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Насекомые давно привлекают внимание ис�
следователей как источник биологически актив�
ных веществ, присутствующих в тканях различ�
ных видов насекомых на различных стадиях их
жизненного цикла [1, 2]. Анализ химического со�
става некоторых видов беспозвоночных показал,
что пчела Apis mellifera, настоящие саранчовые
(семейство Acrididae), домовый сверчок (Acheta
domesticus), американский таракан (Periplaneta
americana), личинки и взрослые особи мучного
хрущака (Tenebrio molitor), личинки восковой мо�
ли (Galleria mellonella), шелкопряда (Bombyx mori),
падальной мухи семейства каллифорид (Calli�
phoridae), черной львинки (Hermetia illucens) и др.
содержат не только протеины, жиры, но и хитин,
минералы, аминокислоты, полиненасыщенные
жирные кислоты и витамины, эфирные масла,
другие биологически активные вещества, вклю�
чая новые антимикробные пептиды [3–9]. В на�
учной литературе имеются единичные сведения о
возможности медицинского применения экс�
трактов жука�чернотелки Ulomoides dermestoides
из семейства Tenebrionidae, обладающих проти�
вовоспалительным, иммуномодулирующим эф�
фектом [10] и цитотоксичностью по отношению к
клеткам A549 опухолей (легочной аденокарцино�
мы) [11]. Близким видом к Ulomoides dermestoides
является жук Alphitobius diaperinus, который также
используется в народной медицине для лечения
различных заболеваний, в том числе одной из
наиболее социально значимых – болезни Пар�
кинсона. Было предположено, что гомогенат
биомассы жука Alphitobius diaperinus может обла�

дать ингибирующей активностью в отношении
токсина МФТП (метилфенилтетрагидропири�
дин), вызывающего экспериментальный паркин�
сонизм у мышей линии С57BL/6JSto [12, 13].

Целью настоящей работы было выявление
возможности блокирования с помощью препара�
та из гомогената жука Alphitobius diaperinus, иммо�
билизованного на фитоносителе, развития мы�
шиного паркинсонизма, вызванного введением
токсина МФТП. 

Гомогенат биомассы взрослого жука�черно�
телки Alphitobius diaperinus получили с использо�
ванием лабораторного блендера Waring 800S
(“Waring”, США) и затем иммобилизовали его на
специально приготовленном сорбенте. В каче�
стве сорбентра использовали стерильные пище�
вые пшеничные отруби, увлажненные 1%�м мо�
локом до 50% влажности массы, на поверхности
которых молочнокислые бактерии Enterococcus и
Leuconostoc образовали биопленку в процессе
твердофазной ферментации отрубей. Образова�
ние биопленки контролировали с помощью ска�
нирующего электронного микроскопа МВ 2300
(“CamScan”, Чехия). Для этого на покровное
стекло (S = 18 × 18 мм2) помещали каплю изото�
нического (0.5 М) раствора сахарозы и сверху
осторожно насыпали сырую ферментационную
массу. Затем стекло высушивали на воздухе при
комнатной температуре в течение суток. Ниж�
нюю часть стекла прикрепляли с помощью двух�
сторонней проводящей углеродной ленты к по�
верхности манипуляционного столика. Верхнюю
часть покровного стекла напыляли золотом под
вакуумом согласно стандартной процедуре при�
готовления препаратов для электронной скани�
рующей микроскопии. 

Полученный препарат иммобилизованного
гомогената жука хранили в холодильнике и еже�
дневно в течение недели скармливали опытным
мышам, для чего его добавляли в кормосмесь пу�
тем дробного смешения и тщательного переме�
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шивания (из расчета 4 г препарата на 1 кг кормо�
вой смеси). Кормосмесь состояла из каши, вклю�
чающей отваренные овес и горох, с добавлением
проса в сыром виде и растительного масла. 

Методом весовых аналогов были составлены
3 группы мышей (молодые половозрелые самцы
линии C57BL/6JSto, n = 15): “К1” – контрольная
группа без воздействия (животным не вводили
токсин, и они не получали препарат в составе
кормосмеси); “К2” – контрольная группа мы�
шей, которым инъецировали токсин, но не дава�
ли препарат в составе кормосмеси; “О1” – опыт�
ная группа (мыши, в рацион которых вводили
препарат и которым была сделана инъекция ток�
сина).

В течение первой недели опыта мыши группы
“О1” получали препарат в составе корма. Живот�
ные контрольных групп “К1” и “К2” получали
аналогичный корм без препарата. Затем живот�
ным группы “О1” и группы “К2” был введен под�
кожно токсин МФТП в дозе 40 мг/кг, после чего в
течение последующих двух недель мыши получа�
ли такой же корм, как и до инъекции (опытные
продолжали получать препарат, контрольные –
нет). Мыши “К1” в течение всего опыта получали
стандартный рацион вивария без препарата, и
этим мышам не вводили токсин. Спустя две недели
после введения токсина у мышей всех групп реги�
стрировали изменения массы тела, оценивали ко�
ординацию движений и физическую выносливость
с использованием аппарата “вращающийся стер�
жень” Rota�Rod (“TSE Systems”, Швейцария/Гер�
мания). Скорость вращения стержня – 6 об./мин,
продолжительность экспозиции – 10 мин. Стати�
стическую обработку результатов проводили с по�
мощью методов непараметрической статистики
(односторонний дисперсионный анализ Краскела–
Уоллиса, критерий Манна–Уитни, критерий зна�
ков). 

Поражение головного мозга мышей при разви�
тии паркинсонизма, связанное с разрушением до�

фаминсодержащих нейронов, оценивали посред�
ством подсчета дофаминергических нейронов, им�
муногистохимически окрашенных на ключевой
фермент биосинтеза катехоламинов – тирозингид�
роксилазу (ТГ). Животных усыпляли внутрибрю�
шинным введением летальной дозы уретана (бо�
лее 1 г/кг). Кровеносную систему транскардиаль�
но перфузировали раствором фосфатно�солевого
буфера (PBS), pH 7.4, а затем – 4%�м раствором
формальдегида в PBS. После дополнительной
фиксации в растворе формальдегида в течение 12  ч
при +4°С мозг пропитывали 30%�м раствором са�
харозы в PBS 24 ч при +4°С. В дальнейшем мозг
резали с помощью замораживающего микротома.
Фронтальные срезы толщиной 40 мкм, содержа�
щие черную субстанцию, собирали в PBS. Для
иммуногистохимического окрашивания каждый
4�й срез помещали в раствор моноклональных
мышиных антител против ТГ (T2928 “Sigma”,
США), разведенных в отношении 1 : 200 в раство�
ре PBS с добавлением 2% нормальной лошадиной
сыворотки, 0.3% детергента Тритон X�100 (“Sig�
ma”). В этом растворе срезы содержали при 4–
8°С в течение 12 ч при постоянном перемешивании.
После промывки в PBS срезы на 1 ч погружали в
раствор биотинилированных антител лошади про�
тив иммуноглобулина мыши (“Vector Laboratories”,
США), разведенных PBS в отношении 1 : 100 с до�
бавлением 0.3% Тритон X�100 при комнатной
температуре. Затем после трехкратной промывки
в PBS срезы помещали в раствор комплекса ABC
(“Vector Laboratories”) в PBS при разведении
1 : 200 также на 1 ч и проводили стандартную пе�
роксидазную реакцию с помощью 0.03%�го рас�
твора диаминобензидина (“Sigma”) в PBS с до�
бавлением 0.01%�й перекиси водорода. Окра�
шенные срезы помещали на предметные стекла,
покрывали 50%�м глицерином и покровным
стеклом. Количественный анализ ТГ�позитив�
ных клеток на иммуногистохимически окрашен�
ных срезах проводили с помощью микроскопа

Таблица 1.  Результаты (M ± SE) опыта по блокированию развития паркинсонизма у мышей гомогенатом жука
Alphitobius diaperinus

Показатели

Группа

“К1” 
(контроль)

“К2” 
(токсин)

“О1” 
(токсин + антидот)

Масса тела начальная, г 24.0 ± 0.8 26.1 ± 0.1 25.5 ± 0.7

Масса тела через 2 недели после введения токсина, г 26.0 ± 0.9 25.6 ± 1.1 27.1 ± 0.9

Изменение массы тела, г +2.0** –0.6 +1.6**

Средний период удерживания на ротароде, мин >10′ (15/15)* <10′ (2/12)* >10′ (13/15)*

% животных, удержавшихся на ротароде более 10′ 100** 17 87**

Количество ТГ�позитивных клеток SNpc в срезах мозга 18083 ± 1488** 9704 ± 947 19080 ± 1216**

* – число мышей, продержавшихся >10 мин на ротароде/общее число мышей в выборке (в скобках); ** – p < 0.05 при срав�
нении с группой “К2”. 
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УШАКОВА и др.

Olympus IX81 (“OLYMPUS Corp.”, Япония),
снабженного моторизованным предметным сто�
ликом Märzhäuser motorized stage (“Märzhäuser
Wetzlar”, Германия), управляемым с помощью
компьютера, и цифровой фотокамерой Olympus

DP72. Подсчет клеток осуществляли с монитора
компьютера с использованием программы
“Cell*” (Olympus Soft Imaging Solution GmbH). 

Электронно�микроскопические исследования
структуры примененного сорбента выявили ее
уникальность, что связано с образованием слож�
ного рельефа поверхности носителя при твердо�
фазном культивировании молочнокислых бакте�
рий на пшеничных отрубях, увлажненных моло�
ком. Молочный жир находится в молоке в виде
жирных шариков диаметром 0.2–10 мкм, окру�
женных лецитино�белковой оболочкой. Оболоч�
ка жирового шарика обладает поверхностной ак�
тивностью, определяющей способность шариков
сорбироваться на частицах отрубей (рис. 1а).
Пробиотические бактерии присутствуют в соста�
ве биопленки (рис. 1б). Фрагменты жука сорбиру�
ются на таком носителе, при этом биологически
активные компоненты насекомого, как показал
проведенный эксперимент, сохраняют свою фи�
зиологическую эффективность. 

Результаты опытов на мышах представлены в
табл. 1. У 13 из 15 мышей группы “О1" (антидот +
токсин) наблюдали сохранение координации
движений и физической выносливости в тесте
вращающегося стержня, как и у контрольных жи�
вотных (группа “К1”), которым не был введен
токсин. Наоборот, в группе мышей, не получав�
ших с пищей “антидот” в виде специально подго�
товленного гомогената биомассы Alphitobius dia&
perinus, но получивших токсин (группа “К2”),
лишь 2 мыши из 12 сумели продержаться на вра�
щающемся стержне более 10 мин. У мышей груп�
пы “О1” так же, как и у животных группы “К1”,
мы зарегистрировали прирост массы тела, в отли�
чие от животных группы “К2” (токсин), у кото�
рых интоксикация вызвала снижение массы тела. 

50 мкм 20 мкм(б)(а)

Рис. 1. Структура поверхности фитоносителя. а – сорбированные шарики молочного жира на поверхности отрубей,
б – биопленка молочнокислых бактерий на поверхности отрубей (выделено).

500 мкм

(а)

(б)

(в)

Рис. 2. Поперечный срез головного мозга. а – мыши
из контрольной группы “К1”. Темным отмечены
клетки, содержащие ТГ – фермент, образующий до�
фамин. В центре микрофотографии – область вен�
тральной покрышки среднего мозга, расходящиеся
“крылья” – компактная часть черной субстанции. Та
же область головного мозга мыши из группы “К2” (б)
и группы “О1” (в) через 2 недели после введения под�
кожно нейротоксина МФТП.
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Гистологические исследования выявили умень�
шение количества ТГ�содержащих нейронов в ком�
пактной зоне черной субстанции (SNpc) у мышей
группы “К2” по сравнению с мышами группы “К1”
и животными группы “О1”. По данному показа�
телю значения групп “К1” и “О1” достоверно не
различались. Полученные результаты указывают
на отсутствие поражения дофаминсодержащих
нейронов головного мозга мышей группы “О1”,
получавших антидот и токсин, характерного для
развития паркинсонизма (рис. 2).

Таким образом, иммобилизованный на фитоно�
сителе гомогенат жука Alphitobius diaperinus проде�
монстрировал выраженную способность нейтрали�
зовывать действие на мышей токсина МФТП, мо�
делирующее паркинсонизм. Возможно, что этот
эффект связан с ингибированием фермента мо�
ноаминоксидаза B [13].

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы фундаментальных исследований
Президиума РАН “Фундаментальные исследова�
ния для разработки биомедицинских техноло�
гий”, проект № 45�П.
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