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Аннотация 
Получены данные о мембранопротекторном действии экстракта из морской бурой водоросли Saccharina japonica.

В  качестве  препарата  сравнения  представлен  экстракт  элеутерококка.  Показано,  что  при  стрессе  в  клеточных
мембранах  наблюдается  увеличение  количества  малонового  диальдегида,  холестерина,  сфингомиелина,  фракций
лизофосфолипидов.  При  этом  отмечено  снижение  уровня  основных  фосфолипидов:  фосфатидилхолина  и
фосфатидилэтаноламина. Такие изменения в липидной компоненте мембран эритроцитов сопряжены с ухудшением
эластических свойств клеток крови, что не может не отражаться на их функциональной роли в организме (перенос
кислорода  к  органам  и  тканям).  Введение  экстрактов  сопровождалось  нормализацией  изученных  биохимических
показателей мембран эритроцитов крыс. А полифенольные соединения, входящие в состав используемых экстрактов и
обладающие способностью улавливать свободные радикалы, замедляют процессы перекисного окисления липидов и,
таким образом, снимают состояние окислительного стресса.
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Abstract 
The data on the membrane-protective effect of the extract from marine brown alga Saccharina japonica were obtained.

Eleutherococcus extract is presented as a comparison drug. It is shown that under stress in cell membranes there is an increase
in the amount of malonic dialdehyde, cholesterol, sphingomyelin, lysophospholipid fractions. At the same time, there is a
decrease in the level of the main phospholipids: phosphatidylcholine and phosphatidylethanolamine. Such changes in the lipid
component of erythrocyte membranes are associated with deterioration of elastic properties of blood cells, which affects their
functional  role  in  the  body  (oxygen  transport  to  organs  and  tissues).  The  introduction  of  extracts  was  accompanied  by
normalization of the studied biochemical parameters of rat erythrocyte membranes. And polyphenolic compounds, included in
the extracts used and possessing the ability to capture free radicals, slow down the processes of lipid peroxidation and, thus,
relieve the state of oxidative stress.

Keywords: saccharina japonica, eleutherococcus, stress, membranes, erythrocytes, lipids, polyphenols. 

Введение 
В современных условиях жизни человек постоянно подвергается влиянию факторов стресса, негативное действие

которых истощает  защитные  силы  организма  и  приводит  к  развитию  большого  числа  социально  значимых
заболеваний:  ожирение,  сахарный  диабет,  болезни  сердца  и  многие  другие.  В  результате  формируется  состояние
оксидативного  стресса,  главными  участниками  которого  являются  реактивные  формы  кислорода,  атакующие
ключевые биологические молекулы: белки, нуклеиновые кислоты и липиды [1].
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Изменение  качества  и  скорости  биохимических  реакций  при  стрессе  и  нарушении  процессов  метаболизма  в
организме носит универсальный характер [2]. Это выражается в напряжении системы антиоксидантной защиты (АОЗ)
и активном запуске механизма перекисного окисления липидов (ПОЛ).

При этом отмечаются нарушения в плотности упаковки и соотношении отдельных компонентов липидного бислоя
мембран, ухудшаются их эластические свойства [3]. Усиление ПОЛ и снижение функциональной активности системы
АОЗ  способны  существенно  снизить  устойчивость  организма  к  воздействию  экстремальных  факторов  [4].
Своевременное  применение  препаратов,  защищающих  мембранные  структуры,  имеет  важное  значение  в
профилактике стресса и последующей реабилитации после него.

Известно,  что  растительные  полифенолы (ПФ)  проявляют высокую антиоксидантную активность  в  процессах
репарации мембранных структур [5].

Морские водоросли являются богатым источником биологически активных соединений, таких как витамины (А,
В1,  В2,  В12,  С,  D),  пищевая  клетчатка,  белки,  полисахариды,  микроэлементы и  др.  Полифенольные  соединения,
входящие  в  их  состав,  определяют  фармакологическую  ценность  водорослей.  Взаимодействуя  с  клеточными
мембранами, ПФ способны изменять фазовое состояние липидов мембраны и ее структурную организацию [6], [7].

На основании этого из бурой водоросли сахарины японской (Saccharina japonica) был выделен экстракт с высоким
(до 35%) содержанием ПФ.

Была проведена серия оригинальных экспериментов на животных, подвергшихся стрессу. Цель исследования –
оценить эффект экстракта из бурой водоросли сахарины японской на изменение структуры эритроцитарных мембран
крыс и их физиологических свойств в условиях стресса.

Методы и принципы исследования 
Водоросли сахарины японской были собраны в бухте Западная (о. Попова, залив Петра Великого, Японское море).

Свежие слоевища высушивали при температуре не выше 50oС. Используя метод реперколяции, этиловым спиртом
(70%) проводили экстракцию сырья (измельченного) в соотношении 1:1 (об/об). На выходе получали 1 л экстракта на 1
кг  сырья.  Конечный  экстракт  получали  упариванием  до  сухого  остатка  при  вакууме  и  последующим
ресуспендированием в воде. Количественное содержание общих ПФ проводили с использованием реактива Фолина-
Чокальтеу [8]. Для сравнения был взят аптечный экстракт элеутерококка. Последний известен как стресс-протектор и
также содержит в своем составе комплекс ПФ. Аналогичная процедура упаривания была проведена и с экстрактом
элеутерококка.  В  количестве  100  мг  общих  ПФ  (на  1кг  массы  животного)  в  виде  водного  раствора  вводили
экспериментальным  животным.  Такая  доза  препарата  соответствует  известной  терапевтической  дозе  для
полифенольных гепатопротекторов [9].

В опыте использовали белых крыс-самцов линии Wistar (вес животного 180-200 г). Условия содержания и рацион
питания крыс  –  стандартные.  Стресс  вызывали  путем вертикальной фиксации  животных за  дорзальную шейную
складку  на  24  часа  [10].  Дважды  в  течение  эксперимента  вводили  (внутрижелудочно  через  зонд)  экстракты:  до
подвешивания и через 4 часа после.  Всего было 4 группы животных (по 10 особей в каждой):  1-я – контрольная
(интактные животные),  2-я  – стресс,  3-я  – стресс+экстракт сахарины, 4-я – стресс+экстракт элеутерококка.  После
окончания эксперимента проводили декапитацию крыс с соблюдением всех правил и норм Европейской конвенции по
защите позвоночных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях ETS N 123 (Страсбург,
18 марта 1986 г.).

Для сбора крови из шейной зоны животных применяли специальные пробирки с гепарином. Мембранную массу
эритроцитов  получали  центрифугированием с  последующим помещением  в  дистиллированную воду.  С  помощью
системы растворителей  (хлороформ :  метанол  (2  :  1,  по  объему))  готовили  экстракты общих  липидов  (ОЛ)  [11].
Разделение  фосфолипидов  (ФЛ)  и  нейтральных  липидов  (НЛ)  на  отдельные  фракции  проводили  классическим
методом тонкослойной хроматографии [12], [13]. Количество отдельных фракций липидов выражали в процентах от
общей  суммы  НЛ  и  ФЛ.  Используя  метод  [14]  определяли  показатели  малонового  диальдегида  (МДА).  Для
статистической обработки результатов применяли пакет Instat 3,0 (GraphPad. Software Inc. USA, 2005), включающую
метод проверки соответствия выборки закону нормального распределения. Для подсчета статистической значимости
различий  в  зависимости  от  параметров  распределения  использовали  параметрический  t-критерий  Стьюдента  или
непараметрический U-критерий Манна-Уитни.

Основные результаты 
Важным показателем, отражающим степень окислительного стресса, является уровень МДА, представляющего

собой высокоактивное соединение. У животных 2-й группы (стресс) показатель МДА в мембранах эритроцитов был
на  15%  выше,  чем  в  контроле  (7.71±0.29  мкмоль/мл  против  6.70±0.34  мкмоль/мл  в  контроле;  р<0.001).  Имеется
предположение, что реакции МДА с липидами и белками мембран нарушают их важнейшие свойства и функции,
такие как текучесть, ионный транспорт, ферментативная и рецепторная активности [15]. Определение уровня МДА
может быть использовано в качестве маркера эффективности антиоксидантной терапии [16], [17].

При  оценке  количества  общих  ФЛ  при  стрессе  отмечалось  снижение  их  количества  на  20%  (р<0.001)
(52.16±1.95%) по отношению к контролю (65.00±1.90%). А уровень холестерина (ХС) в эритроцитах, напротив, на 12%
(р<0.01) превышал контрольные показатели. В результате коэффициент ХС/ФЛ повысился до 0.47±0.03 (в контроле
0.34±0.02; р<0.001). Этот параметр указывает на усиление жесткости клеточных мембран.

 В составе НЛ регистрировалось повышенное относительно контроля количество триацилглицеринов (ТАГ) на
11%  (р<0.05)  и  свободных  жирных  кислот  (СЖК)  на  25%  (р<0.001)  (табл.).  Одновременно  с  этим  отмечалось
значительное снижение количества эфиров холестерина (ЭХС) и эфиров жирных кислот (ЭЖК) на 23% (р<0.05) и 19%
(р<0.01)  соответственно.  Такие  значения  указанных  фракций  НЛ  свидетельствуют  не  только  об  адаптационных
процессах в мембранах, их стабилизации (за счет увеличения в них ХС), но и об усилении процессов ПОЛ в жировой
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ткани  при  стрессе.  Конечным  результатом  является нарушение  в  соотношении  компонентов  в  липидбелковых
комплексах [18].

Таблица 1 - Содержание липидных фракций в эритроцитах крыс под действием экстракта сахарины японской и
элеутерококка при стрессе

DOI: https://doi.org/10.23670/IRJ.2023.137.158.1

Фракции
липидов

1 группа
Контроль

(интактные), в %
от суммы всех
фракций; M±m

2 группа 
Стресс, в % от

суммы всех
фракций; M±m

3 группа
Стресс+ экстракт

сахарины
японской, в % от

суммы всех
фракций; M±m

4 группа
Стресс+

элеутерококк, в
% от суммы всех
фракций; M±m

ТАГ 16,63±0,40 18,40±0,61(а 16,00±0,19(3 17,34±0,47

СЖК 13,48±0,62 16,84±0,71(в 13,86±0,34(3 14,51±0,38(2

ЭЖК 18,27±0,67 14,73±0,33(в 18,56±0,52(3 16,50±0,22(а,(3

ХС 21,93±0,50 24,62±0,40(в 21,50±0,41(3 22,83±0,58(1

ЭХС 17,61±0,74 13,58±0,46(в 17,88±0,53(3 16,56±0,69(3

Остаточная
фракция

12,08±0,62 11,83±0,35 12,20±0,43 12,26±0,53

ФХ 36,98±0,82 34,55±0,56(а 36,74±0,6(2 36,29±0,80(1

ЛФХ 9,01±0,10 10,33±0,39(б 8,54±0,17(а,(3 8,87±0,56(1

СМ 12,95±0,74 15,50±0,50(б 12,36±0,43(3 13,34±0,52(2

ФЭ 18,20±0,70 15,40±0,53(б 18,10±0,68(2 18,19±0,58(2

ЛФЭ 7,33±0,29 8,62±0,36(б 6,84±0,29(3 7,60±0,36(1

ФС 5,80±0,14 4,60±0,13(в 5,78±0,10(3 5,64±0,17(3

ФИ 5,30±0,09 6,15±0,11(в 5,78±0,09(в,(1 5,64±0,13(а,(1

ФК 4,43±0,13 4,85±0,07(б 5,86±0,08(в,(3 4,43±0,12(3

Примечание: различия статистически достоверны при: (а - р<0,05; (б - р<0,01; (в - р<0,001 сравнение с контролем; (1 -
р<0,05; (2 - р<0,01; (3 - р<0,001 – со 2-ой группой. ТАГ – триацилглицерины, СЖК – свободные жирные кислоты, ЭЖК
–  эфиры  жирных  кислот,  ХС  –  холестерин,  ЭХС  –  эфиры  холестерина,  ФХ  –  фосфатидилхолин,  ЛФХ  –
лизофосфатидилхолин, СМ – сфингомиелин, ФЭ – фосфатидилэтаноламин, ЛФЭ – лизофосфатидилэтаноламин, ФС
– фосфатидилсерин, ФИ – фосфатидилинозит, ФК – фосфатидная кислота

Изменения в составе ФЛ при стрессе проявлялись в увеличении количества лизофракций (ЛФХ (на 15%) и ЛФЭ
(на 18%)), ФИ на 16% и ФК на 9% при одновременном снижении уровня ФС (на 26%). Результаты были статистически
достоверными.  Такая  динамика  изменения  показателей  ФЛ  обусловлена  усилением  ферментативной  активности
фосфолипазы А2.

Одновременно с этим отмечено снижение уровня главных фосфолипидов мембран: ФХ (на 7%) и ФЭ (на 15%).
Это объясняется тем, что в процессе ПОЛ свободные радикалы прежде всего разрушают полиненасыщенные жирные
кислоты ФЛ, что и вызвало уменьшение количества соответствующих фракций [19]. Такие деструктивные нарушения
в липидном слое мембран эритроцитов свидетельствуют об ухудшении проницаемости клеточной стенки.

На  защитную  реакцию  организма  указывает  увеличение  уровня  СМ  на  20%  (р<0.01),  т.к.  данный  липид
ответственнен за жидкостные свойства мембран, улучшая их лабильность.

Таким образом, происходит разбалансировка в составе липидной компоненты мембран эритроцитов животных.
Перераспределение  ФЛ  можно  оценить  коэффициентом  ФХ/СМ,  определяющим  эластичность  мембраны.  В

контрольной  группе  Кфх/см  =  2.86,  а  при  стрессе  этот  показатель  снизился  до  2.23,  что  предполагает  снижение
жидкостных свойств и увеличение жесткости липидного матрикса клеток крови [20].

Другим  важным  показателем  физиологического  состояния  мембран  эритроцитов  является  коэффициент
окисляемости  (Ко),  характеризующий  отношение  легкоокисляемых  ФЛ  (ФК+ФС+ФЭ+ФИ)  к  трудноокисляемым
(ФХ+СМ). Расчет Ко выявил изменение его значения с 0,67 в контроле до 0,62 при стрессе, что указывает на снижение
степени эластичности и повышении жесткости мембраны [21].

Изменения в отношении исследуемых показателей при введении экстракта сахарины и элеутерококка (3-я и 4-я
группы) относительно контрольных крыс были слабо выражены по сравнению с животными 2-й группы.

При применении экстракта сахарины количество общих ФЛ соответствовало контрольному уровню (61.15±1.69%).
Менее выраженный положительный эффект проявлялся при использовании элеутерококка. В обеих группах значения
ХС соответствовали контролю. Это привело к снижению коэффициента ХС/ФЛ до 0.35-0.40.

Заметны достоверные отличия при сравнении исследованных характеристик крыс 3-й и 4-й групп со 2-й группой
(стресс),  которые подтверждают протекторное действие экстрактов. Увеличилось количество общих ФЛ на 10-17%
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(р<0.05-0.01),  снизился уровень ХС на 7-13% (р<0.001).  В результате уменьшился коэффициент ХС/ФЛ на 15-26%
(р<0.01). Параллельно пришли в норму значения МДА, они стали на 10-15% (р<0.05) меньше, чем при стрессе. Такая
положительная  динамика  свидетельствует  о  снижении активности  ПОЛ и  обусловливает  улучшение  эластических
свойств клеток крови животных.

Анализ  НЛ показал,  что  значения изученных показателей  крыс  3-й  и  4-й  групп соответствовал  аналогичным
параметрам 1-й группы (контроль). В ФЛ 3-й группы животных понижен уровень ЛФХ на 5% (р<0.05) и повышен ФИ
на 9% (р<0,05) и ФК на 32% (р<0,001). При введении элеутерококка, как и в 3-й группе, отмечалось увеличение ФИ на
6% (р<0,05). Это означает, что экстракт сахарины обладает более эффективным репаративным действием так как ФИ и
ФК – основные источники синтеза ФЛ.

Следует отметить более низкие значения ТАГ (на 5-13%; р<0.001), СЖК (на 14-18%) и более высокие величины
ЭЖК (на 12-30%; р<0.001) и ЭХС (на 22-32%; р<0.001) в эритроцитах животных 3-й и 4-й групп в сравнении со 2-й
группой. Дополнительно выше было содержание ФХ (на 5%; р<0.05) и ниже ФИ (на 6-8%; р<0.05) и СМ (на 14-20%;
р<0.01-0.01).  Уменьшилось  содержание  ЛФХ (на14-17%;  р<0.01-0.001),  что  определяет  снижение ферментативной
активности.

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о положительном репаративном действии сахарины на
деструкцию компонентов липидного каркаса мембран эритроцитов опытных животных при стрессе.

Заключение 
В условиях действия стрессорных факторов происходят негативные изменения в составе мембранных липидов,

приводящие к ухудшению фазового состояния клеток, нарушению их проницаемости и функциональных свойств.
Примененные  экстракты  из  сахарины  японской  и  элеутерококка  восстанавливают  соотношение  отдельных

фракций в липидной компоненте мембран, обеспечивая их лабильность.
Положительное действие примененных экстрактов основано на их химическом составе, и прежде всего наличии

полифенольных соединений. Полифенолы активируют ферментативную активность, запуская механизм интенсивного
синтеза ФЛ из ТАГ при одновременном повышении уровня ЭХС [22].

Достоверное  снижение  количества  лизофосфолипидов  указывает  на подавление  активности  ферментов
полифенолами экстрактов [23]. При взаимодействии с липидами мембран ПФ способствуют сохранению нормальной
структуры клеток и защищают их в условиях окислительного стресса, связывая и нейтрализуя свободные радикалы,
т.е. ингибируя ПОЛ [24], [25], [26]. Доказана способность ПФ модулировать клеточные сигнальные пути, приводящие
к индукции генов, участвующих в защите от окислительного стресса [27].

На основании вышеизложенного можно заключить, что при стрессе экстракт из сахарины японской проявляет ярко
выраженный защитный эффект в отношении структурных характеристик мембран эритроцитов и даже превосходит
элеутерококк:  большинство  исследуемых  характеристик  были  наиболее  близкими  к  контрольным  значениям.
Совокупность  результатов  проведенных  нами  исследований  позволяет  сделать  вывод  о  необходимости  и
перспективности  использования экстракта  из  сахарины японской для  восстановления липидного состава  мембран
эритроцитов, их физиологических свойств и, следовательно, для повышения стрессоустойчивости организма в целом.
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