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Оценка эффективности антиоксидантных свойств 
липофильных продуктов растительного  
происхождения in vitro методом липосомальной  
модельной тест-системы

В статье представлены результаты об изучении возможности эффективного использования липо-
сомальных модельных тест-систем на основе фосфатидилхолиновых липосом для поиска и оценки 
антиоксидантных свойств у продуктов растительного происхождения, полученных как экспери-
ментально, так и входящих в состав лекарственных препаратов. В экспериментальных группах, 
где использовались льняное масло, масла черного и грецкого ореха, фосфоглив, был обнаружен 
высокий антиоксидантный эффект, что позволяет сделать вывод о необходимости определения 
дальнейшей стратегии использования антиоксидантов в клинике. 
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Введение

В клетках в процессе метаболизма постоянно 
образуются токсичные активные формы кис-
лорода (АФК). Они способны инициировать 
в организме реакции свободнорадикально-
го окисления, вызывающие повреждение 
различных белков и пептидов, азотистых 
оснований и нуклеиновых кислот, липидов и 
других биомолекул. Свободные радикалы не-
посредственно повреждают ферментативные 
системы, а также оказывают прооксидант-
ное действие, инициируя цепную реакцию 
перекисного окисления липидов (ПОЛ), что 
приводит к структурной и функциональной 
перестройке биологических мембран, повы-
шению их проницаемости для ионов с по-
следующим пространственным разобщением 
окислительных цепей [1, 8, 10, 16]. 

При различных патологических измене-
ниях в организме в силу тех или иных причин 
развивается дисбаланс между интенсивностью 
свободнорадикальных процессов и функци-
ональной активностью антиоксидантной 

системы (АОС). Он играет ключевую роль при 
таких широко распространенных заболеваниях, 
как гепатит, атеросклероз, ишемическая болезнь 
сердца, нейродегенеративные и аутоиммун-
ные заболевания, диабетические ангиопатии, 
катаракта, некоторые формы рака, болезнь 
Дауна [1, 2, 5, 16]. В то же время у некоторых 
лекарственных препаратов, используемых для 
терапии этих заболеваний, были обнаружены 
прооксидантные свойства [4, 13]. Нарушения 
баланса интенсивности свободнорадикального 
окисления (СРО) и функционального статуса 
АОС отягощают течение любого заболевания 
и вынуждают искать пути диетологической и 
фармакологической их коррекции [3, 7, 12].

Данные предпосылки определяют акту-
альность целенаправленного поиска антиок-
сидантов с конкретными мишенями действия 
и определенными особенностями проявления 
антиоксидантных свойств. Важным этапом 
такого поиска является скрининг химических 
соединений, позволяющий отобрать антиок-
сиданты с определенным набором свойств.

©   И.М. Быков, Е.Е. Есауленко, Р.И. Сепиашвили, М.А. Хильчук



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2014, Т. 60, № 2 89

Цель нашей работы – выявить эффектив-
ность использования модельной тест-систе-
мы на основе липосом для целенаправленно-
го поиска и оценки антиоксидантных свойств 
липофильных продуктов растительного 
происхождения. 

Методика

В работе исследованы липофильные продук-
ты растительного происхождения, получен-
ные как экспериментально, так и входящие 
в состав лекарственных препаратов: масло 
черного ореха (Juglans nigra); масло грецкого 
ореха (Juglans regia); масло льняное (произ-
водство «ИП Цыпляков А.Н.», Россия.; масло 
оливковое («LOWARI», Италия); масло под-
солнечное (производство ООО «Родник-98», 
Россия); масло кукурузное (производство 
ООО «Кубанская долина», Россия); эссен-
циале форте Н (A. Nattermann & Cie. GmbH, 
Германия); эссливер форте («Nabros Pharma», 
Индия); фосфоглив (ОАО «Фармстандарт-
УфаВИТА», Россия); ретинола ацетат (АЙ 
СИ ЭН Октябрь, Россия) [15].

Моноламеллярные липосомы получали из 
яичного фосфатидилхолина методом инжек-
ции этанольного раствора липида в водную 
фазу. Для этого в 5 мл деионизированной 
воды, при постоянном интенсивном переме-
шивании, шприцом с тонкой иглой быстро 
впрыскивали 0,25 мл раствора фосфолипида 
необходимой концентрации в этаноле. Конеч-
ная концентрация фосфолипида в суспензии 
липосом в большинстве экспериментов со-
ставляла 2,38 мг/мл. Липофильные исследуе-
мые вещества добавляли до нужной концент-
рации к этанольному раствору фосфолипидов 
перед приготовлением липосом [9].

Выбор концентраций, в которых исследу-
емые вещества вносили в модельную систему, 
осуществляли исходя из физиологических 
(для растительных масел – 1000 мг) или тера-
певтически достижимых (для лекарственных 
препаратов: эссенциале форте и эссливер 
форте – 1800 мг, фосфоглив – 390 мг, ретинола 

ацетат – 1,5 мг) концентраций в тканях и би-
ологических жидкостях организма человека.

Определение в суспензии липосом кон-
центрации веществ, реагирующих с 2-тио-
барбитуровой кислотой (ТБК-РП), проводили 
следующим способом. К 0,5 мл суспензии 
липосом добавляли 0,5 мл 0,92 моль/л трих-
лоруксусной кислоты и 1 мл 49 ммоль/л 
2-тиобарбитуровой кислоты (ТБК), нагревали 
15 мин на кипящей водяной бане, центрифу-
гировали 10 мин при 3000 мин-1, после чего 
надосадочную жидкость фотометрировали 
при длинах волн 452 и 532 нм против соот-
ветствующим образом обработанной контр-
ольной пробы (деионизированная вода). Ин-
дукцию ПОЛ липосом вызывали добавлением 
сульфата железа (II). Полученные результаты 
выражали в микромолях малонового диальде-
гида (МДА), содержащегося в 1 л суспензии 
липосом, исходя из коэффициента молярной 
экстинции МДА (1,56·105 моль-1. см-1) [9, 11].

Эффективность антиоксидантного дей-
ствия исследуемого химического соедине-
ния в каждой серии опытов и для каждой 
длительности периода окисления липосом 
рассчитывали по формуле: [(C0 - C1) / C0 ] x 
100 %, где С0 и C1 – концентрация ТБК-РП 
в суспензии липосом, не содержащей и со-
держащей исследуемое соединение (контр-
оль и опыт соответственно). Если значение 
эффективности антиоксидантного действия 
было положительным, предположили, что 
тестируемое вещество проявляет антиокси-
дантное действие, а если отрицательным – 
прооксидантное [9].

Экспериментальные результаты были 
обработаны методами вариационной стати-
стики с использованием критерия t Стью-
дента. Достоверным считали различие при 
Р<0,05 [6].

Результаты и их обсуждение

Изучение особенностей влияния на интенсив-
ность ПОЛ отобранных для исследования ра-
стительных масел и лекарственных препара-
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тов показало наличие у них антиоксидантных 
свойств (табл. 1, 2). Исследуемые продукты 
достоверно снижали содержание ТБК-РП в 
липосомах в течение первых 12 ч окисления. 
При дальнейшем исследовании процесса 
ПОЛ выраженность антиоксидантного дейст-
вия заметно снижалась, а у ретинола ацетата 
проявлялись прооксидантные свойства.

Высокая антиоксидантная активность 
исследуемых продуктов на начальном этапе 
ПОЛ согласуется с известными данными 
о механизме антиоксидантного действия 
химических соединений, содержащих в 
своем составе ненасыщенные связи (фосфо-
липиды, триглицериды, жирорастворимые 
витамины и др.) [8, 13, 14]. Имея в своем 
составе реакционноспособные двойные 
связи, они перехватывают свободные ради-
калы – инициаторы ПОЛ, конкурируя за них 
с молекулами липидов и тем самым защи-
щая последние от интенсивного окисления. 
Однако такая тенденция сохраняется лишь 
до тех пор, пока содержание антиоксиданта 
описанного типа достаточно для перехвата 
основного количества образующихся в ходе  
СРО радикалов. После истощения пула ан-

тиоксидантов с ненасыщенными связями 
скорость СРО существенно возрастает. Кроме 
того, при определенных условиях продукты 
окисления самих антиоксидантов этой груп-
пы могут вовлекаться в дальнейшее развитие 
реакций СРО, что определяет наличие у 
антиоксидантов с ненасыщенными связями 
прооксидантных свойств. По-видимому, 
отсутствие у растительных масел и фосфо-
липидных концентратов прооксидантных 
свойств было обусловлено наличием в их со-
ставе различных компонентов, обладающих 
антиоксидантными действиями.

В целом, по значению антиоксидантно-
го эффекта исследуемые продукты можно 
расположить следующим образом: ретинола 
ацетат < оливковое масло < кукурузное масло 
< подсолнечное масло < эссливер форте < 
эссенциале форте < масло грецкого ореха < 
фосфоглив < масло черного ореха < льняное 
масло. В связи с этим для дальнейших ис-
следований и клинических испытаний были 
отобраны четыре наиболее перспективных 
продукта (льняное масло, масло черного и 
грецкого орехов, фосфоглив), обладающие 
наиболее выраженными антиоксидантными 

Таблица 1. Динамика содержания веществ, реагирующих с 2-тиобарбитуровой кислотой (мкмоль/л) в липосо-
мах, содержащих исследуемые продукты (M ± m; n=10)

Исследуемый продукт Время окисления, ч
3 6 9 12 24

Суспензия липосом 
(контроль)

15,406±0,057 20,758±0,174 25,595±0,194 28,986±0,273 29,682±0,163

Ретинола ацетат 12,428±0,184* 16,619±0,351* 22,329±0,239* 27,286±0,194* 32,117±0,302*

Оливковое масло 11,533±0,155* 14,372±0,154* 20,345±0,165* 25,641±0,225* 29,402±0,202**

Кукурузное масло 9,449±0,168* 12,329±0,165* 17,532±0,126* 23,696±0,149* 28,391±0,192*
Подсолнечное масло 8,353±0,121* 11,958±0,156* 16,196±0,207* 22,425±0,161* 27,897±0,127*
Масло грецкого ореха 6,554±0,093* 8,399±0,123* 12,617±0,044* 19,459±0,091* 22,689±0,068*

Масло черного ореха 5,398±0,091* 6,521±0,084* 10,679±0,121* 17,708±0,052* 20,501±0,060*
Льняное масло 3,662±0,060* 5,633±0,051* 9,650±0,031* 16,795±0,019* 19,578±0,0,31*
Эссливер форте 7,624±0,064* 10,650±0,073* 14,841±0,163* 21,225±0,194* 24,845±0,189*
Эссенциале форте 7,085±0,111* 10,064±0,081* 14,075±0,049* 21,022±0,174* 24,254±0,185*

Фосфоглив 6,094±0,01* 7,497±0,048* 11,751±0,067* 18,311±0,094* 21,651±0,048*
*Р<0,05; **Р>0,05.
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свойствами.
Таким образом, использование модельной 

тест-системы на основе фосфатидилхолино-
вых липосом является эффективным звеном 
для поиска новых продуктов с антиоксидант-
ными свойствами. Подобный подход к оценке 
антиоксидантных свойств новых продуктов 
позволяет также выявить особенности их ме-
ханизма действия, а также оценить возможно-
сти проявления ими прооксидантных свойств 
в зависимости от длительности окисления, 
что необходимо для определения дальнейшей 
стратегии использования антиоксидантов с 
лечебной целью.
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