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Незалежно від етіології по-
рушень процесів вільноради-
кального окислення та антиок-
сидантного статусу організму
(стрес, серцево-судинні пато-
логії, запалення, вплив ксено-
біотиків та ін.), їх неминучим
наслідком є ураження клітин-
них мембран. Це актуалізує
пошук лікарських засобів на
основі антиоксидантів, здат-
них інгібувати ліпопереокис-
лення (ПОЛ) біомембран.
Рослинний флавоноїд квер-

цетин (Кв) належить до ефек-
тивних біоантиоксидантів, ан-
тирадикальні властивості яко-
го переважають такі у  α-токо-
феролу — відомої «пастки» для
радикальних частинок [1]. Ши-
рокий спектр біологічної дії Кв
та його виправдане визначен-
ня як «універсального фарма-
кофора» пов’язані з антиокси-
дантною та антирадикальною
активністю, здатністю до хе-
латації вільних іонів металів
— каталізаторів пероксидації
і впливом на ферментні систе-
ми, що визначають окислюваль-
ний статус клітин [2]. При цьому
фармакотерапевтичне засто-
сування Кв реально обмежу-
ється низькою біодоступністю
і високою біодеградацією його
субстанції [3]. Перспективним
шляхом створення ефективної
лікарської форми Кв, в першу
чергу — для парентерального
застосування, може бути його
введення до ліпосомальної струк-
тури.
Можливість взаємодії Кв із

матрицею ліпосом — фосфо-
ліпідами за участі π-електрон-
ної системи кверцетину та з
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утворенням водневих зв’язків
із фосфатною групою ліпіду
показана методом ЯМР (С13) на
прикладі системи Кв — фосфа-
тидилхолін (ФХ) (СКв ≥ СФХ)
[4]. Втім, практично не вивча-
лася природа такого зв’язку.
Особливий інтерес становить
порівняльне дослідження взає-
модії Кв та його ліпосомальної
форми (ЛКв) з біомембранами.
Мета работи — вивчення

здатності Кв до структурної
модифікації ліпосомально орга-
нізованих фосфоліпідів і впли-
ву ЛКв на структурно-дина-
мічні показники модельних
мембран (ФХ-ліпосом) і біо-
мембран ендоплазматичного
ретикулума гепатоцитів in
vitro. Для розв’язання цих зав-
дань використані незалежні
методи ІЧ-спектроскопії, мікро-
калориметрії та флуоресцентно-
го зондування.

Матеріали та методи
дослідження

У роботі використана фар-
макопейна субстанція кверце-
тину — 3,5,7,3’,4’-пентаокси-
флавон дигідрат [5]. Як модель
біомембран обрані ФХ ліпосо-
ми препарату «Ліпін» (ліофілі-
зований порошок, що містить
у флаконі 500 мг ФХ і 400 мг
D-лактози [6]). Ліпосомальну
форму Кв (ЛКв) отримували
за модифікованою методикою
створення ліпосом [7]: водну сус-
пензію ФХ (яєчний лецитин) і
Кв обробляли в ультразвуко-
вому дезінтеграторі УЗДН-А
в режимі середньої потужності
при постійному охолодженні (з
інтервалами 60 с). Отриману

емульсію послідовно фільтру-
вали на фільтрах Millipore з
утворенням ліпосом розміром
0,1–0,15 мкм, додавали кріо-
протектор — D-лактозу і про-
водили ліофільне висушуван-
ня. Вміст компонентів у фла-
коні ЛКв: ФХ — 550 мг, Кв —
15 мг, лактоза — 320 мг.
Мембрани ендоплазматич-

ного ретикулума (ЕР) гепато-
цитів інтактних щурів лінії Віс-
тар (маса 160–200 г) виділяли
за методом диференційного
центрифугування [8]. Концен-
трацію білка в мікросомах ви-
значали за методом Лоурі [9].
ІЧ-спектри реєстрували на

ІЧ-спектрометрі Perkin-Elmer-
325 (Швеція) у таблетках
КВr, які містять на 200 мг КВr
по 1 мг Кв, ліпіну або ЛКв. Кі-
нетику теплового ефекту реак-
цій реєстрували на мікрокало-
риметрі LKB-2107 (Швеція)
при температурі 26 °С в ре-
жимі змішування реагентів у
фізіологічному розчині (рН 6,9)
або у трис-НС1 буфері (рН 7,4)
при робочих концентраціях:
Кв і ЛКв (за вмістом Кв) —
СКв = 1,67 · 10-5 М, ліпіну (за
вмістом ФХ) — СФХ = 0,33 мг/мл,
мембран ЕР (за вмістом білка)
— Сбілка = 0,167 мг/мл.
Заряд поля поверхні ліпо-

сом у ліпіні та ЛКв визначали
методом «іонного удару» [10]:
виміряли інтенсивність флуо-
ресценції (F) аніонного поверх-
невого зонда 1,8-АНС (С=
= 30 мкМ), який вбудований у
ліпосоми з кінцевою концент-
рацією за фосфатидилхоліном
СФХ= 0,1 мг/мл, у середовищі
буфера 0,01 М трис HCl та
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0,1 мМ ЕДТА (рН 7,5) при іонній
силі µ1 = 0,01 (F1) і µ2 = 0,25 (F2).
Іонну силу створювали дода-
ванням 5 М розчину NaCl. Ве-
личину заряду поверхні (Кл/м2)
оцінювали за формулою:
σ=0,0077 ln (1,05 F2/F1).
Мікров’язкість фосфоліпід-

ного бішару у ліпосомальній
емульсії ліпіну, що містить різ-
ні концентрації введеного ЛКв,
оцінювали за структурно-ди-
намічним параметром J392/J470
у спектрі флуоресценції вбудо-
ваного глибинного гідрофоб-
ного зонда — пірену (J392 і J470
— інтенсивність флуоресценції
мономерної та димерної форм
пірену). Концентрації компо-
нентів дорівнювали: ліпіну —
СФХ = 0,1 мг/мл, пірену — Спір=
= 10-5 М, ЛКв (за вмістом Кв) —
у межах від 1·10-7 до 1·10-5 М.
Спектри флуоресценції реєст-
рували в інтервалі температур
20–45 °С на спектрофлуоримет-
рі Hitachi MPF-4, у кюветах з
товщиною шару 1 см, при ве-
личині вихідної щілини моно-
хроматора 0,75 нм.
Отримані дані обробляли

методами параметричної та не-
параметричної статистики [11].

Результати дослідження
та їх обговорення

У табл. 1 подано частоти
коливань в ІЧ-спектрах Кв,
ліпіну та ЛКв у діапазоні
1800–700 см-1, порівняння яких
проведено відповідно до [12].

Порівняння ІЧ-спектрів Кв,
ЛКв і ліпіну дозволило вияви-
ти особливості, які характеризу-
ють взаємодію і природу зв’язку
кверцетину із фосфоліпідним
шаром у ЛКв:

— частота валентних √с=о
коливань гліцерольного лан-
цюга ФХ однакова для ліпіну
і ЛКв (1735 см-1);

— не виявлено вірогідної
різниці між формою і положен-
ням смуги валентних коливань
√ОН (3400 см-1), обумовлених
міжмолекулярними водневими
зв’язками;

— значно знижена відносна
інтенсивність поглинання 1650–
1590 см -1 (для дієнових √С=С
систем; деформаційних коли-
вань δОН, δС-Н) у спектрі ЛКв
порівняно зі спектром ліпіну.
При цьому поява у спектрі ЛКв
триплету (1650, 1630 і 1590 см-1)
у місці знаходження єдиної
смуги деформаційних коли-
вань 1640 см-1 у спектрі ліпіну
може бути зумовлена валент-
ними коливаннями С=Спір пі-
ронового циклу кверцетину
(1670 см-1). Силова константа
цих коливань знижена на 20 см-1,
що можливо внаслідок збурен-
ня π-електронної системи в аро-
матичних ядрах Кв при його
включенні до ЛКв;

— значні відмінності ІЧ-
спектрів ЛКв і ліпіну на ді-
лянці площинних δОН + ωС-Н
(1390–1350 см-1) і позаплощин-
них δС-Н (900-650 см-1) дефор-

маційних коливань також відо-
бражають внесок π-електронів
ароматичних ядер і дієнових сис-
тем Кв у складі ЛКв;

— відмінності між спектра-
ми ліпіну та ЛКв для частот
коливань √C-N (1155–1140 см-1)
холінової групи, а також ва-
лентних коливань √Р=О (1250–
1180 см-1), √as

P=O, √РО-Салк (1090–

990 cм-1) і √Р-ОС (970–710 см-1)
головної фосфатної групи ФХ
свідчать про структурні зміни
фосфоліпіду в ліпосомах ЛКв.
Аналіз характерних змін в

ІЧ-спектрі ЛКв, порівняно зі
спектрами ліпіну та Кв, під-
тверджує входження Кв до
фосфоліпідного шару ліпосом
ЛКв за участі його потужної
π-електронної системи, а також
можливе утворення хімічних
зв’язків за принципом компле-
ментарної або стекінг-взаємодії.
Для висновку про природу

зв’язку між компонентами у
процесі утворення ЛКв корис-
ною є інформація про величи-
ну і напрямок (знак) теплово-
го ефекту реакції у системі Кв
— ліпін. Дійсно, мікрокалори-
метричне дослідження взаємо-
дії Кв з ліпіном (рис. 1, а, рН 6,9)
показало ендотермічний ха-
рактер теплового ефекту цієї
реакції із максимумом погли-
нання тепла на 1-й хвилині піс-
ля змішування компонентів. Це
вказує на гідрофобну природу
зв’язування кверцетину з ліпі-

Таблиця 1
Частоти коливань в ІЧ-спектрах кверцетину, його ліпосомальної форми і ліпіну в таблетках КВr, t = 25 °C

Кв

1670с (С=Спіроновий цикл)
1610с , (С=Саром)

1545-1510с (ОНенол )
1455сл, 1425ср (ОН, С-Нплощ)

1360с, 1310с (ОНплощ)
1240с, 1210с (C-О-С)
1163, 1140 (C-Саром)
1010с, 1000ср (C-ОС)
930сл (С-Нпозаплощ )

885сл, 820-780ср (С-Н)

ЛКв

1735 (С=О)
1650, 1630 1590 (-С=С, С-Н),

1465 (ОН, СН3)
1410 (С-Н, СН3)

1370 (ОНплощ, С-Н)
1320 (ОН, СН3)

1230, 1177 (Р=О, Р-ОС)
1155 (C-N)

1080-1060 (РО-Салк, С-О-С)
965 (Р-ОСалк, С-Н)
770-710 (Р-О, С-Н)

Ліпін

1735 (С=О)
1640 (ОН)

1465-1450 (sСН3, ОН)
1430 ( CН3, С-Н)
1390-1355 (СН3)
1340 (ОН, СН3)

1260-1200 (Р-ОС, Р=О)
1163 (C-О-С)
1140 (C-N)

1090-1070 (PO-Cалк, С-О-С)
970 (Р-ОСалк, С-Н)
780-720 (Р-О, С-Н)

Співвідношення частот коливань vмакс, см-1
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тобто при значній перевазі
концентрації ФХ. Втім, від-
носно невеликої кількості Кв
виявилося достатньо для моди-
фікації поверхні фосфоліпід-
ного шару, що вказує на висо-
ку мембранотропність цієї ре-
човини — «гостя» у ліпосомах
ЛКв.
Підтвердження факту струк-

турної модифікації ФХ квер-
цетином у ЛКв отримане та-
кож при дослідженні впливу
ЛКв на мікров’язкість модель-
ної мембрани ліпосом ліпіну,
тобто на глибинні гідрофобні
зони фосфоліпідного шару [10].
На рис. 2 наведено темпе-

ратурні залежності параметра
флуоресценції J392/J470 зонда-
пірену, вбудованого у ліпосо-
ми ліпіну, у системі ліпін — ЛКв
при різних концентраціях ЛКв
(за вмістом Кв: 10-6, 5·10-7 і 10-7 М).
Відзначмо, що зменшення зна-
чення параметра J392/J470 свід-
чить про зниження мікров’яз-
кості фосфоліпідного бішару
та зростання його рухомості.
Характерна для ліпіну тен-

денція температурної залеж-
ності параметра J392/J470, яка
відображає динаміку мікров’яз-
кості ліпосом (рис. 2; крива 1),
у цілому зберігається у при-
сутності ЛКв, але значною мі-
рою залежить від його концен-
трації у системі: при концент-
раціях  вище 10-6 М (за вміс-
том кверцетину) ліпідний бі-
шар структурується, а нижче
цього значення — розріджу-
ється. Цей ефект є найбільш
вираженим при температурах
вище 37 °С (криві 2–4). Крім
того, внаслідок модифікації квер-
цетином підвищуються темпе-
ратури фазових переходів ФХ:
для ліпіну основний злам на
кривій залежності (J392/J470 — t)
спостерігається при 34,8 °С, а
у присутності ЛКв у концен-
траціях 5·10-7 і 1·10-7 М (за
вмістом кверцетину) — при
36,8 і 38,5 °С, відповідно. Та-
ким чином, у системах ліпін —
ЛКв з низьким вмістом ЛКв
(менше 10-6 М) знижується

Таблиця 2
Інтенсивність флуоресценції вбудованого 1,8-АНС-зонда
і величини заряду поверхні σσσσσ ліпосом ліпіну та ЛКв

Об’єкт

Інтенсивність флуоресценції
Величина заряду1,8-АНС, при іонній силі F, відн. од.

σ, Кл/м2
F1 (µ = 0,01) F2 (µ = 0,25)

Ліпін, n = 4 9,68 30,5 (9,25±0,29)⋅10-3

ЛКв, n = 3 12,5 27,5 (6,64±0,53)⋅10-3

Рис. 1. Кінетика теплового ефек-
ту U реакцій в системах:

а — ліпін — Кв, фізіологічний
розчин, рН 6,9; б — мембрани ЕР
гепатоцитів — Кв (крива 1);  мемб-
рани ЕР гепатоцитів – ЛКв (крива
2); трис-НС1 буфер, рН 7,4; t +26 °С
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ном, що здійснюється пере-
важно за рахунок комплемен-
тарної або стекінг-взаємодії,
але за відсутності електроста-
тичних, водневих або Ван-дер-
Ваальсових зв’язків, утворен-
ня яких повинно супроводжу-
ватись екзотермічним ефек-
том [13].
Результати мікрокалори-

метричних досліджень і  відоб-
ражені в ІЧ-спектрах ЛКв змі-
ни в структурі як вбудовано-
го кверцетину, так і холінової
та фосфатної груп ліпіду да-
ють підстави вважати, що від-
бувається пакування молекул
кверцетину в гідрофобних зо-
нах фосфоліпідного бішару
ліпосом ЛКв.
Про структурну модифіка-

цію ФХ у ЛКв, порівняно із
ліпіном, свідчить також харак-
тер змін заряду поверхні ліпо-
сом, оцінка якого проведена із
використанням аніонного флуо-
ресцентного зонда 1,8-АНС
[10].
У табл. 2 наведено показни-

ки інтенсивності флуорес-
ценції 1,8-АНС-зонда, вбудо-
ваного на поверхні ліпосом
ліпіну та ЛКв, при різних зна-
ченнях іонної сили (F1 і F2
відповідно), а також розрахо-
вані значення заряду поверхні
σ (Кл/м2).
Заряд поверхні σ для ліпіну

значно вищий, ніж для ЛКв,
тобто введення кверцетину
вірогідно знижує заряд по-
верхні ліпосом (на 28 %), що
сприяє її деполяризації та під-
вищенню гідрофобності. Слід
відзначити, що такий ефект
досягається при масовому
співвідношенні Кв : ФХ у скла-
ді ЛКв, яке дорівнює 1 : 37,

Рис. 2. Температурна залежність
параметра флуоресценції зонда-пі-
рену J392/J470, введеного у фосфо-
ліпідний шар ліпіну, в системі ліпін
— ЛКв:

1 — ліпін  (за вмістом ФХ), СФХ =
= 0,1 мг/мл; СЛКв = 0; 2–4 — ліпін,
СФХ = 0,1 мг/мл; СЛКв = (за вмістом
Кв): 1 · 10-7 М (крива 2), 5 · 10-7 М
(крива 3), 1 · 10-6 М (крива 4)
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мікров’язкість ФХ-бішару і
підвищується температура його
фазових переходів.
Зниження мікров’язкості мемб-

рани може бути наслідком ефек-
тивного входження ЛКв із мен-
шим, ніж у ліпіну, зарядом по-
верхні до гідрофобної зони лі-
підного шару. Підвищення ж
концентрації ЛКв (понад 10-6 М
за вмістом кверцетину) змінює
напрямок впливу ЛКв на в’яз-
кість мембрани. При дослі-
дженні ліпідів мітохондрій у
присутності антиоксидантів-
токоферолів аналогічний ефект
пов’язували з існуванням двох
механізмів дії останніх на
мікров’язкість ліпідів: розпо-
діленням у бішарі із супровід-
ним розрідженням ліпідів (при
концентраціях токоферолу,
менших 2·10-6 М) і безпосе-
реднім зв’язуванням більш ви-
соких концентрацій токофе-
ролу із рецепторами антиокси-
дантів (структурування ліпі-
дів) [14].
Вплив гідрофобізації ліпо-

сом на їх спорідненість із біо-
логічною мембраною виявлено
при дослідженні теплового
ефекту реакцій Кв і ЛКв з ізо-
льованими мембранами ЕР
клітин печінки (рН 7,4). Реак-
ція кверцетину з мембраною
ЕР (рис. 1, б, крива 1) в перші
1–2 хв після змішування відбу-
вається із поглинанням тепла,
що відповідає гідрофобній
взаємодії [13] (завдяки компле-
ментарній вбудові кверцетину
у мембрану або стекінг-взає-
модії з ліпідним шаром). На-
далі відбувається екзотерміч-
ний ефект, характерний для
Ван-дер-Ваальсової або елект-
ростатичної взаємодії або Н-
зв’язку. Цей пролонгований
ефект може бути зумовлений
реакцією кверцетину як з про-
дуктами ПОЛ, так і з білкови-
ми структурами у мембранах
ЕР. При цьому реакція ЛКв з
мембраною ЕР (рис. 1, б, кри-
ва 2) проходить тільки з ендо-
термічним ефектом, що вказує
на стійку гідрофобну взаємо-

дію, яка є виключно ендотер-
мічною і повинна супроводжу-
ватися зростанням ентропії
системи [13], що свідчить про
високу проникність ЛКв крізь
мембрану до клітини.
Оцінкові величини теплоти

реакції Q становили (за 20 хв):
QKв= (– 0,0438) + (+ 0,170)

кал/л для реакції мембран ЕР
з Кв
і

QЛКв = - 0,271 кал/л для ре-
акції мембран ЕР з ЛКв.
Отримані дані свідчать, що

ЛКв виявляє більшу спорід-
неність до мембрани ЕР, оскіль-
ки абсолютна величина QЛКв
більша, ніж QKв для реакції з
вільним Кв.
Проведені дослідження по-

казали, що при формуванні
ЛКв відбувається модифікація
поверхні і структури ліпосом
внаслідок входження кверце-
тину у гідрофобну ділянку
фосфоліпідного бішару. Під-
вищена мембранотропність
ліпосомальної форми кверце-
тину, порівняно із вільним Кв,
яку встановлено в реакціях з
модельною мембраною ліпо-
сом і з біомемраною ЕР гепа-
тоцитів, зумовлює зниження
мікров’язкості та деполяриза-
цію мембрани, а отже підви-
щує її життєздатність.
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vich, O. M. Velichko
THE INFLUENCE OF QUERCETIN AT THE STRUC-

TURE AND PROPERTIES OF THE PHOSPHOLIPID BI-
LAYER OF THE LIPOSOMES

The interaction of quercetin with phospholipid lipo-
somes was investigated by the IR-spectroscopy, microcalor-
imetry and fluorimetry-probe methods. For the first time
data about the liposome structural modification owing to
the quercetin entry into hydrophobic area of the phosphol-
ipid bilayer were obtained. The heightened membrane tro-
pism of the liposomic quercetin, as compared with the free
quercetin, was accompanied by the microviscosity reduction
and the membrane depolarization.

Key words: quercetin, liposome, biomembrane.

УДК 576.314+577.115
Г. Г. Горюшко, Г. С. Григор’єва, Н. Ф. Конахович,

О. М. Величко
ВПЛИВ КВЕРЦЕТИНУ НА СТРУКТУРУ І ВЛАСТИ-

ВОСТІ ФОСФОЛІПІДНОГО БІШАРУ ЛІПОСОМ
Методами ІЧ-спектроскопії, мікрокалориметрії та

флуоресцентного зондування досліджено взаємодію квер-
цетину з фосфоліпідними ліпосомами. Вперше отримано
дані про структурну модифікацію ліпосом внаслідок вхо-
дження кверцетину в гідрофобну ділянку фосфоліпідно-
го бішару. Підвищена мембранотропність ліпосомальної
форми кверцетину, порівняно з вільним Кв, супрово-
джується зниженням мікров’язкості та деполяризацією
мембрани.

Ключові слова: кверцетин, ліпосоми, біомембрани.

Вступление

Тот факт, что тимус у но-
ворожденных и молодых жи-
вотных имеет большие разме-
ры и что он подвергается ин-
волюции у взрослых, послу-
жил поводом высказать пред-
положение, что тимус уча-
ствует в процессах роста орга-
низма. У животных, лишенных
тимуса, было отмечено угне-
тение процессов роста, сопро-
вождающееся дефектами осси-
фикации, остеопорозом и ги-
поплазией костей [3]. Кроме
того, возрастная инволюция
тимуса и возрастные измене-
ния в функции половых желез
указывают на взаимосвязь
между этими двумя органами.
Отмечено, что у мышей, под-
вергнутых тимэктомии в нео-
натальном периоде, наблюда-
лась атрофия яичников и эпи-
дидимоорхиты [18]. Тимус яв-
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ВЛИЯНИЕ ТИМЭКТОМИИ В НЕОНАТАЛЬНОМ
ВОЗРАСТЕ НА ПЛОТНОСТЬ БЕДРЕННОЙ КОСТИ
У МЫШЕЙ ЛИНИИ СВА/СА
Институт геронтологии АМН Украины, Киев

ляется центральным органом
иммунной системы. В нем про-
исходит созревание и диффе-
ренцировка Т-лимфоцитов, ко-
торые также принимают уча-
стие в метаболизме костной
ткани. Данные о влиянии лим-
фоцитов на костный метабо-
лизм подтверждаются тем
фактом, что они секретируют
факторы некроза опухоли α и
β (ФНО-α и β), которые сти-
мулируют костную резорб-
цию [19]. Другой продукт сек-
реции лимфоцитов — γ-интер-
ферон — является потенци-
альным ингибитором интер-
лейкин-1 (ИЛ-1) стимулиро-
ванной костной резорбции в
органной культуре и подав-
ляет формирование остеобласт-
ных клеток в костномозговой
культуре клеток человека [20].
Клетки костного мозга обла-
дают остеогенными свойства-
ми. Главные участники ремо-

делирования кости — остео-
класты и остеобласты — про-
исходят из гемопоэтических
предшественников, подобных
гранулоцитарно -макрофа-
гальным колониеобразующим
клеткам (КОК-ГМ), и мезен-
химальных стволовых клеток,
входящих в состав стромы кост-
ного мозга, подобных коло-
ниеобразующим клеткам фиб-
робластов (КОК-Ф) [1; 13].
Процесс ремоделирования конт-
ролируется системной и ло-
кальной продукцией цитоки-
нов, а баланс процессов резорб-
ции и формирования кости
обеспечивает сохранение нор-
мальной костной массы [12–
14]. Существуют факторы,
которые были независимо от-
крыты в костной и иммунной
системах, они специфически
влияют на развитие и диффе-
ренцировку остеокластов: ре-
цептор, активирующий ядер-


