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Обнаружено снижение интенсивности процессов апоптотической и некротической гибели лимфо-
цитов периферической крови человека после воздействия УФ-света (254 нм, 1510 Дж/м2) и перок-
сида водорода (10–5 моль/л) в присутствии ресвератрола (10–7, 10–6 и 10–5 моль/л). Выявлено, что
цитопротекторное действие ресвератрола на лимфоциты обусловлено снижением уровня продук-
ции внутриклеточных активных форм кислорода и ионов кальция, повышением активности анти-
оксидантных ферментов – каталазы и глутатионредуктазы, увеличением пероксидной резистент-
ности плазматических мембран, взаимодействием с ДНК. Обсуждаются возможные механизмы
действия ресвератрола как регулятора процессов апоптотической и некротической гибели лимфо-
цитов, индуцированной воздействием пероксида водорода и УФ-излучения.
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Исследование механизмов, путей реализации
и способов регулирования клеточной гибели им-
муноцитов – одна из ключевых проблем клеточ-
ной биофизики и биомедицины. Нами выявлено
[1, 2], что программированная клеточная смерть
лимфоцитов периферической крови человека по-
сле УФ-облучения (240–390 нм) в дозе
1510 Дж/м2 осуществляется с участием р53-зави-
симого пути ядерного механизма, а также рецеп-
торопосредованного каспазного, митохондри-
ального и связанного с нарушением кальциевого
гомеостаза механизмов. Обнаружено [1, 2], что
экзогенный пероксид водорода в конечной кон-
центрации 1 и 10 мкмолей индуцирует в лимфо-
цитах процессы апоптотической гибели, которые
реализуются с участием рецепторопосредованно-
го каспазного, митохондриального (с активацией
каспазы-9) и р53-зависимого пути ядерного меха-
низмов апоптоза. Медиаторами клеточной смер-
ти лимфоцитов в условиях воздействия УФ-света
и пероксида водорода являются активные формы
кислорода (АФК) и ионы кальция. В этой связи

системы генерации и утилизации АФК, мобили-
зации и перераспределения ионов кальция между
клеточными компартментами можно рассматри-
вать как одни из ключевых «сайтов» регулирова-
ния процессов клеточной гибели лимфоцитов. 

Перспективным антиоксидантным биоген-
ным соединением, проявляющим противовоспа-
лительное, противомикробное, противоопухо-
левое, кардио- и нейропротективное, иммуно-
модулирующее, радиопротекторное действие,
является ресвератрол [2–15]. Ресвератрол спосо-
бен активировать теломеразу, влияет на пост-
трансляционную модификацию и локализацию
фермента, ингибирует его активность в опухоле-
вых клетках и увеличивает – в предшественниках
эпителиальных и эндотелиальных клеток [16]. 

Ресвератрол – растительный полифенол, фи-
тоалексин с эстрогеноподобным действием, су-
ществующий в виде транс- и цис-стереоизомеров
[17]. Транс-ресвератрол представляет собой био-
логически активную и стабильную форму соеди-
нения. Ресвератрол имеет более двадцати молеку-
лярных мишеней,  среди которых клеточные ре-
цепторы, компоненты сигналтрансдукторныхСокращение: АФК – активные формы кислорода.
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систем, транскрипционные факторы, различные
ферменты и др. [18]. 

Несмотря на то, что это плейотропное соеди-
нение проявляет множество положительных эф-
фектов в исследованиях in vitro и in vivo и пред-
ставляется перспективным для профилактики и
лечения целого ряда патологий (в том числе он-
ко-, сердечно-сосудистых и воспалительных за-
болеваний, диабета 2 типа, гипертонической бо-
лезни, метаболического синдрома), вопрос о его
клиническом применении сложен в связи с не-
высокой биодоступностью ресвератрола, двух-
фазностью его действия и определением опти-
мальной дозы препарата (биологически актив-
ного диапазона концентраций). Бифазный
характер действия ресвератрола проявляется в
антиоксидантном/цитопротективном/иммуно-
стимулирующем/радопротекторном эффекте
при низких концентрациях (обычно менее
50 мкмоль/л) и прооксидантном/цитотоксиче-
ском/иммуносупрессивном действии при более
высоких концентрациях [11, 13]. В то же время
для профилактики рака эффективны концен-
трации ресвератрола в 10–40 ммоль/л [19]. Ре-
свератрол может запускать апоптоз, аутофагию,
репликативное старение, митотическую ката-
строфу опухолевых клеток [20–22]. 

Гибель клеток, индуцированная повышением
внутриклеточной концентрации АФК, рассмат-
ривается как предельный случай редокс-регуля-
ции активности клеток, использующейся в каче-
стве одного из подходов противоопухолевой тера-
пии [23]. Ресвератрол относят к перспективным
соединениям для редокс-направленной терапии
рака за счет индукции образования АФК (су-
пероксидного анион-радикала и пероксида водо-
рода) с участием ферментов дыхательной цепи
митохондрий [23]. Учитывая эти обстоятельства,
а также тот факт, что лимфоциты относятся к
клеткам с остаточной теломеразной активно-
стью, которая может быть активирована путем
прямого взаимодействия с голоферментом тело-
меразы или сигнальными путями, активирующи-
ми ее, необходимо исследовать процессы клеточ-
ной гибели лимфоцитарных клеток в присут-
ствии ресвератрола в различных концентрациях
во взаимосвязи с их антиоксидантным статусом. 

Обнаружено [24], что ресвератрол может нару-
шать структуру ДНК в лимфоцитах при концен-
трациях 100–200 мкмоль/л. В то же время
установлено [5], что транс-ресвератрол в концен-
трациях от 0 до 219 мкмоль/л уменьшал радиаци-
онно-индуцированное повреждение хромосом
лимфоцитов. Наиболее выраженный эффект
снижения уровня повреждений ДНК лимфоци-
тов человека in vitro наблюдали при уровне ресве-
ратрола 0.5 ммоль/л при воздействии радиации в
дозах 0.5 и 1 Гр [25]. Ресвератрол значительно ин-

гибировал радиационно-индуцированное повре-
ждение ДНК лимфоцитов периферическй крови
мышей [8]. Он проявляет эффекты гормезиса [5],
относится к группе радиомитигаторов за счет ан-
тиоксидантных свойств и активации сиртуинов
[26, 27]. Однако молекулярные механизмы радио-
защитной активности ресвератрола детально не
исследованы [15]. Необходимо уточнить диапазо-
ны концентраций полифенола, при которых он
проявляет радиопротекторное действие.

В этой связи нами были исследованы некото-
рые показатели (индикаторы) процессов апопто-
тической и некротической гибели, а также
антиоксидантного статуса лимфоцитов человека,
модифицированных воздействием УФ-света
(254 нм, 1510 Дж/м2) и пероксида водорода
(10‒5 моль/л) в присутствии ресвератрола в невы-
соких концентрациях (10–7, 10–6 и 10–5 моль/л). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования – лимфоциты, получен-

ные не позднее двух часов после забора крови. За-
бор крови производили в стеклянные центри-
фужные пробирки с добавлением раствора гепа-
рина (25 Ед/мл). Донорами были здоровые
мужчины 18–45 лет, у которых брали кровь в фи-
лиале Воронежской городской клинической
больницы скорой медицинской помощи № 1
Воронежской областной станции переливания
крови.

Лимфоциты получали путем центрифугирова-
ния гепаринизированной донорской крови в
градиенте плотности фиколл-урографина (фи-
колл 400 (Diam, Швейцария) – 7.64 г, урографин
76% (Bayer Schering Pharma AG, Германия) –
20 мл, вода – 92.56 мл; ρ = 1.077 г/см3) [28]. В цен-
трифужную пробирку на 1 мл градиентной смеси
наслаивали 3 мл гепаринизированной крови, раз-
бавленной раствором Хенкса (0.1 моль/л, рН 7.4
при 20°С) в соотношении 1 : 1. Центрифугирова-
ние проводили в течение 15 мин при 200 g. Полу-
ченные лимфоциты отбирали пастеровской пи-
петкой, а затем центрифугировали в избытке рас-
твора Хенкса в течение 10 мин при 180 g. Отмытые
лимфоциты суспендировали в растворе Хенкса до
рабочей концентрации 2·106 кл/мл при помощи
камеры Горяева. 

Для проверки чистоты полученной суспензии
лимфоцитов делали мазки, которые затем окра-
шивали по методу Романовского–Гимзы [28]. В
полученной суспензии лимфоциты составляли
95–97 % всех клеток, 3–5 % приходилось на долю
нейтрофилов и моноцитов. 

Число жизнеспособных клеток во взвесях
определяли методом эксклюзии трипанового си-
него [28]. Нами установлено, что ресвератрол в
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конечной концентрации 10–7, 10–6 и 10–5 моль/л
не влиял на жизнеспособность лимфоцитов.

В работе использовали транс-ресвератрол
(Shaanxi Hongao Bio-Tech Inc., Китай). Суспен-
зию лимфоцитов с ресвератролом в конечной
концентрации 10–7, 10–6 и 10–5 моль/л инкубиро-
вали в течение 1 ч.

УФ-облучение лимфоцитов (2·106 кл/мл), сус-
пендированных в растворе Хенкса, проводили в
чаше Петри, помещаемой в облучатель BIO-link-
BLX 254 нм (Vilber Lourmaet, Франция). Доза об-
лучения лимфоцитов составляла 1510 Дж/м2. 

При исследовании спектральных характери-
стик растворов ресвератрола нами выявлены две
полосы поглощения: при 214 нм и 298–322 нм
(λmax = 304 нм), что согласуется с известными
данными [29].

Лимфоциты модифицировали пероксидом во-
дорода в конечной концентрации 10–5 моль/л.
Растворы пероксида водорода готовили с исполь-
зованием коэффициента молярного поглощения
Н2О2 43.6 л·моль–1·см–1 при длине волны 240 нм.

Суспензии нативных и модифицированных
воздействием УФ-света и пероксида водорода
лимфоцитов в отсутствие и в присутствии ресве-
ратрола инкубировали в течение 1 ч при 37°С в ат-
мосфере 5% СО2.

Уровень повреждений ДНК лимфоцитов ис-
следовали методом ДНК-комет, основанным на
оценке электрофоретической подвижности ДНК
единичных клеток, иммобилизованных в агароз-
ном геле. Регистрируемым изменением является
способность ДНК индивидуальной клетки ми-
грировать в постоянном электрическом поле бла-
годаря нарастающей в процессе гибели деграда-
ции генома. Клетки фиксировали в слое легко-
плавкой агарозы (Fermentas, США, упругость 1%-
го геля – 555 г/см², температура плавления –
64.8°С, температура гелеобразования – 27°С) на
поверхности стекла. Пробы готовили, нагревая
150 мг агарозы в 30 мл фосфатно-солевого буфера
до полного растворения агарозы. После этого
пробы остужали до 37°С и вносили в агарозу ин-
тактные и модифицированные клетки. Получив-
шиеся стекла погружали в лизирующий раствор
(2.5 моль/л NaCl, 100 ммоль/л ЭДТА, 10 ммоль/л
трис-HCl, pH 10.0, 0.5% Тритона Х-100, 1% доде-
цилсульфата натрия, 10% диметилсульфоксида) и
инкубировали 18 ч при 8°С. Затем пробы инкуби-
ровали 30 мин в буфере для электрофореза
(300 ммоль/л NaOH, 1 ммоль/л ЭДТА, pH 13.0).
Электрофорез проводили при напряжении
0.8 В/см в течение 20 мин. После окончания элек-
трофореза стекла промывали в 0.4 моль/л трис-
HCl-буфере, pH 7.5. Затем гель окрашивали рас-
твором бромистого этидия, накрывали покров-

ным стеклом и исследовали с помощью флуорес-
центного микроскопа (Zeiss 450–490, Ft 510, LP
520, увеличение 400×). Изображения ДНК-комет
регистрировали цифровым фотоаппаратом. По-
лученные результаты обрабатывали с помощью
специального программного обеспечения для
расчета стандартных параметров комет Comet-
Score. Рассчитывали процентное содержание
ДНК в «хвосте» кометы (%Т), характеризующее
уровень повреждений в ДНК исследуемых кле-
ток, наличие которых можно рассматривать как
сигнал к инициации апоптоза [30]. 

При исследовании процессов некротической
гибели к клеточным суспензиям добавляли по
5 мкл раствора пропидия йодида в растворе Хенк-
са (соотношение по объему 1 : 3) и инкубировали
в темноте в течение 30 мин. Затем в образцы до-
бавляли по 500 мкл раствора Хенкса и осаждали
клетки центрифугированием при 1000 об/мин в
течение 10 мин на центрифуге MiniSpin. Суспен-
зию лимфоцитов объемом 50 мкл наносили на
предметные стекла и высушивали в темноте. Ана-
лиз клеток проводили на флуоресцентном мик-
роскопе (Zeiss 450–490, Ft 510, LP 520, увеличе-
ние 400×). 

Уровень АФК в интактных и модифицирован-
ных лимфоцитах исследовали флуоресцентным
методом при помощи 2',7'-дихлорфлуоресцеин-
диацетата на спектрофлуорофотометре RF-1501
(Shimadzu, Япония) [31]. 

Уровень каталитической активности каталазы
определяли спектрофотометрическим методом
при λ = 410 нм, основанным на оценке светопо-
глощения цветного комплекса пероксида водоро-
да и водного раствора молибденовокислого ам-
мония. 

Ферментативную активность глутатионредук-
тазы оценивали по скорости окисления НАДФН,
регистрируемой спектрофотометрически при
длине волны 340 нм.

Концентрацию свободного цитоплазматиче-
ского кальция в лимфоцитах измеряли с исполь-
зованием флуоресцентного зонда Fura-2АМ на
спектрофлуорофотометре RF-1501 (Shimadzu,
Япония) [32]. 

Уровень пероксидной резистентности лимфо-
цитов исследовали на биохемилюминометре
БХЛ-06М. Для этого в кювету для хемилюмино-
метра вносили 1 мл суспензии лимфоцитов,
предварительно проинкубированной с FeSO4
(10–7 моль/л) в течение 10 мин. Затем вносили
0.01 мл пероксида водорода (0.01%) и, переводя
кювету в измерительное положение, фиксирова-
ли величину интенсивности и светосуммы люми-
несценции в изучаемой системе. 

ДНК из нативных и модифицированных лим-
фоцитов выделяли с помощью набора «ПРОБА-
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ГС» («ДНК-технология», Россия). Концентра-
цию и чистоту ДНК оценивали спектрофотомет-
рическим методом соответственно по оптической
плотности препаратов при 260 и 320 нм и соотно-
шению А260/А280. Концентрация ДНК составляла
10 нг/мкл. Целостность выделенной ДНК прове-
ряли с помощью гель-электрофореза в 1% агароз-
ном геле. Спектры флуоресценции системы
«ДНК–этидия бромид» регистрировали на спек-
трофлуорофотометре RF-1501 (Shimadzu, Япо-
ния). Длина волны возбуждения и испускания
флуоресценции – 495 и 605 нм соответственно.
Конечная концентрация этидия бромида –
0.3 мкмоль/л.

Обработку результатов проводили с помощью
пакета статистических программ Statgraphics:
определяли среднее значение, стандартное
отклонение, доверительный интервал. Достовер-
ность отличий контрольных и эксперименталь-
ных результатов оценивали при помощи t-кри-
терия Стьюдента. Различия тестируемых показа-
телей считались достоверными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Методом ДНК-комет исследован один из мар-
керных показателей апоптоза – уровень повре-
ждений ДНК лимфоцитов после воздействия пе-
роксида водорода (10–5 моль/л)  и УФ-света
(1510 Дж/м2) в присутствии ресвератрола в конеч-
ной концентрации 10–7, 10–6 и 10–5 моль/л
(рис. 1). 

Через 1 ч после воздействия пероксида водо-
рода и УФ-излучения на лимфоциты уровень по-
вреждений ДНК существенно повышается по
сравнению с таковым для интактных клеток
(12 ± 5%). Из анализа данных рис. 1 следует, что в
присутствии ресвератрола в использованных
концентрациях величина исследуемого парамет-
ра статистически достоверно снижается по отно-
шению к таковой для лимфоцитов, модифициро-
ванных пероксидом водорода и УФ-светом в от-
сутствие полифенола. 

Методом флуоресцентной микроскопии с
окрашиванием ядер иммуноцитов раствором
пропидия йодида было определено количество
некротических клеток в поле зрения через 1 ч по-
сле воздействия пероксида водорода и УФ-света
на лимфоциты в отсутствие и в присутствии ре-
свератрола (рис. 2). 

Из этого рисунка следует, что ресвератрол в
использованных концентрациях уменьшает ко-
личество некротических клеток в суспензии лим-
фоцитов через 1 ч после воздействия пероксида
водорода и УФ-света на клетки по сравнению с
таковым для модифицированных свободных им-
муноцитов.

Следовательно, ресвератрол в использован-
ных концентрациях снижает уровень поврежде-
ний ДНК апоптотических (инициированных к
апоптозу) лимфоцитов и количество некротиче-
ских клеток  в условиях воздействия пероксида
водорода и УФ-света. 

С целью выявления возможных механизмов
протекторного эффекта ресвератрола в отноше-

Рис. 1. Изменения процентного содержания ДНК в
«хвосте» комет лимфоцитов после воздействия пе-
роксида водорода и УФ-света в присутствии ресвера-
трола: по оси абсцисс – конечная концентрация ре-
свератрола, по оси ординат – процентное содержание
ДНК в «хвосте» комет; 1 – после воздействия перок-
сида водорода, 2 – после УФ-облучения.

Рис. 2. Количество некротических лимфоцитов (N)
через 1 ч после воздействия пероксида водорода
и УФ-света в присутствии ресвератрола: по оси абс-
цисс – конечная концентрация ресвератрола, по оси
ординат – количество некротических лимфоцитов в
поле зрения; 1 – после воздействия пероксида водо-
рода, 2 – после УФ-облучения.
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нии иммуноцитов были исследованы изменения
уровня продукции АФК, функциональной актив-
ности каталазы и глутатионредуктазы лимфоци-
тов, модифицированных воздействием УФ-света
и пероксида водорода в отсутствие и в присут-
ствии ресвератрола (табл. 1). 

Обнаружено (табл. 1), что воздействие ресве-
ратрола в конечной концентрации 10–7, 10–6 и
10–5 моль/л в течение 1 ч на суспензию интакт-
ных лимфоцитов индуцирует статистически зна-
чимое снижение уровня внутриклеточных актив-
ных форм кислорода по сравнению с таковым для
нативных (немодифицированных) иммуноцитов.
Уровень АФК – один из индикаторов митохон-
дриального механизма апоптоза – в лимфоцитах,
подвергнутых воздействию УФ-излучения и пе-
роксида водорода в присутствии ресвератрола в
тех же концентрациях, статистически достоверно
снижается по отношению к величинам исследуе-
мого параметра для клеток, модифицированных в
отсутствие полифенола. 

Уровень функциональной активности катала-
зы интактных лимфоцитов после воздействия
ресвератрола в использованных концентрациях
10–7, 10–6 и 10–5 моль/л увеличивается соответ-

ственно в 2.2, 2.1 и 2.1 раза по сравнению с тако-
вым для клеток в отсутствие полифенола (табл. 1).
Величины активности каталазы лимфоцитов по-
сле воздействия пероксида водорода и УФ-света в
присутствии ресвератрола в тех же концентраци-
ях статистически достоверно увеличиваются со-
ответственно в 7.7, 6.2, 7,6 и 4.0, 4.0, 4.5 раза по
сравнению с таковыми для модифицированных
клеток в отсутствие полифенола (табл. 1). 

Воздействие ресвератрола на интактные лим-
фоциты не изменяет уровень активности глутати-
онредуктазы (табл. 1). Уровень активности глута-
тионредуктазы лимфоцитов после воздействия
Н2О2 и УФ-излучения в присутствии ресвератро-
ла в тех же концентрациях увеличивается соот-
ветственно в 1.8, 1.8, 1.7 и 2.7, 3.0, 3.0  раза по срав-
нению с таковым для модифицированных клеток
в отсутствие биогенного агента (табл. 1).

При этом общий уровень белка в исследуемых
модифицированных  клетках не изменяется по
отношению к таковому для интактных лимфо-
цитов.

Повышение величин активности каталазы в
интактных и модифицированных лимфоцитах в
присутствии ресвератрола приводит, по всей ве-

Таблица 1. Изменения уровня внутриклеточных активных форм кислорода, функциональной активности
каталазы и глутатионредуктазы лимфоцитов человека, модифицированных воздействием УФ-излучения и
пероксида водорода в отсутствие и в присутствии ресвератрола

Показатель Конечная концентрация ресвератрола, моль/л
0 10–7 10–6 10–5

Уровень продукции АФК в интактных 
клетках, отн. ед.

14.9 ± 2.2 5.1 ± 0.9* 9.2 ± 1.0* 9.7 ± 0.5*

Уровень продукции АФК в Н2О2-
модифицированных клетках, отн. ед.

12.5 ± 0.9 3.6 ± 0.7* 6.2 ± 0.5* 4.7 ± 0.6*

Уровень продукции АФК в УФ-
облученных клетках, отн. ед.

13.0 ± 1.2 2.8 ± 0.5* 4.8 ± 1.4* 6.0 ± 1.5*

Уровень активности каталазы в 
интактных клетках, мкмоль/мин

28.0 ± 11.0 62.0 ± 9.0* 59.0 ± 9.0* 60.0 ± 11.0*

Уровень активности каталазы 
в Н2О2-модифицированных клетках, 
мкмоль/мин

10.0 ± 5.0 77.0 ± 5.0* 62.0 ± 14.0* 76.0 ± 3.0*

Уровень активности каталазы в УФ-
облученных клетках, мкмоль/мин

23.0 ± 6.0 93.0 ± 3.0* 92.0 ± 4.0* 104 ± 15*

Уровень активности глутатионредуктазы 
в интактных клетках, мкмоль/мин

7.3 ± 1.2 9.4 ± 0.9 7.7 ± 0.6 7.9 ± 0.8

Уровень активности глутатионредуктазы 
в Н2О2-модифицированных клетках, 
мкмоль/мин

9.2 ± 0.6 16.3 ± 0.9* 16.9 ± 1.2* 15.4 ± 2.0*

Уровень активности глутатионредуктазы 
в УФ-облученных клетках, мкмоль/мин

2.0 ± 0.5 5.4 ± 0.8* 6.0 ± 0.6* 6.0 ± 0.5*

Примечание. * – Отличия от контроля (без ресвератрола) статистически достоверны.
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роятности, к снижению уровня пероксида водо-
рода и других внутриклеточных активных форм
кислорода. Активация глутатионредуктазы в им-
муноцитах после воздействия пероксида водоро-
да и УФ-облучения клеток в присутствии поли-
фенола индуцирует процессы восстановления
окисленного глутатиона – низкомолекулярного
антиоксиданта, дезактивирующего активные
формы кислорода и участвующего в процессах
функционирования глутатионзависимых фер-
ментов.

При исследовании пероксидной резистентно-
сти мембран нативных лимфоцитов в присут-
ствии ресвератрола выявлено снижение интен-
сивности свободно-радикальных процессов на
поверхности иммуноцитов по сравнению с тако-
вой для клеток без ресвератрола (табл. 2). 

Обнаружено снижение уровня внутриклеточ-
ного кальция – медиатора апоптоза и «участни-
ка» процессов некроза – в цитозоле интактных и

модифицированных воздействием пероксида во-
дорода и УФ-света лимфоцитах в присутствии ре-
свератрола (табл. 3). Это может быть связано с пе-
рераспределением свободных ионов кальция
между клеточными компартментами, в частно-
сти, депонированием в эндоплазматическом ре-
тикулуме и выкачиванием из клетки в среду.

В модельном эксперименте при исследовании
флуоресценции в системе «ДНК лимфоцитов–
этидия бромид» в присутствии ресвератрола
(10‒7, 10–5 моль/л) наблюдали снижение интен-
сивности флуоресценции в максимуме (табл. 4),
что указывает на возможность взаимодействия
(интеркаляции) полифенола с молекулами ДНК.
Аналогичные изменения интенсивности флуо-
ресценции исследуемой системы обнаружены
после добавления ресвератрола к ДНК, модифи-
цированной воздействием пероксида водорода и
УФ-света. 

Таблица 2. Изменения люминесцентных характеристик лимфоцитов в присутствии ресвератрола 
Показатель Конечная концентрация ресвератрола, моль/л

0 10−7 10−6 10−5

Величина светосуммы люминесценции 
(S), мВ⋅сек

314 ± 23 132 ± 17* 164 ± 24* 153 ± 20*

Интенсивность люминесценции 
(Imax), отн. ед.

73 ± 8 7 ± 4* 3 ± 2* 5 ± 2*

Примечание. * – Отличия от контроля (без ресвератрола) статистически достоверны.

Таблица 3. Изменения уровня внутриклеточного кальция (нмоль/л) в лимфоцитах, модифицированных
воздействием пероксида водорода и УФ-света в присутствии ресвератрола 

Образец Конечная концентрация ресвератрола, моль/л

0 10−7 10−6 10−5

Интактные лимфоциты 95 ± 7 31 ± 4* 60 ± 8* 46 ± 8*

Лимфоциты, модифицированные 
пероксидом водорода

164 ± 18 48 ± 15* 76 ± 14* 61 ± 9*

Примечание. * – Отличия от контроля (без ресвератрола) статистически достоверны.

Таблица 4. Изменения интенсивности флуоресценции системы ДНК-этидия бромид в максимуме  в интактном
состоянии и после воздействия пероксида водорода и УФ-света на ДНК в присутствии ресвератрола 

Образец Конечная концентрация ресвератрола, моль/л
0 10−7 10−5

Интактная ДНК 628 ± 19 554 ± 15* 519 ± 18*
ДНК после воздействия 

пероксида водорода
605 ± 10 504 ± 12* 463 ± 15*

ДНК после УФ-облучения 614 ± 20 555 ± 16* 485 ± 10*
Примечание. Значения интенсивности флуоресценции приведены в отн. ед. * – Отличия от контроля (без
ресвератрола) статистически достоверны.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Нами установлено, что ресвератрол за счет

снижения уровня продукции внутриклеточных
активных форм кислорода и ионов кальция, по-
вышения активности антиоксидантных фермен-
тов – каталазы и глутатионредуктазы, увеличения
пероксидной резистентности плазматических
мембран, может выступать в качестве регулятора
процессов апоптоза и некроза лимфоцитов, ин-
дуцированных экзогенным пероксидом водорода
(10–5 моль/л) и УФ-облучением (254 нм,
1510 Дж/м2). Вероятно, ресвератрол способен
взаимодействовать с молекулами ДНК и повы-
шать ее устойчивость к действию модифицирую-
щих агентов.

В наших экспериментах не выявлена зависи-
мость обнаруженных эффектов ресвератрола от
его концентрации, поэтому эти данные трудно
формализовать. Полифенол в конечных концен-
трациях 10–7, 10–6 и 10–5 моль/л проявлял прак-
тически одинаковый уровень активности. По-ви-
димому, отсутствие усиления цитопротективных
и антиоксидантных эффектов ресвератрола при
повышении его уровня связано с его бифункцио-
нальным действием. 

Полагают [13], что ресвератрол действует через
ядерный фактор NF-κB, контролирующий экс-
прессию генов иммунного ответа, апоптоза, кле-
точного цикла. Ресвератрол увеличивает уровень
транскрипционного фактора NF-κB, 5'-адено-
зинмонофосфат-активируемой протеинкиназы –
сиртуина (SIRT1), гамма-коактиватора рецепто-
ра активатора пролиферации пероксисом (PGG-
1α), антиоксидантных ферментов. Антиокси-
дантное действие реализуется за счет белка SIRT1
(NAD-зависимой деацетилазы), подавляющего
апоптоз [13], увеличения концентрации антиок-
сидантных ферментов (глутатионпероксидазы,
глутатионредуктазы, глутатионтрансферазы, ка-
талазы, супероксиддисмутазы) и глутатиона, сни-
жения продукции АФК, ингибирования перок-
сидного окисления липидов [33–35]. Ресвератрол
может непосредственно выступать в качестве ан-
тиоксиданта в концентрации 10–6 моль/л и инги-
бировать пероксид водорода в модельных экспе-
риментах [36], что обусловлено наличием в его
молекуле двух фенольных колец с тремя гидрок-
сильными группами [13]. Ресвератрол регулирует
апоптоз через SIRT1, транскрипционные факто-
ры (Foxo1 и p53), проапоптотические белки се-
мейства Bcl-2 (Bim и Bax), антиапоптотический
белок семейства Bcl-2 (Bcl) [34]. Антиапоптоти-
ческий эффект полифенола может проявляться за
счет повышения уровня супероксиддисмутазы,
снижения уровня АФК [7].

Влияние ресвератрола на процессы кальций-
зависимых путей реализации апоптоза и некроза

может быть обусловлено его способностью моду-
лировать внутриклеточную передачу сигналов
кальция. Так, влияние ресвератрола на иммун-
ные клетки связывают с модификацией цито-
зольной концентрации кальция посредством
блокирования его входа в клетку и депонирова-
ния [37]. Однако конкретные механизмы измене-
ний кальциевой сигнальной трансдукции клеток
в присутствии ресвератрола не установлены.

Модуляция процессов реализации р53-зави-
симого пути ядерного механизма апоптоза может
быть связана с взаимодействием ресвератрола с
ДНК, что проявлялось в модельных эксперимен-
тах как снижение уровня флуоресценции в систе-
ме ДНК-этидия бромид в интактном состоянии и
после модификации ДНК пероксидом водорода и
УФ-облучением. Ресвератрол относят к ДНК-
тропным соединениям, способность которых к
интеркаляции в ДНК демонстрируют по туше-
нию флуоресценции красителей (этидия броми-
да, акридинового оранжевого) [18, 38]. В клетках
ресвератрол способен опосредованно влиять на
репарацию ДНК и поддержание структуры хро-
матина [39]. По-видимому, при взаимодействии
ресвератрола с ДНК происходит частичное рас-
кручивание двойной спирали и изменение кон-
формации ДНК, что нарушает образование водо-
родных связей и интенсивность электростатиче-
ских взаимодействий между фосфатными
группами. 

Обобщая результаты наших исследований,
можно заключить, что ресвератрол в условиях
воздействия пероксида водорода и УФ-излучения
на лимфоциты может регулировать процессы ми-
тохондриального механизма апоптоза, связанные
с увеличением внутриклеточного уровня АФК,
отдельные этапы ядерного механизма,  иниции-
рующиеся вследствие повреждения молекул
ДНК, а также, по-видимому, процессы «кальций-
зависимых» путей программированной клеточ-
ной смерти. 

В то же время не исключено, что защитное
(митигаторное) действие ресвератрола может
быть обусловлено его взаимодействием с лимфо-
цитарными мембранами, влиянием на состояние
рецепторов смерти Fas, опосредующих рецептор-
ный механизм апоптоза. Показано [40], что ре-
свератрол накапливается в липидных рафтах,
поглощается клетками посредством рецепторза-
висимого эндоцитоза, в результате чего активи-
руются киназные пути сигнальной трансдукции,
перераспределяются рецепторы клеточной смер-
ти внутри липидных микродоменов (рафтов)
мембран и запускается апоптоз опухолевых кле-
ток. Липидные рафты ассоциированы с организу-
ющими центрами (платформами) сборки и акти-
вации апоптотических и сигнальных молекул,
участвующих в клеточной гибели [41].
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Повышение уровня пероксидной резистент-
ности лимфоцитов, модифицированных воздей-
ствием пероксида водорода и УФ-света в присут-
ствии ресвератрола, а также снижение количества
некротических клеток могут быть связаны со ста-
билизацией мембран иммуноцитов, индуциро-
ванной взаимодействием полифенола с липид-
ным бислоем. Установлено [42], что встраивание
ресвератрола в липидные мембраны сопровожда-
ется повышением их текучести и проницаемости.
Представления о локализации ресвератрола в
липидных бислоях противоречивы и требуют де-
тализации и уточнения. Показано [42], что ресве-
ратрол может накапливаться в области гидро-
фильных головок мембранных липидов и образо-
вывать водородные связи между гидроксильными
группами молекул полифенола и гидрофильны-
ми группами липидов. Полагают [41], что ресве-
ратрол, взаимодействуя с гидрофобными хвоста-
ми фосфолипидов, локализуется в неполярной
зоне мембраны (в области рафтов), защищая ее от
пероксидного окисления липидов. 

ВЫВОДЫ

Обнаружено снижение уровня повреждений
ДНК – маркерного показателя апоптоза – и ко-
личества некротических лимфоцитов перифери-
ческой крови человека после воздействия УФ-
света (254 нм, 1510 Дж/м2) и пероксида водорода
(10–5 моль/л) в присутствии ресвератрола (10–7,
10–6 и 10–5 моль/л). Уменьшение интенсивности
процессов клеточной гибели иммуноцитов в при-
сутствии ресвератрола обусловлено снижением
уровня продукции внутриклеточных активных
форм кислорода и ионов кальция, повышением
активности антиоксидантных ферментов – ката-
лазы и глутатионредуктазы, увеличением перок-
сидной резистентности плазматических мем-
бран, взаимодействием полифенола с ДНК.

Полученные нами данные расширяют совре-
менные представления об цитопротективном,
антиапоптотическом и антиоксидантном дей-
ствии ресвератрола в концентрациях 10–7, 10–6 и
10–5 моль/л на лимфоциты крови человека в
условиях воздействия пероксида водорода и УФ-
света. Они полезны при обсуждении вопросов,
касающихся разработки способов регулирования
процессов клеточной гибели иммуноцитов, а так-
же выявления механизмов фото-, радио- и геро-
протекторного действия ресвератрола.
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 Cytoprotective and Antioxidant Effect of Resveratrol on Human Lymphocytes Modified 
with Hydrogen Peroxide and UV Light

 M.A. Nakvasina*, V.G. Artyukhov*, E.N. Chursanova*, **, O.V. Myachina**, E.I. Korpusova*,
A.Yu. Deenkova*, and V.A. Shestykh*

*Voronezh State University, Universitetskaya pl. 1, Voronezh, 394018 Russia

**N.N. Burdenko Voronezh State Medical University, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 
Studencheskaya ul. 10, Voronezh, 394036 Russia

A decrease in the intensity of the processes of apoptotic and necrotic death of human peripheral blood lym-
phocytes was found after exposure to UV light (254 nm, 1510 J/m2) and hydrogen peroxide (10–5 mol/l) in
the presence of resveratrol (10–7, 10–6, 10–5 mol/l). It was revealed that the cytoprotective effect of resveratrol
on lymphocytes is due to a decrease in the level of production of intracellular reactive oxygen species and cal-
cium ions, an increase in the activity of antioxidant enzymes - catalase and glutathione reductase, an increase
in peroxide resistance of plasma membranes, and interaction with DNA. Possible mechanisms of action of
resveratrol as a regulator of the processes of apoptotic and necrotic death of lymphocytes induced by exposure
to hydrogen peroxide and UV radiation are discussed.

Keywords: lymphocytes, resveratrol, hydrogen peroxide, UV light, apoptosis, necrosis
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