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Аннотация. Исследовано влияние экстрактов корня и надземной части астрагала перепончато-
го (АП) на уровень внутриклеточного кальция при эксайтотоксическом действии глутамата и вы-
живаемость нейронов при низкокалиевом апоптозе. Установлено, что экстракты корня и надземной 
части АП увеличивают выживаемость нейронов мозжечка в низкокалиевой среде, индуцирующей 
апоптоз, снижают внутриклеточный уровень Са2+ в условиях нейротоксического действия глута-
мата. Наиболее выраженный эффект на уровень Са2+ оказывает экстракт корня АП. По-видимому, 
нейропротекторный эффект экстрактов корня и надземной части АП может быть связан со стабили-
зацией кальциевого гомеостаза нейронов.

Ключевые слова: астрагал перепончатый, нейроны мозжечка, низкокалиевый апоптоз, глута-
матная эксайтотоксичность, кальций.

Abstract. The effect of the aerial part and root extracts of Astragalus membranaceus (AM) at the level 
of intracellular calcium under glutamate excitotoxicity and neuronal survival in low-potassium apoptosis. 
Found that extracts of roots and aerial parts AM increase cerebellar neuronal survival in low-potassium 
medium, inducing apoptosis, reduces intracellular Ca2+ levels under glutamate neurotoxicity . The most 
pronounced effect on the level of Ca2+ has a root extract AM. Apparently, that neuroprotective effect of the 
aerial parts and root  extracts of AM can be connected with the stabilization of neuronal calcium homeostasis.

Keywords: Astragalus membranaceus, cerebellar neurons, low-potassium apoptosis, glutamate 
excitotoxicity, calcium.
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По данным Всемирной организации здравоох-
ранения, ежегодно в мире регистрируется 15–20 
млн новых случаев инсультов, при этом более 
80% выживших больных остаются инвалидами. 
В виду этого ишемическое повреждение голов-
ного мозга является важной медико-социальной 
проблемой, успешной решение которой позволит 
повысить эффективность фармакотерапии многих 
заболеваний человека [1]. В связи с этим пред-
ставляется весьма важным поиск новых направ-
лений и средств воздействия на различные звенья 

данного патологического процесса, а также изуче-
ние механизма их действия.

В последнее время наряду с традиционными 
нейропротекторными лекарственными препарата-
ми, значительное внимание уделяется раститель-
ным экстрактам с нейропротекторными свойства-
ми [2]. Среди вышеназванных средств особый 
интерес представляет астрагал перепончатый 
(Astragalus membranaceus (Fish.) Bunge) - много-
летнее травянистое растение семейства Fabaceae. 
Астрагал перепончатый - традиционное средство 
народной медицины Китая, Монголии, Тибета. В 
китайской традиционной медицине его корень уже 
около 300 лет применяется для лечения постин-
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сультных больных [3]. Результаты исследований, 
полученные в последние 10 лет, свидетельствуют 
о том, что экстракт корня АП и его отдельные ком-
поненты оказывают нейропротекторное действие 
при моделировании ишемии in vitro и in vivo. Он 
является потенциальным нейропротектором при 
лечении болезни Паркинсона, стимулирует рост 
периферических нервов, препятствует эксайто-
токсичности [4, 5, 6, 7]. Проведенные нами ранее 
исследования [8, 9] показали, что экстракты и 
корня, и надземной части АП повышают устой-
чивость культивируемых нейронов мозга к глута-
матной эксайтотоксичности. При этом экстракты 
корня и надземной части обладают высокой и 
практически равной эффективностью. 

При гипоксии и ишемии мозга ведущим пато-
генетическим фактором повреждения нейронов 
является гиперстимуляция нейрональных рецеп-
торов возбуждающими аминокислотами [10, 11]. 
Токсическое действие возбуждающего медиато-
ра глутамата – «феномен эксайтотоксичности» 
влечет за собой метаболические, медиаторные и 
структурные изменения нейронной сети с непре-
менным развитием некроза и апоптоза нейронов. 
Пусковым элементом процесса на пике развития 
феномена эксайтотоксичности выступает массив-
ное поступление в клетки ионов кальция [12]. С 
другой стороны, апоптоз может быть вызван сни-
жением внутриклеточной концентрации Са2+ [13]. 
Таким образом, поддержание кальциевого гоме-
остаза является крайне важным для выживания 
нейронов. В связи c этим выяснение воздействия 
экстрактов АП на гомеостаз Са2+ в клетках пред-
ставляется весьма актуальным.

Цель работы – изучение влияния экстрактов 
корня и надземной части астрагала перепончато-
го на уровень кальция в нейронах мозга при экс-
айтотоксическом воздействии глутамата, а также 
на выживаемость нейронов при низкокалиевом 
апоптозе.

Методика эксперимента
Корни и надземная часть астрагала перепон-

чатого были собраны в окрестностях г. Улан-Уде 
(трава – в период массового цветения, в июле, 
корни – в сентябре). Сырье высушивали, измель-
чали и готовили экстракты [14]. Для исследова-
ний применяли водные растворы экстрактов. 

В работе использованы 7–8-дневные культуры 
нейронов мозжечка, полученные от 7–9-дневных 
крысят методом ферментно-механической дис-
социации [15]. Культуры выращивали в 96-лу-

ночных планшетах, покрытых поли-L-лизином, 
в культуральной среде, содержащей 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки, 2 мМ глутамина, 
10 мМ буфера НEPES, 25 мМ KCl. В культуры, 
использованные для определения влияния экс-
трактов на уровень Са2+, через 24 часа от начала 
культивирования был добавлен 1 мкМ арабино-
зидмоноцитозида для предотвращения пролифе-
рации не нейрональных клеток.

Для исследования влияния экстрактов АП 
на уровень кальция при глутаматной эксайто-
токсичности использовали флуоресцентный 
зонд Fluo-4 AM, который внутри клетки расще-
пляется до Fluo-4, взаимодействующего со сво-
бодным кальцием и дающего флуоресценцию, 
регистрация которой и позволяет исследовать 
уровень кальция в нейронах. Fluo-4 АМ вносили 
в культуральную среду на 30 мин в концентра-
ции 5 мкМ. Воздействие глутаматом осущест-
вляли в солевом растворе (мМ): NaCl - 154; KCl 
- 25; Na2HPO4

х12H2O - 0,35; CaCl2 - 2,3; NaHCO3 
- 3,6; глюкоза - 5,6; HEPES - 5 (pH 7,5). Длитель-
ность воздействия глутамата составляла 10 мин, 
концентрация - 100 мкМ. По истечении 10 мин 
культуры промывали солевым раствором и пере-
носили в солевой раствор с экстрактами, либо 
в солевой раствор без экстрактов. Контрольные 
культуры помещали на 10 мин в солевой раствор 
без глутамата. Исследуемые экстракты вноси-
ли в культуры в концентрации 90 мкг/мл после 
воздействия глутамата. Измерение интенсивно-
сти флуоресценции производили спустя 60 мин 
после воздействия глутамата на многофункцио-
нальном ридере для микропланшетов Filter Max 
F5 при длине волны возбуждения 485 мкм, эмис-
сии 535 мкм. Перед измерением культуры триж-
ды промывали солевым раствором. Результаты 
измерения представлены в %, за 100% принима-
ли интенсивность флуоресценции контрольных 
культур. 

Индукцию апоптоза в культурах нейронов 
мозжечка крыс производили снижением концен-
трации ионов калия в культуральной среде спу-
стя 7 дней культивирования. Для экспериментов 
использовали бессывороточную среду [16]. За-
меняли культуральную среду с 25 мМ К+ на бес-
сывороточную с 5 мМ К+. Контрольные культуры 
помещали в бессывороточную среду с 25 мМ К+. 
В часть культур были добавлены экстракты корня 
или надземной части АП в концентрации 90 мкг/
мл. Спустя 24 часа культуры фиксировали ФУСом, 
окрашивали трипановым синим и проводили под-
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счет числа живых и погибших нейронов на инвер-
тированном микроскопе. Результаты представле-
ны как процентная доля живых нейронов. 

Статистическую обработку данных проводи-
ли в программе STATISTICA 10 с использованием 
t-критерия Стьюдента.

Обсуждение результатов
Результаты исследования влияния экстрактов 

АП на выживаемость нейронов при низкокалие-
вом апоптозе представлены на рисунке 1. Анализ 
данных показал, что при инкубации культур в те-
чение 24-х часов в бессывороточной среде с 5 мМ 
К+, наблюдается резкое сокращение числа живых 
нейронов (до 34,0±2,4%). Внесение в эту же среду 
экстрактов корня или надземной части астрагала 
перепончатого способствует увеличению доли 
живых нейронов на 10,3 и 9,7%, соответствен-
но. То есть, экстракты корня и надземной части 
астрагала оказывают статистически значимый и 
практически равный защитный эффект на нейро-
ны мозжечка в низкокалиевой среде, вызывающей 
апоптоз. В бессывороточной среде с 25 мМ К+ 
экстракты астрагала перепончатого не оказыва-
ют влияния на выживаемость нейронов, их число 
остается на уровне контроля.

Таблица 1.
Влияние экстрактов астрагала перепончатого на интенсивность флуоресценции Fluo-4 в культурах нейронов 

мозжечка при глутаматной эксайтотоксичности.
Интенсивность флуоресценции Fluo-4, %

Контроль Экстракт
корня

Экстракт
надземной части Глутамат Глутамат +

экстракт корня
Глутамат  + экстракт 

надземной части
100,0±5,4 93,7±10,9 94,8±11,4 416,9±22,3 359,9±13,4* 388,8±16,9

* - р<0,05 в сравнении с группой «Глутамат».

Рис. 1. Влияние экстрактов астрагала пере-
пончатого на выживаемость культивируемых ней-
ронов при низкокалиевом апоптозе. * - р<0,05 в 
сравнении с группой «5 мМ К+».

При изучении влияния экстрактов корня и 
надземной части астрагала перепончатого на 
кальциевый гомеостаз культивируемых нейро-
нов мозжечка при глутаматной эксайтотоксично-

сти (табл. 1) с использованием флуоресцентного 
зонда Fluo-4 AM было установлено, что после 
воздействия глутамата концентрация кальция в 
нейронах резко (более чем в 4 раза) возрастает. 
При внесении в культуры нейронов мозжечка, об-
работанные глутаматом, экстракта корня астрага-
ла отмечалось статистически значимое снижение 
внутриклеточного уровня кальция. Снижение 
концентрации кальция в нейронах мозжечка в ус-
ловиях глутаматной эксайтотоксичности отмеча-
лось и после внесения в культуру экстракта над-
земной части астрагала. Однако эффект снижения 
уровня кальция в нейронах был ниже, чем при до-
бавлении экстракта корня. В отсутствии глутама-
та экстракты надземной части и корня астрагала 
перепончатого влияния на содержание кальция в 
нейронах не оказывают.

Таким образом, установлено, что экстракты 
корня и надземной части АП увеличивают выжи-
ваемость нейронов мозжечка в условиях низкока-
лиевой среды, индуцирующей апоптоз. Экстракт 
корня АП достоверно снижает внутриклеточный 
уровень кальция в условиях глутаматной эксайто-
токсичности, менее выраженный эффект оказыва-
ет экстракт надземной части.

Известно, что гибель нейронов при гипоксии/
ишемии мозга обусловлена гиперстимуляцией 
глутаматных рецепторов. Активация ионотроп-
ных глутаматных рецепторов приводит к посту-
плению в клетку Ca2+ и Na+ и выходу К+. В даль-
нейшем, в результате деполяризации клеточной 
мембраны Са2+ начинает поступать в цитоплазму 
и по потенциал-зависимым Ca2+-каналам. В усло-
виях нормы поглощение Са2+ митохондриями в 
значительной степени обеспечивает поддержание 
его концентрации на безопасном уровне. Однако 
при гиперстимуляции глутаматных рецепторов 
продолжающийся массивный вход Ca2+ в цито-
плазму приводит к перегрузке митохондрий. Со 
временем это приводит к отсроченной Ca2+ дис-
регуляции (ОКД) - лавинообразному увеличению 
концентрации внутриклеточного Ca2+. Считается, 
что ОКД развивается в результате митохондриаль-
ной дисфункции и является этапом запуска необ-
ратимых процессов гибели нейронов [17, 18, 19]. 

Влияние экстрактов корня и надземной части астрагала перепончатого
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Применение экстрактов АП в условиях глу-
таматной эксайтотоксичности способствует сни-
жению внутриклеточного уровня кальция. По-
видимому, экстракты АП снижают потенциал 
развития Ca2+-зависимых нейрональных дисфунк-
ций, сопровождающихся ОКД, и, в соответствии с 
этим, уменьшают гибель нейронов.

Известно, что при помещении нейронов в 
среду с пониженной до 5 мМ концентрацией К+ 
апоптоз связан со снижением внутриклеточной 
концентрации Са2+. Причиной последнего явля-
ется закрытие потенциал-зависимых Са2+-каналов 
плазматической мембраны в результате её реполя-
ризации [13]. Ключевая роль кальция в выжива-
нии нейронов в среде с пониженным содержани-
ем К+ подтверждается также тем, что применение 
агониста кальциевых каналов (Bay K8644) спо-
собствует лучшему выживанию нейронов, а при 
воздействии нифедипина - блокатора кальциевых 
каналов - нейроны гибнут и при высоких концен-
трациях К+. Нейроны умирают в результате апоп-
тоза, когда уровень кальция, опускается ниже 
определенного порогового значения в отсутствие 
агентов выживаемости [20].

Полагаем, что, возможно, экстракты АП под-
держивают пороговый уровень Ca2+ в нейронах и 
снижают К+-потребность для выживания нейро-
нов.

Заключение
Экстракты корня и надземной части астра-

гала перепончатого снижают внутриклеточный 
уровень кальция в условиях глутаматной эксай-
тотоксичности и увеличивают выживаемость ней-
ронов мозжечка в условиях низкокалиевой среды, 
индуцирующей апоптоз. Полагаем, что нейро-
протекторный эффект экстрактов астрагала пере-
пончатого может быть связан со стабилизацией 
кальциевого гомеостаза нейронов.

Работа выполнена при поддержке РФФИ (грант 12-04-
00406_а).
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