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Цель: оценить церебропротекторный эффект ксантогумола (ХN) на  экспериментальных моделях острого 
ишемического инсульта in vivo и in vitro. Материал и методы. В качестве модели in vivo и in vitro используется 
окклюзия средней мозговой артерии (middle cerebral artery occlusion, MCAO) и кислородно-глюкозная деприва-
ция (oxygen-glucose deprivation, OGD). Объект исследования — крысы породы Спраг-Доули, которые случай-
ным образом разделены на три группы: группа контроля; две группы, оперированные MCAO с применением XN 
и без. Первичная культура кортикальных нейронов получена от новорожденных крыс. Для оценки неврологи-
ческих нарушений использовались тест Бедерсона и угловой тест. Результаты. Предварительные результаты 
указывают на  возможный церебропротекторный эффект XN в  модели ишемического инсульта. Заключение. 
Профилактическое введение ксантогумола перед ишемизацией головного мозга в  эксперименте может эф-
фективно уменьшать объем инфаркта мозга и улучшать неврологический дефицит через 24 часа после MCAO.
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Saitgareeva AR, Akhmadeeva LR. Сerebroprotective effects of xanthohumol on experimental stroke model: study de-
sign and preliminary results. Saratov Journal of Medical Scientific Research 2020; 16 (1): 377–379.

The aim of the study is to evaluate the neuroprotective effect of xanthohumol (ХN) on experimental models of acute 
ischemic stroke in vivo and in vitro. Material and Methods. Middle cerebral artery occlusion (MCAO) and oxygen-glu-
cose deprivation (OGD) are used as an in vivo and in vitro model. The object of the study is Sprag-Dawley rats, which 
are randomly divided into three groups: a control group; two groups operated by MCAO with and without XN. Primary 
culture of cortical neurons was obtained from newborn rats. We use the Bederson test and the angle test to evaluate 
neurological disorders. Results. Preliminary results indicate a possible cerebroprotective effect of XN in an ischemic 
stroke model. Conclusion. Prophylactic administration of xanthohumol before cerebral ischemia in an experiment can 
effectively reduce the volume of cerebral infarction and improve neurological deficiency 24 hours after MCAO.
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1Введение. Инсульт остается глобальной про-
блемой здравоохранения, особенно в  неразвитых 
странах [1]. Клинически это вторая причина смерти 
[2], что делает его профилактику и лечение всемир-
ной проблемой здравоохранения. Ишемический ин-
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сульт составляет большинство случаев, в  то  время 
как  остальные случаи являются геморрагически-
ми. Ишемический инсульт является также основной 
причиной инвалидности в мире [3], вследствие чего 
ухудшается качество жизни как больного, так и про-
живающих с ним родных и близких. Это делает ише-
мический инсульт актуальной проблемой не  только 
медицинской, но и социально-экономической значи-
мости.
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Ишемический каскад управляется молекулярны-
ми механизмами, которые запускают разрушение 
гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), способ-
ствуя вторичному прогрессированию травмы путем 
обострения отека мозга и  воспалительной реакции 
в подострой фазе [4]. Тяжесть этих ранних событий 
снижает способность нейронов восстанавливать-
ся в  хронической фазе, значительно ухудшая исхо-
ды инсульта [5]. Важно отметить, что  в  результате 
ишемического инсульта возникают две основные 
зоны повреждения: ядро, или инфаркт, который под-
вергается немедленной гибели клеток в  результате 
некроза, и  периинфарктная полутень, которая под-
вергается замедленной запрограммированной гибе-
ли клеток [6]. Медленное прогрессирование гибели 
клеток в  пределах полутени подразумевает, что  те-
рапевтическое спасение возможно. Однако, несмо-
тря на значительный прогресс, достигнутый в профи-
лактике инсульта и поддерживающем лечении, пока 
не  существует терапии, модифицирующей течение 
заболевания. До сих пор индуцированный тромболи-
зис с применением рекомбинантного тканевого акти-
ватора плазминогена (rt-PA) остается единственным 
одобренным Управлением по контролю качества пи-
щевых продуктов и  медикаментов (FDA) подходом, 
который используется в  клиниках России и  мира 
для восстановления мозгового кровотока. Основной 
проблемой в  терапии инсульта является поиск эф-
фективного церебропротектора, способного спасти 
нейроны в  потенциально спасаемой переходной 
зоне (полутени), которая расширяется после повреж-
дения мозга. Следовательно, в высоком приоритете 
остается поиск другой терапии инсульта с хорошими 
эффективностью и безопасностью.

Ксантогумол (2’,4’,6’,4‑тетрагидрокси-3’  — пре-
нилхалькон)  — основной пренилированный халкон 
(открытый с-кольцевой флавоноид) из  растения 
хмеля. Структуру ксантогумола (ХN) впервые вы-
явил М. Верцель с соавторами в 1957 г. [7]. Однако 
полезные фармакологические свойства ХN, включая 
антиоксидантную, противовоспалительную, антибак-
териальную, противовирусную, противогрибковую 
активность, не были полностью выяснены до 1990‑х 
годов. [8]. В  традиционной китайской медицине 
хмель используется для лечения бессонницы, беспо-
койства, диспепсии и  отсутствия аппетита. Спирто-
вые экстракты хмеля были клинически использова-
ны в Китае для лечения проказы, туберкулеза легких, 
острой бактериальной дизентерии, в противораковой 
терапии с  положительными результатами [9]. В  по-
следнее время XN привлекает значительный интерес 
благодаря своей биологической активности, включая 
возможные церебропротекторные свойства [10].

Цель: оценка церебропротекторного эффекта 
ксантогумола на экспериментальных моделях остро-
го ишемического инсульта in vivo и in vitro.

Материал и методы. В исследование включены 
in vivo 36 самцов крыс породы Спраг-Доули (мас-
са тела 250–280 г). Все эксперименты проведены 
в  соответствии с  Методическими рекомендациями 
по  уходу и  использованию животных в  националь-
ных институтах здоровья при  использовании лабо-
раторных животных. Животные случайным образом 
разделены на три группы: группу контроля (n=12), ко-
торой производились хирургические вмешательства 
по схеме MCAO, но без окклюзии сосуда; две груп-
пы, оперированные MCAO (n=24), одной из которых 
(n=12) вводилось внутрибрюшинно 0,4 мг / кг ксанто-
гумола за  10 минут до  окклюзии средней мозговой 

артерии. Крысы в  группе контроля и  группе MCAO 
получали физиологический раствор в качестве пла-
цебо. Для анестезии животным интраперитонеально 
вводился хлоралгидрат (350 мг / кг массы тела). Обе 
группы MCAO подвержены операции окклюзии сред-
ней мозговой артерии [11]. Через 60 минут монофи-
ламент мягко удалялся, и крысы реперфузировались 
в  течение 24 часов. Крысы в  группе контроля тоже 
оперировались в рамках экспериментальной модели 
MCAO, но без введения монофиламента. Животные 
обследовались на  неврологический дефицит с  ис-
пользованием шкалы Бедерсона и углового теста [12]. 
Оценку по данным тестам производили до окклюзии 
средней мозговой артерии и  через 24 часа после. 
Для углового теста подготовлен угол в 30 градусов, 
а  затем крысам разрешали войти в  угол. Зафикси-
ровано направление крыс, повернутых под  углом. 
У ишемизированных животных развивалось игнори-
рование половины пространства (неглект), поэтому 
они поворачивают преимущественно в здоровую сто-
рону. Считалось число поворотов в каждую сторону 
в 10 попытках. Тест Бедерсона проводился трижды, 
учитывался неврологический дефицит более 2 бал-
лов по  данному тесту. Значения P менее чем  0,05 
рассматривались как значимые.

Первичная культура нейронов для  фрагмента in 
vitro нашего исследования получена от новорожден-
ных крыс. Клетки суспендировали в  среде на осно-
ве нервов, содержащей 2 % B27 и  10 % фетальной 
бычьей сыворотки, и  укладывали на  культураль-
ную чашку, покрытую полилизином, затем помеща-
ли в  инкубатор, содержащий 5 % углекислого газа 
при 37°C. Смена среды происходила каждые три дня 
[13]. Культуры нейронов случайным образом разде-
лены на контрольную группу, группу кислородно-глю-
козной депривации с XN и без.

Для измерения объема инфаркта в модели in vivo 
проводились следующие шаги: после 24‑часовой ре-
перфузии крыс забивали, затем мозг перфузировали 
холодным PBS (фосфатный буферный физиологиче-
ский раствор, рН 7,4), а затем перфузировали холод-
ным 4 %-м полиформальдегидом (PFA). Ткани мозга 
погружали в сахарозу и разрезали на замороженные 
коронарные срезы толщиной 20 мкм. Для определе-
ния объема церебрального инфаркта срезы головно-
го мозга окрашивали гематоксилином и эозином (HE) 
и наблюдали под оптическим микроскопом. Для на-
блюдения за количеством и морфологией нейронов 
проводили окрашивание по Нисслю. Замороженные 
срезы мозга окрашивались раствором Ниссля, затем 
обесцвечивали спиртом и погружали в ксилол в соот-
ветствии с  инструкциями производителя. Наблюде-
ние велось с помощью оптической микроскопии.

Результаты. Группа крыс, получившая ксантогу-
мол, показала значимо лучшие результаты по тесту 
Бедерсона и  угловому тесту через 24 часа после 
инсульта при сравнении с группой MCAO без ксанто-
гумола. Разница показателей неврологического де-
фицита между группами составила 1 балл, по оцен-
ке теста Бедерсона. Применение уголового теста 
у ишемизированных крыс в группах MCAO и XN по-
зволил выявить, что у крыс развивался двигательный 
неглект правой половины пространства, поэтому та-
кие крысы в угловом тесте поворачивались преиму-
щественно в левую сторону. Кроме того, обнаружено, 
что крысы, получившие XN, имеют несколько более 
высокую выживаемость, чем крысы в группе без ле-
чения: выживаемость в  группе XN составила 92 %, 
в  группе MCAO 70 %. При окрашивании церебраль-
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ных структур post mortem гематоксилином и  эози-
ном для  определения объема инфаркта наиболее 
массивный инфаркт головного мозга наблюдается 
в группе MCAO, не получившей XN (рисунок).

Объем  же инфаркта головного мозга значитель-
но уменьшен, когда крысам перед операцией MCAO 
вводится ксантогумол. Эти данные свидетельствуют 
о  том, что  предварительная обработка ксантогумо-
лом оказывает церебропротекторное действие.

Проводили окрашивание по  Нисслю для  наблю-
дения за изменением морфологии ишемизированных 
нейронов. Нейроны в контрольной группе не подвер-
гались ишемии. Нейроны становятся темными и тре-
угольной формы в группе MCAO без XN, что свиде-
тельствует о  повреждении нейронов. Морфология 
нейронов в группе XN больше похожа на форму ней-
ронов, которая наблюдается в  контрольной группе. 
Затем проводится проточная цитометрия для оценки 
влияния ксантогумола на  жизнеспособность нейро-
нов. Анализ жизнеспособности клеток с  помощью 
CCK-8 показывает, что  жизнеспособность нейронов 
значительно снижена после кислородно-глюкозной 
депривации. Введение ксантогумола увеличива-
ет жизнеспособность, а  также выживаемость ней-
ронов после кислородно-глюкозной депривации. 
Кроме того, скорость апоптоза нейронов, индуци-
рованная кислородно-глюкозной депривацией, зна-
чительно увеличена по  сравнению с  контрольной 
группой, в то время как скорость апоптоза нейронов 
в группе ксантогумола значительно ниже.

Обсуждение. Животные модели очаговой цере-
бральной ишемии, для которой обычно использует-
ся MCAO, воспроизводят картину ишемического по-
вреждения мозга, наблюдаемую у многих пациентов 
с ишемическим инсультом человека [14]. В ишемизи-
рованных клетках мозга гибель нейронов необрати-
ма [15]. Рассматривается возможная эффективность 
различных вмешательств перед возникновением 
церебрального инфаркта, что  может обеспечить 
пациентов преимуществом благоприятного исхода 
при  церебральной ишемии. Ксантогумол обладает 
многими фармакологическими эффектами и  рас-
сматривается как  потенциальное природное полез-
ное вещество. Хотя было показано, что ксантогумол 
обладает церебропротекторным потенциалом, поло-
жительные эффекты ксантогумола на церебральную 
ишемию и инсульт остаются неясными [16] и требу-
ют более детального изучения. Планируется также 
проведение вестерн-блоттинга для определения ко-

личественного уровня экспрессии белка гомогенатов 
мозговой ткани и первичных нейронов.

Заключение. На  этапе промежуточных резуль-
татов нами обнаружено, что профилактическое вве-
дение ксантогумола перед ишемизацией головного 
мозга в эксперименте может эффективно уменьшать 
объем инфаркта мозга и улучшать неврологический 
дефицит через 24 часа после MCAO. Кроме того, 
применение ксантогумола увеличивает жизнеспо-
собность животных в эксперименте и выживаемость 
нейронов после кислородно-глюкозной депривации. 
В  дальнейшем мы планируем продолжить данное 
исследования для получения и оценки наших резуль-
татов для подтверждения церебропротекторного эф-
фекта ксантогумола.
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