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Четыреххлористый углерод (CCl4) нарушает стабильную работу биологических мембран, вызывая 
нарушения в липидном бислое, а также изменения свойств мембранных липидов. Исследовали за-
щитный эффект липидного комплекса, выделенного из морской красной водоросли Ahnfeltia tobu-
chiensis и препарата сравнения “Эссенциале”, на плазматические мембраны эритроцитов мышей, 
полученные при моделировании токсического гепатита, индуцированного CCl4. Липидный экстракт 
из A. tobuchiensis не уступал по эффективности фосфолипидному препарату эссенциале в восстанов-
лении показателей как мембранных липидов, так и липидов плазмы крови, а также в нормализации 
параметров антиоксидантной защиты организма. Мембранопротекторный эффект водорослевого экс-
тракта обусловлен его многокомпонентным составом, включающим глико- и фосфолипиды с пре-
обладанием полиненасыщенных жирных кислот семейств n-3 и n-6.
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Морские водоросли используются во  многих 
странах как источник пищи, а также в традицион-
ной медицине, особенно в Юго-Восточной Азии 
(Корея, Япония, Китай). В их состав входят разно-
образные биологически активные компоненты: 
пищевые волокна, углеводы, белки, липиды, поли-
фенолы, жирные кислоты, полисахариды, витамины, 
минералы, оказывающие благоприятное влияние 
на здоровье (Menon et al., 2015). В последнее вре-
мя интерес к морским водорослям сосредоточился 
на выделении и исследовании их биологически ак-
тивных соединений, которые стали повсеместно 
применять как в пищевой, так и фармацевтической, 
косметической, сельскохозяйственной отраслях 
(Suleria et al., 2016).

В морях российского Дальневосточного реги-
она около 30 видов водорослей используются для 
активного промысла. К таковым относится мор-
ская красная водоросль Анфельция тобучинская – 
Ahnfeltia tobuchiensis (Kanno et Matsubara) Makienko 
(сем. Ahnfeltiaceae), добываемая в промышленных 
масштабах для получения агара и агарозы, а также 

для приготовления питательных сред в  микро-
биологических исследованиях (Суховерхов и др., 
2000). A. tobuchiensis является ценным промысловым 
видом, широко распространенным в заливе Петра 
Великого (Японское море), на побережье о-ва Са-
халин (Охотское море), Курильских островах. Хи-
мический состав красных водорослей в основном 
хорошо изучен. Для них характерно высокое содер-
жание белка, полисахаридов, липидов, йода, желе-
за, фолиевой кислоты, макро- и микроэлементов, 
аминокислот и  др. (Титлянов, Титлянова, 2012). 
Большое внимание в последнее время уделяется по-
лисахаридам красных водорослей из-за их высокой 
антиоксидантной активности (Соколова и др. 2010), 
в их числе каррагинаны, которые обладают иммуно-
модулирующим и противовоспалительным действи-
ем (Беседнова и др., 2014). В настоящее время кар-
рагинаны стали широко использоваться в пищевой 
промышленности в качестве натуральных пищевых 
добавок. В то же время в составе красных водорос-
лей немаловажное значение отводится соединени-
ям липидной природы, относящимся к вторичным 
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метаболитам, в их числе полиненасыщенные жир-
ные кислоты (ПНЖК), гликолипиды, фосфолипи-
ды, стерины, обладающие также различной биоло-
гической активностью.

Характерной особенностью красных водорослей, 
в отличие от зеленых и бурых, является высокое со-
держание фосфатидилхолина наряду с относитель-
но низкой концентрацией фосфатидилэтаноламина 
(Хотимченко, 2003). Данные фосфолипиды отно-
сятся к структурообразующим компонентам и при-
сутствуют в составе всех биологических мембран 
живых организмов. Также красные водоросли, в их 
числе A. tobuchiensis, согласно проведенному срав-
нительному анализу их жирно-кислотного состава 
(Khotimchenko, Gusarova, 2004), характеризуются 
высоким содержанием С20 ПНЖК семейств n-3 
и n-6 (эйкозопентаеновая, арахидоновая).

Предыдущие наши экспериментальные иссле-
дования (Sprygin et al., 2021) выявили, что липид-
ный комплекс A. tobuchiensis улучшает биохимиче-
ские показатели печени мышей при токсическом 
гепатите, индуцированном четыреххлористым угле-
родом. В условиях высокожировой диеты липидный 
комплекс A. tobuchiensis оказывает липидкоррегиру-
ющее и антиоксидантное действие, препятствует 
развитию жирового гепатоза (Sprygin et al., 2024). 
На модели экспериментального стресса действие 
липидного экстракта A. tobuchiensis способство-
вало восстановлению показателей липидного об-
мена, характеризующихся уменьшением уровня 
общих липидов, снижением количества холесте-
рина ЛПНП и его повышением ЛПВП плазмы 
крови крыс (Kushnerova et al., 2020).

Известно, что патологические процессы при бо-
лезнях печени (жировой гепатоз, токсический гепа-
тит, цирроз и др.), вызванные различными факто-
рами, оказывают влияние не только на сам орган, 
но и на его окружение, приводя к изменению соста-
ва клеточных мембран, в том числе эритроцитарных 
(Ohnishi, 1993; Nava-Ocampo et al., 1997).

При заболеваниях различной природы эритро-
циты, являясь особо чувствительными клетками, 
остро реагирует на  патологическое воздействие 
изменением структурного и функционального со-
стояния мембраны (Massaccesi et al., 2020). Моле-
кулярная структура мембран эритроцитов позво-
ляет рассматривать их как универсальную модель 
для изучения метаболических процессов в клетках 
организма в целом. Основными составляющими 
всех клеточных мембран, как известно, являются 
липидные и белковые компоненты. Соотношение 
липидной составляющей в мембране эритроцитов 
влияет на состояние и функциональные возмож-
ности красных клеток крови. Особое значение 
придается таким показателям, как содержание хо-
лестерина в мембране, фосфолипидный состав, 
ненасыщенность жирных кислот, которые влияют 
на микровязкость мембран и ее текучесть.

В ряде исследований (Muriel, Mourelle, 1990; 
Nava-Оcampo et al., 1997) было установлено, что ге-
патопротекторное действие препаратов может быть 
связано с их прямым воздействием на клеточные 
мембраны, в частности эритроцитов. Это позволило 
нам сделать предположение об эффективности при-
менения липидной фракции анфельции для защиты 
мембран эритроцитов при различных патологиче-
ских процессах в печени.

Целью работы явилось исследование действия 
липидного экстракта морской красной водоросли 
A. tobuchiensis на показатели липидной составляю-
щей мембран эритроцитов и плазмы крови мышей 
при токсическом воздействии четыреххлористым 
углеродом.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы водоросли A. tobuchiensis собирали 
вручную в  летние месяцы 2023 г. в  прибрежной 
полосе залива Петра Великого Японского моря 
(б. Дараган, о-в Попова). Слоевища были тщатель-
но промыты от всевозможных загрязнений, донно-
го бентоса и эпифитов. Затем талломы погружали 
на несколько минут в горячую воду ~90°С, чтобы 
подавить активность ферментов. Для удаления 
остатков влаги сырье промокали, раскладывали 
на фильтровальной бумаге и высушивали в тени. 
Высушенные образцы водорослей измельчали в ла-
бораторном гомогенизаторе в порошок (до размеров 
частиц ~1–2 мм), помещали в специальные контей-
неры в рефрижератор при t = –20°С на хранение 
для проведения всех последующих биохимических 
анализов.

Извлечения липидов проводили согласно ме-
тоду, предложенному Блайя и  Даером (Bligh, 
Dyer, 1959). Для этого к 1 кг измельченной фрак-
ции водорослей добавляли 1.5 л  смеси хлоро-
форм: метанол (1:2  по  объему) и  выдерживали 
8 часов. Затем к смеси приливали 500 мл хлоро-
форма и дистиллированной воды, смесь аккурат-
но перемешивали. Для расслаивания пробы по-
мещают в холодильник не менее чем на 2 часа. 
Затем отделяли нижний хлороформный слой, 
содержащий липидную фракцию, и  упаривали 
на  вакуумном испарителе (Type 349/2, Unipan, 
Польша) при температуре ~37°С. Из  получен-
ного экстракта отбирали аликвоту, высушива-
ли до постоянного веса и определяли содержа-
ние общих липидов и  экстрактивных веществ 
в 5-ти повторах. Проверка на токсичность полу-
ченного липидного экстракта анфельции пока-
зала, что он соответствует 4 классу токсичности 
(LD50>2000 мг/кг) – малоопасные.

Все последующие биохимические исследова-
ния по определению содержания общих липидов 
и  фосфолипидов, их  фракционного разделения 
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и исследование жирно-кислотного состава водо-
рослевого экстракта проводились в соответствии 
с  методами, подробно описанными нами ранее 
(Fomenko et al., 2019).

В данном исследовании мы использовали экспе-
риментальную модель интоксикации четыреххлори-
стым углеродом (CCl4) и оценивали его воздействие 
на мембраны эритроцитов мышей с последующей 
коррекцией липидным экстрактом, выделенным 
из A. tobuchiensis.

Экспериментальное исследование проводили 
на  здоровых беспородных белых мышах-самцах 
массой тела 25–30 г в возрасте 8 недель. Адапта-
ционный период длился в  течение 10 суток, все 
это время животные содержались в  стандартных 
пластиковых клетках (по 5 особей) в хорошо про-
ветриваемом помещении вивария при температу-
ре 22±2°C в условиях 12-часового цикла темнота/
свет. Все подопытные животные имели свободный 
доступ к питьевой воде и корму, предоставляемым 
в соответствии с базовым рационом для лаборатор-
ных мышей. После адаптации животных случайным 
образом распределяли на интактных (контроль) – 
10 особей, и животных, у которых моделировали 
токсический гепатит – 40 особей.

Экспериментальная модель формирования 
токсического гепатита и введения препаратов вы-
полнялась на основе руководства, разработанного 
специально для проведения доклинических испы-
таний на животных (Руководство, 2012).

В течение 4-х дней подопытным мышам 
ежедневно вводили подкожно в  дорсальную 
складку 50%-ный раствор CCl4, растворенный 
в  оливковом масле в  дозе 4 мл/кг массы тела. 
На следующий день после последнего введения 
CCl4, животные получали липидный экстракт 
A. tobuchiensis через зонд (per os) в течение 1 неде-
ли в количестве 80 мг/кг массы тела. Данная доза 
предложена А.И. Венгеровским (Венгеровский 
и др., 2005) для гепатопротекторных препаратов 
липидной природы и соответствует терапевтиче-
ской дозе. Для разведения липидного комплекса 
A. tobuchiensis использовали вазелиновое масло, ко-
торое отличается низкой химической активностью 
и не оказывает воздействие на биохимические по-
казатели. Контрольной группе животных вводили 
равнозначное количество вазелинового масла.

Стандартизацию липидного экстракта A. tobu-
chiensis проводили по количественному содержа-
нию общих липидов в экстракте. Для сравнения 
был выбран лекарственный препарат “Эссенци-
але®” (Sanofi), относящийся к  фармакологиче-
ской группе – гепатопротекторы. Состав эссен-
циале представлен комплексом эссенциальных 
фосфолипидов, выделенных из бобов наземного 
культивируемого растения Glycine max (L.) Merr. 
Перед введением животным препарат эссенциале 
также разводили в вазелиновом масле и вводили 

аналогичным образом, что и липидный экстракт 
анфельции.

Животных разделили на 5 групп по 10 мышей 
в каждой: 1 группа – контроль; 2 группа – введе-
ние CCl4; 3 группа – отмена CCl4; 4 группа – от-
мена CCl4 + эссенциале; 5 группа – отмена CCl4 + 
экстракт анфельции.

Спустя 11 дней от  начала исследования жи-
вотных выдерживали сутки без пищи и выводили 
из эксперимента под легким эфирным наркозом 
с соблюдением принципов и международных ре-
комендаций, изложенных в Европейской конвен-
ции по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных целях 
(European Convention, 1986). Взятие крови произ-
водили с  использованием техники кровотечения 
из шейной зоны в вакуэты с гепарином (5000 МЕ/мл) 
в качестве антикоагулянта. Выделение эритроцитов 
из цельной крови проводили традиционным спо-
собом. После отделения плазмы фракцию эритро-
цитов трижды отмывали охлажденным до +4–6°С 
0.9%-ным раствором NaCl с последующим центри-
фугированием при 3000 об/мин, каждый раз удаляя 
надосадочную жидкость. Получение мембранной 
массы из эритроцитов осуществляли добавлением 
дистиллированной воды для их полного гемолиза. 
Гемолизированные клетки затем центрифугирова-
ли при 7000 об/мин в течение 30 мин, до оседания 
эритроцитарных мембран на дно пробирок.

Для выделения липидов из мембранной массы 
воспользовались методом Блайя и Дайера (Bligh, 
Dyer, 1959). Полученные липидные экстракты ис-
пользовали для исследования фракционного состава 
нейтральных липидов и фосфолипидов. Разделе-
ние нейтральных липидов осуществляли методом 
одномерной микротонкослойной хроматографии 
(ТСХ) на стеклянных пластинках (6х6 см) с закре-
пленным слоем силикагеля и тонко измельченным 
порошком гипса. Количественное определение 
отдельных фракций нейтральных липидов прово-
дили по методу Амента (Amenta, 1964) и выражали 
в процентах от их суммарного содержания.

Хроматографическое распределение фосфоли-
пидов осуществляли с помощью метода двумер-
ной ТСХ в системе растворителей, предложенных 
Г. Роузером (Rouser et al., 1967). Для определения 
количественного состава отдельных фракций фос-
фолипидов использовали молибдатный реагент 
(Vascovsky et al., 1975) с последующим измерением 
оптической плотности на спектрофотометре при 
815 нм. Результаты выражали в процентах от об-
щей суммы фосфолипидов.

В плазме крови определяли содержание общих 
липидов (ОЛ), общих фосфолипидов (ОФЛ) и хо-
лестерина (ХС) с использованием наборов биохи-
мических реагентов фирмы “ВЛ–Медиа” (Россия).

Потенциал антиоксидантной защиты оценивали 
по величине антирадикальной активности (АРА), 
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активности супероксиддисмутазы (СОД), уровню 
малонового диальдегида (МДА) в плазме крови.

Для количественного определения антиради-
кальной активности использовали метод, пред-
ложенный Г. Бартозом. (Bartosz et al., 1998) и вы-
ражали в  мкМ тролокса на  мл плазмы. Тролокс 
(водорастворимый аналог витамина Е) применили 
в качестве стандартного препарата сравнения.

Активность СОД определяли в  соответствии 
с методом Ф. Паoлетти и соавт.(Paoletti et al., 1986) 
и выражали в условных единицах.

Определение количества МДА осуществляли 
с помощью метода (Buege, Aust, 1978), основанно-
го на свойстве тиобарбитуровой кислоты вступать 
в  реакцию с  низкомолекулярными альдегидами 
и выражали в мкмоль/мл плазмы. Все биохими-
ческие исследования проводились в трех парал-
лелях на спектрофотометре “Shimadzu UV-2550” 
(Shimadzu, Япония).

Исследование одобрено Комиссией по вопросам 
этики Тихоокеанского океанологического инсти-
тута им. В.И. Ильичева ДВО РАН (протокол № 23 
от 10 октября 2023 г.).

Полученные количественные данные выра-
жали как среднее значение ± стандартная ошиб-
ка. Обработку данных проводили с  помощью 

статистического пакета Instat 3.0 (GraphPad 
SoftwareInc. США). Статистическую значимость 
различий средних величин определяли по параме-
трическому t-тесту множественных сравнений Бон-
феррони или непараметрическому критерию срав-
нения, применив тест Краскела–Уоллиса с после-
дующим тестом Данна (Dunn's Multiple Comparisons 
Test) при сравнении нескольких групп. Различия 
считали статистически достоверными при значении 
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты предыдущих наших исследований 
(Fomenko et al., 2019) по липидному составу во-
дорослевого экстракта A. tobuchiensis выявили, 
что общее количество липидов составило свыше 
15 мг/г сухой ткани. Содержание нейтральных ли-
пидов превалировало по отношению к остальным 
фракциям и составило свыше 44% от общего коли-
чества липидов. Из числа полярных фракций 26% 
приходилось на фосфолипиды и 30% на гликолипи-
ды (рис. 1а).

В результате проведенного хроматографиче-
ского распределения по  фракциям липидного 
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Рис. 1. Содержание общих липидов (а), фракций нейтральных липидов (б) и фосфолипидов (в) в липидном экс-
тракте красной водоросли Ahnfeltia tobuchiensis. ОЛ – общие липиды, ГЛ – гликолипиды, ФЛ – фосфолипиды, НЛ – 
нейтральные липиды, ДАГ + МАГ – диацилгицерины + моноацилглицерины, СС – свободные стерины, СЖК – 
свободные жирные кислоты, ТАГ – триацилглицерины, ЭС – эфиры стеринов, ФХ – фосфатидилхолин, ФГ – фос-
фатидилглицерин, ФЭ – фосфатидилэтаноламин, ФИ – фосфатидилинозит, ФС – фосфатидилсерин.
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экстракта A. tobuchiensis было выявлено, что из не-
полярных липидов 40% составляли триацилгли-
цериды, остальные фракции отличались значи-
тельно меньшим содержанием, в среднем 11–15% 
от общей суммы нейтральных липидов (НЛ), в их 
числе моноацилглицерины+диацилглицерины, 
общие стерины, эфиры стеринов, свободные жир-
ные кислоты (рис. 1б).

В составе полярной фракции (рис. 1в) водорос-
левого экстракта выделены фосфатидилхолин (ФХ), 
фосфатидилглицерин (ФГ), фосфатидилэтаноламин 
(ФЭ), фосфатидилинозит (ФИ), что подтверждает-
ся литературными данными (Хотимченко, 2003). 
При этом количество ФХ  преобладало и  состав-
ляло свыше 64% от общей суммы фосфолипидов, 
что является характерной особенностью для A. to-
buchiensis. Среди остальных фосфолипидных фрак-
ций на долю ФГ приходилось около 21%, количе-
ство ФЭ и ФИ составляло в среднем 6–8% от общей 
суммы фосфолипидов. Важно отметить, что данные 
фосфолипиды входят в состав всех биологических 
мембран и отвечают за ее структурные и функцио-
нальные свойства.

Состав жирных кислот (ЖК) липидного экс-
тракта A. tobuchiensis был представлен в  преды-
дущих исследованиях (Fomenko et al., 2019; Spry-
gin et  al., 2021). Соотношение жирных кислот 
в липидном экстракте водоросли характеризовалось 
высоким содержанием ПНЖК, содержание 
которых составило около 50% от общей суммы ЖК. 
Соответственно количество насыщенных жир-
ных кислот (НЖК) и мононенасыщенных жирных 
кислот (МНЖК) было в пределах 25–26%. В коли-
чественном отношении среди идентифицирован-
ных ЖК выделялись пальмитиновая (16:0; 19.5%), 

олеиновая (18:1 n-9; 19.7%), арахидоновая (20:4 n-6; 
26.2%) и эйкозапентаеновая (20:5 n-3; 20.2%).

Как указывалось выше, высокое содержание 
арахидоновой и эйкозапентаеновой кислот спец-
ифично для красных водорослей. Известно, что 
длинноцепочечные ПНЖК, относящиеся к  се-
мейству n-3 и n-6, полезны для здоровья, благода-
ря их высокой эффективности при профилактике 
и терапии различных заболеваний, включая ате-
росклероз, артрит, онкологию и др. (Ruxton et al., 
2005; Jump et al., 2015). Соотношение этих жирных 
кислот в рационе имеет большое метаболическое 
значение.

В условиях токсического гепатита, вызванного 
введением CCl4 в течение 4 дней, отмечались раз-
балансировка липидного состава эритроцитарных 
мембран и значительные изменения биохимиче-
ских параметров в плазме крови. В фосфолипидном 
спектре мембран эритроцитов выявлено достовер-
ное снижение содержания основных фосфолипи-
дов: ФХ на 11% и ФЭ на 16% по сравнению с кон-
тролем (таблица 1). Данные фосфолипиды имеют 
ключевое значение для структурно-функциональ-
ной целостности мембран. Изменения в содержа-
нии мембранных фосфолипидов под действием 
CCl4 приводят к  снижению активности фермен-
тов, связанных с мембранами эритроцитов, в част-
ности Na+/K+- и  Ca2+/Mg2+-АТФаз (Akyuz et  al., 
2009). Повреждающее действие CCl4 на мембраны 
эритроцитов обусловлено, прежде всего, актива-
цией фосфолипаз, которые инициируют окисле-
ние мембранных фосфолипидов, приводя к их де-
градации. В результате увеличивается количество 
лизоформ фосфолипидов, образующихся из соот-
ветствующих фосфолипидных фракций, что под-
тверждается достоверным повышением содержания 

Таблица 1. Влияние интоксикации CCl4 и периода отмены на содержание фракций фосфолипидов и холесте-
рина в мембранах эритроцитов мышей и их коррекция липидным экстрактом из анфельции и эссенциале 
(M±m)

Липиды 1 группа
Контроль

2 группа
CCl4

3 группа
Отмена CCl4

4 группа
Отмена CCl4
+эссенциале

5 группа
Отмена CCl4 
+анфельция

Фосфатидилхолин 36.62 ± 0.74 32.63 ± 0.703 32.79 ± 0.423 34.25 ± 0.521 35.95 ± 0.61а

Фосфатидилэтаноламин 19.29 ± 0.32 16.28 ± 0.433 17.10 ± 0.502 19.02 ± 0.49б 19.15 ± 0.46б

Лизофосфатидилхолин 3.19 ± 0.22 5.75 ± 0.323 5.12 ± 0.293 4.19 ± 0.222,а 3.70 ± 0.12в

Лизофосфатидилэтаноламин 4.12 ± 0.13 4.93 ± 0.212 4.74 ± 0.221 4.31 ± 0.12 4.41± 0.07
Сфингомиелин 18.59 ± 0.49 22.98± 0.513 22.66 ± 0.413 19.97 ± 0.461,б 18.50 ± 0.85в,г

Фосфатидилсерин 7.48 ± 0.18 7.76 ± 0.41 7.57 ± 0.28 7.82 ± 0.17 7.70 ± 0.33
Фосфатидилинозит 6.86 ± 0.16 7.46 ± 0.29 7.61 ± 0.17 6.52 ± 0.18б 6.33 ± 0.16в

Фосфатидная кислота 3.85 ± 0.15 2.21 ± 0.093 2.41 ± 0.121 3.92 ± 0.06в 4.26 ± 0.081,в,г

Холестерин 13.81 ± 0.29 19.01 ± 0.293 18.32 ± 0.343 15.69 ± 0.182,в 14.10 ± 0.17в,г

Примечание. Различия статистически значимы по сравнению: с контролем: 1 – р <0.05; 2 – р <0.01; 3 – р <0.001; с 3-й груп-
пой (отмена CCl4): а – р <0.05, б – р <0.01, в – р <0.001; с 4-й группой (Эссенциале): г – р <0.05, д – р <0.01, е – р <0.001.
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лизофосфатидилхолина (ЛФХ) в 1.8 раза и лизофос-
фатидилэтаноламина (ЛФЭ) на 20% под действием 
эндогенной фосфолипазы А2. При этом известно, 
что активность фосфолипазы А2 возрастает в кро-
ви в результате повышенной генерации свободных 
радикалов, образующихся из CCl4 вследствие его 
окисления в  системе цитохрома P450 (Cumming 
et al., 2000). Согласно исследованиям Г.А. Гриба-
нова (Грибанов, 1991), накопление лизофосфо-
липидов приводит к увеличению проницаемости 
мембран для органических молекул и ионов, вызы-
вающих нарушение упорядоченной структуры ли-
пидного бислоя и белков в мембране эритроцитов.

Биоактивация CCl4 с участием микросомальной 
цитохром P450-зависимой монооксигеназной си-
стемы печени приводит к образованию трихлор-
метильных радикалов и активных форм кислорода, 
инициирующих активацию процессов перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) (Manibusan et al., 2007). 
Исследованиями авторов (Ahmad et al., 1987) было 
показано, что CCl4 вызывает образование свобод-
ных радикалов как в органах (печень, сердце, поч-
ки, легкие), так и в эритроцитах. Свободные ради-
калы обладают высокой реакционной способностью 
и  могут локально связываться с  макромолекула-
ми, окисляя полиненасыщенные жирные кислоты 

из мембранных фосфолипидов. А так как мембра-
ны эритроцитов содержат свыше 40% ненасыщен-
ных жирных кислот с  двумя и  тремя двойными 
связями, они особенно уязвимы к активации про-
цессов ПОЛ, которое вызывает разрушение мем-
бран и приводит к потере их целостности и выходу 
в кровь ферментов (Akyuz et al., 2009). Подтвержде-
нием активации свободно-радикальных процессов 
и перекисного окисления жирных кислот фосфоли-
пидов под действием CCl4 является увеличение кон-
центрации высокотоксичного малонового диальде-
гида (МДА) на 68% (p <0.001), снижение величины 
АРА на 20% (p <0.001) и активности СОД почти 
в 2 раза в плазме крови по сравнению с контро-
лем (рис. 2). Полученные данные свидетельствуют 
об истощении системы антиоксидантной защиты 
в условиях интоксикации CCl4, что сопровождается 
не только увеличением продукции ПОЛ, но также 
изменением качественного и количественного соот-
ношения фосфолипидов. В фосфолипидах мембран 
эритроцитов происходит окисление жирно-кислот-
ных цепей с образованием множества окисленных 
фосфолипидов и, соответственно, уменьшается 
количество фосфолипидных фракций (Allen et al., 
2013). В результате снижается содержание не только 
основных фосфолипидов (ФХ, ФЭ), но и минорных 
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Рис. 2. Влияние липидного экстракта анфельции и эссенциале на показатели антиоксидантной системы плазмы 
крови мышей при интоксикации CCl4. МДА – малоновый диальдегид, АРА – антирадикальная активность, СОД – 
супероксиддисмутаза, Эс – эссенциале, Ан – анфельция. Обозначения статистически достоверны: * – p <0.05; ** – 
p <0.01; *** – p <0.001 – при сравнении с контролем. + – p <0.05; ++ – p <0.01; +++ – p <0.001 – при сравнении со 
3-й группой (отмена CCl4) для рис. 2, 3.
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фракций (таблица 1). Так было отмечено достовер-
ное снижение уровня фосфатидной кислоты (ФК) 
в 1.7 раза, которая является предшественником 
в образовании большинства фосфолипидов, также 
ФК выполняет важную роль в передаче клеточных 
сигналов и прямой активации липидозависимых 
ионных каналов.

Немаловажное значение в  изменении струк-
турных и функциональных свойств мембран эри-
троцитов отводится содержанию сфингомиелина 
(СМ) и холестерина (ХС), увеличение которых спо-
собствует повышению микровязкости липидной 
фазы мембран (Мухомедзянова и др., 2017). Отме-
ченное достоверное повышение уровня СМ на 24% 
(р <0.001) и ХС на 38% (р <0.001) при токсическом 
воздействии CCl4, могут свидетельствовать о повы-
шении ригидности мембраны эритроцитов и сниже-
нии их подвижности (Shevchenko, Shishkina, 2011).

Под действием CCl4 отмечались также суще-
ственные изменения в липидном профиле плазмы 
крови мышей (рис. 3). Выявлено увеличение со-
держания ХС в 1.5 раза (p <0.001), общих липидов 
(ОЛ) почти на 70% (p <0.001) наряду со снижени-
ем количества общих фосфолипидов (ОФЛ) на 22% 
(p <0.001). Полученные данные свидетельствуют 
о том, что изменения в липидном спектре плазмы 

крови влекут за собой изменения липидного соста-
ва в мембранах эритроцитов, что отмечалось также 
в исследованиях ряда авторов (Nava-Ocampo et al., 
1997). Так как зрелые эритроциты не  способны 
синтезировать холестерин и  свободные жирные 
кислоты de novo, вероятно, повышение холестери-
на происходит вследствие его встраивания в мем-
браны из липопротеинов плазмы. В свою очередь, 
повышение содержание ХС  в плазме крови под 
действием CCl4 происходит в результате усиления 
его биосинтеза из ацетил-СoA, образующегося по-
средством β-окислении жирных кислот в митохон-
дриях (Boll et al., 2001).

Таким образом, повреждающее действие CCl4 
в течение 4-х дней характеризовалось изменением 
количественного соотношения мембранных фос-
фолипидов, накоплением их  окисленных форм 
и жирно-кислотных цепей, что может привести 
к нарушению структурной организации мембран 
эритроцитов, и как следствие повышается коли-
чество дегенеративно-измененных форм эритро-
цитов, что осложняет их прохождение по капил-
лярному руслу.

В период отмены CCl4 (через 7 дней) при ана-
лизе исследованных параметров в  эритроци-
тах и плазме крови мышей было выявлено, что 
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Рис. 3. Влияние липидного экстракта анфельции и эссенциале на показатели липидного состава плазмы крови мы-
шей при интоксикации CCl4.
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последствия от действия токсиканта все еще со-
хранялись, так как большинство биохимических 
показателей не восстановилось. Согласно данным 
литературы (Sanzgiri et al., 1997), период полувы-
ведения CCl4 составляет более суток, при этом 
основным местом его локализации является жи-
ровая ткань. Постепенный выход CCl4 из жировой 
ткани приводит к дальнейшему развитию патоло-
гических процессов в организме, даже после от-
мены токсиканта.

Исследование липидного состава мембран эри-
троцитов в период отмены CCl4 показало (таблица 
1), что содержание ФХ и ФЭ оставалось ниже кон-
троля в среднем на 10–11% (p <0.001), а количество 
их лизофракций достоверно превышало контроль-
ные показатели: ЛФХ на 60%, а ЛФЭ – на 15%. При 
этом уровень ФК оставался все еще пониженным 
на 37% (р <0.001). Важно отметить, что количество 
СМ и ХС оставалось практически на уровне показа-
телей 2-й группы (введение CCl4) и превышало кон-
трольные значения на 22% (р <0.001) и 33% (р <0.001) 
соответственно, что говорит о сохранении повышен-
ной жесткости мембраны эритроцитов и снижении 
их микроциркуляции в период отмены CCl4.

Исследование липидного профиля плазмы кро-
ви в период отмены токсиканта выявило, что со-
держание ХС  оставалось повышенным (на 47%; 
р  <0.001) при относительно пониженном уровне 
ОФЛ (на 19%; р <0.001). При этом достоверно вы-
соким оставалось количество ОЛ на уровне показа-
телей мышей 2-й группы (введение CCl4).

В период отмены CCl4 (3-я группа) параме-
тры антиоксидантной системы крови практически 
не отличались от показателей во 2-й группе мы-
шей, подвергнутых интоксикации. При сравнении 
же с контрольной группой они характеризовались 
снижением активности СОД (на 45%, р <0.001) и ве-
личины АРА (на 24%, р <0.001) (рис. 2). Уровень 
МДА в 2.4 раза превышал начальные значения, что 
свидетельствует о продолжающемся процессе избы-
точного образования продуктов ПОЛ даже при от-
сутствии экзогенного поступления CCl4.

Таким образом, в период отмены CCl4 (спустя 
7 дней) в соответствии с полученными данными, 
не было выявлено сколько-нибудь заметного вос-
становления исследуемых показателей как в мем-
бране эритроцитов, так и в плазме крови. Это может 
свидетельствовать о сохранении высокой активно-
сти процессов свободно-радикального окисления, 
повышенной фосфолипазной активности и сниже-
нии антиоксидантной защиты, что и обусловливает 
дестабилизацию мембранных структур эритроцитов.

Введение мышам в период отмены токсиканта 
липидных комплексов эссенциале и A. tobuchiensis 
(4-я и 5-я группы) характеризовалось относитель-
ным восстановлением ряда биохимических пара-
метров, как в мембранах эритроцитов, так и плазме 
крови.

Так, при введении эссенциале (4-я группа) уро-
вень ФК и ФЭ в мембранах эритроцитов по отно-
шению к показателям 3-й группы (отмена CCl4) 
был выше соответственно на 63% (p <0.001) и 11% 
(p <0.01) при одновременном снижении количе-
ства ЛФЭ на 9% (p <0.05). Однако при сравнении 
с контролем показателей липидной составляющей 
мембран эритроцитов мышей, получавших эссен-
циале, отмечалось снижение количества ФХ на 7% 
(p  <0.05) при повышении уровня его лизоформ 
на 31% (p <0.01), что говорит о сохранении все еще 
высокой фосфолипазной активности. Также досто-
верно высоким оставался уровень СМ и ХС на 7% 
(р <0.05) и 14% (р <0.01) соответственно.

В плазме крови животных под действием эссен-
циале (период отмены CCl4) в показателях липидно-
го спектра также отмечались подобные изменения: 
количество ХС превышало начальные значения на 
18% (p <0.05), а содержание ОФЛ было ниже на 9% 
(p <0.05).

В то же время в системе антиоксидантной за-
щиты у  животных, получавших эссенциале, со-
хранялся дисбаланс: уровень АРА в плазме крови 
был снижен на 10% (p<0.05) и повышено количе-
ство МДА на 18% (p<0.01) по отношению к кон-
трольным показателям (рис. 2), что характеризует 
повышенную активность процессов ПОЛ. Одна-
ко стоит отметить увеличение активности СОД, 
одного из ключевых ферментов антиоксидантной 
защиты, на 65% (p <0.001) по отношению к пока-
зателям 3-й группы (отмена CCl4) и приближение 
их к контрольным величинам.

При введении животным липидного экстракта 
A. tobuchiensis на фоне интоксикации CCl4 (5-я груп-
па) в содержании фосфолипидов эритроцитарных 
мембран не было выявлено достоверных отличий 
от контрольных величин. В то же время при сравне-
нии их с соответствующими значениями в 3-й груп-
пе (отмена CCl4), отмечено увеличение количества 
ФЭ на 12% (p <0.01), ФХ на 10% (p <0.05), ФК на 
77% (p  <0.001) и  снижение уровня ЛФХ на 28% 
(p <0.001). По-видимому, введение липидного экс-
тракта A. tobuchiensis на фоне интоксикации CCl4 
приводит к подавлению активности фосфолипаз 
и понижению процессов свободно-радикального 
окисления фосфолипидов. Снижение фосфолипаз-
ной активности, вероятно, обусловлено свойством 
длинноцепочечных жирных кислот семейства n-3, 
входящих в состав водорослей, подавлять их гипе-
рактивность (Asztalos et al., 2016).

Отмеченное выше значительное повышение 
уровня ФК имеет существенное значение для вос-
становления целостности мембран эритроцитов, 
нарушенных воздействием CCl4, так как ФК  яв-
ляется основой для биосинтеза большинства фос-
фолипидных фракций. Также необходимо от-
метить достоверное уменьшение уровня СМ (на 
18%; p <0.001) и ХС (на 23%; p <0.001), что может 
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свидетельствовать о снижении повышенной жест-
кости эритроцитарных мембран.

Вместе с тем выявленные количественные изме-
нения липидного состава в мембране эритроцитов 
мышей, получавших водорослевый экстракт, со-
гласуются с направленностью изменений в плазме 
крови, что еще раз свидетельствует об их взаимо-
действии. В плазме крови мышей аналогично, как 
и в мембранах эритроцитов, отмечалось снижение 
уровня ХС (на 17%; p <0.001), а также установле-
но увеличение количества ОФЛ (на 18%; p <0.001) 
и  снижение содержания ОЛ (на 44%; p  <0.001) 
по отношению к показателям 3-й группы мышей 
в период отмены токсиканта.

Введение липидного экстракта A. tobuchiensis 
животным (5-я группа) на фоне интоксикации CCl4 
способствовало снижению значений МДА на 29% 
(p <0.001) в плазме крови по сравнению с 3-й груп-
пой животных, не получавших препаратов, а так-
же восстановлению уровня АРА и активности СОД 
до контрольных величин. Согласно исследовани-
ям С. Гаррела и соавт. (Garrel et al., 2012), ПНЖК 
n-3 в  условиях оксидативного стресса обладают 
способностью активизировать антиоксидантные 
ферменты, в том числе СОД. Полученные данные 
свидетельствуют о восстановлении антиоксидант-
ной защиты организма и уменьшении активности 
процессов ПОЛ под действием липидного экстрак-
та водоросли в условиях интоксикации CCl4.

Проведенное исследование показало, что ли-
пидный экстракт A. tobuchiensis и эталонный пре-
парат эссенциале оказывают защитное действие 
на  мембраны эритроцитов при интоксикации 
CCl4, проявляющееся в восстановлении фосфоли-
пидного состава, препятствии их окислительной 
деструкции, уменьшении активности процессов 
пероксидации липидов. В то же время липидный 
комплекс анфельции проявил более выраженные 
мембранопротекторные и антиоксидантные свой-
ства в отличие от эссенциале.

Сравнительный анализ действия исследован-
ных препаратов при расчете статистической до-
стоверности между 4-й и 5-й группами животных 
выявил достоверно значимые различия по  ряду 
показателей. Так, в содержании липидных фрак-
ций мембран эритроцитов 4-й группы мышей, 
получавших эссенциале, установлены достовер-
ные отличия в уровнях СМ и ХС от контрольных 
показателей, а также превышение на 8% (p <0.05) 
и 10% (p <0.05) соответственно аналогичных зна-
чений в 5-й группе животных, получавших липид-
ный экстракт A. tobuchiensis. Также отмечено, что 
уровень ФК у животных 4-й группы (эссенциале) 
на 9% (р <0.05) был ниже соответствующих значе-
ний в 5-й группе (анфельция).

Аналогичные различия биохимических по-
казателей отмечались в плазме крови мышей 4-й 
и  5-групп. Так, содержание ХС  и ОЛ  у мышей 

4-й группы, получавших эссенциале, превышали 
соответствующие значения у животных 5-й группы 
(анфельция) в среднем на 10–12% (р <0.05). При 
сравнении исследованных параметров антиокси-
дантной системы в плазме крови (МДА, АРА, СОД) 
также было выявлено преимущество липидного экс-
тракта A. tobuchiensis перед препаратом эссенциале.

Результаты проведенного комплексного ис-
следования показывают, что липидный экстракт 
A.  tobuchiensis по эффективности защитного дей-
ствия не уступает, а по ряду показателей превос-
ходит эталонный гепатопротектор эссенциале, как 
в отношении восстановления липидного матрикса 
мембран эритроцитов, так и концентрации липидов 
в плазме крови, а также показателей, характеризую-
щих состояние антиоксидантной системы при ток-
сическом воздействии CCl4.

Основная причина проявленных различий в био-
логической эффективности липидных комплексов 
из A. tobuchiensis и эссенциале может быть обуслов-
лена преимущественно их различным составом. Как 
было отмечено выше, основными действующими 
веществами в  эталонном препарате эссенциале 
являются фосфолипиды соевых бобов, доминиру-
ющим среди которых является фосфатидилхолин. 
В составе жирных кислот около 70% приходится 
на ПНЖК 18:2 n-6 (линолевая), также в неболь-
ших количествах содержится α-линоленовая и др. 
В то время как липидный экстракт A. tobuchiensis 
отличается более многокомпонентным составом, 
содержащим фракции нейтральных липидов, фос-
фолипидов и  гликолипидов. В  состав фосфоли-
пидов входят четыре основных фракции: ФХ, ФЭ, 
ФГ и ФИ, которые наряду с гликолипидами являют-
ся основными источниками ПНЖК. В жирно-кис-
лотном спектре липидного экстракта A. tobuchiensis 
преобладают ПНЖК семейства n-3 (эйкозопентае-
новая, α-линоленовая) и n-6 (арахидоновая, лино-
левая), что подтверждается исследованиями авторов 
(Kostetsky et al., 2004).

Фосфолипиды, входящие в состав водоросли 
A.  tobuchiensis и  являющиеся основными струк-
турными и функциональными компонентами всех 
биомембран, могут обеспечить восстановление це-
лостности мембран, встраиваясь в эритроцитарные 
мембраны, поврежденные действием токсиканта. 
В свою очередь, ПНЖК липидной фракции водо-
росли A. tobuchiensis будут способствовать обнов-
лению жирных кислот эритроцитарных мембран, 
окисленных в  результате токсического действия 
четыреххлористого углерода. Кроме того, жирные 
кислоты липидного экстракта A. tobuchiensis впол-
не могут участвовать в процессе реацилирования 
образующихся в избытке лизофосфолипидов в ос-
новные фракции мембранных фосфолипидов. Дан-
ный процесс протекает путем встраивания жирных 
кислот в молекулы лизофракций фосфолипидов 
при участии ацилтрансферазы. Также липидный 
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экстракт A. tobuchiensis проявляет более выражен-
ное антиоксидантное действие благодаря способ-
ности ПНЖК n-3, в частности эйкозопентаеновой 
кислоты, «гасить» свободные радикалы в несколь-
ко раз эффективнее, чем линолевая кислота се-
мейства ПНЖК n-6 (Richard et al., 2008), входящая 
в состав эссенциале.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании вышеизложенного следует, что 
липидный экстракт, полученный из морской крас-
ной водоросли A. tobuchiensis, обладает выражен-
ными мембранопротекторными и антиоксидант-
ными свойствами при токсическом воздействии 
CCl4. Выявленный эффект липидного экстракта A. 
tobuchiensis проявлялся в нормализации показателей 
как мембранных липидов, так и липидов плазмы 
крови. Также под действием липидного комплекса 
водоросли отмечалось восстановление параметров 
антиоксидантной системы в плазме крови, включая 
активность СОД, величину АРА и снижение актив-
ности процессов ПОЛ. Полиненасыщенные фосфо-
липиды, входящие в состав липидного экстракта A. 
tobuchiensis, встраиваются в поврежденные мембра-
ны эритроцитов, обеспечивая их нормальное функ-
ционирование, восстановление структуры и про-
ницаемости. Липидный комплекс из A. tobuchiensis 
не  уступал по  эффективности фосфолипидному 
препарату эссенциале, что обусловлено его мно-
гокомпонентным составом, включающим глико- 
и фосфолипиды с преобладанием длинноцепочеч-
ных жирных кислот семейств n-3 и n-6.

Использование экстрактов из  морских водо-
рослей, обогащенных липидной фракцией, в том 
числе из A. tobuchiensis, может быть полезным при 
создании биологически активных добавок и про-
филактических препаратов для снижения по-
следствий токсического воздействия на организм 
и эритроциты в частности.
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Membrane-Protective effect of lipid extract  
of Marine Red Seaweed Ahnfeltia tobuchiensis (Kanno et Matsubara)  

makienko under experimental carbone tetrachloride poisoning
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Carbon tetrachloride (CCl4) disrupts the stable operation of biological membranes, causing disturbances 
in the lipid bilayer, as well as changes in the properties of membrane lipids. The protective effect of lipid 
complex isolated from the marine red alga Ahnfeltia tobuchiensis and the reference drug “Essentiale” was 
investigated on the plasma membranes of mouse erythrocytes, obtained in the modeling of toxic hepatitis 
induced by CCl4. The lipid extract from A. tobuchiensis was not inferior in efficiency to the phospholipid 
preparation essenciale in restoring the indices of both membrane lipids and blood plasma lipids, as well 
as in normalizing the parameters of antioxidant protection of the organism. The membrane-protective 
effect of algal extract is due to its multicomponent composition including glyco- and phospholipids with 
predominance of polyunsaturated fatty acids of n-3 and n-6 families.

Keywords: lipid extract, Ahnfeltia tobuchiensis, erythrocytes, antioxidant defence, mice


