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Ферментные тест-системы in vitro  
для первичного скрининга  
биологически активных веществ

Импортозамещение лекарственных средств, наме-
тившееся в последнее время, является благоприятной 
основой для создания отечественных оригинальных 
лекарственных препаратов. Изыскание и исследова-
ние новых фармацевтических средств является дли-
тельным и дорогостоящим процессом, лишь одно из 
10 000 веществ с предполагаемой терапевтической 
активностью доходит до создания лекарственного 
препарата. Поэтому разработка инновационных ле-
карственных средств обусловливает необходимость 
применения современных, высокоспецифичных 
и конкурентноспособных технологий, предназначен-
ных для направленного поиска биологически актив-
ных веществ (БАВ) и создания на их основе новых 
эффективных лекарственных препаратов.

Традиционно оценку биологической активности, 
согласно Государственной фармакопее Российской 
Федерации, изд. XIII [1], проводят на лабораторных 
животных, используя несколько разнообразных те-
стов, интересующих исследователя. Однако обще-
мировая тенденция к сокращению числа животных, 
используемых в острых экспериментах, в настоящее 
время определяет широкое применение биотест-си-
стем на первом этапе скрининга фармакологически 
активных веществ. Это биосенсорные системы и си-
стемы, созданные на основе применения ферментов, 
культур растительных и животных клеток, изолиро-
ванных органов и тканей, позволяющие эффективно 
и быстро выявлять в изучаемых веществах биологи-
ческую активность искомой направленности.

Известно, что метаболизм лекарственных ве-
ществ (ЛВ) и БАВ проходит в две фазы [2, 3]. В ходе 
фазы I метаболических превращений происходит 
первичное взаимодействие молекул ксенобиотика 
(ЛВ и БАВ) с «мишенями», в качестве которых обыч-
но выступают активные центры ферментов, клеточ-

ные рецепторы, молекулы нуклеиновых кислот и др. 
Во второй фазе метаболизма наблюдается детокси-
кация и создание продуктов, которые далее могут 
быть элиминированы из организма. Таким образом, 
наличие фазы I метаболизма ЛВ и БАВ открывает 
возможность для выявления in vitro их целевой био-
логической активности и возможных первичных 
мишеней, т.е. изучения механизма действия.

Применение ферментов в качестве биотест-
системы базируется на фундаментальных представ-
лениях фармакологии и биохимии о специфических 
фармакофорах, которые представляют собой элемен-
ты структуры фармакологически активных соедине-
ний, комплементарные структуре соответствующих 
мишеней. Специфическое избирательное взаимо-
действие фармакофоров с эндогенными мишенями, 
в качестве которых часто выступают активные цен-
тры ферментов, играет ключевую роль в биологиче-
ских процессах, обеспечивающих соответствующие 
физиологические функции. Ферменты, применяемые 
в биотест-системах in vitro в качестве тест-объектов, 
быстро реагируют на изменение (в том числе и под 
действием ЛВ) внутренней среды организма, ускоряя 
или замедляя скорость биохимических реакций. 

Специфические ферментные тест-системы, ис-
пользуемые на первичном этапе поиска БАВ, не тре-
буют наличия животных. Для проведения тестирова-
ния достаточно иметь соответствующие ферменты, 
выпускаемые современной промышленностью. Био-
химическое тестирование in vitro в качестве первого 
этапа скрининга БАВ при адекватном выборе тест-
объектов позволяет повысить эффективность скри-
нинга, снизив материальные затраты и сократив вре-
мя эксперимента.

В биохимических тест-системах in vitro, как пра-
вило, в качестве тест-объектов используют ключе-
вые или лимитирующие ферменты. Так, например, 
при разработке оригинального теста на нейролепти-
ки в качестве тест-объекта был предложен ключевой 
фермент синтеза катехоламинов – тирозингидрок-
силаза [4]. Известно, что усиление действия ацетил-
холина, накопление его в органах и тканях может 
быть достигнуто путем блокирования основного 
фермента, разрушающего ацетилхолин в организ-
ме, – ацетилхолинэстерезы. Этот фермент широко 
используется для направленного поиска лекарствен-
ных препаратов широкого спектра действия [5], 
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в том числе для лечения болезни Альцгеймера и дру-
гих нейродегенеративных состояний. В настоящее 
время на моделях показано участие ацетилхолина 
в функциях познания и обучения [6, 7].

При первичном скрининге антидепрессантов 
применяют моноаминооксидазу – специфический 
фермент, катализирующий окислительное дезами-
нирование моноаминов [8]. 

Особенно важен скрининг при тестировании ве-
ществ растительного происхождения, т.к. извлечения 
из растений представляют собой не индивидуальные 
вещества, а смесь веществ и вследствие этого могут 
обладать широким спектром фармакологических 
свойств. Кроме того, фитопрепараты отличаются 
сбалансированным многокомпонентным химиче-
ским составом, который может варьировать в зави-
симости от погодных условий, места произрастания, 
изменений в составе почвы и прочих факторов. 

Предложенная система биохимических фермент-
ных тестов состоит из блоков, каждый из которых 
коррелирует с определенным видом фармакологиче-
ской активности. Каждая ферментная тест-система 
in vitro позволяет оценить продукт по одному биоло-
гическому параметру, поэтому для выявления спек-
тра биологически активных свойств, проявляющихся 
в биологическом действии, следует применять соот-
ветствующий набор ферментных тестов in vitro.

Во Всероссийском научно-исследовательском 
институте растительных и ароматических растений 
(ВИЛАР) разрабатываются специфические фер-
ментные тест-системы in vitro, обладающие высокой 
специфичностью и чувствительностью, хорошей 
воспроизводимостью и значительной экономич-
ностью. В частности, разработаны и запатентованы 
тест-системы на основе использования ферментов 
антиоксидантной защиты для выявления биологи-
ческой активности адаптогенной, антиоксидантной, 
противомикробной и противовирусной направлен-
ности действия [9-11], а также тест-система на осно-
ве НАДФН-оксидазы, позволяющая выявлять ве-
щества с иммуномодулирующей активностью [12]. 
Применение в качестве тест-объектов ферментов 
NO-синтазы, коллагеназы, гиалуронидазы и ксан-
тиноксидазы позволило выявлять при первичном 
биохимическом тестировании БАВ, обладающих 
противовоспалительными,  противоартритными 
и противоподагрическими свойствами [13, 14]. Тест-
система на основе ферментов алкогольдегидрогена-
зы и альдегиддегидрогеназы позволяют проводить 
первичный скрининг антиалкогольных препаратов.

Кроме того, для выявления БАВ, обладающих 
антитоксическим действием, была разработана био-
тест-система, включающая ключевые ферменты 
системы биотрансформации и детоксикации со-
единений в микросомах печени – цитохром Р-450 

и фермент глутатионтрансфераза [15]. Показана 
пригодность разработанных ферментных тест-си-
стем для фармации.

Очень информативны и экономичны разра-
ботанные ферментные тест-системы при выборе 
оптимального технологического процесса выделе-
ния БАВ из растений [16]. 

Применение ферментных тест-систем оказалось 
полезным при оценке качества лекарственного сырья, 
полученного из культуры клеток растений. Дело в том, 
что оценка качества таких лекарственных препаратов 
сопряжена с определенными трудностями, связанны-
ми с изменением качественного и количественного 
состава метаболитов клеточной популяции в процес-
се длительно перевиваемого культивирования. Со-
гласно Фармакопее, оценка качества препаратов про-
изводится по строго определенным показателям их 
химического состава. Поэтому снижение содержания 
веществ, которые служат показателями качества, оце-
нивается как снижение качества сырья и препаратов 
из него. Между тем, в клетках перевиваемой культу-
ры могут накапливаться не менее активные изомеры 
или различные производные, обладающие той же на-
правленностью фармакологического действия. 

В нормативных документах на препараты жень-
шеня определяющим показателем их качества слу-
жит наличие содержания панаксазидов. Тестиру-
емые нами продукты культуры клеток женьшеня, 
по данным химического анализа, практически не 
содержали панаксазидов, однако по своей биологи-
ческой активности они были вполне сопоставимы 
с действием изолированной фракции панаксазидов.

Еще один аналогичный пример. Исследования 
химического состава культуры клеток биорадио-
лы розовой показали, что в ней отсутствуют сали-
дразид и фенилпропаноиды, которые считаются 
главными действующими веществами в корневище 
радиолы розовой. Однако проведенные ранее в Рос-
сийской государственной медицинской академии 
им. И.М. Сеченова доклинические испытания пока-
зали, что продукты из культуры клеток радиолы об-
ладают свойствами, характерными для адаптогенов. 
Использование ферментных тест-систем in vitro так-
же выявили наличие адаптогенной активности. При 
этом, в зависимости от используемого экстрагента, 
можно получать продукты с различной направлен-
ностью фармакологического действия. Так, при ис-
пользовании водно-спиртовых растворов экстра-
гируются вещества, которые проявляют свойства, 
характерные для адаптогенов. Продукты на водной 
основе являются активаторами антиоксидантных 
ферментов, а это характерно для веществ антиокси-
дантного действия [17, 18]. 

Большую сложность и серьезную проблему пред-
ставляет оценка эффективности таких биологически 
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активных добавок (БАД), которые можно условно от-
нести к группе парафармацевтиков. Это БАД на осно-
ве натурального или биотехнологического сырья, 
имеющие в своем составе БАВ, стандартизация ко-
торых затруднена или невозможна. Часто неизвест-
но, какое именно вещество в данном натуральном 
продукте действует, либо вещество это полностью не 
идентифицировано и невозможно оценить его коли-
чество. С помощью ферментных тест-систем можно 
экспрессно определить направленность действия 
и биологическую активность этого БАДа. 

Таким образом, даже краткий перечень воз-
можностей ферментных тест-систем in vitro дает 
возможность судить об информационности биохи-
мического тестирования, позволяющего проводить 
первичный поиск БАВ, обладающих определенной 
фармакологической активностью и способных слу-
жить ориентировочной основой для дальнейшего 
изучения их с помощью методов, регламентиро-
ванных Государственной фармакопеей. Кроме того, 
в ВИЛАР разработанные биотест-системы широко 
применяют в технологии создания лекарственных 
форм, оценке качества и сроков годности препа-
ратов. Все эти возможности методов могут найти 
спрос на рынке интенсивно развивающейся инду-
стрии лекарственных средств: лечебных, профи-
лактических, гигиенических, реабилитационных, 
парфюмерно-косметических и др. 
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