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В настоящее время отмечается значительный
рост интереса к брассиностероидам, поскольку эти
фитогормоны наряду с ростостимулирующей ак�
тивностью способствуют повышению качества
растительной продукции, снижая накопление в
ней нитратов, тяжелых металлов, радионуклидов и
позволяют уменьшить по сравнению с традицион�
ными средствами защиты растений экологиче�
скую нагрузку на окружающую среду [1–3]. На се�
годня эта группа стероидов насчитывает свыше 70
соединений [3–5]. Надо сказать, что фитостероид�
ные гормоны сходны с таковыми животных как по
своей структуре, так и по выполняемым функци�
ям: они регулируют в растениях экспрессию генов,
влияют на протекание процессов метаболизма,
рост и дифференцировку клеток [6, 7].

Тем не менее исследования по влиянию БС на
протекание ферментативных реакций у животных
находятся на начальном этапе и не позволяют сде�
лать обоснованные выводы ни о молекулярных
механизмах их потенциального влияния, ни о вза�
имосвязи структура–функция в отношении фер�
ментных систем.

Цель работы – выяснение путей возможного
воздействия брассиностероидов на ферментные
системы млекопитающих на примере двух природ�
ных соединений − 28�гомобрассинолида (28�ГБС)
и 24�эпибрассинолида (24�ЭБС) и их синтетиче�
ских (22S, 23S�дигидрокси)�стереоизомеров, уста�
новление роли структуры боковой цепи БС в их
влиянии на каталитические свойства монооксиге�
назной ферментной системы клеток печени,
участвующей в организме человека и животных в
превращении широкого круга органических со�

единений эндогенного и экзогенного происхожде�
ния, в т.ч. метаболической активации полицикли�
ческих ароматических углеводородов (ПАУ) в их
канцерогенные формы.

МЕТОДИКА

Реактивы. Трис�(оксиметил)�аминометан (“Реа�
хим”, Россия), бычий сывороточный альбумин,
свободный от жирных кислот (“Serva”, Германия);
NaOH и KOH (“Lachema”, Чехия); дитиотрейтол
(ДТТ), никотинамид�адениндинуклеотид�фосфат
восстановленный (НАДФН) (“Serva”, Германия);
7�этоксирезоруфин (“Sigma”, США), глицерин,
глицин, диметилсульфоксид, трихлоруксусная кис�
лота (ТХУ) (“Реахим”, х. ч., Россия). Препараты 28�
гомобрассинолид, (22S, 23S�дигидрокси)�28�гомо�
брассинолид (28�ГБС�S), а также 24�эпибрассино�
лид и (22S, 23S�дигидрокси)�24�эпибрассинолид
(24�ЭБС�S) были получены в соответствии с [8, 9].
Все соединения охарактеризованы ИК�спектрами,
зарегистрированными на приборе UR�20 (“Carl
Zeiss”, Германия) в таблетках KBr и пленках, а также
спектрами ЯМР, записанными на спектрометре
Avance�500 (“Bruker”, Германия) (500 МГц для ядер
1Н и 125 МГц для 13С) в растворах CDCl3 в 5 мм стан�
дартных ампулах. Масс�спектрометрические дан�
ные стероидных соединений определены на прибо�
ре Varian MAT�311 (“Varian”, США) при энергии
ионизирующего излучения 70 эВ.

В качестве биохимической модели использова�
ли микросомальную фракцию, выделенную из
клеток печени крыс�самцов 3 мес возраста с мас�
сой тела 200 г. Животным в течение первых 2 сут
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внутрибрюшинно вводился 20�метилхолантрен
(40 мг/кг сут в косточковом масле), а забор крыс в
опыт осуществлялся на 4 сут после начала введе�
ния [10].

Выделение и характеристика микросомальной
фракции печени крыс. Микросомальную фракцию
выделяли согласно [11] с дополнительным центри�
фугированием при 12000 g (15 мин при 4°C) перед
последующим центрифугированием при 100000 g.
Осадок ресуспендировали в буфере (0.01 М Трис�
ацетат, 20%�ный глицерин, 1 мМ ЭДТА, 1 мМ ДТТ,
рН 7.4), замораживали в жидком азоте и хранили
при −18°С. Содержание цитохрома Р�450 определя�
ли стандартным методом после добавления Na2S2O4
и пропускания СО [12]. Концентрация белка изме�
рялась с помощью набора фирмы “Пирс” (Piersce
Chemical Co., Rockford, IL.,США). Полученный
препарат, как правило, содержал 1.7 нмоль цито�
хрома Р�450 на 1 мг микросомального белка.

Определение каталитической активности цито�
хрома Р�450 по отношению к 7�этоксирезоруфину.
Окислительное деэтилирование 7�этоксирезору�
фина (ЭРОД) проводили по методу [13] при 37°С в
1 мл 0.05 М буфере (50 мM трис�НСl, 100 мM NaCl,
1 мM ЭДТА, рН 7.4), содержащем микросомаль�
ную фракцию печени животных. Концентрация
цитохрома Р�450 составляла 27.5 пмоль/мл. На�
чальная концентрация субстрата в большинстве
опытов была 0.5 мкМ. Реакцию начинали добавле�
нием НАДФН, проводили в течение 10 мин и оста�
навливали добавлением 1 мл ацетона, охлажден�
ного до 4°С. Концентрацию продукта (резоруфин)
определяли спектрофлуориметрически при длине
волны возбуждения 530 нм и длине волны испус�
кания 590 нм. 

Определение каталитической активности цито�
хрома Р�450 по отношению к бенз(а)пирену (Б(а)П).
Активность определяли по методу [14] с некоторы�
ми модификациями. Так, окисление Б(а)П осу�

ществляли при 37°С в 1 мл буфера (50 мM трис�НСl,
100 мM NaCl, 1 мM ЭДТА, рН 7.5), содержащем
микросомы индуцированных 20�метилхолант�
реном животных. Концентрация цитохрома Р�450
составляла 55 пмоль/мл. Реакцию начинали до�
бавлением НАДФН и проводили в течение 20 мин.
Начальная концентрация Б(а)П составляла
1.0 мкМ. Останавливали реакцию добавлением
1 мл холодного ацетона (0–4°С). После добавле�
ния ацетона вносили 3.25 мл гексана и экстраги�
ровали смесь в течение 1 мин с использованием
встряхивателя Мicro�Shaker�326m (Польша). Из
органической фазы отбирали 1 мл образца и экс�
трагировали 2 мл 1 н. раствора NaOH. Концентра�
цию 3�гидрокси�Б(а)П (продукт реакции) в щелоч�
ной фазе определяли спектрофлуориметрически
при длине волны возбуждения 396 нм и длине вол�
ны испускания 533 нм. 

Получение комплекса брассиностероидов с аль�
бумином. Для получения комплекса вначале гото�
вили 50 мкM раствор стероида в диметилсульфок�
сиде. Затем аликвоту раствора стероида добавляли
к 2%�ному раствору бычьего сывороточного аль�
бумина в мольном соотношении полиоксистеро�
ид–белок 3 : 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Структура исследованных нами стероидных со�
единений представлена на рис. 1. Как видно из ри�
сунка, использованные соединения имели одина�
ковое строение всех 4 колец, но отличались строе�
нием и конфигурацией боковой цепи. Так,
природный 24�эпибрассинолид содержит в поло�
жении 24R метильную группу, в то время как 28�го�
мобрассинолид имеет в этом положении 24S�
этильный заместитель. Отличительная особен�
ность синтетических производных обоих соедине�
ний заключалась в S�конфигурации атомов угле�
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Рис. 1. Структура использованных в работе брассиностероидов: I – структура колец брассиностероидов, II – 28�гомо�
брассинолид, III – 24�эпибрассинолид, IV – (22S, 23S)�28�гомобрассинолид, V – (22S, 23S)�24�эпибрассинолид.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 46  № 1  2010

ВЛИЯНИЕ СТРУКТУРЫ БОКОВОЙ ЦЕПИ БРАССИНОСТЕРОИДОВ 31

рода в положениях С22 и С23 боковой цепи, несу�
щих ОН�группы.

Отметим, что сравнительная характеристика
влияния органических веществ на биосистемы in
vitro часто осложнена ограниченной растворимо�
стью в воде и, как следствие, малой, а иногда, су�
щественно различной биодоступностью исследуе�
мых соединений. Для минимизации этого эффек�
та в настоящей работе полиоксистероиды
использовали в комплексах с альбумином. Образо�
вание комплекса характеризовали спектрами соб�
ственной флуоресценции белка, из которых рас�
считывали следующие параметры: А = (I320/I360)296;
В = (I320/I360)280 и Δ = В − А, где – I320 и I360 – интен�
сивность флуоресценции при длинах волн 320 и
360 нм соответственно [15]. Величины за скобками
указывают на длину волны возбуждения флуорес�
ценции. 

В соответствии с [15, 16], величина А характе�
ризует вклад триптофановых остатков в суммар�
ную флуоресценцию белка, а параметр Δ − вклад в
суммарную флуоресценцию остатков тирозина.
Полученные нами значения А, В и Δ, а также поло�
жение максимумов испускания флуоресценции
при длинах волн возбуждения 280 и 296 нм сведе�
ны в таблице. 

Данные таблицы позволяют утверждать, что до�
бавление к альбумину исследуемых брассиностеро�
идов в мольном соотношении стероид–белок 3 : 1
сопровождается достоверным изменением пара�
метров флуоресценции белка (р < 0.05), что можно
интерпретировать, как конформационные изме�
нения, обусловленные образованием альбумин�
стероидного комплекса.

В то же время близкие величины А, В и Δ для
комплексов альбумина со всеми соединениями
свидетельствуют в пользу идентичности образую�
щихся белок�стероидных структур (р > 0.05). 

Оценка влияния брассиностероидов на реакции
окисления 7�этоксирезоруфина и бенз(а)пирена
микросомами печени животных, индуцированных
20�метилхолантреном. Известно, что введение жи�
вотным 20�метилхолантрена приводит к усилен�
ному синтезу и тем самым к обогащению микросо�
мальной фракции клеток печени изоферментами
цитохрома Р�450, принимающими участие в де�
токсикации и биоактивации проканцерогенных
эндогенных и экзогенных соединений [10]. Про�
цессы детоксикации и биоактивации наиболее на�
глядно обоснованы на примере бенз(а)пирена [14,
17]. Так, окисление Б(а)П цитохромом Р�450 с об�

Характеристика спектров собственной флуоресценции сывороточного альбумина быка и его комплексов с брас�
синостероидами в мольном соотношении белок–стероид 1 : 3

Объект I320/296 I360/296 I320/280 I360/280 A B Δ
λмакс/296, 

нм
λмакс/280, 

нм

Альбумин 363 482 661 779 0.75 0.85 0.1 343 343

Альбумин + 28�гомобрассинолид 331 439 592 695 0.73 0.82 0.09 344 344

Альбумин + (22S, 23S)�28�гомобрассинолид 373 511 653 806 0.73 0.81 0.08 344 344

Альбумин + 24�эпибрассинолид 344 464 625 760 0.74 0.82 0.08 344 344

Альбумин + (22S,23S)�24�эпибрассинолид 394 545 648 822 0.72 0.79 0.07 344 344
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Рис. 2. Зависимость скорости окисления 7�этоксире�
зоруфина (% от контроля) монооксигеназной системой
от концентрации брассиностероидов (мкМ). Начальная
концентрация 7�этоксирезоруфина – 0.5 мкМ. Содер�
жание цитохрома Р�450–27.5 пмоль/мл, 50 мМ трис�
HCl�буфер, рН�7.4: 1 – 24�эпибрассинолид, 2 – 28�го�
мобрассинолид, 3 – (22S, 23S)�28�гомобрассинолид,
4 – (22S, 23S)�24�эпибрассинолид.



32

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 46  № 1  2010

СЫСА и др.

разованием фенольных и диольных производных,
которые в свою очередь являются субстратами
трансфераз, представляет собой один из главных
путей вывода из организма проканцерогенных по�
лициклических ароматических соединений, т.е. их
детоксикации. 

Напротив, эпоксидирование дигидроксипро�
изводных Б(а)П (например, 7,8�дигидрокси�7,8�
дигидро�бенз(а)пирена) приводит к появлению
соединений, обладающих сильными канцероген�
ными свойствами, т.е. к канцерогенной биоакти�
вации. Широко используемым субстратом, надеж�
но отражающим биоактивирующую функцию ци�
тохрома Р�450, считается 7�этоксирезоруфин [18,
19]. Детоксицирующую эффективность моноок�
сигеназной системы логично характеризовать ре�
акцией гидроксилирования бенз(а)пирена. Обе
эти реакции использованы нами в настоящей ра�
боте в качестве тестовых. 

Количественным показателем степени воздей�
ствия фитогормонов на ферментативную актив�
ность стала величина IC50, т.е. концентрация инги�
битора, при которой скорость реакции уменьшает�
ся в 2 раза. В тех случаях, когда влияние
исследуемого соединения было выражено слабо,
определяли скорость реакции в процентах по от�
ношению к контролю при концентрации соедине�
ния, равной 250 мкМ.

Поскольку при таких исследованиях использует�
ся концентрация субстрата, равная или близкая к
величине константы Михаэлиса (Км), этот параметр
был определен в специальных экспериментах и со�
ставил 0.5 мкМ для 7�этоксирезоруфина и 0.7 мкМ
для бенз(а)пирена.

Зависимости, характеризующие степень воз�
действия брассиностероидов на катализируемую
монооксигеназной системой реакцию деалкили�
рования 7�этоксирезоруфина, показаны на рис. 2. 

В соответствии с рис. 2, ингибирующий эффект
в отношении этоксирезоруфин�О�деалкилирую�
щей активности микросомальной фракции клеток
печени в значительной мере определяется структу�
рой боковой цепи исследованных нами соедине�
ний. Так, в случае 24�эпибрассинолида ингибирую�
щий эффект в исследованном диапазоне концен�
траций практически отсутствует. Для достижения
55–60%�ного уменьшения скорости реакции окис�
лительного деалкилирования этоксирезоруфина
было необходимо добавлять в реакционную смесь
24�ЭБС�S и 28�ГБС в концентрациях от 200 до
250 мкМ. В то же время изменение конфигурации
гидроксигрупп в природном 28�гомобрассинолиде
в положениях C22 и C23 с R на S приводило к резко�
му усилению ингибирующего эффекта. Рассчитан�
ное нами значение IС50 для данного соединения со�
ставило 25 мкМ. 

Укажем также, что все исследованные соедине�
ния не оказывали существенного влияния на реак�
цию детоксикации проканцерогенного вещества –
Б(а)П (рис. 3). 

Действительно, в случае эпи� и гомобрассино�
лида в исследованном диапазоне концентраций
стероида их эффект не проявляется вообще, а до�
бавление в систему (22S, 23S)�28�гомобрассиноли�
да и (22S, 23S)�24�эпибрассинолида приводило
лишь к 35%�ному ингибированию процесса при
концентрации соединений, равной 250 мкМ.

Несмотря на относительно короткую историю
исследования брассиностероидов, их исключи�
тельная роль в растительном мире сомнений не
вызывает. Установлены и многие молекулярные
механизмы их действия, показывающие, что БС
являются скоростьлимитирующим фактором в
клеточном развитии, выполняющими при этом
функции, сходные с таковыми стероидных гормо�
нов человека и животных [3–7]. При этом принци�
пиально важным считается наличие в структурах
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Рис. 3. Влияние брассиностероидов (мкМ) на окисление бенз(а)пирена (% от контроля). Начальная концентрация –
0.5 мкМ. Содержание цитохрома Р�450 – 55.0 пмоль/мл, 50мМ трис�HCl�буфер, рН�7.4: I – 24�эпибрассинолид, II –
28�гомобрассинолид, III – (22S, 23S)�28�гомобрассинолид, IV – (22S, 23S)� 24�эпибрассинолид.
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БС α,α�гидрокси�групп в кольце А и RR�конфигу�
рации диола в боковой цепи, что согласно [20, 21],
обеспечивает около 35 и 25% вклада в общую ак�
тивность соединения соответственно.

О роли В�кольца известно меньше, хотя показа�
но изменение активности при переходе от 7�окса�
лактонового к 6�кетоциклу и её полная потеря в
случае 6�оксалактоновой структуры [22, 23]. К ме�
нее принципиальным относят требования к типу и
конфигурации заместителя в положении C24 [20].
Все эти требования связывают со структурой ак�
тивных центров рецепторов, посредством которых
возможна гормональная рецепция в растениях. 

В настоящей работе мы попытались оценить
возможность прямого воздействия БС на моноок�
сигеназную ферментную систему микросом кле�
ток печени, принимающей участие в трансформа�
ции широкого круга ксенобиотиков, в т.ч. прокан�
церогенных полицикличеких ароматических
соединений типа бенз(а)пирена. Для повышения в
составе микросомальной фракции изоэферментов
цитохрома Р�450 (ЦИП1A1, ЦИП1A2, ЦИП1B1),
обладающих повышенной активностью в отноше�
нии ПАУ и способных превращать последние в
мощные канцерогены, животным предварительно
вводили 20�метилхолантрен, являющийся ин�
дуктором перечисленных выше форм цитохрома
Р�450 [25, 26].

Для характеристики монооксигеназной актив�
ности мы использовали 2 субстрата – 7�этоксирез�
оруфин и бенз(а)пирен. По отношению к первому
из них высокой каталитической активностью об�
ладают все индуцируемые 20�метилхолантреном
изоформы цитохрома Р�450. Второй служил для
оценки детоксицирующей функции монооксиге�
назной системы с помощью, так называемого,
Ahh�теста [10, 14]. В этом случае регистрируется
скорость превращения Б(а)П в его гидрокси�про�
изводные, которые после коньюгации выводятся
из клетки. Очевидно, что ингибирование этого
процесса является нежелательным для нормально�
го функционирования организма. 

Изменение типа и конфигурации заместителя в
положении C24 (этильная группа вместо метиль�
ной в 28�гомобрассинолиде в отличие от 24�эпи�
брассинолида) сказалось лишь в реакции с 7�эток�
сирезоруфином (см. рис. 2). Однако эффект был
выражен слабо и нам не удалось достигнуть двух�
кратного снижения скорости процесса даже при
повышении концентрации 28�гомобрассинолида
в реакционной среде до 250 мкМ. Тем не менее
следует сказать, что направленность эффекта со�
гласуется с данными работы [24], показывающим
большую активность БС с этильным в сравнении с
метильным заместителем в положении C24. В то же
время в нашем случае к ярко выраженному ингиби�
торному эффекту приводило изменение конфигу�
рации диольных групп с RR на SS в боковой цепи
обоих соединений. Причем значение IC50 для (22S,

23S�дигидрокси)�28�гомобрассинолида (25 мкМ) в
реакции с 7�этоксирезоруфином было сравнимо с
таковым 28�гомокастастерона (13 ± 2.6 мкМ) и кас�
тастерона (16 ± 5.3 мкМ), показавших максималь�
ную активность в опытах с раковыми клетками че�
ловека [24]. 

Особо следует подчеркнуть, что использован�
ные в работе брассиностероиды не оказывали су�
щественного влияния и на другую важную функ�
цию монооксигеназной системы, а именно гид�
роксилирование бенз(а)пирена, что необходимо
для его вывода из организма.

В целом, полученные результаты показывают
возможность не опосредованного стероидными
рецепторами, а прямого воздействия БС на фер�
ментативные процессы в организме млекопитаю�
щих. Степень такого влияния зависит от структуры
боковой цепи и тем самым предполагает возмож�
ность направленной модификации природных со�
единений с целью достижения необходимых фи�
зиологических эффектов.
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Effect of the Structure of the Brassinosteroid Side Chain on Monooxygenase Activity 
of Liver Microsomes
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Abstract—Possible pathways by which brassinosteroids affect the monooxygenase enzymatic system of
mammalian liver microsomes, which is involved in the transformation of a broad spectrum of xenobiotics,
were studied. The role of the structure of the side chain of brassinosteroids in the regulation of monooxygen�
ase activity was studied using two natural compounds (24�epibrassinolide and 28�homobrassinolide) and two
synthetic analogues, (22S, 23S�dihydroxy) stereoisomers. The results of this study show that brassinosteroids
can directly influence the functioning of the microsomal enzymatic system. It was found that the degree of
this influence depends on the side chain structure. This suggests the possibility of targeted modification of
natural compounds to ensure the desired physiological effects.
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