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ІММОБІЛІЗАЦІЯ ТИРОЗИНАЗИ В МОДИФІКОВА-

НИЙ ПОЛІ-N-ВІНІЛПІРОЛІДОН
На основі виділеної тирозинази грибів Agaricus bisporus,

іммобілізованої в полі-N-вінілпіролідон, модифікований
золем полікремнієвої кислоти, був отриманий біокаталі-
затор, придатний для гетерогенного каталізу, з підвищеною
стабільністю в умовах високих температур. У розробле-
них умовах (рН 6,5, температура 25 °C, час трансформації
— 1 год, фенолоксидазна активність — 50–1000 ОД/см3) пре-
парат каталізував повне окиснення субстрату в реакторі
періодичної дії протягом 8 циклів, зі збереженням висо-
кого ступеня його трансформації в наступні 7 циклів.

Ключові слова: тирозиназа грибів, полі-N-вінілпіролі-
дон, іммобілізація, біокаталізатор.
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TYROSINASE IMMOBILIZATION IN MODIFIED

POLY-N-VINYLPYRROLIDONE
Based on isolated Agaricus bisporus fungi tyrosinase,

immobilized in poly-N-vinylpyrrolidone, modified by poly-
silicic acid sol, the biocatalyst was obtained, being suitable
for heterogeneous catalysis, with increased stability at elevated
temperature conditions. Under conditions developed (pH 6.5,
temperature 25 °C, time of transformation — 1 h, phenoloxi-
dase activity 50–1000 U/cm3) the preparation had catalyzed
total substrate oxidation in batch reactor during 8 cycles with
high level of its transformation retaining during the next 7 cycles.

Key words: fungi tyrosinase, poly-N-vinylpyrrolidone, im-
mobilization, biocatalyst.

Вступ

Внаслідок забруднення дов-
кілля виникають зміни в обміні
речовин в організмі людини, в її
адаптаційних і регуляторних
механізмах [1]. Для корекції цих
порушень часто використову-
ють фітопрепарати, серед яких
усе більшу увагу приділяють
розторопші плямистій [2–4]. Че-
рез високий вміст у плодах си-
лімарину розторопша є основою
для створення цілої низки гепа-
топротекторів, але її ефекти не
обмежуються тільки мембрано-
протекторними властивостями
цього компонента [2–4]. Тому
виникла думка дослідити вплив
сумарного екстракту розтороп-
ші, що містить як водо-, так і
жиророзчинні активні компо-
ненти, на функціональну ак-
тивність тонкої кишки. Репер-
ною для її оцінки є система
транспорту глюкози, в оціню-
ванні активності якої вирішаль-
ну роль відіграє рівень методич-
ного підходу: так, редуковані

системи дозволяють досліджу-
вати механізми функціонування
систем, які мало залежать від
вищих рівнів регуляції організ-
му, отже, вони надають уявлення
про роботу базових, фундамен-
тальних механізмів [5]. Але ре-
альні умови існування організму
передбачають тонку регуляцію
його функцій. У цьому процесі
беруть участь вищі рівні регу-
ляції — нейрогуморальна й ен-
докринна системи. Оцінити їх
внесок у регуляцію функціо-
нальної активності тонкої киш-
ки можливо тільки за умов
цілісного організму in vivo. На-
ми було розроблено оригіналь-
ну методику формування ділян-
ки тонкої кишки, що безпосеред-
ньо включена до системи трав-
лення і зберігає іннервацію, кро-
вопостачання та пасаж хімуса і
дозволяє досліджувати функціо-
нальну активність тонкої кишки
у хронічному експерименті на
ненаркотизованих тваринах за
умов відсутності операційної
травми і стресу [6–7].

Раніше нами було показано
вплив сумарного екстракту
розторопші та його окремих
фракцій (водо- та жиророзчин-
ної) на транспорт глюкози в
тонкій кишці щурів за умов in
vitro [8]. З’ясувалося, що для
кожної фракції є характерни-
ми власні ефекти на глюкозну
транспортну систему. Але най-
кращий нормалізуючий і стабі-
лізуючий вплив на її роботу
справляв саме сумарний екс-
тракт, який містить як водо-,
так і жиророзчинні компонен-
ти [8]. Тому метою роботи ста-
ло визначення впливу сумарно-
го екстракту розторопші на ак-
тивність системи транспорту
глюкози в функціонуючій ділян-
ці тонкої кишки щурів у хроніч-
ному експерименті in vivo.

Матеріали та методи
дослідження

Експерименти проведено на
щурах-самцях породи Вістар
масою 170–180 г, що утримува-
лися на стандартному раціоні
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віварію і були позбавлені їжі
протягом 18–24 год перед екс-
периментом. Внаслідок опера-
тивного втручання з тонкої
кишки утворювали 2 У-подіб-
них співустя шляхом формуван-
ня 2 анастомозів за принципом
«кінець у бік» і виводили віль-
ні кінці кишки («живі» фісту-
ли) у бік тварини, де фіксували
їх за допомогою стандартних
металевих фістул (рис. 1). З
урахуванням «живих» фістул
довжина досліджуваної ділян-
ки становила 10 см. На 4–5-ту
добу після операції тварину пер-
фузували за допомогою перфу-
зійного насоса “Zalimp” (Поль-
ща) (швидкість перфузії — 0,4–
0,6 мл/хв). Як контрольний пер-
фузійний розчин використовува-
ли 25 ммоль/л розчин глюкози на
розчині Рінгера і 25 ммоль/л роз-
чин глюкози на розчині Рінгера,
який містив сумарний екстракт
плодів розторопші. Сумарний
екстракт розторопші є висуше-
ний при кімнатній температурі
водно-спиртовий екстракт ме-
лених плодів розторопші вироб-
ництва НВ ТОВ «Житомир-
біопродукт» (3 г плодів + 10 мл
дистильованої води + 20 мл ети-
лового спирту), потім розведе-
ний у розчині Рінгера (10 мл
екстракту висушували і зали-
вали 100 мл розчину Рінгера).
До отриманого розчину дода-
вали глюкозу. Для контролю
можливого розбавлення перфу-
зійного розчину рідинами трав-
ного тракту (слина, шлунко-
вий, кишковий і панкреатичний
соки, жовч) до нього додавали
невсмоктувальний маркер —
ПЕГ-400. Концентрацію глю-
кози визначали за методом [9]
колориметрично на КФК-2МП,
λ=625 нм. Концентрацію ПЕГ
визначали за модифікованим
методом [10] колориметрично
на КФК-2МП, λ=465 нм. Ста-
тистичну обробку отриманих
даних проводили за програмою
“Primer Biostatistics”.

Результати дослідження
та їх обговорення

На рис. 2 наведено динаміку
всмоктування глюкози за від-
сутності та у присутності су-
марного екстракту розторопші.

Показано, що присутність у пер-
фузійному розчині сумарного
екстракту розторопші на 40 %
гальмує швидкість всмоктуван-
ня глюкози в тонкій кишці: у

середньому за годину перфузії
(7,62±0,26) проти (12,72±
±0,13) мкмоль/л у контролі (за
відсутності розторопші) (p<
<0,001). Це не може бути пояс-

Ш 1 2 3 Т. к-ка

Ш 1 2 3 Т. к-ка

4

Рис. 1. Схема формування функціонуючої ділянки тонкої кишки
щурів: Ш — шлунок; Т. к-ка — товста кишка; 1–3 — ділянки тонкої
кишки; 2 — функціонуюча ділянка тонкої кишки; 4 — металеві фістульні
трубки
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Рис. 2. Швидкість всмоктування глюкози з її 25 ммоль/л розчину за
відсутності (1) та в присутності сумарного екстракту розторопші (2) в фун-
кціонуючій ділянці тонкої кишки щурів у хронічному експерименті in vivo
за відсутності наркозу, операційної травми і стресу
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нено розбавленням перфузійно-
го розчину травними соками,
оскільки концентрація ПЕГ у
відтікаючому перфузаті не
тільки не є меншою, ніж у вихід-
ному перфузійному розчині, а,
навпаки, підвищується через
концентрування розчину. Цей
результат добре узгоджується
з даними, що були отримані
нами раніше [11]. Не такий сут-
тєвий, як in vivo, гальмівний
вплив розторопші на транспорт
глюкози було зафіксовано та-
кож в експериментах in vitro на
інтактних тваринах [8]. Воче-
видь, гальмівний ефект розто-
ропші на транспорт глюкози
сприяє обмеженню пулу глю-
кози в крові і, таким чином,
зменшує навантаження на під-
шлункову залозу. Це знахо-
дить підтвердження в числен-
них дослідженнях на різних
методичних рівнях [3; 12]. На
основі результатів цих дослі-
джень плоди розторопші широ-
ко використовують як гіпо-
глікемічний засіб у профілак-
тиці та навіть терапії цукрово-
го діабету [3; 12; 13]. Привер-
тає увагу той факт, що з цією
метою використовують не па-
тентовані фармпрепарати на
основі розторопші, а саме ціль-
ні плоди, тобто суму всіх дію-
чих складових. Відомо, що ціле
не є проста сума його складо-
вих, тому ймовірно, що подіб-
ний ефект спричинено кількома
(або усіма) компонентами су-
марного екстракту, які, можли-
во, утворюють біологічно ак-
тивні комплекси з більш при-
родними зв’язками, ніж у препа-
ратах, які містять 1 або 2 ком-
поненти плодів розторопші.
Отже, сумарний екстракт

плодів розторопші, що містить
як водо-, так і жиророзчинні ком-
поненти, за умов хронічного екс-
перименту in vivo сприяє віро-
гідному гальмуванню транспор-
ту глюкози в кров. Це обме-
жує надходження її до крові і,
таким чином, може сприяти по-
легшенню глікемічного стану у

хворих на цукровий діабет, ожи-
ріння, атеросклероз та інші
хвороби метаболізму.

Висновки

У хронічному експерименті
за умов відсутності стресу й
операційної травми показано
вірогідне (40 %) гальмування
транспорту глюкози в функ-
ціонуючій ділянці тонкої киш-
ки ненаркотизованих щурів у
присутності сумарного екс-
тракту плодів розторопші. Це
не може бути пояснено роз-
бавленням перфузійного роз-
чину травними соками роз-
ташованих вище відділів шлун-
ково-кишкового тракту, ос-
кільки супроводжується, нав-
паки, всмоктуванням із нього
води. Отримані дані можуть
бути використані при розробці
заходів лікування хворих на
метаболічні хвороби для по-
ліпшення їх глікемічного ста-
ну.
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ОЦІНКА ВПЛИВУ СУМАРНОГО ЕКСТРАКТУ ПЛО-

ДІВ РОЗТОРОПШІ ПЛЯМИСТОЇ НА АКТИВНІСТЬ
ГЛЮКОЗНОЇ ТРАНСПОРТНОЇ СИСТЕМИ У ХРОНІЧ-
НОМУ ЕКСПЕРИМЕНТІ IN VIVO НА ФУНКЦІОНУЮ-
ЧІЙ ДІЛЯНЦІ ТОНКОЇ КИШКИ ЩУРІВ

Метою роботи стало вивчення впливу сумарного екс-
тракту плодів розторопші, що містить як водо-, так і жи-
ророзчинні компоненти, на транспорт глюкози у функціо-
нуючій ділянці кишки, яка зберігає іннервацію, водо-
постачання і пасаж хімуса, у хронічному експерименті in
vivo за відсутності операційної травми, наркозу і стресу.

Показано вірогідне гальмування транспорту глюкози
у функціонуючій ділянці кишки на 40 % у присутності
сумарного екстракту розторопші. Отримані дані можуть
бути використані  при розробці методів лікування
пацієнтів з метаболічними хворобами для поліпшення їх
глікемічного стану.

Ключові слова: розторопша, транспорт глюкози, функ-
ціонуюча ділянка тонкої кишки.
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ESTIMATION OF THE EFFECT OF MILK THISTLE

FRUITS SUMMARY EXTRACT ON THE ACTIVITY OF
GLUCOSE TRANSPORT SYSTEME IN THE CHRONIC
EXPERIMENT IN VIVO ON THE FUNCTIONING FRAG-
MENT OF THE RATS’ SMALL INTESTINE

The goal was to investigate the effects of the milk thistle
fruits summary extract on the glucose transport in the func-
tioning fragment of the small intestine, which has normal
innervation, blood circulation and passage of chyme in the
chronic experiment in vivo under the absence of the narcosis,
trauma and stress.

The reliable inhibition of glucose transport in the func-
tioning part of the small intestine by 40% in the presence of
the milk thistle fruits summary extract is shown. These data
can be used for the development of methods of treatment for
the patients with metabolic diseases for the improvement of
their glycemic state.

Key words: milk thistle fruits, glucose transport, functio-
ning fragment of small intestine.

Субарахноїдальний кровови-
лив (САК) — тяжке захворю-
вання, яке супроводжується ви-
разними неврологічними роз-
ладами та значною летальніс-
тю. Так, летальний кінець спо-
стерігається у близько 50 %
хворих, а у 30 % хворих, що
одужали, наявні тяжкі дефекти
нервової системи. Багато екс-
периментальних і клінічних
свідчень указують на значен-
ня окиснювального стресу в
механізмах формування гост-
рого ушкодження тканини го-
ловного мозку, а також у ви-
никненні та розвитку цереб-
рального вазоспазму як пато-
генетичних елементів форму-
вання наслідків САК [1; 2; 6].
Джерелами утворення вільних
радикалів є надмірне їх над-
ходження в результаті пору-
шення мітохондріального ди-
хального ланцюжка, а також

позаклітинний гемоглобін [6].
Експериментальні дослідження
свідчать про зв’язок продукції
вільних радикалів та апоптозу
нейронів, а також ендотеліаль-
них клітин, підвищення про-
никності гематоенцефалічного
бар’єру (ГЕБ) і змін реактив-
ності судин по відношенню до
судинозвужувальних факторів
за умов моделювання САК.
Доцільним є вивчення одно-
часного коригуючого впливу
на функцію ендотеліоцитів і
продукцію прозапальних ци-
токінів, що до останнього ча-
су не проводилося.
Мета цього дослідження —

вивчення особливостей пере-
бігу експериментальної моделі
САК у щурів за умов застосу-
вання L-аргініну, який стиму-
лює продукцію оксиду азоту,
та пентоксифіліну (ПТФ), що
знижує продукцію прозапаль-

них цитокінів і має антиокси-
дантні властивості [8].

Матеріали та методи
дослідження

Експерименти проведені за
умов гострого досліду на щу-
рах-самцях лінії Вістар масою
180–250 г. Під кетаміновим
наркозом (100,0 мг/кг, в/чер)
відтворювали модель САК —
стереотаксично вводили авто-
кров у тім’яно-скроневу зону
обох півкуль (150 мкл) за ко-
ординатами (АР = 2,7; L = 3,5;
Н = 5,7) [7], а після завершен-
ня мікроін’єкцій і герметизації
отворів у черепі у велику цис-
терну мозку вводили 0,3 мл
автокрові [10].
На шосту годину від мо-

менту введення автокрові щу-
рів спостерігали на відкритій
площадці, визначаючи кількість
тварин, які зберігали верти-
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