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Прегнан Х рецептор (PXR) – ядерный рецептор, играющий важную роль в регуляции экспрессии
ферментов биотрансформации и обмена веществ, а также белков-транспортеров. В литературе име-
ются противоречивые данные о влиянии окислительного стресса на количество PXR. Цель настоя-
щего исследования – оценить влияние окислительного стресса на функционирование PXR. Работа
выполнена на клетках линии Caco-2. Окислительный стресс моделировали пероксидом водорода в
концентрациях 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 и 100 мкМ и длительностью инкубации 3, 24 и 72 ч. Количество
PXR оценивали методом вестерн-блот. H2O2 во всех концентрациях при инкубации 3 ч достоверно
не влиял на количество PXR. Увеличение экспозиции до 24 ч в концентрации прооксиданта 10, 50
и 100 мкМ приводило к повышению количества PXR, что сочеталось с увеличением концентрации
продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ). Продолжение воздействия пероксида водорода
до 72 ч сопровождалось нарастанием концентрации продуктов ПОЛ и снижением количества PXR
до показателей контроля (при концентрации H2O2 10 мкМ) или ниже него (при концентрации H2O2
50 и 100 мкМ). Инкубирование клеток с малоновым диальдегидом, конечным продуктом ПОЛ,
в концентрации 10 мкМ в течение 24 ч приводило к увеличению содержания PXR. Таким образом,
воздействие пероксида водорода в течение 24 ч приводит к повышению количества PXR и связано
с индуцирующим воздействием продуктов ПОЛ. Увеличение длительности экспозиции до 72 ч ни-
велирует индуцирующее действие перокисида водорода.
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ВВЕДЕНИЕ
Прегнан Х рецептор (PXR, steroid and xenobio-

tic receptor – SXR, NR1I2 – Nuclear Receptor Sub-
family 1, Group I, Member 2) является членом су-
персемейства ядерных рецепторов, которое в ос-
новном включает факторы транскрипции [1].

Впервые PXR был независимо клонирован в
лабораториях Kliewer в Glaxo Wellcome и Evans в
Salk Institute в 1998 году [2, 3]. PXR был назван
Kliewer на основании его активации 21-углерод-
ными стероидами прегнанами. В лаборатории
Evans данный рецептор получил наименование
стероидный и ксенобиотический рецептор (SXR)
из-за его активации широким спектром природ-
ных и синтетических стероидов, а также ксено-
биотиков [3].

PXR экспрессируется преимущественно в пе-
чени и кишечнике. Первоначально было выявле-
но, что PXR регулирует экспрессию ферментов

I фазы биотрансформации, таких как изофермен-
ты цитохрома P450 CYP3A и CYP2B. Последую-
щие исследования, выполненные во многих ла-
бораториях, показали, что PXR является одним из
главных регуляторов ксенобиотического ответа,
регулируя экспрессию ферментов, также II фазы
биотрансформации UDP-глюкуронозилтрансфе-
разы 1A1 и сульфотрансферазы, а также перенос-
чиков лекарственных веществ MDR1 и MRP2 [4].

PXR контролирует экспрессию генов через
модуль PXR-чувствительного элемента в промо-
торной области генов-мишеней. Основными ин-
дукторами PXR являются рифампицин, рифакси-
мин, ампренавир, литохолевая кислота, солом-
стерол A и B, дексаметазон, никардипин и др. [5].

Совсем недавно было показано, что PXR-опо-
средованная регуляция ферментов и переносчи-
ков может принимать участие во многих физио-
логических и патологических процессах, например,

УДК 576.54



108

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 2  2022

АБАЛЕНИХИНА и др.

обмене желчных кислот, билирубина, стероид-
ных гормонов, глюкозы и липидов. Эти новые
данные предполагают, что функции PXR выходят
за рамки “рецептора ксенобиотиков” [4].

Активные формы кислорода (АФК) образуют-
ся во время физиологических процессов и, взаи-
модействуя с белками, жирами, нуклеиновыми
кислотами, играют значимую роль в регуляции
клеточных функций. Однако избыточная продук-
ция АФК может приводить к структурным и
функциональным изменениям, вызывающим по-
вреждение клеток. Эти потенциально токсиче-
ские эффекты компенсируются в нормальных
условиях внутренними антиоксидантными меха-
низмами, которые участвуют в физиологическом
и/или патологическом метаболизме АФК [6].

Окислительный стресс, который возникает в
результате повышенной продукции АФК и/или
снижения емкости антиоксидантной защиты,
может вызывать повреждение клеточных компо-
нентов, аутоиммунные реакции и, в конечном
итоге, способствовать нарушению биохимиче-
ских и физиологических процессов [7].

В ряде исследований оценивалось влияние
окислительного стресса на количество PXR. В опы-
тах in vivo на мышах и крысах выявлено, что раз-
витие воспаления и окислительного стресса,
вызванных введением липополисахарида или на-
ночастиц меди, сопровождается снижением ко-
личества PXR в печени животных [8, 9]. В то же
время в опытах in vitro на эндотелиальных клетках
HUVEC показано, что воздействие H2O2 в кон-
центрации 400 мкМ и длительностью экспозиции
3 ч не влияет на уровень PXR [10].

Таким образом, данные о функционировании
PXR в условиях окислительного стресса носят
противоречивый характер. Поэтому целью насто-
ящего исследования было оценить влияние окис-
лительного стресса на функционирование PXR.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Исследование вы-
полнено на линии клеток аденокарциномы обо-
дочной кишки человека (Caco-2) (ЦКП “Коллек-
ция культур клеток позвоночных”, Санкт-Петер-
бург, Россия). Клетки культивировали при 37°C
и 5% содержании СО2 в инкубаторе WS-189C
(World Science, Корея) в Дульбекко модифициро-
ванной среде Игла (DMEM) с высоким содержа-
нием глюкозы (4500 мг/л) (Sigma-Aldrich, США),
с добавлением L-глутамина (4 мМ) (Sigma-Aldrich),
15% эмбриональной бычьей сыворотки (Sigma-
Aldrich), 100 ед/мл и 100 мкг/мл пенициллина и
стрептомицина (Sigma-Aldrich) соответственно.

Клетки культивировали в течение 21 сут, по-
скольку при данном сроке происходит их спон-

танная дифференцировка в энтероцитоподобные
клетки, экспрессирующие PXR [11].

Окислительный стресс моделировали добав-
лением в культуральную среду пероксида водоро-
да Н2О2 (Sigma-Aldrich) в конечных концентраци-
ях 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 и 100 мкМ и инкубацией в те-
чение 3, 24 и 72 ч.

Контрольным клеткам в эквивалентном объе-
ме в культуральную среду добавляли воду для
инъекций (растворитель для H2O2). На каждый
эксперимент было выполнено по 3 повторения.
При инкубации 72 ч смену питательной среды
проводили каждые 24 ч. В качестве контроля ин-
дукции PXR дополнительно проводили инкуби-
рование клеток Сасо-2 с рифампицином (Sigma-
Aldrich) в концентрации 10 мкМ в течение 24 ч.

Дополнительно для изучения механизма влия-
ния окислительного стресса на количество PXR
были выполнены серии экспериментов с оценкой
влияния продукта перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ) – малонового диальдегида (МДА, Sigma-
Aldrich) – в концентрациях 10, 100 и 150 мкМ и
экспозицией 24 ч на содержание PXR (n = 3 для
каждой концентрации).

Для исследования цитотоксичности перокси-
да водорода и МДА клетки высевали в 96-луноч-
ный планшет (Сorning, США), для изучения вли-
яния данных веществ на концентрацию продуктов
ПОЛ и количество PXR клетки культивировали в
6-луночных планшетах (Сorning).

Цитотоксический тест (МТТ-тест). Клетки за-
севали в 96-луночный планшет из расчета 104 кле-
ток на каждую лунку и культивировали в течение
21 сут, затем добавляли питательную среду с Н2О2
или МДА. После окончания инкубации в каждую
лунку добавляли по 20 мкл 0.5% раствора бромида
3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил тетра-
золия (МТТ, ПанЭко, Россия) и инкубировали в
течение 2 ч, затем раствор МТТ удаляли и добав-
ляли 200 мкл 1% раствора диметилсульфоксида
(ПанЭко) [12]. Поглощение измеряли через 10 мин
при 530 нм на спектрофотометре для планшетов
Stat Fax 2100 (Awareness Technology, США).

Жизнеспособность клеток Сасо-2 рассчитыва-
ли по формуле: (ОП опытных лунок – ОП среды)/
(ОП контрольных лунок – ОП среды) × 100%,
где ОП — оптическая плотность.

Получение тотальных клеточных лизатов. Клет-
ки засевали в 6-луночные планшеты из расчета
105 клеток на каждую лунку и культивировали в
течение 21 сут, затем добавляли питательную сре-
ду с Н2О2 или МДА в соответствующие планшеты.
После окончания экспозиции с пероксидом во-
дорода или МДА клетки снимали с лунок раство-
ром трипсин–EDTA (0.25% трипсина и 0.2% EDTA,
Sigma-Aldrich).
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Клетки из расчета 1 × 106 промывали изотони-
ческим солевым раствором (Медпро, Россия) и
лизировали в 150 мкл ледяного буфера (50 мМ,
pH 7.4 трис-HCl, 150 мМ KCl, 0.5% тритон X-100,
смесь ингибиторов протеиназ (аминоэтилбен-
зенсульфонил флуорида гидрохлорид (AEBSF)
2 мМ, апротинин 0.3 мкМ, бестатин 130 мкМ,
EDTA 1 мМ, эпоксисукциниллейцингуанидино-
бутиламид (Е-64) 14 мкМ, лейпептин 1 мкМ,
Sigma-Aldrich), встряхивали на шейкере и инку-
бировали на льду в течение 10 мин. Затем центри-
фугировали в течение 10 мин при 5000 g (СМ-50,
Eppendorf, Германия). Цитоплазматическую (экст-
раядерную) фракцию переносили в отдельные
пробирки и использовали для определения кон-
центрации продуктов ПОЛ (МДА и 4-гидрокси-
олефины).

Определение концентрации продуктов перекис-
ного окисления липидов. В лизате клеток с помо-
щью коммерческого набора определяли концен-
трацию продуктов ПОЛ (Elabscience, Китай).
Метод определения продуктов ПОЛ – МДА и
4-гидрокси-олефинов (4-гидрокси-2-ноненаля и
4-гидрокси-2-гексеналя) основан на их взаимо-
действии с 1-метил-2-фенилиндолом с образова-
нием стабильного хромофора, который имеет
максимум поглощения при 586 нм [13]. Получен-
ные результаты выражали в мкмоль/мг белка.
Анализ выполняли на спектрофотометре для
планшетов Stat Fax 2100 (Awareness Technology).

Количество белка в пробах анализировали ме-
тодом Бредфорда (Pierce Coomassie Plus (Bradford)
Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, США) [14].

Определение количества PXR в клетках линии
Сасо-2 проводили методом вестерн-блот. После
окончания экспозиции с пероксидом водорода и
МДА, клетки снимали с лунок раствором трип-
син–EDTA (Sigma-Aldrich), трижды промывали
раствором фосфатного буфера (BioRad, США) и
лизировали в NP40 Cell Lysis Buffer Thermo (Ther-
mo Fisher Scientific) c добавлением смеси ингиби-
торов протеиназ (Sigma-Aldrich) в течение 30 мин
при +4°C и постоянном перемешивании из рас-
чета 107 клеток на 100 мкл буфера. Полученный
лизат центрифугировали при 22440 g в течение
10 мин (AvantiJXN-3, Beckman Coulter, США).
Цитоплазматические белки (30 мкг) подвергали
электрофорезу с использованием TGX Stain-Free
FastCast Acrylamide Kit (Bio-Rad) в буферной си-
стеме Лэммли (BioRad). Перед загрузкой образцы
обрабатывались в соответствии с протоколом
Bio-Rad. Их смешивали с буфером для образцов
Лэммли (Bio-Rad), содержащем 2.5% 2-меркап-
тоэтанола (Bio-Rad) в соотношении 1 : 3, инкуби-
ровали 5 мин при температуре 95°C. Гели прого-
няли при 100 В в течение 90 мин. Для определе-
ния относительного количество PXR методом
вестерн-блот использовали первичные мышиные

моноклональные антитела (MA5-31808 PXR
Monoclonal Antibody (1D12G1, Invitrogen, США) в
концентрации 1 : 200. Визуализацию первичных
антител осуществляли с использованием вторич-
ных кроличьих антител (Rabbit anti-Mouse IgG
(H + L) Secondary Antibody, HRP, Invitrogen)
в разведении 1 : 4000. Белки визуализировали хе-
милюминесценцией с помощью Chemi Doc
XRS+ (Bio-Rad). Интенсивность полученных по-
лос (бэндов) анализировали денситометрически с
помощью программного обеспечения ImageLab
(Bio-Rad). Количество PXR оценивали относи-
тельно содержания белка домашнего хозяйства
GAPDH (первичные антитела к GAPDH – Loading
Control Monoclonal Antibody (GA1R), DyLight 68,
Invitrogen, разведение 1 : 1000, вторичные кроли-
чьи антитела к первичным антителам GAPDH –
Rabbitanti-Mouse IgG (H + L) Secondary Antibody,
HRP, Invitrogen, разведение 1 : 4000).

Статистический анализ. Полученные результа-
ты анализировали с помощью программ StatSoft
Statistica 13.0 (США) и Microsoft Excel for MAC ver.
16.24. Результаты представлены в виде M ± SD.
Для оценки статистической значимости различий
использовали дисперсионный анализ (ANOVA),
попарные сравнения выполняли с помощью кри-
терия Ньюмена–Кейлса. Статистически значи-
мыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАЫ
Цитотоксическое действие H2O2 и МДА на клетки

линии Caco-2. Цитотоксическое действие H2O2
и МДА оценивалось по результатам МТТ-теста. В
контрольной группе жизнеспособность клеток
составила 100%. При воздействии пероксида во-
дорода в концентрациях 0.1–10 мкМ и сроках ин-
кубации 3, 24 и 72 ч жизнеспособность клеток не
изменялась и составляла в среднем 87.6 ± 9.3%.

При инкубации клеток с H2O2 в течение 3, 24 и
72 ч при концентрации прооксиданта 50 мкМ
жизнеспособность клеток снижалась до 71.3 ±
± 12.1% (p = 0.01), 54.1 ± 9.5% (p = 0.001) и 58.8 ±
± 11.5 (p = 0.02), а при концентрации 100 мкМ –
до 70.9 ± 12.2% (p = 0.006), 26.8 ± 14.3% (p =
= 0.0003) и 34.3 ± 11.1% (p = 0.002) соответственно
(рис. 1).

При воздействии МДА на клеточную линию
Сасо-2 их жизнеспособность снижалась при кон-
центрации субстанции 100 и 150 мкМ до 88.5 ±
± 4.6% (p = 0.028) и 63.9 ± 3.1% (p = 0.0003), а при
концентрации 10 мкМ статистически значимо не
отличались от значений контрольной группы и
составила 98.1 ± 6.5% (рис. 2).

Концентрация продуктов ПОЛ в клетках Caco-2
после инкубации с H2O2 и МДА. Воздействие пе-
роксида водорода на клетки линии Caco-2 в тече-
ние 3 ч приводило к увеличению уровня продук-
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тов ПОЛ лишь в концентрации 100 мкМ на 35.7%
(p = 0.04) по сравнению с контролем. Увеличение
длительности экспозиции Н2О2 до 24 ч сопровож-
далось повышением содержания МДА и 4-гид-
роксиолефинов уже при двух концентрациях про-
оксиданта: 50 мкМ – на 42.1% (p = 0.006) и
100 мкМ – на 57.1% (p = 0.0007) соответственно
(рис. 3). При увеличении длительности воздей-
ствия пероксида водорода до 72 ч отмечалось
дальнейшее нарастание уровня продуктов ПОЛ

при концентрациях Н2О2 50 и 100 мкМ, данные по-
казатели превышали значение контроля на 194.9%
(p = 0.0002) и 323.4% (p = 0.0003) соответственно.

Важно отметить, что при увеличении срока
инкубации до 72 ч концентрация продуктов ПОЛ
возрастала также относительно значений при
сроке инкубации 24 ч на 87.6% (p = 0.002) при
концентрации 50 мкМ и на 144.8% (p = 0.0004)
при концентрации 100 мкМ.

Рис. 1. Изменение жизнеспособности клеток линии
Сасо-2 в зависимости от концентрации пероксида во-
дорода при инкубации 3 (1), 24 (2) и 72 ч (3) (n = 3).
Жизнеспособность клеток оценивали с помощью
МТТ-теста. *p < 0.05 по сравнению с контролем.

120
100

60
80

0
100

Контроль

Ж
из

не
сп

ос
об

но
ст

ь,
 %

H2O2, мкМ

1

40
20

5050.5 1010.1

2
3

*

*

*

*
*
*

Рис. 2. Изменение жизнеспособности клеток линии
Сасо-2 в зависимости от концентрации МДА при ин-
кубации 24 ч (M ± SD, n = 3). Жизнеспособность кле-
ток оценивали с помощью МТТ-теста. *p < 0.01 по
сравнению с контролем.

120

100

60

80

0
150Контроль

Ж
из

не
сп

ос
об

но
ст

ь,
 %

МДА, мкМ

40

20

10010

*

*

Рис. 3. Изменение концентрации продуктов перекисного окисления липидов (МДА и 4-гидроксиолефинов) при ин-
дукции окислительного стресса пероксидом водорода в концентрациях 0.1–100 мкМ в течение 3, 24 и 72 ч. Количе-
ственное определение продуктов ПОЛ проводили фотометрическим методом в лизате клеток линии Сасо-2 (M ± SD,
n = 3). *p < 0.05 по сравнению с контролем. #p < 0.01 по сравнению с группой 24 ч.
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Добавление МДА в питательную среду к клет-
кам линии Сасо-2 в концентрации 10, 100 и
150 мкМ приводило к статистически значимому
увеличению количества МДА в лизате клеток на
63.8% (p = 0.03), 168.3% (p = 0.02), 325.1% (p =
= 0.0008) соответственно, что свидетельствует о
проникновении продукта ПОЛ в цитоплазму кле-
ток (рис. 4).

Влияние H2O2 и МДА на количество PXR. Клас-
сический индуктор PXR – рифампицин в кон-
центрации 10 мкМ и длительностью воздействия
24 ч вызывал увеличение количества PXR на

64.6% (p = 0.0003) по сравнению с контролем
(рис. 5), что подтверждает адекватность метода
оценки регуляции данного транскрипционного
фактора и согласуется с данными литературы [15].

Воздействие пероксида водорода на клетки
линии Caco-2 в течение 3 ч не влияло на количе-
ство PXR, данный показатель достоверно не от-
личался от значений контроля (рис. 6).

Увеличение длительности экспозиции с про-
оксидантом до 24 ч вызывало повышение количе-
ства PXR при концентрации H2O2 10, 50 и 100 мкМ

Рис. 4. Изменение концентрации МДА в лизате клеток линии Сасо-2 после инкубации в питательной среде с добав-
лением МДА в концентрациях 10, 100 и 150 мкМ в течение 24 ч (M ± SD, n = 3). *p < 0.05 по сравнению с контролем.
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метрическим анализом с помощью программного обеспечения ImageLab. 1 – контроль; 2 – рифампицин; *p < 0.05 по
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на 67.1% (p = 0.03), 25.9% (p = 0.0003) и 35.9% (p =
= 0.0003) соответственно (рис. 6).

Увеличение длительности воздействия до 72 ч
сопровождалось нормализацией уровня PXR при
концентрации H2O2 0.1–10 мкМ и его снижением
при концентрации 50 мкМ на 18.6% (p = 0.0003)
и при концентрации 100 мкМ на 26.9% (p = 0.03)
по сравнению с контролем (рис. 6).

При концентрации пероксида водорода 100 мкМ
и длительности инкубации 72 ч отмечалось рас-
щепление бэнда PXR, что скорее всего, связано
с повреждением молекулы транскрипционного
фактора за счет окислительного повреждения или
действием протеолитических ферментов.

Инкубирование клеток с МДА также приводи-
ло к индукции PXR: при концентрации МДА
10 мкМ количество PXR возрастало на 38.6% (p =
= 0.007), 100 мкМ – на 20.8% (p = 0.07), а при
150 мкМ – снизилось на 8.9% (p = 0.21) (рис. 7).

ОБСУЖДЕНИЕ
Активные формы кислорода (АФК) постоян-

но образуются в ходе жизнедеятельности клеток.
При этом их избыточное образование может вы-
зывать окислительное повреждение биомакромо-
лекул клеток и способствовать развитию заболе-
ваний и старению [16]. Между тем, АФК могут иг-
рать и регуляторную роль [17]. В настоящее время

принято считать, что в функции АФК как сиг-
нальной молекулы главную роль играет цисте-
ин [18]. Тиолы белков образуют различные окис-
лительные модификации, такие как сульфеновая
кислота, сульфиновая кислота, сульфоновая
кислота, дисульфидные связи, S-глутатионили-
рованные и S-нитрозилированные производные.
Эти окислительные модификации тиолов участ-
вуют во множестве клеточных процессов, таких
как экспрессия генов, энергетический метабо-
лизм, фосфорилирование белков [19]. Кроме это-
го, известно, что изучаемые нами показатели –
малоновый диальдегид и 4-гидроксиолефины –
могут выступать в качестве сигнальных молекул,
а именно доказана их цитотоксическая роль в по-
давлении экспрессии генов, что способствует ги-
бели клеток [20].

В ходе настоящего исследования было показа-
но, что воздействие пероксида водорода на клет-
ки линии Caco-2 в течение 3 ч не влияло на коли-
чество PXR, увеличение длительности экспозиции
с прооксидантом до 24 ч вызывало повышение
количества PXR при концентрации H2O2 10, 50 и
100 мкМ. При длительности экспозиции 72 ч от-
мечалась нормализация уровня PXR при концен-
трации H2O2 0.1–10 мкМ и его снижение в кон-
центрации 50 и 100 мкМ. Снижение количества
изучаемого транскрипционного фактора, скорее
всего, связано с усилением окислительного стресса:

Рис. 6. Относительное количество PXR в клетках линии Сасо-2 при индукции окислительного стресса пероксидом во-
дорода в концентрациях 0.1–100 мкМ в течение 3, 24 и 72 ч (M ± SD, n = 3). Относительное количество PXR определяли
методом вестерн-блот с последующим денситометрическим анализом с помощью программного обеспечения
ImageLab. К – контроль; *p < 0.05 по сравнению с контролем.
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при данных концентрациях и длительности воз-
действия отмечалось максимальное увеличение
уровня МДА и снижение жизнеспособности
клеток. Кроме этого, в условиях окислительного
стресса происходит активация протеолитических
ферментов, что может приводить к протеазному
расщеплению PXR и вследствие этого снижать
его количество.

Для исследования механизма повышения ко-
личества PXR при развитии окислительного
стресса были выполнены эксперименты по оцен-
ке влияния МДА-конечного продукта ПОЛ на
уровень изучаемого транскрипционного факто-
ра. В ходе эксперимента было установлено, что
инкубация клеток линии Caco-2 с МДА в течение
24 ч приводила к повышению его концентрации
внутри клеток. По данным литературы известно,
что МДА может растворяться в билипидной мем-
бране клеток и проникать внутрь клеток [21], тем
самым оказывая внутриклеточные эффекты.

МДА в концентрации 10 мкМ вызывал повы-
шение содержания PXR, а увеличение концен-
трации МДА до 100 и 150 мкМ приводило к про-
явлению его цитотоксических свойств и сниже-
нию содержания PXR.

В совокупности данные результаты свидетель-
ствуют о том, что индукция PXR при развитии
окислительного стресса обусловлена влиянием
продуктов пероксидации (в частности МДА) на
данный транскрипционный фактор.

Сделанный вывод согласуется с данными
литературы. Известно, что короткоцепочечные
жирные кислоты, например бутират натрия, мо-

гут вызывать индукцию экспрессии гена PXR на
клетках линии Caco-2 [22].

На данный момент механизмы индукции PXR
продолжают активно изучаться [4]. Для низкомо-
лекулярных веществ наиболее вероятным меха-
низмом является их связывание с аналогичными
рецепторами ксенобиотиков (например, Farne-
soid X receptor) и повышение транскрипции гена
PXR.

Повышение количества PXR при развитии
окислительного стресса может иметь двоякое
значение. С одной стороны, PXR может способ-
ствовать генерации АФК и повреждению клеток
за счет индукции изоферментов цитохрома Р450
(CYP2B1/2B2, CYP3A1/3A2 и CYP2C6) и интен-
сификации метаболизма ксенобиотиков [23].
С другой – PXR может иметь приспособительную
функцию, так как данный транскрипционный
фактор стимулирует экспрессию антиоксидант-
ного фермента глутатион-S-трансферазы [24].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в ходе исследования на клет-

ках линии Caco-2 было показано, что H2O2 в кон-
центрациях при 10, 50 и 100 мкМ при длительности
экспозиции 24 ч вызывает повышение количе-
ства PXR, что сочетается с увеличением концен-
трации продуктов липопероксидации (ПОЛ).
Продолжение воздействия пероксида водорода
до 72 ч сопровождается нарастанием концентра-
ции продуктов ПОЛ и снижением количества
PXR до показателей контроля (10 мкМ) или ниже
него (50 и 100 мкМ). Инкубирование клеток с

Рис. 7. Относительное количество PXR в клетках линии Сасо-2 при воздействии МДА в концентрациях 10, 100 и
150 мкМ в течение 24 ч (M ± SD, n = 3). Относительное количество PXR определяли методом вестерн-блот с последу-
ющим денситометрическим анализом с помощью программного обеспечения ImageLab. К – контроль; *p < 0.05 по
сравнению с контролем.

100

60

80

0

PX
R

, %

40

20

*

120

160

140

180

10010К 150

мкМ
МДА,

GAPDH

10010К 150

PXR

МДА, мкМ



114

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 2  2022

АБАЛЕНИХИНА и др.

МДА в концентрации 10 мкМ также приводит к
индукции PXR, что свидетельствуют о том, что
индукция PXR при развитии окислительного
стресса обусловлена влиянием продуктов перок-
сидации (в частности МДА) на данный тран-
скрипционный фактор.
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Functioning of the Pregnan X Receptor under Oxidative Stress
Yu. V. Abalenikhina1, *, E. A. Sudakova1, A. A. Slepnev1, A. A. Seidkulieva1, 

P. D. Erokhina1, A. V. Shchulkin1, E. N. Yakusheva1

1Ryazan State Medical University, Ryazan, 390026 Russia
*e-mail: abalenihina88@mail.ru

Pregnan X receptor (PXR) is a nuclear receptor playing an important role in the regulation of biotransforma-
tion and metabolism enzymes and transporter proteins expression. The published data on the effect of oxida-
tive stress on the amount of PXR is ambiguous and contradictory. The aim of this work is the evaluation of
the effects of oxidative stress on the PXR functions. The study was performed using the Caco-2 cell line.
Oxidative stress was modeled with hydrogen peroxide at concentrations of 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, and 100 μM.
Cells were incubated with hydrogen peroxide for 3, 24, and 72 h. The amount of PXR was measured using the
Western blot method. Exposure to H2O2 for 3 h did not significantly affect the amount of PXR at all tested
concentrations of H2O2. Increasing of the exposure time up to 24 h at H2O2 concentrations of 10, 50, and
100 μM led to an increase of the PXR amount, and this effect was associated with an increase of the amount
of lipid peroxidation products. Exposure to H2O2 for 72 h increased the concentration of lipid peroxidation
products and decreased the amount of PXR to the control values (H2O2 concentrations of 10 μM) or even
below it (H2O2 concentrations of 50 and 100 μM). Incubation of cells with malondialdehyde (MDA), the end
product of LPO, at a concentration of 10 μM for 24 h led to the increase of the PXR content. Thus, a 24-h
exposure to H2O2 leads to an increase of the PXR amount and is associated with an inducing effect of the LPO
products. Increasing of the exposure time up to 72 h neutralizes this effect.

Keywords: pregnan X receptor, oxidative stress,  H2O2, malondialdehyde, Caco-2 cell line
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