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Окислительный стресс является причиной многих патологических процессов в клетке, поэтому из-
учение новых природных антиоксидантов, нейтрализующих его последствия, является актуальной задачей. 
С помощью усиленной хемилюминесценции в системе люминол-4-йодофенол-пероксидаза и флуоресцент-
ного зонда – кумарин-3-карбоновой кислоты установлено, что ксантозин (Xao) в концентрациях 0,02–1 мМ 
уменьшает радиационно-индуцированное образование перекиси водорода и гидроксильных радикалов 
в вод ных растворах. Методом иммуноферментного анализа с использованием специфических к 8-оксогуани-
ну (8-ОГ) антител показано, что Xao в концентрациях 0,02–1 мМ уменьшает индуцированное рентгеновским 
излучением образование 8-ОГ в ДНК. Используя микроядерный тест, выявлено, что Xao при внутрибрю-
шинном введении уменьшает количество полихроматофильных эритроцитов с микроядрами у мышей, об-
лученных в дозе 1,5 Гр.
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Oxidative stress is the cause of many pathological processes in cells. Thereby the study of new natural 
antioxidants eliminating its consequences is an actual task. Using the enhanced chemiluminescence with luminol-
p-iodphenol- peroxidase system and coumarin-3-carboxylic acid, it was shown that xanthosine (Xao) in the 
concentration 0,02 �1 mM reduced radiation induced formation of hydrogen peroxide and hydroxyl radicals in 
aqueous solutions. Using enzyme-linked immunosorbent assay with specifi c antibodies against 8-oxoguanine 
(8-OG) it was established that Xao in the concentration 0,02-1 mM decreases the formation of 8-OG, a key biomarker 
to DNA damage by reactive oxygen species under the action of X-rays. By micronucleus test it was established that 
intraperitoneal administration Xao reduced the amount of polychromatophilic erythrocytes with micronucleus in 
mice irradiated by 1,5 Gy.
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Активные формы кислорода (АФК) 
образуются как в процессе нормального 
аэробного клеточного метаболизма, так и 
в результате воздействия ряда факторов 
окружающей среды, таких как ионизирую-
щее и УФ-излучения, тепло, канцерогены и 
др. С одной стороны, АФК, образующиеся 
в клетках и межклеточном пространстве, 
могут вызывать повреждения биологиче-
ских структур ДНК, белков, липидов и др., 
а с другой, они выполняют сигнальную 
функцию, направленную на нейтрализацию 
окислительного стресса, обусловленного 
АФК [7]. Во всех живых организмах суще-
ствуют системы антиоксидантной защиты 
клеток, предохраняющие их от избыточного 
содержания АФК, представленные специ-
ализированными ферментами и низкомоле-
кулярными антиоксидантами. Способность 
снижать концентрацию АФК обусловлена 
их реакцией с легко окисляемыми группа-
ми антиоксидантов. Ранее было установ-
лено, что среди природных пуриновых со-
единений – гуанозин (Guo), инозин (Ino) и 
гуанозин-5-монофосфат (ГМФ) обладают 
ярко выраженными антиоксидантными 
и радиозащитными свойствами [1, 8, 6]. 

В данной работе исследованы антиокси-
дантные свойства ксантозина (Xao), кото-
рый представляет собой природный про-
дукт катаболизма пуринов.

Цель исследования: с помощью различ-
ных тест-систем изучить антиоксидантные 
свойства ксантозина.

Материалы и методы исследования
Воздействие ионизирующего излучения 
Облучение проводили на рентгеновской тера-

певтической установке РУТ-15 (Мосрентген, Россия) 
в дозе 7 Гр (1 Гр/мин, фокусное расстояние 37,5 см, 
ток 20 мА, напряжение 200 кВ) или 4,5 Гр/мин (для 
иммуноферментного анализа) фокусное расстояние 
19,5 см, ток 20 мА, напряжение 200 кВ). 

Определение перекиси водорода
Для количественного определения Н2О2 исполь-

зовали высокочувствительный метод усиленной хе-
милюминесценции в системе люминол – 4-йодфе-
нол – пероксидаза. Ксантозин в концентрациях 0,02; 
0,05; 0,1; 1 мМ в фосфатном буфере (1 мМ, рН 7,4) 
подвергали воздействию рентгеновского излучения 
в стеклянных флаконах (Beckman, США). Интенсив-
ность хемилюминесценции измеряли с помощью 
жидкостного сцинтилляционного счетчика Бета-1 
(«Медаппаратура», Украина). Калибровку измере-
ний осуществляли с помощью Н2О2 известной кон-
центрации [5].



23

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    №10, 2011

МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ
Определение гидроксильных радикалов

Гидроксильные радикалы (ОН-радикалы) опре-
деляли с помощью специфического флуоресцентного 
зонда, кумарин-3-карбоновой кислоты, как описано 
ранее [6]. Xao в концентрациях 0,02; 0,05; 0,1; 1 мМ 
в 1 мМ в фосфатном буфере, рН 7,4, облучали рент-
геновским излучением в стеклянных флаконах. Ин-
тенсивность флуоресценции проб измеряли на спек-
трофлуориметре SFM 25A («Kontron Instruments», 
Италия) при λ = 400 нм и λ = 450 нм в зеркальной 
кварцевой кювете при комнатной температуре. Для 
калибровки результатов образования ОН-радикалов 
использовали растворы аутентичного препарата 
7-гидроксикумарин-3-карбоновой кислоты известной 
концентрации [4].

Иммуноферментный анализ
Детальное описание использованного метода 

иммуноферментного анализа опубликовано ранее [7]. 
Ксантозин в концентрациях 0,02; 0,05; 0,1; 1 мМ в 
растворе ДНК облучали рентгеновским излучением в 
пробирках (Eppendorf, Germany). Содержание 8-оксо-
гуанина определяли на основании известной величи-
ны его радиационно-химического выхода в ДНК.

Животные
В экспериментах использовались 6-недельные 

самцы белых мышей (Kv:SHK) (18–20 г). Все экспе-
риментальные протоколы получили одобрение коми-
тета по биоэтике Института теоретической и экспери-
ментальной биофизики РАН.

Микроядерный тест
Xao вводили мышам внутрибрюшинно (45 мкг/г 

в 0,14 М NaCl) за 15 мин до и через 15 мин после 
облучения в дозе 1,5 Гр. Данная величина дозы была 
выбрана как наиболее оптимальная, так как линей-
ная зависимость «доза-эффект» для мышей Kv:SHK 
при образовании МЯ в ПХЭ проявляется в диапа-
зоне доз 0–1,5 Гр [2]. Мышей умерщвляли методом 
цервикальной дислокации через 24 ч после облуче-
ния, поскольку максимальный выход ПХЭ с МЯ на-
блюдается примерно через сутки после воздействия 
ионизирующей радиации. Процедуры, связанные 
с изготовлением и окрашиванием гистологических 
препаратов, описаны ранее [1]. Подсчет ПХЭ, со-
держащих МЯ, осуществляли с помощью светового 
микроскопа ЛОМО «МикМед-2» (Россия) с иммер-
сионным объективом при увеличении 1000. Ана-

лизировали данные для 5 особей на одну экспери-
ментальную точку, c подсчетом не менее 2000 ПХЭ 
на мышь. 

Результаты исследования 
и их обсуждение

Известно, что АФК образуются при ра-
диолизе воды под действием ионизирующе-
го излучения. Наиболее долгоживущей раз-
новидностью АФК является Н2О2, которая 
может оказывать как повреждающее дей-
ствие на различные клеточные структуры, 
так и играть сигнально-регуляторную роль, 
связанную с активацией процессов восста-
новления повреждений или апоптоза [3]. 
Количество образовавшейся Н2О2 линейно 
зависит от поглощенной дозы в диапазоне 
1–7 Гр. Исследовано влияние Xao в кон-
центрациях 0,02; 0,05; 0,1 и 1 мМ на обра-
зование Н2О2 в фосфатном буфере под воз-
действием рентгеновского излучения в дозе 
7 Гр (табл. 1). Доза 7 Гр является летальной 
для большинства млекопитающих. Как вид-
но из результатов табл. 1, Xao уменьшает 
индуцированное рентгеновским излучени-
ем образование Н2О2 в растворе при увели-
чении его концентрации до 1 мМ в 3,9 раза. 
Гидроксильные радикалы являются наи-
более реакционно-способной разновидно-
стью АФК и приводят к окислительным 
повреждениям биологических макромоле-
кул. Исследовано влияние Xao на образо-
вание ОН-радикалов в фосфатном буфере 
под действием рентгеновского излучения в 
дозе 7 Гр (табл. 1) с использованием специ-
фичного для ОН-радикалов флуоресцент-
ного зонда – кумарин-3-карбоновой кис-
лоты. В диапазоне доз 1–7 Гр наблюдается 
линейная зависимость эффекта от величи-
ны дозы. Xao в диапазоне концентраций 
0,02–1 мМ снижает генерацию ОН-ради-
калов в три раза. 

Таблица 1
Влияние ксантозина в диапазоне концентраций 0,02–1 мМ на генерацию перекиси 

водорода, гидроксильных радикалов в фосфатном буфере (1 мМ; рН 7,4) и образование 
8-ОГ в растворе ДНК, облученных в дозе 7 Гр. ФИД – фактор изменения дозы. Данные 
представлены как средние значения и их ошибки по трем независимым экспериментам

Воздействие H2O2, мкМ ФИД OH-радикалы, 
мкМ ФИД

8-ОГ на 105 
гуанинов 
в ДНК

ФИД

7 Гр 0,59 ± 0,07 - 1,78 ± 0,02 - 5,5 ± 0,3 -
7 Гр + Xao 0,02 мМ 0,37 ± 0,05* 1,6 1,62 ± 0,02* 1,1 4,5 ± 0,3* 1,2
7 Гр + Xao 0,05 мМ 0,29 ± 0,03* 2,0 1,53 ± 0,01* 1,2 3,4 ± 0,2* 1,6
7 Гр + Xao 0,1 мМ 0,26 ± 0,06* 2,3 1,36 ± 0,01* 1,3 2,6 ± 0.2* 2,1
7 Гр + Xao 1 мМ 0,15 ± 0,04* 3,9 0,60 ± 0,01* 3,0 2,1 ± 0.1* 2,6

П р и м е ч а н и е :  * – р < 0,05 относительно контроля (7 Гр) по критерию Стьюдента.
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Известно, что окисление гуанина в ДНК 

приводит к образованию 8-ОГ, который яв-
ляется ключевым биомаркером поврежде-
ния ДНК АФК в процессе радиолиза ДНК. 
С помощью иммуноферментного анализа, с 
применением специфических к 8-ОГ анти-
тел исследовано влияние Xao на образова-
ние 8-ОГ в ДНК под действием рентгенов-
ского излучения в дозе 7 Гр. Как показано 
в табл. 1, Xao в диапазоне концентраций 
0,02–1 мМ снижает радиационно-индуци-
рованное образование 8-ОГ в 2,6 раза. До-
бавление Xao к необлученной ДНК не влия-
ет на увеличение образования 8-ОГ, из чего 
следует, что ксантозин не вступает в кросс-
реакцию с первичными антителами. 

Полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что Xao способен снижать 
радиационно-индуцированную генерацию 
перекиси водорода, ОН-радикалов в водных 
растворах и образование 8-ОГ в ДНК in 
vitro (см. табл. 1). Наши данные согласуют-
ся с ранее опубликованными результатами 
по другим природным пуриновым соеди-
нениям. Ранее показано, что Guo, Ino [1] и 
ГМФ [6] проявляют антиоксидантные свой-
ства. Xao более эффективно, по сравнению 
с Guo, Ino и ГМФ, уменьшает образование 
Н2О2 и ОН-радикалов в водном растворе в 
концентрации 1 мМ. Антиоксидантная спо-
собность по этим тестам увеличивается к 
ряду Xao > ГМФ > Guo > Ino. Однако в слу-

чае образования 8-ОГ в ДНК антиоксидан-
тый эффект увеличивался следующим обра-
зом: Guo > Ino > Xao > ГМФ.

Кроме исследования антиоксидантных 
свойств Xao in vitro проведены исследова-
ния его антиоксидантных свойств in vivo 
на мышах. Микроядерный тест является 
общепринятым методом для оценки эффек-
тивности различных защитных средств от 
генотоксических повреждений, таких как 
образование ПХЭ с МЯ в красном костном 
мозге. Было исследовано влияние Xao при 
его внутрибрюшинном введении мышам 
за 15 мин до воздействия рентгеновского 
излучения и через 15 мин после облуче-
ния в дозе 1,5 Гр на частоту образования 
МЯ в ПХЭ в костном мозге (табл. 2). При 
введении Xao необлученным животным 
не наблюдается изменения процента ПХЭ 
с МЯ. Как видно из табл. 2, процент ПХЭ 
с МЯ после воздействия рентгеновского 
излучения в дозе 1,5 Гр увеличился поч-
ти в 10 раз от 0,5 %, при отсутствии воз-
действия до 4,8 %. Введение Xao мышам 
до воздействия рентгеновского излучения 
привело к уменьшению частоты образо-
вания ПХЭ с МЯ примерно в 1,3 раза, при 
введении после – в 1,6 раза по сравнению 
с облученным контролем. При анало-
гичном введении Ino, Guo [1] и ГМФ [6] 
после облучения наблюдалось уменьшение 
в 1,5 и 1,7 раза соответственно. 

Защитный и антиоксидантный эффекты 
Xao in vivo и in vitro можно объяснить тем, 
что ксантозин имеет низкий окислительно-
восстановительный потенциал (порядка 1,0 
в Red/Ox) [9].

Другие возможные механизмы защит-
ных свойств ксантозина in vivo могут быть 
связаны с влиянием его на процесс репара-
ции ДНК и на нейтрализацию долгоживу-
щих радикалов белка, которые способны 
генерировать АФК в течение длительного 
времени после воздействия ионизирующего 

излучения [2]. Известно, что производные 
ксантина являются неконкурентными ли-
гандами аденозиновых рецепторов А1 и А2 
[10], которые вовлечены в сигнальные пути, 
связанные с процессами дифференцировки, 
иммунного ответа и др. 

Заключение
Таким образом, установлено, что ксан-

тозин проявляет существенные антиокси-
дантные свойства in vitro и in vivo. Полу-
ченные данные позволяют предполагать, 

Таблица 2
Влияние ксантозина (45 мкг/г), введенного внутрибрюшинно мышам за 15 мин до и через 
15 мин после воздействия рентгеновского излучения в дозе 1,5 Гр, на частоту образования 

МЯ в ПХЭ в красном костном мозге мышей

Воздействие Количество 
животных

Количество 
ПХЭ

Количество 
ПХЭ с МЯ Процент ПХЭ с МЯ

0 Гр 5 10365 56 0,54 ± 0,07*
0 Гр + Xao 5 10236 51 0,50 ± 0,05*
1,5 Гр 5 10287 494 4,81 ± 0,42
1,5 Гр + Xao до облучения 5 10312 371 3,60 ± 0,30*
1,5 Гр + Xao после облучения 5 10312 319 3,10 ± 0,30*

П р и м е ч а н и е :  * – р < 0,05 относительно контроля (7 Гр) по критерию Стьюдента.
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что ксантозин может эффективно препят-
ствовать развитию окислительного стресса 
и может быть перспективным радиозащит-
ным веществом.
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