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Ранее в сыворотке крови человека был обнаружен фермент, вызывающий атерогенную модификацию  
липопротеидов низкой  плотности (ЛНП), которые приводят к  накоплению  холестерина в клетках сосудов, 
т.е. вызывают одно из основных проявлений атеросклероза на клеточном уровне. В нашей работе было ис -
следовано влияние экстрактов растений и продуктов биологического происхождения на активность 
транс-сиалидазы сыворотки крови человека. Обнаружено, что экстракты чеснока, лука, тысячелистника, 
зверобоя, ламинарии, фукуса и меда способны  снижать активность транс-сиалидазы in vitro. Наибольший 
ингибирующий эффект был выявлен для  экстрактов цветочной пыльцы и порошка чеснока. Пероральный 
прием  цветочной пыльцы и порошка чеснока вызывал примерно двукратное снижение транс-сиалидазной 
активности сыворотки крови  в экспериментах ex vivo. Было установлено, что снижение транс-сиалидазной 
активности сыворотки крови коррелирует со  снижением  способности сыворотки крови  вызывать накопле-
ние холестерина в культуре клеток из непораженной интимы аорты человека.
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Введение

Одним из ключевых событий в патогенезе атеросклеро-
за является накопление липидов, в том числе эфиров холе-
стерина, в клетках сосудистой стенки. Важнейшую роль в 
отложении внутриклеточных липидов играют циркулиру-
ющие множественно модифицированные липопротеиды 
плазмы крови (цмЛНП) [1, 2]. Эти липопротеиды отлича-
ются от нативных по своим физико-химическим свойст-
вам. Так, для цмЛНП было продемонстрировано снижен-
ное содержание сиаловой кислоты, эфиров холестерина и 
фосфолипидов, повышенное содержание лизофосфолипи- 
дов и диглицеридов, увеличение окисляемости липидов и 
поверхностного отрицательного заряда, уменьшение раз-
меров и увеличение плотности частиц [3, 4]. Кроме того, 
особо необходимо отметить такие свойства цмЛНП, как: 
повышенную склонность к ассоциации и их атероген-
ность, т.е. способность вызывать накопление холестерина 
в культуре клеток [5,6]. Предположительно, одной из при-
чин, ведущих к появлению цмЛНП, является фермента-
тивная модификация липопротеидной частицы. Одним из 
ферментов-модификаторов, по-видимому, может высту-
пать транс-сиалидаза плазмы крови человека.

Транс-сиалидаза плазмы крови человека была выделе-
на в гомогенном виде с помощью аффинной хроматогра-
фии на полисиаловой кислоте, ковалентно связанной с 
агарозой [7, 8 ]. Донорами сиаловой кислоты для
транс-сиалидазы могут являться липопротеиды, гликоп-
ротеиды, ганглиозиды плазмы крови, а также гликоконъ-
югаты клеток крови. Акцепторами сиаловой кислоты мо-

гут служить гликоконъюгаты компонентов плазмы и кле-
ток крови [7].

Обработка нативных липопротеидов транс-сиалида- 
зой приводит к их десиалированию и, как следствие, по-
явлению у них способности вызывать отложение холесте-
рина в клетках интимы аорты человека [7, 9]. Можно 
предположить, что ингибирование активности транс-сиа- 
лидазы снизит скорость модификации ЛНП и затормозит 
процесс накопления холестерина в сосудистых клетках. 
Ранее мы показали, что гепарин и производные цитозина 
способны снижать транс-сиалидазную активность [1 0 ]. 
В последнее время внимание исследователей привлечено 
к  использованию продуктов натурального происхождения 
для профилактики и лечения атеросклероза. Поэтому це-
лью данной работы явилось изучение влияния раститель-
ных препаратов на активность транс-сиалидазы плазмы 
крови человека.

Материалы и методы

Получение экстрактов растительного происхождения

Спиртовые (70% этанола) экстракты были получены 
из растений, водорослей и продуктов жизнедеятельности 
пчел. Были использованы продукты растительного проис-
хождения («Красногорсклексредства», Красногорск, Мо-
сковская область), а также препараты пролонгированного 
действия на основе цветочной пыльцы (поллинат) и по-
рошка чеснока (алликор) (ИНАТ-Фарма, Москва, Рос-
сия).

* Работа поддержана Министерством образования и науки Российской Федерации.
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Выделение и радиоактивное мечение ЛНП
Венозную кровь доноров забирали утром натощак в 

пробирки, содержащие 1 мг/мл ЭДТА. Плазму отделяли 
от форменных элементов при помощи центрифугирова-
ния при 300 об./мин 15 мин на центрифуге TJ- 6  (Beckman 
Instruments, США). ЛНП выделяли из плазмы крови двух-
стадийным ультрацентрифугированием, как описано ра-
нее [10]. Образцы ЛНП диализовали в течение ночи при 
4°С против 4000 объемов 50 мМ Tris-HCl буфера (pH 7.0) 
и затем стерилизовали фильтрацией (0.45 мкм). Сиалиро- 
ванные гликоконьюгаты ЛНП метили [3 H]-C по С - 8  по-
зиции сиаловой кислоты, как описано Veh et al. [11].

Получение липопротеид-дефицитной плазмы
Для получения липопротеид-дефицитной плазмы 

плотность 4 мл плазмы доводили до 1,39 г/мл сухим NaBr, 
наслаивали 6  мл раствора NaBr с плотностью 1,065 г/мл и 
центрифугировали в течение 15 ч при 40 000 об/мин (ро-
тор 50Ti, Beckman Instruments, США). Флотировавшие 
липопротеиды удаляли и липопротеид-дефицитную плаз-
му диализовали в течение ночи при 4°С против 4000 объе-
мов 50 мM Tris-HCl буфером (pH 7.0).

Выделение транс-сиалидазы
Транс-сиалидазу плазмы крови выделяли методом 

афинной хроматографии. Для этого 700 мкл липопроте-

ид-дефицитной плазмы наносили на колонку, содержащую
2  мл сефарозы с ковалентно связанной с ней полисиаловой 
кислотой (Syntesome GmbH, Munich, Germany). Колонку 
промывали 20 мл 50 мМ Tris-HCl (pH 7.0), свя!авшийся 
фермент элюировали 5 мл раствора 5 мМ сиаловой кислоты 
в 50 мМ Tris-HCl (pH 7.0). Полученный раствор фермента 
диализовали против 10 мМ Tris-HCl в течение суток с трех-
кратной сменой буфера. Фермент концентрировали при по-
мощи мембранной ультрафильтрации (Amicon systems, 
США) и хранили при -70°С. Концентрацию белка в раство-
ре фермента определяли по Lowry et al. [12].

Определение транс-сиалидазной активности
В качестве доноров сиаловой кислоты выступали 

[3Н]-меченые липопротеиды или гликоньюгаты, ковалент-
но связанные с сефарозой [13]. Реакционная смесь содер-
жала 10—20 мкл связанных с сефарозой ЛНП, 50 мкг асиа- 
лофетуина, 1 мМ дитиотриэтола, 2мМ CaCl2  и 10 мкг фер-
мента. Объем реакционной смеси доводили до 0,2 мл при 
помощи 50 мМ Tris-HCl (pH 7.0). Инкубацию проводили 
при 37°С в темноте при постоянном перемешивании в тече-
ние 4 ч. По окончании инкубации к реакционной смеси до-
бавляли 300 мкл воды и центрифугировали 10 мин при 
4500 об./мин. Затем отбирали 200 мкл супернатанта и изме-
ряли уровень его радиоактивности на жидкостно-сцинтил- 
ляционном счетчике 1215 Rack-Beta (LKB, Швеция).

Таблица 1
Влияние эстрактов растений, водорослей и продуктов жизнедеятельности пчел 

на активность транс-сиалидазы in vitro  (% от контроля)

Исследуемый компонент Концентрация экстракта, мг/мл

0 0,01 0,1 1 10 100 1000
Экстракт корней лапчатки прямостоячей 
(Potentilla erecta  Neck.) 100±7 99±9 94±8 97±6 95±6 102±5 89±6

Экстракт цветов календулы лекарственной 
(Calendula officinalis  L.) 100±7 111±12 108±7 103±3 105±8 92±6 88±4

Экстракт травы зверобоя продырявленного 
(Hypericum perforatum  L.) 100±7 93±7 95±9 98±5 95±7 72±5* 57±4*

Экстракт тысячелистника обыкновенного 
(Achillea m illefolium  L.) 100±7 99±5 94±3 92±8 78±4* 54±4* 27±3*

Экстракт корня женьшеня обыкновенного 
(Panax ginseng  C.A. Mey) 100±7 94±6 95±8 98±6 99±3 95±5 88±6

Экстракт корня элеутерококка колючего 
(E leutherococcus senticosus Maxim.) 100±7 95±5 105±7 100±7 101±8 95±6 85±8

Экстракт корня родиолы розовой 
(Rhodiola rosea L.)

100±7 98±6 103±5 98±5 89±5 72±4* 58±5*

Экстракт прополиса 100±7 97±9 99±8 108±10 103±7 98±3 88±5

Экстракт меда
100±7 94±4 95±6 92±5 88±4 85±8 60±4*

Экстракт цветочной пыльцы 100±7 92±5 80±2 49±4* 43±2* 21±3* 14±2*

Экстракт бурых водорослей ламинарии сахаристой 
(Saccharina japonic  (Areschoug) С .E.Lane et al.) 100±7 98±7 95±6 89±5 85±4 81±5* 74±3*

Экстракт фукуса пузырчатого 
(Fucus vesiculosusa L.) 100±7 93±8 101±5 90±4 81±3* 75±4* 65±2*

Экстракт лука репчатого 
(Allium cepa L.) 100±7 96±4 97±5 95±7 92±6 82±2* 73±6*

Экстракт чеснока посевного 
(Allium sativum  L.) 100±7 92±4 85±5 81±6* 63±4* 32±3* 10±4*

Примечание. Данные представлены в виде среднего  ± стандартная ошибка среднего ; * — достоверное подавление фер-
ментативной активности, p<0,005
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Культура клеток
Субэндотелиальные гладкомышечные клетки (ГМК) 

выделяли из непораженных участков интимы аорты чело-
века путем обработки коллагеназой [5] и культивировали 
при 37°С в СО2-инкубаторе (Forma Scientific, США) в на-
сыщенной водяными парами атмосфере, содержащей 
95% воздуха и 5% углекислого газа [14]. Клеточные липи-
ды экстрагировали смесью гексан—изопропанол, соглас-
но Hara and Radin [15]. Содержание внутриклеточного хо-
лестерина определяли при помощи тест-системы для 
определения общего холестерина (Boehringer Mannheim, 
Германия).

Статистическая обработка
Достоверность различий определяли с помощью дву-

стороннего t -теста Стьюдента с использованием стати-
стической программы BMDP 16.

Результаты
Влияние экстрактов растений на активность 

транс-сиалидазы плазмы крови человека
В табл. 1 представлены данные о влиянии различных 

концентраций экстрактов растений, водорослей и продук-
тов жизнедеятельности пчел на активность транс-сиалида- 
зы, выделенной из плазмы крови человека. Можно видеть, 
что экстракты корня лапчатки прямостоячей (калгана) 
(Potentilla erecta Neck.), цветов календулы лекарственной 
(Calendula officinalis L.) не влияли на активность фермента. 
Экстракты травы зверобоя продырявленного (Hypericum 
perforatum L.) и тысячелистника обыкновенного (Achillea 
millefolium L.) в концентрациях 100—1000 мкг/мл ингиби-
ровали активность транс-сиалидазы на 45—71%.

Из экстрактов растений, обладающих седативным эф-
фектом, лишь экстракт корня родиолы розовой (Rhodiola 
rosea L.) в концентрациях 100—1000 мкг/мл ингибировал 
активность транс-сиалидазы на 36—44% в концентрациях 
100—1000 мкг/мл. Представители семейства аралиевых — 
женьшень обыкновенный (Panax ginseng C.A. Mey) и элеу-
терококк колючий (Eleutherococcus senticosus Maxim.) были 
неэффективны.

Среди экстрактов продуктов жизнедеятельности пчел, 
ингибирующим эффектом на активность транс-сиалида- 
зы обладали экстракты меда и цветочной пыльцы. Спир- 
товый экстракт цветочной пыльцы в концентрациях 
1 — 1 0 0 0  мкг/мл ингибировал активность транс-сиалидазы 
на 51—86%. Водный экстракт обладал сходным эффектом 
на активность фермента (данные не приводятся).

Экстракты бурых водорослей ламинарии сахаристой 
(Saccharina japonica (Areschoug) C.E.Lane et al.) и фукуса 
пузырчатого (Fucus vesiculosus L.) снижали активность 
транс-сиалидазы на 24 и 36% соответственно, в наиболь-
шей использованной концентрации.

Экстракты растений семейства лилейных вызывали 
снижение активности транс-сиалидазы. Спиртовый экст-
ракт порошка чеснока (Allium sativum L.) в концентрации 
1000 мкг/мл снижал активность фермента на 92%. Близ-
кий по величине ингибирующий эффект был обнаружен 
также для водного и хлороформного экстрактов чеснока 
(данные не приводятся).

Таким образом, из всех исследованных препаратов эк-
стракты цветочной пыльцы и порошка чеснока обладали

Рис. 1. Временная (А) и концентрационная (В) зависимость влияния 
препарата цветочной пыльцы на транс-сиалидазную активность сы-
воротки крови ex vivo

Рис. 2. Влияние препарата «Поллинат» на транс-сиалидазную актив-
ность сыворотки крови (А) и атерогенность сыворотки (В)
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наибольшим ингибирующим эффектом на активность 
транс-сиалидазы. Поэтому в дальнейшем мы исследовали 
влияние этих препаратов на транс-сиалидазную актив-
ность ex vivo.

Влияние препаратов цветочной пыльцы 
на транс-сиалидазную активность плазмы крови человека
На рис. 1 приведены данные о влиянии цветочной 

пыльцы на транс-сиалидазную активность плазмы крови 
человека. Добровольцы принимали от 150 до 500 мг кап- 
сулированной цветочной пыльцы перорально. После это-
го у них забирали кровь через 2, 4, 6  и 12 ч и определяли 
транс-сиалидазную активность в плазме крови. Макси-
мальная ингибирующая активность цветочной пыльцы 
была обнаружена спустя 4 ч после приема (рис. 1А). Мож-
но видеть, что в дозах 250—500 мг пыльца вызывала при-
мерно двукратное снижение транс-сиалидазной активно-
сти плазмы крови (рис. 1В). Помимо капсулированной 
цветочной пыльцы, были использованы также таблетки 
пролонгированного действия «Поллинат», содержащие 
250 мг пыльцы в полимерной матрице. Как следует из 
данных рис. 2 , пролонгированная форма цветочной пыль-
цы вызывает более длительный по времени ингибирую-
щий эффект, который может длиться до 1 2  ч.

Помимо влияния препарата «Поллинат» на актив-
ность транс-сиалидазы сыворотки крови, было исследо-
вано свойство тех же сывороток вызывать накопление хо-
лестерина в клетках непораженной интимы аорты челове-
ка, т.е. их атерогенность (рис. 2А). Было показано, что па-
раллельно со снижением активности транс-сиалидазы 
снижается и атерогенный потенциал сывороток (рис. 2В). 
Коэффициент корреляции составил 0,80 (p<0,05).

Влияние препаратов порошка чеснока 
на транс-сиалидазную активность плазмы крови человека
На рис. 3 приведена временная зависимость влияния 

препарата «Алликор», содержащего 150 мг порошок чесно-
ка, на транс-сиалидазную активность плазмы крови. Мож-
но видеть, что ингибирующий эффект препарата появляет-
ся спустя 4 ч и длится в течение 12 ч после применения.

Мы обнаружили тесную положительную корреляцию 
между снижением транс-сиалидазной активности сыво-
ротки крови пациентов под действием препарата порошка 
чеснока и снижением способности плазмы накапливать 
внутриклеточный холестерин (r=0,76, p<0,05).

Была исследована также транс-сиалидазная актив-
ность у пациентов, принимавших препарат порошка чес-
нока ежедневно утром и вечером в течение 1 года. Как 
следует из табл. 2 , среди 26 пациентов 18 исходно облада-

И I г
2 4 6 8 10 12 14

Время, ч
Рис. 3. Влияние препарата «Алликор» на транс-сиалидазную актив-
ность сыворотки крови человека

ли высокой транс-сиалидазной активностью (группа 1 ), 
тогда как 8  пациентов (группа 2 ) имели низкую фермента-
тивную активность (30—50 фмоль/мл/мин). Прием пре-
парата «Алликор» в течение 1 года приводил к снижению 
транс-сиалидазной активности на 32% в группе 1 с изна-
чально высокой ферментативной активностью. В группе 2 
достоверных изменений ферментативной активности об-
наружено не было.

Плазма пациентов группы 1 вызывала в среднем 
2 , 1 -кратное накопление холестерина в клетках непора-
женной интимы аорты человека (табл. 2). Плазма пациен-
тов группы 2 атерогенными свойствами не обладала. При-
ем препарата «Алликор» в течение 1 года привел к сниже-
нию атерогенного потенциала плазмы 1 -й, но не 2 -й, 
группы. Коэффициент корреляции между снижением 
транс-сиалидазной активности и атерогенностью плазмы 
составил 0,75 (p<0,05).

Обсуждение

Транс-сиалидазная активность недавно была обнару-
жена нами в плазме крови человека 7, 10. Достаточно де-
тально изучены транс-сиалидазы простейших, таких, как 
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Endotrypanum sp. 17. 
Многие из этих простейших являются возбудителями 
опасных заболеваний, например, сонной болезни, болез-
ни Шагаса. Транс-сиалидазы паразитарных простейших 
играют важную роль в механизмах защиты паразита от 
иммунной системы хозяина и проникновения простей-
ших в клетку. В связи с этим понятен интерес к ингибито-

Таблица 2
Влияние длительного приема препарата «Алликор» 

на транс-сиалидазную активность сыворотки крови человека

Группы пациентов Транс-сиалидазная активность сыворотки 
крови, фмоль/мл /мин

Атерогенность сыворотки крови, 
% от контроля

Исходная Через 1 год Исходная Через 1 год
1. С высокой (>75) исходной актив-
ностью (n=18) 90±6 62±6 205±17 134±15

С низкой (<75) исходной активно-
стью  (n=8) 40±3 40±6 115±7 108±6

Примечание. Данные представлены в виде среднего  ± стандартная ошибка среднего
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рам транс-сиалидазной активности, поиск которых ак-
тивно ведется в последнее время 18. В свою очередь, нам 
удалось обнаружить транс-сиалидазную активность в 
плазме крови человека и продемонстрировать ее тесную 
взаимосвязь с модификацией нативных ЛНП 7. В настоя-
щей работе мы провели поиск потенциальных ингибито-
ров транс-сиалидазной активности плазмы крови челове-
ка среди экстрактов растений и продуктов растительного 
происхождения.

Результаты этого исследования показали, что среди 
растений и продуктов их биологической переработки 
имеются такие, экстракты которых являются ингибитора-
ми транс-сиалидазы. Таким эффектом обладали экстрак-
ты ламинарии, фукуса, тысячелистника, зверобоя, лука и 
меда. Однако наибольшим ингибирующим действием об-
ладали экстракты цветочной пыльцы и чеснока.

Эксперименты ex vivo показали, что пероральный при-
ем препаратов цветочной пыльцы и чеснока вызывает 
значительное по величине (около 50%) и продолжитель-
ное по времени (2 — 6  ч) снижение транс-сиалидазной ак-
тивности сыворотки крови человека. При использовании 
таблетированных препаратов цветочной пыльцы и чесно-
ка, обладающих пролонгированным действием, длитель-
ность эффекта увеличивалась до 1 2  ч.

При этом было обнаружено, что параллельно со сни-
жением транс-сиалидазной активности сыворотки крови 
происходит и снижение ее атерогенных свойств. Другими 
словами, сыворотки крови теряют способность вызывать 
накопление холестерина в клетках непораженной интимы 
аорты человека, одного из основных проявлений атероск-
лероза на клеточном уровне.

Заключение
Ранее мы показали, что основным атерогенным ком-

понентом сыворотки крови больных коронарным атеро-
склерозом являются ЛНП с низким содержанием сиало-
вой кислоты [2, 3]. При этом атерогенность ЛНП, т.е. их 
способность накапливать внутриклеточный холестерин, 
отрицательно коррелирует с содержанием в них сиаловой 
кислоты [19]. Было установлено, что атерогенная моди-
фикация ЛНП может происходить в плазме крови челове-
ка, и первым по времени и, возможно, основным измене-
нием является потеря сиаловой кислоты [13, 20]. Десиа- 
лирование ЛНП в плазме осуществляется транс-сиалида- 
зой — ферментом, основные характеристики которого 
были определены недавно [7]. Обработка in vitro нативных 
ЛНП транс-сиалидазой, выделенной из сыворотки крови, 
приводит к их десиалированию и появлению атерогенных 
свойств. Интересно отметить, что десиалирование ЛНП 
осуществляется транс-сиалидазой с наибольшей скоро-
стью, по сравнению с другими классами липопротеидов, а 
также гликопротеидов сыворотки крови. Таким образом, 
можно предположить, что ингибирование транс-сиалида- 
зы должно приводить к снижению атерогенных свойств 
сыворотки крови. Действительно, в экспериментах ex vivo 
было обнаружено, что снижение транс-сиалидазной ак-
тивности под действием препаратов цветочной пыльцы и 
чесночного порошка тесно коррелирует с падением ате-
рогенного потенциала сыворотки крови пациентов.

В перспективе подобные результаты могут служить 
основой для разработки новых подходов к профилактике 
и лечению атеросклероза сосудов человека.
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We have previously detected and isolated from human blood serum an enzyme that causes atherogenic m odi-
fication o f low density lipoproteins (LDLP). Modified LDLP stimuiate accumuiation o f cholesterol in b lood vessel 
cells and thus cause one o f the main manifestations o f atherosclerosis a t cellu lat level. In the present study we in-
vestigated the influence o f herbal extracts and honey bee products on trans-sialidase activity o f human serum. We 
found that exlracts o f garlic, on ion, yarrow, St. John’s wort, royal kombu, bladder wrack and honey reduce 
trans-sialidase activity in vitro. The greatest inh ib ito rye ffect (90%) was shown fo rpo lien  and gariic powder. Oral 
administration o f pollen and garlic powder caused approximately two-fo ld reduction o f serum trans-sialidase ac-
tivity ex vivo. The reduction o fserum  trans-sialidase activ itycorre iates with the decreased serum ab ility to  cause 
cholesterol accumulation in cultured cells o f unaffected human aortic intima.

Key words: atherosclerosis, desialylation, lip id  accumulation, low density lipoproteins, natural products, 
trans-sialidase
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