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Исследовано влияние природных полифенолов (ресвератрола (РСВ), дигидромирицетина (ДГМ),
пиносильвина (ПС), эпигаллокатехина (ЭГК), мирицетина и дигидрокверцетина (ДГК)) на ско-
рость генерации перекиси водорода митохондриями печени крыс при развитии токсического по-
вреждения печени, индуцированного гепатотропным ядом тиоацетамидом. Показано, что все ис-
следованные полифенолы в концентрации 10 мкМ оказывали антиоксидантное действие при раз-
витии окислительного стресса в митохондриях печени крыс с токсическим гепатитом, снижая
скорость роста флуоресцентного сигнала зонда Amplex Red с эффективностью: РСВ > мирицетин >
> ДГК > ДГМ > ПС > ЭГК. Все протестированные полифенолы оказывали незначительное влияние
на уровень продукции свободных радикалов в митохондриях печени контрольных животных. Ис-
следование антиоксидантной активности полифенолов показало, что в условиях неспецифической
Са2+-зависимой пермеабилизации митохондриальной мембраны в присутствии ионов Са2+ и не-
органического фосфата в митохондриях контрольных животных полифенолы вызывали выра-
женное уменьшение скорости генерации перекиси: 2-кратное в случае ДГМ, ПС и ЭГК, 3-крат-
ное в случае РСВ, 3.7-кратное и 5-кратное для ДГК и мирицетина соответственно. В митохондри-
ях, изолированных из печени животных с индуцированной патологией, исследованные
полифенолы также вызывали существенное снижение скорости генерации АФК. Наиболее эф-
фективное действие оказывали ДГК, ПС и ДГМ, снижающие скорость продукции АФК в среднем
в 5.3, 2.8 и 2.4 раза соответственно. Представленные данные демонстрируют, что в условиях кле-
точной патологии природные полифенолы оказывают мощное антиоксидантное действие, в то
время как в физиологических условиях эти соединения могут оказывать либо нейтральный, либо
даже мягкий прооксидантный эффект. Полученные данные могут быть применены для разработки
новых потенциальных фармакологических препаратов природного происхождения для предот-
вращения развития и лечения распространенных заболеваний, в основе которых лежат митохон-
дриальные патологии.
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ВВЕДЕНИЕ

Полифенолы составляют большую группу
биоактивных фитохимических веществ, которые
включают множество подклассов, таких как
флавоноиды, стильбены, фенольные кислоты и
лигнаны [1]. Полифенолы растительного проис-
хождения являются одним из наиболее активно
используемых в молекулярной медицине типов
антиоксидантов [2]. Они обладают умеренной

гидрофобностью, позволяющей им при опреде-
ленных условиях проникать через клеточные
мембраны и другие барьеры. Некоторые полифе-
нолы несут заряженные группы, позволяющие
им менять степень гидрофобности в зависимости
от значения pH. Полифенолы активно взаимо-
действуют с липидами различных клеточных
мембран, в том числе, плазматической и мито-
хондриальной, изменяя их латеральную текучесть
и проницаемость [3]. Особое внимание исследо-
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вателей к этим классам соединений обусловлено
уникальными антиоксидантными, противовос-
палительными, антимикробными, гепато- и кар-
диопротекторными, антиканцерогенными и
антидиабетическими свойствами, которые про-
являют отдельные их представители. Являясь
природными соединениями с одной или несколь-
кими гидроксильными группами, присоединен-
ными к бензольному кольцу, эти вещества обла-
дают способностью захватывать свободные ради-
калы и таким образом реализовывать свои
антиоксидантные свойства [4] (рис. 1). Наиболее
заметное влияние полифенолы оказывают на
клетки, обладающие увеличенной способностью
к генерации активных форм кислорода (АФК):
нейтрофилы, клетки макрофагального ряда мие-
лоцитоидного типа и клетки, подвергшиеся ма-
лигнизации [3]. Наряду с антиоксидантной ак-
тивностью некоторые полифенолы способны
специфически взаимодействовать с рецепторами
на поверхности клеток, различными внутрикле-
точными ферментами (в том числе, из состава

дыхательных комплексов митохондрий) и мем-
бранными ионными каналами (транспортера-
ми) [3].

Растительные полифенолы оказывают влия-
ние и на функции митохондрий. Было обнаруже-
но, что проантоцианидины экстракта из вино-
градной косточки могут смягчать дисфункцию
митохондрий, индуцированную пероксидом во-
дорода, за счет поддержания мембранного потен-
циала, работы цепи переноса электронов и подав-
ления продукции кислородных радикалов мито-
хондриями [5]. Вальдекантос и соавт. [6] описали
уменьшение продукции АФК митохондриями
печени крыс на фоне увеличения активности
митохондриальной Mn-супероксиддисмутазы и
уменьшения активности глутатионпероксидазы
под действием наиболее изученного природного
полифенола ресвератрола (РСВ). Другие авторы [7]
сообщили об уменьшении продукции перекиси
водорода и снижении скорости дыхания мито-
хондрий в состоянии 4 под действием РСВ, однако
точный механизм этого явления не был объяснен.

Рис. 1. Структурные формулы полифенолов: РСВ, ДГМ, ПС, ЭГК, мирицетин, ДГК.
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Было обнаружено, что изофлавоноид гесперидин
также оказывал положительное действие на ак-
тивность комплексов I–IV дыхательной цепи ми-
тохондрий Т-клеток мышей [8]. Однако помимо
позитивного воздействия на функции митохон-
дрий, был отмечен и противоположный эффект
полифенолов на эти органеллы, связанный с об-
щим нарушением биоэнергетики и запусканием
апоптических реакций [9]. В частности, Зини и
соавт. [10] обнаружили, что РСВ способен инги-
бировать поглощение кислорода в изолирован-
ных митохондриях мозга, связанное с ингибиро-
ванием участка между комплексами I и III. В ра-
боте [11] авторы констатировали блокирование
РСВ ATP-азной активности в митохондриях
мозга и печени, предположив, что это связано с
взаимодействием соединения с субъединицей F1
ферментного комплекса. Морейра и соавт. [12]
доложили как о прооксидантном, так и об анти-
оксидантном действии РСВ на изолированные
митохондрии мозга и печени у крыс обоих полов.
В то же время было показано, что некоторые про-
оксидантные эффекты полифенола могут запус-
кать стимуляцию антиоксидантной защиты кле-
ток через сигнальные пути, включающие ядерные
факторы (erythroid-derived 2)-like 2 (ARE/Nrf2) и
фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат-3-киназу/Akt
(PI3K/Akt) [12].

Перечисленные разнонаправленные функции
полифенолов приводят к тому, что их поведение в
организме оказывается во многом непредсказуе-
мым: оно зависит не только от структуры полифе-
нола, но и от дозы, пути введения, состояния
иммунной и других систем организма. Много-
численные исследования фармакокинетики по-
лифенолов привели лишь к пониманию чрезвы-
чайной сложности этой проблемы, но не к выра-
ботке концепции применения этих соединений.
Точный механизм, посредством которого при-
родные полифенолы моделируют функции и ди-
намику митохондрий, остается неизвестным.

В представленной работе мы использовали
модель хронической интоксикации эксперимен-
тальных животных гепатотоксикантом тиоацета-
мидом (ТАА), обусловливающим тяжелые изме-
нения в тканях печени и возникновение гиперам-
мониемии [13]. Выбор этой экспериментальной
модели был обусловлен доказанной для эффекта
ТАА на животных моделях патологической кар-
тиной, включающей в себя ингибирование сук-
цинатдегидрогеназной активности, коллапсиро-
вание мембранного потенциала, набухание ми-
тохондрий и возрастание уровня АФК [13].
Хроническое администрирование ТАА провоци-
рует индуцированную гипераммониемией об-
ширную митохондриальную дисфункцию и кле-
точный энергетический дефицит. Поскольку
природные полифенолы являются эффективны-
ми антиоксидантами, мы сочли крайне интерес-

ным исследовать их эффекты на модели с выра-
женным развитием окислительного стресса.

Целью данной работы являлось исследование
влияния природных полифенолов: РСВ, дигид-
ромирицетина (ДГМ), пиносильвина (ПС), эпи-
галлокатехина (ЭГК), мирицетина и дигидро-
кверцетина (ДГК) – на уровень окислительного
стресса, индуцированного в митохондриях пече-
ни крыс при развитии экспериментальной пече-
ночной патологии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили на самцах белых
крыс линии Wistar в соответствии с международ-
ными требованиями для медико-биологических
экспериментов на животных, одобренными ко-
миссией по биомедицинской этике ИНБИ ФИЦ
Биотехнологии РАН. Крысы весом 120–140 г бы-
ли разделены на 2 группы, по 8–10 животных в
каждой группе: 1 – контрольные животные, кото-
рые содержались на обычном пищевом рационе
вивария; 2 – животные с индуцированным токси-
ческим гепатитом (группа печеночной патоло-
гии, ПП).

Для индукции токсического повреждения пе-
чени и развития печеночной патологии живот-
ным ежедневно алиментарным путем вводили
водный 0.05% раствор гепатотоксиканта ТАА,
который показал высокую эффективность при
разработке модели ПП [14, 15]. Введение ТАА жи-
вотным начинали с концентрации 0.015% ТАА,
повышая в течение трех дней до рабочей концен-
трации (0.05% ТАА). Через 10 дней животных вы-
водили из эксперимента и немедленно после
вскрытия проводили отбор крови для биохимиче-
ских исследований и образцов печени крыс кон-
трольной и ПП групп. Развитие токсического ге-
патита оценивали по динамике веса животных,
изменению биохимических параметров крови
(билирубина, общего белка и глюкозы) и гисто-
логическим изменениям печени. Образцы сыво-
ротки крови исследовали на биохимическом
анализаторе на содержание белка, глюкозы,
прямого билирубина и активности аспартатами-
нотрансферазы (АСТ) и аланинаминотрансфера-
зы (АЛТ). Биохимический анализ крови экспери-
ментальных животных выполняли на базе неза-
висимой ветеринарной лаборатории “ШансБио”.
Лаборатория является участником Международ-
ной системы внешнего контроля качества лабо-
раторных исследований EQAS (Bio-Rad, США)
(код участника 9471) и Федеральной системы
внешнего контроля качества лабораторных ис-
следований МЗ РФ ФСВОК (код участника 10705).

Из печени крыс контрольной и ПП групп вы-
деляли митохондрии методом дифференциаль-
ного центрифугирования [16]. Осадок митохон-
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дрий ресуспендировали в среде промывания ми-
тохондрий (60 мг в мл) и хранили на льду до
использования в эксперименте. Определение
белка в препаратах митохондрий проводили по
методу Брэдфорд с Кумасси G-250 [17].

Для оценки уровня АФК при помощи флуо-
ресцентного красителя Amplex Red (AR) (стоко-
вый 10 мМ раствор в ДМСО) митохондрии добав-
ляли в среду для исследования дыхательной ак-
тивности, содержащую 210 мМ маннит; 70 мМ
сахарозу; 10 мМ HEPES-Na, pH 7.4; 0.2 мМ KH2PO4;
5 мМ сукцинат; 1 мкМ ротенон, 0.5 мг/мл мито-
хондриального белка. Затем разносили митохон-
дриальную суспензию по лункам 96-луночного
иммунологического планшета для флуоресцент-
ных исследований. Туда же вносили эксперимен-
тальные образцы полифенолов в конечной кон-
центрации 10 мкМ (стоковый 1 мМ раствор в
ДМСО), после чего добавляли Amplex Red (Hy-
drogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit, Sigma) в ко-
нечной концентрации 25 мкМ. Реакцию запуска-
ли внесением в реакционную среду пероксидазы
хрена (RZ = 0.6 = 150–170 ед/мг), применяя сто-
ковый раствор с концентрацией 1 мг / 5 мл. Изме-
рение флуоресценции в длине волны λ 590 ± 25 нм
при возбуждении λ 530 ± 35 нм проводили на фо-
тометре-флуориметре Synergy 2 Multi-Mode Mi-
croplate Reader BeoTek (США). Измерения прово-
дили в течение 15 мин с последующим анализом
данных в программе Microsoft Excel. Динамика
скорости продукции перекиси носила нелиней-
ный характер в течение первых 10 мин детекции
за счет развития максимального уровня флуорес-
ценции, достигая плато к 15 мин, поэтому уро-
вень флуоресценции AR в относительных еди-
ницах был оценен через 15 мин инкубации мито-
хондрий в контроле или инкубированных с
полифенолами. Этот показатель был соотнесен с
уровнем флуоресценции AR, регистрируемым
после добавления свежеприготовленного раство-
ра перекиси водорода (100 нмоль/мл). Это было
сделано для разных групп животных (контроль-
ной и с индуцированной ПП) и разных условий
эксперимента (инкубации в нормальных физио-
логических условиях и в условиях индукции Са2+-
зависимой неспецифической поры – в присут-
ствии 100 мкМ Са2+ и 2 мМ Pi). На основании по-
лученных данных, с учетом времени измерения
(15 мин) и количеством белка в пробе (0.5 мг/мл),
были проведены вычисления скоростей образо-
вания перекиси водорода.

Данные представляли в виде среднего значе-
ния ± стандартное отклонение. Достоверность в
разнице полученных данных определяли по мето-
дике непарного t-теста. Значение p ≤ 0.05 счита-
лось достоверным.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для демонстрации развития ПП была оценена
динамика физиолого-биохимических показате-
лей крови экспериментальных животных при
введении гепатотоксиканта ТАА через 10 сут по-
сле начала эксперимента. Были определены сле-
дующие параметры: билирубин прямой, АСТ,
АЛТ, общий белок и глюкоза. Данные, представ-
ленные в табл. 1, продемонстрировали, что при
интоксикации ТАА уровень билирубина увеличи-
вался более чем в 12 раз в ходе развития ПП, что
ярко свидетельствовало о развитии патологии пе-
чени. Наряду с этим, уровни общего белка и глю-
козы в крови животных исследуемых групп прак-
тически не отличались (табл. 1). Уровень актив-
ности фермента АЛТ достоверно уменьшался на
30% по отношению к контрольной группе, в то
время как активность АСТ возрастала примерно
на 14% (табл. 1). Общеизвестно, что АЛТ содер-
жится во многих органах человека и животных:
почках, сердечной мышце, печени и скелетной
мускулатуре. Основная функция этого фермента,
катализирующего обратимый перенос амино-
группы аланина на α-кетоглутарат, заключается в
обмене аминокислот. В результате переноса ами-
ногруппы образуются глутаминовая и пировино-
градная кислоты. Таким образом, посредством
АЛТ реализуется получение энергии для работы
головного мозга и центральной нервной системы.
В тесном взаимодействии с АЛТ работает фер-
мент АСТ, который также синтезируется внутри-
клеточно. Уровень АСТ резко повышается на
поздних стадиях заболевания печени, таких как
цирроз, что и наблюдалось в наших исследова-
ниях (табл. 1). Соотношение АСТ к АЛТ харак-
теризует коэффициент де Ритиса [18]. Расчет
этого показателя в наших исследованиях пока-
зал, что в контрольной группе он составлял 3.01,
а в группе, получающей гепатотоксикант – 5.0
(табл. 1), что свидетельствовало о нарушении
функции печени. Таким образом, через 10 дней
введения гепатотоксиканта ТАА испытуемым
животным наблюдались выраженные симптомы
патологии печени.

Для оценки антиоксидантной активности ис-
следуемых полифенолов с помощью флуорес-
центного зонда AR было проведено исследование
их действия на скорость генерации пероксида во-
дорода митохондриями печени крыс контроль-
ных животных и животных с индуцированной ПП.
На рис. 2а представлены оригинальные кривые
флуоресценции AR в митохондриях печени с ин-
дуцированной патологией, как без добавок поли-
фенолов, так и с добавками ДГМ (10 мкМ) и РСВ
(10 мкМ). Выбор концентраций был обусловлен
литературными данными, полученными на ана-
логичных экспериментальных объектах. Как вид-
но, в контрольном варианте (без добавки полифе-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 3  2020

АНТИОКСИДАНТНОЕ ДЕЙСТВИЕ ПРИРОДНЫХ ПОЛИФЕНОЛОВ 201

нолов) уровень флуоресценции составлял 400–
450 усл. ед., причем этот параметр планомерно
возрастал в ходе проведения измерений (15 мин)
(рис. 2а, кривая 1). Внесение ДГМ и РСВ снижа-
ло уровень флуоресценции более чем в 2 и 4 раза,
соответственно (рис. 2а, кривые 2, 3). Кроме того,
в случае РСВ происходила стабилизация сигнала
на одинаково низком уровне в ходе всего времени
проведения эксперимента (рис. 2а, кривая 3). На
рис. 2б представлены данные по влиянию всех ис-
следованных полифенолов на скорость генера-
ции перекиси водорода in vitro митохондриями
печени крыс контрольной группы (серые столби-
ки) и митохондриями печени крыс с ПП (белые
столбики).

Митохондрии печени животных, получавших
гепатотоксикант в течение 10 дней, характеризо-
вались более чем 2-кратным увеличением скоро-
сти генерации АФК, по сравнению с митохон-
дриями печени животных контрольной группы.
Внесение полифенолов РСВ, ДГМ, ПС, ЭГК, ми-
рицетина и ДГК в концентрации 10 мкМ в мито-
хондриальную суспензию, полученную из печени
животных группы ПП, приводило к уменьшению
продукции АФК в 3.4, 1.6 и 1.7 раз для РСВ, ПС и
ДГМ, соответственно. ЭГК, мирицетин и ДГК
уменьшали этот параметр в 1.2, 2.5 и 2.3 раза, со-
ответственно (рис. 2б). Таким образом, эффек-
тивность действия полифенолов может быть
представлена следующим рядом: РСВ > мирице-
тин > ДГК > ДГМ > ПС > ЭГК. В то же время все
протестированные полифенолы не оказывали су-
щественного влияния на уровень продукции сво-
бодных радикалов в митохондриях печени кон-
трольных животных, за исключением вариантов с
РСВ и мирицетином, где наблюдалось незначи-
тельное уменьшение флуоресцентного сигнала.
Это наблюдение можно объяснить специфиче-
ским антиоксидантным действием этих полифе-
нолов на уровень митохондриальных АФК (рис. 2б).

Увеличение концентрации свободного Са2+ в
матриксном пространстве митохондрий млеко-
питающих в присутствии целого ряда веществ-
индукторов приводит к возникновению неспеци-
фической проницаемости внутренней мембраны,
обусловленной открытием Са2+-зависимой бел-
ковой поры (mitochondrial permeability transition
pore, PTP) [19]. В патологических условиях (окис-
лительный стресс, истощение внутримитохон-

дриального пула адениновых нуклеотидов и др.)
эта неспецифическая циклоспорин А-зависимая
пора открывается и вызывает широкое освобож-
дение накопленного Са2+, падение митохондри-
ального мембранного потенциала (Δψ) и высоко-
амплитудное набухание митохондрий [20, 21].
Открытие РТP может рассматриваться как один
из путей эффективного вывода катиона в услови-
ях высоких нагрузок цитоплазматического Са2+

[21, 22]. Имеются убедительные доказательства
участия PTP митохондрий в запуске ключевых
реакций апоптоза [23]. В настоящей работе было
исследовано влияние полифенолов на скорость
генерации АФК в условиях неспецифической
Са2+-зависимой пермеабилизации мембраны в
присутствии Са2+ и неорганического фосфата (Pi),
который является мощным стимулятором поры.
На рис. 3 представлены данные по влиянию всех
исследованных полифенолов на скорость генера-
ции перекиси водорода in vitro митохондриями
печени крыс контрольной группы (серые столби-
ки) и митохондриями печени крыс с ПП (белые
столбики). В условиях Са2+-зависимого развития
неспецифических нарушений митохондриальной
мембранной проницаемости в присутствии ин-
дукторов поры в митохондриях контрольной
группы скорость генерации АФК увеличивалась в
среднем в 2.7 раза, в то время как органеллы, изо-
лированные из печени группы ПП, демонстриро-
вали возрастание скорости образования перекиси
в среднем в 3.8 раз (рис. 3). Кроме того, скорость
образования АФК в митохондриях группы ПП в
среднем в 2.8 раз превосходила этот параметр у
контрольных органелл (рис. 3). Интересно отме-
тить, что в митохондриях контрольных животных
полифенолы вызывали более выраженное умень-
шение скорости генерации перекиси: 2-кратное в
случае ДГМ, ПС и ЭГК, 3-кратное в случае РСВ,
3.7-кратное и 5-кратное для ДГК и мирицетина,
соответственно (рис. 3). В митохондриях, изоли-
рованных из печени животных с индуцированной
патологией, исследованные полифенолы также
вызывали существенное снижение скорости ге-
нерации АФК. Наиболее эффективное действие
оказывали ДГК, ПС и ДГМ, снижающие скорость
продукции АФК в среднем в 5.3, 2.8 и 2.4 раза соот-
ветственно. Исключение составил РСВ, который
практически не влиял (или влиял очень слабо) на
скорость генерации АФК (рис. 3).

Таблица 1. Биохимические показатели крови контрольных животных и животных с индуцированной печеноч-
ной патологией (группа ПП)

Группа животных Билирубин прямой, 
мкмоль/л

АСТ АЛТ
Общий белок, г/л Глюкоза, ммоль/л

ед/л

Контроль 0.4 ± 0.1 238 ± 2.1 79.0 ± 4.2 68.0 ± 10.9 6.75 ± 0.54
Группа ПП 4.9 ± 0.4 276 ± 3.2 55.5 ± 9.3 65.5 ± 4.4 6.51 ± 0.38
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Митохондриальная дисфункция является
ключевым событием патогенетического звена
широкого круга заболеваний, включая метаболи-
ческий синдром, различные печеночные патоло-
гии, сердечно-сосудистые и неврологические
расстройства. Дисбаланс между образованием
АФК и их нейтрализацией приводит к гиперпро-
дукции АФК с соответствующим снижением
синтеза ATP и нарушением всех других функций
митохондрий. Высокая концентрация Ca2+ созда-
ет условия для дополнительной генерации АФК.
Поиск агентов, предотвращающих избыточную
продукцию АФК митохондриями и способствую-

щих снижению митохондриальной патологии,
остается чрезвычайно востребованным направле-
нием исследований. К настоящему времени уста-
новлено, что ряд полифенолов оказывают поло-
жительное действие на функции митохондрий
[3]. Так, обладающий свойствами антиоксиданта
РСВ стимулирует экспрессию гена sirt1 и улучша-
ет окисление жирных кислот в митохондриях в
условиях дефицита карнитинпальмитоилтранс-
феразы 2 [24]. Положительное влияние на функ-
ции митохондрий как в системе in vitro, так и в
опытах in vivo наряду с РСВ оказывает также при-
родный полифенол мирицетрин [8, 25]. Проявля-

Рис. 2. Влияние полифенолов на скорость генерации АФК (перекиси водорода) in vitro митохондриями печени крыс
контрольных животных и животных с индуцированной патологией печени. На панели а представлены оригинальные
кривые флуоресценции AR в митохондриях печени с индуцированной патологией, как без добавок полифенолов (1),
так и с добавками ДГМ (2) и РСВ (3); на панели б представлены данные по влиянию полифенолов на продукцию пе-
рекиси водорода в митохондриях печени крыс контрольной группы (серые столбики) и данные по влиянию полифе-
нолов на продукцию перекиси водорода в митохондриях печени крыс, с индуцированной гепатотоксичностью (белые
столбики). Столбики, подписанные “контроль”, обозначают контроль для каждой группы животных без действия по-
лифенолов. Данные по действию полифенолов сравниваются с “контролем” внутри каждой группы. Все полифенолы
вносили в концентрации 10 мкМ. Приведены данные 3–5 независимых экспериментов. На панели б: * – статистиче-
ски значимые различия между генерацией Н2О2 митохондриями печени крыс группы ПП без добавления полифено-
лов (контроль) и данными по действию полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени этой группы. ∆ –
статистически значимые различия между генерацией Н2О2 митохондриями печени крыс контрольной группы без до-
бавления полифенолов (контроль) и данными по действию полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени
этой группы.

700

600

500

400

300

200

100

0 5 10 15

Ф
лу

ор
ес

це
нц

ия
 A

R
, о

тн
. е

д. а

 б

2

1

3

Время, мин

300

250

200

150

100

50

0

МХ печени группы ПП

МХ печени контрольной группы

H
2O

2,
 п

м
ол

ь 
⋅ м

ин
–

1  м
г 

бе
лк

а–
1

Контроль РСВ ПС ДГМ ЭГК Мирицетин ДГК

*

*

*

*
*



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 37  № 3  2020

АНТИОКСИДАНТНОЕ ДЕЙСТВИЕ ПРИРОДНЫХ ПОЛИФЕНОЛОВ 203

емые эффекты зависят от типа клеточной линии
или ткани, продолжительности экспозиции с
полифенолами и их концентрации, а также пола
и возраста животных [3]. Так, РСВ с одной сто-
роны, способен регулировать активность F0F1-
ATPаза/ATP-синтазы, снижая скорость погло-
щения кислорода митохондриями сердца, мозга и
печени [26], а с другой – уменьшать степень пере-
кисного окисления липидов [27] и генерацию су-
пероксидного радикала, а также стимулировать
Mn-зависимую супероксиддисмутазу – главный
фермент антиоксидантной защиты митохондрий
[6]. Дженг и Рамирез [11] констатировали блоки-
рование РСВ ATP-азной активности в митохон-
дриях мозга и печени, предположив, что это свя-
зано с взаимодействием соединения с субъедини-
цей F1 ферментного комплекса. Однако точный
механизм действия полифенола на митохондри-
альный синтез ATP и электронный транспорт до
сих пор не изучен.

В настоящее время анализ данных о влиянии
РСВ на окислительное фосфорилирование мито-
хондрий приводит к парадоксальным заключени-
ям: 1) РСВ подавляет активность системы окис-
лительного фосфорилирования, что приводит к
утечке электронов из цепи переноса, однако сти-
мулирует продукцию супероксидного радикала;
2) уменьшение активности комплекса III посред-

ством РСВ также снижает уровень кислородных
радикалов, в том числе супероксидного анион-
радикала. Следует отметить, что на фоне выска-
занных предположений измерения генерации
АФК в исследованных экспериментальных моде-
лях не проводились. На основании полученных
нами данных по влиянию полифенола на ско-
рость генерации перекиси водорода митохондри-
ями печени крыс можно предположить, что при
индуцированной патологии печени РСВ может
подавлять активность системы окислительного
фосфорилирования и тем самым уменьшать уро-
вень АФК, в то время как в контрольных вариан-
тах полифенол такого эффекта не оказывает
(рис. 2б). Существует также альтернативное объ-
яснение этих результатов. В работе [6, 28] было
описано уменьшение продукции АФК митохон-
дриями печени крыс на фоне увеличения актив-
ности митохондриальной Mn-супероксиддисму-
тазы и уменьшения активности глутатионперок-
сидазы, что подтвердило прямое действие РСВ на
эти ферменты. Антиоксидантный эффект РСВ на
митохондрии сердца описан также в работе [27].
При исследовании действия РСВ на функции
сердца было показано, что полифенол прямо вза-
имодействует с АФК и является “гасителем” ра-
дикалов [29]. Вероятно, в наших исследованиях
может иметь место схожий механизм. Раскрытие

Рис. 3. Влияние полифенолов на скорость генерации АФК (перекиси водорода) in vitro митохондриями печени крыс
контрольных животных и животных с индуцированной патологией печени в условиях индукции неспецифической
мембранной проницаемости. Представлены данные по влиянию полифенолов на продукцию перекиси водорода в
митохондриях печени крыс контрольной группы (серые столбики) и данные по влиянию полифенолов на продукцию
перекиси водорода в митохондриях печени крыс, с индуцированной гепатотоксичностью (белые столбики). Столби-
ки, подписанные “контроль”, обозначают контроль для каждой группы животных без действия полифенолов. Данные
по действию полифенолов сравниваются с “контролем” внутри каждой группы. Представлены скорости образования
гидроперекиси митохондриями печени из обеих групп животных, в контроле и после инкубации с полифенолами.
Среда инкубации митохондрий, дополнена 100 мкМ Са2+ и 2 мМ Pi. Все полифенолы вносили в концентрации
10 мкМ. Приведены данные 3–5 независимых экспериментов. * – статистически значимые различия между генераци-
ей Н2О2 митохондриями печени крыс группы ПП без добавления полифенолов (контроль) и данными по действию
полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени этой группы. ∆ – статистически значимые различия между
генерацией Н2О2 митохондриями печени крыс контрольной группы без добавления полифенолов (контроль) и дан-
ными по действию полифенолов на генерацию Н2О2 митохондриями печени этой группы.
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механизма избирательного антиоксидантного
действия РСВ на модели токсического гепатита
является предметом будущих исследований.

Мы обнаружили, что дигидрофлавонол ДГМ
был также способен эффективно подавлять обра-
зование перекиси во всех исследованных нами
моделях (рис. 2б, рис. 3). В последние годы по-
явилось большое количество работ, посвящен-
ных различным аспектам действия ДГМ: регуля-
ции экспрессии генов [30], ренопротекции при
химиотерапии цисплатином [31], улучшении по-
веденческих реакций у животных с нейропатоло-
гией, индуцированной 3-нитропропионатом [32],
противовоспалительных эффектах [33], нейро-
протекции на животной модели болезни Паркин-
сона [34]. ДГМ, подобно РСВ, может оказывать
множественное влияние на митохондриальные
функции: проявляет антиоксидантное действие
при индуцированном окислительном стрессе в
эндотелиальных клетках человека HUVECs [35],
запускает селективный митохондриально-зави-
симый апоптоз в клетках рака легких человека
NSCLC при лояльности к нормальным клеткам [36].
Возможно, как и в случае с РСВ, в антиоксидант-
ных эффектах ДГМ имеет место его комплексное
воздействие на митохондрии.

ПС (3,5-дигидрокси-транс-стильбен) являет-
ся еще менее изученным представителем класса
биологически активных стильбенов. В последние
годы в ряде публикаций было показано, что ПС
оказывает противовоспалительное и антиканце-
рогенное действие [37–41]. Антиоксидантная ак-
тивность ПС в широком диапазоне концентра-
ций (от 0.1 до 200 мкM) была показана на эпите-
лиальных клетках человека RPE [42]. Авторы
подтвердили, что ПС оказывает положительное
действие на выживаемость клеток при окисли-
тельном стрессе, хотя и не оказывает непосред-
ственного влияния на экспрессию гена Nrf2
(Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2), выпол-
няющего роль транскрипционного фактора анти-
оксидантных генов. Однако, данные относительно
биологических эффектов ПС хотя и многочислен-
ны, но противоречивы, и не дают представления о
механизме действия этого полифенола на моле-
кулярном и клеточном уровне. Данные о влиянии
ПС на митохондриальные функции отсутствуют,
однако, основываясь на схожести механизмов ре-
ализации биологических ответов природных по-
лифенолов в живых системах, а также на струк-
турном сходстве этого полифенола с РСВ (рис. 1),
можно предположить, что этот стильбен также
может оказывать мощное антиоксидантное дей-
ствие на митохондрии, особенно ярко выражен-
ное в условиях патологии (рис. 2б, рис. 3).

Интересно отметить, что природный флавоно-
ид мирицетин, проявляющий широкую биологи-
ческую активность как противовоспалительный

и антираковый агент, кардиоваскулярный про-
тектор и эффективный антимикотик [43], также
показал высокую антиоксидантную активность
на митохондриях печени крыс, причем его эф-
фекты были сопоставимы с действием РСВ (рис. 2б).
Наряду с этим оказался неожиданным слабовы-
раженный по сравнению с этими полифенолами
эффект хорошо известного своим митохондри-
ально-направленным действием ЭГК [44]. Так, в
последних работах было доложено, что этот “по-
лифенол зеленого чая” воздействует на митохон-
дриальный биогенез и биоэнергетику, индуцируя
апоптоз в раковых клетках и оказывая антиокси-
дантное действие в физиологических условиях.
Однако, учитывая, что эффекты этого агента
строго специфичны в зависимости от концентра-
ций и применяемых клеточных линий [44], мож-
но предположить, что оптимизация модели ис-
следования его действия на митохондриях печени
позволит более полно раскрыть потенциал этого
митохондриально-направленного соединения.

В целом, стоит подчеркнуть, что все без ис-
ключения исследованные нами полифенолы, хо-
тя и в разной степени, оказывали антиоксидант-
ное действие на митохондриях печени животных
с токсическим гепатитом, причем как в модели
физиологических условий, так и в условиях ин-
дукции Са2+-зависимой PTP. Можно предполо-
жить, что в проведенных нами исследованиях
имеет место так называемый “комплексный ме-
ханизм” положительного воздействия полифено-
лов на печеночную патологию, предложенный в
работе [45] и включающий в себя помимо предот-
вращения окислительного стресса и продукции
свободных радикалов индукцию ряда белков, от-
ветственных за биогенез митохондрий (суперок-
сиддисмутазы, каталазы, гем-оксигеназы).

Данные, представленные в настоящей работе,
позволяют внести некоторую ясность в противо-
речивые эффекты полифенолов на митохондри-
альные функции и демонстрируют, что в услови-
ях клеточной патологии природные полифенолы
оказывают мощное антиоксидантное действие, в
то время как в физиологических условиях эти со-
единения могут оказывать либо нейтральный, ли-
бо даже мягкий прооксидантный эффект. Полу-
ченные данные могут быть использованы для раз-
работки новых терапевтических стратегий и
фармакологических препаратов направленного
действия для предотвращения развития и лече-
ния распространенных заболеваний, в основе ко-
торых лежит нарушение функционирования ми-
тохондрий.

Работа выполнена при поддержке Мини-
стерства образования и науки РФ (соглашение
№ 14.616.21.0083, уникальный идентификатор
проекта RFMEFI61617X0083).
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Antioxidant Effect of Natural Polyphenols on Rat Liver Mitochondria 
with Toxic Hepatitis

D. I. Dergacheva1, O. I. Klein1, A. A. Marinichev1, 2, N. N. Gessler1,
V. V. Teplova3, E. P. Isakova1, Yu. I. Deryabina1, *
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Effects of natural polyphenols resveratrol, dihydromyricetin, pinosylvin, epigallocatechin, myricetin, and di-
hydroquercetin on the peroxide generation in rat liver mitochondria in the conditions of toxic damage in-
duced by hepatotrophic poison thiacetoamide were studied. In liver mitochondria of rats with toxic hepatitis
all polyphenols at a concentration of 10 μM served as antioxidants and lowered the signal of the f luorescent
probe Amplex Red with the efficiency decreasing in the following order: resveratrol > myricetin > dihydro-
quercetin > pinosylvin > dihydromyricetin. In liver mitochondria isolated from the control animals the poly-
phenols studied affected the generation of free radicals insignificantly. In the conditions of the nonspecific
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Ca2+-dependent permeabilization of mitochondrial membrane in the presence of Ca2+ ions and inorganic
phosphate, the polyphenols exhibited an antioxidant activity and notably decreased the peroxide generation
rate in the mitochondria of the control animals. Mitochondria isolated from the liver of the animals with in-
duced pathology showed more than a 20-fold increase in the peroxide level, which significantly decreased in
the presence of polyphenols; most effective among the polyphenols were dihydroquercetin, pinosylvin, and
dihydromyricetin, which decreased the level of peroxide production 7–13-fold. The presented data bring the
clarity to the ambivalent effect of the polyphenols in living model systems and suggest that under the condi-
tions of cell pathology natural polyphenols should produce a powerful antioxidant effect, while under physi-
ological conditions the polyphenols can exert a neutral or mild pro-oxidant effect. The obtained data may be
applied to the development of new potential pharmacological natural preparations to treat common diseases
based on mitochondrial pathologies.

Keywords: polyphenols, antioxidants, mitochondria, toxic hepatitis
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