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Введение
К настоящему времени сформулирова-

на патогенетическая концепция металл- 
индуцированного окислительного стресса 
в биологических системах, возникающего 
в результате нарушений гомеостаза ионов 
металлов и приводящего к повреждениям 
нуклеиновых кислот, перекисному окис-
лению липидов, модификациям белков 

и другим эффектам, лежащим в основе 
сердечно-сосудистых, онкологических за-
болеваний, диабета и другой патологии [3]. 
Ферроптоз — новая железозависимая форма 
программируемой гибели клетки, характе-
ризуется активацией перекисного окисле-
ния липидов, которое зависит, среди прочего, 
от образования активных форм кислоро-
да (АФК), накапливающихся в результате  
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реакции Фентона [4]. Металлоорганические 
координационные полимеры (МОКП) на ос-
нове железа являются эффективными ката-
лизаторами этой реакции [1]. В данной рабо-
те мы использовали MIL-88B, трёхмерный 
пористый МОКП, состоящий из 1,4-бен-
золдикарбоновой кислоты и октаэдрических 
трёхъядерных кластеров Fe (Fe3-μ3-оксо) 
и имеющий вакантные координационные 
центры, доступные для молекул переки-
си водорода. МОКП был модифицирован 
аскорбиновой кислотой для ускорения 
окислительно-восстановительного цикла  
Fe2+/Fe3+ и оксидом железа, в частности маг-
нетитом Fe3O4, для возможности в дальней-
шем магнитного нацеливания.

Цель работы — оценить анти/проокси-
дантную активность металлоорганического 
координационного полимера, модифициро-
ванного оксидами железа и аскорбиновой 
кислотой, в экспериментах на лаборатор-
ных животных.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 39 крысах-

самцах популяции линий Wistar в возрасте 
12 мес. массой тела 300–360 г. Протокол ис-
следования был одобрен локальным коми-
тетом по биомедицинской этике НИИ СП 
им. Н.В. Склифосовского ДЗМ. 

Все животные содержались в лабора-
тории в контролируемых условиях окру-
жающей среды при температуре 20–24°C 
и влажности 45–65%, с режимом освещенно-
сти с 8 до 20 часов — свет, с 20 до 8 часов —  
сумеречное освещение. Доступ к пище и воде 
до начала экспериментов был свободный. 

Крысы (n=39) были разделены на 5 групп: 
1-я — контрольная (интактные крысы, n=8); 
2-я (n=8) и 3-я (n=7) — опытные, в/в введе-
ние композита в дозе 25 мг/кг (взятие крови 
через 3 и 24 ч после введения композита); 
4-я (n=8) и 5-я (n=8) — опытные, в/в введе-
ние композита в дозе 50 мг/кг (взятие крови 
через 3 и 24 ч после введения композита). 

Композит предварительно гомогенизи-
ровали в деионизированной воде в УЗ-бане 
при 30 кГц в течение 3 мин при 37°С. Затем 
растворяли в 1 мл физ. р-ра и вводили в ла-
теральную хвостовую вену крыс. Животные 
хорошо переносили введение композита. 
На протяжении всего эксперимента леталь-
ных исходов не наблюдалось.

Крыс опытных групп через 3 и 24 ч после 
введения композита, а также крыс интакт-
ной группы выводили из эксперимента ле-
тальной дозой наркоза. Кровь для дальней-
шего анализа забирали из каудальной вены. 
Были оценены параметры антиоксидантной/
прооксидантной систем, а также раннего 
и позднего апоптоза лимфоцитов перифери-
ческой крови.

Электрохимический анализ окислитель-
но-восстановительных свойств сыворотки 
крови включал в себя измерение потенциа-
ла платинового электрода при разомкнутой 
цепи (ПРЦ), являющегося интегральным по-
казателем окислительно-восстановительно-
го баланса, и вольтамперометрическое опре-
деление общей антиоксидантной ёмкости 
сыворотки крови, выраженной количеством 
электричества (Q), затраченного на окис-
ление низкомолекулярных антиоксидантов. 
Измерения проводили с помощью потенци-
остата «IPC Pro L» (ЗАО «Кронас», Россия), 
согласно методикам, описанным в работе [2].

В сыворотке крови определяли маркер 
перекисного окисления липидов — мало-
новый диальдегид (МДА) по стандартной 
методике с использованием 2-тиобарбиту-
ровой кислоты. Состояние антиоксидантной 
системы оценивали по показателю общей 
антиокислительной активности (ОАА) сы-
воротки крови, которую измеряли спек-
трофотометрическим методом на биохи-
мическом анализаторе «Olympus AU2700» 
(«Beckman Coulter», США) с использовани-
ем набора реактивов «TAS kit» («Randox», 
Великобритания).

Исследование уровня лейкоцитов в кро-
ви выполняли на гематологическом ана-
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лизаторе «AcT Diff 2» («Beckman Coulter», 
США) по стандартной методике. Для опре-
деления апоптоза лимфоцитов кровь заби-
рали в пробирки с ЭДТА, затем на гради-
енте плотности выделяли мононуклеары. 
Клетки отмывали буферным р-ром с иона-
ми кальция. Далее проводили исследование 
апоптоза лимфоцитов с помощью набора 
«Annexin V-FITC/7AAD» на проточном 
цитометре «СYTOMIC FC500» («Beckman 
Coulter», США) по стандартной методи-
ке. На ранней стадии апоптоза целост-
ность клеточной мембраны сохраняется, 
однако происходит перестройка её фос-
фолипидных компонентов и на поверхно-
сти клетки появляется фосфатидилсерин. 
Аннексин V способен связываться с фос-
фатидилсерином в присутствии кальция. 
Одновременное окрашивание клеток ви-
тальным ДНК-специфичным красителем 
7-аминоактиномицином D (7AAD) позво-
ляет дифференцировать клетки на ранних 
стадиях апоптоза (Annexin V+/7AAD–, 
ранний апоптоз) от клеток, уже погибших 
в результате апоптоза (Annexin V+/7AAD+, 
поздний апоптоз) [5].

Статистическую обработку данных про-
водили в программе Statistica 6.0 («StatSoft 
Inc.», США). Данные представлялись 
в виде медианы и процентилей. Для ста-
тистического анализа использовали непа-
раметрические критерии. Статистически 
значимыми считались различия при p<0,05.

Результаты и их обсуждение
Сравнительная оценка показателей крови 

опытных групп с интактной при внутривен-
ном введении композита в различных дозах 
в разные сроки наблюдения у здоровых жи-
вотных представлена в таблице.

При исследовании влияния композита 
на баланс прооксидантов и антиоксидантов 
было обнаружено, что применение компо-
зита в дозе 25 мг/кг приводит к статисти-
чески значимому снижению МДА (p<0,05) 
по сравнению с контрольной группой 

как через 3, так и 24 ч после введения ком-
позита. Через 3 ч в сыворотке крови наблю-
дали тенденцию к падению относительного 
содержания лимфоцитов на 12% (p>0,05), 
что сопровождалось снижением (на 28%, 
p<0,05) концентрации лимфоцитов в ран-
нем апоптозе и тенденцией к повышению 
концентрации уже погибших лимфоци-
тов (поздний апоптоз) (в 2 раза, p>0,05). 
Через 24 ч значения описываемых показа-
телей возвращались к значениям контроль-
ной группы. 

При применении композита в дозе 50 мг/кг 
через 3 ч в сыворотке крови наблюдали сни-
жение относительного содержания лимфо-
цитов на 22% (p<0,05), что сопровождалось 
тенденцией к увеличению (в 3 раза, p>0,05) 
концентрации лимфоцитов в раннем апо-
птозе и концентрации уже погибших 
лимфоцитов (поздний апоптоз) (в 2 раза, 
p>0,05). Через 24 ч значения описываемых 
показателей возвращались к значениям 
контрольной группы. Однако в эти сроки 
наблюдалось статистически значимое сни-
жение Q на 14% по сравнению с контроль-
ной группой (p<0,05).

Анализ полученных данных свидетель-
ствует о том, что применение композита 
в двух дозах в различные сроки после его 
внутривенного введения не изменяет ин-
тегральный показатель окислительно-вос-
становительного баланса (по данным ПРЦ) 
и функциональное состояние как эндоген-
ной антиоксидантной системы, так и экзо-
генных антиоксидантов сыворотки крови 
здоровых животных (по данным ОАА). 

Тем не менее введение композита ока-
зывается неиндифферентным для орга-
низма здоровых животных. Так, наблю-
даемое снижение МДА (при введении 
композита в низкой дозе), возможно, свя-
зано с присутствием в структуре компози-
та аскорбиновой кислоты, которая являет-
ся низкомолекулярным антиоксидантом. 
При этом введение композита в высокой 
дозе не влияло на уровень МДА, однако 
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Таблица. Показатели крови при внутривенном введении композита в различных дозах в разные сроки наблюде-
ния у здоровых животных
Table. Blood parameters during intravenous administration of the composite in various doses at different observation 
periods in healthy animals

Параметры
Группы

контроль 1 
(интактная)

опытная 2 
25 мг/кг (3 ч)

опытная 3 
25 мг/кг (24 ч)

опытная 4 
50 мг/кг (3 ч)

опытная 5 
50 мг/кг (24 ч)

ПРЦ, мВ –66,1 
(–78,7; –62,2)

–73,9 
(–80,4; –71)

–65,4 
(–80,9; –63,7)

–68,3 
(–79,7; –63,5)

–66,0 
(–73,4; –63,1)

Q, мкКл 9,1 
(8,6; 10,3)

8,6 
(8,1; 9,9)

9,6 
(7,7; 10,2)

8,5 
(7,6; 9,8)

7,8 
(6,7; 8,2)*

Лейкоциты, 109/л 8,9 
(7; 10,6)

9,4 
(7,6; 11,9)

6,5 
(4,8; 7,6)

10,3 
(9; 11,8)

7,1  
(6,6; 9,3)

Лимфоциты, % 74,4 
(64; 85,9)

65,6 
(56,7; 75,5)

74,6 
(67,8; 82)

57,9 
(52,6; 61,3)*

81,9 
(78,7; 87,4)

Ранний апоптоз 
лимфоцитов, %

2,5  
(2,3; 4,1)

1,8  
(1,7; 2)*

3,1  
(2,4; 3,4)

3,8  
(2,5; 6)

1,9  
(1,5; 2,8)

Поздний апоптоз 
лимфоцитов, %

0,005  
(0; 0,01)

0,01  
(0,01; 0,02)

0,01  
(0; 0,02)

0,015 
(0,005; 0,02)

0,01  
(0,005; 0,01)

МДА, мкмоль/л 5,4  
(5,1; 6,6)

4,5 
(3,9; 4,9)*

4,8 
(4,4; 4,8)*

5  
(4,8; 6)

4,9  
(4,1; 5,7)

ОАА, ммоль/л 1,01  
(0,94; 1,05)

1,04  
(0,96; 1,10)

1,07  
(0,98; 1,10)

1,02  
(1,01; 1,06)

1,04  
(1; 1,05)

Примечание: * — р<0,05, отличия статистически значимы в сравнении опытных групп с контрольной группой. 
При сравнении данных использовали непараметрический U-критерий Манна — Уитни.
Note: * p<0.05, the differences are statistically significant when comparing the experimental groups with the control 
group. When comparing data, the nonparametric Mann–Whitney U test was used.

вызывало снижение показателя Q, который 
как раз и отражает уровень низкомолеку-
лярных антиоксидантов. Возможно, в дан-
ной концентрации аскорбиновая кислота 
не проявляет свои антиоксидантные свой-
ства. Применение композита в высоких 
дозах через 3 ч после введения приводит 
к относительной лимфопении и, возможно, 
к усилению апоптоза лимфоцитов, что свя-
зано с накоплением АФК, способствующих 
гибели клеток. 

Выводы
1. Композит в дозах 25 и 50 мг/кг (внутри-

венно) не влияет в значительной степени 
на гомеостаз прооксидантов/антиоксидан-
тов в сыворотке крови у здоровых животных.

2. В высоких дозах композит усиливает 
апоптоз лимфоцитов, что свидетельствует 
о возможном его применении в качестве ка-
тализатора свободно-радикальных процес-
сов для дальнейшего использования в би-
омедицине.
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