
ВВЕДЕНИЕ 

Сахарный диабет (СД) является одним из наиболее
распространенных хронических заболеваний. Только
за последнее десятилетие количество больных
диабетом в России увеличилось более чем на 1 млн
человек, причём преимущественно за счёт СД2 [1]. 

В развитии данного заболевания принимает
участие большое число как генетических,
так и средовых факторов, к которым можно
отнести ожирение, малоподвижный образ жизни,
беременность и нарушение гормонального обмена [2]. 

На ранней стадии развитие заболевания
компенсируется гиперинсулинемией, что способствует
поддержанию уровня глюкозы в норме. Со временем
толерантность к глюкозе может снижаться,
в результате усиления резистентности к инсулину,
уменьшения ответной реакции на выработку
инсулина или их сочетания. Имеются данные,
что высокий уровень гликемии ведет к увеличению
продукции активных форм кислорода (АФК)
митохондриями [3], неферментативному гликированию
белков [4, 5], а также аутоокислению глюкозы [6],
что может быть сопряжено с нарушениями
свободнорадикального гомеостаза. 

Супероксиддисмутаза (СОД), являясь одним
из ключевых ферментов антиоксидантной системы,
обеспечивает дисмутацию О2

·-. В ходе реакции,
катализируемой данным ферментом, образуется более
стабильный и менее токсичный пероксид водорода
(H2O2). Однако, в присутствии ионов металлов
переменной валентности, таких как Fe2+ или Cu2+,
Н2О2 может быть преобразован в высоко
реакционноспособный гидроксильный радикал ·ОН.
Восстановление Н2О2, до воды и молекулярного
кислорода, осуществляет каталаза. 

Часто, при прогрессировании патологических
состояний, сопряжённых с оксидативным стрессом,
наблюдается истощение собственного антиоксидантного
потенциала. Поэтому использование экзогенных
антиоксидантов может способствовать регуляции
окислительно-восстановительных процессов в клетках
и тканях. В связи с этим, представляет интерес
использование препарата мелаксен – N-[2-(5-метокси-
1H-индол-3-ил)этил]ацетамид, являющегося
синтетическим аналогом мелатонина. Как известно,
данный гормон обладает антиоксидантной
активностью в отношении снижения скорости
процессов пероксидного окисления липидов (ПОЛ)
и инактивирует свободные радикалы (·OH и ROO·) [7].
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Целью данной работы явилось исследование
параметров биохемилюминесценции (БХЛ) и
уровня диеновых конъюгатов (ДК), отражающих
интенсивность свободнорадикального окисления (СО),
а также активности антиоксидантных ферментов –
СОД и каталазы, в печени и сыворотке крови крыс
с СД2, которым вводили мелаксен.

МЕТОДИКА

В качестве объекта исследования использовали
белых крыс-самцов (Rattus rattus L.) массой 150–200 г.
Все экспериментальные процедуры были
выполнены в соответствии с правилами
гуманного обращения с лабораторными животными
и в соответствии с санитарными правилами
для вивария. СД2 индуцировали внутримышечным
введением протамин-сульфата в течение трёх недель
в дозе 10 мг/кг массы тела животного в объёме 0,5 мл
0,9% NaCl, 3 раза в сутки [8].

В ходе эксперимента животные были разделены
на три группы: 1 группа (n=16) контрольные
животные; 2 группу (n=16) составляли животные
с СД2; в 3 группе (n=12) животным с СД2
внутрибрюшинно вводили мелаксен в виде раствора
в 1 мл 0,9% раствора NaCl утром в дозе 10 мг/кг
на 15, 17 и 19 день эксперимента. Через три недели
после начала индуцирования СД2 наркотизированных
животных всех экспериментальных групп умерщвляли
и использовали для дальнейших исследований. Печень
перфузировали ледяным изотоническим раствором
со скоростью 5 мл/мин в течение 5 мин. Навеску
ткани гомогенизировали путем растирания ткани
в фарфоровой ступке с кварцевым песком в 4-кратном
объёме охлаждённой среды выделения. Среда имела
следующий состав: 0,1 М трис-НСl-буфер (рН 7,8),
содержащий 1 мМ ЭДТА и 1% b-меркаптоэтанол.
Гомогенат центрифугировали при 10000 g в течение
12 мин. Супернатант использовали для исследования.

Венозную кровь набирали в стеклянные пробирки
без антикоагулянта и помещали на 0,5 ч в термостат
при температуре 37°С, затем центрифугировали
при 2500 g в течение 15 мин. Полученную сыворотку
использовали для дальнейшего исследования.

Содержание глюкозы в сыворотке крови
крыс определяли глюкозооксидазным методом
с помощью набора реактивов “ГЛЮКОЗА-12-ВИТАЛ”
(производитель ООО “Витал-Диагностикс”, Россия).
Пробы крови брали из хвостовой вены на 15, 17 и
19 день эксперимента [9] в пробирки типа eppendorf
без антикоагулянта, которые помещали на 10-15 мин
в термостат при температуре 37°С. Сыворотку
крови получали центрифугированием при 2500 g
в течение 5 мин. 

Для определения интенсивности свободно-
радикальных процессов (СРП) применяли метод
индуцированной пероксидом водорода с сульфатом
железа биохемилюминесценции (БХЛ) [10]. 

Кинетическую кривую БХЛ регистрировали
на биохемилюминометре БХЛ-07 с программным
обеспечением в течение 30 с и определяли следующие

параметры: светосумму хемилюминесценции (S),
соответствующую площади под кривой
хемилюминесценции; интенсивность максимальной
вспышки (Imax) – максимальное значение
на кривой биохемилюминесценции, характеризующие
интенсивность СРП, а также величину тангенса угла
наклона касательной к кривой хода БХЛ (tga2),
характеризующую общую антиоксидантную активность.

Среда для определения интенсивности БХЛ
имела следующий состав: 0,4 мл 0,02 мМ калий-
фосфатного буфера (рН 7,5), 0,4 мл 0,01 мМ FeSO4
и 0,2 мл 2% раствора пероксида водорода (вносимого
непосредственно перед измерением). Исследуемый
материал вносили в количестве 0,1 мл непосредственно
перед измерением до внесения пероксида водорода.

Активность СОД определяли на спектрофотометре
Hitachi U1900 с программным обеспечением
при длине волны 540 нм по ингибированию скорости
восстановления нитросинего тетразолия (НСТ)
в неэнзиматической системе феназинметасульфата
(ФМС) и NADH [11]. Среда спектрофотометрирования
включала следующие компоненты: 0,1 М фосфатный
буфер (рН 7,8), 0,33 мМ ЭДТА, 0,41 мМ НСТ,
0,01 мМ ФМС, 0,8 мМ NADH. Исследуемый образец
вносили в количестве 0,03 мл на 1 мл среды
инкубации. Реакцию запускали добавлением NADH.
За единицу активности СОД принимали количество
фермента, необходимого для 50%-ого ингибирования
восстановления НСТ.

Активность каталазы определяли спектрофото-
метрически при длине волны 410 нм. Используемый
метод определения активности каталазы основан
на способности пероксида водорода образовывать
с молибдатом аммония стойкий окрашенный
комплекс [12]. 

Активность ферментов выражали в виде удельной
активности, а также в ферментативных единицах
на грамм сырой массы и на мл сыворотки. За единицу
ферментативной активности (Е) принимали количество
фермента, катализирующее образование 1 мкмоль
продукта реакции за 1 мин при температуре 25°С.

Общий белок определяли биуретовым методом.
Достоверность различий оценивали с помощью
t-критерия Стьюдента. Достоверными считали
различия при р£0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе проведенного исследования у крыс
2-ой экспериментальной группы выявлено
прогрессирующее возрастание уровня гликемии
(таблица). Так, на 19 сутки концентрация глюкозы
в сыворотке крови животных увеличивалась в 2,7 раза
по сравнению с контролем. Введение мелаксена
крысам с СД2 приводило к снижению данного
параметра в 2,6 раза. Вероятно, наблюдаемый эффект
мелаксена объясняется повышением уровня
мелатонина в организме. Известно, что мелатонин
способен усиливать транспорт глюкозы в ткани путём
усиления IRS-1/PI-3-киназного пути опосредовано,
через MTNR1B рецептор [13]. 
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Известно, что при СД2 происходит интенсификация
процессов ПОЛ [14], приводящая к возрастанию
количества продуктов СО и пероксидов биомолекул,
оказывающих токсическое влияние на клеточные
структуры. Согласно полученным данным,
при развитии патологии содержание ДК увеличилось
в печени в 2,3 раза и в сыворотке в 1,6 раза (рис. 1).
На усиление СРП в тканях экспериментальных
животных при развитии СД2 указывают

возрастающие значения параметров БХЛ (рис. 2, 3)
по сравнению с контрольными значениями,
что свидетельствует о возрастании интенсивности СО. 

Введение мелаксена крысам с СД2 способствовало
снижению уровня первичных продуктов ПОЛ
в печени и в сыворотке крови (рис. 1).

При этом происходило снижение параметров
БХЛ – S и Imax в печени и сыворотке (рис. 2, 3)
по сравнению с патологией.
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Рисунок 1. Содержание диеновых конъюгатов в печени (А) и сыворотке крови (Б) крыс контрольной группы (1),
животных с сахарным диабетом 2 типа (2) и при введении мелаксена животным с патологией (3).
Здесь и на рисунках 2-7 различия достоверны при p£0,05; * - по сравнению с контрольной группой, ** - по сравнению
с группой с СД2.

Таблица. Концентрация глюкозы в сыворотке крови крыс экспериментальных групп животных.
Различия достоверны при p£0,05; * - по сравнению с контрольной группой, ** - по сравнению с группой с СД2.

Рисунок 2. Параметры биохемилюминесценции: интенсивность максимальной вспышки (Imax) (А), светосумма
медленной вспышки (S) (Б), тангенс угла падения кинетической кривой биохемилюминесценции (tga2) (В)
в печени крыс контрольной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа (2) и при введении мелаксена
животным с патологией (3). 

Группы животных
Концентрация глюкозы, мМ

15 день 17 день 19 день

1 группа 5,00±0,24 5,26±0,23 5,5±0,26

2 группа 9,02±0,41* 9,72±0,43* 13,74±0,64*

3 группа 7,71±0,37** 6,20±0,30** 5,33±0,23**



В условиях интенсификации СО, наблюдаемого
при экспериментальном СД2, происходит увеличение
удельной активности СОД в печени (рис. 4А)
и в сыворотке (рис. 5А) по сравнению с контрольными
животными. Значительное возрастание активности
фермента выявлено при разных способах
её выражения (Е/г сырой массы в печени (рис. 4Б),
Е/мл сыворотки крови (рис. 5Б)). Аналогичные
изменения – существенное повышение активности –
обнаружены при исследовании каталазы печени и
сыворотки (рис. 6, 7). Обнаруженное увеличение
активности СОД и каталазы при СД2, очевидно,
носит адаптивно–компенсаторный характер в ответ
на чрезмерное образование АФК. 

О мобилизации компенсаторных механизмов,
направленных на снижение интенсивности СРП
в исследуемых тканях животных в условиях СД2,
свидетельствует существенное возрастание
значения tga2 – параметра БХЛ, характеризующего
общую антиоксидантную активность (рис. 2, 3). 

При введении мелаксена животным с СД2
отмечено снижение активности СОД в печени и
сыворотке по сравнению с активностью при СД2
(рис. 4, 5). При этом снижение (1,9-2,0 раза
в зависимости от способа представления активности)
было более выражено для фермента печени.
Аналогичные изменения обнаружены при иследовании
активности каталазы печени и сыворотки (рис. 6, 7)
при введении мелаксена животным с СД2.
По-видимому, это может являться результатом
проявления мелатонин-корригирующей способности
мелаксена. Обладая антиоксидантной активностью,
мелатонин нейтрализует большое число реактивных
молекул, в том числе О2

·- и Н2О2 [24, 25]. В результате
сокращения уровня активных кислородных
метаболитов, вероятно, происходила нормализация
окислительных процессов в тканях и, как следствие,
снижение активности СОД и каталазы. 

О снижении нагрузки на АОС при введении
мелаксена, способного осуществлять регуляцию
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Рисунок 3. Параметры биохемилюминесценции: интенсивность максимальной вспышки (Imax) (А), светосумма
медленной вспышки (S) (Б), тангенс угла падения кинетической кривой биохемилюминесценции (tga2) (В)
в сыворотке крови крыс контрольной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа (2) и при введении
мелаксена животным с патологией (3). 

Рисунок 4. Активность супероксиддисмутазы, выраженная в виде Е/мг белка (А) и в Е/г сырой массы печени (Б)
крыс контрольной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа (2) и при введении мелаксена животным
с патологией (3). 
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Рисунок 5. Активность супероксиддисмутазы, выраженная в виде Е/мг белка (А) и в Е/мл сыворотки крови (Б)
крыс контрольной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа (2) и при введении мелаксена животным
с патологией (3). 

Рисунок 6. Активность каталазы, выраженная в виде Е/мг белка (А) и в Е/г сырой массы печени (Б)
крыс контрольной группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа (2) и при введении мелаксена животным
с патологией (3).

Рисунок 7. Активность каталазы, выраженная в виде Е/мг белка (А) и в Е/мл сыворотки крови (Б) крыс контрольной
группы (1), животных с сахарным диабетом 2 типа (2) и при введении мелаксена животным с патологией (3).  



концентрации гормона мелатонина, проявляющего
антиоксидантные свойства, говорит и снижение tga2
в печени – в 1,6 раза (рис. 2В), в сыворотке – в 2,0 раза
(рис. 3В) по сравнению с группой животных с СД2.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Полученные результаты позволяют сделать вывод
о том, что введение мелаксена, корригирующего
уровень мелатонина в организме, снижает уровень ОС
в организме, что выражается в изменении параметров
БХЛ, характеризующих интенсивность СРП,
и уровня ДК, а также активности антиоксидантных
ферментов в сторону контрольных значений. 
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EffEct Of mElaxEn On frEE raDIcal prOcEssEs IntEnsIty 
anD sOmE antIOxIDant EnzymEs actIvIty In rats lIvEr anD blOOD sErum 
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The effect of melaxen on free radical processes and activity of superoxide dismutase and catalase in rats
with type 2 diabetes mellitus (T2DM) has been investigated. It was established that melaxen administration
to diabetic rats caused a decrease of the intensity of free radical processes as evidenced a decrease of the lipid
peroxidation primary products content and biochemiluminescence parameters. The activity of the antioxidant
enzymes changed towards normal values. These effects were probably induced by the correction of the melatonin
level at the result of the melaxen action.

Key words: type 2 diabetes mellitus, biochemiluminescence, conjugated dienes, superoxide dismutase,
catalase, melaxen


