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Исследованы активность, содержание белка и мРНК 3-гидрокси-3-метилглутарил коэн-
зим А редуктазы (3-HMG-CoA-редуктазы) в печени крыс при введении симвастатина (СВ) и 
его комплексного соединения с глицирризиновой кислотой – симваглизина (СВГ). Получено 
снижение количества белка 3-HMG-CoA-редуктазы на 25 % в группе СВГ (р < 0,05) через 
24 ч после введения субстанции. Количество матричной РНК в группе СВГ значительно уве-
личивается по сравнению с контрольной группой. In vitro СВГ является бесконкурентным 
ингибитором 3-HMG-CoA-редуктазы, Ki = 94 нМ. СВГ обретает свойства ингибитора в ре-
зультате цитохром Р 450-зависимого метаболизма – добавление в суспензию микросом метира-
пона в концентрации 1 мМ полностью предотвращает ингибирование 3-HMG-CoA-редуктазы. 
В концентрации 300 нМ СВ и СВГ в одинаковой степени подавляют синтез мевалоната – на 
39,15±8,27 и 38,85±3,04 % соответственно.

ключевые слова: глицирризиновая кислота, симвастатин, комплексное соединение симва-
глизин, HMG-CoA-редуктаза.

Гиперхолестеринемия (ГХС) играет клю-
чевую роль в патогенезе сердечно-сосудистых 
заболеваний атеросклеротического генеза. Ин-
гибиторы ключевого фермента биосинтеза хо-
лестерина (ХС) 3-гидрокси-3-метилглутарил 
коэнзим А редуктазы (HMG-CoA-редуктазы) – 
статины – играют важнейшую роль в терапев-
тическом контроле ГХС [1, 2]. Длительная те-

рапия статинами сопровождается снижением 
эффективности, а увеличение суточной дозы 
приводит к более частому возникновению по-
бочных эффектов. Таким образом, поиск спосо-
бов улучшения фармакологических свойств ста-
тинов остается актуальным. Ранее нами показа-
но, что комплексы статинов с глицирризиновой 
кислотой (ГК) обладают более выраженным 
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гипохолестеринемическим эффектом [3–6]. Из-
вестно, что снижение содержания ХС в клетке 
приводит к SREBP-опосредованной активации 
транскрипции гена HMGCR, направленной на 
его восстановление [7, 8].

Цель данного исследования – сравнение 
влияния нового молекулярного комплекса сим-
ваглизин (СВГ) и его исходных компонентов на 
экспрессию HMG-CoA-редуктазы, включая ак-
тивность, содержание белка и мРНК, а также на 
ингибирование HMG-CoA-редуктазы в печени 
крыс, как возможного механизма наблюдаемых 
различий в фармакологической эффективности.

МАтерИАл И МетоДы

В работе использованы дитиотрейтол (ICN, 
США), глюкозо-6-фосфат (ICN, США), глю-
козо-6-фосфат дегидрогеназа (Sigma, США), 
NADPH (Gerbu, Германия), трис-гидрокси-
метиламинометан (Serva, Германия), ЭДТА-
Na (Serva, Германия), MgCl2 (Serva, Герма-
ния), 3-гидрокси-3-метил-[3-14C]-глутарил-СоA 
(Amersham, Великобритания), DL-3-гидрокси-3-
метил-глутарил-СоA (Fluka, Германия), другие 
реактивы квалификации ХЧ. 

Эксперимент выполнен на самцах крыс Вис-
тар массой 180–200 г, которые содержались в 
клетках по 6 крыс на стандартной лабораторной 
диете, со свободным доступом к воде и пище. 
В течение 5 дней 24 животным вводили суб-
станции в 1%-й крахмальной суспензии per os в 
объеме 200 мкл. Группа 1 получала ГК 600 мкг/
кг/сут, группа 2 – симвастатин (СВ) 66 мкг/кг/
сут, группа 3 – СВГ 666 мкг/кг/сут, группа 4 – 
контрольная, без фармакологического воздейс-
твия. За 12 ч до забоя животных лишали пищи, 
сохраняя свободный доступ к воде. На шестой 
день животных забивали путем декапитации. 

Шесть крыс, использованных в эксперимен-
тах по ингибированию 3-HMG-CoA симвагли-
зином in vitro, содержали только на стандартной 
лабораторной диете. 

Экспериментальная субстанция СВГ была 
предоставлена Новосибирским институтом ор-
ганической химии им. Н.Н. Ворожцова.

Выделение микросом из печени проводили 
общепринятым методом дифференциального цент-
рифугирования в среде: 20 мМ трис-HCl, рН 7,4, 
1,15 % KCl. Конечный осадок – фракцию мик-
росом – ресуспендировали в среде, содержащей 
0,1 М KH2PO4, 20 % глицерин, рН 7,4. Концент-
рацию белка определяли методом Лоури.

Активность HMG-CoA-редуктазы измеряли 
спектрофотометрически по методу F.H. Hulcher 
и W.H. Oleson Содержание HMG-CoA-редукта-
зы в микросомах определяли Вестерн-блот-ана-

лизом с использованием антител против HMG-
CoA-редуктазы (Millipore, USA).

Общую РНК из гомогената печени выделя-
ли с использованием набора RNeasy Mini Kit 
(Qiagen, USA), ее концентрацию измеряли на 
флуориметре Qubit (USA) с использованием на-
боров Quant-iT RNA Assay kit (Invitrogen, USA). 
Обратную транскрипцию 2 мкг РНК проводили с 
использованием Master Mix High Capacity cDNA 
Archive kit (Applied Biosystems, USA). Концен-
трацию кДНК измеряли на флуориметре Qubit 
с использованием наборов Quant-iT dsDNA HS 
Assay kit (Invitrogen, USA). Для определения экс-
прессии гена HMGCR проводили полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) с детекцией в реальном 
времени на амплификаторе CFX 96 (Bio-Rad, 
USA), используя стандартный набор реагентов 
(Синтол, Россия) для одновременного определе-
ния фрагментов кДНК гена HMGCR (HMGCR – 
праймеры + зонд (R6G)) и референсного гена 
GAPDH (GAPDH – праймеры + зонд (FAM)) 
крысы согласно инструкции фирмы производи-
теля. Обработку результатов проводили с помо-
щью стандартного метода 2-∆∆Ct.

Микросомальный метаболизм 3-HMG-СоА 
проводили по описанию D.A. Kleinsek и соавт. 
[9] с небольшими модификациями. В среду 
инкубации 0,1M KH2PO4, рН 7,0, 4mM DTT, 
10mM ЭДТА, 10mM MgCl2, 1mM NADPH, 4mM 
Гл-6-Ф, 2 ЕD Гл-6-ФДГ добавляли суспензию 
микросом и 2 мин преинкубировали при ком-
натной температуре. Затем вносили равные объ-
емы СВГ для создания конечных концентраций 
75, 150, 300 и 600 нМ и NADPH-генерирующую 
систему и инкубировали 8 мин при температуре 
37 °С и постоянном встряхивании для наработки 
метаболита – ингибитора 3-HMG-CоА-редукта-
зы. После этого добавляли меченый субстрат 3-
HМ[3-14C]G-CoA в конечных концентрациях 28 
или 47 мкМ. Общий объем реакционной смеси 
составлял 100 мкл, содержание белка – 0,24 мг. 
Реакция продолжалась в течение 10 мин и ос-
танавливалась добавлением 10 мкл 2,4 М НСl 
и охлаждением реакционной смеси на льду. 
Сравнение силы ингибирования 3-HMG-CоА-
редуктазной реакции изучаемыми соединениями 
провели с эквимолярной по симвастатину кон-
центрацией симваглизина, равной 300 нМ. 

Подготовку проб к хроматографии начинали 
спустя 1 ч после остановки реакции, необходи-
мой для конверсии мевалоновой кислоты в фор-
му лактона [10]. К пробам добавляли 1,5 мкл 
10 М KОН для их частичной нейтрализации до 
величины рН 3,5–4,5, затем центрифугировали 
при 3000g в течение 5 мин. На колонку наносили 
50 мкл надосадка. Разделение продукта (мевало-
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ната) и субстрата (3-НМG-CoA) реакции прово-
дили методом ион-парной обращенно-фазовой 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
по методу H. Scharnagi и соавт. [11] на колон-
ке Нуклеосил С18 5 мкм 250×2 мм с предколон-
кой Vydac С18 30–40 мкм, 30×2 мм. Мобильной 
фазой служил 53%-й водный раствор метанола 
(V/V) и 50 мМ тетрабутиламмоний фосфат, рН 
5,1, скорость потока – 150 мкл/мин. Детекцию 
осуществляли по поглощению на длине волны 
254 нм. Для количественной оценки продукта 
реакции в виалы собирали 4-минутные хрома-
тографические фракции. Содержимое виал вы-
сушивали в токе воздуха при комнатной темпе-
ратуре, сухой остаток растворяли в 7 мл диок-
санового сцинтиллятора, содержащего ПОПОП 
300 мг/л, ППО 7 г/л и нафталин 100 г/л. Из-
мерения радиоактивности в пробах проводили 
на бета-счетчике Delta 300 (Голландия). Реконс-
трукция радиохроматографической картины и 
ее совмещение с UV-регистрируемой картиной 
показали, что полное время выхода пика мева-
лоната укладывается с 4 по 8 минуту хроматог-
рафии, а 3-HMG-СоА – с 20 по 28 минуту.

Константы ингибирования рассчитывали 
в программе Excel. Статистическая обработка 
результатов проводилась в программе SPSS for 
Windows (версия 12.0) с применением критерия 
Стьюдента, корреляционного, линейного рег-
рессионного анализов и дисперсионного ана-
лиза (One-Way ANOVA) с использованием кри-
терия Даннета для множественного сравнения. 
Статистически достоверными считали различия 
с p < 0,05.

резУлЬтАты И ИХ оБсУЖДеНИе

Соединение симваглизин является молеку-
лярным комплексом СВ с ГК в соотношении 
1:4, которое стабильно в растворе при концен-
трациях ГК выше 0,2 мМ [3]. Для определения 
содержания белка HMG-CoA-редуктазы в мик-
росомах печени крыс применили Western-blot- 
анализ. В результате оценки содержания белка 

HMG-CoA-редуктазы (в соотношении к β-акти-
ну) получили, что группа животных, получав-
ших ГК, не имеет различий с контрольной, а у 
крыс, получавших СВГ, происходит статистичес-
ки значимое снижение белка на 25 % (табл. 1).

Известно, что снижение уровня ХС в клет-
ке запускает механизмы усиления транскрипции 
гена HMGCR, что приводит к увеличению коли-
чества HMG-CoA-редуктазы и восстановлению 
его концентрации [7]. В нашем исследовании 
мы наблюдали значимое снижение количества 
HMG-CoA-редуктазы у крыс, получавших СВГ, 
в сравнении с группой ГК. Статистически зна-
чимых различий в активности HMG-CoA-редук-
тазы между группами не наблюдалось (табл. 2), 
однако тенденции изменений активности в 
сравнении с контролем находились в соответс-
твии с изменениями содержания белка. В на-
стоящем исследовании в группе СВ активность 
НMG-CoA-редуктазы снизилась на 32 %.

Полученные результаты, вероятно, являются 
следствием действия двух факторов – фармако-
логического эффекта статинов и развивающейся 
реакции на голодание. По данным исследова-
ний, воздействие статинов приводит к увели-
чению содержания белка и усилению экспрес-
сии HMGCR, но снижению активности HMG-
CoA-редуктазы в печени. Голодание приводит к 
снижению и белка, и активности фермента, и 
экспрессии HMGCR [7, 12, 13]. В нашем экс-
перименте введение животным последней дозы 
каждой испытуемой субстанции и время забоя 
разделяли 24 ч, а длительность голодания состав-
ляла к этому времени 14–16 ч. У симвастати-
на период полувыведения составляет 1,9 ч, но 
ингибирующая активность в отношении HMG-
CoA-редуктазы сохраняется около 20–30 ч бла-
годаря наличию активных метаболитов [14]. 
Фармакокинетика ГК при внутривенном введе-
нии отличается двухэтапностью: малый пик че-
рез 30 мин и большой пик через 11,4 ч [15, 16]. 
При введении ГК 10 мг/ кг per os определяют 
только большой пик по содержанию в крови ос-

Таблица 1

содержание белка HMG-CoA-редуктазы  
в микросомах печени крыс, M±m

Показатель
Конт
роль СВ СВГ ГК

HMG-CoA-ре-
дуктаза/b-ac-
tin, ед.

2,61±0,1 2,32±0,08 1,95±0,09 2,74±0,3

	% 100 �� ��** 10�

Примечание. **– сравнение с контролем при 
р < 0,015.

Таблица 2

Активность HMG-CoA-редуктазы в микросомах  
печени крыс, M±m

Показатель ГК СВ СВГ Контроль

Активность 
HMG-CoA- 
редуктазы, 
пмоль/мин/
мг белка

19,33±3,3 10,82±5,0 16,64±5,4 15,94±6,2

Сравнение с 
контролем,  %

121 �� 104 100
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новного метаболита ГК глицирретовой кислоты 
через 15,6 ч [17]. Концентрация ГК в сыворотке 
крови крыс медленно снижается в течение 24 ч 
и более  [15, 16, 18].

ПЦР анализ выявил увеличение экспрессии 
гена HMGCR во всех экспериментальных груп-
пах. Максимальное увеличение в сравнении с 
контролем в 4,38 получено в группе животных, 
получавших ГК (р < 0,05). В группах СВ и СВГ 
экспрессия гена HMGCR увеличилась в 3,10 и 
1,82 раза соответственно (р < 0,05). В группе 
СВ увеличение составило на 41 % больше, чем 
в группе СВГ.

Таким образом, эффект статинов домини-
ровал в условиях нашего эксперимента. Су-
щественно отметить, что СВ приводил к более 
выраженному повышению содержания мРНК 
НMG-CoA-редуктазы в сравнении с соответс-
твующим комплексом с ГК. Это указывает на 
менее выраженную активацию транскрипции 
гена HMGCR при введении животным комплек-
са СВГ по сравнению со свободным СВ. 

ГК в дозе 100 мг/кг приводит к снижению 
накопления липидов в некоторых липид-запа-
сающих тканях (печень, сердце, почки, ске-
летная мускулатура) у крыс, находящихся на 
высокожировой диете, что является следствием 
активации ГК альфа-формы рецептора, активи-
руемого пролифераторами пероксисом (PPARα) 
[19]. Кроме того, ГК в дозе 100 мг/кг увели-
чивает экспрессию мРНК PPARγ в жировой 
ткани, скелетной мышце, печени крыс [20]. 
То есть фармакологический эффект комплек-
са симвастатина с глицирризиновой кислотой 
может складываться из ингибирования HMG-
CoA-редуктазы и PPAR-опосредованной регуля-
ции экспрессии гена HMGCR. Вероятно, этим 
объясняется наблюдавшаяся нами его более вы-
сокая в сравнении со свободным статином фар-
макологическая эффективность [3]. 

Известно, что СВ подвергается превращени-
ям в многочисленные продукты. С участием эс-

тераз или путем неферментативного гидролиза 
образуется гидрокси-кислота симвастатина [21, 
22], являющаяся более сильным ингибитором 
3-HMG-CoA-редуктазы, чем исходное соедине-
ние, и именно ей приписывают гипохолестери-
немический эффект СВ. Кроме того, в резуль-
тате главным образом цитохром Р450 3А4- и 
3А5-зависимого метаболизма СВ превращается 
в три основных (3′-гидрокси-СВ, 6′-гидрокси-
СВ и 3′,5′-дигидродиол-СВ) и несколько ми-
норных метаболитов, некоторые из них также 
образуют гидрокси-кислоты, ингибирующие 3-
HMG-CoA-редуктазу [23]. С целью установить 
связь ингибиторных свойств синтезированного 
комплекса с предшествующим метаболизмом, 
нами проведены эксперименты по ингибирова-
нию синтеза мевалоната в присутствии 300 нМ 
симваглизина и нарастающих концентраций ме-
тирапона – ингибитора цитохрома Р450. Резуль-
таты показали, что ингибирование уменьшается 
с увеличением концентрации метирапона и со-
ставляет без него 37,7 %, при его концентрации 
10 мкМ – 18,7 %, и вовсе отсутствует при кон-
центрации 1 мМ. Таким образом, СВГ обрета-
ет свойства ингибитора в результате цитохром 
Р450-, но не эстераза-зависимого метаболизма. 

Определение типа и константы ингибирова-
ния проведено с использованием двух концентра-
ций субстрата, равных 28 и 47 мкМ, и четырех 
концентраций СВГ, равных 75, 150, 300 и 
600 нМ. Анализ типа ингибирования графичес-
ким методом Корниш–Боудена (рисунок, а) в 
координатах «отношение концентрации субстра-
та к скорости реакции – концентрация ингиби-
тора» дал величину Ki= 94,18 нM и свидетельс-
твовал о бесконкурентном типе ингибирования. 
Однозначным подтверждением бесконкурентно-
го типа ингибирования являются параллельные 
прямые (рисунок, б) для различных концентра-
ций субстрата, получаемые в обратных коорди-
натах «обратная скорость реакции – концентра-
ция ингибитора» по методу Диксона, поскольку 

Графическое определение константы ингибирования 3НМG-CoA-редуктазы исследуемым соединением 
СВГ по методу Корниш–Боудена (а), ингибирование 3НМG-CoA-КоА-редуктазы исследуемым соедине-

нием СВГ по бесконкурентному типу – графический анализ по методу Диксона (б)
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для такого типа ингибирования максимальная 
скорость реакции и константа Михаэлиса меня-
ются одинаковое число раз.

Сравнение силы ингибирования 3-HMG-
CoA-редуктазы симваглизином и симвастатином 
в концентрации 300 нМ, которая находится в 
интервале опубликованных величин IC50 для 
СВ от 100 до 300 нМ [24], показало, что оба 
соединения оказывают равный по силе эффект 
и подавляют реакцию на 39,15±8,27 (СВ) и 
38,85±3,04 (СВГ). 

Полученный результат является удивитель-
ным с точки зрения измеренной в настоящей 
работе стабильности комплекса СВГ в этих ус-
ловиях. Разбавление водного или водно-спир-
тового раствора до концентраций ниже 0,1 мМ 
должно однозначно привести к частичной дис-
социации комплекса. Зная стехиометрию и кон-
станту стабильности комплекса, легко оценить 
его мольную долю в растворе при концентрации 
СВГ 300 нМ: 

	 	 	 	 	 	 	 	 	
=	3×1014	× [ГK]4	=	�×10–10.

При этом мы учитывали, что при стехиомет-
рии комплекса 1:4 концентрация ГК = 4[СВГ]. 
То, что комплекс работает при столь малых 
концентрациях, может означать, что его тера-
певтическая активность существенно превышает 
активность исходного СВ.

Полученные в условиях in vitro результаты 
о том, что СВГ снижает и Km, и Vmax синтеза 
мевалоната, делали целесообразным оценки его 
возможного гипохолестеринемического эффекта 
в условиях in vivo. 

Как показано ранее, сам СВ является кон-
курентным ингибитором 3-HMG-CoA-редук-
тазы [23, 25]. Структурную основу такого типа 
ингибирования составляет оккупация этим и 
другими статинами части участка связывания 
3-HMG-CoA и затруднения его доступа к ак-
тивному центру фермента [26]. Физико-хими-
ческой основой изменения типа ингибирования 
с конкурентного, присущего СВ, на бесконку-
рентный, выявленный для СВГ, по-видимому, 
является увеличение размера комплекса в срав-
нении с исходной молекулой СВ и наличие не-
сущих заряд функциональных групп у остатков 
глицирризиновой кислоты, что усиливает взаи-
модействие. Последнее, вероятно, проявляется 
увеличением времени распада комплекса «фер-
мент–продукт» – кинетической основы бескон-
курентного типа ингибирования [27]. Ожидае-
мым фармакокинетическим следствием этого 
должно быть замедление скорости элиминации 
комплекса в сравнении с симвастатином.

Таким образом, симваглизин является инги-
битором 3-HMG-CoA-редуктазы бесконкурент-

ного типа. Фармакологический эффект ком-
плекса симвастатина с глицирризиновой кис-
лотой может складываться из ингибирования 
HMG-CoA-редуктазы и PPAR-опосредованной 
регуляции экспрессии гена HMGCR. Вероят-
ным благоприятным следствием такого двой-
ного механизма действия симваглизина может 
быть снижение выраженности «синдрома отме-
ны» статинов, наблюдаемого в терапевтической 
практике. 
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INFLUENCE OF SIMVAGLYZIN ON EXPRESSION AND INHIBITION  
OF HMG-COA REDUCTASE IN RATS LIVER

Yu.I. Ragino1, V.A. Vavilin2, E.M. Stakhneva1, N.F. Salakhutdinov3, O.G. Safronova2, A.B. Shintyapina2, 
V.V. Lyakhovich2, Yu.P. Nikitin1

1Institute of Internal and Preventive Medicine, 630089, Novosibirsk, Boris Bogatkov str., 175/1
2Institute of Molecular Biology and Biophysics,  630117, Novosibirsk, Timakov str., 2 

3Novosibirsk Institute of Organic Chemistry, 630090, Novosibirsk, Academik Lavrentjev av., 9

Activity, level of protein and mRNA HMG-CoA reductase were investigated in rats liver 
treated with simvastatin (SV), its complex compound with glycyrrhizic acid – simvaglyzin (SVG) and 
glycyrrhizic acid alone. Level of protein HMG-CoA reductase was reduced on 25 % in SVG group 
(р < 0.05) 24 hours after introduction the last dose. Level of mRNA was significantly increased in 
experimental group in compared to control. In vitro SVG was uncompetitive inhibitor of HMG-CoA 
reductase (Ki = 94 nM). SVG gain the inhibitor properties following cytochrome P450-dependent 
metabolism. The addition of 1mM methyrapone in incubation medium fully prevented the inhibi-
tion of 3-HMG-CoA reductase. SV and SVG in concentrations of 300 nM inhibited of mevalonate 
synthesis rate by 39.15 ± 8.27 % and 38.85±3.04 %, respectively.

Keywords: glycyrrhizic acid, simvastatin, complex compound simvaglyzin, HMG-CoA reductase.
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