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Аннотация. Рассмотрено влияние растительных экстрактов на  уровень 
свободно-радикальных процессов и относительную длину теломерной ДНК 
в  культивируемых клетках крови человека. Лимфоциты человека культи-
вировали в  присутствии экстрактов виноградных косточек, граната или 
чеснока. Выявлено увеличение длины теломер в лимфоцитах по сравнению 
с  контролем после применения экстракта виноградных косточек (1,2%, 
2,4%). При этом установлено значимое снижение интенсивности хемилю-
минесценции по сравнению с контролем. Таким образом, установлена связь 
между концентрацией свободных радикалов после применения экстракта 
виноградных косточек и длиной теломер.

Ключевые слова: фитохимические соединения, длина теломер, свободные 
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Введение

Факторы окружающей среды, питания и  образа 
жизни, а  также наследственные изменения ге-
нов могут влиять на скорость старения челове-

ка. Известно несколько факторов, влияющих на  темпы 
клеточного старения, включая окислительный стресс, 
воспаление, митохондриальную дисфункцию, антиок-
сиданты, укорочение теломер и  генные мутации. Поте-
ря длины теломер связана с  нарушением клеточного 
деления и  старением клеток. Окислительный стресс 
и воспаление могут влиять на скорость изменения дли-
ны теломер [1]. Теломеры человека состоят из последо-
вательности TTAGGG [1]. Теломеры помогают поддержи-
вать стабильность хромосом во  время мейоза, а  также 
способствуют сегрегации хромосом.

По данным литературы известно, что в клеточных ли-
ниях человека теломеры обычно укорачиваются на 30–
200 пар оснований в каждом раунде репликации ДНК [2]. 
Соматические клетки могут делиться, пока их теломер-

ная ДНК не уменьшится до пороговой длины, что приве-
дет к необратимой остановке клеточного цикла, извест-
ной как «репликативное старение» [3–5]. Поддержание 
длины теломер возмножно при функционировании те-
ломеразы, которая состоит из двух частей: TERT (белок — 
обратная транскриптаза) и TERC (компонент теломераз-
ной РНК) [6,7]. Каталитическая субъединица фермента 
теломеразы поддерживает длину теломер за  счет до-
бавления на конце теломерных повторов TTAGGG. TRF-2 
(Фактор связывания теломерных повторов 2) необходим 
для поддержания теломер, прогрессирования клеточ-
ного цикла и защиты концов хромосом, чтобы избежать 
слияния хромосом [1, 8].

Показано, что антиоксидантные и  противовоспали-
тельные препараты могут замедлить процесс старения, 
уменьшая скорость укорочения теломер. С  другой сто-
роны, воспалительные факторы вызывают укорочение 
длины теломер за  счет активации окислительных про-
цессов. Согласно данным исследований, окислительный 
стресс и воспаление играют роль в укорочении теломер 
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за счет снижения активности теломеразы и/или уровня 
TRF-2 [1]. Показано, что NF-kB и повышенная продукция 
провоспалительных цитокинов, таких как TNF-α, IL-6 
и  IFN-γ, вызывают укорочение теломер и начало старе-
ния в циркулирующих макрофагах [1,7,10,11].

Различные факторы транскрипции связываются 
с  промотором TERT, который реагирует на  различные 
сигналы и интегрирует эти разнообразные и динамиче-
ские входные данные для определения результата экс-
прессии TERT [9]. В большинстве клеток ген TERT не ак-
тивен. Тогда как ограниченная часть клеток, например, 
активированные лимфоциты и  стволовые клетки, экс-
прессируют его в нужное время, в нужном месте и в нуж-
ном количестве.

Диета, по-видимому, оказывает значительное вли-
яние на  длину теломер. В  клинических исследованиях 
на людях было показано, что антиоксиданты в рационе 
способствуют увеличению длины теломер [1]. Поли-
фенолы представляют собой группу из  более чем 8000 
идентифицированных химических веществ, присутству-
ющих во фруктах и овощах. Было доказано, что полифе-
нолы облегчают различные возрастные расстройства, 
которые сопровождаются изменением длины теломер 
[12]. Было обнаружено, что полифенолы способствуют 
защитному действию против возрастных заболеваний, 
улучшая клеточную антиоксидантную защиту [13]. Фрук-
ты (виноград, яблоки, груши, вишня, ягоды), чай, кофе, 
красное вино, крупы, сушеные бобы и шоколад содержат 
полифенолы, которые могут действовать как мощные 
антиоксиданты [14,15]. Было обнаружено, что в  ответ 
на эти химические вещества происходит сверхэкспрес-
сия антиоксидантных ферментов, таких как супероксид-
дисмутаза и каталаза [16]. Полифенолы могут поддержи-
вать активность клеток, влияя на  AMPK [17], PI 3-k/AKT 
[18], и NF-B [19] сигнальные пути [7].

Цель работы — исследовать влияние растительных 
экстрактов (граната, виноградных косточек, чеснока) 
на длину теломер в клетках здоровых людей.

Материалы и методы

В  исследовании приняли участие 25 взрослых (20–
30  лет) обоего пола (мужчины и  женщины), выходцев 
из арабских стран (из Сирии, Египта, Ирака). Все добро-
вольцы на момент сдачи крови были здоровы. Образцы 
крови были получены из локтевой вены в пробирки с ге-
парином и  ЭДТА после соблюдения всех лабораторных 
стандартов безопасности в  соответствии с  биологиче-
ской этикой и с согласия всех участников исследования.

Методы исследования

Приготовление растительных экстрактов (экстракт 
граната, экстракт виноградных косточек, экстракт чес-
нока) проводили согласно ранее описанным методикам 
[20].

Культура клеток

Использовали венозную кровь, взятую в  пробирку 
с гепарином. Клетки выращивали при температуре 37 °C 
в  увлажненной атмосфере с  5% СО2 в  6 мл среды RPMI 
1640 (Gibco, Thermo Fisher Scientific), содержащей 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС) (BioUnity), 
фитогемагглютинин (AVIKONTEX) (60 мкл), глутамин (100 
мкл), ДМСО (OriGen) (10 мкл). В  состав среды для куль-
тивирования вводили исследуемый растительный экс-
тракт. Используемые концентрации экстрактов показа-
ны в таблице 1.

Через 72 ч культивирования клеток получали осадки 
клеток (культуру клеток центрифугировали при 2,2 х 103 
об/мин в  течение 10 мин). Клетки дважды пересевали, 
используя тот же состав питательной среды.

 Анализ относительной  
длины теломерной ДНК

Выделение ДНК из культур клеток проводили по про-
токолу набора реагентов ДНК-сорб-АМ (NextBio, Россия).

Таблица 1. Концентрации добавленных растительных экстрактов

Экстракт растений Концентрация

Гранат 1 1.2%

Гранат 2 2.4%

Виноградные косточки 1 1.2%

Виноградные косточки 2 2.4%

Чеснок 1 0.5%

Чеснок 2 1.2%
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Для определения относительной длины теломерной 
ДНК проводили ПЦР в  реальном времени. Смесь для 
ПЦР включала dNTP 2,5 мМ, 10х буфер для ПЦР, MgCl2 25 
мМ, ДНК-полимераза SynTaq 5 ЕД/мкл, dd H2O, 10 пмоль/
мкл каждой смеси праймеров, флуоресцентный зонд 
(SYBR Green) 10 пмоль/мкл. Последовательность исполь-
зованных праймеров и  зондов показана в  таблице 2. 
Амплификацию проводили с  использованием системы 
реального времени (Rotor-Gene Q, QIAGEN). Типичное 
время профиля для ядерного однокопийного гена 36B4: 
1 цикл (95  °C/15 с), затем 40 циклов (95  °C/15 с, 57  °C/1 
мин). Типичное время профиля теломер: 1 цикл (95 °C/10 
мин), затем 50 циклов (95 °C/15 с, 58 °C/1 мин).

Для расчета относительной длины теломер опреде-
ляли отношение T/S (Т – Ct-показатели для теломерной 
ДНК, S — Ct-показатели для однокопийного гена). От-
ношение T/S расчитывали как [2Ct(теломеры)/2Ct(36B4)]–1 = 2–

ΔCt. Относительное отношение T/S (T/S одного образца 
по  отношению к T/S другого образца) составляет 2–(∆Ct1 

– ∆Ct2) = 2–∆∆Ct [21].

Анализ интенсивности свободно-радикальных про-
цессов проводили путем измерения показателей люми-
нол-зависимой хемилюминесценции на  хемилюминес-
центном анализаторе LUMAT LB953 (Berhold Technologies, 
Германия). Оценивали быструю вспышку хемилюминес-
ценции (количество импульсов в секунду) и светосумму 
хемилюминесценции (количество световых импульсов 
за 100 секунд).

Статистический анализ

Статистическую обработку данных об относительном 
уровне длины теломер ДНК проводили методом 2–∆∆Ct. 

Этот метод показывает кратность изменения длины ДНК 
теломер образцов по сравнению с контролем. Для под-
тверждения статистически значимых различий между 
выборками использовали критерий Манна-Уитни. Для 
каждого варианта эксперимента определяли средние 
значения быстрой вспышки и  светосуммы хемилюми-
несценции. Дискретные переменные сравнивали с  ис-
пользованием критерия Стьюдента.

Результаты

Экстракты виноградных косточек в обеих концентра-
циях (1,2%, 2,4%) увеличивают длину теломер в лимфо-
цитах человека по  сравнению с  контролем (таблица 3). 
С другой стороны, нет статистически значимого влияния 
экстрактов граната и чеснока на длину теломер в лимфо-
цитах человека по сравнению с контролем.

Экстракты виноградных косточек и  граната в  обеих 
концентрациях снижают концентрацию свободных ра-
дикалов в 1,5–3 раза по сравнению с контролем. Об этом 
свидетельствует уменьшение быстрой вспышки хемилю-
минесценции. Светосумма хемилюминесценции за  100 
секунд также снижается, что зависит от  соотношения 
концентрации свободнорадикальных молекул и  актив-
ности антиоксидантной системы (табл. 4, 5).

С  другой стороны, добавление экстракта чеснока 
в концентрации 0,5% или 1,2% к культуре клеток не вли-
яет на показатели люминол-зависимой ХЛ (табл. 4,5).

Обсуждение

По  нашим данным, экстракты граната и  виноград-
ных косточек, богатые полифенолами, снижают интен-

Таблица 2. Последовательность праймеров и зондов для ПЦР

Ген Последовательность праймеров и зондов

ДНК теломер
F 5´- cgg-ttt-gtt-tgg-gtt-tgg-gtt-tgg-gtt-tgg-gtt-tgg-gtt-3´
R5´- ggc-ttg-cct -tac-cct -tac-cct -tac-cct-tac-cct-tac-cct-3´

36B4
F 5´- cag-caa-gtg-gga-agg-tgt-aat-cc-3´
R5´-ccc-att-cta -tca-tca-acg-ggt-aca-a- 3´

Таблица 3. Влияние экстрактов виноградных косточек, граната и чеснока на относительную длину 
теломер

Контроль
Виноградные косточки Гранат Чеснок
1,2% 2,4% 1,2% 2,4% 0,5% 1,2%

T/S ± SD 2500±742 22854±70 21816±71 2297±560 1173 ± 79 1016± 514 1207±320

2– ΔΔCt 1 4.7 3 0.8 0.1 0.1 0.4

P 0.005 0.01 0.8 0.2 0.1 0.1

Примечание: P — сравнение с контролем
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сивность вспышки и  светосумму хемилюминесценции 
по  сравнению с  контролем, что означает снижение 
уровня свободных радикалов. Диеты с  высоким содер-
жанием полифенолов являются мощными антиокси-
дантами, которые работают как in vitro, так и in vivo [22]. 
В результате полифенольные соединения, такие как ре-
свератрол, кверцетин и куркумин, защищают от окисли-
тельного стресса; и  могут способствовать увеличению 
продолжительности жизни [7,23]. Считается, что поли-
фенолы с  их антиоксидантным и  противовоспалитель-
ным действием влияют на длину теломер и максимально 
предотвращают их укорочение [7]. Имеющиеся данные 
свидетельствуют о том, что окислительный стресс и воз-
никающие в  результате свободные радикалы играют 
ключевую роль в  укорочении теломер за  счет сниже-
ния активности фермента теломеразы [7]. Полифенолы 
могут предотвратить это, вызывая сверхэкспрессию ан-
тиоксидантных ферментов, таких как супероксиддисму-
таза и каталаза [7]. В нашем предыдущем исследовании 
мы изучали влияние растительных экстрактов на уровни 
экспрессии генов антиоксидантной системы (NFE2L2, 
JUN, SOD1), но  данное исследование проводилось 
на клетках, культивируемых в течение 72 часов без пас-
сажа. Мы обнаружили, что уровень транскрипции гена 
SOD1 повышается в присутствии экстракта граната или 
виноградных косточек. В то же время уровень мРНК ге-

нов NFE2L2 и JUN повышается только под действием 
высокой концентрации экстракта виноградных косточек 
(в печати).

Существует несколько механизмов, объясняющих, 
как увеличение количества свободных радикалов может 
привести к уменьшению длины теломер и как экстракты 
виноградных косточек могут поддерживать и  увеличи-
вать длину теломер:

1. 1) Свободные радикалы индуцируют окисление 
TTAGGG и  продукцию 8-OHdG (8-oxo-dG) [24], 
который может ускорять укорочение теломер 
за  счет ингибирования связывания защитных 
белков шелтерина [25]. В  культивируемых клет-
ках человека растительный полифенол транс-ре-
свератрол (транс-3,4’,5-тригидроксистильбен) 
способствует синтезу глутатиона и снижает про-
дукцию АФК [26,27]. Ингибирование укорочения 
теломер, повышенная активность СОД, меньшее 
окислительное повреждение ДНК с меньшей вы-
работкой 8-OHdG наблюдались в  клетках, обра-
ботанных транс-ресвератролом [25].

2. 2) Свободные радикалы могут повредить белок 
Nth1, который отвечает за восстановление окис-
лительных повреждений ДНК. Нарушение функ-
ционирования этого белка приводит к сокраще-

Таблица 4. Влияние растительных экстрактов на уровень быстрой вспышки люминолзависимой 
хемилюминесценции при длительном культивировании лимфоцитов периферической крови человека.

Вариант культивирования Быстрая вспышка ХЛ, относительные единицы p
Контроль 2.7*106 ± 2.4*105

Виноградные косточки (1,2%) 1.7*106 ± 6.6*104 0.0007
Виноградные косточки (2,4%) 1.4*106± 1.3*105 0.0001
Гранат (1.2%) 1.5*106 ± 8.4*104 0.0001
Гранат (2.4%) 1.1*106± 1.3*105 0.0001
Чеснок (0.5%) 3.1*106 ± 1.3*105 0.1
Чеснок (1.2%) 3.1*106± 2.0*105 0.3

Примечание: P- сравнение с контролем

Таблица 5. Влияние растительных экстрактов на уровень светосуммы люминолзависимой 
хемилюминесценции при длительном культивировании лимфоцитов периферической крови человека.

Вариант культивирования Быстрая вспышка ХЛ, относительные 
единицы p

Контроль 5.9*107±4.9*106

Виноградные косточки (1.2%) 4.0*107±3*106 0.002
Виноградные косточки (2.4%) 3.5*107±3.8*106 0.0009
Гранат (1.2%) 3.2*107±3.1*106 0.0001
Гранат (2.4%) 2.0*107±2.4*106 0.0001
Чеснок (0.5%) 6.4*107±3.9*106 0.4
Чеснок (1.2%) 6.3*107±6.4*106 0.6

Примечание: P — сравнение с контролем
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нию длины теломер, однако полифенолы могут 
уменьшать этот эффект [1,28].

3. 3) Молекулярные механизмы действия полифеноль-
ных соединений связаны с влиянием на ряд сиг-
нальных путей [7,29]. Сигнальный путь ядерного 
фактора NF-KB играет критическую роль в  про-
цессе воспаления. Продолжающаяся активация 
провоспалительных цитокинов (таких как ин-
терлейкин IL-6 и фактор некроза опухоли TNF-α) 
является одним из наиболее важных изменений 
в процессе старения. Исследования показывают, 
что окислительный стресс и  воспаление могут 
укорачивать теломеры, в  том числе за  счет уве-
личения экспрессии MIR-146 [30]. Наше исследо-
вание уровня экспрессии генов воспалительных 
цитокинов показало, что экстракт виноградных 
косточек (1,2%) снижает уровень экспрессии 
гена IL6 в 100 раз по сравнению с контролем [31]. 
Можно предположить, что экстракт виноградных 
косточек, изменяя активность синтеза цитоки-
нов, может влиять на  общий уровень свобод-
норадикальных процессов в  клетке и,  соответ-
ственно, на длину теломер.

4. 4) Увеличение длины теломер происходит за  счет 
активации сигнального пути PI-3K/Akt, что мо-
жет усиливать активацию фермента теломеразы. 
Было показано, что повышенные уровни АФК, 
воспалительного цитокина, могут инактивиро-

вать сигнальный путь PI-3K/Akt и  ингибировать 
теломеразу. Полифенольные вещества могут ак-
тивировать фосфоинозитид-3-киназу (PI3-k)/AKT 
и мишень рапамицина у млекопитающих (mTOR) 
[32]. Кроме того, фенольные соединения (особен-
но ресвератрол) стимулируют гены сиртуина [32].

5. 5) Повышенный уровень свободных радикалов 
и  провоспалительных цитокинов может увели-
чить продукцию miR-19, которая ингибирует 
SIRT1, что приводит к укорочению теломер [1,33]. 
Восстановление экспрессии TERT с помощью ин-
гибитора miR-195 может способствовать репро-
граммированию стареющих клеток [34]. SIRT1 
активируется полифенолами [35,36]. Полифено-
лы также индуцируют сверхэкспрессию SIRT1, 
что помогает защитить клетки от  окислитель-
ного стресса [37,38]. Хотя механизм, с  помощью 
которого полифенолы повышают уровень SIRT1 
in vivo, неизвестен, это может быть связано с их 
антиоксидантными свойствами, поскольку окис-
лительный стресс снижает уровни мРНК SIRT1 
[37,38].

Таким образом, в  проведенном исследовании уста-
новлено, что экстракт виноградных косточек (1,2%, 2,4%) 
снижает концентрацию свободных радикалов по  срав-
нению с контролем, что способствует увеличению длины 
теломер в лимфоцитах человека.
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