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Оценено влияние водорастворимой формы гиперицина в разных концентрациях на частоту повреждений 
ДНК в нейробластах sod мутантных особей Drosophila melanogaster, имеющих нарушения в антиокси-
дантной защите (по Cu/ZnSod, MnSod изоферментам), и дрозофил дикого типа Canton-S с учетом его све-
товой и темновой активации. Введение в питательную среду гиперицина приводит к повышению в ней-
робластах личинок уровня повреждений ДНК. Генотоксические эффекты при световой активации гипе-
рицина наиболее выражены у Sod-мутантов. Для особей нормального фенотипа выявлена доза гиперици-
на (1 мкМ), при которой частота разрывов ДНК ниже контроля. Установлена существенная зависимость 
биологической эффективности гидрофильного гиперицина от его концентрации, генотипа животных и 
условий освещения. Предполагается, что исследуемая форма гиперицина может проявлять антиоксидант-
ное действие преимущественно через MnSod-активацию.  
Ключевые слова: водорастворимая форма гиперицина, повреждения ДНК, антиоксидантная  защита, дро-
зофила. 

 
 В последнее время ведется активный поиск 

новых эффективных фармакологических средств, 
способных повышать общую резистентность ор-
ганизма. Важную роль в этом играет применение 
различных препаратов из природного раститель-
ного сырья, способных включаться в клеточный 
гомеостаз и обладающих, как правило, низкой 
токсичностью. Экспериментально наиболее изу-
ченным в качестве фотосенсибилизатора [2],  ан-
тидепрессанта [7], а также агента антимикробной 
защиты [10] является гиперицин – природный 
нафтодиантроновый пигмент, содержащийся в 
зверобое (сем. Hypericaceae Juss.).  

Применяемый сегодня гиперицин практически 
не растворим в водных средах, поэтому эффек-
тивность его использования, например в противо-
опухолевой терапии, наблюдается только совме-
стно с токсичными растворителями (диметил-
сульфоксида, N-метил-пирролидона), необходи-
мыми для "доставки" указанного пигмента в опу-
холевую ткань [13]. В других клинических иссле-
дованиях он применяется в составе водно-
масляных эмульсий. В таком виде гиперицин не 
стабилен и при введении в организм животного 
из-за фотосенсибилизации может привести к 
омертвлению тканей (некрозу), сопровождаю-
щееся интенсивным воспалительным процессом, 
или к летальному исходу.   

В данном сообщении рассмотрено повреж-
дающее ДНК действие химически чистого натив-
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ного препарата гиперицина, полученного мето-
дом флешхромотографии, в соматических клетках 
дрозофилы. За счет модификации гиперицина на 
наночастицах достигается его растворимость и 
равномерное распределение в жидких средах ор-
ганизма, что может существенно изменить биоло-
гическую эффективность вещества и найти более 
широкое применение его в практике. Отметим, 
что ранее цитогенетические эффекты гиперицина 
не изучались. Более того, использование в тести-
ровании модифицированного гиперицина разных 
генотипов дрозофилы, в частности с нарушения-
ми в системе антиоксидантной защиты, позволит 
оценить механизмы, обусловливающие его эф-
фект. 

Цель работы — оценить действие гиперицина 
на уровень образования повреждений ДНК в 
клетках особей Drosophila melanogaster, имею-
щих дефекты в антиоксидантной системе защиты. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

В качестве объекта исследования использовали 
нейробласты (клетки нервных ганглиев) личинок 
дрозофил дикого типа Сanton-S и линий (Sodn1/+ с 
генотипом Sod[n1]red[1]/TM3,Sb[1]Ser[1]) и 
sod2Delta02/+ с генотипом y[1]w[*]; 
Sod2[Delta02]/CyO) с мутациями генов цитоплаз-
матической (Cu/ZnSod) и митохондриальной 
(MnSod) супероксиддисмутазы, участвующей в 
детоксикации свободных радикалов [9, 12]. Дан-
ные линии получены из дрозофилиной коллекции 
Центра в Блумингтоне (Университет штата Ин-
диана, Блумингтон, США). 

Питательную сахаро-агаровую дрожжевую 
среду обрабатывали экспериментальным образ-
цом гиперицина (водорастворимая форма) разной 
концентрации (1, 10, 20 и 100 мкМ), на которую 
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помещали родительские формы исследуемых ли-
ний дрозофилы для получения кладок. Обработку 
гиперицином проводили на протяжении всего 
развития дрозофил, от стадии яйца до личинки 
третьего возраста (общее время экспозиции для 
всех концентраций составило 5 суток). Контроль-
ные варианты содержали на среде без добавления 
препарата. Новый экспериментальный образец  ги-
перицина, выделенный из надземной массы зверо-
боя продырявленного (Hipericum perforatum L.), 
был модифицирован в гидрофильную форму пу-
тем иммобилизации его на наночастицах неорга-
нической матрицы в Институте химии Коми НЦ 
УрО РАН.  

Известно, что гиперицин может обладать фо-
тосенсибилизирующим действием [11]. В этой 
связи эксперимент был запланирован с учетом 
световой и темновой активации препарата. Ис-
следуемые генотипы дрозофилы, в состав диеты 
которых входил гиперицин, содержали в разных 
условия освещения (при периодичности 12:12 ч, 
круглосуточном воздействии и в темноте). Ин-
тенсивность от лампы дневного света, измеряемая 
прибором «Lux light meter» DVM 1300 (Velleman, 
China), составила 70 лк.  

Оценку повреждений ДНК в нейробластах, полу-
ченных из нервных ганглиев личинок дрозофил, 
проводили по методу «ДНК-комет» в нейтральных 
условиях электрофореза [1, 4]. Клеточную суспензию 
(10 мкл) смешивали с 0.5% легкоплавкой агаро-
зой (100 мкл) и наносили на предметные стекла, 
предварительно покрытые слоем 1% нормальной 
агарозой, накрывали покровным стеклом и вы-
держивали при температуре 4.0 ± 0.1 оС в течение 
20 мин. Стекла помещали в холодный лизирую-
щий раствор (2.5  M  NaCl,  10  мM  Na2EDTA, 
10 мM Tris-HCl, 1% Triton X-100, pH 10.0) на 2 ч. 
По окончании лизиса препараты переносили в 
камеру для электрофореза с охлажденным ней-
тральным буфером (10 мM Trizma-Base, 0.9 М 
борная кислота,  20  мM  Na2EDTA, рН 8.2) на 
20 мин. Электрофорез проводили в течение 
20 мин при напряженности поля 0.7 В/см и силе 
тока 30 мА. После электрофореза стекла фикси-
ровали в 70% этаноле в течение 15 мин.  

Фиксированные препараты окрашивали флуорес-
центным красителем SYBR Green (“ДНК-синтез”, 
0.2 мкл/мл в ТЕ-буфере, рН=7.5). Окрашенные 
препараты были проанализированы с помощью 
флуоресцентного микроскопа “Infiniti XS-148 
FS”. Обработку изображения «комет» вели с помо-
щью специальной программы CometScoreТМ (версия 
1.5, TriTek Corp.). Степень фрагментации ДНК оце-
нивали по показателю момент «хвоста кометы» по 
П.Л. Оливе (ОТМ, Olive tail moment), равный произ-
ведению процентного содержания ДНК в «хвосте» 
на расстояние между центром ядра и центром флуо-
ресцирующего «хвоста кометы» в условных едини-
цах [8]. Эксперимент проводили в пяти повторно-

стях, всего было просчитано 500 клеток на вариант. 
Статистический анализ результатов проводили по t-
критерию Стьюдента.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Согласно предварительным результатам оценки 
выживаемости имаго дрозофилы были определены  
минимальные и медианные действующие концен-
трации модифицированного гиперицина и они 
составили 1-5 и 10-20 мкМ, соответственно (дан-
ные не приведены).  

 
Рисунок 1. Уровень повреждений ДНК в нейробла-
стах дрозофилы в контроле и после воздействия ги-
перицина в разных концентрациях. Примечание: *р 
< 0.05, **р < 0.001 по сравнению с контролем (К).  

 
В ответ на действие гиперицина обнаружена 

высокая вариабельность частоты повреждений 
ДНК, обусловленная генотипическими различия-
ми и дозой тестируемого вещества. Показано 
(Рис. 1), что в условиях стандартного освещения 
(12:12 ч) относительно мутантных линий Sod осо-
би дикого типа Сanton-S оказались наименее чув-
ствительными к воздействию препарата, значения 
ОТМ которой в зависимости от концентрации 
варьировали в пределах от 0.30 до 0.95. Действи-
тельно, спонтанные уровни нарушений ДНК у 
мутантных линий выше, чем у особей дикого типа 
Сanton-S [15]. Для особей данной линии выявлена 
концентрация (1 мкМ) вещества, при которой 
частота повреждений ДНК достоверно ниже кон-
троля, что позволяет предположить, что в физио-
логически значимых дозах действие гиперицина 
приводит к снижению уровня повреждений ДНК, 
вероятно в результате индукции процессов вос-
становления. Об этом свидетельствуют данные по 
частотам нарушений ДНК у мутантных линий, в 
клетках которых образование разрывов ДНК бы-
ло выше при всех вариантах обработки, и тот 
факт, что при введении в диету линии Сanton-S 
препарата в бóльших концентрациях наблюдали 
значимое увеличение количества поврежденных 
клеток, т.е. обнаруживали токсический эффект.  

Поскольку точный механизм действия гипери-
цина не известен, было проведено тестирование 
препарата с использованием генотипов, имеющих 
нарушения в системе антиоксидантной защиты 



                                                                        Проблемы прикладной экологии и биологии . 

 577 

(Рис. 1). Выраженный генотоксический эффект 
гиперицина, в отличие от  Sodn1/+ мутантов,  был 
зарегистрирован у дефицитной по гену митохон-
дриальной супероксиддисмутазы (MnSod) линии 
SodDelta02/+. При этом с повышением концентра-
ции вещества частота фрагментации ДНК падала, 
что свидетельствует об ослаблении действия му-
тации после введения в диету животных препара-
та в концентрациях выше медианных. По-
видимому, гидрофильная форма гиперицина спо-
собна проявлять антиоксидантные свойства в 
случае, когда уровень активности природных ан-

тиоксидантов (Cu/ZnSod и MnSod) достаточно 
низкий. Из этого следует, что влияя на интенсив-
ность свободнорадикальных процессов, он защи-
щает клетки от гибели. В то время как в клетках, 
претерпевающих неопластическую трансформа-
цию, гиперицин может действовать через каспаз-
зависимый апоптоз [3]. Более того, гиперицин 
может выступать мощным внутриклеточным ка-
тализатором, возбуждение которого приводит к 
выходу цитохрома с из митохондрий и активации 
апоптосомы [14]. 

 

  

 

Рисунок 2. Уровень фрагментации ДНК в клетках 
дрозофил дикого типа (А), Sodn1/+ (Б)  и SodDelta02/+ 
(В) мутантов, развивающихся в разных условиях 
освещения, после воздействия гиперицина. Приме-
чание: различия статистически значимы при ар < 
0.05, вр < 0.01, cр < 0.001 - между вариантами (0 ч, 12 
ч и 24 ч); *р < 0.05 – по сравнению с интактным ва-
риантом при темновой активации гиперицина. 

 
Используемые современные гиперицин-

содержащие препараты чрезвычайно токсичны и 
могут привести к разрушению не только опухоле-
вых, но и здоровых тканей вследствие высокой 
фотосенсибилизации пигмента. Это послужило 
основанием провести оценку фотосенсибилизи-
рующего действия исследуемого эксперимен-
тального образца гиперицина (Рис. 2А-В). Как 
показано на рис. 2А, у линии дикого типа Сanton-
S не выявлены достоверные отличия между гипе-
рицин-индуцированными эффектами при различ-
ных режимах освещения. Однако в зависимости 
от концентрации вещества обнаружена мини-
мальная (при добавлении в диету 1 мкМ) и мак-
симальная (при добавлении в диету 100 мкМ) 
световая токсичность водорастворимой формы 
гиперицина. В первом случае значения ОТМ со-
ставили 0.3 ± 0.04, во втором – 1.47 ± 0.18, соот-
ветственно. При этом токсичность препарата бы-
ла усилена в условиях круглосуточного освеще-
ния. 

У Sod-мутантов с нарушением детоксикации 
свободных радикалов биологическая эффектив-
ность гиперицина значимо зависела от условий 
освещенности (Рис. 2Б, В). Дрозофилы, имеющие 
мутацию гена Cu/Zn-цитоплазматической супер-
оксиддисмутазы и содержащиеся в условиях 

круглосуточного освещения, обладали высокой 
чувствительностью к действию вещества в кон-
центрациях выше 1  мкМ (Рис.  2Б).  Более выра-
женные цитотоксические эффекты при световой 
активации исследуемого образца гиперицина на-
блюдали в соматических клетках мутантных по 
гену Mn-митохондриальной супероксиддисмута-
зы особей SodDelta02/+, у которых образование ко-
личества ДНК-разрывов было повышенно уже 
при минимальной его концентрации в 1 мкМ 
(Рис. 2В).  Следует отметить, что для особей дан-
ного генотипа гиперицин может оказывать поло-
жительное действие в низких и средних концен-
трациях, снижая уровень фрагментации ДНК в 
клетках, но только при его темновой активации. 
Об этом свидетельствуют значения ОТМ, кото-
рые достоверно ниже контрольного уровня (1.24 
± 0.11) примерно в 1.5 раза и в зависимости от 
концентрации составляют 0.80 ± 0.12 (1 мкМ), 
0.90 ± 0.13 (10 мкМ), 0.74 ± 0.11 (20 мкМ), соот-
ветственно. 

 Таким образом, в проведенном исследовании 
обнаружены принципиально новые особенности 
действия водорастворимой формы гиперицина. 
Наряду с цитогенетическим эффектом, гиперицин 
в зависимости от концентрации обладает антиок-
сидантной активностью у животных с генетиче-
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ски детерминированным снижением антиокси-
дантной защиты. При этом его антиоксидантное 
действие проявляется преимущественно через 
MnSod-активацию. У особей  нормального гено-
типа добавление в диету 1 мкМ раствора гипери-
цина приводит к снижению частоты фрагмента-
ции ДНК. Максимальная генотоксичность препа-
рата выявлена для клеток Sod-мутантов при его 
световой активации. 

Полученные результаты позволяют говорить о 
высокой биологической эффективности  водорас-
творимой формы гиперицина. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Программы Президиума РАН, проект № 12-П-34-
2009. 
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 An assessment of the influence of water-soluble forms of hypericin in different concentrations on the frequency 
of DNA damage in neuroblasts of the sod mutant individuals Drosophila melanogaster, with disturbances in 
antioxidant defense (on Cu/ZnSod, MnSod isoenzyme) and wild-type flies Canton-S with the light and dark 
activation. Introduction to the culture medium of hypericin leads to an increase in larval neuroblasts level of DNA 
damage. Genotoxic effects at the light activation of hypericin most pronounced in the Sod-mutants. For normal 
individuals the phenotype revealed dose of hypericin (1 µM) in which the frequency of DNA breaks below the 
control. The strong dependence of the biological effectiveness of a hydrophilic hypericin on its concentration, the 
genotype animals and lighting conditions was established. It is assumed that the studied form of hypericin may 
exhibit antioxidant activity mainly through MnSod-activation. 
Key word: water-soluble form of hypericin, DNA damage, antioxidant protection, drosophila. 
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