
Клинические исследования

Гриб  Ежевик гребенчатый в Китае Hericium erinaceus называют Хоу Тоу Гу (голова обезьяны), а в 

Японии ямабушитаке. В западных странах его часто называют голова льва. Все эти имена 

происходят от необычной формы плодового тела гриба. Он упоминается в Четырех “больших” 

кухнях Китая, наряду с лапами медведя, трепангом и акульими плавниками. Хотя о пользе Hericium

erinaceus для здоровья было известно давно, научные исследования его физиологических и 

фармакологических функций начались только в конце 1990-х - начале 2000-х годов и 

предпринимались в основном китайскими учеными, а результаты описаны в китайских журналах.

Исследуя водные экстракты и полисахариды на животных моделях, они обнаружили, что Hericium 

erinaceus обладает иммуномодулирующей и противораковой активностью.

Двойное слепое исследование на людях позволило оценить эффект от приема Hericium erinaceus 

при хроническом атрофическом гастрите.

Противоопухолевая и иммуномодулирующая функции Hericium erinaceus.

Рак является основной причиной смерти человека во всем мире. По прогнозам ВОЗ, в 2030 году 

заболеваемость раком достигнет 18 %. Однако в лечении рака достигнут значительный прогресс, а

разработка новых противораковых лекарств и химиопрофилактика посредством натуральных 

продуктов приобретает все большую важность.

Одна из важнейших функций Hericium erinaceus - противораковая - впервые была описана Чен 

(Chen). Они показали химиопрофилактическое действие шести съедобных природных средств, в 

том числе Hericium erinaceus, против индуцированного канцерогеном поражения клеток печени.

Антимутагенная активность Hericium erinaceus была показана в in vitro исследовании Ванг (Wang).

Противораковый потенциал грибов неоднократно обсуждался как косвенный механизм, 

активизирующий, к примеру, иммунную систему, полисахариды выступают в качестве активных 

компонентов этого воздействия. Манипулирование интестинальной микрофлорой является 

альтернативным механизмом действия грибов.

Поскольку энтеробактериальная флора ассоциирована с деятельностью иммунной системы, 

иммуномодуляция может быть связана с фундаментальными биологическими свойствами грибов.

Таким образом, иммуномодуляция и противоопухолевая активность полисахаридных фракций 

изучались совместно даже на ранних стадиях исследования Hericium erinaceus. Например, Ванг, 

проводили на мышах исследование по оценке стимуляции иммунитета и протипротивоопухолевой 

активности полисахаридов, выделенных из бульонной культуры. Другие исследования также 

сосредотачивались на иммуномодулирующей роли полисахаридов в противораковой активности 

Hericium erinaceus, как описано ниже. Сюй (Xu) пришли к выводу, что иммуномодулирующая 

активность присуща полисахаридной фракции герициума.

Йим (Yim) сообщают, что водорастворимая фракция Hericium erinaceus опосредованно активирует 

NK-клетки через индукцию ИЛ-12 в спленоцитах. Сон (Son) сообщают об активации макрофагов и 



продуцирования окиси азота (NO) в присутствии водных растворов Hericium erinaceus. Лии (Lee) 

также сообщают, что очищенные полисахариды из плодовых тел активировали макрофаги, и 

приводят описание строения активного полисахарида.

Иммуностимулирующая активность Hericium erinaceus демонстрировалась и на других 

патологических системах, например, на индуцированном Salmonella typhimurium поражении 

печени, при котором водный и 50 % этиловый экстракты стимулировали защитные функции клеток 

врожденного иммунитета по отношению к бактериальной инфекции. Сенсибилизация 

противоракового действия лекарственных средств может носить другой характер в случае МБО-

эффекта Hericium erinaceus. Лии и Хонг (Hong) сообщают, что Hericium erinaceus повышает 

доксорубициновый (Dox)-медиированный апоптоз клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека,

через сокращение экспрессии c-FLICE-ингибирующего белка (FLIP) путем активации Jun-N-

терминальной киназы (JNK); это также усиливает аккумуляцию внутриклеточного доксорубицина 

(Dox) через ингибирование ядерного фактора каппа-В (NfkB).

Исследователи предположили, что Hericium erinaceus в комбинации с Dox служит эффективным 
инструментом в лечении фармакорезистентной гепатоцеллюлярной карциномы человека. Прямая 
цитотоксичность экстракта Hericium erinaceus была недавно продемонстрирована на нескольких 
клеточных моделях рака in vitro. Например, Гу (Gu) и Белури (Belury) продемонстрировали 
цитотоксичность этилового экстракта Hericium erinaceus и экстракта Lentinula edodes на мышиных 
клетках карциномы кожи (линия CH72). Ким (Kim) приготовили несколько видов экстрактов из 
плодового тела Hericium erinaceus на горячей воде, 50 % этаноле и кислотном или щелочном 
растворителях, соответственно, а затем проверили их цитотоксичность в отношении U937-клеток 
моноцитарного лейкоза человека. Результаты показали, что и водные, и этиловые экстракты 
индуцировали апоптоз. Дальнейшие анализы показали, что ингибирование роста раковых клеток 
со стороны герициума строго ассоциировалось с апоптозом, индуцированным по метаболическим 
путям капсаз 3 и 9, но не капсазы 8.

Противораковый потенциал мицелия Hericium erinaceus также демонстрировался на животных 
моделях. Показана активность горячего водного экстракта мицелия, состоящего в основном из 
полисахаридов, при гепатоцеллюлярной карциноме. Цой (Choi) сообщают о защитном действии 
метанолового (MeOH) экстракта мицелия при поражении печени, индуцированном 
четырёххлористым углеродом. Метастазирование является основной причиной смертности от 
рака. Хан (Han) изучали антиметастатическое и иммуномодулирующее действие различных 
грибов, в том числе Hericium erinaceus , и нашли, что активной фракцией являются водные 
экстракты, содержащие полисахариды. Ким изучали противоопухолевое действие Hericium 
erinaceus на мышах-носителях клеток мышиной карциномы кишечника (линия CT-26), наблюдая 
регрессию роста опухоли на фоне четырех различных экстрактов Hericium erinaceus (горячий 
водный, 50 % этаноловый, на кислотном и щелочном сольвентах), и обнаружили, что водный и 50 
% этаноловый экстракты существенно подавляют рост опухоли при ежедневных 
интраперитонеальных инъекциях. Они отметили, модуляцию нескольких клеточных маркеров, в 
частности естественных киллеров (NK), циклооксигеназы-2 (ЦОГ-2) и фактора роста эндотелия 
сосудов (ФРЭС), которые свидетельствуют об активации иммунной системы, воспаления и 
ангиогенеза, соответственно.

Исследователи предположили, что такая многофункциональность играет важную роль в 
противоопухолевом воздействии Hericium erinaceus. Они расширили свое изучение 
антиметастатической активности Hericium erinaceus до исследований in vitro, а также 
аллотрансплантантных мышиных моделей. Эти испытания показали, что и горячие водные, и 
приготовленные микроволновым методом 50% этаноловые экстракты Hericium erinaceus 
индуцируют апоптическую смерть CT-26 клеток и снижают экспрессию протеаз, деградирующих 
внеклеточный матрикс, металлопротеиназ (MMP) и активатора плазминогена урокиназного типа (u-
PA). Оба экстракта отрицательно регулировали фосфорилирование клеточных сигнальных белков-
регуляторов роста внеклеточно регулируемой киназы (ERK), JNK, p38 митогенактивируемой 



протеинкиназы (MAPK) и других клеточных сигналов, относящихся к росту.

Также было показано, что прием этих экстрактов гриба герициум с пищей действительно 
препятствует миграции CT-26 клеток в легкие на мышиной модели аллогенного трансплантата.

Определение противоопухолевой составляющей Hericium erinaceus сильно ограниченно в плане 
данных, хотя Мидзуно (Mizuno) выделил полисахариды ксилан и гликоксилан в качестве 
предполагаемых противоопухолевых компонентов Hericium erinaceus. Исследования 
низкомолекулярных компонентов Hericium erinaceus редки. Приведенные выше отчеты указывают 
на высокий потенциал применения Hericium erinaceus в химеопрофилактике и на ключевую роль 
полисахаридов в биологической активности Hericium erinaceus, а также других грибов.

Защитное действие Hericium erinaceus на головной мозг и другие отделы нервной системы

Дегенеративные заболевания мозга, такие как деменция, являются одной из основных причин 
снижения качества жизни в этом стареющем обществе. Много усилий сосредоточено на поиске 
нейропротекторных растений и растительных компонентов в природе, но изучение Hericium 
erinaceus производит неизгладимое впечатление в плане нейролептических свойств грибов. 
Например, Мори изучали воздействие приёма добавок Hericium erinaceus на пациентов с лёгкой 
когнитивной недостаточностью. После ежедневного употребления 5 г плодовых тел Hericium 
erinaceus с супом, 6 из 7 пациентов демонстрировали улучшение таких когнитивных функций, как 
понимание, коммуникативность и память, и все 7 улучшили показатель функциональной 
независимости (FIS) в отношении еды, одевания, прогулок.

Последующее двойное слепое плацебоконтролируемое испытание в параллельных группах 
подтвердило благотворное влияние Hericium erinaceus при деменция. Тридцать пациентов с 
лёгкой формой деменции, в возрасте 50-80 лет, были рандомно разбиты на группы по лечению и 
контролю, соответственно. Они получали Hericium erinaceus в таблетках, по 3г в день, в течение 
16-и недель. В терапевтической группе наблюдалось значительное увеличение когнитивных 
функций. Действие Hericium erinaceus сохранялось в течение 4 недель после окончания 
испытания, сопровождаясь снижением показателей когнитивных функций.

Ещё одно клиническое исследование целевого воздействия Hericium erinaceus на функции 
головного мозга описано Нагано. Они оценивали влияние Hericium erinaceus на депрессию, 
качество сна и неопределенные жалобы у женщин в период менопаузы, применяя 
менопаузальный индекс Куппермана (KMI), шкалу депрессии Центра эпидемиологических 
исследований (CES-D), Питтсбургский индекс качества сна (PSQI) и индекс неопределенных жалоб
(ICI).

Тридцать женщин, рандомизированных в группы Hericium erinaceus или плацебо, получали либо 
Hericium erinaceus -содержащее печенье (таблетку 0,5 г) или печенье-плацебо, в течение 4-х 
недель. Показатели CES-D и ICI у получавших Hericium erinaceus были существенно ниже, чем у 
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группы плацебо, особенно для групп ICI «апатия» (“insensitive”) и «тревожность» (“palpitatio”), что 
указывает на благотворное влияние приёма Hericium erinaceus при депрессии и беспокойстве.

Эти клинические наблюдения подкреплены рядом исследований in vitro и на животных, а также 
экспериментальными данными о связи некоторых активных ингредиентов с нейропотекторным 
потенциалом Hericium erinaceus. Профилактический эффект Hericium erinaceus в отношении 
деменции изучался Мори на животной модели. В рацион мышей добавляли Hericium erinaceus (5% 
в вес. отн.) в течение 23 дней и вводили интрацеребровентрикулярно 10пг амилоида p (25-35) на 
7-й и 14-й день. Затем память и функции обучения оценивались с методами поведенческой 
фармакологии.

Результаты показали, что Hericium erinaceus предотвращает ухудшение краткосрочной зрительной
и пространственной памяти, индуцированное амилоидом p (25-35).

Мори изучали и стимулирующее действие этаноловых экстрактов 4-е съедобных грибов, включая 
Hericium erinaceus, на экспрессию фактора роста нервной ткани (ФРН) в клеточной линии 
астроцитомы человека (1321N1) и у животных.

Результаты показали, что экстракт Hericium erinaceus способствует экспрессии ФРН на 
трансляционном и транскрипционном уровнях, и что экспрессия регулируется JNK-каскадом.

Далее показано, что изолированные гериценоны типа C, D и E не являются активными 
компонентами.



Колотушкина изучали воздействие экстракта Hericium erinaceus на миелинизацию нервных волокон
in vitro и обнаружили, что экстракты Hericium erinaceus стимулируют генез миелина без какого-либо
патологического или токсического действия на нервные и глиальные клетки в культуре, что 
подразумевает благотворное влияние на формирование сети нейронов и восстановление 
повреждённых нервов. Влияние экстракта из плодового тела Hericium erinaceus на процесс 
миелинизации также изучали Молдаван. Они наблюдали за пульсацией клеток гиппокампа в 
методе пэтч-клемп и обнаружили, что экстракт оказывает нейротропный эффект и улучшает 
процесс миелинизации зрелых миелиновых волокон, не затрагивая клеточный рост.
Парк сообщают, что экзополисахаридный очищенный от жидкой бульонной культуры мицелий 
Hericium erinaceus усиливает рост нервных клеток надпочечников крыс, а также усиливает 
расширение нейритов клеток PC12.

Это усиление расширения нейритов носило более выраженный характер, по сравнению с 
усилением, индуцированным ФРН и нейротрофическим фактором головного мозга (BDNF). 
Недавно, Лай изучали синергическое действие водного экстракта Hericium erinaceus и экзогенного 
ФРН на рост нейритов в клетках нейробластомы-глиомы (линия NG 108-15), вместе с их 
профилактическим противодействием окислительному стрессу. Исследователи заключили, что 
экстракт Hericium erinaceus содержит определенные нейроактивные компоненты, индуцирующие 
синтез ФРН и способствующие росту нейритов, но они не защищают клетки от окислительного 
стресса. Более того, данный экстракт был по существу нетоксичен по отношению к легочным 
фибробластам человека MRC-5 и клеткам NG 108-15.

Стимулирующее действие ингредиентов Hericium erinaceus на производство ФРН предполагает и 
благотворное влияние Hericium erinaceus на восстановление периферической нервной системы. 
Вонг изучали влияние перорального приёма водного экстракта плодовых тел Hericium erinaceus на 
восстановление после поражения малоберцового нерва у самок крыс Спрег-Доули. Исследователи
показали, что ежедневное введение экстракта способствует регенерации пораженных 
перонеальных нервов у крыс на ранних стадиях восстановления, за счёт стимуляции производства
ФРН.

Некоторые компоненты, типа бензилового спирта и производные хромана (названные гериценоны 
C-H) определены в плодовых телах Hericium e. Кавагаши.

Обнаружено, что они стимулируют производство ФРН в культуре астроглиальных клеток мыши. Из 
мицелия была выделена другая группа производных циатана, названная эринацинами A-I, которая
тоже индуцирует производство ФРН. Стресс эндоплазматического ретикулума (ЭПР) участвует в 
смерти нервных клеток и т. о. причастен ко многим видам нейродегенеративных заболеваний. Эти 
компоненты, ингибирующие ЭПР-стресс-индуцированную смерть клеток выделены в экстрактах 
Hericium erinaceus Уэда выделили из Hericium erinaceus новые типы гериценонов, названные F, I и 
J, и показали, что 3-гидроксигериценон F наиболее эффективно предотвращает ЭПР-стресс-
зависимую смерть клеток Neuro-2.

Нагаи сообщают, что липидный компонент, дилинолеоилфосфатидилэтан-оламин (DLPE), дает тот
же эффект.



Дополнительно выделено 4 новых соединения с такой активностью, причём не только из самого 
Hericium erinaceus, но и из отработанных грибных субстратов культуры Hericium erinaceus, и все 
они предотвращали ЭПР-стресс-индуцированную смерть клеток. Кроме этого, Мори искали 
ингибиторы активации тромбоцитов среди этиловых экстрактов нескольких видов грибов и 
выделили гериценон B из Hericium erinaceus, в качестве активного компонента, ингибирующего 
коллагенин-дуцированную активацию тромбоцитов, выделенных из крови кролика и человека. 
Исследователи предположили, что Hericium erinaceus может быть эффективен в 
посттравматической терапии нервной системы, например. В приведённых исследованиях 
описываются новейшие функции Hericium erinaceus в действенном сохранении и защите мозга. 
Hericium erinaceus представляет собой традиционный продукт питания, употребление которого не 
несёт побочных эффектов, поэтому Hericium erinaceus стал целевым объектом в разработке 
функционального питания для борьбы с нейродегенеративными заболеваниями.

Профилактическое воздействие Hericium erinaceus на окислительный стресс и воспаление, 
ассоциированные с заболеваниями

Окислительный стресс и хроническое воспаление относятся к обычным патологическим признакам
почти всех заболеваний типа метаболического синдрома, рака, деменции и старения, а потому 
приняты целевыми предметами в исследованиях физиологических функций грибов. Главными 
антиоксидантами в природе являются молекулы полифенолов. Несколько полифенольных 
фракций, выделенных из различных грибов, продемонстрировали антиоксидантную активность как
in vitro, так и in vivo, в частности Inonotus obliquus (Чага), Pleurotus ostreatus, Armillaria mellea.

В Hericium erinaceus тоже содержится значительное количество полифенолов и фенольных 
аминокислот, найденных в других грибах. Фу изучали антиоксиданты и активность захвата 
свободных радикалов для нескольких видов съедобных грибов, имеющихся в продаже на Тайване,
в том числе Hericium erinaceus, и показали, что антиоксидантная активность, по сути, целиком 
принадлежит полифенольной составляющей. Ту же линию в оценке антиоксидантности in vitro 
выражают Mau.



Оба исследования показали, что ни полифенольная составляющая, ни антиоксидантная 
активность Hericium erinaceus не были особенно высокими среди изученных съедобных грибов. 
Абдулла изучали антиоксидантную активность водных экстрактов 16-и съедобных грибов с 
предполагаемыми лечебными эффектами, в том числе Hericium erinaceus, и ингибирование ими 
ангиотензин-превращающего фермента (АПФ).

Горячий водный экстракт из плодового тела герициума показал относительно высокую 
антиоксидантную активность, что также было очевидно для Ganoderma lucidum и Schizophyllum 
commune, но полифенольные составляющие этих препаратов не показали строгого совпадения с 
антиоксидантной активностью.

Интересно, что экстракт Hericium erinaceus показал самую высокую АПФ-ингибирующую 
активность среди всех изученных в этом исследовании грибов, что указывает на благотворное 
влияние Hericium erinaceus в лечении гипертонии. Потенциал прямой утилизации со стороны 
полисахаридных фракций, полученных из 11-и грибных препаратов, включая Hericium erinaceus, 
продемонстрирован для свободных радикалов типа супероксида и гидроксильных радикалов в 
тестовых системах феназинметосульфат-НАДФ-нитросиний тетразолий и аскорбиновая кислота-
Cu+-цитохром C, соответственно.

Однако результаты варьировали из-за присутствия в полисахаридных экстрактах белков, которые 
тоже демонстрировали активность в отношении утилизации свободных радикалов. Чжан изучали in
vitro и in vivo антиоксидантную активность экзополисахаридов, выделенных спиртовым 
осаждением из Hericium erinaceus, выращенного на сыворотке тофу. Обнаружено, что 80 % 
этиловая фракция максимально активна in vitro, а также обладает гепатопротекторными 
свойствами in vivo. Хан перорально вводили полисахариды Hericium erinaceus мышам, в дозировке
300 мг в течение 15-и дней. Отмечено антиоксидантное действие на мышиной модели ишемии-
реперфузии почек. Исходя из оценки уровней антиоксидантных ферментов, исследователи 
заключают, что полисахариды Hericium erinaceus повышают антиоксидантый статус животных.

Гастрит - это патологическое состояние, характеризующееся оксидативным стрессом и 
хроническим воспалением. Рецепты с Hericium erinaceus применялись для лечения гастрита в 



народной медицине или в традиционной китайской медицине, но механизм его действия остаётся 
неясным. Несколько исследований были посвящены гастриту, язвенной болезни и профилактике 
рака. Абдулла сообщают о цитопротекторном действии замороженных-высушенных плодовых тел 
при этанол-индуцированном повреждении слизистой оболочки желудка крыс. Вонг наблюдал 
защитное воздействие водного экстракта Hericium erinaceus на той же модели язвы желудка у крыс
и обнаружил, что Hericium erinaceus ингибирует этанол-индуцированный оксидативный стресс 
путём модуляции экспрессии антиоксидантных ферментов, наряду с апрегуляцией белка 
теплового шока 70 кДа (БТШ70) и подавлением BCL2-ассоциированного X белка (BAX). В 
исследовании острой токсичности Вонг обнаружил, что экстракт не токсичен для крыс, при 
дозировке 5 г/кг-1. Противогастритное действие изучалось на людях Сюй. Определённые 
улучшения при хроническом атрофическом гастрите отмечены в двойном слепом исследовании у 
пациентов в возрасте от 30 до 60 лет, после приёма таблеток Hericium erinaceus. К сожалению, в 
статье не указано содержание Hericium erinaceus в таблетке.

Бактерия Helicobacter pylori выступает главным виновником роста заболеваемости людей раком 
желудка и пептической язвой. Она вызывает хроническое воспаление, которое приводит к 
канцерогенной трансформации эпителиальных клеток желудка.

Многие натуральные продукты изучаются на предмет их противодействия H. pylori. Шанг изучали 
ингибирующее действие экстракта Hericium erinaceus и еще 13-и видов грибов на лабораторные и 
клинически выделенные штаммы H. pylori. Обнаружено, что спиртовой экстракт 12-и грибов, 
включая Hericium erinaceus, эффективно ингибирует рост H. pylori, при минимальной 
ингибирующей концентрации (МИК)  мг. Этилацететный экстракт Hericium erinaceus ингибирует 
рост девяти препаратов клинически выделенной H. pylori, в диапазоне концентраций 62,5-250 мг. 
Авторы предполагают, что помимо полисахарид-медиированной иммунокоррекции - модели 
прямого действия, определенную роль в антибактериальной активности Hericium erinaceus может 
играть один из классов активных ингредиентов Hericium erinaceus, например, производные 
циатана.

Последнее время метаболический синдром ассоциируют со многими заболеваниями, негативно 
сказывающимися на качестве жизни, в том числе деменцией, инсультом и раком. Поэтому, 
лечение метаболического синдрома диетой стало одной из главных социальных целей, и так 
много внимания уделяется выявлению функциональных пищевых ресурсов и соответствующих 
ингредиентов, с лечебной антиметаболической активностью. Hericium erinaceus представляется 
одним из самых привлекательных ресурсов для разработки функциональных продуктов питания.

Ванг изучали воздействие метанолового экстракта Hericium erinaceus на стрептозоцин (STZ)-
индуцированной крысиной модели диабета и обнаружили, что введение экстракта подавляет STZ-
индуцированное повышение уровня глюкозы в плазме и повышение триглицеридов и общего 
холестерина в сыворотке крови. О гиполипидемическом эффекте экзобиополимеров 
(полисахаридов) из водопогруженной мицеллярной культуры Hericium erinaceus сообщают Ян, при 
этом ингибирование диетиндуцированной гиперлипидемии у крыс пероральным введением 
полимера носило дозозависимый характер.

Хиваташи изучали влияние диетического употребления гриба Hericium erinaceus на липидный 
метаболизм и показали, что введение этанолового экстракта улучшает липидный метаболизм у 
мышей на рационе с высоким содержанием жиров, за счет активации альфа-рецепторов, 
активируемых пролифератором пероксисом (PPARa). Лян изучали гипогликемическое и 
гиполипидемическое воздействие водного экстракта Hericium erinaceus на крысиной STZ-модели 
питания и сообщают, что введение экстракта в течение 28-и дней существенно снижает уровень 
глюкозы и липидов в плазме, на фоне значительного увеличения инсулина в сыворотке крови. 
Оксидативный стресс так же подавлялся, на фоне повышения уровня глутатиона (GSH) и 
антиоксидантных ферментов, в том числе супероксиддисмутазы (СОД), каталазы (кат) и 
глутатионпероксидазы (ГПО).



Параллельно с функциональными исследованиями, описанными выше, за последние годы 
существенно продвинулся и химический анализ активных ингредиентов Hericium erinaceus . 
Полисахариды присутствуют в качестве главных активных компонентов грибов, типа Hericium 
erinaceus, и обладают широким набором фармакологических функций, в частности антимикробной,
антидиабетической и гипотензивной, рассмотренных Хан.

Из плодовых тел и мицелия Hericium erinaceus было выделено несколько биоактивных 
полисахаридов.

В таблице 1 приводится состав полисахаридов, полученных из Hericium erinaceus в последние 
годы.

Методами экстракции кипячением, спиртового осаждения и колоночной хроматографии с ДЭАЭ-
сефарозой СL-6B Ванг выделили из плодового тела Hericium erinaceus полисахарид, состоящий из 
двух различных по структуре молекулярных компонентов, названных HPA и HPB. Полисахариды 
HPA состояли из глюкозы (Glc), галактозы (Gal) и фукозы (Fuc) в молярном соотношении 1.00 : 
2.11: 0.423, а HPB состояли из моносахаридов Gal и Glc в молярном соотношении 1.00:11.5. 
Дальнейший структурный анализ метилированием, ГХ-МС, периодатным окислением по Смиту и 
частичным кислотным гидролизом показал, что полисахарид, состоит из повторяющихся блоков 
HPA и HPB. Цзя (Jia) выделили из экстракта плодового тела новый гетерополисахарид (HEP-1) с 
молекулярной массой 1,8 x 10 Да.

Структурный анализ показал, что этот полисахарид состоит из рамнозы (Rha): Gal: Glc в 
соотношении 1.19 : 3.18 : 1.00 и имеет каркас из (1>6)- связанного-?-dгалактопиранозила, к 
которому Rha и Glc прикреплены через O-2. Донг (Dong) выделили из щелочного экстракта 
плодового тела Hericium erinaceus слаборастворимый в воде p-D-глюкан HEP-3. Структурный 
анализ показал, что HEP-3 имеет главную цепь, состоящую из остатков p-(1>3)-связанного D 
глюкопиранозила с одноточечными ответвлениями GIc на каждом третьем остатке O-6 каркаса.

Вискозиметрия и реакция по конго красному показали, что HEP-3 образует высокоупорядоченную 
водородно-связанную конформацию в водном растворе, которая дестабилизируется в сильно 
щелочной среде. Чжан выделили из плодового тела Hericium erinaceus новый гетерополисахарид 
HEPF1с молекулярной массой 1,94 x 10 Да. Он состоит из Fuc, Gal и Glc в соотношении 1:4:1; 3-O-
метил-Rha расценивается как главный компонент.

Выяснилось, что HEPF1 имеет каркас из (1>6)-связанного-d-галактопиранозила с ответвлениями 
Fuc, прикрепленными к O-2, а также содержит блоки 6-O-замещенного-p-D-олигогликозила и 
незначительное количество терминального остатка 3-O-метил-Rha. Чжан так же выделили из 
плодового тела Hericium erinaceus новый полисахарид HEPF3, с молекулярной массой 1,9 x 10 Да, 
состоящий из Fuc и Gal в соотношении 1,00 : 4,12.

Предполагается, что HEPF3 состоит из блока повторяющихся разветвлённых пентасахаридов. 
Анализ состава полисахарида целесообразен в плане контроля качества ресурсов Hericium 
erinaceus. Кеонг, Гуань и Ли, описывают пробы, в которых в качестве маркеров применялись 

характерные профили ферментных гидролизатов полисахаридов.



Как описано в предыдущих разделах, помимо полисахаридов, из Hericium erinaceus были 
выделены многие низкомолекулярные ингредиенты, в частности, ряд эринацинов, гериценонов, 
эринацеринов и фосфолипид дилинолеоилфосфатидилэтаноламин (DLPE), защищающий от 
стресса ЭПР.

Кроме этого, из Hericium erinaceus были выделены изогериценон и геранилированный 
изоиндолинон, вместе с эргостеролами и пероксидом эргостерола.

Последние достижения масс-спектросткопии позволили произвести количественный анализ 
вторичных метаболитов Hericium erinaceus, в частности, распределение терпеноидных продуктов, 
включая MALDI-MS-визуализацию метаболитов типа эринацина. Из плодового тела Hericium 
erinaceus было выделено несколько ферментов, в частности, амилаза с молекулярной массой 55 
кДаи лакказа с новой N-терминальной последовстельностью.

Лакказа с молекулярной массой 63 кДа показала значительную ингибирующую активность по 
отношению к ВИЧ-1 обратной транскриптазе (IC50= 9,5пмоль). Недавно из Hericium erinaceus 
получена новая фибринолитическая металлопротеаза, названная гериназа. Этот фермент с 
молекулярной массой 51 кДа способен напрямую расщеплять фибриновый сгусток и активировать 
плазминоген. Такая фибролитическая активность может отчасти объяснять лечебные функции 
Hericium erinaceus, хотя неясно, способен ли этот белок проникать в кровяное русло без потери 
активности.

Таким образом, в Hericium erinaceus присутствуют различные химические компоненты, в том числе
полисахариды, терпеноиды и их гликозиды, алкалоиды, белки, аминокислоты и производные 
бензотриазола пирролидона, как свидетельствуют также Автономова и Мизуно. Благотворное 
воздействие Hericium erinaceus на здоровье, в контексте биоактивных соединений и их 
сопряженных функций недавно обсуждалось Хан.



Выводы и перспективы

Кроме широкого спектра физиологических функций, описанных выше, упоминается несколько 
дополнительных свойств герициума, например, стимуляция ранозаживления.

Следовательно, Hericium erinaceus представляет собой привлекательный ресурс для 
исследования и разработки функциональных продуктов питания и лекарств. Несмотря на долгую 
историю применения в лекарственной кухне восточных стран, за последние десятилетия 
проведено лишь небольшое число соответствующих исследований. Однако недавние успехи в 
технологии культивирования мицелия позволили получить достаточную выборку для 
фундаментальных исследований.

Этот прогресс стимулировал исследование функциональных химических свойств Hericium 
erinaceus. Кроме открытия биологически активных низкомолекулярных ингредиентов, разработка и
совершенствование структурного и функционального анализа полисахаридов, полученных из 
Hericium erinaceus, особенно мицеллярного, позволяют проникать в сущность полисахаридов с 
особой структурой и составом сахаров, обладающих фармакологической активностью. Эти 
разработки дополняют традиционную концепцию механизма непрямого действия, типа 
иммуномодуляции. Дальнейшие структурные и функциональные исследования полисахаридов 
Hericium erinaceus позволят модифицировать их структуру, в направлении усиления 
медикотерапевтических свойств и дальнейшего прояснения биодоступности и путей метаболизма 
полисахаридов. Низкая токсичность плодовых тел и мицеллярных форм Hericium erinaceus, даже в
виде химических компонентов, послужит дополнительным преимуществом в диетическом 
применении герициума в составе функциональных продуктов питания, для профилактики болезней
и оздоровления.
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Эринацин A-обогащенный мицелий Hericium erinaceus улучшает патологию, связанную с болезнью
Альцгеймера, у трансгенных мышей APPswe / PS1dE9

Erinacine A-enriched Hericium erinaceus mycelium ameliorates Alzheimer’s disease-related pathologies 
in APPswe/PS1dE9 transgenic mice
Источник: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4924315/ 

Было продемонстрировано, что плодовое тело Hericium erinaceus обладает анти-деменцией в 
мышиной модели болезни Альцгеймера и людей с легкой когнитивной недостаточностью. Однако 
терапевтический потенциал мицелия Hericium erinaceus при болезни Альцгеймера остается 
неясным. В этом исследовании изучены эффекты обогащенного эринацином Hericium erinaceus 
mycelia (Hericium erinaceus-My) на патологические изменения в модели трансгенной мыши APPswe
/ PS1dE9 болезни Альцгеймера.

После 30-дневного перорального введения 5-месячным трансгенным мышам APPswe / PS1dE9 мы
обнаружили, что Hericium erinaceus-My и его этанольные экстракты (Hericium erinaceus-Et) 
ослабляют церебральную бляшную бляшку Aβ. Стоит отметить, что аттенуированная часть 
бляшки — это некомпактная структура. Уровень инсулин-деградирующего фермента повышался 
как Hericium erinaceus-My, так и Hericium erinaceus-Et в коре головного мозга. С другой стороны, 
количество активированных бляшками микроглии и астроцитов в коре головного мозга и 
гиппокампе уменьшалось, отношение фактора роста нервов (NGF) к предшественнику NGF 
(proNGF) было увеличено, а гиппокампальный нейрогенез был повышен после этих введений. 
Таким образом, все упомянутые преимущества этих администраций могут улучшить снижение 
активности ежедневного навыка у трансгенных мышей APPswe / PS1dE9.



Эти результаты подчеркивают терапевтический потенциал Hericium erinaceus-My и Hericium 
erinaceus-Et при болезни Альцгеймера. Поэтому эффективные компоненты Hericium erinaceus-My и
Hericium erinaceus-Et заслуживают внимания, чтобы стать терапевтическим препаратом для 
лечения болезни Альцгеймера.

Болезнь Альцгеймера (AD), связанная с возрастом прогрессирующее нейродегенеративное 
расстройство, характеризуется образованием нейрофибриллярных клубок, внеклеточных 
агрегированных амилоидных β (Aβ) бляшек и нейронной и синаптической потери [1]. Накопление 
Aβ приводит к нейровоспалительному и окислительному стрессу. Aβ является нормальным 
продуктом клеточного метаболизма, полученного из белка предшественника амилоида (APP) 
путем последовательного действия β- и γ-секретаз [2]. Накопление Aβ в мозге затем определяется
скоростью генерации Aβ в зависимости от клиренса. Прозрачность может быть достигнута с 
помощью трех основных путей: протеолитическая деградация, опосредованный микроглиами 
клиренс, опосредованный рецептором перенос через гематоэнцефалический барьер [3].

Компромиссный нейрогенез, по-видимому, имеет место раньше, чем появление очаговых 
повреждений или потери нейронов, и может играть роль в инициировании и прогрессировании 
невропатологии в AD [4]. Недавние исследования показали, что уровни предшественника (фактора
NGF) фактора роста нервов (NGF) повышаются в зависимости от стадии в AD [5], а депрессия NGF
приводит к дефициту холинергических средств, отложению Aβ, гиперфосфорилированию тау и 
нарушенному нейрогенезу [ 6, 7]. Более того, воспалительная проблема, вызванная Aβ, 
индуцирует продуцирование провоспалительных цитокинов микроглиями, а также резистентные 
астроциты оказывают глубокое пагубное воздействие на взрослый нейрогенез [8]. Таким образом, 
изменение отношения NGF / proNGF, воспалительного процесса и компрометации нейрогенеза 
связано с развитием AD.

Hericium erinaceus является съедобным и лекарственным грибом с различными 
фармакологическими действиями в профилактике многих возрастных неврологических 
дисфункций, включая AD и болезнь Паркинсона [9]. Кроме того, соединения, выделенные из его 
плодоносящих тел и мицелия, проявляют сильную активность для стимуляции экспрессии и 
секреции NGF in vitro и in vivo [10, 11]. Недавние исследования продемонстрировали анти-
деменцию активности его плодоносящих тел у мышей с когнитивным дефицитом, вызванным Aβ, и
у людей с умеренным ухудшением познания [12, 13]. Однако анти-деменционная активность 
Hericium erinaceus mycelia оставалась неясной.

В настоящем исследовании мы исследовали потенциалы обогащенного эринацином Hericium 
erinaceus mycelia (Hericium erinaceus-My) и его экстрактов этанола (Hericium erinaceus-Et) на 
патологиях, связанных с AD, в 5-месячной версии APPswe / PS1dE9 (APP / PS1) трансгенной 
мыши, трансгенной мышиной модели AD, экспрессирующей две мутации в APP человека, а также 
двух человеческих пресенилин 1, проявляющих нарушение исследуемого поведения, 
пространственную память и синаптическую функцию [14-16]. Наши данные свидетельствуют о том,
что Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et улучшали бляшки Aβ за счет увеличения уровня 
фермента, разрушающего инсулин (IDE) и опосредуемого микроглезом клиренса. Кроме того, 
Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et также увеличивали отношение NGF / proNGF. Все 
изменения могут привести к продвижению нейрогенеза и улучшению снижения активности 
повседневной жизни (ADL).

Hericium erinaceus (BCRC 35669), приобретенный в Центре исследований и исследований 
биоресурсов (BCRC) в Институте исследований и развития пищевой промышленности (Синьчжу, 
Тайвань), поддерживали и культивировали на картофельном декстрозном агаре при 26°С в 
течение 15 дней в соответствии с методом, описанным ранее [ 17]. После инкубации удаляли блок 
мицелиального агара (1см3), переносили в колбу Эрленмейера объемом 2л, содержащую 1,3л 
синтетической среды (состоящей из 0,25% дрожжевого экстракта, 4,5% глюкозы, 0,5% соевого 
порошка, 0,25% пептона и 0,05% MgSO4, доводили до рН 4,5) и инкубировали в течение 5 дней 



при 26°С на ротационном шейкере (120 об/мин). Процесс ферментации затем расширяли от 2-
литровой колба для коктейля до 500-литровых и 20-тонных ферментеров в течение 5 и 12 дней 
соответственно. В конце процесса ферментации мицелия затем собирали, лиофилизировали, 
заделывали в порошок и хранили в эксикаторе при комнатной температуре (Hericium erinaceus-
My). Анализ приблизительной композиции, включая зольность, общий белок, липиды и углеводы 
лиофилизированного мицелия, определяли в соответствии с официальными методами AOAC. 
Затем сухой образец анализировали UPLC для оценки содержания мицелия в зависимости от его 
сухого веса. Hericium erinaceus-My экстрагировали четыре раза 90% -ным этанолом при кипячении 
с обратным холодильником с получением этанольного экстракта (Hericium erinaceus-Et). Их 
химические отпечатки пальцев были определены (рис.1). Три активных компонента в Hericium 
erinaceus-Et были идентифицированы и сравнивались со стандартами.

Репрезентативные химические отпечатки пальцев и строение основных компонентов мицелия
Hericium erinaceus . а . Хроматограмму UPLC HE-Et осуществляли на колонке Thermo syncronis 
C18 (2,1 × 100 мм) в системе Waters AcQuity Ultra Performance LC с детектором на диодной 
матрице, контролируемом при 210 нм. Подвижная фаза состояла из 0,1% фосфатной воды ( а )
и ацетонитрила ( b ) с использованием градиентного элюирования 20–55% B через 0–2 мин, 55–
90% B через 2–9 мин, 90–100% ацетонитрила при 9–10 мин. Скорость потока составляла 0,4 
мл / мин. Три активных компонентов: ОН-А, были идентифицированы ОН-С и HE-S и 
сравнивают со стандартами, а их структура была показана в b

Ранее были описаны идентификация эринацина A (Hericium erinaceus-A), erinacine C (Hericium 
erinaceus-C) и эринацина S (Hericium erinaceus-S) в Hericium erinaceus-Et с использованием ЯМР и 
LC-MS-MS [17, 18]. Hericium erinaceus-My (содержащий 19мг/г Hericium erinaceus-A) и Hericium 
erinaceus-Et (содержащий 104,4мг/г Hericium erinaceus-A) растворяли в транспортном средстве (3%
ДМСО / 10% кремофор EL (Sigma) / 87,5% D5W (5% декстрозы в воде, pH 7,2) с энергичным 
встряхиванием, чтобы получить конечную концентрацию 3мг · мл-1 (Hericium erinaceus-A) или 30 
мг · мл-1 (Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et) до его введения до мышей. Инструмент 



химических отпечатков пальцев и структура основных компонентов мицелия Hericium erinaceus. a. 
UPLC-хроматограмма Hericium erinaceus-Et проводилась на колонке Thermo syncronis C18 (2,1 × 
100 мм) в Waters AcQuity Ultra Performance LC система с детектором диодной матрицы, 
контролируемая при 210 нм. Мобильная фаза состояла из 0,1% фосфатной воды (а) и 
ацетонитрила (б) с использованием градиентного элюирования 20-55% В при 0-2 мин, 55-90% В 
при 2-9 мин, 90-100% ацетонитрила в течение 9-10 мин. Скорость потока составляла 0,4 мл / мин. 
Были идентифицированы три активных компонента: Hericium erinaceus-A, Hericium erinaceus-C и 
Hericium erinaceus-S и сопоставлены со стандартами, и их структура была показана в b

Комитет по институциональному уходу и использованию животных в Национальном 
исследовательском институте китайской медицины одобрил протокол о животных (IACUC No: 100-
A-04 и 102-417-3). Модель двойного трансгенного мыши APPswe/PS1ΔE9 (APP/PS1) AD была 
приобретена в Лаборатории Джексона (№ 005864), которая экспрессировала химерный 
мыши/человека APP695, несущий шведские мутации K670M/N671L (APPswe) и человека PS1 с 
экзоном- 9 мутации удаления (PS1ΔE9). Размножение гендерного отношения было мужчиной с 
двумя самками в одной клетке. Эксперименты проводились с использованием дикого типа (WT), 
брата и трансгенного самца мыши C57BL/6 J AD. Животных помещали под контролируемую 
комнатную температуру (24 ± 1°C) и влажность (55-65%) с 12:12ч. (07: 00-19: 00) светло-темного 
цикла. Все мыши получали коммерчески доступную диету для нормальной диеты для грызунов и 
воду ad libitum.

Чтобы исследовать влияние Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et, 5-месячные мыши 
APP/PS1 кормили Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et (300 мг/кг/день) в течение 30 дней 
для патологического теста и 5-бром- 2′-дезоксиуридин (BrdU; Sigma) вводили внутрибрюшинно при
50 мг/кг/день в течение последних 7 дней. Для теста поведения 5-месячным мышам APP/PS1 
вводили Hericium erinaceus-My (300 мг/кг/день) в течение 70-90 дней.

После введения пероральным зобом 5-месячных мышей в течение 30 дней 5-бром-2′-
дезоксиуридин (BrdU, Sigma) вводили внутрибрюшинно (50 мг/кг/день) в течение последних 7 дней,
затем мыши были глубоко обезболивают хлоральгидратом, а затем переносят с помощью 
кардиальной перфузии с физиологическим раствором при рН 7,4. Мыши головного мозга удаляли 
и одно полушарие гомогенизировали в H-Buffer (320 мМ сахарозы, 2 мМ ЭДТА, 20 мМ Трис-HCl (рН
7,4), 1 мМ PMSF, 5 мкг/мл лейпептина, 5 мкг/мл апротинина) для Aβ ИФА и иммуноблотты. Другое 
полушарие обрабатывали для гистохимического и иммуногистохимического окрашивания. 
Рассеянные мозги погружали в 4% формальдегид в течение 18ч. при 4°С, затем подвергали 
криозащите в сахарозе перед разделением на разреженные плавающие участки толщиной 30 мкм.

Тиофлавин S (Ths; Sigma) широко используется для обнаружения осаждения амилоидных бляшек 
[19]. Для тройного иммунофлуоресцентного окрашивания тиофлавином S, бляшкой Aβ и микроглии
высушенные участки окрашивали свежим, отфильтрованным 1% тиофлавином S в воде в течение 
60 мин, а затем дважды промывали 70% этанолом в течение 5 мин, дважды водой в течение 2 мин
каждый, дважды с PBS в течение 5 минут каждый. Секции затем инкубировали в блокирующем 
буфере и буфере для разведения антител с соответствующими антителами, как указано выше.

Мышей умерщвляли с помощью кардиальной перфузии с физиологическим раствором при рН 7,4. 
Одно полушарие головного мозга гомогенизировали в H-Buffer (320мМ сахарозы, 2мМ ЭДТА, 20мМ
Трис-HCl (рН 7,4), 1мМ PMSF, 5мкг/мл лейпептина, 5мкг/мл апротинина) для Aβ ELISA и 
иммуноблоттов, другое полушарие мозга было обработано для иммуногистохимического 
обнаружения. Рассеянные мозги погружали в 4% формальдегид в течение 18ч при 4°С, затем 
подвергали криозащите в сахарозе перед разделением на разреженные плавающие участки 
толщиной 30мкм. Секции блокировали в блокирующем буфере (PBS с 3% нормальной сывороткой 
осла, 1% альбумина бычьей сыворотки (BSA) и 0,3% Triton X-100) в течение 60мин и инкубировали
в течение ночи при 4°C в буфере для разведения антител (PBS с 1% нормальная сыворотка осла, 
1% BSA и 0,3% Triton X-100) с первичными антителами, включая мышиное моноклональное анти-
GFAP-антитело (1: 300, Millipore) и антитело против Aβ1-16 (AB10, 1:300, Millipore) козьим анти-Iba-



1-антителом (1:300, abcam). Затем срезы инкубировали в буфере для разведения антител, 
содержащем Hoechst33258 (Invitrogen, 2мкг/мл), конъюгированный с флуоресцеином 
изотиоцианатсодержащий ослейный анти-мышиный IgG и конъюгированный с RRX ослиный 
антикроличный IgG или антитело против IgA IgA IgA, присоединенное к Alexa Fluor 647 (1:300; 
Jackson ImmunoResearch) в темноте в течение 2ч при комнатной температуре. Затем срезы 
промывали PBS, содержащим 0,01% Triton X-100, и устанавливали с Aqua Poly/Mount (Polyscience 
Inc., Уоррингтон, шт. США). Флуоресцентные изображения иммуногистохимии и окрашивания ThS 
были взяты с использованием конфокальной микроскопии Zeiss LSM 780 (Йена, Германия). 
Нанесение амилоидной бляшки определяли количественно с использованием программного 
обеспечения ImageJ. Бляшка амилоидного бляшка указывает на AB10-реактивную или ThS-
положительную область, нормированную на общую площадь

Для обнаружения BrdU-положительных клеток участки ткани инкубировали в 10мМ цитрате натрия 
(рН 6,0) при 80°С в течение 30мин, а затем в 2 М HCl при 37°С в течение 30мин. Затем секторы 
инкубировали в буфере блокирующего буфера и буфера для разведения антител с первичными 
антителами, включая мышиные моноклональные антитела к BrdU (1:500, Senta Cruz) и 
поликлональное антитело кролика к двойному кортину (DCX, 1:500, abcam) и соответствующим 
вторичным антителам , как уже упоминалось выше. Количество BrdU- или DCX-положительных в 
субгранулярной зоне (SGZ) зубчатой извилины было количественно определено и было 
определено как линейная плотность BrdU- или DCX-позитивных клеток на 1мл SGZ.

Количественную оценку окрашенных ThS- и AB10 бляшек проводили индивидуально. Для анализа 
использовались по меньшей мере 3 корональных сегмента мозга от каждой мыши. Каждое 
изображение было настроено на порог обнаружения пикселей (настройка порога для ThS-
положительного сигнала равна 60, установка порога для AB10-положительного сигнала — 40). Для
устранения фона исключались частицы размером менее 100 пикселей (приблизительно 70мкм2). 
Занятая площадь сигналом, окрашенным ThS- или AB10, была разделена на всю интересующую 
область, включая кору и гиппокамп, и представлена в процентах.

Двухстадийную последовательную экстракцию головного мозга Aβ с использованием 2% SDS и 
70% муравьиной кислоты (FA; Sigma) обрабатывали, как описано ранее [20]. Вкратце, гомогенат 
кортикальной смеси смешивали с равным объемом 4% SDS в H-буфере, содержащем ингибитор 
протеазы. Образец затем обрабатывали ультразвуком и центрифугировали при 100000 × g в 
течение 60 мин при 4°С. Супернатант считали SDS-растворимой фракцией. Нерастворимый SDS 
осадок снова ресуспендировали в 70% FA и центрифугировали при 100000 g в течение 60 мин при 
4°C. Супернатант собирали и нейтрализовали 1 М Tris, pH 11. Растворимые SDS и нерастворимые 
SDS фракции хранили при -80°C до анализа сэндвич-ELISA. Уровень Аβ измеряли с помощью 
чувствительного анализа ELISA на основе сэндвича на основе флуоресценции с использованием 
набора (человеческий β-амилоид 1-42, Invitrogen KHB3442). Подробные эксперименты 
проводились в соответствии с протоколом изготовителя.

Для Вестерн-блот-анализа образцы (30 мкг белка) разделяли электрофорезом на 
додецилсульфат-полиакриламидном геле натрия и затем переносили в мембраны PVDF. 
Используемые первичные антитела были следующими: антитело против Iba-1 кролика (Wako), 
антитело против NGF кролика, антитело против GFAP кролика, антитело против APP мыши, 
антитело против CTF кролика, антитело против NEP кролика, кролик анти-IDE-антитело (Millipore) и
мышиное анти-β-актинное антитело (Novus Biologicals). Вторичными антителами были антитело 
против кроличьей IgG, конъюгированное с пероксидазой хрена (HRP, GE Healthcare) и антителом 
против мышиного IgG, конъюгированным с HRP (Jackson ImmunoResearch). Для обнаружения 
использовались усовершенствованные реагенты для определения хемилюминесценции (GE 
Healthcare). Диапазоны определяли количественно с использованием люминесцентного 
анализатора изображений Fujifilm LAS-3000 (Токио, Япония).

После перорального введения в желудочный зонд в течение 81 дня мышей оценивали для 
задания вложенности, как описано ранее [21]. Два гнезда (приблизительно 5г) помещали в клетку 



за 1ч до темного цикла, после чего определяли оценку гнезда и массу нерасщепленных гнезд 
после ночи. Качество гнезда оценивали по шкале оценки 1-5, при этом 1 не было заметно 
затронуто; 2, гнездо было частично измельчено и разбросано по полу; 3, гнездо было в основном 
измельчено, но было построено только плоское гнездо; 4, гнездо было идентифицируемым, но 
плоским; и 5, гнездо было построено в норе.

Результаты выражаются как среднее ± стандартное отклонение (S.D.) и анализируются с помощью
анализа дисперсии (ANOVA) с помощью постконфликтных тестов Bonferroni.

В модели трансгенных мышей APP / PS1 бляшки хорошо установлены и видны через 6 месяцев. 
Поэтому 5-месячным мышам APP / PS1 кормили 300 мг / кг / день HE-My или HE-Et в течение 30 
дней, чтобы исследовать их влияние на бляшную нагрузку двойным окрашиванием AB10-
антителом и ThS, чтобы наблюдать структуру цельная доска и ее компактное ядро, 
соответственно. Были подсчитаны количество окрашенных AB10 бляшек диаметром более 100 
пикселей (68 мкм) в коре головного мозга и гиппокампе мышей APP/PS1.

Лечение не приводило к существенному изменению массы тела, предполагая, что эти методы 
лечения не имеют очевидного побочного эффекта (данные не показаны). Однако количество и 
бремя цельной бляшки, окрашенной AB-10, но не компактного ядра, окрашенного ThS, были 
значительно уменьшены после 30-дневного введения Hericium erinaceus-My или Hericium 
erinaceus-Et (рис.2a и b). По сравнению с мышами, обработанными носителем, лечение Hericium 
erinaceus-My уменьшило нагрузку и количество цельной бляшки на 38,6 ± 9,3% и 34,8 ± 13,4% 
соответственно. Более эффективно лечение Hericium erinaceus-Et уменьшало нагрузку и 
количество цельной бляшки на 55,8 ± 15,2% и 43,5 ± 15,6% соответственно.

Чтобы идентифицировать структуру деталей цельной бляшки и ее компактного ядра, изображение 
двухцветных бляшек было показано как в максимальной проекции трехмерного стека (рис.2C, a-c), 
так и в конфокальных сечениях по xy, yz и xz (рис.2C, d-f). Результат показал, что типичная бляшка
была составлена из компактного сердечника, окрашенного ThS, и нитевидной структуры AB10-
imunostained, которая окружает компактный сердечник.

HE-My и HE-Et уменьшают размер окрашенной AB10 бляшки в коре головного мозга и гиппокампе 
мышей APP / PS1

Шестьдесят двойных окрашенных бляшек репрезентативного ломтика мышей, обработанных 
транспортным средством и Hericium erinaceus-Et, были выбраны по размеру, чтобы выявить 
разницу конформации бляшек (рис.3а). Результат показал, что некомпактная структура бляшек 
была значительно уменьшена обработкой Hericium erinaceus-Et. Был нанесен график рассеяния 
размера бляшки в μm2 с компактным ядром (ThS-окрашивание) против цельной бляшки 
(окрашивание AB-10), чтобы выявить морфологическое изменение индивидуальной бляшки до и 
после обработки Hericium erinaceus-Et. Результат показал, что модулированная структура Hericium 
erinaceus-Et ограничена AB3-окрашенной некомпактной частью цельной бляшки, но не ThS-
окрашенной компактной сердцевиной (рис.3b). Аналогичный результат был обнаружен у 
обработанных Hericium erinaceus-My мышей (данные не показаны).



Рис. 2
HE-Et и HE-My уменьшают бремя амилоидных бляшек в этой области, включают кору головного 
мозга и гиппокамп мышей APP / PS1. Пятимесячным мышам APP / PS1 перорально вводили 
носитель (Veh, n  = 6), HE-Et ( n  = 5) и HE-My ( n  = 6) в течение 30 дней. . Репрезентативные 
флуоресцентные изображения амилоидных бляшек, обнаруженных окрашиванием тиофлавином S
(ThS) ( белым на a, e и i и зеленым на c, d, g, h, k и l) и иммуногистохимическим окрашиванием 
антителом AB-10 (белым на b, f и j, красные на c, d, g, h, k и l) в области, включая теменную кору и 
гиппокамп. Распродажа бар: 500 мкм. Типичная доска увеличена и показана на правой стороне 
каждого изображения. Распродажа бар: 20 мкм. В, показывает количество бляшек и нагрузку в 
полуцеребральной сфере, окрашенной ThS и AB-10, рассчитанной с помощью программного 
обеспечения для анализа изображений. Бремя зубного налета отображается в процентах от 
площади, занимаемой окрашенным ThS- или AB-10 сигналом, во всей интересующей области. C . 
Структура амилоидной бляшки в коре головного мозга мышей APP / PS1. Амилоидная бляшка в 
коре головного мозга 6-месячных мышей APP / PS1 была обнаружена с помощью ThS-
окрашивания ( белое на a и d и зеленое на c и f) и иммуногистохимического окрашивания 
антителом AB-10 ( белое на b и e, и красный в с и е). Верхние панели показывают типичную Z-
проекцию (3 размера, XYZ, AC) типичной доски. Нижние панелипоказать 2-мерные изображения 
(XY, XZ и YZ, DF). Изображение, обозначенное стрелкой, указывает на предполагаемый блок 
зубного налета. Продажа бара: 10 мкм. Отдельные флуоресцентные изображения были 
представлены в оттенках серого для повышения разрешения



Рис 3
HE-Et уменьшает размер окрашенной AB-10 бляшки в области, включая кору головного мозга и 
гиппокамп мышей APP / PS1. а . Репрезентативные изображения бляшек, окрашенных ThS 
( зеленым ) и AB-10 ( красным ) (по 60 для каждого), выбранных в порядке убывания размера по 
площади, включают кору головного мозга и гиппокамп APP, обработанных носителем и HE-Et / PS1
мыши. б . Диаграмма рассеяния областей, окрашенных ThS и AB-10, из репрезентативных 
образцов с обработкой носителем и HE-Et ( сплошные линии : линии линейной регрессии; 
пунктирные линии : 95% доверительные интервалы; R 2  = 0,8224 для носителя и R 2  = 0,9079 для 
HE-Et). с, Уровни растворимого и нерастворимого Aβ1-42 определяют методом ИФА. Результаты 
представляют собой среднее значение ± стандартное отклонение. Значимые различия между 
обработанной и контрольной (Veh) группами обозначены *, р  <0,05.

Для изучения участия Aβ1-42 в структуре бляшки растворимые и нерастворимые Aβ были 
выделены из коры мышей APP/PS1 и уровень Aβ был обнаружен с использованием анализа Aβ1-
42-ELISA (рис.3c). Результаты показали, что введение Hericium erinaceus-My значительно снижает 
уровень растворимого, но не нерастворимого Aβ1-42. В качестве альтернативы не наблюдалось 
значительного влияния Hericium erinaceus-Et на уровень как растворимого, так и нерастворимого 
Aβ.



HE-Et и HE-My уменьшают Aβ-ассоциированные глиальные клетки у мышей APP / PS1

Затем мы оценили эффекты Hericium erinaceus-Et и Hericium erinaceus-My на связанных с 
бляшками кластерах активированных микроглий и реактивных астроцитов с помощью 
иммуногистохимического окрашивания антителами AB-10, Iba-1 и GFAP соответственно. 
Изображение показало, что активированный астроцит и микроглия образуют кластер, окружающий 
бляшку в области, включая кору и гиппокамп (рис.4а и б). Обработка Hericium erinaceus-Et 
уменьшает количество Iba-1-положительных кластеров микроглией и GFAP-положительных 
астроцитов на 25,2 ± 9,4% и 40,0 ± 13,5% соответственно (рис.4c). Лечение My-my уменьшает 
количество кластеров микроглии и астроцитов на 19,4 ± 13,9% и 43,3 ± 9,0% соответственно 
(рис.4с). Для определения общего снижения активности микроглии и реактивности астроцитов 
Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et гомогенаты коры обработанных мышей были 
исследованы иммуноблотом с использованием антител против Iba-1 и анти-GFAP-антител. 
Результат показал, что уровень активации микроглии снижался с помощью Hericium erinaceus-Et и 
Hericium erinaceus-My до 47,9 ± 12,9% и 37,9 ± 7,9% контроля соответственно (рис.4d). Напротив, 
уровень реактивности астроцитов снижался до 64,3 ± 12,1% и 55,7 ± 20,8% от контроля.

Рис 3
HE-Et уменьшает размер окрашенной AB-10 бляшки в области, включая кору головного мозга и 



гиппокамп мышей APP / PS1. а . Репрезентативные изображения бляшек, окрашенных ThS 
( зеленым ) и AB-10 ( красным ) (по 60 для каждого), выбранных в порядке убывания размера по 
площади, включают кору головного мозга и гиппокамп APP, обработанных носителем и HE-Et / 
PS1 мыши. б . Диаграмма рассеяния областей, окрашенных ThS и AB-10, из репрезентативных 
образцов с обработкой носителем и HE-Et ( сплошные линии : линии линейной регрессии; 
пунктирные линии : 95% доверительные интервалы; R 2  = 0,8224 для носителя и R 2  = 0,9079 
для HE-Et). с, Уровни растворимого и нерастворимого Aβ1-42 определяют методом ИФА. 
Результаты представляют собой среднее значение ± стандартное отклонение. Значимые 
различия между обработанной и контрольной (Veh) группами обозначены *, р  <0,05.

рисунок 4
Hericium erinaceus-Et и Hericium erinaceus-My облегчают амиальную бляш-ассоциированную 
глиальную активацию в области, включая гиппокамп и кору головных мышей APP / PS1. 
Пятимесячным мышам APP / PS1 вводили перорально с носителем (Veh, n = 6), Hericium 
erinaceus-Et (n = 5) и Hericium erinaceus-My (n = 6) в течение 30 дней. Амилоидные бляшки были 
обнаружены путем иммуногистохимического окрашивания антителом AB-10 (синий). 
Микроглия и реактивные астроциты были обнаружены путем иммуногистохимического 



окрашивания антителом Iba-1 (красный) и GFAP (зеленый) соответственно. а. 
Репрезентативные иммуноокрашивающие изображения гиппокампа и частичной коры. Продажа
бар: 500 мкм. б. Расширенные виды типичного кластера, который указан в панели a (стрелка). 
Продажа бар: 50 мкм. с. Как количество микроглиальных, так и астроглиальных кластеров в 
полуцеллюлитной сфере, рассчитанное с помощью программного обеспечения для анализа 
изображений. д. Иммуноблоттинг Iba-1 и GFAP. Были показаны типичные иммуноблоты Iba-1, 
GFAP и β-актина (левая панель). Относительные уровни Iba-1 и GFAP выражались в процентах
от контроля (Veh) (правая панель). Результатом является среднее значение ± S.D. 
Значительные различия между обработанными и контрольными (Veh) группами обозначаются 
*, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001

HE-Et и HE-My увеличивают соотношение NGF / proNGF и способствуют нейрогенезу гиппокампа у 
мышей APP / PS1

Уровни NGF и proNGF были проанализированы путем иммуноблоттинга. Hericium erinaceus-Et и 
Hericium erinaceus-My значительно увеличивают отношение NGF / proNGF на 124,7 ± 54,1% и 109,9
± 25,7% соответственно (рис.5b).

Мы предположили, что повышенное отношение NGF/proNGF и снижение активации микроглии 
могут способствовать нейрогенезу гиппокампа. Поэтому новорожденные гранулярные нейроны и 
пролиферативные предшественники типа 2 в субгранулярной зоне (SGZ) оценивали с помощью 
иммуногистохимического окрашивания с использованием анти-DCX и антител против BrdU 
соответственно. Мы обнаружили, что число новорожденных гранулярных нейронов (DCX-
положительных) и пролиферирующих предшественников типа 2 (BrdU-положительный) было 
снижено у мышей APP/PS1 по сравнению с мышами дикого типа (рис.6). Однако уменьшенное 
количество DCX-, BrdU- и BrdU- / DCX-двойных положительных нейронов было восстановлено 
после обработки Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et.

HE-My восстанавливает активность ежедневного снижения уровня жизни у мышей APP / PS1

Взаимодействие с гнездом связано с широкой сетью областей мозга; ранее применялись для 
оценки повседневных навыков AD трансгенных мышей. Поэтому была выполнена задача 
вложенности. Результат показал, что у мышей APP/PS1 был более низкий показатель гнездования
и меньше, чем у мышей WT. Однако мыши, обработанные Hericium erinaceus-My-обработанными 
APP / PS1, восстановили снижение как показателя гнездования (рис.7a, так и b) и измельчения в 
дереве (рис.7a и c).

обсуждение

Наши результаты показывают, что введение мышей Hericium erinaceus-Et или Hericium erinaceus-
My в APP/PS1 в течение 30 дней устраняло бляшку амилоидного бляшка, предотвращало 
рекрутирование и активацию связанных с бляшками микроглии и астроцитов, способствовало 
экспрессии IDE, отношения NGF/proNGF , и распространение нейронов-предшественников и число
новорожденных нейронов в зубчатой извилине. Наконец, мы обнаружили, что администрации 
Hericium erinaceus-My в течение 81 дня восстанавливали дефицит активности повседневных 
навыков у мышей APP/PS1.



Рис 5
Влияние HE-Et и HE-My на уровень белков, регулирующих накопление Aβ, и уровень NGF в коре 
головного мозга мышей APP / PS1. Пятимесячным мышам APP / PS1 перорально вводили 
носитель (Veh, n  = 6), HE-Et ( n  = 5) и HE-My ( n  = 5) в течение 30 дней. Кортекс удаляли и 
гомогенизировали, а белки, участвующие в амилоидогенезе, клиренсе амилоида и созревании 
NGF в лизатах, анализировали иммуноблоттингом. a Репрезентативные иммуноблоты АРР, 
CTF-α, -β, IDE, неприлизина и β-актина ( левая панель ). Уровень АРР, CTF-α и -β, IDE и 
неприлизина был представлен в процентах от контроля (Veh) ( правая панель ). 
бРепрезентативные иммуноблоты проNGF, NGF и β-актина ( левая панель ). Относительный 
уровень соотношения NGF / proNGF был представлен в процентах от контроля (Veh) ( правая 
панель ). Результаты представляют собой среднее значение ± стандартное отклонение. 
Значимые различия между обработанной и контрольной (Veh) группами обозначены *, р  <0,05; 
**, р  <0,01



Рисунок 6
Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et стимулируют нейрогенез гиппокампа у мышей 
APP/PS1. Пятьмесячные мыши дикого типа (WT) или APP/PS1 вводили перорально с носителем
(Veh, n = 6), Hericium erinaceus-Et (n = 6) и Hericium erinaceus-My (n = 6) в течение 30 
дней. Нейрогенез гиппокампа был обнаружен иммуногистохимическим окрашиванием 
антителом двойного кортинка (DCX) (красный) и антителом BrdU (зеленый). а. 
Репрезентативные иммуноокрашивающие изображения зубчатой извилины у мышей дикого 
типа (WT, n = 7) и мышей APP/PS1, обработанных транспортным средством (Veh), Hericium 
erinaceus-Et и Hericium erinaceus-My. Стрелка указывает на DCX-маркированный новорожденный
нейрон; стрелка указывает на пролиферативный нейропрогенитор типа 2; двойная стрелка 
указывает на новорожденный нейрон сразу после пролиферации; Полая стрелка указывает на 
пролиферативные клетки, отличные от нейропрогенитора. Шкала шкалы: 100 мкм. ML, 
молекулярный слой; UGL, верхний слой гранулированной ячейки; LGL, SGZ, субгранулярная зона;
нижний слой гранулированной ячейки. б. Число положительных клеток BrdU, положительных 
клеток с двойной кортинкой и клеток с двойной меткой (номер ячейки/мм SGZ). Результатом 
является среднее ± SD. Значительные различия между группами дикого типа (WT) и APP/PS1 
обозначаются *, p <0,05. Значительные различия между обработанными и контрольными (Veh) 
группами обозначены цифрой #, p <0,05; ##, p <0,01



рисунок 7

Дефицит конструкции гнезда, отображаемый мышами APP/PS1, был улучшен методом 

Hericium erinaceus-My. Пять месяцев старых мышей дикого типа (WT) или APP/PS1 вводили 

перорально с носителем (Veh, n = 6) или Hericium erinaceus-My (n = 6) в течение 81 дня, а затем 

выполняли исследование конструкции гнезда. Показаны репрезентативные изображения 

конструкции гнезда (a), оценка гнезда (b) и нераспакованный план (c). Результатом является 

среднее ± SD. Значительные различия между группами WT (n = 8) и APP/PS1 обозначаются **, p 

<0,01; ***, р <0,001. Значительные различия между обработанными и контрольными (Veh) 

группами обозначены цифрой #, p <0,05

Наше предыдущее исследование показывает, что 300 мг/кг Hericium erinaceus-My демонстрирует 
лучшую/ самую высокую нейропротективную активность против повреждения реперфузии ишемии 
[22]. Безопасная доза эрининцевого обогащенного эрицином Hericium erinaceus достигла 3000 мг / 
кг при 28-дневном оральном кормлении у крыс Sprague-Dawley [17]. Кроме того, наш предыдущий 
отчет показал, что 30 мг / кг эринацина А и S аналогичны активности для уменьшения отложения 
Aβ и увеличения экспрессии IDE [18]. Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et содержат 19 
мг/г и 104,4 мг/г Hericium erinaceus-A, соответственно. Следовательно, вероятно, что ингредиенты, 
образующие активность Hericium erinaceus-My или Hericium erinaceus-Et, аналогичны активности, и
Hericium erinaceus-My или Hericium erinaceus-Et (300 мг/кг/день) достигают эффекта потолка на 
клиренс Aβ. Поэтому мы выбрали 300 мг/кг, чтобы проверить его эффект.

Предыдущие отчеты показывают, что мышиные мыши APP /PS1 имеют большее количество 
осаждения амилоидной бляшки, чем у мышей APP/PS1 у мужчин [23-25], и мыши и мыши APP/PS1 
у мужчин и женщин обнаруживают сходные нарушения в пространственном обучении и памяти [23]
, Кроме того, оба пола показывают хорошую активность для построения гнезда [26, 27]. Поэтому 
мы считаем, что мышиные мыши APP/PS1 также подходят в качестве модели для оценки влияния 
лечения на AD-подобную патологию.

Предыдущие исследования показали, что мицелия H. erinaceus и ее компоненты обладают 



способностью стимулировать экспрессию и секрецию NGF in vitro и in vivo [10]. В нашем 
настоящем исследовании показано, что Hericium erinaceus-My и его компоненты увеличивают 
отношение NGF / proNGF (рис. 5b). Недавние исследования показали, что метаболическая 
дисфункция NGF связана с синдромом AD и Дауна [28]. Зрелый NGF получают из proNGF 
некоторыми конвертазами, такими как плазмин и фурин, и разлагаются матричной 
металлопротеазой 9. Однако до сих пор неясно, индуцирует ли мицелия H. erinaceus и ее 
компоненты экспрессию плазмина и фурина или уменьшает экспрессию MMP-9.

Некоторые из предыдущих работ были изучены структура амилоидной бляшки [29] и 
последовательная кластеризация активированных бляшек активированных микроглий и 
реактивных астроцитов [30]. В этих работах предположилось, что накопление Aβ может привести к 
аномальному нейровоспалению и окислительному стрессу, а активация микроглией сильно 
связана с накоплением Aβ. В нашем настоящем исследовании очевидно, что глиальный кластер 
сконструирован по меньшей мере четырьмя последовательными слоями (например, амилоидный 
компактный сердечник с излучающим рычагом, амилоидная нить-плиссированная нитевидная 
структура листа, микроглиевая кластеризация и астроглиальная кластеризация) (рис. 2с и 4b). 
Активность Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et для уменьшения нитевидной структуры 
бляшки амилоидных бляшек как в коре, так и в гиппокампе — это новый вывод.

Хотя Aβ-окрашивание как ThS, так и AB10 не может функционально различать повышенный 
фагоцитоз и нарушение деградации, наши результаты показали, что Hericium erinaceus-My и 
Hericium erinaceus-Et существенно изменили характеристики осаждения бляшек Aβ у мышей 
APP/PS1 (рис.2 и 3) , Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et значительно уменьшили 
некомпактную структуру амилоидной бляшки (рис. 3b). Кроме того, мыши, обработанные Hericium 
erinaceus-My-обработанными APP/PS1, продемонстрировали 40% -ное снижение концентрации 
мозга в растворимых формах Aβ1-42 (рис.3c).



AD характеризуется повышенными уровнями Aβ, которые продуцируются β- и γ-секретазами [31]. В
качестве следствия любой подход, направленный на блокирование производства Aβ путем 
вмешательства в эти ферменты, можно рассматривать как действующую терапевтическую 
стратегию. С другой стороны, активация α-секретазы представляет собой еще одну стратегию 
блокирования продуцирования Aβ. В нашем настоящем исследовании Hericium erinaceus-My и 
Hericium erinaceus-Et аттенуировали окрашенную AB10 некомпактную структуру бляшек и 
уменьшили уровень растворимой формы Aβ1-42, можно объяснить ингибированием β- или γ-
секретазы или активацией α- секретазы. Для определения этого эффекта измеряли уровни APP, 
CTF-α и -β. Однако результат был отрицательным. Однако было обнаружено, что Hericium 
erinaceus-Et и Hericium erinaceus-My стимулируют экспрессию IDE, указывая на то, что зазор Aβ 
путем деградации может быть вовлечен в эффект сокращения Aβ. IDE представляет собой 
разрушающий фермент для внутриклеточного домена Aβ и APP (AICD) [32, 33]. IDE находится в 
цитозоле и митохондриях [34], а небольшая часть IDE также выделяется из клеток [35]. Было 
показано, что агонисты пути PPARγ усиливают зазор Aβ механизмом, который, как 
представляется, подразумевает IDE. Более того, сигнальный путь Notch может также регулировать
выражение IDE [36]. Данные, подтверждающие участие IDE в деградации Aβ in vivo, очень сильны. 
Следовательно, повышение активности IDE остается терапевтическим выбором [37]. IDE-
нокаутные мыши и крыса с частичными потерями функциональных мутаций в IDE обнаруживают 
накопление мозгового Aβ на 50% [38]. Напротив, предыдущая работа показала, что двукратное 
увеличение IDE через трансгенную избыточную экспрессию уменьшает, очевидно, 50% отложение 
Aβ у трансгенных мышей APP [37]. Таким образом, вполне вероятно, что двукратное увеличение 
экспрессии IDE после обработки Hericium erinaceus-My или Hericium erinaceus-Et может ослаблять 
бремя амилоидной бляшки. Сообщалось, что с возрастом или после некоторых оскорблений 
уровень IDE в мозге значительно снижается [39]. В нашем настоящем исследовании трансгенные 
мыши APP / PS1, IDE были отрегулированы по сравнению с мышами дикого типа (данные не 
показаны). Этот результат согласуется с предыдущим сообщением о том, что в трансгенных 
мышах APPswe / PSEN1 (A246E) IDE повышалась в Aβ [40].

Недавние данные свидетельствуют о том, что ослабленный клиренс может быть движущей силой 
спорадического AD [41]. Помимо фагоцитоза, микроглия также способствует очистке Aβ через 
протеолитические ферменты, включая IDE и неприлизин [42]. В настоящем исследовании мы 
обнаружили, что Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et способствуют экспрессии IDE, что 
указывает на то, что Aβ-разложение с помощью разложения IDE может участвовать в эффекте 
уменьшения Aβ. Было обнаружено, что пути PPARγ и Notch сигнализируют усилить экспрессию 
IDE в нейронах [43, 44]. Тем не менее, требуется больше исследований, чтобы выявить механизм, 
опосредующий Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et, способствующие экспрессии IDE.

Установлено, что Hericium erinaceus-My и Hericium erinaceus-Et способствуют нейрогенезу 
гиппокампа (рис. 6 ). Недавнее исследование показало, что APP может функционировать, чтобы 
влиять на нейрогенез через два отдельных домена, sAPPα и AICD. Было показано, что sAPPα 
является нейропротекторным и важным для нейрогенеза, тогда как было обнаружено, что AICD 
негативно модулирует нейрогенез [ 45]. В нашем настоящем исследовании, однако, введение 
Hericium erinaceus-Et и Hericium erinaceus-My существенно не снижало уровень CTF-α и CTF-β, 
которые являются субстратами для γ-секретазы для продукции AICD. Следовательно, нейрогенез 
может не способствовать уменьшению AICD после введения Hericium erinaceus-Et или Hericium 
erinaceus-My. С другой стороны, воспалительное заражение, вызываемое Aβ, индуцирует 
выработку провоспалительных цитокинов микроглией, а также резидентные астроциты оказывают 
глубокое пагубное влияние на нейрогенез у взрослых [ 46 ].

Мы фокусируемся на видоспецифической деятельности по созданию гнезда, потому что это 
спонтанное поведение, зависящее от гиппокампа [21], которое было предложено эквивалентно 
навыкам повседневной жизни (ADL) у людей [47], а потеря навыков ADL — это предупреждающий 
знак AD в клинических исследованиях [48]. Более того, дефицит поведения гнездования показан у 
мышей APP / PS1 [26, 49] и трансгенных мышей Tg2576 [50]. В наших неопубликованных данных 
Hericium erinaceus-Et или erinacine A также улучшали поведение гнездования с аналогичной 



активностью. Кроме того, в гиппокампе тесты гнездования чувствительны к поражениям в 
медиальной префронтальной коре и различным регионам, включая перегородку, соответственно 
[21, 26]. Мы обнаружили, что Hericium erinaceus-My восстановил поведение гнездования (рис.7), 
что свидетельствует о том, что Hericium erinaceus-My может улучшить ухудшение состояния в 
разных областях мозга у мышей APP / PS1.

Заключение

Наши результаты показали, что Hericium erinaceus-My уменьшает нагрузку на кортикальный и 
гиппокампный амилоидные бляшки за счет повышения уровня IDE и увеличивает созревание NGF 
и нейрогенез гиппокампа у мышей APP / PS1. Мы также показываем, что Hericium erinaceus-My 
восстанавливает поведенческие дефициты у мышей APP / PS1. Эти данные повышают 
вероятность того, что Hericium erinaceus-My может иметь терапевтический потенциал для лечения 
АД, а также других нейродегенеративных заболеваний.
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Нейрозащитные свойства Hericium erinaceus в 
дифференцированных глутаматом 
дифференцированных клетках PC12 и мышиной 
модели болезни Альцгеймера

The Neuroprotective Properties of Hericium erinaceus in Glutamate-Damaged Differentiated PC12 Cells 
and an Alzheimer’s Disease Mouse Model
Источник: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5133811/

Hericium erinaceus, съедобный и лекарственный гриб, проявляет различные фармакологические 
действия в профилактике деменции в таких условиях, как болезнь Паркинсона и Альцгеймера. В 
настоящем исследовании изучались нейропротективные эффекты обогащенного полисахаридом 
обогащенного мицелиями H. erinaceus на индуцированной l-глутаминовой кислотой (l-Glu) 
дифференцированной моделью клеточного апоптоза PC12 (DPC12) и AlCl3 в сочетании с d-
галактозо- индуцированной моделью болезни Альцгеймера. Данные показали, что он успешно 
индуцировал дифференцировку клеток PC12. Инкубация 3 ч Hericium erinaceus в дозах 50 и 100 
мкг / мл до 25 мМ l-Glu эффективно отменяет снижение жизнеспособности клеток и повышение 
скорости ядерного апоптоза в клетках DPC12. По сравнению с клетками, поврежденными l-Glu, в 
клетках PC12 Hericium erinaceus подавлял накопление внутриклеточных реактивных кислорода, 
блокировал перегрузку Ca2 + и предотвращал деполяризацию митохондриального мембранного 
потенциала (MMP). В модели мышиной болезни болезни Альцгеймера администрация Hericium 
erinaceus улучшала горизонтальные и вертикальные движения в тесте вегетативной активности, 
улучшала время выносливости в тесте ротарода и уменьшала время латентной задержки в тесте 
на водную лабиринт. Это также улучшило центральную функцию холинергической системы у 
мышей Альцгеймера, что было подтверждено тем, что она дозозависимо повышала концентрации 
ацетилхолина (Ach) и холина ацетилтрансферазы (ChAT) как в сыворотке, так и в гипоталамусе. 
Наши результаты дают экспериментальные данные о том, что ОН может предоставлять 
нейропротекторные кандидаты для лечения или профилактики нейродегенеративных 
заболеваний.

Хронический прогрессирующий дегенеративный ущерб центральной нервной системе может 
вызывать нейродегенеративные заболевания, такие как болезнь Альцгеймера (AD) и болезнь 
Паркинсона (PD), оба из которых привлекли внимание исследователей из-за их разрушительной 
природы и ограниченных терапевтических возможностей [1]. AD, необратимое дегенеративное 
заболевание и основная причина деменции, затрагивает 60-65% людей во всем мире и часто 
встречается среди пожилых людей [2]. Основными клиническими проявлениями AD являются 
снижение когнитивной функции и плохой прогноз, и пациенты обычно умирают от легочной 
эмболии или вторичной инфекции [3]. Хотя патомеханизмы нейродегенеративных заболеваний 
остаются в значительной степени неизвестными, гипотезы с участием нейронового апоптоза 
появились как привлекательная теория, поддерживаемая наблюдениями апоптотических клеток в 
пораженных областях мозга [4]. В процессе развития AD, нейроны проявляют патологические 
особенности, особенно в отношении митохондриальной дисфункции [5]. В процессе апоптоза, 
опосредованного митохондриями, перегрузка внутриклеточного кальция вызывает большое 
количество реакционноспособных видов кислорода (ROS) [6], что способствует открытию 
переходных поры митохондриальной проницаемости (mPTPs), что вызывает диссипацию 
митохондриального мембранного потенциала (MMP) [7]. Кроме того, функциональное и 
структурное повреждение, вызванное AD в тканях мозга, приводит к дефициту энергии, 
увеличению ROS и гибели нейронов [8].

https://vk.com/away.php?to=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC5133811%2F&cc_key=


Для исследований in vitro нейродегенеративных заболеваний клетки феохромоцитомы крысы 

(клетки PC12) признаны в качестве общей модели, поскольку они проявляют явное формирование 

синапса и способны продуцировать связанные с нервом белки, такие как нейроны [9]. В качестве 

важного возбуждающего нейротрансмиттера в центральной нервной системе резко усиливаются 

уровни глутамата, вызывающие возбуждающую нейротоксичность [10]. Уровни глутамата 

синаптической щели, регулируемые нервными и глиальными клетками, не могут накапливаться до 

токсической концентрации; однако в патологических условиях чрезмерно активированные 

внеклеточные глутаматные рецепторы (в частности, ионотропные рецепторы N-метил-d-аспартата 

(NMDA)) дают быстрые изменения в ионных каналах и системах сигнализации. Это в конечном 

итоге приводит к гибели нейронов [11]. В этом исследовании модель мышей AD была установлена 

путем комбинирования d-галактозной (d-gal) инъекции с внутриглазным введением AlCl3, что 

вызвало AD-подобное поведение и легко вызвало патологические изменения, в отличие от тех, 

которые были обработаны либо AlCl3, либо d-gal исключительно [12].

До сих пор не было удовлетворительных терапевтических вариантов для пациентов с АД. Из-за 

различных биологических реакций пациентов травы и грибы применялись как лекарство или 

функциональная пища на протяжении веков и как таковые стали хранилищем для 

биофармацевтического развития [1]. Согласно предыдущим исследованиям, многочисленные 

полисахариды, экстрагированные из гриба, проявляют нейропротективные свойства [13]. Наша 

группа успешно изолировала полисахарид от Sparassis crispa, который защищает клетки DPC12 от 

индуцированного l-глутаминовой кислотой (l-Glu) апоптоза через митохондриальный 

апоптотический путь [14]. Hericium erinaceus, съедобный и лекарственный гриб, проявляет 

различные фармакологические действия в профилактике деменции в таких состояниях, как PD и 

AD [15]. Сообщалось, что водные экстракты H. erinaceus демонстрируют противоопухолевые, 

антимутагенные, антиоксидантные, гиполипидемические и иммуномодулирующие свойства в 

моделях клеток и животных [16]. Поощряюще, H. erinaceus проявляет нейропротекторные 

свойства, такие как облегчение экспрессии и секреции фактора роста нервов (NGF) и 

регулирование дифференцировки и развития холинергических нейронов в экспериментах in vitro и 

in vivo [2]. Недавно сообщалось, что H. erinaceus улучшает зрительную когнитивную память и 

опосредует пространственный кратковременный ущерб памяти в мышиной модели, 

индуцированной Aβ, проанализированной с помощью поведенческих тестов [17]. Взятые вместе, 

эти исследования показывают, что H. erinaceus может оказывать благотворное влияние на 

нейродегенеративные заболевания.

В настоящем исследовании нейропротекция обогащенного полисахаридом водного экстракта H. 

erinaceus исследовалась в модели клеточного апоптоза DPC12, индуцированной l-Glu, и AlCl3 в 

сочетании с d-gal-индуцированной моделью мыши AD. Наши данные показали, что Hericium 

erinaceus улучшает жизнеспособность клеток и меняет направление атомарного апоптоза через 

митохондриальный путь. Эксперименты, выполненные в модели мыши AD, также подтвердили 

терапевтические эффекты Hericium erinaceus на AD, которые послужили полезным 

доказательством преимуществ использования H. erinaceus в качестве лекарственного средства 

или функционального применения пищи при нейродегенеративных заболеваниях.

Сравнительно, типы контрольных клеток были круглым, треугольным и нерегулярным коротким 

шпинделем и демонстрировали хорошую рефракцию под перевернутым микроскопом. Аналогично,

в отношении NGF после инкубации с 50 и 100 мкг/мл Hericium erinaceus в течение 24 и 48 часов, 

соответственно, тела клеток PC12 становились многоугольниками или многоугольными. В 

сочетании с повышенной концентрацией ОН клеточные аксоны были подобны нейронам, и степень

дифференцировки была значительно увеличена (рис. 1А). Как NGF, так и Hericium erinaceus 

сильно усиливали экспрессию β-тубулина III в клетках PC12 после 24 и 48 ч инкубации (рисунок 

1B).



Рисунок 1
( A ) HE и NGF индуцировали дифференцировку клеток PC12, определенную с помощью 
инвертированного микроскопа. Шкала бар: 100 мкм. ( n = 6); ( B ) HE и NGF усиливали экспрессию
β-тубулина III в клетках РС12. Данные выражены как среднее значение ± стандартное 
отклонение ( n = 6). * р <0,05 и ** р <0,01 по сравнению с CTRL, HE: водный экстракт Hericium 
erinaceus ; NGF: фактор роста нервов; CTRL: необработанные клетки.

В анализе МТТ ОН сам по себе не влиял на пролиферацию клеток DPC12 (рисунок 2A). 24-часовое
воздействие 25 мМ l-Glu приводило к уменьшению жизнеспособности клеток на 46,4% (p <0,001; 
рисунок 2B). Между тем, в течение 3 часов после предварительной инкубации улучшилась 
жизнеспособность клеток на 30% по сравнению с клетками DPC12, подвергнутыми воздействию l-
Glu (p <0,01; Рисунок 2B).

При окрашивании Hoechst 33342 непрореагировавшие клетки демонстрировали однородное 
окрашивание с регулярными контурами и округлыми формами. l-Glu вызывал асимметричные, 
ярко-синие флуоресцентные картины в клетках, которые были значительно предотвращены 
предварительной обработкой Hericium erinaceus в дозах 50 и 100 мкг/мл, что указывает на 
способность ОН успешно ингибировать ядерный апоптоз (p <0,001; Рисунок 2C).

JC-1 (5,5 ‘, 6,6′-тетрахлор-1,1′, 3,3’-тетраэтилбензимидазолилкарбоцианионид) молекулярное 
зондирование было применено для обнаружения митохондриальной функции. Хотя контрольные 
клетки проявляли интенсивную красную флуоресценцию, указывающую на здоровые клетки, 12-
часовые инкубированные l-Glu клетки проявляли интенсивную зеленую флуоресценцию, 
указывающую на митохондриальный апоптоз (p <0,001; фиг. 3A). Сравнительно, предварительная 



инкубация Hericium erinaceus сильно повышала соотношение флуоресценции красного и зеленого, 
что указывает на ее полезную активность на митохондриях (p <0,001; рис. 3A).

Трехчасовая предварительная инкубация Hericium erinaceus с последующим дополнительным 12-
часовым совместным воздействием l-Glu сильно снижала высокую зеленую флуоресценцию при 
окрашивании DCFH-DA (2 ‘, 7’-дихлорфлуоресцеином диацетатом), что указывало на его 
ингибирование накопления ROS (p <0,001; рис. 3B) , который также был подтвержден с 
использованием метода проточной цитометрии (рис. S1).

Применение 25 мМ l-Glu приводило к перегрузке кальция в клетках DPC12 после 12-часовой 
экспозиции, о чем свидетельствует чрезвычайно высокая зеленая флуоресценция (p <0,001; 
рисунок 3C). ОН (50 и 100 мкг/мл) значительно уменьшал зеленую флуоресценцию, выявляя ее 
подавляющее действие на внутриклеточную перегрузку кальция (p <0,001; Рисунок 3C).

Применение 0,3-1,0 г/кг ОН не оказывало существенного влияния на вес мышей AD в течение 
четырехнедельного периода введения (таблица 1). Для дальнейшего подтверждения полезной 
активности Hericium erinaceus на AD, модельные мыши были подвергнуты поведенческому 
тестированию. В тесте вегетативной активности Hericium erinaceus сильно увеличивал 
горизонтальное и вертикальное перемещение мышей AD (p <0,01; Рисунок 4A, B). По сравнению с 
не обработанными модельными мышами, Hericium erinaceus увеличил время выносливости в 
испытании ротарода на 30% (p <0,05; рисунок 4C). Важно отметить, что для оценки влияния 
Hericium erinaceus на обучение и память мы провели тест на лабиринт воды, поскольку он обычно 
используется для проверки когнитивных способностей животных [18]. У мышей AD время задержки
лавирования удваивалось по сравнению с обычными мышами (p <0,001; рисунок 4D). Четыре 
недели введения ОН также приводили к значительному сокращению времени задержки 
срабатывания (p <0,001; Рисунок 4D).

Чрезвычайно низкие концентрации ацетилхолина (Ach) и холин-ацетилтрансферазы (ChAT) в 
сыворотке и гипоталамусе отмечались у мышей ADCl, индуцированных AlCl3 и d-gal (p <0,001; 
рисунок 5), что свидетельствует о том, что модель успешно скопировала центральную 
холинергическую функции в состоянии препятствия AD. Поощряюще, Hericium erinaceus улучшил 
центральную холинергическую системную функцию мышей AD, о чем свидетельствует ее 
дозозависимое усиление концентраций Ach и ChAT как в сыворотке, так и в гипоталамусе (p <0,05; 
рисунок 5).



Рисунок 2
( A ) HE не показал влияния на пролиферацию клеток в нормальных клетках DPC12; ( B ) но 
сильно повышенная жизнеспособность клеток в модели клеточного апоптоза DPC12-
индуцированного l -Glu; ( C ) HE восстановил морфологические апоптотические изменения в 
ядре, индуцированном l- Glu, проанализирован окрашиванием Hoechst 33342 ( n = 6). Шкала бар: 
100 мкм. ОН: водный экстракт Hericium erinaceus . Данные выражены как среднее значение ± 
стандартное отклонение ( n = 6). ### p <0,001 против CTRL, ** p <0,01 и *** p <0,001 против l- 
Glu-экспонированных клеток. ОН: Hericium erinaceusводный экстракт; CTRL: необработанные 
клетки.



Рисунок 3А
( A ) Разрушение митохондриального мембранного потенциала (MMP), вызванное воздействием
12 ч l- Glu, было сильно восстановлено после 3 ч предварительной обработки HE, 
проанализированной с помощью окрашивания JC-1 ( n = 6). Масштабная линейка: 100 мкм; ( B ) 
избыточная аккумуляция активных форм кислорода (АФК), вызванная воздействием 12 часов l- 
Glu, была значительно снижена за 3 часа предварительной обработки HE, проанализированной 
окрашиванием DCFH-DA (2 ', 7'-дихлорфлуоресцеин диацетатом) ( n = 6). Масштабная линейка: 
100 мкм; ( C ) внутриклеточная перегрузка Ca 2+, вызванная l- Glu, была полностью устранена 
путем 3-часовой предварительной обработки HE, проанализированной с помощью окрашивания
Fluo-4-AM ( n= 6) Шкала бар: 100 мкм. Данные выражены как среднее значение ± стандартное 
отклонение ( n = 6). ### p <0,001 против CTRL, *** p <0,001 против l- Glu-экспонированных 
клеток. ОН: водный экстракт Hericium erinaceus ; CTRL: необработанные клетки.



Рисунок 3А
( A ) Разрушение митохондриального мембранного потенциала (MMP), вызванное воздействием
12 ч l- Glu, было сильно восстановлено после 3 ч предварительной обработки HE, 
проанализированной с помощью окрашивания JC-1 ( n = 6). Масштабная линейка: 100 мкм; ( B ) 
избыточная аккумуляция активных форм кислорода (АФК), вызванная воздействием 12 часов l- 
Glu, была значительно снижена за 3 часа предварительной обработки HE, проанализированной 
окрашиванием DCFH-DA (2 ', 7'-дихлорфлуоресцеин диацетатом) ( n = 6). Масштабная линейка: 
100 мкм; ( C ) внутриклеточная перегрузка Ca 2+, вызванная l- Glu, была полностью устранена 
путем 3-часовой предварительной обработки HE, проанализированной с помощью окрашивания



Fluo-4-AM ( n= 6) Шкала бар: 100 мкм. Данные выражены как среднее значение ± стандартное 
отклонение ( n = 6). ### p <0,001 против CTRL, *** p <0,001 против l- Glu-экспонированных 
клеток. ОН: водный экстракт Hericium erinaceus ; CTRL: необработанные клетки.

Рисунок 4
У мышей с AlCl 3- и d- gal-индуцированной AD четырехнедельная обработка HE сильно 
усиливала ( A ) горизонтальные движения и ( B ) вертикальные движения в тесте двигательной
активности; ( В ) увеличено время выдержки при вращающемся испытании; и ( D ) уменьшенное
время задержки выхода в тесте водного лабиринта по сравнению с необработанными 
модельными мышами. Данные выражены как среднее значение ± стандартное отклонение ( n = 
10). ### p <0,001 против нормальных мышей (CTRL), ** p <0,01 и *** p <0,001 против AD мышей. 
ОН: водный экстракт Hericium erinaceus .



В соответствии с предыдущими исследованиями [13], настоящее исследование ясно подтвердило 
нейропротекторные эффекты HE в клетках и модель мыши AD, о чем свидетельствует снижение 
жизнеспособности клеток, вызванное сильно мечеными нейротоксинами, ядерными и 
митохондриальными апоптозными чередованиями и аномальное поведение в мышей. Насколько 
нам известно, это первое подтверждение нейропротекторных эффектов HE в индуцированных l-
Glu апоптотических клетках DPC12 и модели мышиных мышей с химическим лекарственным 
средством (d-gal и AlCl3).

В отличие от других препаратов или кандидатов для лечения АД, HE представляет собой 
экстракцию из гриба, содержащего несколько активных ингредиентов, которые, по-видимому, 
«системно нацелены» и устраняют симптомы заболевания удивительно естественным образом. 
Как азиатское народное средство / функциональное питание, безопасность H. erinaceus была 
проверена как имеющая несколько побочных эффектов на протяжении столетий использования. 
Учитывая, что макрофунги растут на жидкой культуре, цикл роста фруктового тела слишком велик, 
что затрудняет контроль качества продукции. В эти дни мицелия, полученная из погруженной 
ферментации, использовалась в качестве заменителей диких фруктовых тел [19]. Наши 
предварительные данные показывают, что мицелий и плодовые тела H. erinaceus содержат 
аналогичные активные ингредиенты, включая полисахариды, жирные кислоты и аминокислоты. В 
нашем тесте острой токсичности ОН не влиял на ежедневную работу и поведение мышей, что 
подтвердило его безопасность. Напротив, сырой характер HE предлагает многоэффективные 
компоненты, которые могут объяснить его не зависящий от дозы способ в некоторых наших 
данных. Сообщается, что количество естественных производств показывает фармакологическую 
активность и не зависящий от дозы ответ, который считается распространенным среди 



натуральных лекарственных средств [20,21].

Для исследования in vitro использовали 25 мМ l-Glu для получения апоптотической модели клеток 
DPC12, что согласуется с предыдущими исследованиями [22,23]. Наше предыдущее исследование
по нейрозащите S. crispa предоставило экспериментальные данные, подтверждающие 
использование 25 мМ l-Glu для разработки модели [14]. Надежный нейропротективный эффект HE 
связан с его подавлением накопления ROS и перегрузкой Ca2 +, вызванной l-Glu. Накопление 
свободных радикалов является существенным фактором, способствующим клеточному апоптозу, и
было показано, что многочисленные натуральные продукты контролируют уровни 
внутриклеточного свободного радикала [24]. Сообщается, что ОН проявляет сильные 
антиоксидантные эффекты, которые могут быть напрямую связаны с его широкими 
терапевтическими преимуществами [16]. В качестве концентратора для передачи сигналов Ca2 +, 
который является эффектором АТФ, митохондрии считаются центральными для внутриклеточного 
энергетического метаболизма [25]. Интересно, что внутриклеточная перегрузка Ca2 + вызывала 
открытие mPTP и накопление свободных радикалов, особенно ROS, что приводило к 
деполяризации митохондрий и освобождению проапоптотических цитокинов [26]. Более того, 
накопление ROS проявляло короткую петлевую обратную связь с дисфункцией митохондрий. 
Перепроизводство ROS вызвало диссипацию MMP, что еще больше увеличило выброс ROS из 
митохондрий в цитоплазму [27]. Как предыдущие данные, так и наши данные свидетельствуют о 
том, что митохондриальная апоптотическая сигнализация играет центральную роль в 
нейропротекции, опосредованной HE, против клеточного апоптоза DPC12, индуцированного l-Glu.

Сообщалось, что в мозге крыс с нарушениями памяти отмечалось образование ROS, 
деполяризация митохондриальной мембраны и снижение отношения АТФ / АДФ внутри 
митохондрий [28]. Нейрозащитные эффекты HE были исследованы у мышей AD, но из-за сложной 
патологии и физиологии в AD, трудно разработать идеальную модель для животных AD для 
фундаментальных исследований [29]. Китайская учёная впервые описала модель 
нейродегенеративного заболевания, вызванную d-gal-индуцированием [30]. Галактозный спирт, 
метаболизм d-галактозы, накапливается в клетках, что приводит к отеку и дисфункции клеток 
головного мозга и, в конечном итоге, к повреждениям нервов [28]. Кроме того, чрезмерное 
воздействие и накопление алюминия может быть одной из причин AD [31]. Алюминий вызывает 
вакуолизацию нейронов, а также атрофию коры головного мозга и дисфункцию когнитивных 
функций и памяти [31]. У мышей с AD-AlCl3- и d-gal-индуцированными полисахаридами Pleurotus 
ostreatus успешно улучшалось их познание [32]. Изучение и потеря памяти, медленное поведение 
и другие признаки старения были широко отмечены у мышей AD, и все они были сильно смягчены 
HE на основе анализа вегетативной активности, а также тестов на ротарод и лабиринт.

Более того, у мышей AD он значительно улучшал концентрации Ach и ChAT в сыворотке и 
гипоталамусе. В мозге пациентов с AD отмечалось снижение активности ChAT и недостаточное 
содержание ACh, поскольку они приводят к снижению способности к обучению и памяти [33]. Этот 
вывод подтверждается доказательствами того, что Flammulina velutipes polysaccharides улучшает 
вызванное скополамином нарушение обучения и памяти у крыс путем модуляции уровней Ach и 
ChAT [34]. В качестве основного нейротрансмиттера, регулирующего обучение и память, 
наблюдаемая усиляющая активность HE на ACh в нашем исследовании может определить важный
путь холинергической функции при ее нейропротекции у мышей AD.

H. erinaceus (CICC 14026, полученный из Китайского центра промышленной культуры, Пекин, 
Китай) культивировали в 100-литровом полноавтоматическом ферментере (BaoXing Bioscience 
company, Shanghai, China) с использованием заданной жидкой среды: 20 г / L глюкозы, 20 г / л 
триптона, 3 г / л KH2PO4, 2,0 г / л MgSO4 · 7H2O, 0,1 г / л витамина B1. H. erinaceus mycelium 
экстрагировали дважды в дважды дистиллированной (D.D.) воде при 80 ° C в течение 3 часов. 
После центрифугирования при 5000 об / мин в течение 15 мин ОН последовательно 
концентрировали и лиофилизировали для дальнейших экспериментов.

Клетки PC12 (CRL-1721, ATCC, проходы <10) культивировали в модифицированной среде 



Dulbecco с орлиным слоем (DMEM) и дополняли 10% фетальной бычьей сывороткой (FBS), 5% 
лошадиной сывороткой (HS), пенициллином (100 единиц / мл) , и стрептомицин (100 мкг / мл), в 
увлажненной атмосфере, содержащей 5% СО2 при 37 ° С. За исключением теста на морфологию 
клетки подвергались воздействию 50 нг / мл фактора роста нервов (NGF, Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA), растворенного в среде DMEM, содержащей 1% FBS и HS в течение 48 ч для 
дифференциации. Все агенты, применяемые в клеточной культуре, были приобретены у Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA.

Клетки DPC12 высевали в 6-луночный планшет (2 × 104 клеток / лунку). После инкубации клетки 
подвергали воздействию HE (50 и 100 мкг / мл) и NGF (50 нг / мл) в течение 24 и 48 ч, а 
морфологические изменения клеток фотографировались с помощью перевернутого микроскопа 
(10 ×; CKX31, Olympus, Tokyo, Japan ).

Клетки DPC12 обрабатывали 10, 25, 50, 100, 200 и 400 мкг / мл ОН в течение 3 ч и затем 
совпадали с 25 мМ l-Glu или без него в течение еще 24 часов. Для оценки жизнеспособности 
клеток применяли MTT (3- (4,5-диметил-2-тиазолил) 2,5-дифенил-2H-тетразолийбромид, Sigma-
Aldrich), как и в предыдущих исследованиях [14].

Клетки DPC12 обрабатывали 50 и 100 мкг / мл HE в течение 3 часов, а затем совпадали с 25 мМ l-
Glu в течение еще 24 часов. Проведено окрашивание Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) для анализа 
апоптоза ядра, аналогичного нашему предыдущему исследованию [14]. Изменения интенсивности 
синей флуоресценции определяли с помощью флуоресцентного микроскопа (20 ×, CCD-камеры, 
TE2000, Nikon, Tokyo, Japan). Эксперимент повторяли шесть раз. Относительную интенсивность 
флуоресценции анализировали с помощью программного обеспечения Image J (National Institutes 
of Health, Bethesda, Bethesda, MD, USA).

Клетки DPC12 обрабатывали HE (50 и 100 мкг / мл) в течение 3 ч, а затем совпадали с 25 мМ l-Glu 
в течение еще 12 часов. Согласно предыдущему исследованию [14], окрашивание JC-1 (Sigma-
Aldrich) проводилось для обнаружения изменений флуоресцентного цвета митохондрий, 
сфотографированных флуоресцентным микроскопом (20 ×; CCD-камера, TE2000, Nikon, Tokyo, 
Japan). Эксперимент повторяли шесть раз. Относительную интенсивность красного и зеленого 
флуоресценции анализировали с помощью программного обеспечения Image J (National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA).

Подобно предыдущему исследованию [14], окрашивание Fluo-4-AM (Invitrogen) применяли для 
анализа внутриклеточной концентрации Ca2 + в клетках DPC12, предварительно обработанных 50 
и 100 мкг / мл ОН, с последующей 12-часовой совпадением с l-Glu. Изменения интенсивности 
зеленого флуоресцентного излучения были обнаружены флуоресцентным микроскопом (20 ×, 
CCD-камерой, TE2000, Nikon). Эксперимент повторяли шесть раз. Интенсивность зеленой 
флуоресценции зависит от концентрации внутриклеточного Ca2 +. Относительную интенсивность 
флуоресценции анализировали с помощью программного обеспечения Image J (National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA).

Уровни внутриклеточного ROS были обнаружены при окрашивании 2 ‘, 7’-дихлорфлуоресцеином 
диацетатом (DCFH-DA) (Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute, Nanjing, China) [14]. Клетки 
DPC12 обрабатывали HE (50 и 100 мкг / мл) в течение 3 ч, а затем совпадали с 25 мМ l-Glu в 
течение еще 12 часов. Интенсивность зеленой флуоресценции была обнаружена с помощью 
флуоресцентного микроскопа (20 ×, CCD-камеры, TE2000, Nikon). Эксперимент повторяли шесть 
раз. Интенсивность зеленой флуоресценции зависит от внутриклеточного накопления ROS. 
Относительную интенсивность флуоресценции анализировали с помощью программного 
обеспечения Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Для определения ROS с использованием анализа проточной цитометрии обработанные клетки 
собирали и три раза промывали забуференным фосфатом физиологическим раствором (PBS), а 



затем внутриклеточный уровень ROS анализировали с помощью проточной цитометрии (FC500, 
Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Эксперимент был повторен три раза.

Клетки DPC12 высаживали в 6-луночные планшеты при 4 × 105 клеток на лунку и обрабатывали 
HE (50 и 100 мкг / мл) и NGF (50 нг / мл) в течение 24 и 48 часов. Клетки собирали и лизировали 
буфером RIPA (Sigma-Aldrich), содержащим 1% коктейля ингибитора протеазы (Sigma-Aldrich) и 2%
PMSF (фенилметансульфонилфторид) (Sigma-Aldrich). После определения концентрации белка в 
BCA Protein Assay Kit (Millipore, Billerica, MA, USA) 30 мкг белков разделяли с использованием 10% 
-ного SDS-PAGE-геля и переносили электрофоретически на мембраны PVDF. После блокирования
5% -ным сывороточным альбумином сыворотки (БСА) в течение 4 ч переносимые мембраны 
блокировали первичными антителами (β-тубулин III и глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназой 
(GAPDH)) (Abcam, Cambridge, MA, USA) при 4 ° С в течение ночи при разведении 1: 1000 с 
последующей инкубацией с вторичными антителами, конъюгированными с пероксидазой хрена, 
при разведении 1: 2000 (Санта-Крус, Калифорния, США). Хемилюминесценция была обнаружена с
использованием наборов обнаружения ECL (Millipore) и системы визуализации (Biospectrun 600). 
Интенсивность полос определяли путем сканирующей денситометрии с использованием 
программного обеспечения Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Протокол эксперимента был одобрен Комитетом по этике животных им. Цзилиня (2015047, 27 
февраля 2015 г.). Самки мышей Balb / c (20-22 г, 10 недель) размещали в группах по 10 в 
прозрачных пластиковых клетках и выдерживали в течение 12 ч светло-темного цикла (лампы 07: 
00-19: 00 ч) при 23 ± 1 ° C с водой и пищевыми продуктами, доступными в libitum.

Создание модели мыши AD и процесс введения лекарственного средства показаны на рисунке 6 
[28]. 40 мышей подкожно вводили 120 мг / кг d-gal и внутрижелудочно вводили 20 мг / кг AlCl3 один 
раз в день непрерывно в течение 10 недель. Испытания лабиринта были протестированы на 5-й и 
10-й неделе для оценки эффекта моделирования. Все успешно развитые мыши AD были 
случайным образом разделены на четыре группы (n = 10) и перорально обработаны нормальным 
физиологическим раствором (мышам модели AD) и HE в дозах 0,3, 1,0 и 3,0 г / кг в течение 4 
недель. Еще 10 мышей подкожно вводили и перорально обрабатывали нормальным 
физиологическим раствором в течение 10 недель и внутрижелудочно обрабатывали нормальным 
физиологическим раствором в течение еще 4 недель в качестве контрольной группы. В конце 
эксперимента оценивали поведенческие тесты на животных. До жертвоприношения кровь 
подвергалась анестезии. После жертвования гипоталамусы собирали у каждой мыши и 
гомогенизировали в D.D. воды.

Мышей помещали в квадраты, и их поведение наблюдалось в течение 5 мин. Каждый квадрат 
находится в темном состоянии для обнаружения реакционной способности мышей в темноте. 
Затем горизонтальная и вертикальная активности каждой мыши автоматически записывались 
прибором.

Перед формальным тестированием тренировку проводили три раза со скоростью 20 об / мин в 
течение 1 мин. В анализе усталости мышей помещали на поворотное устройство (ZB-200, Chengdu
Techman Software Co., Ltd., Чэнду, Китай) со скоростью 20 об / мин, а время, когда мыши 
отваливались, вызванные мышечной усталостью.

Инструмент состоит из большого круглого бассейна и имеет четыре тупиковых зоны. Вода с 
глубиной 10 см и температурой 25 ± 2 ° C была непрозрачной путем добавления 1 л молока, что 
предотвращало визуализацию платформы. За пять дней до испытания мышей обучали в 
спокойной обстановке с одинаковым положением оператора. Была зафиксирована латентность от 
погружения мыши в пул, чтобы выйти на скрытую платформу. В день испытания мышам было 
подвергнуто пробное испытание на 120 с, в котором платформа была неясна из пула. Время, 
проведенное в течение 120 с времени испытания зонда в целевом квадранте, записывалось на 
электронном таймере.



Уровни Ach и ChAT в сыворотке и гипоталамусе были обнаружены с помощью 
иммуноферментного иммуноферментного анализа (ELISA) в соответствии с процедурами, 
предоставленными соответствующими наборами для анализа (Calbiotech, El Cajon, CA, USA).

Данные выражали как среднее ± SD. Односторонний анализ дисперсии (ANOVA) использовался 
для определения статистической значимости, за которым следуют последовательные 
множественные сравнения (тест Данна). Статистическая значимость принималась при р <0,05.

Таким образом, HE защищает клетки DPC12 от нейротоксичности, вызванной l-Glu, главным 
образом через пути, связанные с митохондриями. Дальнейшие эксперименты, проведенные у 
мышей с ADC, индуцированных AlCl3 и d-gal, подтвердили защитные эффекты HE, которые также 
могут включать модуляцию нейротрансмиттеров. Наши результаты дают экспериментальные 
данные о том, что HE может служить в качестве нейропротективного кандидата для лечения или 
профилактики нейродегенеративных заболеваний.

Эта работа была поддержана Ключевым проектом в области науки и техники в провинции Цзилинь
П.Р.Чина (20150203002NY) и «Двенадцатым пятилетним» проектом в области науки и техники 
провинции Цзилинь в Китае (грант № 2014B033).

Дополнительные материалы можно найти по адресу: www.mdpi.com/1422-0067/17/11/1810/s1.

Ди Ван разработал эксперименты, Джунронг Чжан и Ди Ван написал статью: Джунронг Чжан, 
Шенгшу Ан, Вэньцзи Ху провели эксперименты: Мейю Дэн, Сюэ Ван, Йиди Цу обработанные 
данные, Ян Лю и Е Юань пересмотрели статью.

Авторы объявили, что нет никаких конфликтов интересов.

(A) дифференцировка клеток PC12, индуцированная HE и NGF, определяемая инвертированным 
микроскопом. Шкала шкалы: 100 мкм. (n = 6); (B) HE и NGF улучшали экспрессию β-тубулина III в 
клетках PC12. Данные выражаются как среднее ± SD (n = 6). * p <0,05 и ** p <0,01 против CTRL, 
HE: водный экстракт Hericium erinaceus; NGF: фактор роста нервов; CTRL: необработанные клетки.

(A) ОН не оказывал никакого влияния на пролиферацию клеток в нормальных клетках DPC12; (B), 
но сильно повышают жизнеспособность клеток в модели клеточного апоптоза DPC12, 
индуцированной l-Glu; (C) ОН восстанавливает морфологические апоптотические изменения ядра, 
индуцированные l-Glu, анализируют окрашиванием Hoechst 33342 (n = 6). Шкала шкалы: 100 мкм. 
HE: водный экстракт Hericium erinaceus. Данные выражаются как среднее ± SD (n = 6). ###
p <0,001 против CTRL, ** p <0,01 и *** p <0,001 против клеток, подвергнутых воздействию l-Glu. HE: 
водный экстракт Hericium erinaceus; CTRL: необработанные клетки.

(A) Нарушение потенциала митохондриальной мембраны (MMP), вызванное 12-часовым 
воздействием l-Glu, было сильно восстановлено в течение 3 часов после предварительной 
обработки, обработанной JC-1 окрашиванием (n = 6). Шкала шкалы: 100 мкм; (B) чрезмерная 
накачка реакционноспособных видов кислорода (ROS), вызванная 12-часовой экспозицией l-Glu, 
была значительно снижена за 3 часа предварительной обработки HE, проанализированной 
окрашиванием DCFH-DA (2 ‘, 7’-дихлорфлуоресцеином диацетатом) (n = 6). Шкала шкалы: 100 
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мкм; (C) внутриклеточная перегрузка Ca2 +, вызванная l-Glu, была сильно изменена на 3 часа 
после предварительной обработки, обработанной Fluo-4-AM-окрашиванием (n = 6). Шкала шкалы: 
100 мкм. Данные выражаются как среднее ± SD (n = 6). ###
p <0,001 против CTRL, *** p <0,001 против клеток, подвергшихся воздействию l-Glu. HE: водный 
экстракт Hericium erinaceus; CTRL: необработанные клетки.

У мышей с ADC, индуцированных AlCl3- и d-gal, четырехнедельная терапия HE сильно усиливала 
(A) горизонтальные движения и (B) вертикальные движения в тесте локомоторной активности; (C) 
увеличило время выдержки во вращающемся тесте; и (D) уменьшило время латентного времени 
ожидания в тесте лабиринта по сравнению с не обработанными модельными мышами. Данные 
выражаются как среднее ± SD (n = 10). ###
p <0,001 против обычных мышей (CTRL), ** p <0,01 и *** p <0,001 против мышей AD. HE: водный 
экстракт Hericium erinaceus.

Он лечил мышей ADCl с AlCl3- и d-gal-индуцированными в течение четырех недель, и кровь и 
гипоталамус были собраны. Уровни (А) ацетилхолина (Ach) и (C) холин-ацетилтрансферазы 
(ChAT) в гипоталамусе, а уровни (B) Ach и (D) ChAT в сыворотке были обнаружены с помощью 
ELISA-метода. Данные выражаются в процентах от контролей и средних ± SD (n = 10). ###
p <0,001 против обычных мышей (CTRL), * p <0,05 и ** p <0,01 против мышей AD. HE: водный 
экстракт Hericium erinaceus.

Экспериментальный протокол для определения модели мышиной болезни болезни Альцгеймера, 
основанной на AlCl3- и d-gal, и введения лекарственного средства.

Воздействие HE на вес тела у мышей болезни Альцгеймера.

Данные выражаются как среднее ± SD (n = 10) и анализируются с использованием 
однонаправленного ANOVA.









Антигипергликемическая и антигиперлипидемическая 
активность водного экстракта Hericium erinaceus у 
экспериментальных диабетических крыс
03.10.2013
Antihyperglycemic and antihyperlipidemic activities of aqueous extract of Hericium erinaceus in 
experimental diabetic rats
Источник: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3852124/

Hericium erinaceus, как широко используемое лекарство или пища, привлёк большое внимание из-
за его последствий для здоровья при использовании в качестве домашнего средства для лечения 
некоторых заболеваний. Целью этой работы было исследование гипогликемических и 
гиполипидемических эффектов водного экстракта Hericium erinaceus (AEHE) у стрептозотоцина 
(STZ) -индуцированных диабетических крыс.

Диабет индуцировали у крыс Wistar путём введения STZ (55 мг/кг BW.) Внутрибрюшинно. AEHE 
(100 и 200 мг/кг BW.) Вводили в течение 28 дней. Оценивали влияние AEHE на глюкозу, инсулин и 
липидные файлы в крови и параметры окислительного стресса в печени. Вес тела крыс 
регистрировали в день 0, 14 и 28 дней.

Введение AEHE в течение 28 дней у крыс с диабетом STZ привело к значительному снижению 
уровня глюкозы в сыворотке и значительному повышению уровня инсулина в сыворотке. Лечение 
AEHE ослабляет нарушения липидов. Кроме того, администрация AEHE увеличила активность 
CAT, SOD и GSH-Px и уровень GSH и значительно снизила уровень MDA в ткани печени.

Наши результаты показывают, что AEHE обладает гипогликемическими, гиполипидемическими и 
антиоксидантными свойствами у крыс, вызванных STZ-диабетом.

Мировая распространенность диабета для всех возрастных групп оценивалась в 2,8% в 2000 году, 
и согласно прогнозам, в 2030 году она составит 4,4% [1]. Особенно в развитых и развивающихся 
странах сахарный диабет 2 типа в настоящее время считается всемирной эпидемией и 
характеризуется дефектами как секреции инсулина, так и действия инсулина, что вызывает 
хроническое гипергликемическое состояние [2]. Долгосрочное метаболическое расстройство 
углеводного обмена является одной из наиболее важных причин осложнений, таких как 
ангиопатия, нейропатия, ретинопатия, дефицит антиоксидантной защиты и расстройства профиля 
липидов [3-5].

Имеются значительные свидетельства, свидетельствующие о том, что окислительный стресс, 
вызванный образованием свободных радикалов, является признанным участником развития и 
прогрессирования диабета и его осложнений [6]. Гипергликемия индуцирует неферментативное 
гликозилирование и активацию полиольного пути, что приводит к перепроизводству активных 
форм кислорода (ROS), которые приводят к структурным повреждениям печени, почек и 
поджелудочной железы [7]. Эти свободные радикалы также разрушают панкреатические β-клетки, 
которые продуцируют и секретируют инсулин [8]. Существует много защитных ферментов против 
ROS, таких как супероксиддисмутаза (SOD), глутатионпероксидаза (GPx) и каталаза (CAT). 
Поэтому антиоксиданты рассматривались как лечение при диабете.

Hericium erinaceus, как широко используемое лекарство или пища, привлек большое количество 
исследований из-за его последствий для здоровья при использовании в качестве домашнего 
средства для лечения некоторых заболеваний. Его плодовые тела и грибковый мицелий 
проявляют различные фармакологические действия, в том числе противоопухолевые [9], 
гемагглютинирующие [10], антимикробные [11], иммуномодулирующие [12], антивозрастные [13] и 
антиоксидантные активности [14] ,
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Недавно сообщалось, что Hericium erinaceus значительно снижает уровень перекисного окисления 
липидов и увеличивает активность антиоксидантных ферментов у экспериментальных животных 
[15]. Ян Б.К. и др. сообщил, что экзо-биополимер, полученный из погруженной мицелиальной 
культуры Hericium erinaceus, обладает гиполипидемическим действием у диетически 
индуцированных гиперлипидемических крыс [16], но эффекты Hericium erinaceus на 
гипергликемию, гиперлипидемию, перекисное окисление липидов и активность антиоксидантных 
ферментов при диабете еще не были рассмотрены. Настоящее исследование было направлено на
изучение возможного антигипергликемического, антигиперлипидемического и антиоксидантного 
действия водного экстракта из Hericium erinaceus (AEHE) у индуцированных STZ диабетических 
крыс.

Порошок Hericium erinaceus был приобретен у компании Shanghai Kangzhou, Китайской Народной 
Республики. Стрептозотоцин и глибенкламид были приобретены у Sigma Chemical Company 
(Шэньян, Китай). Все используемые химикаты и растворители были высокочистой и 
аналитической.

В качестве модели животных использовали нормогликемические самцы крыс Wistar (160-180 г). 
Крыс получали из Центра животных Китайского медицинского университета. Крыс выдерживали в 
полипропиленовых клетках при контролируемой температуре, влажности и 12 ч / 12 ч светло-
темных циклах и получали стандартную диету LAD 1000 М, очищенную грызуном (GB 14924.3-
2010, Trophic Anima Feed High-tech Co Ltd, Китай ) и воды ad libitum. Все эксперименты 
соответствовали Руководству по этическим стандартам для исследования животных; 
исследование было одобрено Комитетом медицинского университета Китая для ухода и 
использования лабораторных животных.

Диабет индуцировали одной интраперитонеальной инъекцией свежеприготовленной STZ [55 мг / кг
массы тела (bw)] в 0,1 М цитратном буфере (рН 4,5) и затем позволяли пить 5% раствор глюкозы в 
течение ночи для преодоления вызванного лекарственным средством гипогликемического 
смертность. Крысы с глюкозой в плазме натощак ≥ 250 мг / дл на третий день после инъекции СТЗ 
считались диабетическими и использовали для исследования.

В эксперименте использовалось в общей сложности 48 крыс (32 крыс с диабетом, 16 нормальных 
крыс). Крысы были разделены на шесть групп по восемь человек. В течение 28 последовательных 
дней давали пероральное введение AEHE (100 и 200 мг / кг в.ч.) и глибенкламида (30 мг / кг в.ч.). 
Вес тела крыс регистрировали в день 0, 14 и 28 дней.

Экспериментальные группы (8 крыс / группа) были следующими:

Группа I (группа NM), обычные контрольные крысы, обработанные только автомобилем.

Группа II (группа NM + AEHE), обычные контрольные крысы, обработанные AEHE (100 мг / кг в.ч.).

Группа III (группа DM), крысы с диабетическим контролем, обработанные только автомобилем.

Группа IV (группа DM + LAEHE) диабетическим крысам давали AEHE (100 мг / кг в.ч.).

Группа V (группа DM + HAEHE), диабетические крысы получали AEHE (200 мг / кг м.д.).

Группе VI (группа DM + Gli) диабетическим крысам давали глибенкламид (30 мг / кг в.ч.).

В конце эксперимента крыс анестезировали и умерщвляли обезглавливанием. Печень отбирали и 
хранили при -80 ° C до использования.

В день 0 (сразу после последнего лечения STZ), 14 и 28, образцы крови во всех группах собирали 
и сразу центрифугировали при 3000 × g в течение 20 минут, чтобы получить сыворотку для 



биохимических оценок. Уровень глюкозы в крови оценивали методом глюкозооксидазы — 
пероксидазы (Zhongsheng Clinical Reagent Co., Ltd, Пекин, Китай). Уровни инсулина в сыворотке 
измеряли методом ELISA с использованием коммерческого набора (Millipore, China).

В конце эксперимента сывороточные уровни общего холестерина (ТС), холестерина 
липопротеинов высокой плотности (HDL-C), холестерина липопротеинов низкой плотности (LDL-C) 
и триглицерида (ТГ) определяли с использованием имеющихся в продаже наборов (Zhongsheng 
Clinical Reagent Co., Ltd, Пекин, Китай).

Печень крыс удаляли и помещали в 10% KCl (10 мл / г ткани) и гомогенизировали на льду в 
течение 120 с гомогенизатором DY89-II (Ningbo Scientz Biotechnology Co. Ltd. China) со скоростью 
600 об / мин. Тканевые гомогенаты центрифугировали при 1000 × g при 4 ° С в течение 10 мин для 
удаления тканевого мусора и для дальнейшего анализа использовали прозрачный супернатант. 
Активность супероксиддисмутазы (SOD), глутатионпероксидазы (GSH-Px) и каталазы (CAT), 
глутатиона (GSH) и малонового диальдегида (MDA) в образцах печени измеряли с 
использованием коммерчески доступных наборов (Jiancheng Bioengineering Institute, Nanjing, 
China).

Статистический анализ проводили с использованием SPSS15.0 (SPSS, Chicago, IL). Все 
экспериментальные данные были выражены как среднее ± стандартное отклонение (SD). Для 
проверки достоверности по группам был выполнен односторонний или двухсторонний ANOVA, а 
затем тест Tukey. Двусторонние повторные измерения ANOVA использовались для изучения 
общих эффектов лечения и времени на изменение уровня глюкозы в крови и уровня инсулина. 
Значение P <0,05 считалось значительным.

Вес тела регистрировали на 0, 14 и 28 сутки, а конечные данные были показаны в таблице 1. Вес 
тела крыс-диабетиков был аналогичен весу нормальных контролей сразу после инъекции STZ (P> 
0,05). Вес тела крыс диабетического контроля был значительно ниже по сравнению с нормальной 
контрольной группой на 14 и 28 день (P <0,05). Пациенты с диабетическим контролем в течение 
всего эксперимента получали меньше веса тела, чем нормальная контрольная группа. Но 
увеличение массы тела было значительно увеличено у крыс, которым вводили AEHE и 
глибенкламид, соответственно.

Влияние AEHE на вес тела у экспериментальных крыс

Значения выражаются как среднее ± SD в каждой группе. Группа NM: нормальные контрольные 
крысы, обработанные только автомобилем; NM + AEHE группа: нормальные контрольные крысы, 
обработанные AEHE (100 мг / кг в.ч.); DM группа: крысы с диабетическим контролем, 
обработанные только автомобилем; DM + LAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE 
(100 мг / кг в.ч.); DM + HAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE (200 мг / кг м.д.); DM + 
Gli группа: диабетическим крысам давали глибенкламид (30 мг / кг в.т.). a указывает на 
статистическую значимость P <0,01 по сравнению с группой NM; связывает статистическую 
значимость P <0,01 по сравнению с группой DM.

В таблице 2 показаны уровни глюкозы в сыворотке крови у нормальных и диабетических крыс, 
дополненных AEHE и глибенкламидом. STZ-обработанные диабетические крысы показали 
значительное увеличение уровня глюкозы в крови по сравнению с нормальными крысами (P 
<0,05). Уровень глюкозы в сыворотке измеряли у нормальных и диабетических крыс на 0, 14 и 28-й
день лечения наркотиками. После обработки AEHE при 100 и 200 мг / кг в.ч. уровни глюкозы в 
крови на 14 и 28 день были значительно снижены по сравнению с теми, что были на 0-й день (P 
<0,01). Крысы, обработанные глибенкламидом, также показали значительное снижение уровня 
глюкозы в сыворотке (Р <0,05). Таким образом, AEHE и введение глибенкламида ослабляли 
гипергликемию, наблюдаемую у крыс, в то время как в группах NM, NM + AEHE и DM не 
наблюдалось значительных изменений (P> 0,05). Более того, в тот же день сывороточная глюкоза 
у AEHE и крыс, обработанных глибенкламидом, значительно снижалась по сравнению с крысами, 



контролирующими диабет (P <0,05).

Влияние AEHE на уровни глюкозы в сыворотке у крыс в течение экспериментальных дней

Значения выражаются как среднее ± SD в каждой группе. Группа NM: нормальные контрольные 
крысы, обработанные только автомобилем; NM + AEHE группа: нормальные контрольные крысы, 
обработанные AEHE (100 мг / кг в.ч.); DM группа: крысы с диабетическим контролем, 
обработанные только автомобилем; DM + LAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE 
(100 мг / кг в.ч.); DM + HAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE (200 мг / кг м.д.); DM + 
Gli группа: диабетическим крысам давали глибенкламид (30 мг / кг в.т.). a указывает на 
статистическую значимость P <0,05 по сравнению с группой NM; связывает статистическую 
значимость P <0,05 по сравнению с группой DM. указывает статистическую значимость P <0,05 по 
сравнению с той же группой в день 0.

Данные, касающиеся уровней сывороточного инсулина натощак, были представлены в таблице 3. 
После 28-дневного периода уровень инсулина значительно снизился в группе DM. Но, как 100 мг / 
кг в.т. и 200 мг / кг в.ч. Группы AEHE показали более высокий уровень инсулина на 14-й день и 28-й
день по сравнению с диабетическим контролем (P <0,05), а крысы, обработанные 
глибенкламидом, также показали значительное повышение уровня инсулина (P <0,05). Кроме того,
100 мг / кг в.т. Сам AEHE не влиял на уровень инсулина у крыс в группе NM + AEHE. Кроме того, 
никаких эффектов взаимодействия (обработка × время) не наблюдалось на уровнях инсулина (P> 
0,05).

Влияние AEHE на уровни инсулина у крыс в течение экспериментальных дней

Значения выражаются как среднее ± SD в каждой группе. Группа NM: нормальные контрольные 
крысы, обработанные только автомобилем; NM + AEHE группа: нормальные контрольные крысы, 
обработанные AEHE (100 мг / кг в.ч.); DM группа: крысы с диабетическим контролем, 
обработанные только автомобилем; DM + LAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE 
(100 мг / кг в.ч.); DM + HAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE (200 мг / кг м.д.); DM + 
Gli группа: диабетическим крысам давали глибенкламид (30 мг / кг в.т.). a указывает на 
статистическую значимость P <0,05 по сравнению с группой NM; связывает статистическую 
значимость P <0,05 по сравнению с группой DM, указывает статистическую значимость P <0,05 по 
сравнению с той же группой в день 0.

В конце эксперимента уровни сывороточного ТС, ТГ, ЛВП-С и ЛНП-С в разных экспериментальных 
группах были показаны в таблице 4. Результаты показали, что уровни ТГ, ТС и ЛПНП сыворотки 
были значительно увеличены (Р < 0,05), тогда как уровень HDL-C в сыворотке был значительно 
снижен в группе DM по сравнению с группой NM (P <0,05). После введения AEHE (200 мг / кг массы
тела) в течение 28 дней наблюдалось значительное снижение TG, TC и LDL-C и значительное 
увеличение уровня HDL-C в группе DM + HAEHE по сравнению с группой DM (P <0,05). Кроме того,
после введения AEHE (100 мг / кг массы тела) в течение 28 дней изменение липидного 
метаболизма было частично ослаблено, о чем свидетельствуют снижение уровней ТГ и ТС в 
сыворотке в группе DM + LAEHE по сравнению с группой DM (P <0. 05).

Влияние AEHE на уровни сывороточного TC, TG, HDL-C и LDL-C у экспериментальных крыс

Значения выражаются как среднее ± SD в каждой группе. Группа NM: нормальные контрольные 
крысы, обработанные только автомобилем; NM + AEHE группа: нормальные контрольные крысы, 
обработанные AEHE (100 мг / кг в.ч.); DM группа: крысы с диабетическим контролем, 
обработанные только автомобилем; DM + LAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE 
(100 мг / кг в.ч.); DM + HAEHE группа: диабетические крысы получали AEHE (200 мг / кг м.д.); DM + 
Gli группа: диабетическим крысам давали глибенкламид (30 мг / кг в.т.). a указывает на 
статистическую значимость P <0,05 по сравнению с группой NM; связывает статистическую 
значимость P <0,05 по сравнению с группой DM. указывает статистическую значимость P <0,01 по 



сравнению с группой DM.

Рисунок 1 (A-E) показал активность ферментативных антиоксидантов SOD, CAT, GSH-Px, 
белкового антиоксидантного GSH и продукта перекисного окисления липидов MDA в печени 
экспериментальных крыс. Значительное снижение активности SOD, CAT, GSH-Px, уровня GSH и 
увеличение MDA в ткани печени наблюдалось в группе DM по сравнению с группой NM (P <0,05). 
Уровень GSH и активности SOD, CAT, GSH-Px были достоверно восстановлены у пациентов с 
диабетом AEHE (группа DM + LAEHE и группа DM + HAEHE) (P <0,05). Однако добавка AEHE не 
изменяла уровень GSH и активности SOD, CAT, GSH-Px в группе NM + AEHE (P> 0,05). Кроме того,
администрация AEHE значительно снизила уровень MDA у диабетических крыс (P <0 .05), в то 
время как у нормальных контрольных крыс (P> 0,05) эффект не наблюдался.

Влияние лечения AEHE на маркеры окислительного стресса печени у экспериментальных крыс. (А)
уровни глутатиона (уровни GSH, мкг / мг белка), (B) уровни глутатионпероксидазы (уровни GSH-Px,
мкг / мг белка), (C) активность супероксиддисмутазы (активность СОД, U / мг белка) D) активность 
каталазы (активность CAT, U / мг белка) и (E) уровень малонового диальдегида (уровни MDA, мкг / 
мг белка). Группа I: обычные контрольные крысы, обработанные только автомобилем; Группа II: 
обычные контрольные крысы, обработанные AEHE (100 мг / кг в.т.); Группа III: крысы с 
диабетическим контролем, обработанные только автомобилем; Группа IV: диабетическим крысам 
давали AEHE (100 мг / кг м.д.); Группа V: диабетические крысы получали AEHE (200 мг / кг м.д.); 
Группа VI: диабетическим крысам давали глибенкламид (30 мг / кг в.ч.). a указывает, что 
статистически отличается от группы NM, b указывает статистически отличную от группы DM.

При сахарном диабете хроническая гипергликемия вызывает множественные биохимические 

аномалии [17,18], а исследования на людях и моделях животных явно влияют на вклад 

окислительного стресса в патогенез диабета [19-21]. Клинические исследования показали, что 

жесткий контроль гипергликемии может уменьшить возникновение или прогрессирование диабета; 

однако с текущими гипогликемическими или противодиабетическими препаратами трудно достичь 

и / или поддерживать жесткий гликемический контроль у пациентов с диабетом [22-24]. Многие 

исследования показывают, что для достижения оптимальной гликемической мишени у многих 

пациентов с диабетом требуется несколько лекарств. В настоящее время одним из таких 

дополнительных вариантов является потенциал «одновременно направленного на гипергликемию 

и окислительный стресс» [25]. Поэтому использование альтернативных методов лечения, которые 

конкретно нацелены на окислительный стресс, участвующие в диабете, может быть выгодным в 

дополнение к строгому контролю глюкозы.

В Китае многие травы используются для лечения диабета. Сообщалось, что в общей сложности 

более 400 видов проявляют гипогликемические эффекты [26], а Hericium erinaceus и его 

компоненты привлекают интерес к медицинским исследованиям в течение последних двух 

десятилетий из-за его различных биологических и клинических свойств, а также его 

антиоксидантной активности , Hericium erinaceus содержит полисахариды, олигосахарид, стерол, 

жирные кислоты, эринацин, герциенон и так далее. Wang HX, et al. обнаружили, что лаккада с 

ингибирующей активностью в отношении обратной транскриптазы ВИЧ-1 была выделена из 

Hericium erinaceus [27]. Nagai K, et al. сообщил, что дилинолеоил-фосфатидилэтаноламин, 

выделенный из Hericium erinaceus, является одной из молекул, эффективных при снижении 

смертности клеток, связанных с ЭК-стрессом, в клеточной линии нейробластомы мыши [28]. Ким 

С.П. и др. показали, что экстракты Hericium erinaceus против бактериальной инфекции у мышей 

происходят через активацию врожденных иммунных клеток [12]. Han ZH, et al. сообщил, что 

Hericium erinaceus может значительно снизить уровень перекисного окисления липидов и 

увеличить активность антиоксидантных ферментов у подопытных животных [15]. Многие 

исследования были проведены для изучения его фармакологической функции при многих 

заболеваниях. В этом исследовании мы исследовали антидиабетические и антиоксидантные 

эффекты AEHE у крыс с диабетом, индуцированных STZ, по сравнению с крысами, 



обработанными глибенкламидом, которые были диабетической контрольной группой, и оценивали 

возможную функцию AEHE в качестве дополнительной медицины при гликемическом контроле. 

Глибенкламид, стандартный гипогликемический препарат, широко используется в течение многих 

лет для лечения диабета, способствуя секреции инсулина посредством блокады АТФ-зависимых 

калиевых каналов в β-клетках поджелудочной железы [29]. Наши результаты в исследовании 

показывают, что все еще инсулин-продуцирующие клетки, по-видимому, функционируют в 

высвобождении инсулина, ответственного за большинство метаболических эффектов. Эффект 

AEHE в нашем исследовании аналогичен эффекту глибенкламида, который предположил, что 

мехинизм AEHE может быть аналогичен эффекту глибенкламида.

STZ-индуцированные диабетические крысы являются одной из животных моделей человеческого 
инсулинзависимого сахарного диабета [30]; эти крысы характеризуются высокими уровнями 
глюкозы в крови натощак и резким снижением концентрации инсулина в крови [31]. В нашем 
исследовании уровни глюкозы в сыворотке были измерены в день 0, 14 и 28. До 28-го дня уровни 
глюкозы в сыворотке были значительно снижены по сравнению с результатами, полученными в 
день 0 и 14-го. Все результаты показали, что ежедневное введение AEHE в течение 28 дней 
отменяет увеличение глюкозы в крови у индуцированных STZ диабетических крыс, и этот эффект 
зависит от дозы. Кроме того, введение AEHE диабетическим крысам привело к значительному 
увеличению уровней инсулина. Возможный механизм, с помощью которого AEHE проявляет 
антигипергликемическое действие у диабетических крыс, может быть обусловлен выработкой 
поджелудочной железы инсулина из существующих β-клеток или его высвобождением из 
связанной формы.

В нескольких исследованиях также было показано, что гипогликемическое или антидиабетическое 
действие некоторых экстрактов натуральных трав можно объяснить их инсулино-трофическим 
эффектом, который позволяет снизить уровни глюкозы в крови, содержание гликогена в крови и 
сывороточные липиды посредством контроля сывороточного инсулина [32, 33]. Аналогичным 
образом, наши результаты также показывают, что администрация AEHE увеличила производство 
инсулина.

Диабетические крысы показали заметное снижение массы тела по сравнению с нормальными 
крысами, что может быть связано с деградацией структурных белков. Чрезмерный катаболизм 
белка для обеспечения аминокислот для глюконеогенеза во время дефицита инсулина приводил к 
истощению мышечной массы и потере веса у крыс с диабетом, не получавших лечение. STZ, как 
высокоцитотоксический агент панкреатических β-клеток, индуцирует диабет, повреждая клетки, 
которые приводят к уменьшению высвобождения инсулина [34]. Наши данные показывают, что 
повышение уровня инсулина после лечения АЕГЭ у крыс с диабетом приводило к улучшению 
гликемического контроля, что предотвращало потерю массы тела.

Аномалия в липидном метаболизме при диабете, которые часто являются важными 
детерминантами курса и статуса заболеваний, характеризуются увеличением ТС, ТГ, ЛПНП-С и 
снижением уровня ЛПВП [34]. Более того, Ghoul JE, et al. продемонстрировали, что дефицит 
инсулина или резистентность к инсулину может быть причиной гиперлипидемии из-за 
ингибирующего инсулин действия на ключевой фермент в биосинтезе холестерина [35]. В нашем 
исследовании мы зафиксировали значительное увеличение уровней TG, TC и LDL-C в сыворотке и
значительное снижение уровня HDL-C в сыворотке крови у индуцированных STZ диабетических 
крыс; Администрация AEHE уменьшала уровни TG, TC и LDL-C в сыворотке и повышала уровень 
HDL-C у индуцированных STZ диабетических крыс. Это указывает на то, что лечение AEHE 
полезно для нормализации липидного профиля путем регулирования уровня глюкозы в крови и 
инсулина.

Окислительный стресс при диабете сосуществует с уменьшением антиоксидантного статуса [36], 
и, как известно, гипергликемия усиливает окислительный стресс в печени [37]. Повышенная 
генерация ROS и одновременное снижение антиоксидантных защитных механизмов, 



наблюдаемых у пациентов с диабетом, могут способствовать развитию нейропатии, нефропатии, 
ретинопатии и сосудистых расстройств [38]. Наши результаты показали, что активность 
антиоксидантных ферментов (SOD, CAT и GSH-Px) и антиоксидант (GSH) в печени диабетических 
крыс были значительно ниже, чем в нормальной контрольной группе. Тем не менее, они были 
восстановлены у AEHE лечащих диабетических крыс, что подразумевает, что AEHE может удалять
свободные радикалы кислорода. MDA является надежным маркером перекисного окисления 
липидов. Наши результаты показали, что уровень MDA был значительно увеличен в печени 
необработанных диабетических крыс, а лечение AEHE уменьшало перекисное окисление липидов.
Более того, повышенный уровень MDA в печени четко указывает на роль окислительного стресса 
при диабете, и AEHE может снизить перекисное окисление липидов путем модуляции системы 
глюкозы / инсулина. Подводя итог, AEHE оказывает прямое или косвенное антидиабетогенное 
действие, уменьшая окислительный стресс, и это может быть одной из причин того, что AEHE 
улучшает гликетобаболизм. Таким образом, настоящее исследование показало, что AEHE 
обладает мощной антиоксидантной активностью, которая может отвечать за ее гипогликемические
и гиполипидемические свойства.

Согласно нашим данным, AEHE обладает значительным антигипергликемическим и 
антигиперлипидемическим эффектом у индуцированных STZ диабетических крыс. AEHE также 
может восстановить статус антиоксидантов у обработанных диабетических крыс. Однако 
необходимы дальнейшие исследования, чтобы лучше понять его потенциальное терапевтическое 
действие, вовлеченные фитохимические компоненты и точный механизм действия.

AEHE: водный экстракт hericium erinaceus; ROS: реактивные виды кислорода; СОД: 
супероксиддисмутаза; GPx: глутатионпероксидаза; CAT: Catalase; MDA: Malondialdehyde.
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Клинические Исследования. HP3-опосредованный сок 
ферментированного Hericium erinaceus (Ежевик 



гребенчатый) как полезная пищевая добавка для 
лечения сахарного диабета
источник: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5894895/ 

В настоящем исследовании было исследовано антидиабетическое свойство Lactobacillus 
fermentum HP3-опосредованного ферментированного сока Hericium erinaceus (FHJ) с 
использованием самцов крыс Wistar с стрептозотоцин-индуцированным сахарным диабетом (СД). 
FHJ готовили с использованием вареного грибного сока и L. fermentumHP3. Содержание 
аминокислот и γ-аминомасляной кислоты (ГАМК) в FHJ анализировали. Индуцированные 
стрептозотоцином СД крысам вводили FHJ до и после лечения. Изменения уровня инсулина в 
плазме, уровня глюкозы в плазме, гликированного гемоглобина (HbA1c), репрезентативных 
цитокинов и антиоксидантной системы были оценены у экспериментальных крыс с 
использованием спектрофотометрических методов и иммуноферментного анализа. Добавление 
FHJ улучшило массу тела, уровень инсулина и прогресс в восстановлении гипергликемии.Уровень 
HbA1c был изменен вмешательством FHJ. Уровень воспалительных цитокинов был снижен в 
группе с добавлением FHJ по сравнению с контролем. Вмешательство FHJ и инсулина улучшило 
выработку интерлейкина-10 и трансформирующего фактора роста – β1 у крыс с СД. Исследование
показало, что ферментированный H. erinaceus сок можно использовать в качестве одной из 
пищевых добавок, способствующих укреплению здоровья, для лечения СД наряду с приёмом 
лекарств.для лечения СД наряду с приёмом лекарств.для лечения СД наряду с приёмом лекарств.

Инсулин является основным метаболическим гормоном, выделяемым поджелудочной железой. [1, 
2] Секреция инсулина быстро увеличивается после еды. Инсулин проникает через 
гематоэнцефалический барьер через насыщаемый транспорт. [3] На секрецию и 
функциональность инсулина влияют несколько пищевых веществ, в основном аминокислоты. [4, 5] 
γ-аминомасляная кислота (ГАМК) представляет собой широко распространенную аминокислоту, 
обладающую значительными функциональными возможностями в отношении здоровья человека, 
особенно в качестве антидиабетического агента. [6] Adeghate and Ponery [7] исследовали 
локализацию и функцию ГАМК в поджелудочной железе у крыс с нормальным диабетом и 
стрептозотоцином (STZ), вызванных сахарным диабетом (СД), и выявили, что секреция инсулина 
индуцируется ГАМК у нормальных крыс и самцов крыс линии Вистар. [7]

Исследователи изучили роль концентрации глюкозы в воздействии ГАМК (1-1000 мкмоль/л) на 
секрецию инсулина из бета-клеток и сообщили, что деполяризация мембраны индуцировалась 
ГАМК зависимым от дозы образом при низкой концентрации глюкозы, тогда как гиперполяризация 
индуцировалась ГАМК при высокой концентрации глюкозы. [8] При различных уровнях глюкозы 
ГАМК регулирует секрецию инсулина в бета-клетках в двух направлениях, что указывает на то, что
ГАМК играет важную роль в модулировании секреции островковых гормонов. [8] Ежедневное 
добавление ГАМК (20 мкмоль/мышь) полностью изменяло СД 1 типа (СД1) и поддерживало 
регенеративное и защитное действие на островковые бета-клетки мышей. [6] Вмешательство 
ГАМК улучшило чувствительность к инсулину и толерантность к глюкозе, подавляя воспаление, и 
значительно снизило голодный уровень глюкозы в крови у мышей с высоким содержанием жиров. 
[9]

Hericium erinaceus - широко используемый в азиатских странах съедобный вид грибов. [10] 
Сообщалось, что метанольный экстракт H. erinaceus снижает уровень глюкозы в крови у STZ-
индуцированных крыс с СД. [11] H. erinaceus является подходящим природным субстратом для 
производства обогащенного ГАМК ферментированного сока [12], [13] из-за его высокого 
содержания белка (8,01%) и свободной аминокислоты. [14] Недавно были получены сообщения о 
молочнокислых бактериях (ЛАБ), хорошо известных пробиотических бактериях 
противодиабетической природы. [15] В наших предыдущих исследованиях мы сообщали о 
Lactobacillus fermentum и Enterococcus faecalis.Опосредованная ферментация H. erinaceus, а также

https://vk.com/away.php?to=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC5894895%2F&cc_key=


продемонстрировали, что LAB-опосредованный ферментированный сок H. erinaceus содержит 
высокую концентрацию ГАМК. [12],[13] Недавно было опубликовано несколько исследований, 
касающихся антидиабетических свойств частей (листьев, корней) наземных растений. [16],[17] 
Информация о влиянии сброженного сока с высоким содержанием ГАМК на DM, однако, 
ограничена. Таким образом, в настоящем исследовании мы сообщаем о способствующей 
здоровью свойства L. fermentum HP3-опосредованного ферментированного сока H. erinaceus с 
использованием самцов крыс Wistar с STZ-индуцированной DM.

Материалы и методы
Приготовление молочнокислых бактерий и вареного грибного сока

Высушенный H. erinaceus (10г) кипятили в 90 мл питьевой воды в течение 5 минут, и вар`ный 
грибной сок (BMJ) фильтровали через фильтровальную ткань для удаления матрицы грибов. [12] 
Для эксперимента использовали прозрачный отварной грибной сок. L. fermentum HP3 размножали 
в смеси среды MRS (de Man, Rogosa и Sharpe) и 10% тростникового сахара в соотношении 1:1 и 5 
г/л пептона (Himedia, номер по каталогу M369) при 37°С в течение 18-24 часов; затем свежие 
клетки собирали центрифугированием при 5000 об/мин в течение 10 минут. Культуру L. fermentum 
HP3 перед использованием разбавляли стерильной водой до концентрации 10 в 9 степени 
колониеобразующих единиц/мл.

Приготовление GABA-обогащенного ферментированного сока H Erinaceus

Ферментированный сок H. Erinaceus (FHJ) готовили, как подробно описано в нашем предыдущем 
исследовании, и 10% H. erinaceus использовали для приготовления FHJ. [13] Затем ГАМК-
содержащий FHJ подвергали вакуумному испарению (Rotavapor R-210, BUCHI) при 55°С в течение 
5 минут и

концентрацию ГАМК анализировали с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. 
FHJ разбавляли стерильной питьевой водой до достижения чистой концентрации ГАМК 450 мг/мл.

Анализ аминокислотного состава

Аминокислотный профиль сухих грибов и FHJ был определен в соответствии с официальными 
методиками Ассоциации аналитиков-химиков 994.12 и 988.15 от Central Laboratory (Thailand) Co 
Ltd. [18]

Группы животных и индукция сахарного диабета

Около 6 недель самцов крыс Вистар получали из Национального центра лабораторных животных 
Университета Махидол, разделенного на 13 групп, каждая из которых состояла из 10 крыс (вес: 
150-170 г/крыса), и кодировали, как подробно описано в таблице 1 . LAB, FHJ (содержащий GABA и
LAB) и BMJ являются тестируемыми добавками, которые вводили соответствующей крысе вместе 
с обычной стандартной диетой (Commercial Food No. CP 082, Perfect Companion Group Co, Ltd, 
Бангкок, Таиланд), как описано в Таблица 1 .



Однократная внутрибрюшинная инъекция STZ (55 мг/кг) использовалась для индукции 
диабетического состояния у крыс. [19] Через 14 дней крыс с уровнем глюкозы в плазме натощак 
≥250 мг/дл (гипергликемия) считали крысой с СД и использовали в эксперименте. Нормальным 
контрольным крысам вводили цитратный буфер с pH 4,7. Массу тела животных измеряли один раз 
в неделю в течение всего экспериментального периода. [20] Крыс в группе предварительной 
обработки и нормальной группе кормили специальными тестовыми добавками в течение 14 дней 
до индукции СД. Тестовые добавки вводили соответствующим крысам в группе после лечения 
после индукции диабетического состояния. Животным был предоставлен свободный доступ к 
рационам и воде ad libitum в течение 12 недель эксперимента. Животных умерщвляли под общей 
анестезией хлоралгидратом (7% хлоралгидрата 6 мл/кг массы тела) после голодания в течение 
ночи (8-12 часов) в конце экспериментального периода. [7] Все аспекты этого исследования были 
проведены в соответствии со стандартами Комитета по этике животных Учреждения (Этическая 
сертификация Университета Чиангмая № 23/2558).



Определение уровня инсулина в плазме

Образцы крови собирали в микроцентрифужные пробирки, покрытые этилендиаминтетрауксусной 
кислотой. Концентрацию инсулина в плазме определяли с использованием набора для Sandwich 
ELISA (иммуноферментный

анализ) в соответствии с инструкциями производителя (набор для инсулина Rat/Mouse ELISA) 
(EMD Millipore, номер по каталогу EZRMI-13K).

Количественное определение плазменной глюкозы

Концентрацию глюкозы в плазме определяли один раз в месяц ферментативным 
колориметрическим методом с использованием коммерческого набора (ERBA Diagnostic Mannheim
GmbH, Германия). Образцы крови собирали в микроцентрифужные пробирки, содержащие 2,5 
мг/мл фторида натрия (NaF). Эксперимент проводился в соответствии с инструкциями 
производителя. Концентрация глюкозы рассчитывалась путём сравнения со стандартной кривой 
глюкозы.

Измерение гемоглобина A1c

Гликированный гемоглобин крови (HbA1c) определяли в лабораторном сервисном центре 
медицинского факультета Университета Чиангмая методом турбидиметрического иммуноанализа 
с использованием цельной крови (Roche Diagnostics Ltd).

Профилирование выбранных цитокинов

Отобранные циркулирующие цитокины (интерферон-γ [IFN-γ], интерлейкин-6 [IL-6], IL-17, 
трансформирующий фактор роста-β1 [TGF-β1] и IL-10) измеряли с использованием коммерческого 
IFN крысы -γ (номер по каталогу DY585), IL-6 (номер по каталогу DY506), IL-17 (номер по каталогу 
DY421), TGF-β1 (номер по каталогу DY1679) и IL-10 (номер по каталогу DY522) Набор ELISA, 
приобретенный в R&D Systems, Миннеаполис, Миннесота, США. Образцы сыворотки были 
получены от экспериментальных крыс и были подвергнуты ELISA в соответствии с инструкциями 
производителя.

Профилирование антиоксидантных ферментов и малонового диальдегида

Были измерены уровни антиоксидантного фермента (общая супероксиддисмутаза [SOD], Mn-SOD, 
Cu-Zn-SOD, глутатионпероксидаза [GPx], каталаза) в образцах крови экспериментальных крыс. 
Были проанализированы три формы СОД. GPx определяли согласно предыдущему описанию с 
некоторой модификацией. [21] Активность каталазы определяли путём измерения скорости 
исчезновения воды. [21] Уровень малонового диальдегида (MDA) в сыворотке крови определяли 
согласно предыдущему описанию с некоторой модификацией. [21], [22]

Статистический анализ

Все эксперименты in vitro были выполнены в трёх экземплярах, и все данные были выражены как 
среднее ± стандартное отклонение (SD). Все эксперименты in vivo выражали как среднее значение
± стандартная ошибка (SE). Различия между средними значениями для нескольких групп 
оценивали с помощью однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) с использованием 
критерия Дункана. Вариации считались значительно различными, когда значение Р было <0,05.



Результаты
Аминокислотный профиль FHJ и Dry H. erinaceus
Сумма из 21 аминокислоты и ГАМК наблюдалась как в высушенном грибе, так и в его 
ферментированном соке. Сушеные грибы показали более высокое содержание фенилаланина, 
лейцина, лизина, глютамина, изолейцина, глутаминовой кислоты и тирозина, чем в FHJ. Было 
обнаружено, что количество ГАМК в FHJ выше, чем у сырого гриба, из-за биотрансформации 
глутаминовой кислоты в ГАМК заквасочной культурой L. fermentum HP3 (таблица2).

Влияние лечения на массу тела животного

Масса тела (BW) регистрировалась каждую неделю в течение всего экспериментального периода 
(рис.1). После индукции СД быстрое снижение СД является одним из распространенных 



симптомов СД. Было установлено, что начальная масса тела крыс

составляла от 260г до 300г, а затем постепенно увеличивалась до 480-530г у нормальных крыс 
(NC, LabC, GabaC и BmjC) и групп лечения инсулином (InPre и InPost). Напротив, было 
обнаружено, что BW диабетических крыс (LabPre, GabaPre, BmjPre, LabPost, GabaPost и BmjPost) 
колеблются в течение всего периода эксперимента. BW у крыс группы GabaPre, LabPost, 
GabaPost, BmjPost показал небольшое увеличение по сравнению с животными группы LabPre и 
BmjPre.

Рисунок1. Изменение массы тела экспериментальных животных.

Изменения уровня глюкозы в плазме

Влияние тестируемых добавок на уровень глюкозы в плазме натощак у подопытных крыс 
суммировано в таблице 3. На уровни глюкозы в плазме натощак у нормальных крыс (LabC, BmjC и 
GabaC) не влияло введение тестируемых добавок, включая LAB, BMJ и FHJ, содержащих GABA и 
LAB, соответственно. Никаких существенных различий в уровнях глюкозы в плазме не 
наблюдалось между группами СД на исходном уровне (0 месяцев).

В предварительном исследовании уровни глюкозы в плазме были значительно снижены у 
животных группы GabaPre и BmjPre по сравнению с группой DMC (P <0,05) в конце эксперимента 
(третий месяц) (таблица 3). Экспериментальные животные в группе GabaPre показали самый 
низкий уровень глюкозы в плазме (363,00 мг/дл) по сравнению с группой BmjPre (373,85 мг/дл, P > 
0,05) и группой LabPre (481,45 мг/дл, P<0,05). В то время как уровень глюкозы в плазме группы 
InPre оказался сравнимым с таковым у нормальных крыс. Уровни глюкозы в плазме в группах до 
лечения не были аналогичны нормальной контрольной группе. Прогрессирующая гипергликемия 
(процент прогрессирования гипергликемии у крыс с СД в конце третьего месяца эксперимента по 
сравнению с соответствующей группой) у крыс с СД в конце эксперимента оказалась достоверной (
P<0,05) ниже (-13,38% и -10,39%) в группах GabaPre и BmjPre, чем в группе DMC (+ 60,13%), 
соответственно. Было установлено, что снижение уровня глюкозы в плазме (процент разницы 
между уровнем глюкозы в плазме у крыс DM группы лечения и группы DMC в конце третьего 
месяца эксперимента) у крыс DM групп GabaPre и BmjPre было выше, чем группы LabPre (33,69%, 
31,70% и 12,05% соответственно) (таблица 3).

В исследовании, проведенном после лечения, у крыс с СД в группе, получавшей лечение 
ГабаПост, был выявлен достоверно ( P <0,05) более низкий уровень глюкозы в плазме натощак 
(365,59 мг/дл), чем у крыс с СД в группе DMC (547,41 мг/дл) в конце третий месяц эксперимента.



Аналогичным образом, лечение BMJ у диабетических крыс значительно ( P <0,05) снижало 
уровень глюкозы в плазме (435,64 мг/дл) по сравнению с таковым у крыс DM в группе DMC. Группа
LabPost (470,12 мг/дл) не показала значительного влияния на уровень глюкозы в плазме натощак 
по сравнению с группой крыс группы DMC. Лечение инсулином успешно корректировало уровни 
глюкозы в плазме натощак у крыс с диабетом. Как показано в таблица 3 было обнаружено, что 
прогрессирующая гипергликемия у крыс с СД в группах после лечения (GabaPost и BmjPost) была 
ниже по сравнению с таковой в группе DMC (+ 21,37%, + 41,51% и + 60,13% соответственно). 
Обнаружено, что уровень глюкозы в плазме, снижающий способность крыс с СД в группах, 
подвергшихся лечению, имеет сходную картину, как показано крысами с СД в исследовании перед 
лечением. Как и ожидалось, у крыс DM группы лечения GabaPost был отмечен самый высокий 



процент способности снижать уровень глюкозы в плазме (33,21%, P <0,05) по сравнению с 
таковым у крыс группы DMC.

Плазменный инсулин и HbA1c

Концентрация инсулина в плазме измерялась до и после лечения. Наблюдалось, что уровни 
инсулина в плазме нормальных крыс не были затронуты тестируемыми добавками (таблица 4). 
Низкая концентрация инсулина в плазме была обнаружена у крыс группы DMC, чем у крыс группы 
NC. В предварительном исследовании уровень инсулина в плазме у крыс с СД группы GabaPre 
несколько увеличился по сравнению с группами с DMC, LabPre и BmjPre, но между ними не было 
значимых различий. Инъекция инсулина у крыс с диабетом полностью восстановила уровни 
инсулина в плазме как в группах до, так и после лечения. В последующем исследовании 
концентрации инсулина в плазме у крыс DM в группах LabPost, GabaPost и BmjPost не изменились 
по сравнению с таковой в группе DMC (таблица 4). HbA1c измеряли в конце эксперимента. HbA1c у
нормальных крыс групп NC, LabC, GabaC и BmjC находился в нормальном недиабетическом 
диапазоне (таблица 4). Повышенное количество Hb1Ac (9,95% ± 0,82%) наблюдалось у крыс DM 
группы DMC. Обнаружено, что HbA1c у крыс с СД в группе инсулина (InPre и InPost) снижается 
(6,55% ± 0,34% и 5,83% ± 0,29% соответственно) по сравнению с таковым в группе DMC. Важно 
отметить, что HbA1c у крыс с СД как в группе GabaPre (6,80% ± 1,16%), так и в группе GabaPost 
(7,80% ± 1,42%) оказался несущественным по сравнению с группами лечения инсулином (таблица 
4). У крыс DM из группы BmjPost наблюдалось незначительное незначительное снижение 
диапазона HbA1c по сравнению с таковым в группе DMC. Вмешательство LAB как в исследовании 
до, так и после лечения не привело к снижению значения HbA1c у крыс с СД в группах LabPre и 
LabPost (таблица 4).



Регуляция выбранных цитокинов

Наблюдалось, что уровень экспрессии воспалительных цитокинов (IFN-γ, IL-6 и IL-17) у крыс 
нормальной группы (LabC, GabaC и BmjC) не подвергался воздействию тестируемых добавок по 
сравнению с таковым у NC группа (рис. 2А-С). Крысы контрольной группы с СД показали 
значительное увеличение уровней IFN-γ (115,19 ± 9,34 пг/мл), IL-6 (82,84 ± 11,30 пг/мл) и IL-17 
(128,84 ± 14,20 пг/мл). Все тестируемые добавки показали значительный супрессивный эффект на 
выбранные воспалительные цитокины у крыс с СД как в группе до, так и после лечения по 
сравнению с крысами из группы DMC (рис. 2А-С). Было установлено, что уровни отдельных 
противовоспалительных цитокинов (IL-10 и TGF-β1) в группе нормальных крыс (NC, LabC, GabaC и
BmjC) находятся в диапазоне от 38,56 ± 2,80 до 43,14 ± 2,91 пг/мл и 28,07 ± 4,20 до 37,05 ± 7,14 
пг/мл соответственно. В то время как выбранные противовоспалительные уровни у крыс СД 



группы DMC снизились до 13,35 ± 2,50 и 30,53 ± 4,85 пг/мл соответственно (рис. 2D-E). 
Примечательно, что вмешательство FHJ (содержащего ГАМК и LAB) и инсулина улучшило 
выработку IL-10 и TGF-β1 у крыс СД группы лечения (GabaPre и GabaPro), чем у других 
протестированных реагентов.

Рисунок 2

Регуляция выделенных цитокинов у экспериментальных животных. (A) интерферон-γ (IFN-γ), (B) 
интерлейкин-6 (IL-6), (C) IL-17, (D) IL-10, (E) трансформирующий фактор роста-β1 (TGF-β1 ). a-f 
представляет значительные различия среди экспериментальных групп ( P <0,05).

Регуляция антиоксидантного фермента и МДА

Три формы СОД у крыс нормальной группы не были затронуты тестовыми добавками по 
сравнению с таковой у крыс группы NC (рис. 3А). Хотя было обнаружено, что GPx и каталаза не 
были затронуты только у нормальных крыс группы BmjC по сравнению с крысами группы NC (рис. 
3В). LAB и FHJ значительно (P <0,05) увеличивали выработку GPx и каталазы у нормальных крыс 
групп LabC и GabaC. Вмешательство LAB значительно (P <0,05) увеличивало продукцию Cu-Zn-
SOD и GPx у крыс СД как до, так и после лечения по сравнению с таковым в группе DMC. ЛАБ 
значительно (P<0,05) увеличивал каталазу у крыс с СД группы LabPre и увеличивал общий СОД у 
крыс с СД группы LabPost. Добавка FHJ увеличивала общее содержание SOD и каталазы у крыс с 
СД как в группе GabaPre, так и в группе GabaPost, чем в группе DMC, тогда как было обнаружено, 
что Cu-Zn-SOD и GPx повышались только у крыс СД из группы GabaPre и Mn-. SOD был 
значительно повышен только у крыс СД группы GabaPost. BMJ увеличивал общую продукцию SOD
у крыс с СД как в группе до лечения, так и в группе после лечения по сравнению с группой DMC, в 
то время как Mn-SOD и GPx были значительно увеличены только у крыс СД группы до лечения, 
CuZn-SOD и каталаза были увеличены только в крысы СД группы после обработки. Инсулин 
увеличивал выработку СОД и снижал выработку GPx у крыс с СД как в группе InPre, так и в группе 
InPost. (P <0,05) снижение уровней MDA у крыс с СД как в группе до, так и в группе после лечения 
по сравнению с группой DMC. Добавки LAB и FHJ также подавляли выработку MDA у крыс СД 
группы лечения (LabPre, LabPost, GabaPre и GabaPost), чем у крыс группы инсулина (InPre и 
InPost) (рис. 4).

Рисунок 3

Влияние тестируемых добавок на уровень антиоксидантных ферментов у экспериментальных 
животных. (A) Изменения уровней общей супероксиддисмутазы (SOD), Mn-SOD, Cu-Zn-SOD. (B) 
Изменения в глутатионпероксидазе и каталазе. a-f представляет значительные различия среди 
экспериментальных групп ( P <0,05).

Рисунок 4

Влияние тестируемых добавок на уровень малонового диальдегида (МДА) у экспериментальных 
животных. ag представляет значительные различия среди экспериментальных групп (P <0,05).

Сообщалось, что H. erinaceus содержит белок (8,01%) и свободные аминокислоты, в основном 
глютаминовую кислоту (1468,12 мг%). [14] Исследователи сообщили о химическом составе многих 
лекарственных грибов, включая H.

erinaceus,которые состоят из незаменимых аминокислот, таких как треонин, метионин, лейцин, 
валин, изолейцин, лизин, фенилаланин, гистидин и аргинин. [23] Некоторые незаменимые 



аминокислоты, такие как глутаминовая кислота и аспарагиновая кислота, были также обнаружены 
в H. erinaceus. [23] В настоящем исследовании аминокислотный состав H. erinaceus оценивался до
и после ферментации. Результаты показали, что ферментация L. fermentumHP3 увеличивает 
богатство ГАМК в соке H. erinaceus (таблица 2), и причина пищевого питания была связана с 
превращением глутаминовой кислоты в ГАМК L. fermentum HP3. [13]

Влияние FHJ оценивали путем введения тестируемых добавок вместе с обычной стандартной 
диетой крысам с нормальной и индуцированной СД и измерением нескольких параметров. Индекс 
BW является одним из наиболее часто используемых биомаркеров для СД. Среди крыс с СД в 
группах лечения, за исключением группы, получавшей инсулин, масса крыс с СД групп GabaPre и 
GabaPost была несколько выше, чем у крыс с диабетом других групп лечения, что указывало на 
потенциальную эффективность ГАМК в снижении метаболических нарушений. (рисунок 1).

Инсулин является физиологическим модулятором секреции глюкагона. Как инсулин, так и глюкагон
являются основными эндокринными факторами, ответственными за регуляцию гомеостаза 
глюкозы в организме. Инъекция STZ разрушает бета-клетки поджелудочной железы и приводит к 
дефициту секреции инсулина и возникновению СД. [24, 25] Это приводит к гипергликемии из-за 
нарушения ауторегуляции в островках Лангерганса, которые вызывают гиперсекрецию гормона 
глюкагона. [25] В настоящем исследовании одна доза STZ эффективно индуцировала СД у крыс, 
что было подтверждено прогрессированием гипергликемии (таблица 3) и постоянной низкой 
концентрацией инсулина в плазме (таблица 4) у крыс СД группы DMC, чем у крыс группы NC в 
течение всего экспериментального периода. В обеих группах до и после лечения вмешательство 
FHJ (содержащее ГАМК и ЛАБ) немного увеличивало уровень инсулина в плазме у крыс с СД в 
группе лечения по сравнению с таковым у крыс с СД в группе с ДМК (таблица 4). Результаты 
показали, что антигипергликемический эффект ГАМК может не включать активацию секреции 
поджелудочной железы инсулина.

Добавка ГАМК (ежедневная внутрибрюшинная инъекция: 20 мкмоль/мышь) защищала и показала 
регенеративные эффекты на островковых бета-клетках и обращала диабет при СД1. [6] ГАМК-
терапия предотвращает прогрессирование СД1 путем подавления инсулита (лимфоцитарной 
инфильтрации) и воспалительной продукции цитокинов. [6] В настоящем исследовании результаты
исследований до и после лечения показали, что добавление ГАМК потенциально снижает уровень 
глюкозы в плазме натощак, тем самым препятствует развитию гипергликемии (таблица 3) и 
снижает концентрацию HbA1c без усиления поджелудочной железы. секреция инсулина (таблица 
4). Следовательно, предлагаемые механизмы антигипергликемического действия FHJ 
(содержащего ГАМК) у крыс с СД могут включать улучшение чувствительности к инсулину и/или 
снижение секреции глюкагона из клеток поджелудочной железы.





Tian et al. [9] сообщили о влиянии ГАМК на резистентность к инсулину, связанную с ожирением, и 
СД 2 типа, и обнаружили, что пероральное лечение ГАМК ad libitum (2 мг ГАМК на миллилитр 
воды) улучшило толерантность к глюкозе и чувствительность к инсулину за счет значительного 
снижения концентрации. уровня глюкозы в крови натощак и ингибирования воспаления у мышей с 
высоким содержанием жиров. Они также сообщили о снижении частоты инфильтрата макрофагов, 
размера адипоцитов и массы эпидидимального жира в жировых тканях мышей с высоким 
содержанием жиров, получавших диету, в результате перорального лечения ГАМК. [9] Аналогично,
фон Бланкенфельд и др. [26] сообщили, что активация рецепторов ГАМК А приводит к 
деполяризации плазматической мембраны, а затем активирует потенциал-управляемый СаКаналы
2+, которые приводят к повышению уровня цитозольного кальция, усилению аутокринного 
процесса и, наконец, к высвобождению панкреатического инсулина. [26] Экзогенная ГАМК была 
абсорбирована через кишечную



эпителиальную мембрану через симпорт Н + / ГАМК. [27] Кроме того, кишечные поглощение ГАМК 
путем совместного транспорта с протоном работает в кислых услови х . Следовательно, 
добавление FHJ, содержащего ГАМК и ЛАБ, может способствовать адекватной абсорбции ГАМК 
по котранспортному механизму кислотной средой, создаваемой ЛАБ посредством производства 
молочной кислоты.

HbA1c, ключевой показатель гликемического статуса в долгосрочной перспективе, отражает 
среднее содержание глюкозы в плазме за период от 8 до 12 недель. [28] HbA1c может быть 
использован в качестве объективной меры гликемического контроля. Добавка FHJ снижает 
уровень HbA1c, что указывает на положительный эффект FHJ у крыс с СД GabaPre и GabaPost 
(таблица 4).

Добавка FHJ, которая содержит ГАМК, значительно снижает циркулирующий воспалительный 
цитокин (IL-1β, фактор некроза опухоли-α [TNF-α], IFN-γ и IL-12) и повышает 
противовоспалительный цитокин, уровень IL-10 у STZ-индуцированных СД крыс. Soltani и соавт. [6]
показали, что ГАМК подавляет продукцию IFN-γ Т-клетками CD4 + / CD8 +и подавляет выработку 
ИЛ-12 макрофагами в анализах in vitro. Кроме того, ГАМК индуцирует повышенную продукцию 
TGF-β1 в нестимулированных Т-клетках селезенки и активированных Т-клетках селезенки анти-
CD3 и анти-CD28 антителами. [6] Тиан и др. [29] исследовали влияние гранулы ГАМК (600 мкг 
ГАМК, высвобождаемой ежедневно), имплантированной в модель мыши T1DM. Прогрессирование 
заболевания и развитие провоспалительных Т-клеточных реакций подавлялись при лечении 
ГАМК. Tian et al. [9] сообщили, что пероральное лечение ГАМК эффективно при лечении СД2, 
связанного с ожирением. Регуляторные Т-клетки (Tregs) являются мощным ингибитором активации
и функционирования макрофагов. ГАМК способствует распространению и созреванию Tregs. [9] 
ГАМК A -рецепторы экспрессируются макрофагами, Т-клетками и адипоцитами, и эти рецепторы 
могут играть роль в терапии СД. [9, 29] Возможный режим действия GABA - активация GABA 
Aрецепторы на макрофагах и адипоцитах для ингибирования активации и миграции макрофагов. 
Тем самым он уменьшает хроническое воспаление в жировой ткани.



Водный экстракт H. erinaceus (AEHE) значительно снижал уровень глюкозы в сыворотке, повышал 
уровень инсулина в сыворотке, а также проявлял антиоксидантные свойства в экспериментальной 
модели крыс СД. [30] Wang и соавт. [11] оценили укрепляющее здоровье действие экстракта H. 
erinaceus (экстракт плодовых тел) на уровень глюкозы в крови на экспериментальной модели 
диабетических крыс. Они обнаружили, что кормление метаноловым экстрактом H erinaceus (HEM) 
крысам с СД, индуцированным STZ, значительно снижает повышение уровня глюкозы в крови. [11] 
L. rhamnosus GR-1 и L. fermentum RC-14 - желчные толерантные пробиотики, способные пережить 
желудочно-кишечный транзит.[31] Хроническое воспаление, вызванное кишечным эндотоксином, 
является одним из ключевых случаев возникновения и развития СД2, и Zhang et al.[32] 
обнаружили, что L. casei уменьшает высвобождение эндотоксина липополисахаридом, вызванное 
инъекцией STZ, и уменьшает провоспалительное действие. цитокины (IFN-γ и TNF-α). [32] 
Пробиотическая бактерия L. casei Zhang также подавляет гипергликемию и предотвращает 



возникновение СД2 с помощью механизма обмена желчных кислот на хлорид на основе 
микробиоты. [32] крысы T2DM, которых кормили ферментированным тайским соком из местных 
растений, показали небольшое снижение уровня глюкозы в плазме натощак. [33] Результаты 
текущего исследования показали, чтоL. fermentumHP3-опосредованный ферментированный сок H. 
erinaceus эффективно подавлял провоспалительные маркеры и индуцировал 
противовоспалительные маркеры (рис.2), что указывает на защитную роль FHJ против STZ-
индуцированного СД у крыс.

Yeap и соавторы [34] сообщили, что ферментированные экстракты бобов мунг значительно 
снижают уровень сахара в крови и повышают уровень антиоксидантов в плазме у мышей с 
гипергликемией, вызванных аллоксаном. Антигипергликемический эффект экстрактов 
ферментированных бобов может быть обусловлен наличием в экстракте высокого содержания 
ГАМК и аминокислот. [34] ГАМК может

уменьшить окислительное повреждение за счет увеличения общей антиокислительной 
способности и снижения уровня MDA в слизистой оболочке кишечника у цыплят Wenchang, 
вызванных тепловым стрессом. [35] Кроме того, Hu et al. [36] обнаружили, что ГАМК значительно 
повышает активность GPx, SOD и снижает уровень MDA в сыворотке свиней. Результаты 
настоящего исследования также обнаружили, что ферментированный H. erinaceusсок, содержащий
ГАМК, увеличивал выработку 3 форм СОД, GPx и уровня каталазы в крови и снижал уровень 
сывороточного МДА у крыс с СД. [36]

Заключение
В настоящем исследовании была оценена антидиабетическая способность опосредованного L. 
fermentum HP3 ферментированного сока H. erinaceus . Добавление FHJ (содержащего GABA и 
LAB) положительно регулировало инсулин в плазме, уровень глюкозы в плазме, HbA1c, типичные 
цитокины и антиоксидантную систему у экспериментальных крыс с СД по сравнению с другими 
добавками. Исследование показало, что ферментированный сок H. erinaceus может 
использоваться в качестве пищевой терапевтической добавки для лечения СД вместе с 
лекарственными препаратами. Необходимы дальнейшие углубленные исследования, чтобы 
выявить молекулярный механизм, лежащий в основе понижающей глюкозу способности FHJ 
(содержащей ГАМК и ЛАБ).
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Эринацин A-Enriched Hericium erinaceus Mycelium 
производит антидепрессантоподобные эффекты 
посредством модуляции передачи сигналов BDNF / 
PI3K / Akt / GSK-3β у мышей
Chun-Hung Chiu, Charng-Cherng Chyau, Chin-Chu Chen, Li-Ya Lee, Wan-Ping Chen, Jia-Ling Liu, Wen-
Hsin Lin and Mei-Chin Mong

1. Введение

Депрессия, психическое расстройство, характеризующееся низкой самооценкой, измененным 
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настроением, безнадежностью, снижением интереса / удовольствия от повседневной 
деятельности и постоянными мыслями о смерти или самоубийстве, стала важной проблемой 
глобального здравоохранения и экономического бремени [ 1 ]. Распространенность депрессии в 
течение всей жизни приближается к 20% населения и, как ожидается, станет второй по значимости
причиной нетрудоспособности в мире к 2020 году на основе данных Всемирной организации 
здравоохранения [ 2]. Этиопатология, а также четкие механизмы, лежащие в основе депрессивных
расстройств, все еще далеки от понимания, поскольку депрессия является чрезвычайно сложным 
психиатрическим заболеванием. Стресс, который может индуцировать нейровоспаление, 
повреждение митохондрий, нейропластический дефицит и внутриклеточные сигнальные пути, 
вовлечен в роль основной детерминанты для начала депрессии и может обеспечить новую цель 
для предотвращения нейродегенерации [ 3 , 4 ]. Модели на животных и клинические исследования 
связи между стрессом и депрессивными расстройствами позволяют предположить, что 
антиоксидантные агенты могут снижать окислительный стресс путем очистки от активных форм 
кислорода (АФК) и активных форм азота (РНС), которые дополнительно защищают от 
повреждения нейронов, вызванного стрессом [ 5 ,6 , 7 , 8 , 9 ]. Кроме того, было показано, что 
вызванная стрессом депрессия изменяет уровни моноаминовых нейротрансмиттеров, таких как 
серотонин (5-НТ), наряду с изменениями поведения на животных моделях [ 10 , 11 ]. 
Многочисленные исследования показали, что нормализация нарушенных моноаминергических 
нейромедиаторов связана с лечением депрессивных расстройств [ 12 , 13 , 14]. Кроме того, все 
больше доказательств продемонстрировало, что стресс негативно регулирует уровень 
нейротрофического фактора, происходящего из мозга (BDNF), который может способствовать 
нарушению пластичности дендритов и нейрогенеза гиппокампа и быть ответственным за 
повреждение нейронов и начало депрессии [ 15 , 16 , 17 ]. Хотя в настоящее время существует 
множество фармакотерапевтических процедур, более 30% пациентов с депрессией не достигают 
клинически значимого улучшения с помощью современных методов лечения. Существенные 
ограничения обычных антидепрессантов включают медленное начало терапевтических действий 
(от недель до месяцев) и нежелательные побочные эффекты, такие как тошнота, диарея, головная
боль от мигрени, нарушение сна и сексуальные проблемы [ 18 , 19]. Ввиду воздействия на 
депрессоров, особенно для пациентов с риском самоубийства, необходимо сосредоточить усилия 
на поиске и разработке препаратов с многообещающей эффективностью и меньшим количеством 
побочных эффектов.

Hericium erinaceus (HE), гриб Houtou по-китайски, веками использовался в качестве пищи и 
народной медицины в нескольких странах Восточной Азии [ 20 ]. Документально подтверждено, 
что HE обладает широким спектром полезных свойств, включая противоопухолевую, 
антимикробную, антигипергликемическую, антиоксидантную и гиполипидемическую активность, а 
также иммунную модуляцию [ 21 , 22 , 23 , 24 ]. Было показано, что группа дитерпеноидов, 
выделенных из культивируемого мицелия HE, а именно эринацины, является потенциальным 
усилителем биосинтеза фактора роста нервов (NGF) в культивируемых астроцитах [ 25 , 26 , 27]. 
Увеличение производства NGF коррелирует с правильным ростом и поддержанием нервной 
системы [ 28 , 29 ]. Важно, в частности, что, как сообщалось, эринацин А проявляет защитный 
эффект против ишемического повреждения, болезней Паркинсона и Альцгеймера in vivo [ 30 , 31 , 
32 ]. Следовательно, обогащенный эринацином А HE привлекает внимание и может служить 
перспективным агентом, обладающим нейротрофической активностью, который может 
применяться при ослаблении нейродегенеративных расстройств.

Сдерживающий стресс (RS) широко применяется для индуцирования депрессивного состояния 
для скрининга эффективности антидепрессантов [ 33 ]. Тем не менее, нет количественных данных 
относительно антидепрессантоподобных активностей HE в повторной RS-индуцированной 
мышиной модели депрессии. Таким образом, целью настоящего исследования было изучение 
влияния мицелия HE, обогащенного эринацином А, и выявление возможных механизмов с 
использованием модели мыши RS. В связи с этим были оценены поведенческие изменения и 
содержание моноаминов, провоспалительных цитокинов и экспрессии белков, связанных с 



депрессией.

2. Результаты

Хроматограммы, полученные с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
и жидкостной хроматографии, электрораспылительной ионизации, масс-спектрометрии (LC-ESI-
MS) с положительными и отрицательными режимами ионизации этанольного экстракта из мицелия
H. erinaceus , показаны на рисунке 1. A. Пик 2 был подтвержден как эринацин А ( 2 ), а три других 
пика были предварительно определены в сравнении с подготовленными стандартами (любезно 
предоставленными доктором Ченом Ченом, Университет ХунКуанг, Тайчжун, Тайвань), как 
сообщалось ранее [ 32 ]. Химическая структура и масс-спектральные характеристики четырех 
основных пиков проиллюстрированы и описаны на рисунке 1 B и в таблице 1соответственно. 
Содержание этих пиков определяли количественно по установленной калибровочной кривой как 
эринацин А ( 2 ) с наибольшим количеством 5,0 мг / г сухой массы ( таблица 1 ).

Чтобы исследовать антидепрессантоподобный эффект лечения HE, были проведены 
поведенческие реакции времени неподвижности в тесте подвески хвоста мыши (TST) и тесте 
принудительного плавания (FST), которые показаны на фиг.2А , С, соответственно. Результаты 
показали значительный эффект против неподвижности, вызванный лечением HE в дозах 200 и 400
мг / кг в TST ( p <0,01) и FST ( p <0,01) по сравнению с мышами, которым вводили носитель 
( Группа РС). Кроме того, HE в дозах 100, 200 и 400 мг / кг увеличивал время плавания в FST ( р 
<0,01, р <0,001 и р <0,001 соответственно) по сравнению с группой РС ( рис. 2В).

Высокоэффективная жидкостная хроматограмма (ВЭЖХ), обнаруженная при 210–600 нм 
( вверху ), и суммарные ионные хроматограммы положительной ( средняя ) и отрицательной 



( внизу ) масс-спектрометрии ионизации из мицелиальных экстрактов Hericium erinaceus . 
Помеченные числа пиков были обозначены как эринацин Q ( 1 ), эринацин A ( 2 ), эринацин C ( 3 ) 
и эринацин S ( 4 ) и приведены в таблице 1 ( A ); Химическая структура четырех 
предварительно идентифицированных компонентов в этанольном экстракте мицелия H. 
erinaceus ( B ).

Высокоэффективная жидкостная хроматограмма (ВЭЖХ), обнаруженная при 210–600 нм 
( вверху ), и суммарные ионные хроматограммы положительной ( средняя ) и отрицательной 
( внизу ) масс-спектрометрии ионизации из мицелиальных экстрактов Hericium erinaceus . 
Помеченные числа пиков были обозначены как эринацин Q ( 1 ), эринацин A ( 2 ), эринацин C ( 3 ) 
и эринацин S ( 4 ) и приведены в таблице 1 ( A ); Химическая структура четырех 
предварительно идентифицированных компонентов в этанольном экстракте мицелия H. 
erinaceus ( B ).





Влияние обогащенного эринацином А мицелия Hericium erinaceus на время неподвижности 
теста хвостовой подвески (TST) ( A ), время плавания теста подвески хвоста (FST) ( B ) и 
время неподвижности FST ( C ) у мышей с повторной стрессовой нагрузкой , Значения средние 
± SEM ( n= 10 на группу). Con: нормальные контрольные мыши, RS: мыши получали лечение 
носителем с последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEL: мыши получали 



низкую дозу лечения HE (100 мг / кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим 
стрессом, RS + HEM: мыши получали среднее доза лечения HE (200 мг / кг массы тела) с 
последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEH: мыши получали высокую дозу 
лечения HE (400 мг / кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом. *** р 
<0,001 по сравнению с группой Кон; ## p <0,01 и ### p <0,001 по сравнению с группой RS. 
Значимые различия между группами были определены с использованием одностороннего 
ANOVA и специального теста Тьюки. 

Была исследована способность HE модулировать эмоциональную реактивность у мышей, 
подвергшихся стрессу, и в Таблице 2 показаны результаты HE по анализированным параметрам в 
приподнятом лабиринте в течение 5-минутного теста. Данные показали, что было значительное 
увеличение количества записей в открытой руке (POAE) у стрессированных мышей, получавших 
средние и высокие дозы (200 и 400 мг / кг) HE ( p <0,01) по сравнению с группой RS , Процент 
увеличения POAE составил 21,1% и 24,1% соответственно. Кроме того, у мышей, подвергшихся 
стрессу, получавших ОН в дозах 200 и 400 мг / кг, значительно увеличилось время, проведенное в 
открытой руке (PTOA), на 22,4% и 22,1% соответственно по сравнению с группой РС. Во всех 
группах значимых различий в количестве закрытых входов (CAE) не наблюдалось.

Чтобы исключить изменения в поведении, наблюдаемые при TST и FST, которые были приписаны 
ложноположительному эффекту, были протестированы ответы лечения HE на двигательную 
активность у мышей. Таблица 3 изображает средние двигательные реакции тестируемых мышей. 
Введение носителя или различных доз HE повторным животным, испытывающим ограничения, не 
приводило к каким-либо очевидным изменениям в количестве скрещивания и выращивания. С 
другой стороны, в группе, принимавшей только РС, отмечалось более высокое число случаев 
дефекации на ~ 82% ( р <0,01), а средние и высокие дозы HE значительно снижали дефекацию на 
~ 27% по сравнению с группой РС ( р <0,05).

Концентрации норэпинефрина (NE), дофамина (DA) и 5-HT были резко снижены после 
многократного стресса в группе, получавшей носитель (группа RS), по сравнению с контрольной 
группой ( р <0,001) ( рис. 3 ). Хотя значительное повышение уровня NE было обнаружено только 
при высокой дозе лечения HE ( p <0,05), HE (100, 200 и 400 мг / кг) вызывало значительное 
повышение уровней DA в области гиппокампа ( p <0,001) по сравнению с группа РС ( рис. 3 А, Б). 
Дополнение средних и высоких доз HE помогло восстановить вызванное стрессом истощение 5-HT
(подняв примерно на 81,6% и 92,5% соответственно) ( Figure 3 C).

Влияние HE на концентрации в плазме цитокинов показано на рисунке 4 . Уровни интерлейкина (IL)
-6 и фактора некроза опухоли (TNF) -α были заметно повышены у мышей, подвергшихся 
повторному ограничению стресса, по сравнению с контрольной группой ( р <0,001). Добавки с HE в 
дозах 200 и 400 мг / кг значительно ингибировали вызванное стрессом повышение уровней IL-6 ( p 
<0,05 и p <0,01 соответственно), а лечение HE при всех дозах резко подавляло содержание TNF-α 
в плазме ( p <0,05). , р <0,01 и р <0,01, соответственно) по сравнению с группой RS.



Влияние обогащенного эринацином А мицелия Hericium erinaceus на норэпинефрин ( А ), дофамин
( В ) и 5-гидрокситриптофан (5-НТ) ( С ) гиппокампа у мышей, испытывающих постоянную 
стрессовую нагрузку. Значения являются средними ± SEM ( n = 10 на группу). Con: нормальные 
контрольные мыши, RS: мыши получали лечение носителем с последующим повторным 
сдерживающим стрессом, RS + HEL: мыши получали низкую дозу лечения HE (100 мг / кг массы 
тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEM: мыши получали среднее 
доза лечения HE (200 мг / кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом, 
RS + HEH: мыши получали высокую дозу лечения HE (400 мг / кг массы тела) с последующим 
повторным сдерживающим стрессом. *** р<0,001 по сравнению с группой Con; # р <0,05 и ### р 
<0,001 против группы РС. Значимые различия между группами были определены с 
использованием одностороннего ANOVA и специального теста Тьюки.





Влияние обогащенного эринацином А мицелия Hericium erinaceus на норэпинефрин ( А ), дофамин
( В ) и 5-гидрокситриптофан (5-НТ) ( С ) гиппокампа у мышей, испытывающих постоянную 
стрессовую нагрузку. Значения являются средними ± SEM ( n = 10 на группу). Con: нормальные 
контрольные мыши, RS: мыши получали лечение носителем с последующим повторным 
сдерживающим стрессом, RS + HEL: мыши получали низкую дозу лечения HE (100 мг / кг массы 
тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEM: мыши получали среднее 
доза лечения HE (200 мг / кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом, 
RS + HEH: мыши получали высокую дозу лечения HE (400 мг / кг массы тела) с последующим 
повторным сдерживающим стрессом. *** р<0,001 по сравнению с группой Con; # р <0,05 и ### р 
<0,001 против группы РС. Значимые различия между группами были определены с 
использованием одностороннего ANOVA и специального теста Тьюки.



Эффекты erinacine А-обогащенного ежовик гребенчатого мицелия на плазменном IL-6 ( А ) и 
ФНО-α ( B уровней) в повторном мышее удерживающего стресса. Значения являются средними 
± SEM ( n = 10 на группу). Con: нормальные контрольные мыши, RS: мыши получали лечение 



носителем с последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEL: мыши получали 
низкую дозу лечения HE (100 мг / кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим 
стрессом, RS + HEM: мыши получали среднее доза лечения HE (200 мг / кг массы тела) с 
последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEH: мыши получали высокую дозу 
лечения HE (400 мг / кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом. *** р 
<0,001 по сравнению с группой Кон; # р <0,05 и## p <0,01 против группы RS. Значимые различия 
между группами были определены с использованием одностороннего ANOVA и специального 
теста Тьюки.



Чтобы понять молекулярный механизм, лежащий в основе антидепрессантоподобного эффекта 
HE, были исследованы экспрессии белков сигнального пути BDNF, TrkB и PI3K с β-актином в 
качестве контроля в гиппокампе мышей ( Рисунок 5 ). Повторный сдерживающий стресс снижал 
уровни экспрессии BDNF, TrkB и PI3K в ткани мозга мышей по сравнению с контрольной группой. 
ОН в тестируемых концентрациях был эффективен для устранения стресс-индуцированного 
подавления. Данные вестерн-блоттинга показали, что экспрессия Akt и GSK-3β не изменялась во 
всех группах. Однако повторный сдерживающий стресс значительно подавлял экспрессию Akt-p и 
GSK-3β-p, а вызванное стрессом снижение обоих белков предотвращалось обработкой HE в 
гиппокампе мышей.

В качестве типичного пути передачи сигнала провоспалительных цитокинов, экспрессии NF-κB и 
IκB были исследованы у стрессированных мышей, получавших лечение HE. Как показано на фиг. 6
, у мышей, подвергнутых стрессу, наблюдалась значительно более низкая экспрессия NF-κB и IκB 
в цитозольной фракции гиппокампа, что указывает на то, что ядерный фактор был перемещен в 
ядро, и усилил продукцию медиаторов воспаления. При лечении HE можно выявить 
возрастающую тенденцию экспрессии обоих белков, демонстрируя, что HE может блокировать 
воспаление, вызванное NF-κB, и это соответствует исследованиям цитокинов в плазме.





Влияние обогащенного эринацином А мицелия Hericium erinaceus на экспрессию белков 
гиппокампа сигнальных путей BDNF, TrkB и PI3K у мышей с повторной стрессовой нагрузкой. 
( A ) Вестерн-блоты сигнальных путей BDNF, TrkB, PI3K и β-актина; ( B ) Денситометрический 
анализ ( A)), представленное как относительное отношение каждого белка к β-
актину. Значения представляют собой среднее ± SEM трех независимых экспериментов. Con: 
нормальные контрольные мыши, RS: мыши получали лечение носителем с последующим 
повторным сдерживающим стрессом, RS + HEL: мыши получали низкую дозу лечения HE (100 мг
/ кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEM: мыши 
получали среднее доза лечения HE (200 мг / кг массы тела) с последующим повторным 
сдерживающим стрессом, RS + HEH: мыши получали высокую дозу лечения HE (400 мг / кг 
массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом. * р <0,05; ** р <0,01 и *** р 
<0,001 по сравнению с группой Con; ## p <0,01 и ### p<0,001 против группы RS. Значимые 
различия между группами были определены с использованием одностороннего ANOVA и 
специального теста Тьюки.





Влияние обогащенного эринацином А мицелия Hericium erinaceus на экспрессию белков 
гиппокампа сигнальных путей BDNF, TrkB и PI3K у мышей с повторной стрессовой нагрузкой. 
( A ) Вестерн-блоты сигнальных путей BDNF, TrkB, PI3K и β-актина; ( B ) Денситометрический 
анализ ( A)), представленное как относительное отношение каждого белка к β-
актину. Значения представляют собой среднее ± SEM трех независимых экспериментов. Con: 
нормальные контрольные мыши, RS: мыши получали лечение носителем с последующим 
повторным сдерживающим стрессом, RS + HEL: мыши получали низкую дозу лечения HE (100 мг
/ кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEM: мыши 
получали среднее доза лечения HE (200 мг / кг массы тела) с последующим повторным 
сдерживающим стрессом, RS + HEH: мыши получали высокую дозу лечения HE (400 мг / кг 
массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом. * р <0,05; ** р <0,01 и *** р 
<0,001 по сравнению с группой Con; ## p <0,01 и ### p<0,001 против группы RS. Значимые 
различия между группами были определены с использованием одностороннего ANOVA и 
специального теста Тьюки.





Влияние обогащенного эринацином А мицелия Hericium erinaceus на экспрессию белков 
гиппокампа NF-κB и IκB у мышей с повторным стрессом. ( A ) Вестерн-блоты NF-κB, IκB и β-актина.
( B ) Денситометрический анализ ( A)), представленное как относительное отношение каждого 
белка к β-актину. Значения представляют собой среднее ± SEM трех независимых экспериментов. 
Con: нормальные контрольные мыши, RS: мыши получали лечение носителем с последующим 
повторным сдерживающим стрессом, RS + HEL: мыши получали низкую дозу лечения HE (100 мг / 
кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим стрессом, RS + HEM: мыши получали 
среднее доза лечения HE (200 мг / кг массы тела) с последующим повторным сдерживающим 
стрессом, RS + HEH: мыши получали высокую дозу лечения HE (400 мг / кг массы тела) с 
последующим повторным сдерживающим стрессом. ** р <0,01 и *** р <0,001 по сравнению с 
группой Con; ### р <0,001 против группы РС. Значимые различия между группами были 
определены с использованием одностороннего ANOVA и специального теста Тьюки.

Накопленные данные свидетельствуют о том, что стресс играет важную роль в развитии и 

проявлении депрессии [ 3 , 4 ], а сдерживающий стресс (РС) применяется в качестве основного 

стимулятора депрессивного состояния для проверки эффективности антидепрессантной 

деятельности [ 33 ]. , В настоящем исследовании изучались антидепрессантоподобные эффекты 

мицелия HE, обогащенного эринацином А, на модели мышей RS. Впервые, основываясь на 

доказательствах того, что добавление HE уменьшало время неподвижности у TST и FST у мышей, 

не влияя на двигательную активность в тесте на открытом поле мыши (OFT), мы 

продемонстрировали, что HE проявлял замечательные антидепрессантоподобные эффекты в RS-

индуцированные депрессивные мыши.

И TST, и FST являются наиболее распространенными инструментами, используемыми для оценки 

потенциала антидепрессантов. В соответствии с другими результатами, мыши, получавшие RS, 

продемонстрировали значительную неподвижность в TST и FST [ 36 , 37 ]. Эти поведения были 

отменены лечением HE (в дозе 200 или 400 мг / кг), что указывало на антидепрессантоподобный 

эффект. Антидепрессивная активность перорального лечения HE была дополнительно 

подтверждена увеличением времени плавания, анализируемого FST. Между тем, в OFT число 

пересечений и задних ходов не было изменено среди групп, что указывает на то, что анти-

неподвижные эффекты HE, наблюдаемые в TST и FST, не были связаны с изменениями в 

двигательной активности.

Модулирующие моноаминовые нейротрансмиттеры, включая NE, DA и 5-HT, были признаны в 

качестве основной цели для выяснения механизмов, лежащих в основе 

антидепрессантоподобного эффекта. Настоящее исследование продемонстрировало 

значительное снижение уровня содержания нейротрансмиттеров в гиппокампе после 14-дневного 

стресса. Наши результаты согласуются с другими исследованиями, показывающими, что RS 

индуцирует значительно сниженные уровни биогенных аминов [ 38].]. Интересно, что HE 

эффективно восстанавливал эти изменения в гиппокампе, вызванные RS после лечения. В 

текущем исследовании мы обнаружили, что антидепрессантоподобные эффекты HE могут быть 

вызваны повышением уровней NE, DA и 5-HT гиппокампа, что согласуется с предыдущими 

исследованиями, которые показали, что некоторые растительные экстракты опосредовали 

антидепрессантоподобный эффект путем в силу увеличения мозговых моноаминов [ 39 , 40]. 

Таким образом, этот результат подтверждает обнаружение того, что введение HE может 

приводить к антидепрессантоподобному эффекту путем уменьшения времени неподвижности TST 

и FST посредством норадренергической, дофаминергической и серотонинергической модуляции у 

мышей RS. Поэтому мы предположили, что возможный механизм, лежащий в основе этой 

активности, заключается в том, что эринацин А (обогащенный эринацином в компонентах ОН) 

может действовать как агонист рецептора моноаминового нейротрансмиттера или ингибитор 



обратного захвата моноаминового нейротрансмиттера. Эта возможность нуждается в дальнейшей 

проверке в будущем расследовании.
Имеются данные, позволяющие предположить, что провоспалительные цитокины, в том числе IL-
1β, IL-6 и TNF-α, способствуют возникновению и прогрессированию депрессивных расстройств [ 41
]. Исследования показали, что воспаление может активировать некоторые сигналы, которые могут 
вызвать переход от воспаления к депрессии [ 42 ]. На самом деле, повышенный уровень 
провоспалительных цитокинов в крови отмечается у пациентов со стрессом и депрессией [ 43 , 44].
Настоящее исследование обосновало усиление провоспалительных цитокинов на модели RS-
депрессивных мышей. Уровни IL-6 и TNF-α были заметно повышены. Наши данные согласуются с 
другими сообщениями, которые показали, что стрессовые жизненные события и депрессивные 
симптомы связаны с увеличением циркулирующих цитокинов у клинических и стрессированных 
животных [ 45 , 46 ]. Недавние исследования показали, что эринацин А защищен от 
индуцированной 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридином (МРТР) нейротоксичности в 
результате передачи сигналов окислительного стресса и путей JNK / p38 / NF-κB у мышей. [ 30 ] и 
оказывали защитное действие на ишемическое повреждение миокарда посредством 
ингибирования митоген-активированной протеинкиназы (MAPK) и нитротирозина у крыс iNOS / p38 
[ 31].]. Исходя из тесной связи между воспалением и депрессией, разумно ожидать 
положительного эффекта противовоспалительного ответа обогащенного эринацином А HE на 
депрессивное поведение. Фактически, наши результаты показали, что добавление HE резко 
подавляло вызванное стрессом повышение содержания IL-6 и TNF-α в плазме. Кроме того, HE 
проявлял антидепрессивный эффект на депрессивное поведение, вызванное RS. Таким образом, 
эти результаты могут подтвердить возможность того, что ОН может оказывать антидепрессивное 
действие посредством регуляции воспалительного ответа. Хотя HE проявляет антидепрессантный
эффект через подавление воспаления, лежащие в основе точные молекулярные механизмы еще 
предстоит определить. Недавнее исследование показало, что производные бензилового спирта из 
H. erinaceumослабляют воспалительный ответ, стимулированный липополисахаридом (LPS), 
посредством регуляции активности NF-κB и AP-1 в клетках макрофагов [ 47]. Настоящие 
результаты также продемонстрировали, что повторные животные, испытывающие стресс, 
сопровождаемые депрессивным поведением, снижали уровни экспрессии NF-κB и IκB во фракции 
цитозоля ткани гиппокампа, и мыши, обработанные HE, нормализовали эти уровни. Считается, что
NF-κB является ключевым фактором транскрипции, и он транслоцируется в ядро и инициирует 
транскрипцию множества соответствующих генов (таких как провоспалительные цитокины) и 
индуцибельных ферментов (таких как индуцируемая синтаза оксида азота (iNOS). ) и 
циклооксигеназы (ЦОГ) -2 после активации. Соответственно, нацеливание пути NF-kB является 
интересной тактикой при лечении депрессии, поскольку воспаление играет критическую роль в 
прогрессировании расстройства [ 39 , 40]. Таким образом, нормализация уровня NF-κB может 
быть, по крайней мере частично, ответственной за фармакологические эффекты HE после 
повторной стимуляции сдерживания.

Общепринято, что синаптическая пластичность может зависеть от состояния стресса, а 
ослабление нейропластичности может быть ключевым фактором в процессе депрессии [ 48 ]. 
Соответственно, нейропластичность оказывается терапевтической мишенью антидепрессантов. В 
этом исследовании была исследована экспрессия BDNF, ключевого маркера синаптической 
пластичности, чтобы выявить молекулярный механизм, с помощью которого HE стремится 
нормализовать депрессивное поведение. BDNF является членом нейротрофического фактора, 
который, как известно, участвует в жизни нейронов во время развития и модулирует 
гиппокампально-зависимое обучение и память [ 49].]. Накопленные данные подтверждают, что 
BDNF незаменим для воздействия антидепрессантов, поскольку он может модулировать 
синаптическую эффективность путем изменения высвобождения и чувствительности передатчика [
50 ]. Существуют также доказательства того, что недостаток BDNF связан с патофизиологией 
расстройств настроения [ 51 ]. Недавно Wittstein et al. предположили, что кораллоцин С, 
выделенный из кораллоидов Hericium, способен индуцировать уровни мРНК NGF и BDNF для 
роста нейритов клеток РС12, и этот механизм, по крайней мере частично, связан с действием на 
расположенную выше по течению мишень [ 52]. Это согласуется с нашим настоящим 
исследованием, в котором обнаружено снижение экспрессии BDNF и TrkB в области гиппокампа 



мышей после RS, а также то, что лечение HE было эффективным для восстановления уровней 
BDNF в области мозга. Поскольку на передачу BDNF большое влияние оказала передача 
моноаминов [ 53 ], восстановление содержания BDNF может быть следствием нормализованного 
содержания моноаминов (NE, DA и 5-HT).

Гликоген-синтаза-киназа-3β (GSK-3β) представляет собой фермент, который фосфорилирует 
гликогенсинтазу, которая, в свою очередь, ингибирует биосинтез гликогена. Более того, в 
настоящее время считается, что GSK-3β играет важную роль в патофизиологии депрессии и 
является лекарственной мишенью для лечения депрессии. Кроме того, сообщается, что 
ингибиторы GSK-3β, такие как тиадиазолидинон NP031115 и AR-A014418, связаны с 
антидепрессивным эффектом, что подтверждается снижением неподвижности в тесте 
принудительного плавания [ 54 ]. Большое количество данных указывает на то, что патология 
депрессии может быть связана с воспалением нейронов [ 42].]. Литературные данные показывают, 
что фосфатидилинозитол-3-киназа (PI3K) и серин / треонин-протеинкиназа AKT, по-видимому, 
активируют иммунные клетки путем модуляции ключевых воспалительных цитокинов [ 55 ]. Кроме 
того, сообщается, что путь PI3K / Akt играет роль восходящего механизма регуляции активности 
GSK-3β, в котором Akt может напрямую фосфорилировать GSK-3β, что приводит к инактивации 
GSK-3β. [ 56]. Нарушения в пути PI3K / Akt / GSK-3β связаны у пациентов с психическими 
заболеваниями. Следовательно, регуляция АКТ и GSK-3β может образовывать важный 
сигнальный центр для депрессивной терапии. В настоящем исследовании мы 
продемонстрировали, что HE способен увеличивать фосфорилирование Akt и GSK-3β. В целом, 
результаты, представленные в настоящем документе, в первую очередь показывают, что 
антидепрессантоподобный эффект HE включает активированный путь PI3K / Akt и ингибирование 
GSK-3β, которые сходятся для увеличения BDNF.

4. Материалы и методы.

4.1. Выращивание H. erinaceus
H. erinaceus , закодированный как BCRC 35669, был приобретен в Центре сбора и исследования 
биоресурсов (BCRC) Научно-исследовательского института пищевой промышленности (Синьчжу, 
Тайвань). Х. гребенчатый агара переносили и выдерживают на чашках с агаром , картофельной 
декстрозы при 26 ° С в течение 15 дней , как сообщил Ли с соавт. [ 57 ]. Кусочек мицелиевого блока
(20 × 20 мм) инокулировали в 2-литровую колбу Эрленмейера, содержащую 1,3 л 
модифицированного бульона (0,25% дрожжевого экстракта, 4,5% глюкозы, 0,5% соевого порошка, 
0,25% пептона и 0,05% MgSO 4.; рН доводили до 4,5) и весь бульон инкубировали при 26 ° С на 
шейкере со скоростью 120 об / мин в течение 5 дней. Затем процесс ферментации 
масштабировали из 2-литровой встряхиваемой колбы в 500-литровый и 20-тонный биореакторы на
5 и 12 дней соответственно. После процесса ферментации мицелий собирали фильтрацией, 
лиофилизировали, измельчали в порошок, взвешивали и хранили в эксикаторе при комнатной 
температуре.

4.2. ВЭЖХ / ESI-MS анализ Hericium erinaceus Mycelial Ethanolic Extract
ВЭЖХ / ESI масс-спектрометрический анализ этанольного экстракта мицелия H. erinaceus был 
выполнен в соответствии с предыдущим отчетом (эринацины Q ( 1 ), A ( 2 ), C ( 3 ) и S ( 4 )) [ 58] с 
незначительными изменениями. Вкратце, анализ экстрактов проводили с использованием 
аналитической колонки Waters Symmetry (2,1 × 150 мм, 3,5 мкм, Waters Corp., Milford, MA, USA), 
снабженной защитной колонкой Security-Guard Ultra C18 (2,1 × 2,0 мм, sub-2 мкм, Phenomenex, Inc.,
Торранс, Калифорния, США) с использованием системы ВЭЖХ, состоящей из фотодиодно-
матричного детектора (PDA). Температура колонки поддерживалась на уровне 35 ° С. 
Элюирующую систему растворителей осуществляли градиентным элюированием с 
использованием двух растворителей: растворителя A (вода, содержащая 0,1% муравьиной 
кислоты) и растворителя B (ацетонитрил, содержащий 0,1% муравьиной кислоты). Скорость потока
во время процесса элюирования была установлена на уровне 0,2 мл / мин. Градиентное 
элюирование проводили в первые 3 мин 30% B, затем 30–95% B через 17 мин, изократическое 
элюирование 95% B в течение 15 мин и, наконец, 95–30% B через 5 мин. Спектры поглощения 



элюированных соединений детектировали в диапазоне от 210 до 600 нм с использованием 
встроенного детектора PDA, контролируемого при 240, 280, 325 и 340 нм. Соединения, которые 
были элюированы и разделены, были дополнительно идентифицированы с помощью трех-
четырехкратного масс-спектрометра. Система работала в режиме электрораспылительной 
ионизации (ESI) с режимами положительной и отрицательной ионизации при потенциале + и -3700 
В, соответственно приложенных к кончику капилляра. Десять мкл раствора образца 
непосредственно вводили в колонку с использованием автосэмплера. Азот использовали в 
качестве осушающего газа при скорости потока 9 л / мин, а газ для распыления устанавливали при
давлении 35 фунтов на квадратный дюйм. Температуру осушающего газа поддерживали на уровне
350 ° С. Напряжение фрагментатора было установлено на 115 В. Разделение ионизированных 
массовых фрагментов в диапазоне 100–800 а.е.м. при времени сканирования 200 мс / цикл с 
помощью квадрупольной масс-спектрометрии. Программное обеспечение Mass Hunter (версия: 
B.01.04; Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния, США) применялось для сбора и 
обработки всех данных.

4,3. Животные и лечение
Самцов мышей Института исследования рака (ICR) весом 20–25 г получали от BioLASCO (A 
Charles River Licensee Corp., Yi-Lan, Тайвань). Животных содержали в обычных клетках при 
постоянной температуре 23 ± 2 ° C и относительной влажности 55 ± 5% с 12-часовыми циклами 
освещения и темноты. Их кормили коммерческими кормами и водой ad libitum. Мышам позволяли 
акклиматизироваться в лабораторных условиях за одну неделю до исследования. Все аспекты 
этого экспериментального протокола с участием животных были оценены и одобрены 
Институциональным комитетом по уходу и использованию животных Университета HungKuang 
(10312; 30 сентября 2014 г.) и выполнены в соответствии с Руководством по уходу и 
использованию лабораторных животных.

Мышей случайным образом разделили на пять групп по десять особей в каждой из них следующим
образом: группа без стресса (группа Con), группа с стрессовым ограничением (группа RS), группа с
стрессовым стрессом плюс группа, обработанная HE 100 мг / кг (группа RS + HEL), стресс-
сдержанность плюс 200 мг / кг, обработанная HE группа (группа RS + HEM), и стресс-стресс плюс 
400 мг / кг, обработанная HE группа (группа RS + HEH). ОН в трех разных дозах (100, 200 и 400 мг /
кг массы тела) давали мышам ежедневно пероральным введением в течение 4 недель, в то время 
как контрольная группа и только группа RS получали одинаковый объем 0,9% физиологического 
раствора. Эти дозы были выбраны на основе предыдущих сообщений, которые 
продемонстрировали безопасность и эффективность при соответствующих расстройствах [ 31 , 
32 , 57]. Начиная с 15-го дня эксперимента, все мыши, кроме группы Con, были подвергнуты 14-
дневному стрессовому ограничению. Процедуру иммобилизации проводили один раз в день в 
течение 2 ч, помещая животных в хорошо проветриваемые прозрачные ограничители (100 × 40 
мм) [ 59 ]. После 4 недель эксперимента были оценены многочисленные поведенческие 
параметры, а затем биохимические оценки.

4.4. Поведенческие тесты

4.4.1. Тест подвески хвоста (TST)

TST проводили по методике, ранее описанной с модификациями [ 60 ]. Каждую мышь 

подвешивали липкой лентой на металлическом стержне, закрепленном на 50 см над полом. 

Испытания были сняты на видео в течение 5 минут, а общая продолжительность неподвижности 

была проанализирована слепым наблюдателем. Мыши считались неподвижными только тогда, 

когда они висели пассивно и совершенно неподвижно.

4.4.2. Тест по принудительному плаванию (FST)

FST был модификацией ранее описанного протокола [ 61 ]. Животных индивидуально помещали в 

стеклянный цилиндр (высота 20 см × диаметр 14 см), содержащий воду глубиной 10 см при 25 ± 2 °

С. Каждую мышь заставляли плавать в течение 5 минут, и во время испытания наблюдали и 

оценивали время неподвижности и плавания. Период неподвижности определялся как время, 



проведенное неподвижным плаванием и удерживанием его головы над водой только с 

необходимыми движениями. После испытания животные были высушены и возвращены в свои 

клетки.

4.4.3. Повышенный тест плюс лабиринт (EPM)

Тест EPM проводился по методике, описанной ранее с модификациями [ 62]. Устройство состояло 

из двух противоположных открытых плеч (50 × 9 см) и двух закрытых плеч (50 × 9 × 5 см), которые 

были соединены общей центральной платформой (9 × 9 см) и подняты на высоту 50 см над пол. 

Пол и стены каждого были деревянными и выкрашенными в черный цвет. Мышей помещали в 

центр платформы, обращенной к открытому плечу, и количество записей и время, проведенное как

в закрытом, так и в открытом плече, записывали на видео в течение 5-минутного периода 

наблюдения. Запись рассматривалась как все лапы животного в руке. Результаты выражали в 

виде процента входов с открытой рукой (POAE = входы с открытой рукой / общее количество 

записей о руке × 100) и процента времени, проведенного в открытой руке (PTOA = время с 

открытой рукой / общее время руки × 100).

4.4.4. Тест открытого поля (OFT)

Тест в открытом поле был оценен для изучения влияния HE на спонтанную двигательную 

активность, как описано ранее с модификациями [ 63 ]. Испытания проводились в открытой 

прямоугольной акриловой коробке (60 × 40 × 20 см) с полом, разделенным на 96 равных квадратов

(5 × 5 см). Животных помещали в коробку индивидуально и двигательную активность снимали на 

видео в течение 5 минут. Число квадратов, пересеченных всеми лапами (пересечениями), 

вертикальной позы, стоящей на задних лапах (задних частях), и фекальных шариков, собранных в 

коробке, было проанализировано наблюдателем, который не знал о методах лечения. Аппарат 

был тщательно очищен 70% этанолом между тестами, чтобы удалить любой остаток или запах 

животных.
4,5. Определение уровней нейротрансмиттеров цитокинов и моноаминов
Мышей умерщвляли под анестезией CO 2 после завершения поведенческих тестов. Кровь 
немедленно собирали в пробирки с ЭДТА и разделяли в центрифуге с охлаждением при 4 ° С и 
хранили при -80 ° С до использования. Весь гиппокамп быстро удаляли, гомогенизировали с 
ледяным физиологическим солевым раствором и центрифугировали при 13000 g в течение 10 
минут при 4 ° C. Супернатант собирали и хранили при -80 ° С. Уровни TNF-α, IL-6 в плазме и 
содержание NE, DA и 5-HT в головном мозге определяли с использованием наборов ELISA (R & D 
Systems, Миннеаполис, Миннесота, США и Novus Biologicals, Литтлтон, Колорадо, США, 
соответственно). как описано ранее [ 64 , 65 , 66] с изменениями. Вкратце, дозированные 
стандарты белка и образцы добавляли в 96-луночные планшеты для ELISA, предварительно 
покрытые захватывающим антителом, с последующим добавлением биотинилированного 
детектирующего антитела и стрептавидина, конъюгированных с пероксидазой хрена. Хромогенная 
реакция была достигнута с добавлением тетраметилбензидина и прекращена с использованием 2 
MH 2 SO 4 после инкубации. Поглощение каждой лунки измеряли при 450 нм с помощью 
считывающего устройства для микропланшетов VersaMax (Molecular Devices, Саннивейл, 
Калифорния, США). Во всех случаях была построена стандартная кривая, и результаты были 
количественно определены внутри кривой.

4,6. Вестерн-блот анализ в ткани гиппокампа
Весь гиппокамп гомогенизировали с буфером RIPA, содержащим ингибиторы протеазы и 
фосфатазы, и содержание белка определяли с помощью набора для анализа белка Bio-Rad DC 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Белки лизаты разделяли электрофорезом на 12% геле SDS – PAGE и
переносили на поливинилидендифторидные (PVDF) мембраны (Bio-Rad) с использованием 
полусухой системы электроблоттинга. После блокирования 5% обезжиренного сухого молока в 
трис-буферном солевом растворе с Tween 20 (TBST) мембраны инкубировали с разбавленными 
первичными антителами, включая BDND, TrkB, PI3K, Akt-p, Akt, GSK-3β-p, GSK-3β, IκB, NF-κB и β-
актин при 4 ° С в течение ночи. После реакции с анти-кроличьим или антимышиным 



иммуноглобулиновым антителом, конъюгированным с пероксидазой хрена, полосы связанного 
белка визуализировали с помощью улучшенной системы обнаружения хемилюминесценции.

4,7. Статистический анализ
Статистический анализ был выполнен с использованием SPSS версии 15.0 для программного 
обеспечения Windows (SPSS, Чикаго, Иллинойс, США). Данные были выражены как среднее ± 
SEM. Множественные сравнения были проанализированы с помощью одностороннего анализа 
ANOVA с помощью специального теста Тьюки. Уровень статистической значимости был 
установлен на уровне р <0,05.

5. Выводы

В заключение, добавление HE нормализовало поведенческие изменения, вызванные 

сдерживающим стрессом. Антидепрессивный эффект можно объяснить восстановлением 

моноаминовых нейротрансмиттеров гиппокампа, ингибированием провоспалительных цитокинов 

плазмы и модуляцией пути PI3K / Akt / GSK-3β с последующим увеличением экспрессии BDNF. Все

эти пути являются ключевыми механизмами в лечении депрессии, указывая на то, что HE может 

представлять собой мощную альтернативную терапию депрессии. Текущие данные подтверждают,

что HE может улучшить измененное поведение и нейрохимические параметры посредством 

нескольких сигнальных преобразований, и что эти сигналы могут быть синхронизированы друг с 

другом.
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