


 

 

2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                Оглавление 
Список сокращений и условных обозначений................................... 3 



 

 

3 

 

ВВЕДЕНИЕ .................................................................................................... 4 

Глава 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР ............................................................ 6 

1.1. Пробиотики и пребиотики как средство поддержания 

физиологического состояния кишечного и иммунной системы ..................... 6 

1.2.Механизмы действия пробиотиков и пребиотиков .......................... 8 

1.3. Оксидативные процессы и окислительный стресс ........................ 10 

1.4. Регистрация хемилюминесценции как метод исследования 

оксидативных процессов и антиоксидантной активности препаратов ........ 19 

Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ........................................................ 24 

2.1. Объекты исследования ..................................................................... 24 

2.2. Модельные системы для оценки антиоксидантных свойств ....... 24 

2.2.Методы исследования ....................................................................... 26 

Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ ............................................. 28 

3.1.Антиоксидантная активность пребиотиков и пробиотиков  по 

отношению к генерации  активных форм кислорода методом регистрации 

хемилюминесценции ......................................................................................... 28 

3.2. Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков 

по отношению к реакциям перекисного окисления модельных липидов 

методом регистрации хемилюминесценции ................................................... 29 

3.3. Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков 

в сыворотке  крови методом регистрации хемилюминесценции ................. 33 

3.4. Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков 

в цельной крови методом регистрации хемилюминесценции ...................... 34 

3АКЛЮЧЕНИЕ ........................................................................................... 36 

ВЫВОДЫ ..................................................................................................... 37 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ .......................................................................... 38 

 
 

 Список сокращений и условных обозначений 

АОА - антиоксидантная активность 

АТФ - аденозинтрифосфат 



 

 

4 

 

          АФК - активные формы кислорода 

ДНК - дезоксирибонуклеииновая кислота 

НАДФН - никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

ПОЛ - перекисное окисление липидов 

СРО – свободно-радикальное окисление 

ХЛ - хемилюминесценция 

 

           

           

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5 

 

ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность исследования. Пробиотики и пребиотики являются одними 

из наиболее часто применяемых продуктов биотехнологии и промышленной 

биотехнологии, и выступают инструментом в поддержании здоровья 

человека. Исследования показывают, что они могут помочь в укреплении 

иммунной системы, улучшении работы пищеварительной системы, 

предотвращении различных заболеваний. 

Интенсивное применение пробиотиков и пребиотиков обусловливает 

проведение исследований, направленных на более глубокое понимание их 

механизма действия 

Возможным механизмом воздействия на организм пробиотиков и 

пребиотиков может быть выраженная антиоксидантная активность, т.е. 

способность предотвращать образование опасных соединений - свободных 

радикалов, таких, как активные формы кислорода (АФК) и пероксидные 

липидные радикалы [11]. Чрезмерное образование свободных радикалов 

лежит в основе феномена окислительного стресса [10,11]. Окислительный 

стресс является универсальным звеном повреждения молекул и структур 

клеток, и кроме того, он является причиной апоптоза и некроза. Увеличение  

выработки свободных радикалов  свидетельствует о развитии 

окислительного стресса, снижении активности защитных ферментных систем 

клеток, активной выработки окислительных метаболитов.  

Существует множество способов определения антиоксидантной 

активности субстратов, однако наиболее чувствительным методом является 

регистрация хемилюминесценции. Этот метод основан на измерении 

свечения, которое происходит при взаимодействии свободных радикалов. 

Усиление этого свечения может быть достигнуто путем добавления 

различных веществ, таких как люциноген и люминол. [10, 57].  

В прикладном плане, применение хемилюминесцентных методов 

позволит разработать экспресс-методы определения антиоксидантных 



 

 

6 

 

свойств пробиотиков и пребиотиков. Сказанным и предопределен  выбор 

темы дипломной работы.  

Цель исследования: исследовать антиоксидантную активность пробиотиков 

и пребиотиков методом регистрации хемилюминесценции 

Задачи исследования.  

1. Исследовать антиоксидантную активность пребиотиков и пробиотиков 

по отношению к генерации  активных форм кислорода методом 

регистрации хемилюминесценции 

2. Исследовать антиоксидантную активность пребиотиков и пробиотиков 

по отношению к реакциям перекисного окисления модельных липидов 

методом регистрации хемилюминесценции 

3. Исследовать антиоксидантную активность пребиотиков и пробиотиков 

в сыворотке  крови методом регистрации хемилюминесценции 

4. Исследовать антиоксидантную активность пребиотиков и пробиотиков 

в цельной крови методом регистрации хемилюминесценции 

Научная новизна выпускной квалификационной работы заключается в 

том, что впервые изучены комплексные антиоксидантные свойства  

пробиотиков и пребиотиков по отношению к широкому спектру 

свободнорадикальных агентов. 

Теоретическая значимость выпускной квалификационной работы 

заключается в выявлении антиоксидантных свойств  пробиотиков и 

пребиотиков относительно свободнорадикальных агентов различного типа. 

Научно практическое значение выпускной квалификационной 

работы заключается в разработке основанных на регистрации 

хемилюминесценции экспресс-методов определения антиоксидантных 

свойств пробиотиков и пребиотиков. 
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Глава 1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

1.1. Пробиотики и пребиотики как средство поддержания 

физиологического состояния кишечного и иммунной системы  

Желудочно-кишечный тракт человека заселен сложной экосистемой 

микроорганизмов. Кишечные бактерии не только являются комменсалами, но 

и подвергаются синбиотической коэволюции вместе со своим хозяином. 

Полезные кишечные бактерии выполняют многочисленные и важные 

функции, например, они вырабатывают различные питательные вещества для 

своего хозяина, предотвращают инфекции, вызываемые кишечными 

патогенами, и модулируют нормальный иммунологический ответ. 

Следовательно, модификация кишечной микробиоты с целью достижения, 

восстановления и поддержания благоприятного баланса в экосистеме и 

активности микроорганизмов, присутствующих в желудочно-кишечном 

тракте, необходима для улучшения состояния здоровья хозяина. Введение 

пробиотиков, пребиотиков в рацион человека благоприятно сказывается на 

кишечной микробиоте. Их можно употреблять в виде сырых овощей и 

фруктов, кисломолочных огурцов или молочных продуктов. Другим 

источником могут быть фармацевтические смеси и функциональное питание. 

Спектр средств, используемых для восстановления численности и 

качественного состава микрофлоры кишечника включает в себя две большие 

группы препаратов - пробиотики и пребиотики. 

Пробиотики – это специальные вещества и живые организмы, которые 

могут иметь положительный эффект на здоровье, благодаря оптимизации 

микроэкологического состояния организма. Принимая пробиотики 

естественным путем, можно получить преимущества в лечении некоторых 

заболеваний, таких как диарея, и различных инфекций. 

Исследования показали, что пробиотики могут обеспечить пользу 

благодаря множеству разнообразных механизмов. Например, они могут 

подавлять различные микробы и конкурировать с ними за питательные 
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вещества, также способствовать синтезу противомикробных веществ. 

Взаимодействие с резидентной микробиотой организма может 

непосредственно управлять этими механизмами. 

Механизмы действия пробиотиков до сих пор не полностью изучены и 

могут отличаться для разных штаммов, а также проявляться по-разному у 

людей и животных. Некоторые из механизмов, выявленных в in vitro и 

животных исследованиях, могут не работать у людей, а также зависеть от 

множества факторов. Например, для пробиотика, предназначенного для 

лечения воспалительного кишечника, ключевой механизм может быть 

подавление воспалительных медиаторов и улучшение эпителиального 

барьера. В то же время, для нормализации моторики толстой кишки может 

быть важно увеличение количества короткоцепочечных жирных кислот и 

гидратация. Единообразных решений для всех видов пробиотиков не 

существует, и каждый штамм нуждается в индивидуальном подходе. 

Пребиотики – это компоненты пищи, не усваиваемые в верхних 

отделах ЖКТ, но ферментируемые микрофлорой толстого кишечника для 

стимуляции ее роста и функционирования. Фруктозо-олигосахариды, 

инулин, галакто-олигосахариды, лактулоза и лактитол являются наиболее 

выраженными формами пребиотиков, которые не только обеспечивают 

энергию микробной популяции, но и способны модулировать ее композицию 

и функциональные характеристики. Исследования микробного метаболизма 

показали значительные различия в ферментации пребиотиков между 

различными видами бактерий. В итоге отдельные виды смогли получить 

эволюционное преимущество, благодаря новым метаболическим путям 

приспособленным для использования специфических пребиотиков. 

Например, Actinobacteriae, Bacteroidetes и Firmicutes способны 

ферментировать пищевые олигосахариды, такие как фрукто-, галакто- и 

ксило-олигосахариды. Фактор, который определяет, какие виды 

микроорганизмов способны ферментировать определенный пребиотик, - это 

его длина цепочки. Например, инулин может быть ферментирован только 



 

 

9 

 

несколькими видами, в то время как фруктоолигосахариды могут 

использоваться большим количеством микроорганизмов. Побочный продукт 

ферментации сложного пребиотика может служить субстратом для других 

микроорганизмов. Например, Ruminococcus bromii может разлагать крахмал, 

а некоторые виды микробов могут использовать продукты ферментации этой 

реакции в виде кислот, что может привести к изменению pH кишечника. Это 

может повлиять на популяцию кишечной микрофлоры и, в зависимости от 

чувствительности различных видов кислот, таких как Bacteroides, оказывать 

бутирогенный эффект (образование бутирата бактериями Firmicutes). 

 

1.2.Механизмы действия пробиотиков и пребиотиков 

          Хотя о механизмах действия пробиотических штаммов известно много, 

они до сих пор не полностью понятны. Каждый штамм может иметь свои 

уникальные действия, кроме того, они могут отличаться в зависимости от 

рода, вида или даже конкретного штамма. Несмотря на это, некоторые общие 

механизмы действия пробиотиков называются: модификация микробиоты, 

улучшение функций эпителия и модуляция иммунитета. Пробиотики 

помогают балансировать микробиоту путем ингибирования роста 

патогенных микроорганизмов или стимуляции роста благоприятных для 

организма видов. Они также способствуют укреплению эпителиальной 

барьерной функции кишечника, уменьшению воспалительных процессов и 

улучшению иммунитета.  

         Поддержание колонизационной резистентности 

 Колонизационная резистентность пробиотических штаммов заключается в 

их способности препятствовать заселению кишечника условно-патогенными 

и патогенными микроорганизмами. Это достигается путем конкуренции за 

питательные вещества и подавления их размножения, а также синтеза ряда 

антибактериальных метаболитов, включая органические кислоты. 

       Метаболизм пищевых субстратов и утилизация конечных    продуктов 

метаболизма человека 



 

 

10 

 

Когда пробиотики попадают в кишечник, они начинают разбирать 

компоненты пищи, такие как растительные волокна и первичные желчные 

кислоты, благодаря наличию ферментов, которые не присутствуют в 

организме человека. Некоторые из таких ферментов включают в себя β-

галактозидазу, которая гидролизует β-галактозиды в моносахариды и 

гидролазу желчных солей, которая помогает разложить желчные кислоты и 

их соли. 

     Продукция метаболитов, необходимых для макроорганизма 

Пробиотические микроорганизмы влияют на организм, производя 

метаболиты, которые важны для поддержания гомеостаза. Основными 

метаболитами являются короткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК), 

которые поддерживают энергетический гомеостаз и регулируют активность 

иммунной системы. Другие метаболиты включают допамин, норадреналин, 

серотонин, гамма-аминомасляную кислоту, ацетилхолин и гистамин. 

Пробиотики также производят важные метаболиты, такие как триптофан - 

предшественник серотонина и витамины группы В- рибофлавин (B2 ), 

кобаламин (B12) и фолиевую кислоту, необходимые для коферментов в 

многих биохимических процессах. 

       Регуляция местного и адаптивного иммунного ответа 

Взаимодействие пробиотических бактерий с иммунокомпетентными 

клетками организма может привести к активации противовоспалительных 

реакций как на местном, так и на системном уровнях. Эта активация 

осуществляется путем стимуляции синтеза интерлейкина-4 и интерлейкина-

10, которые являются противовоспалительными цитокинами. Наличие 

повышенного уровня этих цитокинов способствует дифференцировке 

регуляторных клеток иммунной системы, в частности Т-регуляторных 

лимфоцитов. Этот процесс приводит к угнетению провоспалительных 

реакций и укреплению противовоспалительного иммунного ответа.  

       Механизмы действия пребиотиков 



 

 

11 

 

       Пребиотики улучшают кишечную микробиоту, изменяя ее состав и 

функциональность. Они стимулируют рост и размножение определенных 

видов бактерий, действуя как пищевые субстраты для них. Различные 

пребиотики метаболизируются разными видами бактерий, такими как 

Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Bifidobacterium и Ruminococcus. В 

результате метаболизма этих бактерий, образуются КЦЖК, 

низкомолекулярные соединения, которые являются пищевыми субстратами 

для других микроорганизмов. Кроме того, ферментация пребиотиков 

приводит к образованию кислот, которые влияют на состав и функцию 

кишечной микробиоты, а также на рН среды в толстой кишке. Например, 

пребиотики снижают количество Bacteroides и стимулируют образование 

бутирата представителями Firmicutes.   

       Пребиотики способствуют укреплению здоровья кишечной микрофлоры, 

увеличивая численность полезных анаэробных бактерий и снижая 

популяцию вредоносных микроорганизмов. Действие пробиотиков 

направлено на восстановление экосистемы ЖКТ, поддержание иммунитета 

слизистой оболочки, изменение взаимодействия с потенциально 

патогенными микробами, а также выработку высокоэффективных продуктов 

метаболизма - короткоцепочечных жирных кислот и молекул, способных 

общаться с клетками хозяина через химические сигналы. Этих процессов 

достаточно для изменения экосистемы кишечника, улучшения его среды, 

укрепления барьеров на пути воспалительных реакций и установления 

отрицательной обратной связи с иммунным ответом на антигенные вызовы. 

Очевидно, что такие изменения будут оказывать наиболее положительное 

воздействие на здоровье - в первую очередь, снижая частоту и тяжесть 

диареи. Такое заболевание является одним из наиболее распространенных 

поводов для применения пробиотик 
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1.3. Оксидативные процессы и окислительный стресс  

Различные внешние факторы, такие как физические, химические и 

биологические, влияют на организм человека и вызывают накопление 

свободных радикалов. Помимо внешних воздействий, внутренние процессы в 

организме также могут способствовать накоплению свободных радикалов 

[17]. Свободные радикалы, которые возникают в организме, несут в себе 

опасность для клеток, поскольку они могут изменять структуру и наносить 

вред мембранам клеток. В результате происходит развитие различных 

заболеваний, которые вызывают некроз или апоптоз клеток. Процесс некроза 

изучен достаточно хорошо, однако апоптоз представляет большой интерес, 

так как существует связь между оксидативным стрессом и его индукцией. 

Именно избыточное количество свободных радикалов играет ключевую роль 

в этом процессе [9]. 

Свободные радикалы представляют собой короткоживущие химически 

активные химические промежуточные соединения, которые содержат один 

или несколько неспаренных электронов [38].  Атомы многих двухвалентных 

молекул являются свободными радикалами, например, H, N, O. Свободные 

радикалы имеют повышенную химическую активность [44]. Учитывая, что 

процессы образования активных форм кислорода и азота играют 

двойственную роль в организме, представляется более корректным 

использовать термин «окислительный стресс» для обозначения дисбаланса 

между продукцией оксидантов, инициирующих процессы 

свободнорадикального окисления, и активностью системы антиоксидантной 

защиты организма, нейтрализующей эти процессы [62]. 

Окислительный стресс (превышение продукции активных форм 

кислорода и азота над их инактивацией антиоксидантами) является важным 

патогенетическим фактором, вызывающим развитие сердечно-сосудистых и 

нейродегенеративных заболеваний, воспалительных и инфекционных 

патологий, злокачественных новообразований [23].  Основным 

“инструментом” или движущей силой окислительного стресса служат 
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активные формы кислорода [4]. В норме уровень АФК и антиоксидантная 

активность (оксидантно-антиоксидантный статус) находятся в состоянии 

баланса, но при определенных условиях может возникнуть его нарушение в 

пользу активных форм [47]. Высокие концентрации АФК в клетке - признак 

оксидативного стресса и причина гибели клеток [26]. Свободнорадикальное 

окисление (СРО) липидов является необходимым метаболическим 

процессом, обеспечивающим гомеостаз для целостного организма, который 

зависит от состояния антиоксидантной системы [51]. Интенсивность 

свободно-радикального окисления (СРО) при патологических процессах 

обусловлена взаимодействием разнонаправленных групп факторов. Один - 

это прооксиданты, катализирующие ПОЛ; другой - антиоксидантный каскад, 

являющийся противовесом свободнорадикальных процессов и 

поддерживающий их на стабильном физиологическом уровне [27]. 

В исследуемых биологических структурах различают естественные и 

проникающие в них инородные радикалы. Известно, что проникающие 

инородные радикалы, образующиеся на основе кислорода, появляются в 

следствие воздействия на живые клетки химических реакций и физических 

факторов. Эти радикалы наносят ущерб наборам аминокислот и белков, 

разрушают клеточные структуры и биологические мембраны, вызывая 

развитие разных заболеваний, таких как рак, атеросклероз, инфаркт 

миокарда, инсульт, ишемия; а также болезни нервной и иммунной систем, 

легких, печени, почек, крови, кожи и ускоренное старение. Организм 

человека и животных имеет специализированные ферментные системы, 

природные биоорганические соединения и искусственные соединения 

антиоксидантной защиты для нейтрализации радикалов в биологических 

объектах и уменьшения их вредного воздействия на организм. 

Биокатализаторы, как супероксиддисмутаза, каталаза, глутатионзависимая 

пероксидаза, трансфераза, выступают в качестве антиоксидантной защиты и 

понижают вредное действие радикалов путем удаления перекисных 

соединений. 
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Механизм предотвращения окисления сводится к тому, что 

антиоксиданты взаимодействуют со свободными радикалами и блокируют их 

активность, тем самым предотвращая цепную реакцию окисления. В живых 

системах природные радикалы образуются в результате биологических 

процессов, наряду с которыми организм ежедневно генерирует миллионы 

соединений, которые участвуют в процессах жизнедеятельности клеток и 

связаны с передачей электронов. Основную роль в этих процессах играют 

коферменты, такие как NAD, NADP, FAD, FMN, СoQ и др., которые 

являются акцепторами электронов для одной группы ферментов в 

полиферментном комплексе и донорами для другой. Эти коферменты могут 

образовывать промежуточные радикальные структуры и комплексы, 

обеспечивая перенос энергии и транспорт электронов в биологических 

мембранах. Восстановление и окисление метаболитов сопровождаются 

циклической ферментативной регенерацией коферментов, поддерживая 

баланс между окислительными и восстановительными процессами в клетке 

[63]. 

Известно, что свободные кислородные радикалы образуются во всех 

аэробных организмах вовремя как физиологических, так и патологических 

процессов [54]. В организме человека происходит, с одной стороны, 

постоянная генерация свободных радикалов, с другой - осуществляется 

действие антиоксидантов.  

При естественных условиях в клетках происходят непрерывные 

процессы свободнорадикального окисления, которые приводят к 

образованию активных компонентов: свободных радикалов, реактивных 

альдегидов и кетонов. Они имеют определенное значение и вызывают ряд 

защитных механизмов организма, включая:  

1.   Обновление липидов биологических мембран и изменение их функции; 

2. Фагоцитоз - макрофаги содержат специальный фермент, который 

генерирует свободные радикалы, способные окислять антигены белковой 

природы. 



 

 

15 

 

3.    Стимуляция ферментных реакций, связанных с процессами дыхания в 

тканях;  

4.      Повышение устойчивости организма к недостатку кислорода;  

5. Предотвращение вредного воздействия излишнего количества 

катехоламинов. 

В ряде случаев процессы свободно-радикального окисления могут 

резко усиливаться и приобретать разрушающее действие, проявляющееся:  

1. Увеличение жидкостной составляющей в гидрофобной области 

липидного бислоя мембраны при флюидизации; 

2.   Включение гидрофильной группы жирной кислоты в гидрофобный 

хвост; 

3. Деструкцией веществ, которые обладают антиоксидантной 

активностью; 

4.  Образованием кластеров трансмембранных перекисных соединений; 

5. Осуществление изменений в функциональных свойствах 

мембранных белков; 

6.  Модификация активности ряда ферментов и рецепторов, связанных 

с мембраной. 

Для поддержания оптимального уровня свободно-радикального 

окисления в организме существуют специальные механизмы - 

антиоксидантные системы. Они делятся на неспецифические и 

специфические. Неспецифические антиоксидантные системы направлены на 

предотвращение утечки электронов из митохондрий и генерации активных 

форм кислорода. Специфические системы, в свою очередь, отвечают за 

разложение стабильных АФК и продуктов их превращения. К ним относятся 

ферментные системы, такие как СОД, каталаза, глутатионпероксидаза и 

глутатионтрансфераза, а также неферментные системы на основе витаминов 

Е, Р, аскорбата и полифенолов, ароматических соединений, тиолсульфидной 

системы на основе глутатиона и убихинона. Все эти системы обеспечивают 

оптимальный баланс в организме и сохраняют его здоровье и энергию. 
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При возникновении патологических состояний происходит нарушение 

баланса между свободными радикалами и антиоксидантной защитой, что 

приводит к увеличению концентрации прооксидантов, включая АФК 

(супероксиданион, синглетный кислород, гидроксильный и алкоксильный 

радикалы). В результате возникает «окислительный стресс», который 

отрицательно сказывается на организме [37]. 

Свободные радикалы - это чрезвычайно опасные молекулы, которые 

способны реагировать со многими биологическими молекулами в организме 

человека. Их действие может привести к неминуемым последствиям, таким 

как повреждение белка, что способствует резкому старению клеток и 

ослаблению мышц, а также изменению генетического кода клетки, что может 

привести к мутациям и образованию раковых опухолей. 

          Свободные радикалы также оказывают негативное влияние на процесс 

развития болезней кровообращения, например, атеросклероза, инфаркта, 

инсульта, ишемии и других подобных заболеваний. Они также отрицательно 

влияют на работу нервной и иммунной систем, а также вызывают различные 

заболевания кожи. 

Следовательно, важно предпринимать все возможные меры, чтобы защитить 

свой организм от вредного воздействия свободных радикалов. Включение в 

рацион продуктов, богатых антиоксидантами, таких как фрукты, орехи, 

зеленый чай и другие, может помочь защитить организм от вредных 

последствий и продлить молодость и здоровье. 

Причины образования свободных радикалов.  

Первыми были определены факторы, которые влияют на формирование 

клеток под воздействием радиации. 

Сегодня широко обсуждается влияние курения на организм: вещества, 

содержащиеся в табаке, уничтожают клетки, запуская цепочку реакций 

свободных радикалов. 

Основными причинами образования свободных радикалов считаются 

экологическая ситуация и выбросы выхлопных газов автотранспорта. 



 

 

17 

 

Экспозиция ультрафиолетовых лучей также вносит свой вклад в 

формирование радикалов, вызывая фотостарение молекул. 

Как подтверждается научными исследованиями, стресс оказывает 

серьезное воздействие на активацию свободнорадикальных процессов в 

организме. Во время неприятных жизненных обстоятельств гормоны стресса, 

такие как адреналин и кортизол, вырабатываются в избытке, что 

неблагоприятно влияет на нашу клеточную питательность и обмен веществ. 

Наличие свободных радикалов в организме буквально за считанные 

мгновения приводит к их накоплению и распространению в организме. А это, 

в свою очередь, становится главной причиной старения и физического износа 

всего организма. [49].  

Молекулы, содержащие неспаренный электрон на внешнем уровне, 

называются активными формами кислорода (АФК). Это могут быть как 

органические, так и неорганические соединения, включая ионы, свободные 

радикалы и комплексы перекисных соединений. Активные формы кислорода 

образуются в бактериальных клетках в условиях наличия кислорода, что 

связано со специфической деятельностью цепи дыхательных ферментов на 

поверхности клеточной мембраны. В процессе окислительно-

фосфорилирования электроны могут утекать из электрон-транспортной цепи 

и взаимодействовать с кислородом, что является основным механизмом 

образования АФК в большинстве клеток.  Необходимо осознавать, что 

выработка продуктов неполного восстановления кислорода является 

нормальной физиологической функцией организма. Активные формы 

кислорода, такие как радикалы, выполняют как полезные, так и вредные 

функции для клеток. Высокая концентрация свободных радикалов может 

вызвать окислительный стресс, который наносит вред различным структурам 

в теле, таким как ДНК, белки и липиды. Кроме того, у бактерий могут 

образовываться гидроксильные радикалы, становящиеся причиной 

разрушения белков и ферментов. Мутации и гибель бактерий также могут 

быть вызваны разрывом нуклеиновых кислот и углеводных мостиков. 
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Активные формы кислорода оказывают негативное воздействие на клетки, 

что может приводить к их гибели. Именно поэтому происходит сокращение 

биоразнообразия первичной анаэробной микро-биоты из-за высокой 

токсичности АФК. Несмотря на это, большинство видов бактерий 

разработало антиоксидантные системы для защиты от губительного действия 

активных форм кислорода. [36].  

В процессе клеточного метаболизма образуются активные формы 

кислорода (АФК) и азота (АФА), которые не только являются продуктами 

химических реакций, но и участвуют во многих клеточных процессах, таких 

как защита от патогенных микроорганизмов (H2O2, HOСl, ONOO-, OH-), 

оплодотворение (H2O2), деление клеток апоптоз (H2O2), регенерация 

(H2O2), координация направления клеточного движения (H2O2), регуляция 

тонуса сосудов (NO-) и так далее. Однако, если АФК и АФА будут слишком 

много производиться, они могут стать опасными для клеток, так как они 

весьма реактивны и могут приводить к различным повреждениям [65]. 

          В биологических системах существуют два основных механизма 

использования кислорода клеткой: оксидазный и оксигеназный путь. 

Оксидазный путь предполагает последовательное ферментативное 

дегидрирование углеводов и жиров, с последующим транспортом электронов 

в митохондриях и восстановлением кислорода на конечном пункте 

транспорта в ферменте цитохромоксидазе. Этот процесс сопровождается 

синтезом АТФ, воды и углекислоты. Оксигеназный путь, в свою очередь, 

включает прямое присоединение кислорода к органическим веществам, но 

также не происходит полное четырехэлектронное восстановление кислорода. 

Вместо этого, наблюдается неполное одноэлектронное восстановление, что 

приводит к появлению неспаренного электрона в молекуле кислорода, делая 

ее активным свободным радикалом. 

Все организмы, осуществляющие аэробное дыхание, подвержены 

окислительному стрессу, поскольку активные формы кислорода (АФК) 

образуются в результате нормального метаболизма. В большинстве случаев, 
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таких как пероксид водорода, супероксидный и гидроксильный радикалы, 

АФК являются побочными продуктами в ходе электронно-транспортной 

цепи и окислительного фосфорилирования. У E. coli есть два пути 

расщепления перекиси водорода - с образованием кислорода и воды, и 

окисление L-аскорбата до L-дегидроаскорбата. Помимо участия в 

метаболических процессах, перекись водорода также участвует в реакциях 

окисления и реакциях-Фентона внутри клеток E. coli. 

          Развитие окислительного стресса в бактериях зависит от двух 

ключевых регуляторов, контролируемых транскрипционными активаторами 

soxR и oxyR. Белки, экспрессия которых индуцируется системой SoxRS, 

устраняют возможный ущерб от оксидативного стресса, используя 

механизмы удаления оксидантов (супероксид дисмутаза), репарацию ДНК 

(эндонуклеаза IV), восстановление окисленных металлов в простетических 

группах (флаводоксин и ферредоксин редуктаза) и системы НАДФН 

(глюкозо-6-фосфат дегидрогеназа), снижение проницаемости (miсF) и 

экскрецию токсинов (порины). Активация генов регулона SoxRS увеличивает 

устойчивость клеток не только к супероксид-генерирующим агентам, но и к 

органическим растворителям и оксиду азота (NO), который может 

генерироваться антибиотиками. Таким образом, поддержание баланса 

окислительного стресса является важным фактором для выживания 

организмов. [30]. 

Скорость возникновения активных форм кислорода (АФК) не является 

постоянной и зависит от количества редокс-активных участков, а также от 

условий, в которых происходит их образование. АФК могут повредить все 

макромолекулы внутри клетки, включая ДНК, липиды и белки. Это может 

привести к нарушению метаболизма и инактивации ферментов, содержащих 

железо.  

Для предотвращения окислительных повреждений клеток E. coli 

используется несколько ферментативных защитных систем, включая 

супероксидисмутазы (MnSOD, FeSOD и СuZnSOD), каталазы (HPI и HPII) и 
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алкилгидропероксидредуктазу (AhpFС). Активность антиоксидантных 

систем регулируется таким образом, чтобы снизить содержание активных 

форм кислорода до безопасного уровня. Различные стрессовые факторы, с 

которыми сталкиваются бактерии, часто вызывают замедление дыхательной 

функции, что приводит к увеличению скорости образования активных форм 

кислорода. При этом степень индукции антиоксидантных ферментов может 

сыграть важную роль в адаптации бактерий к новым условиям окружающей 

среды [42].  

 

1.4. Регистрация хемилюминесценции как метод исследования 

оксидативных процессов и антиоксидантной активности препаратов 

Существует несколько методов определения концентрации свободных 

радикалов, которые можно разделить на прямые и косвенные. Прямые 

методы включают электронный парамагнитный резонанс (ЭПР) и 

хемилюминесценцию (ХЛ), но их применение затруднено из-за высокой 

реакционной способности радикалов и их короткого времени жизни. Для 

устранения этой проблемы могут использоваться спиновые ловушки, 

которые образуют стабильные нитроксильные радикалы при взаимодействии 

с нестабильными радикалами. Также могут быть применены активаторы 

хемилюминесценции, такие как люцигенин и люминол. Косвенные методы 

включают определение продуктов реакций с участием свободных радикалов 

и ингибиторный анализ. В целом, определение концентрации свободных 

радикалов является сложной задачей из-за их высокой реакционной 

способности и короткого времени жизни. [61]. 

На данный момент ХЛ является важной областью науки, которая 

соединяет химию, физику и биологию. Хемилюминесценция представляет 

собой феномен свечения тел, вызванный химическим воздействием или 

реакцией. Результатом реакции являются возбужденные продукты, которые 

излучают свет, обменявшись избыточной энергией, и превращают 
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химическую энергию в электромагнитное излучение. Хемилюминесценция 

всегда привлекала внимание ученых из-за фундаментальных аспектов и 

перспектив ее практических применений. Фактически, био- и 

хемилюминесценция нашли широкое применение в промышленности, 

биологии, медицине и других областях. Методы, основанные на этом 

явлении, позволяют изучать механизмы реакций, определять условия 

эффективного проведения технологических процессов. Если 

технологический процесс получения какого-либо химического продукта 

сопровождается хемилюминесценцией, то ее интенсивность может служить 

мерой скорости процесса: чем быстрее идет реакция, тем ярче свечение [3]. 

Если при производстве какого-либо химического продукта возникает 

хемилюминесценция, ее интенсивность может быть использована как 

показатель скорости процесса: чем быстрее происходит реакция, тем ярче 

свет. Этот метод обладает высокой избирательностью при низком количестве 

образца. Его использование позволяет обнаружить наличие свободно-

радикальной патологии, проанализировать процессы ПОЛ, определить 

эффективность лечения антиоксидантными препаратами. Измерение 

индикаторов хемилюминесценции (ХЛ) не требует специальной подготовки 

пробы, поэтому количество свободных радикалов не изменится. [6]. 

Хемилюминесценция-излучение света, сопровождающее реакции с 

участием свободных радикалов [28]. ХЛ, основанная на окислении люминола 

(LH2) (5-амино-2,3-дигидро-1,4фталазиндиона), является одной из наиболее 

широко изученных и наиболее известных систем ХЛ. Окисление обычно 

проводят в щелочном растворе с использованием окислителя, такого как 

пероксид водорода, гипохлорит, перманганат йод. Известно, что система 

люминола-H2O2 является одной из наиболее эффективных систем ХЛ. 

Люминол-ХЛ в воде в основном применяется для аналитических целей, 

особенно для судебной медицины (для определения следовых количеств 

крови) [25]. 
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Обычно, при хемилюминесценции биологических объектов, свет 

излучается из-за наличия электронов в возбужденных состояниях после 

химических реакций свободно-радикального окисления. При этом электрон 

переходит на высший уровень энергии, который отличается от его типичной 

орбиты. В следствие этого, при возвращении электрона на свой «родной» 

энергетический уровень, выделяется свет в виде кванта. Его энергия 

определяется разностью между двумя энергетическими уровнями, что в свою 

очередь влияет на длину волны и частоту этого кванта. [22]. 

В современных медико-биологических исследованиях для оценки 

свободно-радикальной активности различных материалов широко 

применяются методики с использованием биологических объектов. Самый 

распространенный метод основан на измерении собственной 

хемилюминесценции различных биологических субстратов. Другой метод 

основан на применении люминесцентного бактериального теста. В ходе 

эксперимента фиксируют изменение интенсивности биолюминесценции 

генно-инженерного штамма при воздействии токсичных веществ, 

присутствующих в анализируемой пробе, по сравнению с контролем [55]. 

Существует множество разновидностей люминесценции, которые 

получают свое название от определенного процесса физики, лежащего в 

основе излучения света:  

Фотолюминесценция - это явление свечения, которое происходит под 

воздействием света. Существуют два типа фотолюминесценции - 

фосфоресценция и флуоресценция. В первом случае свечение продолжается 

дольше после облучения, в то время как во втором - свечение происходит 

только во время освещения. Иногда термин "фотолюминесценция" заменяют 

на "квантовую люминесценцию", поскольку свет является квантом. В 

зависимости от того, как возбуждаются носители заряда, люминесценция 

может быть электронной или ионной.  

ХЛ - свечение, которое заметно в темноте, обусловлено химическими 

процессами. Помимо прочего, это проявляется в светящихся палочках, 
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которые состоят из прозрачного корпуса и ампулы внутри. Если разрушить 

ампулу, смесь веществ внутри начнет излучать свет до нескольких часов. 

Биолюминесценция – это особенность живых существ излучать свет. 

Она представляет собой разновидность хемилюминесценции – процесса, 

который происходит благодаря химическим реакциям. Биолюминесценция 

рассматривается как один из видов люминесценции, которая проявляется у 

многих животных. Среди примеров такого свойства можно назвать 

светлячков и медуз [29].  
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Глава 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Объекты исследования  

В работе объектами исследования были использованы пробиотики 

Максифлор, содержащий пробиотические микроорганизмы, а также 

пребиотики фруктоолигосахариды, а такеж Хомо-лакт П plantarum форте 

Универсальный пробиотик, включающий две системы микробиологической 

защиты организма: кислотоустойчивый штамм Lactobacillus plantarum 12 и 

метаболиты пробиотического штамма Bacillus subtilis 3Н; усиленный 

пребиотиком – арабиногалактаном от научно-исследовательского института 

БашИнком. В качестве пребиотиков использовали Дюфолакт, содержащий 

лактулозу и Фитолакс - порошок абрикоса, экстракт сенны, экстракт 

подорожника, экстракт укропа. 

2.2. Модельные системы для оценки антиоксидантной активности 

Модельная система генерации активных форм кислорода  

Антиокислительная активность сред культивирования была изучена на 

основе модели, состоящей из фосфатного буфера (KH2PO4 - 20 мМ, KCl - 

105 мМ, рH 7,45 ед.) с добавлением цитрата натрия в концентрации 50 мМ. 

Для инициирования свободнорадикальных реакций, особенно активных форм 

кислорода, был добавлен раствор сернокислого железа (FeSO4.7H2O) в 

концентрации 50 мМ. 

Модельная система липидных радикалов 

Для исследования влияния медикаментов на механизм перекисного 

окисления липидов (ПОЛ), проводилась их добавка к полученным из 

куриного желтка липидам. Желток смешивали с фосфатным буфером в 

соотношении 1:5, содержание белка доводилось до 1 мг на мл через 

разведение полученного гомогената в среднем 25 мл на 1 л буфера. Затем из 

гомогената отбирали 20 мл и производилась хемилюминесценция путем 

добавления 1 мл 50 мМ раствора сернокислого железа при непрерывном 

перемешивании. В результате, ненасыщенные жирные кислоты, 
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содержащиеся в липидах, подвергались окислительному процессу, 

сопровождающемуся развитием хемилюминесценции, интенсивность 

которой измерялась в качестве процесса перекисного окисления липидов. 

Модельная система цельной крови 

Перед началом исследования необходимо выбрать определенное 

количество рабочего раствора в соответствии с пропорциями 2 мл на 1 пробу. 

Затем рабочий раствор подвергается нагреванию до 37°С, после чего 

измеряется ХЛ, для чего заранее разливают 2 мл раствора в специальные 

стаканчики и помещают их в термостат. Далее в 2 мл теплого рабочего 

раствора люминола добавляют 0,1 мл гепаринизированной крови и хорошо 

перемешивают. Полученная смесь помещается в камеру специального 

прибора, предназначенного для исследования крови по программе КРОВЬ. 

Важно отметить, что свечение крови люминолом напрямую зависит от 

генерации активных форм кислорода клетками при выполнении 

фагоцитоза.Запись ХЛ происходит в течение 5 минут, при условии 

включенного термостата и отключенной мешалки. Таким образом, данное 

исследование позволяет оценить состояние гуморально-клеточного 

иммунитета. 

Модельная система сыворотки крови 

Выполняется процедура отбора крови, после чего полученную кровь 

выдерживают в течение 30 минут. Далее производится центрифугирование 

при 1500 оборотах в минуту в течение 15 минут, что позволяет получить 

сыворотку. Для продолжения исследования отбирается 0,5 мл 

приготовленной сыворотки, разбавляют её в 20 мл фосфатного буфера. 

Состав буфера следующий: 2,72 г. KH2PO4, 7,82 г. KCL, 1,5 г. цитрата 

натрия C6H8O7Na3*5,5H2O на 1 литр дистиллированной воды. Полученный 

раствор затем доводят до величины рН 7,45 ед. проведением титрования 

насыщенным раствором КОН (фосфатный буфер + цитрат натрия). После 

этого полученный раствор помещают в кюветную камеру прибора и 

запускают программу, которая зависит от исследуемого материала - 
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сыворотки или плазмы. В данной программе предусмотрено быстрое 

перемешивание, а время измерения составляет 5 минут. Чтобы индуцировать 

свечение, к раствору добавляют 1 мл 50 мМ раствора FeSO4·7H2O, который 

ускоряет процессы перекисного окисления липидов. 

 

2.2.Методы исследования 

Регистрация хемилюминесценции – один из наиболее чувствительных 

методов, который позволяет определить оксидативные процессы в разных 

субстратах, включая среды культивирования, основан на обнаружении 

квантов света, выделяемых в результате взаимодействия с очень активными 

частицами - свободными радикалами. Этот метод определения основан на 

высокой чувствительности квантов света. Добавление люминофоров 

позволяет усилить выделяемые кванты света. В качестве люминофора был 

использован люминол - люминол (5-амино-2,3-дигидро-1,4-фталазиндион).  

Регистрация ХЛ проводилась на приборе Хемилюминомер-003.  

Измерение образцов описывалось в параметрах кинетики ХЛ.  

Измерение проводилось 5 минут (рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1 – Типичная запись ХЛ модельной системой активных форм 

кислорода  
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При оценке результатов анализировался основной параметр ХЛ: 

светосумма свечения (S)  

Методы обработки данных  

 Результаты были обработаны с использованием программного пакета 

"StatistiсaforWindows". Показатели ХЛ были измерены в условных единицах 

(одна условная единица - 5,1×105 квант/с). Для сравнения образцов сред с 

образцами контроля и между собой применяли критерий Манна-Уитни.  
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Глава 3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1.Антиоксидантная активность пребиотиков и пробиотиков  по 

отношению к генерации  активных форм кислорода методом 

регистрации хемилюминесценции 

Для проведения сравнительной антиоксидантной оценки пробиотиков 

и пребиотиков относительно различных форм оксидативных процессов были 

использованы различные модельные системы. В первую очередь была 

использована модельная система, в которой происходило образование 

активных форм кислорода (АФК). Активные формы кислорода - это 

молекулы кислорода, содержащие более одного электрона в валентной 

оболочке. Такие молекулы, например, перекись водорода (Н2О2), 

супероксидный радикал (O2•-), гидроксильный радикал (OH•) и другие, 

обладают высокой реакционной способностью и могут вызывать 

окислительный стресс в организме, повреждая клетки и ткани. Некоторые 

активные формы кислорода участвуют в регуляции клеточных процессов и 

имеют важную роль в метаболизме.  

Добавление пробиотиков и пребиотиков в модельную систему, 

генерирующую АФК выявило их способность подавлять значения ХЛ. 

Следовательно соединения обладали антиоксидантной активностью  

(Таблица 1).   

 

Таблица 1. Антиоксидантная активность пребиотиков и пробиотиков  по 

отношению к генерации  активных форм кислорода методом 

регистрации хемилюминесценции 

 

 Светосумма (Me (IQR)) 

 Концентрация 0,1 

 

Концентрация 0,5 

 

Контроль 42,1 (38,1-44,5) 
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Хомолакт 37,2 (35,4-43,2)* 31,7 (28,3-35,6)* 

Максифлор 41,3 (38,5-44,8)* 32,1 (30,2-35,4) * 

Дюфалак 24,5 (21,9-27,3)*,*** 24,2 (21,5-27,4*,*** 

Фитолакс 43,5(40,4-45,6)*,*** 38,1 (37,4-42,6) *,*** 

*Различия статистически значимы по сравнению с контролем,  

** Различия статистически значимы между пробиотиками 

*** Различия статистически значимы между пребиотиками 

 

Из таблицы хорошо отображаются различия оксидативных процессов 

генерации АФК в модельных системах. Причем отмечался дозозависимый 

эффект: с ростом дозы средства, происходило усиление антиоксидантного 

эффекта. Хомолакт и Максифлор – средства, содержащие в себе живые 

культуры. Они подавляли генерацию АФК в равной мере. Пребиотические 

средства Дюфалак и Фитолакс также снижали генерацию АФК. При этом 

более выраженной антиоксидантной активностью обладал Дюфалак, 

содержащий лактулозу.  

Таким образом, пробиотики проявляют антиоксидантную активность, 

что означает, что они могут предотвращать повреждение клеточных 

структур, вызванное активными формами кислорода. Употребление 

пробиотиков может увеличить уровень антиоксидантов в организме и 

защитить от различных заболеваний, связанных с повреждением клеток.  

Пребиотики являются пищевыми волокнами, которые не усваиваются в 

желудочно-кишечном тракте, но служат питательным субстратом для 

полезных бактерий в кишечнике. Активные формы кислорода, такие как 

свободные радикалы и перекись водорода, могут повреждать клетки и гены, 

вызывая стресс оксидативного типа и способствуя развитию ряда 

заболеваний, таких как рак, диабет, болезнь Альцгеймера и сердечно-

сосудистые заболевания. Пребиотики могут уменьшать образование 

активных форм кислорода в кишечнике, путем стимуляции роста полезных 

бактерий, таких как Bifidobacterium и Lactobacillus, которые могут иметь 
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антиоксидантную активность и защищать клетки от повреждений. Кроме 

того, пребиотики могут улучшать абсорбцию антиоксидантов из пищи, таких 

как витамин С и Е, и повышать их концентрацию в крови. Таким образом, 

пребиотики могут оказывать антиоксидантный эффект на организм, снижая 

образование активных форм кислорода и улучшая функцию 

антиоксидантной системы. Однако необходимы дополнительные 

исследования, чтобы более полно изучить этот эффект и определить его 

эффективность в профилактике и лечении заболеваний, связанных со 

стрессом оксидативного типа. В этой связи было произведено исследование 

антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков по отношению к 

реакциям перекисного окисления модельных липидов методом регистрации 

хемилюминесценции. 

 

3.2. Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и 

пробиотиков по отношению к реакциям перекисного окисления 

модельных липидов методом регистрации хемилюминесценции 

Активные формы кислорода являются инициаторами последующих 

свободнорадикальных реакций, в том числе молекул липидов, липидных 

радикалов. Липидные радикалы являются результатом окисления липидов, в 

том числе входящих в структуру мембран. Это может приводить к 

разрушению клеточных стенок, апоптозу и некрозу. Поэтому важным 

компонентом антиоксидантной активности является способность 

нейтрализовать образующие перекисные радикалы липидов. Для этого была 

использована модельная система, в которой инициировали перекисное 

окисление липидов. В данную модельную систему добавляли пробиотики и 

пребиотики в двух концентрациях. Результаты приведены в таблице 2.  
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Таблица 2. Антиоксидантная активность пребиотиков и пробиотиков  

относительно перекисного окисления липидов по данным регистрации 

хемилюминесценции 

 

 Светосумма (Me (IQR)) 

 Концентрация 0,1 

 

Концентрация 0,5 

 

Контроль 63,1 (58,5-65,7) 

Хомолакт 24,4 (22,1-27,3)*,** 10,8 (8,4-13,1)*,** 

Максифлор 44,7 (39,8-46,1)*,** 21,8 (18,6-24,5)*,** 

Дюфалак 17,4 (15,4-20,5)*,*** 13,2 (11,5-15,4)*,*** 

Фитолакс 42,1(40,3-45,7)*,*** 36,1 (34,3-40,2)*,*** 

 

*Различия статистически значимы по сравнению с контролем,  

** Различия статистически значимы между пробиотиками 

*** Различия статистически значимы между пребиотиками 

Из данных таблицы следует, что все исследуемые средства, как про- 

так и пребиотики обладали способностью предотвращать процессы 

образования липидных радикалов. ХЛ снижалась во всех образцах. А с 

ростом концентрации это снижение усиливалось. То есть, также,  как и для 

модельной системы генерации АФК отмечался дозозависимый эффект. 

Пробиотик Хомолакт проявил более выраженную антиоксидантную, в 

сравнении с Максифлором.  А пребиотик, содержащий лактуллозу Дюфалак 

здесь также обладал более выраженной антиоксидантной активностью в 

сравнении с Максифлором. 

Антиоксидантная активность пробиотиков относится к их способности 

предотвращать окисление липидов или жиров в организме. Это особенно 

важно для защиты клеток от повреждения свободными радикалами, которые 

могут возникать в результате стрессовых ситуаций, воздействия окружающей 

среды и пищевых факторов. Пробиотики, благодаря своим антиоксидантным 
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свойствам, могут способствовать снижению риска развития сердечно-

сосудистых заболеваний, диабета, нарушения функции иммунной системы и 

других патологий. 

Для оценки антиоксидантной активности пробиотиков часто 

используют методы, основанные на определении уровня перекисного 

окисления липидов (ПОЛ) в тканях или биологических жидкостях. При ПОЛ 

свободные радикалы атакуют молекулы липидов, вызывая их окисление и 

образование токсичных продуктов. Пробиотики могут снижать уровень ПОЛ 

и тем самым защищать клетки от повреждения. 

Исследования показывают, что некоторые штаммы пробиотиков, такие 

как Lactobacillus plantarum и Lactobacillus fermentum, обладают выраженной 

антиоксидантной активностью и могут защищать клетки от ПОЛ. Однако, не 

все пробиотические культуры имеют одинаковую антиоксидантную 

активность, и эффекты могут различаться в зависимости от условий их 

применения. Также необходимы дополнительные исследования, чтобы более 

точно оценить механизмы действия пробиотиков на уровне антиоксидантной 

защиты и определить оптимальные условия их применения. 

Пребиотики являются пищевыми ингредиентами, которые не 

усваиваются в желудочно-кишечном тракте человека, но служат пищей для 

полезной микрофлоры в кишечнике. В последние годы было показано, что 

пребиотики обладают антиоксидантными свойствами. 

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) - это процесс, при котором 

свободные радикалы атакуют жирные кислоты в липидных молекулах, что 

приводит к их разложению. Этот процесс может приводить к разрушению 

клеточных мембран и другим повреждениям. 

Несколько исследований показали, что пребиотики могут замедлять 

ПОЛ. Например, пребиотик инулин, который является частью цикория, 

может снижать уровень малонового диальдегида (МДА) - продукта ПОЛ - в 

крови у людей с ожирением. 
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Кроме того, применение пребиотика фруктоолигосахарида (ФОС) 

снижает уровень МДА в печени крыс, которые были подвергнуты 

окислительному стрессу. 

Таким образом, пребиотики могут иметь положительный эффект на 

здоровье, благодаря своей антиоксидантной активности, которая может 

защищать от ПОЛ и других видов окислительного стресса. 

3.3. Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и 

пробиотиков в сыворотке  крови методом регистрации 

хемилюминесценции 

Рассмотренная выше модельная система позволяет оценивать 

антиоксидантную активность по отношению к липидным радикалам.  Для 

более интегральной оценки антиоксидантной активности про- и пребиотиков 

в более естественных условиях была использована модельная система 

сыворотки крови (Таблица 3).  

 

Таблица 3. Антиоксидантная активность пребиотиков и пробиотиков  в 

системе сыворотки крови по данным регистрации хемилюминесценции 

 

 Светосумма (Me (IQR)) 

 Концентрация 0,1 

 

Концентрация 0,5 

 

Контроль 65,3 (61,4-68,6)  

Хомолакт 34,5 (31,3-37,4)* 15,3 (12,4-18,5)* 

Максифлор 38,1 (35,3-31,4)* 13,2 (11,5-17,6)* 

Дюфалак 26,3 (24,1-29,3)*,*** 9,8 (7,4-11,5)*,*** 

Фитолакс 50,2(48,3-53,6)*,*** 43,8 (40,7-47,4)*,*** 

 

*Различия статистически значимы по сравнению с контролем,  

** Различия статистически значимы между пробиотиками 
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*** Различия статистически значимы между пребиотиками 

 

Исходя из этой информации, можно сделать вывод, что Хомолакт, Дюфалак, 

Максифлор и Фитолакс показали увеличение антиоксидантной активности, 

так как их средние значения ниже, а значит, имеет место снижение значений 

по сравнению с контрольным значением. Также, была выявлены 

статистически достоверные статистические различия два из пребиотиков  

Дюфалака и Максифлора. 

 

3.4. Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков в 

цельной крови методом регистрации хемилюминесценции 

Антиоксидантную активность можно оценивать не только 

непосредственно по воздействию на оксидативные процессы, но и 

опосредованно - при воздействии на свободно-радикальные метаболиты, 

образующиеся  при активации клеток. Для реализации данного подхода были 

использованы фагоцитарные клетки крови. Фагоцитарные клетки крови 

обладают механизмами кислород-зависимого метаболизма, активация 

которого сопровождается генерацией активных форм кислорода.   

При добавлении про- и пребиотиков в систему цельной крови 

отмечалось снижение ХЛ, отражающей  уменьшение генерации АФК 

фагоцитарными клетками (Таблица 4).  

 

Таблица 4. Антиоксидантная активность пребиотиков и пробиотиков  в 

системе цельной крови по данным регистрации хемилюминесценции 

 

 Светосумма (Me (IQR)) 

 Концентрация 0,1 

 

Концентрация 0,5 

 

Контроль 2,2 (1,8-2,6) 
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Хомолакт 1,8 (1,5-2,2)* 0,6 (0,1-1,0)* 

Максифлор 1,7(1,4-1,9)* 0,4 (0,2-0,7)* 

Дюфалак 1,5(1,2-1,8)* 0,5 (0,3-0,8)* 

Фитолакс 1,2(1,1-1,5)* 0,3(0,1-0,5)* 

*Различия статистически значимы по сравнению с контролем,  

** Различия статистически значимы между пробиотиками 

*** Различия статистически значимы между пребиотиками 

 

Данные таблицы показывают, что все исследуемые образцы вызывали 

подавление параметров ХЛ, то есть обладали антиоксидантной активностью. 

При этом увеличение концентрации вызывало усиление угнетения ХЛ, то 

есть характер действия исследуемых средств носил дозозависимый характер. 

Вместе с тем,   статистических различий между действием 

исследуемых пробиотиков и пребиотиков не отмечалось. Это может быть 

связано с неспецифическим воздействием на фагоцитарные клетки и/или 

схожим механизмом действия на снижение уровня ХЛ. Таким образом, 

воздействие здесь происходит не только непосредственно воздействие на 

вырабатываемые АФК, но и на само клеточное звено.  
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3АКЛЮЧЕНИЕ 

При выполнении дипломной работы были изучены фундаментальные 

аспекты микробиологии и биофизики и освоены отдельные методы:  метод 

оценки антиоксидантной активности методом регистрации 

хемилюминесценции,  проанализированы источники литературы по теме 

работы, в первую очередь для обзора литературы. 

В данной работе оценивалась антиоксидантная активность 

пробиотиков и пребиотиков. Исследование проводилось в модельных 

системах, каждая из которых отражала один из аспектов антиоксидантной 

активности. В дипломной работе были поставлены следующие задачи:  

1) Антиоксидантная активность пребиотиков и пробиотиков  по 

отношению к генерации  активных форм кислорода методом регистрации 

хемилюминесценции 

2) Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков по 

отношению к реакциям перекисного окисления модельных липидов методом 

регистрации хемилюминесценции 

3) Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков в 

сыворотке  крови методом регистрации хемилюминесценции 

4) Оценка антиоксидантной активности пребиотиков и пробиотиков в 

цельной крови методом регистрации хемилюминесценции 

Исследование показало, что пробиотики и пребиотики обладают 

антиоксидантной активностью. Они подавляют выработку активных форм 

кислорода и липидных радикалов. Кроме того проявляют антиоксидантные 

свойства в цельной крови и сыворотки крови. Результаты исследования 

показали, что пробиотик Хомолакт обладал более выраженной 

антиоксидантной активностью чем Максифлор по отношению к 

липопероксидации. А пребиотик Дюфалак обладал более выраженной 

антиоксидантной активностью чем Фитолакс во всех модельных системах, за 

исключением системы цельной крови.   
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Пробиотики и пребиотики обладают имеют потенциальную 

возможность защиты организма от окислительного стресса. Дальнейшие 

исследования позволят более точно определить механизмы данного действия 

и разработать рекомендации по использованию пробиотиков и пребиотиков 

для профилактики и лечения окислительного стресса 

Проведенные исследования создают предпосылки для практического 

применения используемых в данной работе методик, а именно разработки 

основанных на регистрации хемилюминесценции экспресс-методов 

определения антиоксидантных свойств пробиотиков и пребиотиков.  

 



 

 

38 

 

ВЫВОДЫ 

1. Пребиотики и пробиотики  обладают антиоксидантной активностью по 

отношению к активным формам кислорода по данным хемилюминесценции. 

При этом для содержащих живые культуры Хомолакта и Максифлора не 

было выявлено достоверных различий. А пребиотик Дюфалак обладал более 

выраженной антиоксидантной активностью чем Фитолакс. 

2. Пребиотики и пробиотики  обладают антиоксидантной активностью по 

отношению к липидным радикалам по данным регистрации 

хемилюминесценции. При этом Хомолакт обладал более выраженной 

антиоксидантной активностью чем Максифлор. А пребиотик Дюфалак 

обладал более выраженной антиоксидантной активностью чем Фитолакс. 

3. Пребиотики и пробиотики  обладают антиоксидантной активностью в 

сыворотке крови по данным регистрации хемилюминесценции. При этом для 

содержащих живые культуры Хомолакта и Максифлора не было выявлено 

достоверных различий. А пребиотик Дюфалак обладал более выраженной 

антиоксидантной активностью чем Фитолакс. 

4. Пребиотики и пробиотики  обладают антиоксидантной активностью в 

системе цельной крови по данным регистрации хемилюминесценции. 

Вместе с тем, статистические различия между действием исследуемых 

пробиотиков и пребиотиков не отмечались. 
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