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Ю.І.Губський ,І.Ф.Беленічев, С.В.Павлов, Є.Л.Левицький,
Н.В.Бухтіарова.

РОЛЬ АКТИВНИХ ФОРМ КИСНЮ У
ПАТОГЕНЕЗі СИНДРОМУ ПРЕНАТАЛЬНОГО

СТРЕСУ.
На основі  власних  досліджень та за даними літератури

авторами показана роль вільно�радикального окислення у розвитку

синдрому пренатального стресу. Вивчений вплив біохімічних та

морфологічних змін у нейронах на  розвиток  когнитивного

дефіциту пренатально стресованих щурів.

U.I.Gubskiy ,I.F. Belenichev , S.V.Pavlov, E.L.Levitsikiy ,
N.V.Bukhiaroba.

ROLE OF THE ACTIVE FORMS OF OXYGEN IN
THE PATHOGENESIS OF THE PRENATAL STRESS

SYNDROME
Оn the basis of its own studies and according to literature data by the

authors is shown the role of free�radical oxidation in the development of

the syndrome of prenatal stress. The influence of biochemical and mor�

pho�logical changes in the neurons to the mechanism of the development

of cognitive scarcity in the prenatally stressed rats is studied

Х олестерол, стероидные гормо�

ны и промежуточные продукты

их метаболизма играют ключевую

роль в функционировании биосис�

тем. К ним принадлежит многочис�

ленный ряд оксистеролов, демон�

стрирующий выраженную тканес�

пецифичность в процессе онтогене�

за и дифференцировки [1]. Ряд рас�

тительных гормонов, в том числе

брассиностероиды, по своим функ�

циям соответствуют гормонам жи�

вотных и человека. К ним относится

и регулятор роста растений 24�эпиб�

рассинолид. Метаболизм брасси�

ностероидов происходит с участием

ферментов, имеющих высокую го�

мологию с животными аналогами

[2], поэтому существует вероятность

их метаболизма в организме по тому

же пути, что и других стероидов [3].

Подобная картина наблюдается, в

частности, при действии ксеноэст�

рогенов, способных оказывать зна�

чительное влияние на гормональ�

ный статус организма [4].  

Цель нашей работы�изучить не�

которые показатели гемопоэза и об�

мена стероидов у животных при

действии эпибрассинолида.

Объект и методы исследования.
Эпибрассинолид (ЭБ) синтезирован

и предоставлен лабораторией химии
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стероидов ГНУ "Институт биоорга�

нической химии НАН Беларуси". 

В остром эксперименте по оцен�

ке генотоксических свойств исполь�

зованы взрослые мыши линии СВА,

самцы массой 20±2 г. Вещество

растворяли в физиологическом

растворе с добавлением Твина

(Sigma�Aldrich, США), вводили

внутрибрюшинно в дозе 500 мг/кг.

Приготовление и анализ препаратов

проведены по стандартной схеме,

рекомендованной ВОЗ для краткос�

рочных тестов [5].

Показатели гемопоэза, гормо�

нального статуса и активности от�

дельных ферментов, связанных с

метаболизмом стероидов, исследо�

ваны в субхронических и хроничес�

ких экспериментах на нелинейных

белых крысах в условиях ежеднев�

ного внутрижелудочного введения в

дозах 0,00002�2 мг/кг. Осмотичес�

кую резистентность эритроцитов

определяли унифицированным ме�

тодом в модификации Л.И. Идель�

сона [6]. Гормональный статус оце�

нен радиоиммунным методом с

применением тест�наборов НТК

Анализ�Х, (Беларусь). Активность

щелочной фосфатазы, содержание

холестерола определяли с использо�

ванием тест�наборов  фирмы

PLIVA�Lachema, (Чехия) [7,8]. Кле�

точный состав крови, объем эритро�

цитов, содержание гемоглобина ус�

тановлены при помощи гематологи�

ческого анализатора Medonic

"Cellanolyzer CA 530", (Швеция).  

РЕЗУЛЬТАТЫ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В остром эксперименте по изу�

чению мутагенных свойств препара�

та in vivo  установлен некоторый

рост уровня полихроматофильных

эритроцитов с микроядрами, учи�

тывая, что в контроле число аберра�

нтных клеток не превышает 3 на

1000 у каждого животного. Однако,

как видно из рис. 1, такие измене�

ния в значительной степени связа�

ны с действием Твина, примененно�

го в качестве эмульгатора. Он мог

оказать заметное действие на кле�

точные мембраны. Известно, что

детергенты этого типа способны из�

менять поверхностное натяжение

мембран и нарушать их структуру

[9]. Подобные изменения могут

послужить как сигналом к вступле�

нию клетки в деление, так и причи�

ной клеточной гибели [10]. Следует

также учитывать, что стероиды спо�

собны вызывать метаболическую

индукцию, изменяя плотность и

вязкость клеточной мембраны [11,

12]. При этом вероятно замедление

темпов энуклеации, сопровождаю�

щей созревание эритроцитов, и уда�

ление микроядер [5]. Кроме того,

брассиностероиды способны изби�

рательно изменять ориентацию

микротрубочек клеток растений

[13], в таких условиях нарушается

митоз и возрастает вероятность ане�

уплоидии [14]. Торможение клеточ�

ного цикла и созревания эритроци�

тов увеличивает вероятность апоп�

тоза [15], что подтверждает динами�

ка выхода нормоцитов с признака�

ми клеточной гибели по критерию

пикноза ядра и кариорексиса (рис. 1),

такие клетки в норме встречаются

редко. Эта динамика ,в основном,

соответствует уровню клеток с мик�

роядрами. Следует особо отметить,

что именно в серии с эпибрассино�

лидом наблюдались двуядерные

эритроидные клетки и значительно

чаще были отмечены полихромато�

фильные эритроциты с нескольки�

ми микроядрами. 

Апоптотическая природа микро�

ядер подтверждается результатами

метафазного анализа, для которого

по результатам микроядерного теста

была выбрана точка фиксации 24 ч

после обработки животных. Как

видно из табл. 1, произошло некото�

рое увеличение уровня аберрантных

клеток после введения чистого фи�

зиологического раствора и при до�

бавлении в него Твина. В последнем

случае уровень аберрантных клеток

был несколько ниже, чем в серии с

эпибрассинолидом, который не

вызвал достоверного увеличения

числа аберрантных клеток по срав�

нению с контрольной серией (физи�

ологический раствор). Это превы�

шение (P<0,05) наблюдалось лишь

по отношению к "чистому" контро�

лю. Все аберрации были представле�

ны одиночными фрагментами, во

всех аберрантных клетках было не

более одной аберраций. 

Последствия воздействия эпиб�

рассинолида на эритропоэз были

исследованы в   экспериментах про�

должительностью 60, 90 и 240 суток.

При суточной дозе 0,2 мг/кг ЭБ в

сроки 60 и 90 дней у самок происхо�

дило увеличение содержания холес�

терола в сыворотке крови (табл. 2).

Холестерол составляет 26% общего

липидного состава клеточной мемб�

раны эритроцитов [16]. Его мобили�

зация в качестве субстрата первой

стадии синтеза гормонов [17] осу�

ществляется при помощи CYP11A,

который монотопически ассоци�

Рисунок 1. Микроядра в полихроматофильных эритроцитах и гибель клеток эритроидного ряда в костном мозге
мышей. А — физиологический раствор , Б — физиологический раствор + Твин, В — эпибрассинолид в физиол. растворе

с Твином. Сплошная линия — эритроциты с микроядрами, пунктирная линия — погибшие клетки.
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ирован с мембраной. Изменение

свойств мембран в результате нару�

шения структуры, вероятно, приве�

ло к увеличению осмотической ре�

зистентности эритроцитов (рис. 2).

Этот процесс сопровождался увели�

чением концентрации гемоглобина

в клетках (табл. 3).

Подтверждением нарушений в

гемопоэзе являются дальнейшие из�

менения в крови животных к 90�му

дню от начала воздействия при дозе

0,2 мг/кг. На фоне снижения общего

уровня гемоглобина отмечена тен�

денция к микроцитозу с увеличени�

ем количества эритроцитов и  кон�

центрации в них гемоглобина. Такие

отклонения в эритроне могут быть

следствием  того, что уровень поло�

вых гормонов связан с экспрессией

эритропоэтина [18]. Похожий эф�

фект наблюдался в ряде экспери�

ментов с применением оксистеро�

лов, которые способствовали мик�

росфероцитозу [19]. Отклонения в

эритроне у самцов крыс сопровож�

дались угнетением лимфопоэза и

увеличением числа сегментоядер�

ных лейкоцитов, что свидетельству�

ет о нарушении процессов клеточ�

ной дифференцировки. Изменения

показателей гемопоэза могут быть

обусловлены конкурентными отно�

шениями различных ростков кост�

ного мозга. Брассиностероиды в

растениях реализуют свои сигналы

через рецепторы, лиганды которых

близки Toll лигандам дрозофил, в

значительной степени определяю�

щих ранний иммунный статус [20 —

22]. Поэтому угнетение лимфопоэза

могло носить прямой характер. На

240�е сутки от начала воздействия

при ежедневной дозе 0,2 мг/кг отме�

чено увеличение содержания гемог�

лобина в сыворотке крови живот�

ных на фоне снижения уровня хо�

лестерола. 

Холестерол, мобилизованный из

мембран эритроцитов, в дальней�

шем используется для синтеза желч�

ных кислот и стероидных гормонов

[23], что способствовало изменению

баланса стероидов в сыворотке кро�

ви (рис. 3). Этой процесс у самцов и

самок имел разнонаправленный ха�

рактер. У самцов, получавших ЭБ в

течение 60 дней в дозе 0,2 мг/кг, от�

мечена тенденция к падению содер�

жания тестостерона в сыворотке

Таблица 1

Аберрации хромосом в клетках костного мозга через 24 ч после введения препарата

Характер опыта
Число

животных

Анализировано

клеток

Число аберрантных клеток Всего 

аберрацийвсего %

Контроль 5 500 2 0,40±0,28 2

Физ. раствор 5 500 4 0,80±0,40 4

Твин�80 5 500 5 1,00±0,45 5

Твин�80 +

Эпибрассинолид
5 500 7 1,40±0,52* 7

Примечание: В этой и последующих таблицах  * �  p< 0.05.

Таблица 2

Биохимические показатели сыворотки крови белых крыс в различные сроки воздействия ЭБ

Экспозиция, суток Пол Суточная доза ЭБ, мг/кг ЩФ, ммоль/ч·л
Холестерол,

ммоль/л

60 самки

0 н.и 1,44±0,10

2·10�4 н.и 1,63±0,07

2·10�1 н.и 1,86±0,06*

90

самцы

0 10,28±0,38 1,53±0,06

2·10�4 9,69±0,70 1,55±0,06

2·10�1 8,74±0,46 1,50±0,13

самки

0 11,69±1,15 1,55±0,09

2·10�4 9,61±0,64 1,78±0,12

2·10�1 8,15±1,55 1,91±0,13*

240 самцы

0 3,96±0,26 1,72±0,12

2·10�3 3,60±0,24 1,56±0,14

2·10�1 2,33±0,20* 1,48±0,15

Примечание: н.и. � не исследовали.
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крови (�60,2%, P=0,06). В субхрони�

ческом эксперименте продолжи�

тельностью 90 дней обнаружено ста�

тистически значимое увеличение

активности β�галактозидазы (16,1%)

в семенниках. В целом такая карти�

на характерна для стареющих орга�

низмов [24] и ,возможно, была выз�

вана преобладанием процессов

дифференцировки и сопровождаю�

щего ее апоптоза [25]. У самок, нап�

ротив, при воздействии ЭБ в дозе

0,2 мг/кг происходило достоверное

снижение концентрации кортизола

(�40,1%), которое сопровождалось

увеличением уровня эстрадиола

(73,6%) и тестостерона (132,5%). 

Изменение гормонального ста�

туса животных в зависимости от по�

ла в отдаленные сроки (90 и 240 сут )

могло быть одной из причин суще�

ственного снижения активности

щелочной фосфатазы (ЩФ) сыво�

ротки крови (табл. 2). Подобный

эффект наблюдали в культуре кле�

ток T47D при инкубации с разбав�

ленными экстрактами растений, со�

держащих антипрогестины [26]. Та�

кие нарушения часто сопровожда�

ются изменением кальциевого об�

мена в костях, что характерно для

состояния гипервитаминоза D и

действия связанных с этим витами�

ном половых гормонов [27, 28]. 

Таким образом, отклонения в

эритроне у животных при остром и

хроническом воздействии сопро�

вождались нарушениями в стероид�

ном обмене. Содержание половых

гормонов в крови носило дозозави�

симый и разнонаправленный харак�

тер у самцов и самок.
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Рисунок 2. Осмотическая резистентность эритроцитов (60 сут от начала
введения эпибрассинолида)

1 — контроль, 2 — доза 0,00002 мг/кг, 
3 — доза 0,0002 мг/кг, 4 — доза 0,2 мг/кг

Таблица 3

Некоторые показатели периферической крови белых крыс при субхроническом воздействии ЭБ

Экспо"
зиция,
суток

Пол 
Суточная доза

ЭБ, мг/кг

Эритроциты,
·1012/л

Средний объем
эритроцита,

·10"15/л

Среднее
содержание

гемоглобина в
эритроците, пг

Средняя
концентрация
гемоглобина в

эритроците, г/л

60

самцы

0 7,95±0,15 52,36±0,66 16,28±0,21 311,6±2,3

2·10�4 8,41±0,13 50,61±0,61 15,99±0,18 316,4±1,0

2·10�1 8,74±0,20* 49,32±0,56* 15,70±0,18 319,0±1,9

самки

0 7,78±0,16 57,20±0,48 17,21±0,17 301,2±1,6

2·10�4 7,98±0,13 55,48±0,38 16,87±0,13 304,5±0,9

2·10�1 7,84±0,18 54,57±0,44* 16,67±0,13* 305,4±1,0*

90

самцы

0 7,91±0,12 54,09±0,56 16,25±0,14 300,9±1,9

2·10�4 8,19±0,12 52,57±0,49 16,03±0,15 305,2±1,8

2·10�1 8,12±0,17 51,59±0,95* 15,84±0,32 306,8±1,3*

самки 

0 7,57±0,23 57,09±0,76 17,01±0,23 298,1±1,5

2·10�4 8,07±0,11 56,05±0,58 16,76±0,19 298,9±1,2

2·10�1 7,65±0,22 55,66±0,63 16,40±0,20 294,6±1,3

% NaCl

%
 г

е
м

о
л

и
за
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Рисунок 3. Показатели гормонального статуса крыс (60 сут от начала введения эпибрассинолида)
1 — кортизол, 2 — прогестерон, 3 — тестостерон
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