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РЕЗЮМЕ

Оксидативният стрес в мастната тъкан е 
ключов фактор в патогенезата на хронични ме-
таболитни нарушения като затлъстяване, ме-
таболитен синдром и диабет тип 2. В насто-
ящото изследване е приложен модел на оксида-
тивен стрес при преадипоцитна клетъчна ли-
ния, с цел да се проучи ефектът на етанолов екс-
тракт от дървесина на Morus nigra (черница) 
върху генната експресия на ензими, свързани с 
вътреклетъчната антиоксидантна защита – 
гама-глутамилцистеин лигаза и глутатион пе-
роксидаза. Получените резултати дават основа-
ние да се предполага, че в условия на оксидати-
вен стрес екстрактът проявява антиоксидант-
ни свойства чрез модулиране експресията на два-
та гена и вероятно има протективно действие 
върху нивата на клетъчния глутатион. В заклю-
чение, екстрактът от дървесина на черница би 
могъл да има благоприятен ефект в превенция-
та и контрола на метаболитни нарушения, въз-

никващи в резултат на оксидативен стрес.

Ключови думи: Morus nigra, оксидативен стрес, 
преадипоцити, гама-глутамилцистеин лигаза, 
глутатион пероксидаза

ABSTRACT

Oxidative stress in adipose tissue is a key factor in 
the pathogenesis of chronic metabolic disorders such 
as obesity, metabolic syndrome and type 2 diabetes. 
In the present study a model of oxidative stress in a 
preadipocyte cell culture was developed in order to in-
vestigate the effect of Morus nigra (mulberry) heart-
wood ethanol extract on the gene expression of two 
antioxidant enzymes – gamma-glutamylcystein ligase 
and glutathione peroxidase. The results revealed the 
potential of the extract to modulate the the expression 
of both genes and probably to mantain intracellular 
glutathione levels. In conclusion, the mulberry heart-
wood ethanol extract could have a beneficial effect in 
the prevention and control of oxidative stress-based 
metabolic disorders.

Keywords: Morus nigra, oxidative stress, preadipocytes, 
gamma-glutamylcysteine ligase, glutathione peroxidase
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ВЪВЕДЕНИЕ

Оксидативният стрес е в основата на реди-
ца хронични заболявания и метаболитни нару-
шения като атеросклероза, затлъстяване и свър-
заните с него метаболитен синдром и диабет (3, 
6, 7, 9). Пептидът глутатион (GSH) е най-мощни-
ят вътреклетъчен антиоксидант (8). Промените 
в съотношението редуциран/окислен глутатион 
(GSH/GSSG) са показателни за способността на 
клетките да реагират на оксидативни стресови 
промени на средата. Полифенолите в растител-
ните екстракти могат да влияят върху клетъч-
ния редокс баланс чрез повлияване генната екс-
пресия на ензими, свързани с обмяната на глу-
татиона, такива като γ-глутамилцистеин лигаза 
(GCL) и глутатион пероксидаза (GPx) (5).

Morus nigra L. (черница) е растение, което тра-
диционно се прилага в народната медицина при 
различни неразположения и заболявания. Добре 
известно е, че препарати от плодовете, листата и 
кората на корените притежават противовъзпа-
лителни, диуретични, хипогликемични и хипо-
тензивни свойства (2,11,17). Освен като лечебно 
растение черницата намира и други традицион-
ни приложения - сърцевината на дървесината се 
използва като материал за бъчви, за съхранение 
и отлежаване на алкохолни напитки. Въпреки че 
алкохолните екстракти от дървесина на черни-
ца имат специфичен фитохимичен състав (4), все 
още няма данни за техните биологични ефекти. 
Наскоро беше установено, че етанолов екстракт 
от дървесина на черница проявява изразена ан-
тиоксидантна активност, ясно корелираща с ви-
соко полифенолно съдържание (16).

Целта на настоящото изследване е да се ус-
танови как 40% етанолов екстракт от дървеси-
на на черница би повлиял върху експресията 
на гените за GCL и GPx-4 (глутатион перокси-
даза-4) в модел на клетъчен оксидативен стрес в 
преадипоцити. 

МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ

Обработка на дървесината и приготвяне 

на екстракта

Дървесината беше обработена по популярна-
та технология на „опушване”, при която трески-
те се варят 10 минути, след което се накисват в 
студена вода за 24 часа и се сушат за 15 минути 
при температура 150-190оС. За приготвяне на из-
влеците е спазена пропорцията от традиционна-
та рецепта за оцветяване на високоалкохолни на-
питки: 2g дървесина се поставят в 1 литър 40% 

етанол. Разтворът престоява в тъмни стъклени 
бутилки в продължение на 40 дни.

Дизайн на експеримента

Клетъчните линии, използвани в експери-
ментите, са закупени от АТСС (American Type 
Culture Collection) – САЩ. 

Клетки от преадипоцитна 3Т3-L1 клетъчна 
линия (Swiss albino Mus musculus) бяха култи-
вирани в DMEM хранителна среда (Dulbecco‘s 
Modified Eagle‘s Medium, Lonza), с добавени към 
нея пеницилин/стрептомицин (100 U/ml крайна 
концентрация) и фетален телешки серум с край-
на концентрация 10%. След инкубиране на тъм-
но при 37ºС, 5% СО

2
 и достигане на 70-80% кон-

флуентност, клетките бяха засяти в 6-ямкови 
фласки с първоначална гъстота 2х105 кл/ямка и 
бяха подложени на различни третирания. 

Бяха приготвени по три разреждания от 
екстракта от M. nigra (М) или 40% етанол (Et) 
в DMEM (без фенол ред), както следва: 6,25μl, 
12,5μl или 25μl в 2 ml хранителна среда, съответ-
но до крайна концентрация 0,3%, 0,6% и 1,25%. За 
индуциране на оксидативен стрес беше прило-
жен третичен бутилов хидропероксид (tB), както 
е описано по-рано (19). 

В зависимост от третирането бяха определе-
ни следните групи: група C (контрола нетретира-
ни клетки в хранителна среда), група tB (клетки 
с добавен оксидант в хранителната среда), групи 
M 0.3/0.6/1.25 и M 0.3+tB/0.6+tB/1.25+tB (клетки, 
третирани с крайна концентрация на екстракт 
от M. nigra, съответно 0.3, 0.6 и 1.25%, без или в 
присъствието на оксидант), група Et 0.3/0.6/1.25 
и Et 0.3+tB/0.6+tB/1.25+tB (клетки, третирани с 
крайна концентрация етанол, съответно 0.3, 0.6 
и 1.25%, без или в присъствието на оксидант). 
След 24 часа инкубиране със съответното трети-
ране клетките бяха подготвени за изолиране на 
РНК.

Генна експресия

Изолирането на обща РНК от клетките беше 
извършено с помощта на TriReagent, като при из-
пълнение на лабораторния протокол бяха след-
вани указанията на производителя (Ambion). 
С цел отстраняване замърсяването от геном-
на ДНК беше извършено ДНКазно третиране с 
DNАse I RiboPureTM-Blood Kit (Sigma). След по-
лучаване на чиста РНК беше осъществена реак-
ция на обратна транскрипция за синтез на копи 
ДНК (кДНК) с помощта на Revertaid™ First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Амплификация 
на получената кДНК беше осъществена с коли-
чествен Real-Time PCR анализ в реално време 
(RT-PCR) с помощта на ген-специфични прайме-
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ри. Праймерите са съставени с помощта на Real-
Time PCR gene expression design tool със свободен 
достъп в интернет и са синтезирани от Sigma-
Aldrich и Integrated DNA Technologies. Нукле-
отидната последователност на праймерите, из-
ползвани за анализ на нивото на генната експре-
сия на избрани гени, са представени в Таблица 1. 
Като ендогенна контрола, спрямо която се нор-
мализират стойностите на флуоресценция, беше 
използван β-актин. Всички измервания бяха из-
вършени в три повторения. Нивата на генната 
експресия са изчислени по 2-ΔΔCt метода (12) и са 
представени в относителни единици, в сравне-
ние с нетретираната контрола, при която ниво-
то на експресия на анализирания ген се приема 
за единица. 

Статистически анализ

Получените стойности са представени като 
средна стойност от минимум три измерва-
ния ±стандартна грешка на средната стойност 
(Mean±SEM). Статистическата обработка на да-
нните е извършена с помощта на еднофакторен 
вариационен анализ (one-way ANOVA), послед-
ван от Dunnett’s multiple comparison post test. 
Сравнение между всеки две независими групи е 
извършено със Student’s t-test. За статистически 
достоверни се приемат стойности при p<0.05. За 
статистическия анализ и графичното предста-
вяне на резултатите е използвана статистиче-
ската програма GraphPadPrism (v. 5.00, GraphPad 
Software Inc.).

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ

С цел да проучим потенциалния антиокси-
дантен ефект на етанолов извлек от дървесина 
на M. nigra, изследвахме ефекта му върху тран-
скрипционните нива на два гена, свързани с об-
мяната на глутатиона в условия на индуциран 
оксидативен стрес. За установяване на евентуал-
на зависимост на тези ефекти от концентрация-
та, приложихме три нарастващи концентрации, 

подбрани въз основа на предварително проведен 
тест за цитотоксичност (15). Наред с това бяха 
приложени и същите концентрации етанол или 
етанол + оксидант, с цел да се разграничат ефек-
тите на екстрахираните активни компоненти от 
тези на самия етанол като разтворител. Третич-
ният бутилов хидропероксид широко се използ-
ва за индуциране на клетъчен оксидативен стрес. 
Неговият метаболизъм се асоциира с пероксида-
ция на мембранните липиди и изчерпване нива-
та на глутатион в клетката (10,13,18).

На фигури 1 и 2 са обобщени резултатите от 
промяна в транскрипционните нива на гените 
за GCL и GPx-4 респективно, под действието на 
изследвания екстракт. Приложеният оксидант 
предизвика значително повишаване нивата на 
иРНК и на двата изследвани ензима в сравнение 

с нетретираните контроли. 

Както е показано на фиг. 1, и трите концен-
трации на самостоятелно приложения извлек 
значително стимулират експресията на GCL в 
сравнение с нетретираните клетки, като силата 
на ефекта е в правопропорционална зависимост 
от концентрацията. Освен това в най-голямата 
си концентрация (М1.25) екстрактът има много 
по-изразен стимулиращ ефект върху експреси-
ята в сравнение със същата концентрация ета-
нол (р<0.01) и в сравнение със същата концентра-
ция екстракт, приложен в условия на оксидати-
вен стрес (М1.25+tB). 

Описаните резултати са в съответствие с да-
нните от други изследвания, в които е установе-

ГЕН НУКЛЕОТИДНА СЕКВЕНЦИЯ

β-actin
F: 5’-ACGGCCAGGTCATCACTATTG-3’

R: 5’-CAAGAAGGAAGGCTGGAAAAG- 3’

GCLc
F: 5’-AATGGAGGCGATGTTCTTGAG -3’

R: 5’-CAGAGGGTCGGATGGTTGG-3’

GPx-4
F: 5’- CCCCACTGCGCTCATGA-3’

R: 5’-GGCACACCGGAGACCAAA- 3’

Таблица 1. Нуклеотидна последователност на 
праймерите, използвани за RT-PCR анализ

Фигура 1. Експресия на гена за GCL в 3T3-L1 преа-
дипоцити, третирани с нарастващи концентра-
ции етанолов извлек от дървесина на M. nigra или 
етанол, в нормална хранителна среда или в усло-
вия на t-ButOOH индуциран оксидативен стрес; 
***p<0.001 и **p<0.01 спрямо С; ##р<0.01 спрямо М 
0.3 и М 0.6; аар<0.01 спрямо Et 1.25; bbp<0.001 спря-

мо М 1.25
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но, че полифенолите, съдържащи се в екстракти 
или самостоятелно приложени, могат да инду-
цират експресията на гена за GCL, като при тези 
ефекти индуциращата сила на екстрактите е зна-
чително по-изразена в сравнение с етанолови-
те контроли (1,14). Богатите на полифеноли рас-
тителни екстракти биха могли да намалят съот-
ношението GSH/GSSG поради изчерпването му 
в хода на тяхната биотрансформация. От друга 
страна, в ролята си на мощни екзогенни анти-
оксиданти полифенолите могат да играят ком-
пенсаторна роля при състояния на оксидати-
вен стрес. В предишно наше изследване беше 
показано, че екстрактът от дървесина на черни-
ца има изразена in vitro антиоксидантна актив-
ност, корелираща с високо полифенолно съдър-
жание (16). Може да се предположи, че прило-
жен в условията на оксидативен стрес, изследва-
ният екстракт има протективен ефект върху ни-
вата на клетъчния глутатион, с което се обясня-
ват по-ниските нива на иРНК за ензима в група-
та М1.25+tB.

Както изследваният извлек, приложен са-
мостоятелно, така и контролата етанол не по-
влияха експресията на гена за GPx-4 в 3T3-L1 
преадипоцити (фиг. 2). Двете по-ниски концен-
трации на екстракта (М 0.3 и М 0.6) не оказаха 
влияние върху индуцираните от оксиданта нива 
на иРНК на ензима (групи М0.3+tB и М0.6+tB 
съответно). За разлика от тях обаче най-висока-
та концентрация оказа значителен инхибиращ 
ефект върху експресията на гена. Този резултат 

също би могъл да е в подкрепа на допускането, че 
полифенолите, екстрахирани в екстракта, вли-
зайки в ролята на антиоксиданти, предпазват 
клетката от изчерпване на глутатиона и съответ-
но понижават необходимото количество ензими, 
свързани с неговия метаболизъм.

ИЗВОДИ

На базата на получените резултати може да 
се обобщи, че етаноловият извлек от дървеси-
на на черна черница има модулиращ ефект вър-
ху генната експресия на ензими от метаболизма 
на глутатион. В условия на индуциран оксидати-
вен стрес екстрактът проявява изразен антиок-
сидантен ефект, чрез който оказва протективно 
действие върху нивата на клетъчния глутатион. 
От гледна точка на това, че оксидативният стрес 
в мастна тъкан се асоциира с нискостепенно въз-
паление и произтичащи от него метаболитни 
нарушения, може да се очаква, че екстрактът от 
дървесина на черница е потенциален източник 
на активни компоненти в превенцията на свър-
заните хронични заболявания.
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