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Полидатин (PD – polydatin) обладает широким набором фармакологической активности, однако его
действие при диабетическом поражении печени изучено мало. Целью настоящей работы было исследование
возможности защитного эффекта хитозановых наночастиц, нагруженных полидатином (PD$CSNPs – poly$
datin$loaded chitosan nanoparticles), или свободным полидатином при поражениях печени, ассоциированных
с диабетом. Диабет у крыс индуцировали при помощи никотинамида и стрептозоцина. Животные были раз$
делены на шесть групп: нормальный контроль, диабетический контроль, а также крысы, получавшие перо$
рально ежедневно в течение 4$х недель полидатин, хитозановые наночастицы с полидатином, ненагружен$
ные хитозановые наночастицы или метформин. Добавление в пищу полидатина и нагруженных полидати$
ном хитозановых наночастиц вызывало существенное снижение уровня глюкозы в крови и перекисного
окисления липидов в печени, снижение активности трансаминаз и ферментов метаболизма углеводов в сы$
воротке крови, в том числе сукцинатдегидрогеназы и пируваткиназы. В то же время в печени, напротив,
наблюдалось повышение уровня гликогена и глутатиона, а также активность антиоксидантных ферментов,
таких как супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза, каталаза и глюкозо$6$фосфатдегидрогеназа, в срав$
нении с контрольными диабетическими крысами. Кроме того, значительно снижалась экспрессия мРНК
фактора некроза опухолей α и интерлейкина 1β, в то время как уровни мРНК транспортера глюкозы 2 и глю$
кокиназы значительно повышались по сравнению с диабетическим контролем. На основании полученных
результатов мы заключили, что PD$CSNPs и PD оказывали положительное воздействие при диабетическом
поражении печени путем модуляции экспрессии транспортера глюкозы 2, влияющей на активность фер$
ментов метаболизма углеводов, а также подавляли окислительный стресс и воспаление. Было показано, что
PD$CSNPs являются более эффективным препаратом по сравнению со свободным PD, вероятно, благодаря
более высокой биодоступности и пролонгированному высвобождению PD из наночастиц.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: диабетическое поражение печени, нагруженные полидатином хитозановые наночас$
тицы, ферменты метаболизма углеводов, транспортер глюкозы 2, окислительный стресс.
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет (DM – diabetes mellitus) яв$
ляется комплексной, распространенной и серь$
езной проблемой, касающейся здоровья челове$
ка. Это заболевание характеризуется хроничес$
кой гипергликемией, которая является резуль$
татом дефицита инсулина и/или эффектов тако$
го дефицита [1]. Сахарный диабет ассоциирован
с нарушением функций и поражениями различ$
ных органов, которые в конечном итоге приво$
дят ко многим опасным для здоровья осложне$
ниям и высокой заболеваемости и смертности
среди больных диабетом [1, 2]. В печени, кото$
рая является одним из основных поражаемых
органов, сахарный диабет вызывает долговре$
менные метаболические дисфункции, приводя$
щие к поражению тканей и способствующие
прогрессированию различных заболеваний, та$
ких как неалкогольная жировая болезнь печени,
цирроз и гепатоцеллюлярная карцинома [3].
Среди больных диабетом широко распростране$
но поражение печени; в частности, у 75% боль$
ных диабетом 2$го типа диагностирована неал$
когольная жировая болезнь печени [4].

Неконтролируемая гипергликемия, ассоции$
рованная с сахарным диабетом, вызывает
окислительные повреждения, способствует
инициации воспалительных процессов и приво$
дит к возникновению и прогрессированию за$
болеваний печени [5]. Lucchesi et al. [6] показа$
ли, что гипергликемия приводит к окислитель$
ному стрессу в клетках печени, который прояв$
ляется повышением уровня активных форм
кислорода (АФК) и снижением экспрессии ан$
тиоксидантных маркеров. Большое количество
АФК может продуцироваться в ходе окисли$
тельного фосфорилирования в митохондриях
или другими путями, такими как аутоокисление
глюкозы, неферментативное гликирование, ак$
тивация протеинкиназы C (абб. PKC от англ.
protein kinase С), а также метаболические пути
гексозамина и сорбитола [5, 7]. Воспаление мо$
жет также быть важным механизмом поражения
печени у больных диабетом. В диабетическом
состоянии происходит повышение экспрессии
фактора некроза опухолей α (абб. TNF$α от
англ. tumor necrosis factor α) и его рецептора
TNF$R1, что способствует повышению экспрес$
сии индуцибельной синтазы оксида азота (абб.
iNOS от англ. inducible nitric oxide synthase) и
продукции в печени оксида азота [8]. Такое по$
вышение уровня провоспалительных цитокинов
усиливает негативные эффекты глюкозотоксич$
ности и приводит к дисфункции митохондрий,
окислительному стрессу и поражению печени
[3, 8].

В последние десятилетия большое внимание
было уделено поиску альтернативных методов
лечения диабета и связанных с ним осложне$
ний, разработке эффективных и безопасных ме$
тодов лечения на основе растительных препара$
тов [9]. Полидатин (абб. PD от англ. polydatin),
также известный как пицеид (pieceid; 3,4′,5$три$
гидроксистильбен$3$β$D$глюкозид), был пер$
воначально выделен из корней и корневищ тра$
вы Polygonum cuspidatum, произрастающей в Ки$
тае, которая традиционно используется при ле$
чении лихорадки, боли, кашля и гипертензии.
Также было показано, что PD может использо$
ваться как мощный агент детоксикации при хо$
лестатическом поражении печени [10]. Антиок$
сидантное действие полидатина осуществляется
путем регулирования продукции АФК и функ$
ционирования митохондрий; противовоспали$
тельное действие PD состоит в снижении про$
дукции провоспалительных цитокинов [11].
Применение полидатина в клинической прак$
тике ограничено, несмотря на его многообеща$
ющие фармакологические характеристики, вви$
ду низкой биодоступности в связи с его хими$
ческой нестабильностью в водной среде при ще$
лочных значениях рН, плохой растворимости в
воде и значительного пресистемного метаболиз$
ма [12]. Несколько исследовательских групп ра$
ботают над решением этой проблемы путем раз$
работки систем доставки лекарств, которые
могли бы защитить полидатин от деградации,
повысить растворимость загруженного вещест$
ва в водных растворах, обеспечить направлен$
ную доставку лекарства к возможным мишеням
и паттерны непрерывного высвобождения [13].
Целью настоящего исследования было изучение
вероятного положительного эффекта нагружен$
ных полидатином хитозановых наночастиц
(PD$CSNPs) и свободного полидатина при по$
ражении печени, ассоциированном с диабетом,
с акцентом на модуляцию активности фермен$
тов метаболизма углеводов и экспрессию транс$
портера глюкозы GLUT2, а также окислитель$
ный стресс и экспрессию провоспалительных
маркеров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Препараты и реагенты. Полидатин, никоти$
намид (NA) и стрептозотоцин (STZ) были при$
обретены в «Sigma$Aldrich» (США). Метформин
(MET) был получен в «Merck KGaA» (Герма$
ния). Хитозановые наночастицы с полидатином
(PD$CSNPs) были синтезированы с помощью
модифицированного метода ионного гелеобра$
зования [14] и охарактеризованы по ранее опи$
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санной Abdel$Moneim et al. методике [15]. Ос$
тальные реагенты и материалы были приобрете$
ны у стандартных коммерческих поставщиков.

Лабораторные животные. Крысы$самцы по$
роды Wistar albino (весом 120–140 г) были при$
обретены в компании «VACSERA» (Египет).
Животные содержались в хорошо проветривае$
мых клетках при нормальных атмосферных ус$
ловиях с нормальным 12$часовым световым
циклом свет/темнота. Работа с эксперименталь$
ными животными осуществлялась в соответ$
ствии с требованиями Институционального ко$
митета по содержанию и использованию лабо$
раторных животных (IACUC) Университета Бе$
ни$Суэфа (номер разрешения от IACUC:
BSU$FS$2018$8).

Моделирование диабета с использованием ни#
котинамида и стрептозотоцина (NA/STZ) у крыс.
Стрептозотоцин (50 мг/кг массы тела) растворя$
ли в холодном цитратном буфере (pH 4,5) и не$
медленно интраперитонеально вводили раствор
крысам, голодавшим в течение ночи, спустя 15
мин после интраперитонеальной инъекции
раствора никотинамида (110 мг/кг массы тела),
приготовленного в нормальном физиологичес$
ком растворе [16]. Спустя неделю после инъек$
ции отбирали крыс для дальнейшей работы – с
уровнем глюкозы в крови натощак (абб. FBG от
англ. fasting blood glucose) ≥ 200 мг/дл.

Схема эксперимента. Животные были разде$
лены на шесть групп (по 6 особей в каждой груп$
пе): нормальные контрольные крысы, контроль$
ные крысы с диабетом (D), крысы с диабетом,
получавшие полидатин (D + PD, 50 мг/кг массы
тела), крысы с диабетом, получавшие нагружен$
ные полидатином хитозановые наночастицы
(D + PD$CSNPs, в количестве, эквивалентном
PD 50 мг/кг массы тела), крысы с диабетом, ко$
торые получали эквивалентное количество хито$
зановых наночастиц без полидатина
(D + CSNPs), и крысы с диабетом, которые по$
лучали перорально метформин – стандартный
агент, вызывающий гипогликемию (D + MET,
100 мг/кг массы тела). Все препараты вводили
крысам ежедневно с помощью желудочного зон$
да; размер дозы пересчитывали каждую неделю в
соответствии с изменениями веса животного.

Биохимический анализ. За день до умерщвле$
ния (после 4$х недель эксперимента) из лате$
ральной хвостовой вены голодавших в течение
ночи (8–10 ч) крыс производили забор крови.
Выделенная сыворотка крови была использова$
на для спектрофотометрического определения
содержания глюкозы с использованием набора
компании «Spinreact» (Испания). Содержание
гликогена в печени определяли по методу
Seifter et al. [17].

Активность аспартаттрансаминазы (AST) и
аланинтрансаминазы (ALT) в сыворотке крови
определяли с помощью наборов «Biosystems
Company» (Испания). Колориметрическое оп$
ределение активности сукцинатдегидрогеназы
(SDH) и пируваткиназы (PK) в сыворотке крови
проводили с помощью наборов «BioVision»
(США). Общую концентрацию белка (абб. TP от
англ. total protein) и концентрацию альбумина
определяли с помощью наборов от «Spinreact»
(Испания) и «HUMAN» (Германия) соответ$
ственно, согласно инструкции производителя.

Ткань печени гомогенизировали (10%) в
нормальном физиологическом растворе. Супер$
натант получали в результате центрифугирова$
ния гомогената при 3000 об/мин в течение
10 мин. Гомогенат печени использовали для оп$
ределения уровня перекисного окисления ли$
пидов (LPO) (анализ уровня малонового диаль$
дегида MDA), глюкозо$6$фосфатдегидрогеназы
(G6PD), восстановленного глутатиона (GSH), а
также определения активности супероксиддис$
мутазы (SOD), каталазы (CAT) и глутатионпе$
роксидазы (GPx) с помощью специальных на$
боров «Biodiagnostic» (Египет) в соответствии с
инструкциями производителя.

Количественная ПЦР. Препарат тотальной
РНК из ткани печени получали с помощью на$
бора для экстракции компании «Qiagen» (США)
в соответствии с инструкциями производителя.
Чистоту выделенной РНК (по соотношению
A260/A280) и её концентрацию определяли с
помощью двухволнового спектрофотометра
(«Beckman», США). Тотальную РНК (0,5–2 мкг)
использовали для получения кДНК с помощью
набора обратной транскрипции «High$capacity
cDNA reverse transcription kit» («Fermentas»,
США) согласно протоколу производителя. Ко$
личественную ПЦР в реальном времени и ана$
лиз продуктов реакции проводили с использова$
нием системы StepOne Real$Time PCR («Applied
Biosystems», США) с соответствующим программ$
ным обеспечением, версия 3.1. Температура от$
жига праймеров была оптимизирована под ис$
пользованные наборы праймеров (табл. 1). Ко$
личественное определение проводили с исполь$
зованием программного обеспечения «Applied
Biosystems» методом ΔΔCt. Значение RQ предс$
тавляет собой кратность изменения по сравне$
нию с нормальным контролем.

Гистологические исследования. Для проведе$
ния гистологического анализа брали по пять
животных из каждой группы. Вкратце, неболь$
шой кусочек печени фиксировали в 10%$ном
формалине при нейтральных значениях рН в те$
чение 24 ч. Ткань обезвоживали растворами эта$
нола с повышающимися концентрациями (70%,
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95% и 100%), погружали в парафин, с помощью
микротома делали срезы толщиной 4–5 мкм и
проводили окрашивание гематоксилином и
эозином. С помощью светового микроскопа ис$
следовали каждый препарат в пяти полях зрения
[18].

Статистическая обработка результатов. Полу$
ченные данные анализировали с помощью
программы SPSS, version 20 for Windows («SPSS
Inc.», США). Для сравнения эксперименталь$
ных групп использовали метод однофакторного
дисперсионного анализа ANOVA и затем метод
группирования выборок с наименее значимой
разницей для множественных сравнений. Раз$
личия считали достоверными при значении
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние PD и PD#CSNPs на метаболизм угле#
водов. Одним из прямых проявлений наруше$
ния гомеостаза углеводов является изменение
активности ферментов метаболизма углеводов.
На рис. 1 показано, что применение препаратов
PD и PD$CSNPs снижало уровень FBG
(p < 0,001), в то время как активность SDH и PK
в сыворотке крови заметно повышалась по срав$
нению с контрольными диабетическими крыса$
ми. Применение PD и PD$CSNPs также вызы$
вало повышение содержания гликогена в пече$
ни (p < 0,001). При этом препарат PD$CSNPs
вызывал более выраженный эффект в сравне$
нии со свободным полидатином. Эффектив$
ность действия PD и PD$CSNPs была сравнима
с положительным эффектом метформина в
сравнении с диабетическими контрольными
крысами (рис. 1).

Влияние PD и PD#CSNPs на активность
трансаминаз и белковый профиль. Повышение
активности AST и ALT в сыворотке крови явля$
ется стандартным биохимическим маркером
поражения печени. Мы выявили повышение

активности и AST, и ALT в сыворотке крови диа$
бетических крыс по сравнению с нормальными
контрольными крысами (p < 0,001). Примене$
ние PD или PD$CSNPs вызывало значительное
снижение активности AST и ALT у этих крыс.
Общая концентрация белка у крыс в диабети$
ческой группе была значительно снижена по
сравнению с нормальным контролем (p < 0,01),
но была значительно выше в группе крыс, по$
лучающих метформин, по сравнению
с контрольными диабетическими крысами
(p < 0,05). Концентрация сывороточного альбу$
мина была также существенно снижена по
сравнению с нормальной контрольной группой
(p < 0,01), но значительно возрастала (p < 0,05)
после применения PD$CSNPs или метформина
(рис. 2).

Влияние PD и PD#CSNPs на окислительный
стресс и антиоксидантные маркеры в печени. В
сравнении с нормальными контрольными кры$
сами было обнаружено заметное повышение
(p < 0,001) уровня малонового диальдегида (мар$
кера перекисного окисления липидов) у диабе$
тических крыс. Также наблюдалось заметное
снижение (p < 0,05) активности SOD, CAT, GPx,
G6PD и уровня GSH в диабетической группе по
сравнению с нормальной контрольной группой.
Как и предполагалось, применение PD и
PD$CSNPs вызывало повышение уровня GSH и
активности SOD, GPx, CAT и G6PD параллель$
но со снижением продукции MDA по сравне$
нию с диабетическими контрольными крысами.
Таким образом, применение PD, PD$CSNPs и
MET может значительно снизить окислитель$
ный стресс и повысить экспрессию антиоксидант$
ных маркеров в ткани печени крыс, страдающих
диабетом (табл. 2).

Влияние PD и PD#CSNPs на экспрессию
GLUT2, IL#1ββ, TNF#αα и глюкокиназы (GK). В пе$
чени контрольных крыс с диабетом экспрессия
мРНК GLUT2 и GK была снижена в сравнении
с нормальной контрольной группой (p < 0,001).
Применение PD или PD$CSNPs повышало
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Таблица 1. Пары праймеров, использованные для проведения количественной ПЦР в реальном времени

Ген

β$актин

GK

GLUT2

IL$1β
TNF$α

Прямой праймер (5′→3′)

TGTTTGAGACCTTCAACACC

CAACTGGACCAAGGGCTTCAA

CTGGAGCCCTCTTGATGGGA

TGATGTCCCATTAGACAGC

GCGACGTGGAACTGGCAGAAG

Обратный праймер (5′→3′)

CGCTCATTGCCGATAGTGAT

TGTGGCCACCGTGTCATTC

CCAGTCCTGAAATTAGCCCACA

GAGGTGCTGATGTACCAGTT

GGTACAACCCATCGGCTGGCA

Примечание. GK – глюкокиназа; GLUT2 – транспортер глюкозы 2; IL$1β – интерлейкин 1β; TNF$α – фактор некроза
опухолей α.
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Рис. 1. Влияние PD и PD$CSNPs на уровень глюкозы натощак в сыворотке крови (а), гликогена в печени (б) и активность
ключевых ферментов метаболизма углеводов, SDH (в) и PK (г). Результаты представлены в виде среднего значения ± стан$
дартная ошибка. +++, p < 0,001 в сравнении с нормальной контрольной группой; **, p < 0,01; ***, p < 0,001 в сравнении с
диабетической контрольной группой; $, p < 0,05; $$, p < 0,01 в сравнении с диабетическими крысами, получавшими по$
лидатин (Diabetic + PD). (С цветными вариантами рис. 1–5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте:
http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/.)

Рис. 2. Влияние PD и PD$CSNPs на ферменты печени (а – ALT, б – AST) и белковый профиль у диабетических крыс (в –
общий белок, г – альбумин). Результаты представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка. ++, p < 0,01;
+++, p < 0,001 в сравнении с нормальной контрольной группой; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001 в сравнении с диа$
бетической контрольной группой

а б

в г

а б

в г
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экспрессию GLUT2 и GK относительно группы
диабетического контроля (p < 0,001). Следует
отметить, что использование PD$CSNPs вызы$
вало более выраженный положительный эф$
фект по сравнению с группой, получавшей сво$
бодный полидатин (p < 0,01) (рис. 3).

Что касается воспалительных цитокинов, то
было обнаружено повышение уровня мРНК
TNF$α и IL$1β в ткани печени крыс из диабети$
ческой контрольной группы в сравнении с нор$
мальной контрольной группой (p < 0,001). При$
менение PD или PD$CSNPs вызывало сниже$
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Таблица 2. Влияние PD и PD$CSNPs на окислительный стресс и антиоксидантные маркеры в печени диабетических
крыс

Параметр

Группа

Контроль

Диабет

Диабет + PD

Диабет + PD$CSNPs

Диабет + CSNPs

Диабет + MET

SOD
(Ед/г ткани)

14,53 ± 0,68

8,24 ± 0,49+++

10,46 ± 0,58*

11,13 ± 0,43**

8,29 ± 0,53

11,02 ± 0,65**

CAT
(K × 10−2)

97,50 ± 6,82

56,67 ± 4,75++

79,78 ± 2,55*

85,61 ± 5,47*

65,30 ± 14,31

81,86 ± 8,49*

G6PD
(мЕд/мл)

15,13 ± 1,21

6,09 ± 0,34+++

9,65 ± 0,20**

13,23 ± 0,73***$$

7,03 ± 0,28

11,49 ± 0,65***

GSH
(нмоль/100 мг

ткани)

170,24 ± 25,78

105,60 ± 15,88++

149,82 ± 9,58*

167,68 ± 7,85**

112,20 ± 14,36

158,63 ± 9,47*

GPx
(мЕд/100 мг

ткани)

112,03 ± 2,52

79,52 ± 6,04+++

91,40 ± 2,00*

95,18 ± 2,80**

83,50 ± 4,63

91,53 ± 4,21*

LPO (нмоль
MDA/100 мг

ткани)

23,33 ± 0,50

39,98 ± 2,85+++

33,01 ± 0,93*

30,08 ± 1,16**

38,42 ± 2,33

33,16 ± 2,30*

Примечание. Результаты представлены в виде среднего значения ± стандартная ошибка. ++, p < 0,01 и +++, p < 0,001 в
сравнении с нормальной контрольной группой; *, p < 0,05 и **, p < 0,01 в сравнении с диабетической контрольной груп$
пой; $$, p < 0,01 в сравнении с группой «Диабет + PD».

Рис. 3. Влияние PD и PD$CSNPs на экспрессию GLUT2 (а), IL$1β (б), TNF$α (в) и GK (г). Результаты представлены в ви$
де среднего значения ± стандартная ошибка. +++, p < 0,001 по сравнению с нормальной контрольной группой;
***, p < 0,001 по сравнению с диабетической группой; $, p < 0,05 и $$, p < 0,01 по сравнению с диабетической группой, по$
лучавшей полидатин (Diabetic + PD)

а б

в г
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ние экспрессии TNF$α по сравнению с диабети$
ческой контрольной группой (p < 0,001). Поло$
жительный эффект в группе PD$CSNPs был бо$
лее значительным в сравнении с группой, полу$
чавшей свободный PD (p < 0,05). При этом при$
менение и PD, и PD$CSNPs приводило к замет$
ному улучшению по сравнению с использовани$
ем MET (рис. 3).

Влияние PD и PD#CSNPs на гистологию пече#
ни. Гистологическое исследование печени нор$
мальных контрольных крыс показало типичную
структуру с центральной веной, синусоидами и
гепатоцитами (рис. 4, а). Срезы печени конт$
рольных животных с диабетом показали значи$
тельные поражения в виде жировых изменений,
расширенных гиперемированных синусоидов,
вакуолярную дегенерацию гепатоцитов и нали$

чие отдельных гепатоцитов с пикнотическими и
кариолитическими ядрами (рис. 4, б). У диабе$
тических крыс, получавших ненагруженные
CSNPs, наблюдались жировые изменения, рас$
ширенные гиперемированные синусоиды, вакуо$
лярная дегенерация гепатоцитов и отдельные
гепатоциты с пикнотическими и кариолитичес$
кими ядрами (рис. 4, в). В то же время примене$
ние PD$CSNPs вызывало заметные улучшения в
большей части печени (рис. 4, г). Использова$
ние PD$CSNPs инициировало более выражен$
ный защитный эффект против индуцируемых
диабетом гистологических аномалий в печени
по сравнению с применением свободного PD
(рис. 4, д). Как и ожидалось, MET также способ$
ствовал улучшению состояния ткани печени
(рис. 4, е).
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Рис. 4. Микрофотографии срезов печени, окрашенных гематоксилином и эозином: а – контрольные нормальные крысы,
у которых наблюдается нормальная структура с центральной веной (CV – central vein), синусоидами (стрелка) и гепатоци$
тами (H); б – контрольные животные с диабетом, у которых наблюдаются жировые изменения (F), расширенные гипере$
мированные синусоиды (стрелка), вакуолярная дегенерация гепатоцитов (V) и отдельные гепатоциты с пикнотическими
(P) и кариолитическими (K) ядрами; в – диабетические крысы, получавшие ненагруженные хитозановые наночастицы, у
которых наблюдаются жировые изменения (F), расширенные гиперемированные синусоиды (стрелка), вакуолярная деге$
нерация гепатоцитов (V) и отдельные гепатоциты с пикнотическими (P) и кариолитическими (K) ядрами; г – диабетичес$
кие крысы, которые получали нагруженные полидатином хитозановые наночастицы, у которых наблюдается заметное
улучшение в ткани печени с центральной веной (CV); д – диабетические крысы, получавшие полидатин, показана цент$
ральная вена (CV) и умеренно выраженные улучшения в большинстве гепатоцитов; е – диабетическая группа животных,
которые получали MET$HCl, зафиксировано улучшение состояния большинства гепатоцитов и центральной вены (CV).
Единица шкалы – 100 мкм

а

б
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Печень является одним из главных органов,
испытывающих воздействие хронических мета$
болических нарушений, ассоциированных с диа$
бетом, которые в конечном итоге вызывают по$
ражение печени и прогрессирование многих за$
болеваний, таких как неалкогольная жировая
болезнь печени, цирроз и гепатоцеллюлярная
карцинома [3]. Полидатин, биологически актив$
ное вещество растительного происхождения, об$
ладает многими полезными с точки зрения тера$
пии свойствами, включая антиоксидантную и
противовоспалительную активность [11], что де$
лает его хорошим кандидатом для смягчения по$
ражения печени у больных диабетом. В настоя$
щей работе показано, что пероральное введение
свободного полидатина и нагруженных полида$
тином хитозановых наночастиц в течение 4$х не$
дель после индукции диабета приводило к смяг$
чению поражения печени у диабетических крыс.

Эффекты PD и PD$CSNPs как потенциаль$
ных гипогликемических агентов у крыс с диабе$
том оказались сходны с действием MET. Мет$
формин может снижать уровень глюкозы в кро$
ви путем повышения чувствительности к инсу$
лину и ускорения усвоения глюкозы [19]. Анти$
гипергликемический эффект PD и PD$CSNPs у
диабетических крыс подтверждается снижением
уровня FBG в сравнении с контрольными диа$
бетическими крысами. Ранее мы показали, что
применение PD и PD$CSNPs способствовало
нормализации уровня инсулина и заметному
снижению уровня гликированного гемоглобина
(HbA1c), а также параметров гомеостатической
модели оценки резистентности к инсулину (абб.
HOMA$IR от англ. homeostatic model assessment
of insulin resistance) у получавших эти препараты
крыс$диабетиков [15]. В сравнении с контроль$
ными крысами, у крыс с диабетом наблюдался
дефицит гликогена в печени, который значи$
тельно смягчался при применении PD и
PD$CSNPs. В число факторов, приводящих к
снижению содержания гликогена в печени крыс
с диабетом, входит инсулиновая недостаточ$
ность, которая, в свою очередь, приводит к ак$
тивации процессов глюконеогенеза и гликоге$
нолиза [20]. Гликоген является основной внут$
риклеточной формой запасания глюкозы в пе$
чени, и его уровень является прямым свидетель$
ством активности инсулина, т.к. инсулин стиму$
лирует гликогенсинтазу и, соответственно, де$
понирование гликогена [21]. Эти результаты
согласуются с данными Wang et al. [22], которые
наблюдали повышение содержания гликогена в
печени мышей с диабетом 2$го типа после вве$
дения им полидатина.

В случае диабета 2$го типа нечувствитель$
ность к глюкозе часто ассоциируется с наруше$
нием функционирования транспортера глюко$
зы 2 (GLUT2) [23]. Глюкокиназа является физио$
логическим сенсором глюкозы в глюкозозави$
симых тканях, включая поджелудочную железу
и печень [24]. В настоящей работе мы показали,
что экспрессия мРНК GLUT2 и GK в печени
крыс с диабетом была снижена. После введения
крысам препаратов PD и PD$CSNPs происходи$
ло восстановление уровня мРНК GLUT2 и GK
практически до нормальных значений, более
выраженный эффект наблюдался в группе
PD$CSNPs. GLUT2 является основной изофор$
мой транспортера глюкозы в печени, где он
участвует в транспорте глюкозы в обоих направ$
лениях и, таким образом, играет ключевую роль
в гомеостазе глюкозы [25]. Снижение уровня
GLUT2 приводит к падению глюкозозависимой
секреции инсулина из$за ограниченного коли$
чества глюкозы, поступающего в β$клетки под$
желудочной железы [26], и может таким образом
быть одной из причин гипергликемии. В печени
в ответ на высокий уровень глюкозы в плазме
крови GLUT2 транспортируется из цитоплазмы
на плазматическую мембрану, где он служит в
качестве основного переносчика глюкозы из
плазмы в гепатоциты [27]. Утрата функций глю$
кокиназы, помимо нарушения метаболизма уг$
леводов, также ассоциирована с гипергликеми$
ей или гипогликемией [28], и изменения уровня
глюкозы в крови находятся под влиянием
экспрессии GK в печени [29]. Следовательно,
восстановление уровня GLUT2 повысит усвое$
ние глюкозы и тем самым поможет бороться с
гипергликемическими состояниями. Так, у
страдающих ожирением и диабетом крыс Цуке$
ра экспрессия GK в печени снижается по мере
усиления тяжести заболевания. У мышей гипер$
экспрессия GK в печени способствовала норма$
лизации уровня глюкозы, в то время как дефи$
цит GK был ассоциирован с гипергликемией
[30].

Гликолиз представляет собой единственный
путь катаболизма глюкозы. Потребление глюко$
зы с пищей является необходимым для регуля$
ции гликолитического пути в печени [31]. Пиру$
ваткиназа (PK) является одним из скорость$
лимитирующих ферментов гликолиза, что также
оказывает прямое влияние на скорость и на$
правление всего метаболизма углеводов [32]. PK
катализирует реакцию синтеза пирувата и ATP
путем переноса фосфатной группы с фосфо$
енолпирувата на ADP [33], она ускоряет процесс
усвоения глюкозы и способствует гликолизу.
SDH участвует в процессах как гликолиза, так и
цикла трикарбоновых кислот (абб. TCA от англ.
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tricarboxylic acid cycle) [34]. Активация действия
SDH в электрон$транспортной цепи и TCA мог$
ла бы способствовать усвоению глюкозы в пече$
ни [35]. В настоящей работе показано, что ак$
тивность PK и SDH в сыворотке крови диабети$
ческих крыс значительно снижена. После введе$
ния крысам препаратов PD и PD$CSNPs актив$
ность этих ключевых ферментов метаболизма
углеводов значительно возрастала. Повышение
активности PK и SDH может быть вторичным
по отношению к благоприятному влиянию
PD$CSNPs на уровень инсулина и приводить,
как указано выше, к усилению гликолиза и усвое$
ния глюкозы для генерирования энергии. Наши
результаты согласуются с выводами
Meghana et al. [36], которые показали, что при$
менение полидатина вызывает повышение
уровня SDH в животной модели алкогольного
поражения печени. Предположительно полида$
тин оказывает антидиабетические эффекты пу$
тем стимулирования усвоения внутриклеточной
глюкозы за счет повышения экспрессии
GLUT2, активации пентозофосфатного пути за
счет повышения уровня SDH, а также восста$
навливая гликолиз в печени путем регуляции
ключевых ферментов метаболизма углево$
дов [37].

Для диагностики функционального состоя$
ния печени используется анализ белкового про$
филя [38]. В настоящей работе показано значи$
тельное снижение содержания сывороточного
альбумина и общего белка в крови животных
диабетической группы. Это может быть связано
с повышенной скоростью конверсии аминокис$
лот в глюкозу, глюконеогенеза, и конверсией
гликогенных аминокислот в CO2 и H2O [39].
Также это может быть ассоциировано с наруше$
ниями функций и структуры клеток печени, ко$
торые характеризуются низким уровнем сыво$
роточного альбумина и общего белка [40]. Вве$
дение крысам с диабетом PD или PD$CSNPs
привело к заметному повышению уровня сыво$
роточного альбумина и общего белка, что, пред$
положительно, опосредовано гипогликемичес$
ким эффектом полидатина. Эти результаты сог$
ласуются с данными Ince et al. [41], где было по$
казано, что полидатин дозозависимо восстанав$
ливает уровень общего белка и альбумина в кро$
ви крыс, нарушенные цисплатин$индуцирован$
ной токсичностью.

Как правило, дефицит инсулина и сопут$
ствующая гипергликемия наблюдаются в ре$
зультате нарушения функционирования β$кле$
ток, которые считаются основными посредни$
ками в процессе стимулирования продукции
АФК, сопровождающем поражение печени при
сахарном диабете [42]. Согласно результатам на$

шего исследования, в печени крыс с диабетом
происходит значительное увеличение концент$
рации малонового диальдегида, а также сниже$
ние уровня GSH и снижение активности анти$
оксидантных ферментов, таких как SOD, GPx,
CAT и G6PD, в сравнении с нормальными конт$
рольными крысами. Дисфункция митохондрий,
вызванная гипергликемией, и стресс эндоплаз$
матического ретикулума способствуют аккуму$
ляции АФК, которая, в свою очередь, способ$
ствует процессу повреждения клеток и вносит
вклад в развитие диабетических осложнений,
приводя к появлению необратимых окислитель$
ных модификаций [43].

Основным внутриклеточным восстановите$
лем является НАДФН. Действительно, для
функционирования всей антиоксидантной сис$
темы необходим восстановитель. Глюко$
зо$6$фосфатдегидрогеназа является основным
источником НАДФН, поэтому нарушение ак$
тивности G6PD может приводить к изменению
уровня НАДФН, таким образом влияя на всю
антиоксидантную систему [44]. Таким образом,
снижение уровня НАДФН в результате ингиби$
рования активности G6PD делает клетки очень
чувствительными к повреждающему действию
окислителей. В соответствии с нашими резуль$
татами было показано, что сахарный диабет ве$
дет к ингибированию активности G6PD у экс$
периментальных животных с диабетом и в куль$
тивированных эндотелиальных клетках [45].
Кроме того, у больных диабетом наблюдается
пониженная активность G6PD в печени [46].
Пониженная активность G6PD приводит к сни$
жению уровня внутриклеточного НАДФН, по$
вышению содержания АФК в клетках, а также
способствует окислительному стрессу. Более то$
го, АФК могут инициировать перекисное окис$
ление липидов путем окисления полиненасы$
щенных жирных кислот в мембранах гепатоци$
тов, что приводит к повышению проницаемости
клеточных мембран и последующим поврежде$
ниям клеток [47], что также может вызывать по$
вышение активности сывороточных ALT и AST.

Как и предполагалось, применение PD или
PD$CSNPs у крыс с диабетом в значительной
степени препятствовало окислению липидов за
счет повышения уровня активности антиокси$
дантов и антиоксидантных ферментов (GSH,
GPx, SOD, CAT и G6PD) и снижения уровня
MDA в сравнении с контрольными крысами с
диабетом. Zhang et al. [48] показали, что полида$
тин снижает окислительный стресс и замедляет
процесс поражения печени через снижение
уровня MDA и повышение активности SOD,
GSH, GPx и CAT в печени. Повышенная актив$
ность G6PD, наблюдаемая у крыс в группах, по$
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лучающих PD и PD$CSNP, объясняет повышен$
ные уровни антиоксидантных ферментов.
НАДФН, в основном производимый G6PD, яв$
ляется важнейшим кофактором для каталазы и
субстратом глутатионредуктазы, поддерживая
каталазу в активном состоянии и обеспечивая
восстановление глутатиона с образованием
GSH, который является основным акцептором
свободных радикалов [49]. Антиоксидантная
роль G6PD, являющейся основным источником
НАДФН, недавно была хорошо описана в рабо$
те Leopold et al [50].

Ozer et al. [51] показали, что активность ALT
и AST может быть использована в качестве мар$
керов поражения печени. Повышенная актив$
ность трансаминаз, выявленная в настоящей ра$
боте, является в большей степени следствием
гипергликемии, приводящей к диабетическому
поражению печени. Мы предполагаем, что пе$
роральное применение PD и PD$CSNPs обеспе$
чивает антиоксидантную защиту против пере$
кисного окисления липидов благодаря мощной
активности PD в качестве акцептора свободных
радикалов [52]. Предположительно, данные
препараты также оказывают гепатопротектор$
ный эффект при ассоциированном с диабетом
поражении печени, снижая активность ALT и
AST у экспериментальных крыс. Эти результаты
согласуются с данными Lai et al. [53], которые
описали сходные эффекты полидатина.

В ряде работ было показано, что при диабете
наблюдается повышение продукции некоторых
провоспалительных цитокинов, таких как
IL$1β, IL$6 и TNF$α, которые способствуют
воспалению и развитию гепатического стеатоза,
приводящего в итоге к поражению печени [54].
В настоящей работе показано, что уровни мРНК
IL$1β и TNF$α в печени диабетических крыс
были повышены, в то время как применение PD
и PD$CSNPs ингибировало экспрессию этих
мРНК в печени. При этом препарат PD$CSNPs
показал более выраженный противовоспали$
тельный эффект по сравнению со свободным
PD. TNF$α является одним из основных цито$
кинов, чья экспрессия в печени значительно
увеличивается у диабетических крыс, что ведет к
воспалению и апоптозу клеток печени и ассоции$
ровано с развитием окислительного стресса и
гипергликемии [55, 56]. Также описан вклад
IL$1β при диабете, TNF$α – при алкогольном и
вирусном гепатите, диабете и поражении пече$
ни в результате ишемии/реперфузии [57, 58]. В
связи с существующей ассоциацией между хро$
ническим воспалением и осложнениями диабе$
та, включая поражение печени, определение те$
рапевтических мишеней, способных снижать
провоспалительный ответ, является многообе$

щающей стратегией в борьбе с осложнениями
сахарного диабета. Насколько нам известно,
данная работа является первым исследованием
действия PD$CSNPs как гепатопротекторного и
противовоспалительного средства, направлен$
ного против поражения печени при диабете. В
ряде работ показано, что полидатин влияет на
окислительный стресс и таким образом – на
воспалительный ответ [59, 60]. Гепатопротек$
торное действие свободного PD и PD$CSNPs
проявлялось в стимулировании активности
ферментов метаболизма углеводов, ингибирова$
нии окислительного стресса путем повышения
активности антиоксидантных ферментов и
впоследствии модулировании провоспалитель$
ных цитокинов.

Гистологическое исследование показало на$
личие множества гистопатологических измене$
ний в печени диабетических крыс, включая жи$
ровые изменения, расширенные гиперемиро$
ванные синусоиды, вакуолярную дегенерацию
гепатоцитов, а также отдельные гепатоциты с
пикнотическими и кариолитическими ядрами.
Эти результаты согласуются с данными более
ранних исследований, в которых отмечались
отдельные гистопатологические изменения в
печени диабетических крыс [61, 62]. В соответ$
ствии с результатами биохимических исследо$
ваний и анализом экспрессии генов, примене$
ние PD$CSNPs и PD вызывало заметные улуч$
шения в большинстве образцов печени диабе$
тических крыс, подтверждая гепатопротектор$
ное действие этих препаратов. Следует отме$
тить, что нагруженные полидатином хитозано$
вые наночастицы оказывали более выраженное
защитное действие по сравнению со свободным
полидатином.

Метформин является одним из широко ис$
пользуемых лекарств при диабете и считается
препаратом первой линии при лечении диабета
2$го типа. Клинические преимущества MET в
основном связаны со специфическим сниже$
нием выработки глюкозы в печени и улучшени$
ем периферической чувствительности к инсули$
ну; поэтому печень является основной ми$
шенью MET [63]. Однако лечение метформи$
ном часто ассоциировано с побочными эффек$
тами со стороны желудочно$кишечного тракта,
такими как тошнота, рвота, диарея, металличес$
кий привкус и дискомфорт в брюшной полости.
MET также снижает абсорбцию витамина B12,
что приводит к развитию анемии [64, 65]. Таким
образом, существует необходимость разработки
новых альтернативных препаратов растительно$
го происхождения для лечения диабета и его ос$
ложнений с минимизацией побочных эффек$
тов.

БИОХИМИЯ  том  86  вып.  2  2021

223



ЭЛЬ$ХАМИД и др.

В связи с этим мы протестировали полида$
тин как потенциальное средство для лечения
поражения печени, т.к. он является безопасным
фитопрепаратом и обладает различными фарма$
кологическими активностями [10, 11]. В наших
предыдущих работах было продемонстрирова$
но, что хитозановые наночастицы также без$
опасны и могут повысить терапевтическую эф$
фективность полидатина, что может объяснять$
ся пролонгированным высвобождением, повы$
шенной абсорбцией и высокой биодоступ$
ностью PD в комбинации с CSNPs [15]. Наше
исследование подтвердило, что PD$CSNPs яв$
ляется перспективным препаратом, имеющим
ряд преимуществ перед MET, особенно в случае
диабетического поражения печени, вызванного
окислительным стрессом. Препарат PD$CSNPs
может быть адаптирован на молекулярном уров$
не для увеличения эффективности и минимиза$
ции побочных эффектов. Тем не менее до прове$
дения клинических исследований необходимо
провести токсикокинетические и фармакокине$
тические исследования нового препарата
PD$CSNPs для оценки и оптимизации баланса
между эффективностью и токсичностью разра$
ботанного препарата.

В настоящей работе показано, что препарат
PD$CSNPs является биологически совмести$
мым, а также имеет более выраженный защит$

ный эффект против поражения печени в сравне$
нии со свободным PD. Также было показано,
что гепатопротекторное действие PD$CSNPs у
крыс с диабетом может быть связано с (1) про$
тиводиабетическим действием путем модулиро$
вания экспрессии GLUT2 и активности фер$
ментов метаболизма углеводов; (2) модулирова$
нием окислительного стресса благодаря антиок$
сидантным свойствам PD; и (3) противовоспа$
лительным действием путем снижения содержа$
ния провоспалительных цитокинов (рис. 5). На$
деемся, что результаты нашей работы также бу$
дут способствовать повышению интереса к изу$
чению терапевтической роли PD$CSNPs при
других заболеваниях печени.

Финансирование. Нет (выполнение данной
работы не поддерживалось каким$либо гран$
том).

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от$
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. При работе с ла$
бораторными животными все процедуры были
выполнены в соответствии с этическими стан$
дартами Институционального комитета по со$
держанию и использованию лабораторных жи$
вотных (IACUC) Университета Бени$Суэфа в
Египте (номер разрешения IACUC: BSU$FS$
2018$8).
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Рис. 5. Общая схема путей гепатопротекторного действия свободного PD и PD$CSNPs в печени крыс с диабетом
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Polydatin (PD) has a broad range of pharmacological activities; however, its effects on diabetic liver damage are poor$
ly studied. This work is aimed to explore possible protective effects of polydatin$loaded chitosan nanoparticles
(PD$CSNPs) or PD against liver damage associated with diabetes. Diabetes was induced in rats using nicoti$
namide/streptozotocin treatment. Experimental rats were then divided into six groups: normal control rats, diabetic
control rats, and rats orally treated with PD, PD$CSNPs, equivalent unloaded CSNPs, or metformin daily for 4
weeks. Treatment with PD and PD$CSNPs significantly reduced the blood glucose content, lipid peroxidation in the
liver, and activities of serum transaminases and carbohydrate metabolism enzymes (including succinate dehydroge$
nase and pyruvate kinase); by contrast, liver glycogen content, glutathione concentration, and activities of antioxidant
enzymes (superoxide dismutase, glutathione peroxidase, catalase, and glucose$6$phosphate dehydrogenase) were
markedly increased compared with control diabetic rats. Furthermore, the expression of tumor necrosis factor α and
interleukin$1β mRNAs was significantly downregulated, while the expression of glucose transporter 2 and glucoki$
nase mRNAs was strongly upregulated vs. control diabetic rats. We concluded that PD$CSNPs and PD ameliorate
diabetic liver damage by modulating glucose transporter 2 expression, affecting the activity of carbohydrate metabo$
lism enzymes, and suppressing oxidative stress and inflammation, while PD$CSNPs being more efficient than PD
alone, probably due to higher bioavailability and prolonged release.

Keywords: diabetic liver damage, polydatin$loaded chitosan nanoparticles, carbohydrate metabolism enzymes, glu$
cose transporter 2, oxidative stress


