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В последние годы резко возрос интерес к раз�
работке технологий получения биологически ак�
тивных веществ, способных снижать риск разви�
тия заболеваний, сохранять и улучшать здоровье.
Развитие этого направления привело к созданию
термина “функциональное питание”, которое
подразумевает использование биологически ак�
тивных веществ (БАВ) и композиций, обогащен�
ных биологически активными добавками с целью
придания им функциональных свойств (табл. 1).

Одной из центральных проблем применения
БАВ является оценка их биологической активно�
сти. Клинические исследования и исследования
на лабораторных животных высокоинформатив�
ны, но являются дорогостоящими и сопряжены с
этическими проблемами. Кроме того, различия
ряда биохимических реакций у лабораторных жи�
вотных и человека не позволяют полностью экс�
траполировать на человека результаты, получен�
ные в экспериментах на животных моделях. В
связи с этими, все возрастающую роль в доклини�
ческой оценке биологической активности приоб�
ретают исследования in vitro, в том числе прово�
димые на культивируемых клетках человека. Ис�
пользование клеточных моделей имеет ряд
преимуществ, так как дает возможность сопо�
ставлять полученные результаты с данными про�
теомного и геномного анализа; проводить срав�
нение изменения метаболизма в присутствии и
отсутствии БАВ; устранить влияние различных
факторов, в том числе пола, возраста, индивиду�
альных особенностей организма на получаемые
результаты оценки биологической активности
исследуемых соединений. 

Культуральные модели in vitro широко распро�
странены для исследования различных характе�

ристик БАВ: цитотоксичности, биодоступности,
антиоксидантной, иммуномодулирующей актив�
ности и др. Результаты данных исследований на�
шли отражение в многочисленных работах, по�
священных роли отдельных тест�систем в оценке
биологической активности. 

Цель обзора – суммировать данные различных
источников по использованию моделей на основе
культивируемых клеток человека для исследова�
ния функциональных свойств БАВ и продуктов
на их основе.

In vitro модели для оценки антиоксидантных
свойств БАВ. Свободнорадикальное окисление
(СРО) играет важнейшую роль в развитии раз�
личных хронических заболеваний, включая сер�
дечно�сосудистые патологии, сахарный диабет,
катаракту, а также опухолевые процессы. Интен�
сивность СРО в организме модулируется целым
рядом антиоксидантов – соединений, которые
способны блокировать СРО в концентрациях, со�
поставимых с таковыми для окисляемых моле�
кул�мишеней [1]. Антиоксиданты снижают ин�
тенсивность СРО важнейших макромолекул кле�
ток – липидов, белков и ДНК, приводящего к их
повреждению.

К настоящему времени описано несколько де�
сятков соединений, относящихся к антиоксидан�
там, объединенных в различные классы. К ним
относятся витамины (А, С, Е), макро� и микро�
элементы (медь, марганец, цинк, селен, железо),
каротиноиды, флавоноиды, нефлавоноидные фе�
нольные соединения и др. [2].

Антиоксиданты характеризуются различными
механизмами действия: прямое гашение свобод�
ных радикалов, основанное на восстановлении
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свободных радикалов антиоксидантами, связыва�
ние ионов металлов переменных валентностей,
катализирующих свободнорадикальные реакции,
повышение активности эндогенных антиокси�
дантных систем. При анализе антиоксидантных
свойств необходимо учитывать многообразие ме�
ханизмов антиоксидантного действия соедине�
ний, входящих в их состав. 

Исследования антиоксидантной активности
интенсифицировались в середине 1990�х годов,
когда были разработаны различные in vitro мето�
дики определения антиоксидантной активности
БАВ. В настоящее время существует множество
таких методик определения антиоксидантной ем�
кости соединений, при этом центральная роль от�
водится экспериментам, проводимым in vitro.

Несмотря на многообразие методик оценки
антиоксидантной активности соединений в куль�
туре клеток, они включают воздействие инициа�
тора СРО и методику оценки активности радика�
лов в клетке.

В качестве инициаторов радикальных и окис�
лительно�восстановительных процессов в куль�
тивируемых клетках используются, как правило,
перекись водорода и азо�соединения (например,
AAПГ – 2,2'�азобис(2�метилпропионамидин) ди�
гидрохлорид), которые при термическом распаде
в присутствии кислорода продуцируют перок�
сильные радикалы. 

Оценку антиоксидантных эффектов на культу�
ральных тест�моделях проводят как по активно�
сти свободных радикалов непосредственно в
культивируемых клетках, так и по оксидативному
повреждению структур клетки, вызываемому сво�
бодными радикалами: накопление продуктов
окислительной модификации макромолекул
(нуклеиновых кислот, липидов, белков), уровню
эндогенных антиоксидантных ферментов и моле�
кул, участвующих в апоптозе, и. т.д.

Для оценки активности СРО непосредственно
в культивируемых клетках используются различ�
ные флуорохромы: дихлорофлуоресцеин ацетат,
родамин, гидроэтидин и др. Использование флу�
оресцентных красителей для детекции СРО осно�
вано на их способности проникать в живые клет�
ки, где под действием клеточных ферментатив�
ных систем из нефлуоресцирующих соединений
происходит образование флуоресцентных про�
дуктов.

Дихлорофлуоресцеин диацетат (ДХФДА) яв�
ляется наиболее распространенным соединением
для детекции свободных радикалов. Он проника�
ет в клетки и аккумулируется в цитозоле, где под
действием эстераз клетки деацетилируется в ди�
хлорофлуоресцеин (ДХФ) [3]. Свободные ради�
калы (пероксильный радикал, радикал NO2, кар�
бонат�радикал, гидроксил�радикал) конвертиру�
ют нефлуоресцентное соединение в флуорохром с
пиком флуоресценции около 525 нм при длине
волны возбуждающего света 498 нм. Данный ме�
тод получил широкое распространение в связи с
относительной простотой, достаточно высокой
чувствительностью и воспроизводимостью ре�
зультатов.

Дигидрородамин (ДГР) является флуорес�
центным красителем для детекции различных
свободных радикалов в клетке (гидроксил�ради�
кал, радикал NO2, пероксинитрит), но реагирует в
меньшей степени с супероксид�радикалом, пер�
оксидом водорода и монооксидом азота. ДГР
окисляется в родамин 123 с пиком флуоресцен�
ции около 536 нм при длине волны возбуждающе�
го света 500 нм [3].

Гидроэтидин (ГЭ) после проникновения в
клетку окисляется преимущественно суперок�
сид�радикалом в флуоресцентный продукт эти�
дин, который, в свою очередь, интеркалирует в
ДНК клеток и флуоресцирует с пиком около 600 нм
при длине волны возбуждающего света 500–530 нм.

Таблица 1. Некоторые биологически активные компоненты и их влияние на функции организма человека и про�
филактику развития заболеваний

Пищевые компоненты Функциональное свойство Роль в организме

Лактобактерии, бифидобактерии, олигоса�
хариды

Пре� и пробиотическая ак�
тивность

Улучшение функций желудочно�ки�
шечного тракта и иммунной системы

Витамин А, С, Е, флавоноиды, каротиноиды, 
микроэлементы

Антиоксидантные Защита от окислительного стресса

Витамин С, Е, полифенолы, каротиноиды, 
кофермент Q10

Антиоксидантные
Антигипертензивные 

Снижение риска сердечно�сосуди�
стых заболеваний

Витамин С, Е, полифенолы, каротиноиды Химиопрофилактические Снижение риска развития онколо�
гических заболеваний

Витамин A, C, D, Е, цинк, селен, аминокисло�
ты, ω�3 полиненасыщенные жирные кислоты 

Иммуномодуляторные Иммуномодулирующая функция
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К недостаткам флуорохрома можно отнести его
способность спонтанно окисляться, а также всту�
пать в реакцию с феррицитохромом с [3], в связи
с чем его применение ограничено.

Луминол и люцигенин используются для де�
текции продукции свободных радикалов в акти�
вированных фагоцитах, но также используются в
других типах клеток. В настоящее время исполь�
зование данных флуорохромов ограничено в свя�
зи с их низкой специфичностью [3].

Элисия и Киттс [4] определяли антиоксидант�
ную активность антоцианинов из ежевики на куль�
туре клеток Caco�2 с использованием ДХФДА.
СРО в клетках индуцировали добавлением азо�
инициатора ААПГ. Кроме того, определяли жиз�
неспособность клеток после воздействия на клет�
ки ААПГ в присутствии или в отсутствии раствора
антоцианинов. Было показано, что антоциани�
ны обладают антиоксидантными свойствами,
выражающимися в дозо�зависимом снижении
ААПГ�индуцированного окисления. Также от�
мечено цитопротективное действие антоциани�
нов при ААПГ�индуцированном оксидативном
стрессе.

Самаранаяка с соавт. [5] показали защитное
действие белкового гидролизата тихоокеанского
хека от ААПГ�индуцированного внутриклеточ�
ного окисления на культуре клеток Caco�2 с ис�
пользованием флуорохрома ДХФДА. Отмечено,
что белковый гидролизат значительно снижает
интенсивность СРО в клетках по сравнению с та�
ковым уровнем в клетках, инкубированных в от�
сутствие гидролизата. 

Опосредованное действие свободных радика�
лов на клетки оценивают по образованию различ�
ных биомаркеров – продуктов перекисного окис�
ления макромолекул в клетке. Так, свободные ради�
калы индуцируют перекисное окисление липидов
(ПОЛ), приводящее к образованию различных ко�
нечных продуктов: малонового диальдегида (МДА),
F2�изопростанов, конъюгированных Шиффовых
оснований, диеновых конъюгатов [6, 7]. ПОЛ в
клетке приводит к нарушению функций клеточ�
ной мембраны, инактивации связанных с мем�
браной рецепторов, повреждению ДНК.

МДА является наиболее изученным продук�
том ПОЛ [6]. Он представляет собой альдегид, об�
разующий ковалентные связи с ДНК и обладаю�
щий токсичным, мутагенным и атерогенным дей�
ствием на клетки. МДА является важным маркером
уровня перекисного окисления липидов. Отме�
чено, что его уровень в плазме достоверно повы�
шается при воздействии неблагоприятных фак�
торов – алкоголя и табака [8].

Методика определения МДА основывается на
спектрофотометрическом определении продук�

тов его реакции с тиобарбитуровой кислотой.
Вместе с тем, взаимодействие тиобарбитурата с
МДА неспецифично, и может наблюдаться завы�
шение результатов вследствие его взаимодей�
ствия с другими карбонил�содержащими соеди�
нениями. Описаны более чувствительные и вос�
производимые методики определения МДА
посредством высокоэффективной жидкостной
хроматографии (ВЭЖХ) в крови и тканях, а так�
же в культивируемых клетках [9].

Методом ВЭЖХ Хванг и Боуэн [10] исследова�
ли антиоксидантный и химиопрофилактический
эффекты ликопина и экстракта томатной пасты
на культуре клеток рака простаты линии LNCaP.
Показано, что при добавлении низких концентра�
ций ликопина достоверно снижается уровень про�
дукта реакции МДА и тиобарбитурата в клетках.

Ши с соавт. [11] исследовали антиоксидант�
ный эффект полифенолов яблок при воздействии
окислителя на клетки печени. Было отмечено,
что уровень МДА в культуральной среде первич�
ной культуры гепатоцитов мыши значительно
превышает таковой при инкубации клеток с по�
лифенолами яблок.

F(2)�изопростаны являются структурно близ�
кими к простагландинам соединениями, образу�
ющимися в результате перекисного окисления
ахаридоновой кислоты [12]. Имеются данные об
уровне F(2)�изопростанов в различных биологи�
ческих жидкостях: плазме крови, моче, церебро�
спинальной и бронхоальвеолярной жидкостях.
Данные об уровне F(2)�изопростанов в культиви�
руемых клетках немногочисленны и к настояще�
му времени имеют только исследовательский ин�
терес.

Так, описана методика анализа F(2)�изопро�
станов методом двумерного электрофореза с по�
следующей масс�cпектрометрией, пригодная для
культивируемых клеток [13]. Также описана ме�
тодика определения уровня F(2)�изопростанов в
первичной культуре астроцитов мыши с использо�
ванием радиоизотопной метки с последующей га�
зовой хроматографией и масс�спектрометрией [13].

Лоук с соавт. [14] определяли уровень F(2)�
изопростанов в линии клеток THP�1 при ААПГ�
индуцированном оксидативном стрессе в норме и
при добавлении в культуральную среду антиокси�
данта аскорбиновой кислоты. Отмечено, что ас�
корбиновая кислота снижает уровень гибели кле�
ток и содержание F(2)�изопростанов.

Повреждение молекул ДНК в результате их не�
посредственного взаимодействия с гидроксиль�
ным радикалом играет ключевую роль в гибели
клеток, индуцированной активными формами
кислорода (АФК). Отмечено, что АФК вызывают
необратимые повреждения хроматина, включая
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фрагментацию молекул ДНК, приводящие в апо�
птозу и некрозу клеток [15].

Методики для выявления фрагментации ДНК
в культивируемых клетках при воздействии ин�
дукторов СРО многочисленны, и наибольшее
распространение среди них нашла нерадиоактив�
ная методика с бромдезоксиуридином (БрдУ).
Данная методика основана на интеркаляции в
ДНК аналога тимидина. Меченые таким образом
фрагментриванные молекулы ДНК детектируют�
ся методом иммуноферментного анализа (ИФА) в
цитозоле (апоптотическая гибель клеток) и в
культуральной среде (некроз клеток).

Миллер с соавт. [16] определяли антиокси�
дантную активность отваров зеленого чая и Un�
caria guianensis на культивируемых клетках эпите�
лия желудка человека линии AGS и эпителия ки�
шечника мыши линии IEC�18. Было показано,
что отвары достоверно снижают по сравнению с
контролем фрагментацию ДНК, меченной БрдУ,
индуцированную в клетках линии AGS окислите�
лем пероксинитритом. 

Повышение уровня свободных радикалов или
снижение активности детоксикационных меха�
низмов в клетке приводит к увеличению клеточ�
ного редокс�потенциала и повреждению внутри�
клеточных макромолекул в результате их окисле�
ния, что, в конечном счете, вызывает апоптоз
клеток.

Способность пероксида водорода индуциро�
вать апоптоз клеток была показана еще в 1991 г.
[17]. Позднее индукция апоптоза свободными ра�
дикалами была продемонстрирована на различ�
ных типах клеток. К настоящему моменты извест�
ны некоторые из путей реализации апоптотиче�
ских каскадных процессов. Одной из центральных
ролей при этом отводят митохондриям, снижение
целостности мембран которых приводит к высво�
бождению цитохрома с и активации эффектор�
ных каспаз [18].

Способность антиоксидантов снижать уро�
вень апоптоза, и, таким образом, риск развития
различных заболеваний, была показана на раз�
личных клеточных культурах [19]. Методы детек�
ции апоптоза в культивируемых клетках много�
численны и могут быть классифицированы на ос�
новании биологического эффекта, вызываемого
свободными радикалами в клетке (табл. 2) [20]. 

Среди методик, основанных на определении
морфологии клеток, широкое распространение в
in vitro исследованиях приобрел метод окрашива�
ния ядер красителем Hoechst 33342, который
связывается с конденсированным хроматином
апоптозных клеток, в меньшей степени – с хро�
матином нормальных клеток. Интенсивность
окрашивания клеток при этом детектируют по
флуоресценции красителя. 

По уровню апоптоза клеток Кук с соавт. [21]
определяли антиоксидатный эффект кверцетина
на клеточной линии RPE пигментного эпителия
сетчатки. При окрашивании клеток Hoechst
33342 и МТТ (3�(4,5�диметилтиазол�2�ил)�2,5�
дифенилтетразолий бромид) показано, что квер�
цетин снижает оксидативный стресс и гибель кле�
ток, индуцированную пероксидом водорода. Кро�
ме того, отмечено снижение уровня каспазы�3,
участвующей в индукции апоптоза.

Целостная митохондриальная мембрана жи�
вых клеток обладает электрическим градиентом,
генерируемым протонной помпой электронно�
транспортной цепи митохондрий и выражаю�
щимся в величине потенциала митохондриаль�
ной мембраны. Увеличение проницаемости мито�
хондриальной мембраны приводит к высвобожде�
нию из митохондрий цитохрома с и активации
каспаз, что является одним из главных маркеров
клеточной гибели [22]. 

Оценка потенциала митохондриальной мем�
браны проводится посредством окрашивания
различными флуоресцентными красителями. Ка�
тионные флуорохромы в живых клетках за счет
разности потенциалов проникают сквозь мито�
хондриальную мембрану, а изменение флуорес�
ценции детектируется на флуориметре [23].

Таблица 2. Изменения в клетках, происходящие при
апоптозе, и методы их оценки

Структуры 
клетки

 Характерные 
изменения Методики оценки

Клетка Изменение мор�
фологии клеток

Микроскопия

Повышение 
проницаемости 
мембраны

Окраска клеток красите�
лями (пропидий йодид) 
Высвобождение аннек�
сина V

Ядро 
и ДНК 

Изменение мор�
фология ядер

Микроскопия

Фрагментация 
ДНК

In situ гибридизация, 
Гель�электрофорез
Флуоресцентные кра�
сители

Цитоплаз�
ма

Активация бел�
ков, участвую�
щих в апоптозе

Активность каспаз и 
трансглютаминаз

Митохон�
дрии

Целостность 
мембраны

Потенциал митохондри�
альной мембраны 
Высвобождение цито�
хрома с

Метаболическая 
активность

Активность цитратсин�
тазы
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Так, краситель JC�1 является членом цианино�
вого семейства флуорохромов и обладает различ�
ными спектрами флуоресценции: мономеры – зе�
леной, агрегаты – красной. При этом в нормаль�
ных клетках происходит накопление красителя в
митохондриях с образованием агрегатов, а мито�
хондрии клеток в состоянии апоптоза содержат
только мономеры красителя.

Помимо увеличения проницаемости митохон�
дриальных мембран маркером запрограммиро�
ванной клеточной гибели является повышение
экспрессии проапоптотических белков на фоне
снижения экспрессии антиапоптотических. Важ�
нейшими регуляторами процесса апоптоза явля�
ются каспазы и белки семейства Bcl. Экспрессию
проапоптоточеских белков используют как мар�
кер оксидативного стресса, вызываемого окисли�
телями. Наиболее важными маркерами при этом
являются белки семейства Bcl�2, играющие клю�
чевую роль в регуляции апоптоза (Bcl�2, Bax, Bcl�
xL), митоген�активированные протеинкиназы
(p42/44MAPK, p38MAPK) и другие протеинкина�
зы (phospho�Chk2), каспазы 2,3,7 и12.

Чен с соавт. [24] исследовали антиоксидантные
свойства куркумина на клеточной линии HepG2
при индукции СРО перекисью водорода. Отмече�
но, что куркумин снижает интенсивность СРО и
экспрессию Bax, Bcl�2, Bcl�xL, и p38MAPK, повы�
шает уровень phospho�p38MAPK, p42/44MAPK и
phospho�p42/44MAPK и не оказывает достовер�
ного влияния на митохондриальный потенциал
клеток при окрашивании клеток красителем JC�1
и фрагментацию ДНК. В совокупности эти дан�
ные свидетельствуют об антиоксидантном и ан�
тиапоптотическом действии куркумина.

Гибель клеток приводит к высвобождению в
культуральную среду цитозольных белков. Одним
из маркеров клеточной гибели является цито�
зольный фермент лактатдегидрогеназа (ЛДГ),
уровень которого в культуральной среде опреде�
ляется спектрофотометрически широко доступ�
ными промышленными наборами [25].

Рубиоло и Вега [26] определяли антиоксидант�
ную активность резвератрола на первичной куль�
туре гепатоцитов крысы. Было показано, что рез�
вератрол достоверно снижает клеточную гибель и
выброс ЛДГ в культуральную среду по сравнению
с контролем, где использовалось воздействие на
клетки гидропероксида.

Эндогенные антиоксидантные ферменты клет�
ки защищают биомолекулы от повреждающего
действия свободных радикалов [27]. Так, фермент
супероксиддисмутаза превращает супероксид�
анион кислорода в менее реакционно способный
и более гидрофобный пероксид водорода. Ката�
лазы и глутатионзависимые пероксидазы катали�

зируют превращение пероксида водорода в моле�
кулу воды.

Повышение уровня эндогенных антиокси�
дантных ферментов является одним из важней�
ших маркеров СРО [28]. При этом важен баланс
между скоростью генерации АФК и способно�
стью системы антиоксиданитной защиты их эф�
фективно обезвреживать. Генерация ряда АФК
протекает с участием прооксидатных ферментов
(НАДФ�оксидаза, ксантиноксидаза, индуцибель�
ная NO�синтетаза, миело� и лактопероксидаза и
др.) При этом показано, что уровень проокси�
дантных ферментов повышается в крови пациен�
тов при различных заболеваниях [29].

Мендис с соавт. [30] определяли антиокси�
дантную активность ферментированного гидро�
лизата желатина из кожи рыб на культивируемых
клетках гепатомы человека линии Hep3B. После
воздействия на культуру различными концентра�
циями гидролизата получали клеточные лизаты, в
которых определяли активность каталазы, глута�
тион пероксидазы, супероксиддисмутазы. Пока�
зано, что гидролизаты обладают антиоксидант�
ной активностью, выражающейся в повышении
уровней активностей ферментов системы анти�
оксидантной защиты.

Глутатион�S�трансферазы представляют собой
семейство изоферментов, играющих важнейшую
роль как в метаболизме ксенобиотиков, так в про�
цессе антиоксидантной защиты, катализируя ре�
акцию превращения пероксида водорода в воду.
Глутатион�S�трансфераза является одним из мар�
керов оксидативного стресса. Показано сниже�
ние ферментов в образцах крови и тканях при
различных заболеваниях [31]. 

Джанг с соавт. [32] изучали антиоксидантные
свойства изокверцитина из растения Thuja orien�
talis при воздействии перекиси водорода на кле�
точную линию ганглиев сетчатки линии RGC�5.
Показано, что изокверцитин снижает уровень
глутатиона, каталазы и глутатионпероксидазы�1 в
культуральной среде по сравнению с таковой без
воздействия изокверцитин.

Супероксид�анион радикал активирует NO�
синтазу, которая образует в тканях нитрозил�ра�
дикал, обладающий широким спектром биологи�
ческих эффектов, важнейшим из которых являет�
ся регуляция сокращения стенок кровеносных со�
судов. Нитрозил�радикал является токсичным для
клеток и способен индуцировать апоптоз, что про�
демонстрировано на макрофагах и астроцитах [33].

Уровень нитрозил�радикала является биомар�
кером СРО в клетке, и определяется по концен�
трации продуктов его реакции с кислородом и
суперокисид�радикалом в клетке – нитритов и
нитратов. Разработан целый ряд методов для
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определения уровня нитритов и нитратов, вклю�
чая колориметрический (реакция Грисса), хро�
матографический (ВЭЖХ) и флуоресцентный
анализы. Среди них наибольшее распростране�
ние нашла реакция Грисса, которая позволяет
определять концентрацию нитрита в различных
биологических жидкостях, клеточных экстрактах
и культуральной среде [34].

Эгучи с соавт. [35] проводили оценку антиокси�
дантной активности экстрактов моркови, имбиря,
лука и чеснока на культивируемых клетках линии
RAW264.7 по продукции оксида азота, индуциро�
ванной липополисахаридом и гамма�интерферо�
ном. Показано, что многие БАВ обладают инги�
биторным действием на продукцию нитрита в
клетках, причем экстракт моркови обладал дозо�
зависимым эффектом. Авторы заключают, что
данная методика является удобной модельной си�
стемой для оценки антиоксидантного эффекта
композиций, содержащих БАВ.

Некоторые культуральные тест�системы и ме�
тоды оценки СРО в культуре приведены в табл. 3.

В заключение раздела необходимо сказать, что
использование культуральных тест�систем явля�
ется весьма перспективной областью и в настоя�
щее время широко используется для оценки ан�
тиоксидантных свойств БАВ. Вместе с тем, ре�
зультаты, получаемые на культуральных тест�
системах, необходимо интерпретировать с осто�
рожностью и в сочетании с данными, полученны�
ми в результате проведения других in vivo и in vitro
исследований, что обусловлено различными при�
чинами. 

Во�первых, рост клеток в культуре сопровож�
дается повышением оксидативного стресса. Так,
описано, что так называемый “предел Хейфлика”
для фибробластов в значительной степени обу�

словлен повышением интенсивности оксидатив�
ного стресса в культуре [36]. Наряду с этим, в ряде
работ отмечено, что культивируемые клетки мо�
гут подавлять генерацию свободных радикалов в
среде [3]. 

Во�вторых, клетки культивируют в среде, ко�
торая может оказывать собственное действие как
на биохимические процессы в клетке, так и на ис�
следуемое вещество. Так, многие авторы отмеча�
ют, что исследование антиоксидантного эффекта
аскорбиновой кислоты и полифенолов (напри�
мер, флавоноидов) может приводить к артефак�
там в результате окисления данных соединений в
культуральной среде [37]. Кроме того, в культу�
ральных средах DMEM, McCoy’s 5A и RPMI�1640
показано образование пероксида водорода при
добавлении в них флавоноидов, галловой кисло�
ты, катехинов, кверцетина [37]. 

В�третьих, к настоящему моменту не суще�
ствует идеального маркера СРО в клетках. Мето�
дики оценки антиоксидантных свойств соедине�
ний на культивируемых клетках многочисленны
и при выборе конкретной методики в каждом от�
дельном случае необходимо учитывать механизм
антиоксидантного действия исследуемых соеди�
нений и ограничения используемого метода.
Кроме того, необходимо принимать во внимание,
что многие БАВ, включая и те, что обладают
функциональными свойствами, подвергаются
гидролизу в ЖКТ и метаболизму под действием
печеночных ферментов, таким образом, могут из�
меняться их биологические свойства. 

В обзоре Лотито и Фрай [38] отмечается, что
биодоступность наиболее интенсивно изучаемой
группы антиоксидантов – флавоноидов из расти�
тельных источников – достаточно низкая, так же
как и их концентрация в крови после добавления
в диету богатой флавоноидами пищи. Кроме того,

Таблица 3. Некоторые клеточные модели для оценки антиоксидантного действия биологически активных со�
единений

Клеточная модель Оцениваемый параметр Источник Антиоксидант Источник

Caco�2 
рак кишечника

Ингибирование СРО Красные апельсины Фенольные соединения, 
вит. С,  антоцианины

[81]

MRC5 фибробласты 
человека

Снижение оксидативно�
го повреждения ДНК

– Ресвератрол [82]

3T3 (NIH) мышиные 
эмбриональные 
фибробласты 

Снижение уровня апоп�
тоза клеток при воздей�
ствии индукторов СРО

Экстракт Spirulina 
platensis

Фикоцианин, β�каротин, то�
коферол, γ�линоленовая кис�
лота, фенольные соединения

[83]

HPF�1 фибробласты 
человека 

Снижение уровня апоп�
тоза клеток при воздей�
ствии индукторов СРО

Экстракт чая пу�эр Полифенолы [84]

MCF�7 рак молочной 
железы

Снижение уровня апоп�
тоза клеток при воздей�
ствии индукторов СРО

Экстракт черного 
тмина N. sativa L. 

Не идентифицированы [85]
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большинство флавоноидов подвергается интен�
сивному метаболизму под действием микрофло�
ры желудочно�кишечного тракта (ЖКТ), что мо�
жет значительно изменять их антиоксидантные
свойства [38]. Таким образом, важным этапом
изучения свойств БАВ в качестве потенциальных
компонентов функциональных пищевых продук�
тов является определение их биодоступности и
модификации свойств при переваривании в ЖКТ
и метаболизме.

Кроме того, зачастую БАВ при употреблении
внутрь попадают в кровь в достаточно малых кон�
центрациях. Так, показано, что биодоступность
антиоксиданта куркумина в ЖКТ человека доста�
точно низкая, а после приема внутрь в плазме
крови детектируется не само соединение, а его
метаболиты – глюкурониды и сульфаты куркуми�
на, которые обладают более низкой противовос�
палительной активностью, а также неактивный ме�
таболит гексагидрокурукумин [39, 40]. Кроме того,
показано, что куркумин не детектируется в крови
при приеме доз ниже 4 г в сутки. При этом концен�
трация его метаболитов через час после приема
внутрь 3.6 г составила всего 10 нМоль/л [41]. 

Подводя итоги вышесказанному, необходимо
отметить, что использование культуральных мо�
делей для оценки БАВ может предоставлять боль�
шой объем информации об их биологическом
действии непосредственно на клетки млекопита�
ющих и человека, но результаты данных исследо�
ваний должны быть интерпретированы в сово�
купности с другими методами оценки антиокси�
дантной активности.

Иммуномодулирующая активность. Важней�
шую роль в поддержании здоровья организма иг�
рает нормальное функционирование иммунной
системы. Это становится особенно очевидным в
последние два десятилетия, когда в развитых и
развивающихся странах отмечается все возраста�
ющее количество иммуно�опосредованных забо�
леваний, таких как рассеянный склероз, диабет
1 типа, различные аллергические заболевания
[42]. Эти изменения обусловлены, в первую оче�
редь, негенетическими факторами, такими как
неблагоприятные изменения в окружающей сре�
де и диете, а также побочными эффектами меди�
каментозной терапии.

В то же время, рост распространенности таких
патологий, как астма и аллергические заболева�
ния, в последнее время связывают с резким сни�
жением контактов человека с микроорганизма�
ми, что ведет к неполноценности иммунной си�
стемы человека [42]. В связи с этим все большее
внимание привлекают биологически активные
компоненты, корректирующие состав микрофло�
ры кишечника (про� и пребиотики) и нарушения

в иммунном статусе, обладающие мягким воздей�
ствием и способные к неспецифической защите
организма.

Данная концепция привела к появлению терми�
на “иммунопитание” (“immunonutrition”), обозна�
чающего специфические компоненты пищи, об�
ладающие иммуномодуляторным действием, на�
пример, специфические аминокислоты (аргинин,
глютамин), витамины A, C, D, Е, металлы (цинк,
селен), нуклеотиды, ω�3 полиненасыщенные
жирные кислоты и полисахариды [42]. 

Иммуномодулирующие компоненты могут
влиять как на врожденный, так и на приобретен�
ный иммунитет. Врожденный иммунитет обеспе�
чивается функционированием фагоцитарных
(нейтрофилы, макрофаги), воспалительных (ба�
зофилы, тучные клетки), дендритных клеток и
естественных киллеров (NK�клетки), барьерной
резистентностью кожи и слизистых оболочек, а
также синтезом многообразных про� и противо�
воспалительных цитокинов, факторов компле�
мента и белков острой фазы.

Приобретенный иммунитет выражается в про�
лиферации различных субпопуляций иммуно�
компетентных клеток – Т� и В�лимфоцитов,
обеспечивающих клеточный иммунный ответ
[43]. В настоящее время отмечена иммуномоду�
лирующая активность у различных БАВ и микро�
организмов, входящих в состав пищевых продук�
тов. Так, иммуномодулирующая активность была
показана для коровьего β�лактоглобулина и α�
лактальбумина, входящих в состав коровьего мо�
лока, выражающаяся в стимуляции синтеза de no�
vo IL�1Ra нейтрофилами человека и высвобожде�
нии некоторых других противовоспалительных
молекул [44]. Целая группа иммуномодулирую�
щих белков описана в грибах (иммуномодуцлиру�
ющие грибные белки – ИГБ), включая Flammuli�
na velutipes, Volvariella volvacea и др. Кроме того,
показан иммуномодулирующий эффект различ�
ных β�глюканов, выделенных из бактерий, гри�
бов, морских водорослей и хлебных злаков, веро�
ятно, в результате их воздействия на макрофаги и
NK�клетки [42].

Для анализа иммуномодулирующей активно�
сти используются многообразные in vivo и in vitro
модели, включая лабораторных животных и куль�
тивируемые клетки человека и млекопитающих. 

Для тестирования иммуномодулирующей ак�
тивности широко используют in vivo модели –
иммунизированных лабораторных мышей, кото�
рым в рацион вводят тестируемые БАВ. От жи�
вотных получают культуру спленоцитов для
оценки уровня продукции специфических анти�
тел (реагиновые антитела IgE�изотипа) и цитоки�
нов [45].
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Традиционными in vitro моделями для тестиро�
вания иммуномодулирующих свойств являются
одноядерные макрофаги периферической крови,
выделенные из крови человека и млекопитающих
[46]. Из периферической крови получают одно�
ядерные клетки, которые культивируют в присут�
ствии исследуемого вещества. Параметры, по ко�
торым оценивают иммуномодулирующий эф�
фект, включают продукцию цитокинов, а также
активацию различных иммунокомпетентных
клеток – естественных киллеров (CD56+), Т�
лимфоцитов(CD3+), цитотоксических Т�клеток
(CD8+) и CD4+ Т�клеток. Активацию регулятор�
ных Т�лимфоцитов (Treg) определяют по внутри�
клеточному содержанию белка Foxp3, являющего

маркером клеток с данным типом дифференци�
ровки.

Для оценки иммуномодуляторной активности
разработаны многочисленные культуральные мо�
дели, использующие культивируемые макрофаги
и лимфоциты человека и мыши, как правило,
опухолевого происхождения (табл. 4).

Иммуномодуляторная активность, изучаемая на
in vitro клеточных моделях, базируется на оценке
пролиферативного и метаболического ответа кле�
ток иммунной системы и экспрессии цитокинов
(табл. 5). Пролиферативный ответ оценивают как
прямым подсчетом клеток в гемоцитометре, как и
посредством наборов, определяющих количество
метаболически активных клеток (тесты с МТТ (3�

Таблица 4. Наиболее распространенные in vitro модели для оценки иммуномодулирующей активности, исполь�
зующие культивируемые клетки

Клеточная 
линия

Биологически активные 
соединения/композиции Метод оценки Источ�

ник

RAW264.7 Диоскорин из ямса (Dioscorea alata L.) Генерация оксида азота, синтез ИЛ�6, ИЛ�1β и 
ФНО�α

[86]

THP�1 Полисахариды из грибов Agaricus bis�
porus и A. brasiliensis

Продукция ИЛ�1β, ФНО�α, циклооксигеназы�2 [87]

U937 Бычий гликомакропептид Пролиферация клеток, фагоцитарная актив�
ность

[88]

HL�60 Тимопентин (пептид из 5 а.о.) Ингибирование пролиферации клеток [89]

J774A.1 Экстракт прополиса и его флавоны (кри�
зин, галангин, кемпферол, кверцетин)

Экспрессия мРНК ИЛ�1 β, индуцибельной NO�
синтетазы (iNOS), продукция оксида азота

[90]

JURKAT E6�1 Кампестерол (стерол растительного 
происхождения)

Продукция ИЛ�2 ,4,10, ИФН�γ [91]

HEK293 Бактериальные и синтетические оли�
гонуклеотиды 

Экспрессия рецептора TLR9 [92]

Mono Mac 6 Фракция с массой более 20 кДа из на�
турального меда

Продукция ИЛ�6 [93]

Таблица 5. Методики определения иммуномодулирующей активности in vitro на культивируемых клетках

Оцениваемый параметр Метод Методика определения

Оценка пролифератив�
ного ответа

БрдУ Определение количества пролиферирующих клеток методом 
ИФА по инкорпорации дромдезоксиуридина в ДНК

МТТ, ХТТ Определение количества метаболически активных клеток по 
метаболизму растворимых солей формазана в клетке

CFSE Пролиферация Т�хелперов (CD4+ cells) методом проточной 
цитометрии

Дифференцировка кле�
ток и цитокиновый от�
вет

ELISPOT Распознавание и подсчет антиген�специфических Т�лимфоци�
тов (Th1, Th2) методом проточной цитометрии

ICS Выявление цитокин�продуцирующих клеток методом проточ�
ной цитометрии

ИФА (ELISA) Определение уровня про� и противовоспалительных цитоки�
нов в культуральной жидкости

CBA (Cytometric Bead 
Array)

Определение экспрессии цитокинов (ИФН�γ/ИЛ�2/ИЛ�4/ИЛ�
5/ИЛ�10/ФНО�a) методом проточной цитометрии
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(4,5�диметилтиазол�2�ил)�2,5�дифенилтетразолий
бромид) или ХТТ (внутренняя соль 2,3�бис(2�ме�
токси�4�нитро�5�сульфофенил)�2H�тетразолий�
5�карбоксанилид)) и интенсивности синтеза
ДНК в клетках и др. Активацию иммунных кле�
ток оценивают по экспрессии цитокинов: интер�
лейкинов (ИЛ�1β,6,8,10), ФНО�α, а также синте�
зу оксида азота.

Уровень экспрессии различных цитокинов иг�
рает ключевую роль в развитии иммунных реак�
ций. Так, ИЛ�1β участвует в воспалительных ре�
акциях, врожденном иммунитете, иммуномоду�
ляции; ИЛ�6 играет ключевую роль в иммунном
ответе, в том числе, синтезе белков острой фазы,
поддержании гомеостаза, и действует как про� и
противовоспалительный цитокин. ИЛ�12 являет�
ся фактором, стимулирующим созревание наив�
ных T�лимфоцитов в Т�хелперы, а также индуци�
рует продукцию гамма�интерферонов (ИФН�γ),
фактора некроза опухолей�α (ФНО�α) из Т�лим�
фоцитов и NK�клеток.

Моноцитами, макрофагами и нейтрофилами
генерируется оксид азота, который имеет ключе�
вое значение при иммунном ответе. Различные
изоформы NO�синтазы катализируют образова�
ние оксида азота, активируемое липополисахари�
дами и различными цитокинами Т�хелперов,
включая ИФН�γ и ФНО�α. Снижение индуциру�
емой липополисахаридами продукции NO в куль�
туральной среде клеток под действием исследуе�
мых БАВ, определяется с использованием реагента
Грисса и является маркером иммуномодулирую�
щего действия [47].

Линия клеток RAW264.7 макрофагов крысы
является удобной моделью для оценки иммунно�
го ответа. С использованием данной модели Лиу с
соавт. [48] было показано, что экзополисахариды
некоторых штаммов пробиотических бактерий
Lactobacillus обладают иммуномодулирующим
эффектом, выражающимся в дозо�зависимом по�
вышении экспрессии цитокинов ИЛ�6, ФНО�α и
ИЛ�1β.

В заключение раздела необходимо отметить,
что, несмотря на то, что использование культу�
ральных тест�систем для оценки иммуномодули�
рующего действия БАВ играет лишь второстепен�
ную роль, их применение представляется весьма
перспективным, поскольку они позволяют выяв�
лять действие на отдельные пути иммунного от�
вета, например, на синтез отдельных цитокинов.
Несмотря на это, анализ результатов данных ис�
следований необходимо проводить во взаимосвя�
зи с результатами исследований in vivo, поскольку
иммунный ответ представляет собой сложный
многокомпонентный процесс, обеспечивающий�
ся функционированием разнообразных иммуно�
компетентных клеток с вовлечением целого кас�

када цитокинов с обратными связями, не сводя�
щийся только к активации или подавлению
синтеза различных субпопуляций лимфоцитов.

Оценка преD и пробиотической активности. В свя�
зи с высокой распространенностью воспалитель�
ных заболеваний желудочно�кишечного тракта
(ЖКТ) в последнее десятилетие особое внимание
исследователей привлекают про� и пребиотики.
Пробиотики (лактобактерии, бифидобактерии) и
пребиотики (олигосахариды) активно использу�
ются для создания продуктов, имеющих направ�
ленное благотворное действие на пищеваритель�
ную систему и снижающих частоту воспалитель�
ных желудочно�кишечных заболеваний.

Согласно ВОЗ, термин “пробиотик” опреде�
ляет “живые микроорганизмы, которые при вве�
дении в адекватных количествах оказывают по�
ложительное влияние на здоровье организма хо�
зяина”. Основные регулирующие руководящие
принципы для тестирования пробиотической ак�
тивности были разработаны ВОЗ в 2002 г. Соглас�
но им, пробиотик должен быть устойчивым к воз�
действию желудочного сока и желчных кислот,
адгезироваться к слизи и/или эпителиальным
клеткам человека и ингибировать рост и колони�
зацию болезнетворными микроорганизмами [49].

Изучение одного из главных свойств пробио�
тиков – устойчивость к воздействию желудочного
сока и желчных кислот, проводят на разнообраз�
ных in vitro моделях. Такие in vitro модели позволя�
ют проводить оценку устойчивости бактерий к
действию соляной кислоты желудка и желчных
кислот в условиях, имитирующих желудочное со�
держимое (рН 1–3, длительная инкубация до 3 ч,
инкубация с пепсином) или содержимое тонкой
кишки (рН 7, инкубация с панкреатином, тауро�
дезоксихолевой кислотой) [50].

Несмотря на широкое использование, in vitro
модели кишечника имеют и несомненные недо�
статки, в том числе, невозможность моделировать
разнообразные биологические реакции в ходе пе�
реваривания питательных веществ [51]. Развитие
культуральных моделей кишечника позволило
преодолеть некоторые из ограничений in vitro мо�
делей и позволило расширить возможности in vit�
ro исследований про� и пребиотиков.

Типичные культуральные in vitro модели пред�
ставляют собой культивируемые клетки эпителия
кишечника, чаще всего, опухолевого происхож�
дения. Наиболее частыми in vitro моделями явля�
ются культуральные клеточные модели, использу�
ющие линии эпителиальных клеток кишечника че�
ловека Caco�2, HT�29, HT29�MTX и свиньи I�407,
IPEC�J2 (табл. 6) [49]. Они позволяют определять
такие важнейшие характеристики новых потенци�
альных пробиотиков, как адгезию и колонизацию,
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подавление роста патогенной микрофлоры, а так�
же иммуномодуляторную активность.

Адгезия к слизи, гликопротеинам и эпители�
альным клеткам, а также колонизация в ЖКТ хо�
зяина является основополагающими характери�
стиками микроорганизмов, обладающих пробио�
тическими свойствами. In vivo оценку адгезии и
колонизации проводят на гнотобиотических ла�
бораторных крысах и свиньях. Животным добав�
ляют в рацион исследуемые штаммы бактерий и
оценивают колонизацию различных отделов
кишки [52].

Адгезию бактерий в клеточной модели оцени�
вают по стандартной методике, включающей
культивирование клеток в культуральной среде,
содержащей известное количество колониеобра�
зующих единиц (КОЕ) микроорганизма (как пра�
вило, около 1–2 ч), с последующей аспирацией
среды и отмывкой клеток от неадгезированных
бактерий и подсчетом адгезировавшихся на клет�
ках микроорганизмов по отношению к первона�
чальной численности микроорганизмов. В каче�
стве положительного контроля адгезии, как пра�
вило, используют штаммы E. coli, связывание
которых с эпителиальными клетками достигает
значения 50%.

Мараккоудакиза с соавт. [50] определяли адге�
зивные свойства различных штаммов пробиоти�
ческих лактобактерий из молочных продуктов к
клеткам Caco�2. Была показана высокая адгезив�
ная способность некоторых штаммов, в том числе
L. plantarum ACA�DC 146, достигающая 25.5%, в
то время как адгезия штамма E. coli TG�1 состави�
ла 48.3% [50].

Важным свойством пробиотических бактерий
является ингибирование роста патогенных мик�
роорганизмов. Методика оценки ингибирования
роста штамма в культивируемых клетках эпите�
лия кишечника, среди которых наибольшее рас�
пространение имеет Сасо�2, включает предвари�
тельную инкубацию клеток с исследуемым штам�
мом, их отмывку и последующую инкубацию со
штаммом патогенного микроорганизмам (E. coli,
S. typhimurium, H. pylori и др.). Подсчет количества
адгезировавшихся патогенов оценивают по срав�
нению с контролем – клетками, не инкубирован�
ными с исследуемыми пробиотическими микро�
организмами.

Лиин с соавт. [53] определяли бактерицидное
действие на Helicobacter pylori десяти штаммов
лактобактерий, выделенных из различных пище�
вых продуктов, на культуре клеток желудочного

Таблица 6. Основные свойства пробиотиков и некоторые in vivo и in vitro модели для их оценки

Свойство 
пробиотика Модель Оцениваемый параметр Источник

Устойчивость 
к действию 
кислот

in vitro Количество жизнеспособных клеток после 
инкубации при кислых и щелочных значе�
ниях рН, с пепсином и пакреатином с желч�
ными кислотами

[94]

Адгезия 
и колонизация

in vivo Гнотобиотические свиньи Колонизация кишечника E. coli после пред�
варительной колонизации Lactobacillus

[95]

in vitro Caco�2 (линия аденокарци�
номы кишечника человека)

Количество адзегировавшихся бактерий 
после инкубации с исследуемыми штамма�
ми Lactobacillus и последующей отмывки

[96]

Подавление ро�
ста патогенной 
микрофлоры

in vitro Ингибирование суспензией роста H. pylori 
при культивировании на агаризованной среде

[97]

in vitro C2BBe1 (линия аденокарци�
номы кишечника человека)

Ингибирование адгезии E. coli на клетках по�
сле преинкубации с штаммами Lactobacillus

[98]

Иммуномодуля�
торные

in vivo Лабораторные мыши, в раци�
он которых вводили Lactoba�
cillus из ферментированной 
растительной пищи

Увеличение популяции Т� и В�лимфоци�
тов, продукция цитокинов

[99]

in vitro Мононуклеарные клетки пе�
риферической крови 
(МНПК) от больных с аллер�
гией на пыльцу

Снижение продукции ИЛ�12, ИФН�γ, 
ФНО�α при инкубации клеток с штаммами 
Lactobacillus

[100]

in vitro RAW264.7 Ингибирование штаммами Lactobacillus 
экспрессии ИЛ�6 в клетках после стимуля�
ции липополисахаридом 

[101]
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эпителия линии AGS [53]. Антагонистическую
активность супернатанта культуры лактобакте�
рий определяли по содержанию органических
кислот методом HPLC. Кроме того, бактерицид�
ную активность супернатанта на клеточной ли�
нии AGS определяли по снижению адгезии H. py�
lori на клетках. Авторами показано, что органиче�
ские кислоты, выделяемые некоторыми штаммами
лактобактерий, обладают ингибирующим действи�
ем на адгезию H. pylori к клеткам эпителия желудка.

Способность пробиотиков снижать проницае�
мость эпителия кишечника для патогенных мик�
роорганизмов легла в основу разработанного
Клинбергом с соавт. [54] метода для оценки про�
биотической активности. Данный метод основы�
вается на измерении трансэпителиального со�
противления (TЭС) поляризованного монослоя
клеток Caco�2 после воздействия пробиотика.
Авторами было отмечено, что штаммы Lactobacil�
lus plantarum MF1298 и Lactobacillus salivarius DC5
вызывают наибольшее повышение значения
TЭС, в то время как патоген L. monocytogenes сни�
жает данную величину. Таким образом, измере�
ние TЭС может быть удобным методом оценки
способности пробиотика повышать межклеточ�
ные контакты, предотвращающие проникнове�
ние патогенов в кровеносное русло [54].

В настоящее время известно, что пробиотиче�
ские микроорганизмы обладают иммуномодуля�
торным действием, обеспечиваемым различными
механизмами [49]. Пробиотические микроорга�
низмы методом трансцитоза проникают через ки�
шечный эпителий и захватываются макрофагами
и дендритными клетками, вызывая индукцию
иммунного ответа и секрецию различных цито�
кинов, включая IL�10,12 и ФНО�α способствуют
развитию гуморального иммунитета хозяина.

Оценку иммуномодулирующего эффекта про�
биотиков проводят с использованием как in vivo,
так и in vitro моделей. Так, Матсумото с соавт. пока�
зали, что некоторые штаммы Lactobacillus ингиби�
руют липополисахарид�индуцированную экспрес�
сию ИЛ�6 в клеточной линии RAW264.7 [55].

Термин “пребиотик” характеризует БАВ, ко�
торые вызывают специфические изменения в со�
ставе и/или активности желудочно�кишечной
микрофлоры, что оказывает благотворное влия�
ние на самочувствие и здоровье хозяина [56]. На
основании данного определения пребиотиче�
ским, или бифидогенным, действием может об�
ладать БАВ со следующими свойствами.

1) Неусвояемость в ЖКТ: отсутствие измене�
ний в структуре соединения под действием желу�
дочного сока и ферментов ЖКТ. Для оценки дан�
ных свойств используются как in vitro, так и in vivo

Таблица 7. Классы пребиотиков и их эффекты

Пребиотик Доказанный эффект Источник

Олигосахариды

Фруктоолигосахариды (ФОС)
Фруктоолигосахариды 
Олигофруктоза
Инулин

Бифидогенность
Подавление патогенной флоры

[102]

Галактоолигосахариды Бифидогенность
Подавление патогенной флоры

[103]

Олигосахариды сои Бифидогенность [104]

Олигосахариды неусвояемые, но ферментируемые в кишечнике
Лактулоза

Бифидогенность
Подавление патогенной флоры 

[105]

Олигосахариды неусвояемые, но ферментируемые в кишечнике
Лактосукроза
Глюкоолигосахариды
Ксилоолигосахариды 
Изомальтоолигосахариды
Мальтоолигосахариды
Циклодекстрины

Бифидогенность 
Бифидогенность 
Бифидогенность 
Бифидогенность
Подавление патогенной флоры 
Бифидогенность 

Хитоолигосахариды Антимикробный

Полисахариды

Крахмал, гемицеллюлюза, пектины Бифидогенность [106]
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модели, включая крыс после антибиотикотера�
пии, проктоколэктомии, илеостомии для выявле�
ния непереваренных пребиотиков в кале, ди�
стальном отделе подвздошной кишки или содер�
жимом тонкой кишки, соответственно [49].

2) Ферментация под действием кишечной
микрофлоры. Для оценки данной характеристи�
ки используются in vitro модели, в которых под
действием бактерий происходит ферментирова�
ние исследуемого углевода, и in vivo модели – ла�
бораторные крысы, в кишечник которых заселя�
ют микрофлору, по составу приближенную к мик�
рофлоре кишечника человека. Пребиотик в
составе питья или корма добавляют в рацион пи�
тания лабораторных животных, а получаемое ки�
шечное содержимое и кал исследуют на состав
микрофлоры [49].

3) Селективная стимуляция роста и активно�
сти кишечных бактерий. Данные параметры до�
статочно сложно оценить в in vitro экспериментах,
поскольку состав кишечной микрофлоры харак�
теризуется сложностью и вариациями в течение
времени. Наилучшей in vitro моделью для оценки
данных параметров является количественный
подсчет бактерий в образце фекалий до и после
кормления пребиотиком. Основные классы пре�
биотиков и их доказанные свойства суммированы
в табл. 7.

Оценка пребиотического действия БАВ на in
vitro клеточных моделях имеет к настоящему вре�
мени лишь фундаментальное значение для изуче�
ния механизмов антиадгезивной, ингибирующей
рост бактерий и иммуномодулирующей активно�
сти пребиотиков и является перспективным на�
правлением для дальнейшего развития.

Шоав с соавт. [57] исследовали способность
коммерчески доступных пребиотиков к ингиби�
рованию связывания энтеропатогенных штаммов
E. coli на двух клеточных моделях Связывание
E. coli с рецепторами на клетках HEp�2 и Caco�2 в
присутствии фруктоолигосахаридов, инулина, га�
лактоолигосахаридов (ГОС), лактулозы и раффи�
нозы оценивали методом подсчета колоний при
микроскопии. Было отмечено, что ГОС обладают
наиболее выраженным дозо зависимым ингиби�
рующим эффектом на связывание E. сoli с клетка�
ми HEp�2 и Caco�2, снижая взаимодействие бак�

терий на 65 и 70%, соответственно. Кроме того,
показано выраженное снижение количества бак�
терий в колониях (с 14 до 4 на колонию). Таким
образом, было предположено, что модуляция ро�
ста и активности кишечной микрофлоры, оказы�
ваемые пробиотиками, вероятно, связаны с их
антиадгезивной активностью и их способностью
к конкурентному взаимодействию с сайтами свя�
зывания патогенов на поверхности эпителиаль�
ных клеток кишечника.

К настоящему времени отмечено, что пребио�
тики играют важнейшую роль в снижении воспа�
лительных реакций ЖКТ. Этот иммуномодулиру�
ющий эффект, вероятно, имеет бактериальное
происхождение. Существуют, однако, предполо�
жения, что этот эффект может быть реализован
непосредственно олигосахаридами.

Ценхом с соавт. [58] исследовали противовос�
палительный эффект двух олигосахаридов (α3�
сиалиллактозы и ФОС), обладающих пребиоти�
ческим действием, на клеточной модели Caco�2.
Противовоспалительный эффект определяли по
уровню экспрессии генов белков PGlyRP3 и
PPARγ, интерлейкинов и ядерного фактора NF�κB
в культивируемых клетках. Отмечено, что данные
олигосахариды имеют противовоспалительный
эффект, выражающийся в снижении синтеза белка
IL�12 и экспрессии генов, кодирующих IL�12p35,
IL�8, ФНО�α и NF�κB. Данные олигосахариды
также индуцируют продукцию PGlyRP3 и PPAR.

Таким образом, несмотря на активное совер�
шенствование in vitro моделей, к настоящему вре�
мени не представляется возможным полностью
заменить in vivo исследования потенциальных
про� и пребиотиков на исследования in vitro. Ис�
следования на лабораторных животных остаются
альтернативой исследованиям на человеке. Тем
не менее, остается дискуссионным вопрос об экс�
траполяция результатов исследований, получен�
ных на лабораторных животных, на человека из�
за физиологических различий метаболизма жи�
вотных и человека. В то же время, проведение ис�
следований на человеке ограничено социальны�
ми и этическими аспектами, и, как правило,
включает только копрологический анализ.

Исследование функциональных свойств про�
и пребиотиков должно включать комбинацию in

in vitro
модели

in vitro
культурные

in vivo модели –
лабораторные

in vivo
исследования
на человекеживотныемодели

Рис. 1. Стратегия исследований про� и пребиотической активности БАВ.
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vitro и in vivo методик, каждая из которых позво�
ляет получать определенные результаты и, при
совместном использовании, позволяет всесто�
ронне изучить биологические характеристики ис�
следуемого объекта. Схематически стратегия дан�
ного анализа представлена на рис. 1.

Химиопрофилактические свойства. Опухолевые
заболевания в структуре смертности в развитых
странах занимают 3 место после ишемической
болезни сердца и цереброваскулярных заболева�
ний. По данным статистики РФ за 2010 г., смерт�
ность от злокачественных новообразований со�
ставляет 14.4% от всех причин. В связи с этим
поиск новых методов профилактики онкозабо�
леваний приобретает важное медико�социальное
значение [59].

Под химиопрофилактическим действием (англ.
“chemoprevention”) понимают использование на�
туральных или синтетических соединений для за�
медления или остановки процесса канцерогенеза
до того, как опухолевые клетки инвазируют окру�
жающие ткани и/или дадут метастазы в отда�
ленные органы [59]. Химиопрофилактические
соединения предотвращают трансформацию
клеток в опухолевые за счет остановки молеку�
лярных каскадов, которые, в конечном счете, ак�
тивируют канцерогенез. Эффект химиопрофи�
лактических агентов на опухолевые клетки или
клетки в предопухолевом состоянии включает су�
прессию трансформации и пролиферации, а
также индукцию апоптоза клеток [60].

По данным Долла и Пето, в среднем, 35% всех
смертей от опухолевых заболеваний ассоцииро�
вано с алиментарными факторами [61]. Эпиде�
миологические исследования, показывающие
снижение риска развития различных онкологи�
ческих заболеваний при употреблении в пищу не�
которых фруктов и овощей, способствовали ак�
тивному изучению входящих в них химиопрофи�
лактических соединений. К настоящему времени
различные химиопрофилактические соединения
и их молекулярные мишени установлены для пи�
щевых ингредиентов и лекарственных растений
[62]. Национальным институтом злокачествен�
ных новообразований США (National Cancer Insti�
tute) отмечено около 35 растений, употребляемых в
пищу, которые содержат БАВ с химиопрофилакти�
ческим действием: чеснок, соевые бобы, имбирь,
лук, томаты, брюссельская капуста и др. [63].

Несмотря на значительный прогресс, достиг�
нутый за последние десятилетия в изучении хи�
миопрофилактических соединений, поиск новых
БАВ остается весьма актуальным. Химиопрофи�
лактические агенты должны удовлетворять следу�
ющим требованиям: низкая токсичность для нор�
мальных клеток; высокая эффективность дей�
ствия против различных опухолевых клеток;
пригодность для приема внутрь; известный меха�
низм действия; низкая стоимость; признание ши�
рокими массами людей [64].

Механизм действия некоторых соединений
уже открыт, других – продолжает активно изу�
чаться. Уже известно, что химиопрофилактиче�

Таблица 8. Некоторые культуральные модели для оценки химиопрофилактического действия биологически ак�
тивных веществ

Заболевание Клеточные 
модели

Химиопрофилактическое 
соединение

Механизм действия и некоторые 
молекулярные мишени Источник

Рак печени HepG2 Фукоксантин Активация апоптоза, 
антипролиферативный эффект 
↑p53,↑Bax,↓Bcl�2, ↓COX�2, 
↓STAT1,3,5 ↓AKT, ↓CyclinD1

[107]

Рак молочной железы MCF�7 
AMCF�7/TH  

Фитоэстрогены Активация апоптоза, 
антипролиферативный эффект 
↑p53, ↓COX�2, ↓Bcl�2, ↓CyclinE, 
↓IL�1,6,8, ↑Caspases

[108]

Рак кишечника HT�29 
HCT116  
SW480

Фронданол A5 
из Cucumaria frondosa

Активация апоптоза, 
антипролиферативный эффект 
↓Cdc25c, ↑p21, 
фосфорилирование H2AX 

[109]

Рак легкого A549 
H1299 
NCI�H209

Апигенин Ингибирование ангиогенеза 
↓AKT, ↓p70S6K1, ↓VEGF

[110]

Миелоидная 
лейкемия 

HL�60 Кверцетин Активация апоптоза
↑Bax, фосфорилирование Bcl�2, 
фрагментация ДНК

[67]

2
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ский эффект является результатом аддитивного
действия множества различных молекулярных
процессов: снижения СРО, противовоспалитель�
ной активности, подавления пролиферации и ин�
дукции апоптоза и др. (табл. 8). 

Для исследования новых химиопрофилакти�
ческих агентов проводят анализ эпидемиологиче�
ских данных и эксперименты на лабораторных
животных. Однако, поиск и характеристика мо�
лекулярных мишеней химиопрофилактических
соединений неразрывно связаны с развитием
клеточных in vitro моделей. Применение моделей
культивируемых опухолевых клеток позволяет не
только оценивать эффективность и токсичность
БАВ, но и определять молекулярные каскады их
биологического действия (табл. 8).

Различные культивируемые клетки опухоле�
вого происхождения используются для определе�
ния химиопрофилактическим свойств, среди ко�
торых наибольшее распространение получила
линия клеток HepG2 [65]. Выбор данной клеточ�
ной модели определяется тем, что метаболизм по�
ступающих с пищей ксенобиотиков происходит в
гепатоцитах. Линия клеток HepG2, имеющая пе�
ченочное происхождение, сохраняет многие ха�
рактеристики гепатоцитов, включая индукцию
ферментов фаз I и II и метаболизм ксенобиотиков
[66]. Таким образом, данная модель позволяет
оценивать не только эффекты различных соеди�
нений на клетки, но и оценивать происходящие с
ними изменения в ходе метаболизма печеночны�
ми клетками.

В связи с различными молекулярными мише�
нями и механизмами действия химиопрофилак�
тических соединений на клетки методики оценки
биологических свойств на культуральных моде�
лях многочисленны. Химиопрофилактическое
действие изучают на уровне клеток (подавление
пролиферации, индукция апоптоза, арест клеточ�
ного цикла), белков (экспрессия противовоспа�
лительных, проапоптотических белков, белков
клеточного цикла и репарации ДНК) и нуклеино�
вых кислот (изменение экспрессии генов). При�
меры использования культуральных тест�систем
для оценки химиопрофилактического действия
пищевых компонентов представлены в табл. 8.

Так, для кверцетина, флавонола из различных
растительных источников, показано химиопро�
филактическое действие на различных клеточных
моделях – линиях рака кишечника (HT�29,
SW480), молочной железы (MCF�9), предстатель�
ной железы (LNCaP, PC�3), легкого (A549,
H1299). Показано, что кверцетин повышает экс�
прессию и в клетках проапоптотических белков и
белков клеточного цикла (Bax, p53, p21, p27),
снижает экспрессию антиапоптотических белков

(Bcl�2), что, в конечном итоге, приводит к аресту
клеточного цикла, инициации апоптоза, ингиби�
рованию пролиферации клеток [67].

В целом, тест�системам, использующим куль�
тивируемые опухолевые клетки человека, при�
надлежит ключевая роль в оценке на доклиниче�
ском этапе новых потенциальных химиопрофи�
лактических соединений. Показано, что многие
из экспериментов in vitro подтверждаются в даль�
нейших клинических испытаниях. Так, Вольтер с
соавт. [68] исследовали химиопрофилактическое
действие резвератрола на культуре клеток адено�
карциномы кишечника человека линии Caco�2.
Было показано, что резвератрол характеризуется
дозо�зависимым ингибирующим эффектом на
рост опухолевых клеток. Данные исследования
согласуются с данными Шнайдер с соавт. [69] на
мышах линии Min, генетически предрасполо�
женных к развитию опухолей кишечника за счет
наличия мутации в гене Apc. При введении мы�
шам в рацион этанольного экстракта резвератро�
ла в течение семи недель было показано, что у
опытной группы по сравнению с контрольной на
70% снижается риск возникновения опухолей ки�
шечника.

Таким образом, исследования, проводимые на
культивируемых клетках, позволяют не только
отбирать из большого количества потенциально
значимых веществ наиболее биологически актив�
ные, но и определять мишени их биологических
эффектов, что дает ключ к пониманию механизма
их химиопрофилактического действия. 

Трехмерные клеточные модели. Используемые
в настоящее время клеточные культуры представ�
ляют собой двумерные модели (2D модели), кото�
рые извлечены из естественных условий – живой
ткани. В то же время, клетки в ходе своего роста и
дифференцировки in vivo приобретают их есте�
ственную трехмерную структуру, которая опти�
мальна для их нормального роста и выполнения
функций. Кроме того, клетки поддержаны слож�
ной трехмерной внеклеточной матрицей, которая
облегчает взаимодействие между клетками по�
средством как прямых контактов, так и в резуль�
тате экспрессии цитокинов и ростовых факторов. 

Многие из этих факторов изменяются при из�
влечении клеток из живых тканей и создании 2D
моделей. При этом способность клеток приобре�
тать естественную морфологию или взаимодей�
ствовать между собой резко снижается. Так, из�
вестно, что форма клетки и межклеточные кон�
такты влияют на цитоскелет, который, в свою
очередь, может регулировать экспрессию белков
и, следовательно, функции клетки. Таким обра�
зом, общепризнанным является тот факт, что от�
сутствие естественных трехмерных взаимодей�
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ствий влияет на результаты исследований, полу�
ченных на 2D клеточных моделях [70].

В связи с этим все большее внимание в насто�
ящее время привлекают трехмерные клеточные
модели (3D), представляющие собой двумерные
культуры, растущие в трехмерном простран�
ственном микроокружении. Имеются работы,
которые показывают преимущество растущих в
3D культуральных условиях клеток по сравнению
с обычными 2D культурами [71]. Так, было отме�
чено, что рост и функция клеток в трехмерных
структурах существенно отличаются от характе�
ристик роста 2D культур. Кроме того, разработка
микроокружения культивируемых клеток для со�
здания условий роста, которые более адекватно
моделируют естественные условия тканей, явля�
ется существенным шагом для того, чтобы улуч�
шить точность прогнозов тест�систем при иссле�
довании биологических эффектов различных
препаратов. 

В настоящее время предполагается, что созда�
ние трехмерного пространственного микроокру�
жения клеток позволит преодолеть некоторые
ограничения, возникающие при проведении экс�
периментов на 2D моделях. Такие модели учиты�
вают сложные взаимодействия между нескольки�
ми типами клеток и являются более адекватными
для изучения биологических эффектов БАВ.

Как следствие, существенные усилия в настоя�
щее время направлены на развитие технологий,
позволяющих создавать трехмерное простран�
ство для роста клеток, которое объединит 2D мо�
дель с ее микроокружением.

3D модели на основе культивируемых клеток
разнообразны и могут быть классифицированы
на органотипические культуры, клеточные сферо�
иды (гомотипические – представленные только
одним клеточным типом, и гетеротипические –
состоящие из различных типов клеток одной тка�
ни), клетки, растущие на микроносителях (так
называемые “microcarrier cell cultures”), тканевые
модели, полученные методом инженерии [70]. 

В настоящее время наиболее широкое распро�
странение приобретают клеточные модели, рас�
тущие на матрице. Они позволяют создать макро�
пористые структуры, которые используются для
поддержания роста трехмерных моделей из кле�
точных культур [72]. 

В качестве матрицы используются натураль�
ные материалы, полусинтетические и синтетиче�
ские полимеры. Для создания натуральных мат�
риц используют соли альгиновой кислоты – по�
лисахарида, полученного из водоросли, который
используется в качестве естественной основы для
роста клеток [73]. Другим широко распростра�
ненными материалом, используемым для поддер�
жания роста 3D моделей из клеток различного
происхождения, является гидрогель [74]. Он из�
готавливается из натуральных материалов, таких
как агароза, коллаген, фибрин или гиалуроновая
кислота. Гидрогели создают трехмерную матрицу
и, кроме того, в них можно включать различные
молекулы для изменения физических параметров
матрицы, таких как проницаемость. 

Синтетические матрицы представляют собой
микропористые мембраны, изготавливаемые из
инертных недеградируемых материалов, таких
как полистирол. Матрицы из полистирола обла�
дают такими преимуществами, как простота про�
изводства и дешевизна, что делает их удобными
для создания 3D клеточных культур [70].

Одной из широко применяемых 3D моделей
при исследовании БАВ является модель эпителия
кишечной стенки, которая представляет собой
культуру клеток эпителия кишечника, растущую
на пористой синтетической матрице (рис. 2). В
ходе роста клеток происходит поляризация кле�
ток с формированием апикального и базолате�
рального поверхностей, имитирующих эпителий
кишечной стенки. Данная модель активно ис�
пользуется для определения биодоступности БАВ
из кишечника [75].

Активно разрабатываются 3D модели для изу�
чения взаимодействия между клетками, напри�
мер, вклада стромальных клеток при канцероге�

Базолатеральный слой

Апикальный слой

Поляризованные
клетки

Мембрана

Рис. 2. Трехмерная модель кишечной стенки для изучения биодоступности БАВ.
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незе эпителиальных опухолей [76], взаимодей�
ствия патогенов с организмом хозяина [77]. Также
разрабатываются 3D культуральные модели для
экспериментов в области токсикологии [78], хи�
миопрофилактики [79], биодоступности и имму�
номодулирующих свойств [75]. 

Уже разработаны 3D модели, в которых наряду
с эпителиальными клетками представлены лим�
фоидные клетки, имитирующие лимфоидную
ткань эпителиальной стенки кишечника, к кото�
рым возможно добавить кишечные бактерии. В
целом, такие 3D культуры полностью моделиру�
ют процессы in vivo [75]. 

Суммируя все вышесказанное, можно сказать,
что трехмерные клеточные культуры являются
перспективными моделями, которые по сравне�
нию с двумерными более полно отражают про�
цессы in vivo. Вместе с тем, технология создания
3D моделях находится на начальном этапе своего
развития, и еще только предстоит оценить вос�
производимость и сопоставимость результатов
тестирования на 3D моделях c in vivo условиями.
Трехмерные модели имеют широкое поле для
дальнейшего применения, включая биотехноло�
гию функциональных продуктов питания.

Современные тенденции и актуальность испольD
зования культуральных моделей для характеристиD
ки БАВ. 

Перспективность исследований в области куль�
туральных моделей в промышленности функцио�
нальных пищевых продуктов можно продемон�
стрировать библиометрическим анализом науч�
ных публикаций за период 2001–2011 гг. с
использованием базы данных Thompson Scientific
(www.isiknowlege.com). В период с 2001 по 2011 гг.
отмечено двукратное увеличение числа публика�
ций в области применения культуральных моде�
лей для тестирования биологически активных ве�
ществ и функциональных пищевых продуктов.
Одним из главных направлений развития в обла�
сти культуральных клеточных моделей являются
3D модели. О перспективности исследований в
области 3D культуральных клеточных моделей
свидетельствует более чем шестикратное увели�
чение числа публикаций по данной тематике в
период с 2001 по 2011 гг. При этом рост публика�
ционной активности в сфере применения культу�
ральных моделей для тестирования БАВ сопро�
вождается стремительным увеличением числа
цитирований с практически 0 в 2001 г. до почти
6000 в 2011 г.

Возрастающий интерес к 3D моделям вполне
объясним, поскольку они могут использоваться
для решения широкого круга задач, в том числе,
при производстве функциональных продуктов
питания. Примером применения данной техно�

логии являются 3D модели опухолей человека и
предопухолевых состояний для исследования по�
тенциальных химиопрофилактических свойств,
как например, полученная Чу с соавт. [80] 3D мо�
дель гиперплазии простаты, растущей на поли�
мерной матрице.

Работа выполнена при финансовой поддержке
государственного контракта № 02.522.11.2143 от
01 марта 2011 года “Разработка методов создания
функциональных продуктов и кормов для домаш�
них животных из малоценного сырья животного
происхождения” в рамках ФЦП “Исследования и
разработки по приоритетным направлениям раз�
вития научно�технологического комплекса Рос�
сии на 2007–2012 годы”.
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Analysis of Functional Properties of Biologically Active Substances 
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Abstract—This work presents an analysis of current data on the investigation into the functional properties
of biologically active substances in model systems based on cultivated human cells. The knowledge regarding
the practical application of cell cultures for the analysis of functional properties of bioactive substances is
summarized, including antioxidant, immunomodulating, pro� and prebiotics, and chemoprevention proper�
ties. The most promising directions in cell culture model development for the investigation of functional
properties, including three�dimensional models, are discussed.
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