
компонентов, из плазматических мембран цитоплазмы, из эритроци-
тарных мембран и экзосом сыворотки 

Первичные фракции изоформ Nox из мембран приведенных биосис-
тем выделяли лицензированным способом, используя явление комплексо-
образования между очищенным ферригемоглобином (5-10 µМ) и изо-
формами Nox мембран этих клеточных компонентов, при рН 7,4-8, после 
инкубации растворов при 37оС в течение 2 ч. После 25-30-кратного раз-
бавления этих фракций и центрифугирования при 10 000x g в течение 20 
мин, супернатанты клеточных компонентов подвергали ионообменной 
хроматографии на целлюлозе ДЕ-52 (“Whatman”, Англия). Фракцию экст-
рацеллюлярной Nox (eNox) из экзосом сыворотки крови после разбав-
ления таким образом подвергали ионообменной хроматографии на сефа-
дексе ДЕАЕ А-50 (“Pharmacia», Швеция). Фракции обогащенных изоформ 
Nox из колонок с ДЕ-52 элюировали 0,01 М калий-фосфатным буфером, 
рН 7,4 (КФБ). еNox из колонки с ДЕАЕ А-50 элюировали 0,03 М КФБ и 
после разбавления водой (в 25 раз) концентрировали на колонке с ДЕ-52, 
из которой eNox элюировали 0,03 М КФБ [3]. 

Определение NADPH-зависимой О2¯-продуцирующей активности 
изоформ Nox 

NADPH-зависимую О2¯-продуцирующую активность изоформ Nox 
определяли методом нитротетразолиевого синего (НТС). За единицу О2¯-
продуцирующей активности изоформ Nox принимали количество этого 
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фермента, который на 50% стимулирует образование формазана при 
восстановлении НТС супероксидными радикалами [4]. Удельную NADPH-
зависимую О2¯-продуцирующую активность изоформ Nox определяли в 
расчете на 1 мл эритроцитов, 1 мл сыворотки или 1 г тканей. 

Определение удельного содержания изоформ Nox 
Расчетное удельное содержание изоформ Nox определяли по плот-

ности характерного максимального оптического поглощения (в оптичес-
ких единицах – ое) при 530 нм (полоса β-поглощения) для 1 мл Nox, 
выделенного из 1 мл эритроцитов, 1 мл сыворотки или 1 г тканей. Ста-
тистическую обработку полученных результатов осуществляли методом 
вариационной статистики Стьюдента-Фишера, с определением критерия 
достоверности «p».  

 
Результаты и обсуждение 
 
Включение листьев SrB в диету было ассоциировано с антигипер-

гликемическим, инсулинотропным, глюкагоностатическим, гипотензив-
ным, антибактериальным, противовоспалительным, иммуностимулирую-
щим и хемопревентивным ответами [17]. Интересно отметить, что влияние 
SrB на уровень глюкозы крови и артериальное давление наблюдается 
тогда, когда эти параметры выше нормы [9]. 

В ОГ-1 нами получены данные о недостоверном повышении уровня 
глюкозы к 3-й неделе (5,33±0,2 ммоль/л, p=0,38) и достоверном повы-
шении к 6-й (5,97±0,3 ммоль/л, p=0,03) и 9-й неделе (7,53±0,2 ммоль/л, 
p=0,001) от начала приема фруктозы по сравнению с исходным уровнем 
средних значений глюкозы (5,07±0,2 ммоль/л) в данной группе (рис., ОГ-
1). В ОГ-2 получены данные о достоверном повышении уровня глюкозы к 
6-й неделе (6,45±0,3 ммоль/л, p=0,004), на фоне которого применение SrB 
наряду с фруктозой в течение последующих 6-9 экспериментальных не-
дель, обеспечивает уровень глюкозы, недостоверно отличимый (5,42±0,09 
ммоль/л, p=0,13) от предварительного среднего уровня (5,13±0,15 
ммоль/л) данной группы (рис., ОГ-2). Результаты указывают на развитие 
гипергликемии и предотвращение таковой под воздействием SrB. Это 
свидетельствует о нарушении функционирования β-клеток поджелудоч-
ной железы, с соответствующим снижением уровня секретируемого инсу-
лина в ОГ-1. В ОГ-2 SrB оказывает положительную роль в функциони-
ровании β-клеток поджелудочной железы животных [11].  
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Рисунок. Уровень глюкозы в плазме крови спустя 3, 6, 9 недель после потребле-
ния фруктозы для групп фруктоза (ОГ-1) и фруктоза+Stevia rebaudiana (ОГ-2) 

 
Таблица 1 

Удельное содержание изоформ Nox (А530 в оптических единицах) из клеточных 
компонентов печени, легких, селезенки, а также из эритроцитарных мембран и 
экзосом сыворотки в группах контроль (К), фруктозо-индуцированный диабет 
второго типа (ОГ-1) и фруктозо-индуцированный диабет второго типа в 

сочетании с Stevia rebaudiana (ОГ-2) 

 
С другой стороны, известно, что О2¯, продуцируемый в β-клетках 

NADPH оксидазой, в физиологических количествах является важным 
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компонентом в метаболическом процессе секреции инсулина [11]. Однако 
вопрос о том как влияют фруктоза и SrB на уровень и активность изоформ 
Nox в клеточных компонентах других тканей животных остается не 
исследованным. Как показано в табл. 1, в ОГ-1 по сравнению с показа-
телями группы К наблюдается неадекватное увеличение удельного содер-
жания изоформ Nox из клеточных компонентов (мембраны ядер, мито-
хондрий, мембраны клеток и цитоплазматических мембран цитозоля) тка-
ней легких, печени, селезенки, а также ЭМ и экзосом сыворотки. С другой 
стороны, NADPH-зависимая О2¯- продуцирующая активность изоформ 
Nox клеточных компонентов исследованных тканей в ОГ-1 существенно 
повышается и приближается к показателям ОГ-2. 

 
Таблица 2 

Удельная NADPH-зависимая О2¯-продуцирующая активность изоформ NADPH 
оксидазы из клеточных компонентов печени, легких, селезенки, а также из 
эритроцитарных мембран и экзосом сыворотки в группах контроль (К), 
фруктозо-индуцированный диабет второго типа (ОГ-1) и фруктозо-

индуцированный диабет второго типа в сочетании с Stevia rebaudiana (ОГ-2) 

 
Каковы возможные механизмы приведенных изменений ? 
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Использованные листья SrB обладают существенной СОД-мимети-
ческой активностью (20 ед/мг), определенной методом обесцвечивания 
кумассибриллиантовoго синего супероксидными радикалами, генериро-
ванными при расщеплении перекиси водорода [15] (напомним, что ак-
тивность Cu, Zn-СОД составяет 3000 ед/мг). С другой стороны, препараты 
с антиоксидантной активностью подавляют рилизинг Nox из мембран 
клеточных формирований [2,5]. Наряду с этим, в последнее время по-
казано, что процесс рилизинга изоформ Nox из мембран различных кле-
точных формирований млекопитающих стимулируется ферригемогло-
бином, за счет образования нестабильного комплексного соединения с 
Nox, локализованной в биомембранах, и на этом основании был разра-
ботан лицензированный способ получения изоформ Nox из клеточных 
формирований [3]. Именно процесс такого отщепления изоформ Nox 
подавляется под влиянием биоактивных соединений, обладающих антиок-
сидантной активностью. Это свидетельствует о роли перекисного окис-
ления ненасыщенных жирных кислот мембран клеточных формирований 
при отщеплении из них изоформ Nox. Путем подавления этого процесса 
антиоксидантами соответственно снижается и интенсивность отщепления 
Nox, которая является важным структурно-функциональным компонентом 
биомембран. За счет продуцируемых супероксидов Nox регулируют окис-
лительно-восстановительные метаболические процессы, происходящие 
при фагоцитозе, экспрессии генов, митохондриальном дыхании и кисло-
родном гомеостазе [14,20]. В этом и заключается большая заинтересован-
ность к исследованиям Nox. Фактически, подавление рилизинга изоформ 
Nox из клеточных формирований тканей крыс в ОГ-2 в основном ассо-
циируется с антиоксидантной активностью SrB, хотя не исключается воз-
действие второго, пока неизвестного фактора. Примечательно, что в при-
веденных условиях SrB не изменяет оптические спектральные характерис-
тики и ферментативную активность изоформ Nox. Таким образом, путем 
подавления рилизинга Nox из приведенных биомембран SrB оказывает 
мембраностабилизирующий эффект. При этом SrB защищает мембраны 
клеточных компонентов от повреждающего действия супероксидов, соот-
ветственно, и гидроксильных радикалов, которые являются активными 
стимуляторами липидной пероксидации клеточных мембран. Возможно, 
SrB, защищая этим путем и β-клетки поджелудочной железы, обеспечи-
вает нормальную секрецию инсулина. 

Можно заключить, что SrB обладает высокой СОД-миметической 
активностью, за счет чего подавляет рилизинг изоформ Nox из мембран 
клеток, ядер, митохондрий, плазменных мембран цитазоля тканей крыс, а 
также из ЭМ и экзосом сыворотки, тем самым проявляя мембраноста-
билизирующий эффект, возможно, путем селективного ингибирования 
Nox. С тех пор как игнорирование физиологического значения реактив-
ного кислорода привело к неудовлетворительным клиническим резуль-
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татам, классические методы антиоксидантной терапии считаются неадек-
ватными, более оправданным и приемлемым подходом могут быть селек-
тивные ингибиторы Nox [18].  

Работа осуществлена при финансовой поддержке 
гранта Государственного комитета по науке  
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Stevia rebaudiana Bertoni-ի թաղանթկայունացնող ազդեցությունը 

ֆրուկտոզայով հարուցված երկրորդ տիպի շաքարախտով 
առնետների մոտ 
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Օքսիդատիվ սթրեսը համարվում է նյութափոխանակության 

խանգարումների (շաքարախտ և ինսուլինային ռեզիստենտականու-
թյուն) գլխավոր օղակը, և հակաօքսիդանտային կարգավիճակի կար-
գավորումը կարող է զգալիորեն փոխել ախտաբանության զարգա-
ցումը: Stevia rebaudiana Bertoni (SrB) բույսի տերևները նվազեցնում են 
ֆրուկտոզայով հարուցված երկրորդ տիպի շաքարախտով առնետների 
արյան գլյուկոզայի մակարդակը:   

Տվյալ աշխատանքի նպատակն է հանդիսացել ֆրուկտոզայով 
հարուցված երկրորդ տիպի շաքարախտի ժամանակ որոշել SrB դեղա-
բույսի հակաօքսիդանտային ակտիվությունը և NADPH օքսիդազի 
(Nox) NADPH-կախյալ О2¯-արտադրող իզոձևերի ակտիվության հնա-
րավոր դերը SrB ազդեցության մեխանիզմներում: Շնորհիվ բարձր 
ՍՕԴ-միմետիկ ակտիվության (20 միավոր/մգ)` SrB արգելակում է ֆե-
րիհեմոգլոբինով խթանված Nox իզոձևի անջատումը բջջաթաղանթ-
ներից, կորիզից, միտոքոնդրիումից, պլազմատիկ թաղանթից և ցիտո-
զոլից, ինչպես նաև էրիթրոցիտների թաղանթից և շիճուկի էկզոսոմե-
րից` դրսևորելով թաղանթկայունացնող ազդեցություն` կապված սու-
պերօքսիդների և հիդրօքսիլ ռադիկալների` լիպիդային պերօքսիդաց-
ման և հյուսվածքների օքսիդատիվ սթրեսի ակտիվ խթանիչների` վնա-
սակար ազդեցություններից պաշտպանելու հետ:  
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The membrane stabilizing effects of Stevia rebaudiana Bertoni in 
fructose-induced type II diabetic rats 

 
R.M.Simonyan, V.A.Chavushyan, A.S.Isoyan, G.M.Simonyan, 

K.V.Simonyan, L.G.Avetisyan, Kh. H.Nahapetyan, M.A.Babakhanyan, 
M.A. Simonyan 

 
Oxidative stress is the main link of the mechanisms of metabolic dysfunc-

tions, such as diabetes and insulin resistance, and the change in the antioxidant 
status can significantly alter the development of pathology. Stevia rebaudiana 
Bertoni (SrB) leaves reduce the blood glucose level in fructose-induced type II 
diabetic rats.   

The aim of this study was to determine the antioxidant activity of SrB and 
the possible role of NADPH-dependent O2--production of isoforms (Nox) of 
NADPH oxidase in mechanisms of action of SrB in fructose-induced type II 
diabetes. Stevia inhibits ferrihemoglobin-inducible releasing of Nox isoform 
from cell membranes, nuclei, mitochondria, cytosol and plasma membrane as 
well as from erythrocyte membranes and serum exosomes due to its high SOD-
mimetic activity (20 units/mg), thereby showing membrane-stabilizing effect 
associated with protection against the damaging effects of superoxide and 
hydroxyl radicals – active stimulators of tissue lipid peroxidation and oxidative 
stress. 
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