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РАЗРАБОТКА МОДЕЛЬНЫХ БИОЛОГИЧЕСКИХ СИСТЕМ ДЛЯ ОЦЕНКИ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ 
СОСТОЯНИЯ ОРГАНИЗМА ПРИ ПОДПЕЧЕНОЧНОМ ХОЛЕСТАЗЕ (В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VITRO)

На основе литературных данных рассматривается подпеченочный холестаз – один из видов нарушений от-
тока желчи из печени (холестаза), достаточно распространенный в клинической практике. Актуальна пробле-
ма оценки его степени на основе диагностических комплексов маркерных показателей метаболического стату-
са организма (статических и динамических), в числе которых одними из ведущих могут быть антиоксидантная 
активность и уровень окислительной модификации белков, в комплексе с молекулами средней массы – уни-
версальным тестом выраженности эндотоксикоза. Для экспериментальных исследований такого плана 
(in vitro) целесообразна разработка модельных биологических систем, что позволит протестировать чувстви-
тельность изучаемых метаболических тестов к различной степени выраженности подпеченочного холестаза 
и в перспективе – создать на их основе соответствующие диагностические комплексы.
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Образование желчи  – жизненно важная фун-
кция организма, ее нарушение ведет к  синдрому 
холестаза. Синдром холестаза отмечается при раз-
личных состояниях, которые можно объединить 
в  следующие группы: 1) нарушение образования 
желчи (вирусные, алкогольные, лекарственные 
и  токсические поражения печени, холестаз бере-
менных, цирроз, бактериальные инфекции); 2) на-
рушение тока желчи (первичный билиарный цир-
роз, первичный склерозирующий холангит, тубер-
кулез, реакция отторжения трансплантата) [1].

Проблема разработки комплексного подхода 
к  сохранению здоровья человека и  профилактики 
холестаза, в  том числе подпеченочного,  – одного 
из ведущих синдромов при патологии гепатобили-
арной системы – лежит в области экологии челове-
ка. Это одна из  ключевых проблем современной 
фундаментальной медико-биологической науки, 
междисциплинарного характера, социально значи-
мая вследствие широкой распространенности за-
болеваниями желчевыводящих путей, в  первую 
очередь среди работоспособного населения, а так-
же в связи со снижением возрастной категории за-
болевающих данной патологией.

Для комплексного решения рассматриваемой 
научной проблемы необходимо апробирование 
маркерных тестов антиоксидантной активности 
и  уровня окислительной модификации белков 
в пуле молекул средней массы в условиях подпече-
ночного холестаза на  модельных биологических 
системах (спонтанное и инициированное (Fe2+-ин-
дуцируемое) окисление). Маркерные тесты, весьма 
чувствительные к тяжести заболевания, могут по-
служить основой диагностических комплексов хо-
лестаза (например, подпеченочного), позволяющих 
выявлять его на самых ранних стадиях формирова-
ния и  развития, как однократно, так и  в  монито-
ринге. Это будет способствовать реализации про-
филактических мер по предотвращению заболевае-

мости гепатобилиарной системы и в целом сниже-
нию потерь от социально значимой патологии.

Подпеченочный холестаз – один из видов нару-
шений оттока желчи из печени (холестаза), доста-
точно распространенный в клинической практике. 
Он может быть смоделирован в эксперименте, при-
чем данная модель патологии гепатобилиарной си-
стемы ранее была обоснована и клинически, и эк-
спериментально [2, 3].

Однако остается актуальной проблема оценки 
степени подпеченочного холестаза с помощью ди-
агностических комплексов маркерных показателей 
метаболического статуса организма, проявляющих 
характерные нарушения динамики при данном со-
стоянии (как статических (контекстных), так и ди-
намических). В  числе таких маркеров ведущими 
параметрами могут быть антиоксидантная актив-
ность и уровень окислительной модификации бел-
ков, который целесообразно оценивать в пуле мо-
лекул средней массы как универсального теста вы-
раженности эндотоксикоза. Для эксперименталь-
ных исследований такого плана (in  vitro) целесо
образна разработка информативных модельных 
биологических систем, которые позволяли  ли бы 
протестировать чувствительность изучаемых мета-
болических тестов к различной степени выражен-
ности подпеченочного холестаза и в перспективе – 
создать на их основе соответствующие диагности-
ческие комплексы.

Цель работы  – методологическое обоснование 
применения модельных биологических систем 
(in vitro) для оценки степени подпеченочного холе-
стаза на основе мониторинга антиоксидантной ак-
тивности и  уровня окислительной модификации 
белков в пуле молекул средней массы.

В настоящее время накоплены многочисленные 
данные, касающиеся изучения механизмов перок-
сидного окисления липидов, его роли в  нормаль-
ном функционировании клеток, в  патогенезе раз-
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личных заболеваний. Однако активные формы ки-
слорода могут вызывать окислительную деструк-
цию не  только липидов, но  и  белков. Белки явля-
ются не  только мишенью окислительного воздей-
ствия в клетках, но могут выступать и как катали-
заторы окислительного повреждения. Считается, 
что окислительная модификация белков играет 
ключевую роль в  молекулярных механизмах оки-
слительного стресса и  может являться пусковым 
механизмом окислительной деструкции других 
молекул (липиды, ДНК) клетки [4].

Модельные биологические системы (in  vitro) 
для оценки степени подпеченочного холестаза 
на основе мониторинга антиоксидантной активно-
сти и уровня окислительной модификации белков 
в  пуле молекул средней массы отсутствуют. Из-
вестны фундаментальные разработки модельных 
биологических систем (in vitro) для оценки уровня 
окислительной модификации белков в  пуле моле-
кул средней массы, но  они не  адаптированы для 
оценки степени подпеченочного холестаза. Не рас-
смотрены в совокупности изменения антиоксидан-
тной активности и уровня окислительной модифи-
кации белков в пуле молекул средней массы в дан-
ных модельных биологических системах. Метод 
изучения окислительной модификации белков 
в пуле молекул средней массы также характеризу-
ется новизной, что подтверждается наличием па-
тента на  изобретение Российской Федерации  – 
«Способ определения окислительной модифика-
ции белков в пуле веществ средней молекулярной 
массы в  сыворотке крови, плазме, эритроцитах 
и в моче» [5].

Использование экспериментальной модели под-
печеночного холестаза позволит апробировать мо-
дельные биологические системы (in  vitro) для 
оценки его степени на основе мониторинга антиок-
сидантной активности и уровня окислительной мо-
дификации белков в пуле молекул средней массы. 
На  этой основе возможно также подтверждение 
информативности и  прогностической значимости 
изучаемых маркерных тестов метаболических на-
рушений для оценки проявлений подпеченочного 
холестаза.

Экспериментальные модельные биологические 
системы in vitro для оценки уровня окислительных 
процессов и  возможных проявлений окислитель-
ного стресса, а также прооксидантного или антиок-
сидантного действия вводимых в них веществ по-
зволяют выделить и обосновать критерии различ-
ной степени выраженности свободнорадикальной 
патологии [6, 7].

Одними из ранних и надежных индикаторов по-
ражения тканей при свободнорадикальной патоло-
гии считаются параметры окислительной модифи-
кации белков [8, 9].

Свободнорадикальное окисление белков имеет 
важное значение для организма, принимает учас-
тие в различных патофизиологических процессах. 
Методы их оценки различны. Наиболее распро-
странена реакция с  2,4-динитрофенилгидразином. 
Динитрофенилгидразиновый тест является наибо-
лее чувствительным в  отношении карбонильных 
групп. Установлено, что пептиды плазмы, происхо-
дящие из  окисленных белков, содержат большое 
количество кетонных групп [10].

С позиций клинической биохимии значимо ис-
следование окислительной модификации белков 
в  комплексе с  уровнем веществ средней молеку-
лярной массы, так как данные биохимические те-
сты – маркеры выраженности эндотоксикоза, чув-
ствительные к изменению степени окислительного 
стресса. В комплексе его клинико-биохимических 
проявлений нарушения динамики этих тестов мо-
гут служить маркерными параметрами [11–16]. 
С этих позиций необходимо исследование данных 
параметров (МСМ и  ОМБ) в  комплексе, в  одной 
пробе биологической среды. Актуально примене-
ние для этого модельных биологических систем 
при спонтанной и инициированной ОМБ, на кото-
рых может быть апробирован метод оценки ОМБ 
в пуле МСМ.

Выбор применяемых ранее модельных биоло-
гических систем оценки уровня окислительной мо-
дификации белков в пуле веществ средней молеку-
лярной массы был обусловлен их способностью 
реагировать на  изменение уровня свободноради-
кальных процессов. Уровни ОМБ в пуле МСМ из-
учались с помощью разработанного способа опре-
деления окислительной модификации белков 
в пуле веществ средней молекулярной массы [5].

В основе определения продуктов ОМБ – оценка 
уровня карбонильных соединений, реагирующих 
с  2,4-динитрофенилгидразином с  образованием 
2,4-динитрофенилгидразонов основного и  ней-
трального характера в условиях спонтанного и/или 
металлкатализируемого окисления [17]. В  резуль-
тате реакции окисления белков могут образовы-
ваться альдегидные и кетонные группировки ами-
нокислотных остатков, которые и  взаимодейству-
ют с 2,4-динитрофенилгидразином [14].

Регистрация уровней ОМБ на  четырех длинах 
волн позволяет выявлять уровень ОМБ различного 
характера: при 356 нм – алифатические альдегид-
динитрофенилгидразоны нейтрального характера, 
при 370 нм  – алифатические кетондинитрофени-
лгидразоны нейтрального характера, при 430 
и  530  – алифатические альдегиддинитрофенилги-
дразоны и кетондинитрофенилгидразоны основно-
го характера [17].

В наших предыдущих исследованиях проведе-
ны следующие основные серии наблюдений для 
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оценки окислительной модификации белков и  ве-
личин молекул средней массы [18, 19]: изучение 
исходных параметров анализируемых тестов 
в желточных липопротеидах, сыворотке крови эк-
спериментальных животных (крыс), продуктах 
пчеловодства (прополисе, гомогенате трутневого 
расплода, меде, маточном молочке); определение 
изменений изучаемых тестов в  модельной биоло-
гической системе «желточные липопротеиды», по-
лучаемой по  методике Г. И. Клебанова и  соавт. 
[20], при введении сыворотки крови и  (или) про-
дуктов пчеловодства.

Протокол приготовления растворов продуктов 
пчеловодства для исследования in vitro был стан-
дартизирован. Растворы прополиса, гомогената 
трутневого расплода и маточного молочка (препа-
рат «Апилак») готовили по методике, аналогичной 
предложенной Е. А. Дубцовой [21].

С позиций биохимического обоснования влия-
ния продуктов пчеловодства на  процессы ОМБ 
в  пуле МСМ модельная биологическая система 
«желточные липопротеиды» и  сыворотка крови 
могут выступать в  качестве средства сравнения. 
Применение модельных биологических систем, со-
держащих продукты пчеловодства и предусматри-
вающих инкубацию в присутствии крови, позволя-
ет выявить степень их влияния на уровень окисли-
тельных процессов, в  том числе окислительной 
модификации белков.

Проведено исследование окисляемости белков 
плазмы и сыворотки крови здоровых доноров при 
их медь-индуцированном окислении. Показано, 
что в образцах плазмы и сыворотки крови при их 
инкубации с ионами меди происходит накопление 
карбонильных продуктов окислительной модифи-
кации белков. Количество образующихся карбони-
лов зависело как от  времени инкубации, так 
и  от  разведения плазмы и  сыворотки крови. При 
одинаковых условиях окисления накопление кар-
бонильных продуктов в  сыворотке крови было 
выше, чем в плазме [22].

Считается, что комплексы окисленных липидов 
и  белков способны защищать липиды и  белки 
от  окислительной деградации за  счет активных 
форм кислорода, в  том числе генерируемых в  си-
стемах, содержащих металлы переменной вален-
тности  – железо, медь. Предполагают, что на  на-
чальных стадиях окислительного стресса окислен-
ные липиды способны реагировать с реактивными 
группировками белков, образуя соответствующие 
комплексы, которые проявляют антиоксидантные 
свойства по  отношению к  процессам пероксида-
ции липидов и  окислительной деструкции белков 
[8].

Продукты пчеловодства обладают антиоксидан-
тными свойствами и могут быть использованы для 

коррекции нарушений процессов свободноради-
кального окисления при патологических состояни-
ях [23–26].

Каждую серию наблюдений провели в условиях 
спонтанной и металлиндуцируемой ОМБ, что позво-
лило характеризовать соотношение этих процессов 
в исследуемых модельных биологических системах. 
Необходимость изучения как спонтанной, так и ин-
дуцируемой ионами металлов ОМБ обусловлена 
также тем, что это дает возможность определить 
чувствительность данной модельной биологической 
системы к изменению условий процессов свободно-
радикального окисления. В нашей работе изучалась 
Fe2+-индуцированная ОМБ в соответствии с методи-
кой Г. И. Клебанова и соавт. [20].

Известно, что при заболеваниях печени в гепа-
тоцитах накапливаются ионы металлов перемен-
ной валентности. Характерной особенностью хо-
лестаза является накопление в  гепатоцитах ионов 
металлов переменной валентности, которые могут 
инициировать свободнорадикальные процессы, 
в  конечном итоге приводящие к  окислительному 
повреждению белков. Увеличение содержания же-
леза наблюдается, например, при алкогольном хо-
лестазе. Свободное железо или его хелаты вовлече-
ны в свободнорадикальные реакции на различных 
уровнях [27].

Показано, что на фоне алкоголь-зависимого по-
вышения окислительного стресса подвергаются 
карбонилированию и  инактивации вирусные бел-
ки, которые выступают в роли дополнительных ин-
дукторов свободнорадикального окисления в клет-
ке. У больных с типичным алкогольным делирием 
с сопутствующим вирусным гепатитом С по срав-
нению с  больными гепатитом С  без алкогольной 
зависимости, а  также по  сравнению с  больными 
с  типичным алкогольным делирием наблюдается 
снижение уровня окислительной модификации 
белков, что сопряжено с повышением уровня церу-
лоплазмина по сравнению с больными с типичным 
алкогольным делирием без сопутствующего виру-
сного гепатита С [28].

Метод определения карбонильных групп белков 
по реакции с 2,4-динитрофенилгидразином может 
быть использован для анализа окислительной мо-
дификации в белках липопротеидов [9].

Согласно С. В. Низкодубовой и соавт. [29], глу-
бокие исследования физико-химических свойств 
природного биологического сырья показали нали-
чие органических биологически активных соеди-
нений именно в их липидорастворимой фракции.

Изученные нами биохимические характеристи-
ки возможных модельных биологических систем 
путем сравнительной оценки в условиях спонтан-
ной и инициированной ОМБ в пуле МСМ для обо-
снования возможного их комплексного использо-
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вания показали чувствительность к условиям Fe2+-
индуцированного окисления, что проявилось изме-
нением уровней анализируемых тестов, по сравне-
нию со спонтанным окислением [18, 19].

Вместе с  тем модельные биологические систе-
мы для изучения окислительной модификации бел-
ков в  пуле молекул средней массы при холестазе 
(в  том числе подпеченочном) для оценки степени 
его выраженности не разработаны.

Итак, основными направлениями разработки 
и развития проанализированной научной проблемы 
могут служить следующие направления исследова-
ний:

1. Обоснование системы мониторинга антиок-
сидантной активности крови и уровня окислитель-
ной модификации белков в  пуле молекул средней 
массы в  ней в  условиях экспериментального под-
печеночного холестаза, что увеличит информатив-

ность и  экспрессность оценки тяжести подпече-
ночного холестаза.

2. Характеристика модельных биологических 
систем, чувствительных к  различным степеням 
подпеченочного холестаза на  основе тестов анти-
оксидантной активности и  уровня окислительной 
модификации белков в пуле молекул средней мас-
сы в ней, что позволит протестировать и подтвер-
дить прогностическую ценность этих параметров 
для ранней оценки проявлений холестаза одно-
кратно или в мониторинге холестаза.

3. Сопоставление изменений антиоксидантной 
активности и окислительной модификации белков 
в пуле молекул средней массы при подпеченочном 
холестазе в условиях спонтанного и инициирован-
ного (Fe2+-индуцируемого) окисления на  предло-
женных модельных биологических системах, раз-
работка информативных критериев их подбора.
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G. K. Rubtsov, N. V. Bezruchko, S. V. Yemelyanchik, S. M. Zimatkin, S. S. Gamzin

DEVELOPMENT MODEL OF BIOLOGICAL SYSTEMS TO ASSESS THE SEVERITY OF ORGANISM CONDITION AT AML-
HEPATIC CHOLESTASIS (IN EXPERIMENT IN VITRO)

The article is devoted to the obstructive cholestasis – a type of violation of the outflow of bile from the liver (cho-
lestasis), which is quite common in the clinical practice. An urgent problem is that of evaluation of its degree on the 
basis of diagnostic systems of marker indicators of metabolic status of the organism (static and dynamic), one of the 
leading may be the antioxidant activity and the level of oxidative modification of proteins, in combination with the 
average mass of the molecules  – a universal test of the severity of endotoxemia. For such experimental studies 
(in vitro) it is suitable to develop model biological systems, which will allow to test the sensitivity of the studied 
metabolic tests to varying degrees of severity of subhepatic cholestasis and in the future – to create diagnostic systems 
on their basis.

Key words: obstructive cholestasis, modeling biological systems, oxidative modification of proteins, the molecules 
of average weight.
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