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Цель исследования — оценить интенсивность окисления липидов и белков хрусталика и плазмы крови крыс линии �istar в про-�istar в про- в про-
цессе старения. 

Материалы и методы. Эксперименты проведены на 25 крысах-самцах линии �istar четырех возрастных групп: 5, 12, 24 и 36 мес.�istar четырех возрастных групп: 5, 12, 24 и 36 мес. четырех возрастных групп: 5, 12, 24 и 36 мес. 
Материалом исследования являлись хрусталики и плазма крови. Экстракцию липидов проводили методом Folch. Содержание диено-Folch. Содержание диено-. Содержание диено-
вых и триеновых конъюгатов оценивали спектрофотометрически. Уровень оснований Шиффа изучали по интенсивности флюорес-
ценции, концентрацию малонового диа23льдегида — по интенсивности взаимодействия с тиобарбитуровой кислотой. Потенциальную 
возможность окисления субстрата в пробах оценивали с использованием метода индуцированной хемилюминесценции, степень окис-
лительной модификации белков — по уровню карбонильных производных с 2,4-динитрофенилгидразином. Исследование содержания 
общих липидов и общего белка проводили с помощью наборов Bio-Test Total Lipids и «Общий Белок-Витал».Bio-Test Total Lipids и «Общий Белок-Витал».-Test Total Lipids и «Общий Белок-Витал».Test Total Lipids и «Общий Белок-Витал». Total Lipids и «Общий Белок-Витал».Total Lipids и «Общий Белок-Витал». Lipids и «Общий Белок-Витал».Lipids и «Общий Белок-Витал». и «Общий Белок-Витал».

Результаты. Процессы пероксидации липидов мембран хрусталика возрастают у животных в возрасте 5—12 мес и снижаются 
в период 12—24 мес. Уровень продуктов липопероксидации в плазме крови имеет выраженную тенденцию к увеличению в процессе 
старения. С возрастом наблюдаются снижение уровня карбонильных производных аминокислот белков хрусталика и тенденция к воз-
растанию окислительной модификации белков в плазме крови. 
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The aim of the study is to assess the intensity of oxidation of lipids and proteins in lens and blood plasma of �istar rats in ageing.   
Materials and methods. The experiments were carried out on 25 �istar male rats of four age groups: 5, 12, 24 and 36 months. Materials 
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for study were lens and blood plasma. Lipids were extracted using Folch partition. The content of diene and triene conjugates was assessed by 
means of spectrophotometry. The level of Schiff’s bases was studied according to fluorescence intensity, malon dialdehyde concentration — 
according to the intensity of interaction with thiobarbituric acid. Potentiality of substrate oxidation in specimen was assessed using the method 
of induced chemoluminescence, and the degree of protein oxidative modification was assessed according to the level of carbonyl derivatives 
with 2.4-dinitrophenylhydrasine. The investigation of the content of total lipids and total proteins were carried out using “Bio-Test Total Lipids” 
and “Total Protein-Vital”.

Results. The processes of lipid peroxidation of lens membranes are increasing in animals aged 5—12 months and decreasing in the period 
of 12—24 months. The level of lipid peroxidation in blood plasma has an expressed tendency for increasing in ageing. Over the years, there is 
the level decrease of carbonyl derivatives of aminoacids of lens proteins and the tendency for the increase of oxidative modification of proteins 
in blood plasma.     

Key words: ageing, lipid oxidation, protein oxidation, lens, blood plasma.

Процессы свободно-радикального окисления тесно 
связаны с возрастными биохимическими и физиологи-
ческими изменениями в организме. Активные формы 
кислорода, инициирующие данные процессы, участ-
вуют в выполнении ряда физиологических функций 
[1]. Концентрация радикальных продуктов строго кон-
тролируется антиоксидантными системами. Однако в 
процессе онтогенеза и при развитии патологических 
состояний активность антиоксидантного звена снижа-
ется и радикальные продукты вовлекаются в каскад 
свободно-радикальных реакций и перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ). Чрезмерная интенсивность сво-
бодно-радикального окисления ведет к повреждению 
мембран, нарушению функций ферментов и структур-
ных белков, накоплению мутаций в геноме, что, в свою 
очередь, обусловливает необратимые деструктивные 
изменения в клетках и тканях [2]. 

Хрусталик глаза обладает рядом особенностей, 
благодаря которым он является уникальным объектом 
исследования в контексте биохимии старения, — не-
прерывный рост в течение всей жизни и отсутствие 
непосредственного контакта с кровотоком. В результа-
те этого волокна ядра и внутренних слоев хрусталика 
имеют, по сути, тот же возраст, что и организм в це-
лом. Основную массу хрусталика составляют белки 
(α-, β- и γ-кристаллины), обеспечивающие надлежащее 
светопропускание; их доля в общей массе хрусталика 
варьирует у разных видов (50—90%). Липиды, в свою 
очередь, являются минорным компонентом хрустали-
ков у представителей разных видов, их содержание со-
ставляет 3—5%. Однако, несмотря на малый удельный 
вес, значение липидов в процессах роста и созревания 
волокон, а также функционирования хрусталика в ис-
следованиях двух последних десятилетий в целом оце-
нивается очень высоко [3, 4].

Цель исследования — оценить и сопоставить па-
раметры интенсивности окисления липидов и белков 
хрусталика и плазмы крови крыс в процессе старения.

Материалы и методы. Эксперименты проведены 
на 25 крысах-самцах линии wistar четырех возрастныхwistar четырех возрастных четырех возрастных 
групп: 5, 12, 24 и 36 мес — при продолжительности жиз-
ни крыс 30—40 мес. Работа проводилась в соответс-
твии с требованиями нормативных правовых актов «Об 
утверждении правил лабораторной практики» (Приказ 
МЗ РФ №267 от 19.06.2003 г.). Животные содержались 
в условиях вивария и получали стандартный рацион.

Материалом исследования являлись хрусталики и 
плазма крови. Наркотизированных животных декапи-
тировали, выделяли хрусталики и кровь. Плазму крови 
получали центрифугированием при 1500 об./мин. Хрус-
талики гомогенизировали в стерильном физиологичес-
ком растворе в соотношении 1:25 (масса к объему). 

Экстракцию и очистку липидов из анализируемого 
материала проводили методом Folch [5]. СодержаниеFolch [5]. Содержание [5]. Содержание 
диеновых (ДК) и триеновых (ТК) конъюгатов оценивали 
спектрофотометрически [6] на спектрофлюориметре 
СФ-46 (С.-Петербург, 2000). Уровень оснований Шиф-
фа (ОШ) изучали по интенсивности флюоресценции 
[7], измерения выполнены на спектрофлюориметре 
«Флюорат-02-Панорама» (С.-Петербург, 2009). Уро-
вень малонового диальдегида (МДА) оценивали спек-
трофотометрически по интенсивности взаимодействия 
с тиобарбитуровой кислотой [8] на спектрофотометре 
СФ-46. Уровень общих липидов определяли с помощью 
набора Bio-Test Total Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия).Bio-Test Total Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия).-Test Total Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия).Test Total Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия). Total Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия).Total Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия). Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия).Lipids (ф. PLIVA-Lachema, Чехия). (ф. PLIVA-Lachema, Чехия).PLIVA-Lachema, Чехия).-Lachema, Чехия).Lachema, Чехия)., Чехия). 
Уровень первичных и вторичных продуктов окисления 
липидов выражали в относительных единицах.

Степень окислительной модификации белков оце-
нивали по уровню карбонильных производных в со-
ставе окисленных аминокислотных остатков белков, 
реагирующих с 2,4-динитрофенилгидразином с обра-
зованием производных 2,4-динитрофенилгидразона 
[9] на спектрофлюориметре «Флюорат-02-Панорама» 
(С.-Петербург, 2009). Содержание белка определяли 
с помощью набора «Общий Белок-Витал» (ф. «Витал 
Диагностикс», С.-Петербург). Степень окисленной 
модификации выражали в относительных единицах. 
Потенциальную возможность окисления субстрата в 
пробах оценивали методом индуцированной хемилю-
минесценции с использованием реакции Фентона [10] 
на приборе БХЛ-6 (Н. Новгород). 

Статистическая обработка данных выполнена с по-
мощью программы Statistica 6.0. Оценку межгрупповыхStatistica 6.0. Оценку межгрупповых 6.0. Оценку межгрупповых 
различий проводили по критерию Стьюдента. Выборки 
считались принадлежащими к разным генеральным со-
вокупностям при р<0,05 [11]. 

результаты и обсуждение. В хрусталиках зрелых 
животных (12 мес) по сравнению с молодыми (5 мес) 
наблюдается заметная тенденция к возрастанию уров-
ня продуктов ПОЛ (рис. 1). Наиболее значительное 
изменение их содержания происходит между возраст-
ными группами 12 и 24 мес, в частности отмечено ста-
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тистически значимое снижение 
уровня первичных — ДК и ТК и 
конечных продуктов окисления — 
ОШ. Между группами в возрасте 
24 и 36 мес отмечается незначи-
тельное повышение содержания 
продуктов липопероксидации. От- 
носительное содержание кар-
бонильных производных белков 
хрусталика экспериментальных 
животных с возрастом имеет вы-
раженную тенденцию к снижению 
(рис. 2).

Преобладание свободно-ради-
кальных процессов в хрусталике 
у возрастных групп 5 и 12 мес 
можно объяснить следующими 
причинами. Во-первых, большей 
долей растущих слабодиффе-
ренцированных клеток волокон 
коры хрусталика по сравнению с 
окончательно сформированными 
волокнами ядра хрусталика и, 
соответственно, сопутствующи-
ми росту процессами окисления 
молекул глицерофосфолипидов, 
производные которых (диацилгли-
церин, жирные кислоты) являются 
внутриклеточными вторичными 
мессенджерами, тесно вовлечен-
ными в процессы роста клеток. 
К примеру, диацилглицерин, вза-
имодействуя с протеинкиназами 
С и D, участвует в транспортеD, участвует в транспорте, участвует в транспорте 
липидов от аппарата Гольджи к 
плазматической мембране и, та-
ким образом, вовлечен в клеточ-
ный рост [12, 13]. 

Во-вторых, повышенный уро-
вень продуктов ПОЛ в хрустали-
ке у возрастных групп до 24 мес 
может быть связан с высоким по 
сравнению со старческим воз-
растом относительным содержанием глицерофос-
фолипидов в мембранах волокон коры и ядра хрус-
талика, являющихся первоочередными субстратами 
пероксидации [14]. Исследования липидного состава 
мембран хрусталиков животных и человека показа-
ли увеличение содержания сфинго-, дигидросфин-
гомиелина и холестерина в мембранах хрусталиков 
у возрастных представителей разных видов млеко-
питающих [5, 14]. Установлено, что сфингомиелины 
и холестерин эффективно препятствуют процессам 
латерального транспорта кислорода по мембранам 
и окисления ненасыщенных жирных кислот в составе 
фосфолипидов [15, 16]. Полученные нами данные поз-
воляют предположить, что процессы свободно-ради-
кального окисления могут не только напрямую учас-
твовать в изменении структуры и свойств мембран 
хрусталика, но также инициировать адаптационные 

механизмы, препятствующие реализации свободно-
радикальных реакций.

Снижение с возрастом уровня карбонильных произ-
водных белков хрусталика можно объяснить особен-
ностями окислительных процессов в хрусталике и в 
организме в целом. Вероятно, процессы, приводящие 
к накоплению карбонильных производных белков хрус-
талика, с возрастом ослабевают, уступая роль другим 
механизмам. Известно, что основными механизмами 
деградации/денатурации белков хрусталика являются 
дезаминирование, фрагментация, рацемизация, окис-
ление сульфгидрильных групп [17—19]. 

Динамика накопления продуктов ПОЛ в плазме 
крови животных характеризуется возрастанием их от-
носительного содержания до максимальных уровней, 
наблюдавшихся в возрасте 24 и 36 мес (рис. 3). В пла-
не возрастных изменений уровня карбонильных произ-
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водных белков плазмы наблюда-
ется схожая тенденция: отмечено 
накопление данных окислитель-
ных модификаций у животных в 
возрасте 36 мес по сравнению с 
остальными группами (рис. 4).

Накопление с возрастом в 
плазме крови крыс продуктов 
липопероксидации и протеи-
нов, имеющих в своем составе 
излишние карбонильные груп-
пировки, может быть связано 
с ослаблением работы систем 
антиоксидантной защиты, сме-
щением равновесия в сторону 
преобладания катаболических 
процессов над анаболическими 
и может указывать на снижение 
функциональной активности сис-
тем, которые элиминируют ток-
сичные продукты метаболизма. 

При сравнении параметров 
индуцированной хемилюминес-
ценции хрусталиков и плазмы 
крови экспериментальных жи-
вотных (рис. 5) у групп в воз-
расте 12, 24 и 36 мес по срав-
нению с группой 5 мес в ткани 
хрусталика отмечено снижение 
значений светосуммы (S) и пикаS) и пика) и пика 
люминесценции (Imax), что соот-Imax), что соот-), что соот-
ветствует снижению уровня суб-
стратов, способных подвергаться 
свободно-радикальному окисле-
нию. В плазме крови, напротив, 
в старших возрастных группах 
отмечен более высокий уровень 
индуцированной хемилюминес-
ценции по сравнению с животны-
ми в возрасте 5 мес.

Наблюдаемые отличия мо-
гут быть обусловлены тем, что 

с возрастом в хрусталиках накапливаются 
белковые агрегаты и ригидные комплексы 
липидов мембран и белков [20], которые 
стерически препятствуют взаимодействию 
радикалов, генерируемых в реакции Фенто-
на, со своими потенциальными мишенями. 

Среди возможных механизмов, объяс-
няющих возрастное снижение уровня ин-
дуцированной хемилюминесценции тка-
ни хрусталика, следует также упомянуть 
увеличение доли холестерина и сфинго-
миелинов, эффективно препятствующих 
распространению цепей радикальных 
реакций [16]. В связи с этим несомнен-
ный интерес представляют исследова-
ния, касающиеся возрастных изменений 
липидного состава мембран хрусталиков, 
обусловливающих изменения их физико-

С
од

ер
ж

ан
ие

 п
ро

ду
кт

ов
 П

О
Л

, о
тн

. е
д.

               5                            12                           24                           36

25

20

15

10

5

0

Возраст, мес

— ДК;

— ТК;

— МДА;

— ОШ

рис. 3. Продукты окисления липидов в плазме крови крыс; * — статистически значи-
мые различия между группами 12 и 24 мес, # — между группами 5 и 36 мес

К
ар

бо
ни

ль
ны

е 
пр

ои
зв

од
ны

е 
бе

лк
ов

, о
тн

. е
д.

0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

0,01

0
           5                        12                        24                         36

Возраст, мес

— аДНФГн  
     (356 нм);
— аДНФГн  
     (363 нм);
— кДНФГн  
     (370 нм);
— аДНФГо  
     (430 нм);
— кДНФГо  
     (530 нм)

рис. 4. Уровень карбонильных производных белков плазмы крови крыс; * — статисти-
чески значимые различия группы 36 мес от групп 5 и 24 мес

П
ар

ам
ет

ры
 х

ем
ил

ю
м

ин
ес

це
нц

ии
, м

В

   5                  12                24                  36

80

70

60

50

40

30

20

10

0

Возраст, мес

— S (хруст.);

— Imax (хруст.);

— S (плазма);

—  Imax (плазма)

рис. 5. Параметры индуцированной хемилюминесценции проб хрусталика 
и плазмы крови крыс за 30 с; * — статистически значимые различия группы 
5 мес от групп 12, 24 и 36 мес, # — группы 5 мес от групп 12 и 24 мес

Окисление липидов и белков в хрусталике и плазме крови крыс в процессе старения



20       СТМ ∫ 2011 - 3

 биомедицинские исследования 

химических свойств, особенности взаимодействия с 
белками хрусталика и «чувствительность» к свобод-
но-радикальным процессам. 

Заключение. Процессы пероксидации липидов 
мембран хрусталика возрастают у животных в возрас-
те 5—12 мес и снижаются в период 12—24 мес, тогда 
как содержание продуктов липопероксидации в плаз-
ме крови имеет выраженную тенденцию к увеличению. 
С возрастом наблюдается снижение относительного ко-
личества карбонильных производных белков хрустали-
ка параллельно с накоплением данных модификаций в 
плазме крови у животных в возрасте 36 мес. Характер 
возрастных изменений параметров индуцированной 
хемилюминесценции проб хрусталика и плазмы крови 
крыс заметно отличается: в хрусталике наблюдается 
снижение уровня потенциально окисляемых субстра-
тов, тогда как в плазме отмечена обратная тенденция.

На основании приведенных предварительных дан-
ных можно предположить, что среди изученных в ра-
боте показателей окислительных процессов плазмы 
крови отсутствуют маркеры, характеризующие интен-
сивность и направленность свободно-радикальных 
процессов в ткани хрусталика.
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