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Исследованы изменения уровня некоторых маркерных показателей апоптоза (липидной асиммет-
рии плазматических мембран, продукции активных форм кислорода, оксида азота, концентрации
ионизированного кальция) лимфоцитов крови человека, модифицированных воздействием пе-
роксида водорода (10–5 моль/л) и УФ-света (254 нм, 1510 Дж/м2) в присутствии циклоастрагенола
(10–8–10–4 моль/л). Обнаружено снижение интенсивности процессов апоптотической гибели лим-
фоцитов после воздействия УФ-света в присутствии циклоастрагенола (10–8 моль/л). Выявлено,
что цитопротекторное действие циклоастрагенола на лимфоциты обусловлено снижением уровня
внутриклеточных активных форм кислорода и ионов кальция, повышением активности каталазы и
глутатионредуктазы и продукции оксида азота. Обсуждаются возможные механизмы действия цик-
лоастрагенола как регулятора процессов апоптотической гибели лимфоцитов, индуцированной
воздействием УФ-излучения и пероксида водорода.
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Изучение процессов старения и гибели кле-
ток, разработка способов их регулирования, по-
иск эффективных цито- и геропротекторов –
ключевые проблемы современной физико-хими-
ческой биологии и медицины. 

Старение иммунных клеток повышает риск
развития онкологических, сердечно-сосудистых,
нейродегенеративных, метаболических заболева-
ний, инфекций. Чрезмерное старение иммунных
клеток приводит к выраженному иммунодефици-
ту. Иммуноциты, как и другие клетки, претерпе-
вают репликативное, зависящее от укорочения
теломер, старение и стресс-индуцированное
преждевременное старение, не связанное с изме-
нением теломер и запускающееся факторами,
вызывающими повреждение ДНК (действием
ионизирующего и УФ-излучений, активных
форм кислорода, химиотерапевтических препа-
ратов, инфекционных агентов, хроническим вос-
палением) [1, 2]. Инициация апоптоза рассматри-

вается как связующее звено между иммуностаре-
нием и окислительным стрессом [3].

В связи с вышесказанным разрабатываются
стратегии, направленные на предотвращение ста-
рения и гибели, повышение функциональной ак-
тивности лимфоцитов, увеличение экспрессии и
активации теломеразы в них, в том числе генети-
ческие, а также связанные с использованием низ-
комолекулярных регуляторов, диет и физической
нагрузки [2]. Активно исследуются потенциаль-
ные цито- и геропротекторы: различные биоген-
ные соединения, проявляющие антиоксидант-
ную, сенолитическую активность, выступающие
в роли регуляторов сигнальных путей, адаптоге-
нов [1, 4–7]. 

Циклоастрагенол (рис. 1) – тритерпеноидное
сапониновое соединение, активная форма астра-
галозида IV – одного из основных компонентов
Astragalus membranaceus, применяющегося в ки-
тайской медицине в качестве кардио- и гепато-
протекторного, иммуностимулирующего, моче-
гонного, антигипертензивного, противодиабети-
ческого, антивозрастного, противоопухолевого

Сокращения: УФ – ультрафиолетовый, АФК – активные
формы кислорода, NO – монооксид азота.
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средства [8–10]. Циклоастрагенол образуется из
астрагалозида IV в организме человека с участием
ферментов кишечной флоры. Для этого соедине-
ния характерен более высокий уровень проница-
емости, абсорбционной способности, биодоступ-
ности по сравнению с астрагалозидом [11]. Цик-
лоастрагенол используется на рынке с 2013 г.
как пищевая добавка с коммерческим названием
ТА-65 (производитель – корпорация TA Sciences
and Geron, CША) [12, 13]. Циклоастрагенол обла-
дает широким спектром фармакологической ак-
тивности: противовоспалительной, антиокси-
дантной, антибактериальной, противовирусной,
иммуномодулирующей, гепато- и нейропротек-
торной, антиканцерогенной [14–18]. Цитопро-
текторные свойства этого соединения связывают
с повышением уровня сиртуина, деацетилирую-
щего р53 и снижающего его способность связы-
ваться с ДНК, предотвращением апоптоза [15]. 

Циклоастрагенол является природным акти-
ватором теломеразы: удлиняет теломеры in vitro и
in vivo, в основном путем регулирования сигналь-
ных путей митоген-активируемых протеинкиназ
и серин-треониновых протеинкиназ [11]. Защита
теломер может быть связана с антиоксидантными
свойствами циклоастрагенола: повышением об-
щей антиоксидантной активности и активности
супероксиддисмутазы, снижением уровня мало-
нового диальдегида [14]. Применение ТА-65 ин-
дуцировало улучшение некоторых показателей
продолжительности жизни (толерантности к
глюкозе, состояния кожи, устойчивости к остео-
порозу) без значительного увеличения заболевае-
мости раком у самок мышей [19]. Отмечено зна-
чительное снижение процента стареющих цито-
токсических Т-клеток и естественных клеток-
киллеров человека при использовании этой пи-
щевой добавки в течение 6–12 месяцев [19].

Астрагалозид IV и циклоастрагенол могут по-
вышать активность теломеразы в Т-лимфоцитах,
усиливать пролиферацию и иммунную функцию
CD8+ Т-лимфоцитов у ВИЧ-инфицированных

пациентов посредством активации пути
Src/MEK/ERK (сигнального пути, регулируемо-
го митоген-активируемыми протеинкиназами)
[12, 14, 19]. Удлинение теломер не сопровожда-
лось ростом заболеваемости раком, однако, экс-
периментальные данные в этом отношении не
многочисленны [12]. 

Обнаружены антиканцерогенные эффекты
астрагалозида IV по отношению к различным
опухолевым клеткам, которые связывают с ини-
циацией митохондриального и рецепторного ме-
ханизмов апоптоза [8].

Циклоастрагенол представляется перспектив-
ным соединением для лечения патологий, свя-
занных с воспалением, окислительным стрессом,
старением клеток или аутофагией [13, 15]. 

Фактором, препятствующим клиническому
применению циклоастрагенола, является его воз-
можный канцерогенный потенциал [14]. Деталь-
ные механизмы действия этого сапонина, демон-
стрирующего плейотропные эффекты (в том числе,
с одной стороны, цитопротекторный, с другой –
инициирующий гибель опухолевых клеток), изу-
чены недостаточно полно. Необходимо исследо-
вать его возможные биологические эффекты в
широком концентрационном диапазоне по отно-
шению к иммуноцитам человека в условиях ини-
циации процессов клеточного старения и гибели. 

Ионизирующее излучение, ультрафиолетовый
(УФ) свет, активные формы кислорода (АФК) –
факторы, вызывающие стресс-индуцированное
старение и гибель клеток, в том числе иммуноци-
тов [1, 20–23]. Нами обнаружено [24, 25], что апо-
птоз лимфоцитов периферической крови челове-
ка после УФ-облучения (240–390 нм) в дозе
1510 Дж/м2 осуществляется с участием р53-зави-
симого пути ядерного механизма, а также рецеп-
торопосредованного каспазного, митохондри-
ального и связанного с нарушением кальциевого
гомеостаза механизмов. Экзогенный пероксид
водорода в концентрации 1 и 10 мкмоль индуци-
рует в лимфоцитах процессы апоптотической ги-

Рис. 1. Структура астрагалозида IV (а) и циклоастрагенола (б).
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бели, которые реализуются с участием рецепто-
ропосредованного каспазного, митохондриаль-
ного (с активацией каспазы-9) и р53-зависимого
пути ядерного механизмов апоптоза. Внутрикле-
точные активные формы кислорода и ионы каль-
ция – медиаторы апоптоза лимфоцитов, иниции-
руемого УФ-излучением и пероксидом водорода.

С целью разработки новых способов регулиро-
вания процессов программированной клеточной
смерти нами исследованы изменения уровня не-
которых маркерных показателей апоптоза (липид-
ной асимметрии плазматических мембран, про-
дукции активных форм кислорода, оксида азота,
концентрации ионизированного кальция) лимфо-
цитов крови человека, модифицированных воз-
действием пероксида водорода (10–5 моль/л) и
УФ-света (254 нм, 1510 Дж/м2) в присутствии
циклоастрагенола (10–8–10–4 моль/л). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования – лимфоциты, получен-

ные не позднее двух часов после забора крови до-
норов. Забор крови производили в стеклянные
центрифужные пробирки с добавлением раствора
гепарина (25 ЕД/мл). Донорами были здоровые
мужчины 18–45 лет, у которых брали кровь в фи-
лиале Воронежской городской клинической
больницы скорой медицинской помощи № 1 БУЗ
ВО Воронежской областной станции перелива-
ния крови.

Лимфоциты получали путем центрифугирова-
ния донорской крови с антикоагулянтом в гради-
енте плотности фиколла–урографина (фиколл
400 (Diam, Швейцария) – 7.64 г, урографин 76%
(Bayer Schering Pharma AG, Германия) – 20 мл,
вода – 92.56 мл; ρ = 1.077 г/см3) [26]. В центри-
фужную пробирку на 1 мл градиентной смеси на-
слаивали 3 мл крови с антикоагулянтом, разбав-
ленной раствором Хенкса (0.1 моль/л, рН 7.4 при
20°С) в соотношении 1 : 1. Центрифугирование
проводили в течение 15 мин при 1500 об/мин. По-
лученные лимфоциты отбирали пастеровской
пипеткой, а затем центрифугировали в избытке
раствора Хенкса в течение 10 мин при
1000 об/мин. Отмытые лимфоциты суспендиро-
вали в растворе Хенкса до рабочей концентрации
2·106 кл/мл при помощи камеры Горяева. 

Для проверки чистоты полученной суспензии
лимфоцитов делали мазки, которые затем окра-
шивали по методу Романовского – Гимзы [26]. В
полученной суспензии лимфоциты составляли
95–97% всех клеток, 3–5% приходилось на долю
нейтрофилов и моноцитов. 

Число жизнеспособных клеток во взвесях
определяли методом эксклюзии трипанового си-
него [26]. 

К суспензии клеток (2·106 кл/мл) объемом
0.9 мл добавляли 0.1 мл раствора циклоастрагено-
ла (Hunan Insen Biotech Co, Китай), приготовлен-
ного на растворе Хенкса, в концентрациях 10–7,
10–6, 10–5, 10–4 и 10–3 моль/л, инкубировали в те-
чение 1 ч при 37°С.

УФ-облучение лимфоцитов (2×106 кл/мл),
суспендированных в растворе Хенкса, проводили
в чашке Петри, помещаемой в облучатель BIO-
link-BLX 254 нм (Vilber Lourmaet, Франция). Доза
облучения лимфоцитов составляла 1510 Дж/м2. 

Лимфоциты обрабатывали пероксидом водо-
рода в конечной концентрации 10–5 моль/л. Рас-
творы пероксида водорода готовили с использо-
ванием коэффициента молярного поглощения
Н2О2 – 43.6 л·моль–1·см–1 при длине волны
240 нм.

Суспензии нативных и модифицированных
воздействием УФ-света и пероксида водорода
лимфоцитов в отсутствие и в присутствии цикло-
астрагенола инкубировали в течение 1 и 4 ч при
37°С в атмосфере 5% СО2.

Уровень активных форм кислорода в интакт-
ных и модифицированных лимфоцитах опреде-
ляли флуоресцентным методом при помощи 2',7'-
дихлорфлуоресцеиндиацетата на спектрофлуоро-
фотометре RF-1501 (Shimadzu, Япония) [27]. 

Интенсивность образования монооксида азо-
та (NO) в лимфоцитах оценивали по накоплению
нитрит-аниона, устойчивого метаболита оксида
азота, спектрофотометрическим методом, осно-
ванным на реакции Грисса [28, 29]. 

Уровень функциональной активности катала-
зы определяли при λ = 410 нм спектрофотометри-
ческим методом, основанным на оценке све-
топоглощения цветного комплекса пероксида
водорода и водного раствора аммония молибде-
новокислого. 

Ферментативную активность глутатионредук-
тазы оценивали по скорости окисления НАДФН,
регистрируемой спектрофотометрически при
длине волны 340 нм.

Концентрацию свободного цитоплазматиче-
ского кальция в лимфоцитах измеряли с исполь-
зованием флуоресцентного зонда Fura-2АМ на
спектрофлуорофотометре RF-1501 [30]. 

При исследовании количественных парамет-
ров клеточной гибели лимфоцитов кровь доноров
с ЭДТА разбавляли фосфатно-солевым буфером
(рН 7.4 при 20°С) в соотношении 1 : 1. Суспензию
объемом 5 мл наслаивали на 1.5 мл градиента
плотности фиколла–урографина и центрифуги-
ровали в течение 15 мин при 1500 об/мин. Полу-
ченную фракцию лимфоцитов аккуратно отбира-
ли в отдельную пробирку и разбавляли фосфат-
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но-солевым буфером в равных пропорциях.
Отмывку от градиента проводили путем центри-
фугирования в течение 10 мин при 1000 об/мин.
Далее доводили рабочую концентрацию в камере
Горяева − 2·106 кл/мл. Для подсчета количества
апоптотических клеток в суспензии лимфоцитов
использовали тест-систему Annexin V-PE/7-AAD
Cell Apoptosis Detection Kit (Servicebio, Китай) и
краситель пропидиум йодид (Servicebio, Китай).
Образцы клеток анализировали на проточном
цитофлуориметре Guavaeasy Cyte 8HT (Merck
Millipore, США), обработку этих данных прово-
дили при помощи программы Floreada. 

Уровень повреждений ДНК лимфоцитов ис-
следовали методом ДНК-комет, основанным на
оценке электрофоретической подвижности ДНК
единичных клеток, иммобилизованных в агароз-
ном геле, как описано в работе [31].

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программы Excel (Microsoft, США). Ко-
личественные показатели описывали с помощью
средних арифметических величин и стандартных
отклонений. Достоверность отличий контроль-
ных и экспериментальных результатов оценивали

при помощи t-критерия Стьюдента. Различия те-
стируемых показателей считали достоверными
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Обнаружено (табл. 1), что предварительная
инкубация в течение 1 ч суспензии лимфоцитов в
присутствии циклоастрагенола в конечной кон-
центрации 10–8 моль/л индуцирует статистиче-
ски значимое по сравнению с контролем сниже-
ние уровня внутриклеточных активных форм
кислорода в интактном состоянии и через 1 ч по-
сле воздействия на клетки УФ-света и пероксида
водорода. После обработки иммуноцитов цикло-
астрагенолом в концентрациях 10–7–10–4 моль/л
отмечается тенденция к снижению величины ис-
следуемого параметра по отношению к таковой
для немодифицированных тритерпеноидом об-
разцов (табл. 1). 

Уровень функциональной активности катала-
зы интактных лимфоцитов через 1 ч после воз-
действия циклоастрагенола в концентрациях 10–8,

Таблица 1. Изменение уровня внутриклеточных активных форм кислорода, функциональной активности
каталазы и глутатионредуктазы лимфоцитов человека, модифицированных воздействием УФ-излучения и
пероксида водорода в отсутствие и в присутствии циклоастрагенола

Показатель
Конечная концентрация циклоастрагенола, моль/л

0 10–8 10–7 10–6 10–5 10–4

Уровень продукции АФК в интактных 
клетках, отн. ед.

22.7 ± 7.2 5.1 ± 2.3* 9.5 ± 6.0 9.6 ± 6.2 10.4 ± 5.9 10.7 ± 6.0

Уровень продукции АФК в Н2О2-
модифицированных клетках, отн. ед.

20.6 ± 6.2 5.0 ± 2.5* 10.0 ± 4.5 10.2 ± 4.6 13.6 ± 2.9 13.0 ± 3.9

Уровень продукции АФК в УФ-
облученных клетках, отн. ед.

104.9 ± 21.2 35.0 ± 9.3* 84.1 ± 7.5 82.8 ± 22.2 91.9 ± 14.6 87.8 ± 15.4

Уровень активности каталазы в 
интактных клетках, мкмоль/мин

7.2 ± 3.1 29.0 ± 9.5* 19.0 ± 6.7* 20.4 ± 8.5* 15.9 ± 5.9 10.8 ± 2.9

Уровень активности каталазы в Н2О2-
модифицированных клетках, 
мкмоль/мин

7.7 ± 5.4 27.2 ± 5.3* 16.0 ± 5.1 10.6 ± 6.1 9.7 ± 4.2 9.9 ± 5.7

Уровень активности каталазы в УФ-
облученных клетках, мкмоль/мин

12.7 ± 5.2 23.5 ± 5.3* 15.4 ± 6.2 18.4 ± 7.1 19.1 ± 6.5 15.3 ± 5.7

Уровень активности глутатионредуктазы 
в интактных клетках, мкмоль/мин

2.5 ± 1.5 15.6 ± 3.7* 4.9 ± 3.0 5.7 ± 2.4 4.9 ± 2.2 4.9 ± 1.0

Уровень активности глутатионредуктазы 
в Н2О2-модифицированных клетках, 
мкмоль/мин

3.6 ± 2.4 13.6 ± 2.5* 3.7 ± 1.1 4.7 ± 2.7 4.3 ± 1.5 3.6 ± 2.4

Уровень активности глутатионредуктазы 
в УФ-облученных клетках, мкмоль/мин

3.3 ± 1.7 8.4 ± 1.0* 3.0 ± 1.4 2.3 ± 1.3 3.6 ± 1.8 4.1 ± 1.0

Примечание. * – Отличия от контроля (без циклоастрагенола) статистически значимы, р < 0.05. 
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10–7 и 10–6 моль/л увеличивается по сравнению с
таковым для клеток в отсутствие этого агента
(табл. 1). Зарегистрировано повышение по отно-
шению к контролю уровня активности глутати-
онредуктазы нативных иммуноцитов, модифи-
цированных тритерпеноидом (10–8 моль/л). Ста-
тистически значимое повышение величин
активности каталазы и глутатионредуктазы выяв-
лено после инкубации лимфоцитов с циклоастра-
генолом (10–8 моль/л) и через 1 ч после воздей-
ствия пероксида водорода и УФ-света по сравне-
нию с таковыми для немодифицированных
клеток (табл. 1). 

Общий уровень белка в исследуемых модифи-
цированных клетках через 1 ч не изменялся по от-
ношению к таковому для интактных лимфо-
цитов.

Установлено (табл. 2), что воздействие цикло-
астрагенола в конечных концентрациях 10–8 и
10–5 моль/л в течение 1 ч на суспензию интактных
лимфоцитов с последующей инкубацией при
37°С (4 ч) вызывает повышение уровня продук-
ции монооксида азота по сравнению с таковым
для нативных иммуноцитов (контроль). 

Уровень NO в лимфоцитах, подвергнутых воз-
действию УФ-света и пероксида водорода в при-
сутствии циклоастрагенола в тех же концентра-
циях, существенно возрастает по отношению к

величинам исследуемого параметра для клеток,
модифицированных в отсутствие указанного со-
единения. При этом обнаруженный эффект по-
вышения уровня оксида азота более выражен при
концентрации циклоастрагенола 10–8 моль/л.

Полученные нами результаты могут быть обу-
словлены активацией циклоастрагенолом АМФ-
активируемой протеинкиназы и сиртуина-1 [18,
32,  33], с участием которых возможны стимуля-
ция и повышение экспрессии индуцибельной
NO-синтазы.

Обнаружено (табл. 3) снижение уровня
внутриклеточного кальция в цитозоле модифи-
цированных воздействием пероксида водорода и
УФ-света лимфоцитах в присутствии цикло-
астрагенола в конечных концентрациях 10–8 и
10–5 моль/л через 1 ч после их сочетанного дей-
ствия. 

Снижение уровня внутриклеточного кальция
в иммуноцитах в присутствии циклоастрагенола
может быть связано с ингибированием процессов
поступления ионов кальция из внешней среды и
его депонированием в эндоплазматическом рети-
кулуме [14].

Нами исследовано влияние циклоастрагенола
в концентрациях 10–8 и 10–5 моль/л на количе-
ство апоптотических и некротических клеток
(табл. 4–6, рис. 2) до и после воздействия на лим-

Таблица 2. Изменение уровня NO в лимфоцитах, модифицированных УФ-излучением и пероксидом водорода в
присутствии циклоастрагенола

Показатель
Конечная концентрация циклоастрагенола, моль/л

0 10–8 10–5

Уровень продукции NO в интактных клетках, 
нмоль/л 2.6 ± 0.2 32.1 ± 6.0* 20.7 ± 5.0*

Уровень продукции NO в Н2О2-модифицированных 
клетках, нмоль/л

2.9 ± 0.1 50.0 ± 3.0* 34.3 ± 5.0*

Уровень продукции NO в УФ-облученных клетках, 
нмоль/л 3.4 ± 0.6 50.0 ± 3.0* 39.0 ± 2.0*

Примечание. * – Отличия от контроля статистически значимы, р < 0.05. 

Таблица 3. Изменение уровня цитозольного кальция (нмоль/л) в лимфоцитах, модифицированных
воздействием пероксида водорода и УФ-света в присутствии циклоастрагенола

Образец
Конечная концентрация циклоастрагенола, моль/л

0 10–8 10–5

Интактные лимфоциты 115 ± 32 42 ± 7* 76 ± 17

Лимфоциты, модифицированные пероксидом 
водорода

147 ± 19 57 ± 10* 103 ± 6*

УФ-облученные лимфоциты 149 ± 16 22 ± 3* 77 ± 7*

Примечание. * – Отличия от контроля статистически значимы, р < 0.05. 
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фоциты пероксида водорода и УФ-света. Пре-
имущественным типом гибели лимфоцитов в те-
чение 4 ч в условиях УФ-облучения и воздействия
пероксида водорода является апоптоз.

Обнаружено (табл. 4), что циклоастрагенол в
использованных концентрациях не влияет на ко-
личество фосфатидилсерин-позитивных клеток и
клеток, находящихся на поздней стадии апопто-
за/некроза через 4 ч после инкубации с суспензи-
ей иммуноцитов.

При исследовании процессов гибели лимфо-
цитов, модифицированных пероксидом водорода
в присутствии циклоастрагенола, не выявлены
статистически значимые отличия в количестве
живых, апоптотических и некротических лимфо-
цитов через 4 ч после инкубации по сравнению с
таковыми для нативных образцов (табл. 5). Одна-
ко отмечается тенденция к увеличению количе-
ства живых клеток, снижению уровня клеток, на-
ходящихся на ранней стадии апоптоза и поздней

стадии апоптоза/некроза, после воздействия пе-
роксида водорода в присутствии циклоастрагено-
ла в концентрации 10–8 моль/л по отношению к
таковому для модифицированных иммуноцитов в
отсутствие данного соединения.

При исследовании процессов клеточной гибе-
ли лимфоцитов в условиях УФ-облучения (рис. 2,
табл. 6) обнаружено, что циклоастрагенол в кон-
центрации 10–8 моль/л оказывает цитопротек-
торное действие на иммуноциты, снижая на 20%
количество фосфатидилсерин-позитивных лим-
фоцитов по сравнению с таковым для облучен-
ных свободных клеток. При этом соответственно
количество живых клеток увеличивается на 20%.

Через 1 ч после УФ-облучения лимфоцитов в
присутствии циклоастрагенола (10–8 моль/л) за-
регистрировано статистически значимое сниже-
ние уровня повреждений ДНК до 44 ± 5% по
сравнению с таковым для фотомодифицирован-

Таблица 4. Данные цитометрического анализа количества апоптотических и некротических лимфоцитов (%) в
присутствии циклоастрагенола

Образец Живые клетки Ранняя стадия 
апоптоза

Поздняя стадия 
апоптоза, некроз

Свободные клетки 19.10 ± 6.00 76.90 ± 5.00 3.95 ± 2.00 

Клетки + циклоастрагенол 10–8 моль/л 14.90 ± 7.00 80.30 ± 5.00 4.75 ± 4.00 

Клетки + циклоастрагенол 10–5 моль/л 16.55 ± 6.00 79.35 ± 4.00 4.10 ± 4.00 

Таблица 5. Результаты цитометрического анализа количества апоптотических и некротических лимфоцитов (%)
в присутствии циклоастрагенола после воздействия пероксида водорода (10–5 моль/л)

Образец Живые клетки Ранняя стадия 
апоптоза

Поздняя стадия 
апоптоза, некроз

Н2О2-модифицированные клетки 10.75 ± 6.00 78.15 ± 7.00 10.45 ± 5.00 

Н2О2-модифицированные клетки + 
циклоастрагенол 10−8 моль/л

19.60 ± 5.00 73.65 ± 4.00 6.70 ± 5.00

Н2О2-модифицированные клетки + 
циклоастрагенол 10−5 моль/л

9.90 ± 7.00 78.25 ± 7.00 11.20 ± 3.00

Таблица 6. Данные цитометрического анализа количества  живых и апоптотических лимфоцитов (%) в
присутствии циклоастрагенола после УФ-облучения (254 нм, 1510 Дж/м2)

Образец Живые клетки Ранняя стадия апоптоза

УФ-модифицированные клетки 18.05 ± 6.00 81.95 ± 8.00

УФ-модифицированные клетки + циклоастрагенол 
10–8 моль/л

38.05 ± 5.00* 61.95 ± 6.00*

УФ-модифицированные клетки + циклоастрагенол 
10–5 моль/л

22.30 ± 6.00 77.70 ± 5.00

Примечание. * – Отличия от контроля статистически значимы, р < 0.05.
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ных свободных клеток (75 ± 4%). Через 1 ч после
обработки лимфоцитов пероксидом водорода в
присутствии циклоастрагенола (10–8 моль/л) так-
же обнаружено снижение уровня повреждений
ДНК до 45 ± 3% по сравнению с таковым для мо-
дифицированных свободных клеток (68 ± 3%). 

Таким образом, нами выявлено апоптоз-инги-
бирующее действие циклоастрагенола в концен-
трации 10–8 моль/л на лимфоциты в условиях
воздействия УФ-света (1510 Дж/м2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нами установлено, что циклоастрагенол
(10–8 моль/л) снижает интенсивность процессов
апоптотической клеточной гибели лимфоцитов
человека, индуцированной воздействием УФ-све-
та (254 нм, 1510 Дж/м2). В условиях модификации
иммуноцитов пероксидом водорода (10–5 моль/л)
наблюдается тенденция к увеличению количества
живых лимфоцитов и снижению уровня клеток
на ранней и поздней стадиях апоптоза в присут-
ствии исследуемого соединения. Выявленные
различия выраженности цитопротекторного эф-
фекта циклоастрагенола при действии двух фак-
торов − индукторов клеточной гибели − могут
быть связаны с неодинаковым вкладом механиз-
мов и путей реализации апоптоза в процессы кле-
точной гибели при воздействии УФ-света и пе-

роксида водорода [24, 25]. Так, обработка лимфо-
цитов пероксидом водорода, в отличие от УФ-
облучения, индуцирует активацию инициирую-
щей каспазы-9, сопровождающуюся запуском
митохондриального механизма апоптоза. В то же
время уровень активности каспазы-12, связанной
с инициацией апоптоза в условиях нарушения
кальциевого гомеостаза, возрастает при действии
УФ-света, но не изменяется после добавления к
суспензии лимфоцитов пероксида водорода.

Обнаружено снижение уровня повреждений
ДНК через 1 ч после УФ-облучения лимфоцитов
и добавления пероксида водорода в присутствии
циклоастрагенола (10–8 моль/л) по отношению к
таковому для модифицированных свободных
клеток. 

Цитопротекторное действие циклоастрагено-
ла в условиях воздействия на лимфоциты УФ-
света и пероксида водорода связано со снижени-
ем уровня медиаторов апоптоза – активных форм
кислорода и ионов кальция, а также с повышени-
ем уровня функциональной активности (возмож-
но, и экспрессии) антиоксидантных ферментов –
каталазы и глутатионредуктазы. Повышение ак-
тивности каталазы в интактных и модифициро-
ванных лимфоцитах в присутствии циклоастраге-
нола приводит, по всей вероятности, к снижению
уровня пероксида водорода и других внутрикле-
точных активных форм кислорода. Активация
глутатионредуктазы в иммуноцитах после воз-

Рис. 2. Проточно-цитометрический анализ лимфоцитов после УФ-облучения в отсутствие (а) и в присутствии (б)
циклоастрагенола в концентрации 10–8 моль/л. 
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действия пероксида водорода и УФ-облучения
клеток в присутствии циклоастрагенола индуци-
рует процессы восстановления глутатиона – низ-
комолекулярного антиоксиданта, модулятора
путей митогенактивируемой протеинкиназы
(MAPK), участвующей в запуске апоптоза. Сни-
жение уровня клеточного восстановленного глу-
татиона ниже порогового уровня рассматривает-
ся как апоптотический сигнал, инициирующий
активацию рецептора смерти или митохондри-
ального апоптотического каскада [34].

Уменьшение уровня АФК в цитозоле, сниже-
ние интенсивности окислительной модификации
белковых и липидных компонентов митохондри-
альных мембран и их стабилизация – один из пу-
тей ингибирования митохондриального механиз-
ма апоптоза. 

Снижение уровня свободных ионов кальция в
цитозоле иммуноцитов в присутствии цикло-
астрагенола, обусловленное, вероятно, ингиби-
рованием входа Са2+ в клетку из среды и его депо-
нированием в эндоплазматическом ретикулуме,
приводит к нивелированию («выключению»)
кальций-зависимых процессов реализации апо-
птотической гибели, протекающих в условиях
УФ-облучения.

Цитопротекторное и апоптоз-ингибирующее
действие циклоастрагенола связано и с повыше-
нием концентрации оксида азота в лимфоцитах
до уровня 50 нмоль/л, при котором проявляются
антиапоптотические эффекты NO. Торможение

процессов апоптоза с участием оксида азота
может быть обусловлено активацией гуанилат-
циклазы, ингибированием каспаз за счет S-нит-
розилирования или через цГМФ-зависимые ме-
ханизмы, подавлением экспрессии проапоптоти-
ческого гена Baх и повышением экспрессии
антиапоптотических генов семейства Bcl-2 [35,
36]. 

На основании анализа собственных экспери-
ментальных и литературных данных [11, 14, 17–
19] предложена схема реакций цитопротекторно-
го эффекта циклоастрагенола по отношению к
лимфоцитам (рис. 3). 

Обращает на себя внимание тот факт, что ци-
топротекторное действие циклоастрагенола по
отношению к лимфоцитам человека в условиях
инициации клеточной гибели выявлено при его
использовании в минимальной конечной кон-
центрации – 10–8 моль/л, что обусловлено, веро-
ятно, активацией сигнальных путей, регулирую-
щих процессы программированной смерти имму-
ноцитов и клеточного старения. Эти данные
необходимо учитывать при применении цикло-
астрагенола в медицине в качестве биологически
активной добавки для купирования патологиче-
ских состояний организма, связанных с окисли-
тельным стрессом, воспалением, старением
клеток. Снижение эффективности антиокси-
дантного и апоптоз-ингибирующего действий
циклоастрагенола при повышении его концен-
трации может быть связано с модификацией им

Рис. 3. Схема процессов цитопротекторного эффекта циклоастрагенола по отношению к лимфоцитам: --- – через
промежуточные стадии, □ – результаты собственных исследований.
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структурного состояния липидных компонентов
лимфоцитарных мембран, участвующих в обра-
зовании рафтов, ассоциированных с организую-
щими центрами (платформами) сборки и актива-
ции апоптотических и сигнальных молекул,
участвующих в клеточной гибели. В этой связи
представляется необходимым проведение иссле-
дований, направленных на выявление возмож-
ных модифицирующих эффектов циклоастраге-
нола в более высоких концентрациях на струк-
турно-функциональное состояние лимфоцитов.

Полученные нами данные расширяют совре-
менные представления о цитопротекторном и ан-
тиапоптотическом действии циклоастрагенола на
лимфоциты крови человека в условиях воздей-
ствия факторов, индуцирующих процессы кле-
точной гибели и клеточного старения, особенно
при УФ-облучении. Они могут использоваться
при обсуждении вопросов, касающихся разработ-
ки новых способов регулирования процессов кле-
точной гибели иммуноцитов, а также выявления
механизмов фото- и геропротекторного действия
циклоастрагенола.
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 Cycloastragenol Exerts Antiapoptotic Effect on Human Lymphocytes 
under UV-Irradiation

 M.A. Nakvasina*, V.G. Artyukhov*, M.G. Holyavka*, I.A. Koltakov*,
E.I. Korpusova*, and N.G. Saraji*

*Voronezh State University, Universitetskaya pl. 1, Voronezh, 394018 Russia

Changes in the level of some markers of apoptosis (lipid asymmetry of plasma membranes, production of re-
active oxygen species, nitric oxide, concentration of ionized calcium) of human blood lymphocytes modified
by exposure to hydrogen peroxide (10–5 mol/l) and UV light (254 nm, 1510 J/m2) in the presence of cycloas-
tragenol (10–8–10–5 mol/l) were studied. The intensity of apoptotic lymphocyte death processes was found
to decrease after UV-light exposure in the presence of cycloastragenol (10–8 mol/l). The cytoprotective effect
of cycloastragenol on lymphocytes was found to be due to a decrease in the level of intracellular reactive ox-
ygen species and calcium ions, an increase in the activity of catalase and glutathione reductase and nitric ox-
ide production. Possible mechanisms of cycloastragenol action as a regulator of apoptotic death of lympho-
cytes induced by UV radiation and hydrogen peroxide exposure are discussed.

Keywords: lymphocytes, cycloastragenol, hydrogen peroxide, UV light, apoptosis


