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Читатели согласятся  с  утверждением,  что  од-
ним из важнейших достижений экспериментальной
биологии нашего века стало создание методов куль-
тивирования клеток животных и растений 

 

in vitro

 

. С
помощью этого метода клетки самых разнообразных
тканей человека можно выращивать на специально
подобранных питательных средах, подобно бактери-
ям или другим одноклеточным организмам. Множе-
ство клеточных культур человека изначально полу-
чено из клеток раковых опухолей. Эти клетки могут
делиться в культуре неограниченное число раз (по-
этому их называют бессмертными, или иммортали-
зованными). Биологи долгое время пребывали в уве-
ренности, что в оптимальных условиях бесконечно
долго могут делиться и нормальные клетки человека
и животных (как в культуре, так и в организме).

Однако в начале 1960-х годов Леонард Хейфлик
установил, что в клеточных культурах нормальные
диплоидные (соматические) клетки человека спо-
собны делиться лишь ограниченное число раз. При
этом предельное число делений (называемое также
“лимитом Хейфлика”) сильно зависит от возраста
индивидуума, которому эти клетки изначально при-
надлежали. Так, клетки, которые брали у новорож-
денных, делились в культуре 80–90 раз, а у 70-летне-
го человека – только 20–30 раз. Достигнув “лимита
Хейфлика”, клетки переходят в состояние одряхле-
ния (которое в англоязычной, а теперь зачастую и в
русской литературе называется сенесенсом, senes-
cence), которое характеризуется резким изменени-
ем метаболизма, и в первую очередь нарушением
репликации ДНК. Вслед за этим состоянием обыч-
но следует гибель клеток.

В январе 1998 года средства массовой информа-
ции во всем мире буквально взорвались сообщени-
ями о том, что группе американских ученых удалось
заставить нормальные клетки человека преодолеть
“лимит Хейфлика” почти вдвое. Вместо того чтобы
состариться и умереть, клетки продолжали делиться
и выглядели юными. При этом превращения их в
раковые клетки (то есть злокачественной трансфор-
мации) не происходило: по всем признакам клетки,
потерявшие способность стариться, были нормаль-
ными. В газетах немедленно появились статьи с за-
головками вроде “Генетики уткнулись в бессмер-
тие”, “Лекарства от старения будут доступны, как
аспирин”, “Таблетки от старости становятся реаль-
ностью” и т.п.

Что же произошло на самом деле? Ученые из лабо-
раторий Джерри Шейя, Вудринга Райта, работающие
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Telomeres are DNA-pro-
tein structures that cap
the end of eukaryotic
chromosomes. Telomeric
DNA typically consists
of numerous tandemly
repeated sequences which
are synthesized by
unusual RNA-contaning
enzyme, telomerase. The
consequences of alter-
ations in the telomere
length and the telomerase
activity for cell aging and
tumour growth are dis-
cussed in this paper.
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под патронажем фирмы “Джерон корпорейшн”
(“Geron Corporation”), с помощью изящных гене-
тических манипуляций заставили в нормальных
клетках человека работать фермент теломеразу, ак-
тивность которой до этого была нулевой. Теломера-
за участвует в образовании теломер-специальных
структур, расположенных на концах линейных хро-
мосом эукариот. Таким образом, обновление теломер
и стало причиной спасения клеток от одряхления.

Мы еще вернемся к этой замечательной работе.
А вначале более подробно расскажем о том, что та-
кое теломеры и теломераза.
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Во многих современных учебниках теломерами
называют специализованные концевые районы ли-
нейной хромосомной ДНК, состоящие из много-
кратно повторяющихся коротких нуклеотидных
последовательностей. Это определение неполное. В
состав теломер входят также многие белки, специ-
фически связывающиеся с теломерными ДНК-по-
вторами. Таким образом, теломеры (так же, как и
все другие районы хромосомы эукариот) построены
из дезоксинуклеопротеидов (ДНП), то есть ком-
плексов ДНК с белками.

Существование специальных структур на кон-
цах хромосом было постулировано в 1938 году клас-
сиками генетики, лауреатами Нобелевской премии
Барбарой Мак-Клинток и Германом Мёллером. Не-
зависимо друг от друга они обнаружили, что фраг-
ментация хромосом (под действием рентгеновского
облучения) и появление у них дополнительных
концов ведут к хромосомным перестройкам и де-
градации хромосом. В сохранности оставались лишь
области хромосом, прилегающие к их естественным
концам. Лишенные концевых теломер, хромосомы
начинают сливаться с большой частотой, что ведет
к тяжелым генетическим аномалиям. Следователь-
но, заключили они, естественные концы линейных
хромосом защищены специальными структурами.
Г. Мёллер предложил называть их теломерами (от
греч. телос – конец и мерос – часть).

В последующие годы выяснилось, что теломеры
не только предотвращают деградацию и слияние
хромосом (и тем самым поддерживают целостность
генома хозяйской клетки), но и, по-видимому, ответ-
ственны за прикрепление хромосом к специальной
внутриядерной структуре (своеобразному скелету
клеточного ядра), называемой ядерным матриксом
(рис. 1). Таким образом, теломеры играют важную
роль в создании специфической архитектуры и вну-
тренней упорядоченности клеточного ядра. Более
того, мы покажем, что наличие на концах хромосом
специальной теломерной ДНК позволяет решить
так называемую проблему концевой недореплика-
ции ДНК.

Теломерная ДНК попала в поле зрения молеку-
лярных биологов сравнительно недавно, когда бы-
ли разработаны эффективные методы определения

последовательности нуклеотидов в нуклеиновых
кислотах. Первыми объектами исследования были
одноклеточные простейшие (ресничная инфузория
тетрахимена, в частности), поскольку из-за особен-
ностей строения ядерного и хромосомного аппара-
та они содержат несколько десятков тысяч очень
мелких хромосом и, следовательно, множество те-
ломер в одной клетке (для сравнения: у высших эу-
кариот на клетку приходится менее ста теломер).

Многократно повторяющиеся блоки в теломер-
ной ДНК простейших состоят всего лишь из шес-
ти–восьми нуклеотидных остатков. При этом одна
цепь ДНК сильно обогащена остатками гуаниловой
кислоты (G-богатая цепь; у тетрахимены она пост-
роена из блоков TTGGGG), а комплементарная ей
цепь ДНК соответственно обогащена остатками
цитидиловой кислоты (С-богатая цепь).

У дрожжей повторяющиеся блоки в теломерной
ДНК заметно длиннее, чем у простейших, и зачас-
тую не столь регулярные. Каково же было удивле-
ние ученых, когда оказалось, что теломерная ДНК
человека построена из TTAGGG-блоков, то есть от-
личается от простейших всего лишь одной буквой в
повторе. Более того, из TTAGGG-блоков построе-
ны теломерные ДНК (вернее, их G-богатые цепи)
всех млекопитающих, рептилий, амфибий, птиц и
рыб. Столь же универсален теломерный ДНК-по-
втор у растений: не только у всех наземных растений,
но даже у их весьма отдаленных родственников –
морских водорослей он представлен последователь-
ностью TTTAGGG. Впрочем, удивляться здесь осо-
бенно нечему, так как в теломерной ДНК не закоди-
ровано никаких белков (она не содержит генов), а у
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Рис. 1.

 

 Локализация теломер в клеточном ядре и
на митотических хромосомах человека. Изобра-
жения получены с помощью флуоресцентной мик-
роскопии. Флуоресцентную метку желто-зелено-
го цвета несут специфические белки теломер;
ДНК в хромосомах окрашена в красный цвет: 
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 –
интерфазное ядро, из которого обработкой нук-
леазами удалена основная часть ДНК. Светящие-
ся точки теломерных белков расположены там,
где находится ядерный матрикс; 
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 – митотические
хромосомы. Хорошо видно расположение тело-
мер на их концах
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всех организмов теломеры выполняют универсаль-
ные функции, речь о которых шла выше. Правда,
как это часто бывает в живой природе, из этого об-
щего правила есть редкие, но важные исключения.
Наиболее известное из них – теломерная ДНК пло-
довой мухи дрозофилы. Она представлена не корот-
кими повторами, а ретротранспозонами – подвиж-
ными генетическими элементами (подробнее о
подвижных генетических элементах и роли ретро-
транспозонов в образовании теломер см. в статьях
В.М. Глазера “Гомологичная генетическая реком-
бинация” и “Генетическая рекомбинация без го-
мологии: процессы, ведущие к перестройкам в ге-
номе” и В.А. Гвоздева “Подвижная ДНК эукариот.
Ч. 1–2” в “Соросовском Образовательном Журна-
ле” (1998. № 7, 8).

Очень важная характеристика теломерных ДНК –
их длина. У человека она колеблется от 2 до 20 тыс.
пар оснований (т.п.о.), а у некоторых видов мышей
может достигать сотен т.п.о.

Было замечено, что у многих видов двуспираль-
ная теломерная ДНК на самом конце содержит од-
нотяжевой “хвост”. Этот однотяжевой район тело-
мерной ДНК представлен ее G-богатой цепью и
заканчивается свободной 3'-гидроксильной груп-
пой. Соответственно белки теломер принято под-
разделять на две группы: белки, которые связаны с
однотяжевой теломерной ДНК, и белки, связанные
с двутяжевой ДНК теломеры. Эти белки изучаются
весьма интенсивно, но знаем мы о них еще мало.
Нет сомнений в том, что теломерные белки участву-
ют во всех функциях теломер, поддерживая их
структуру и регулируя длину теломерной ДНК (как
мы увидим ниже, длина теломер – чрезвычайно
важный параметр). Установлено, что некоторые из
белков, ассоциированных с двуспиральной тело-
мерной ДНК, регулируют активность определен-
ных генов, повышая или подавляя их экспрессию. В
качестве примера можно привести дрожжевой бе-
лок Rap1p. Этот ДНК-связывающий белок, несо-
мненно, принимает участие в регуляции длины те-
ломерной ДНК. В то же время, даже будучи в
составе теломеры, он участвует в активации и реп-
рессии транскрипции. Это означает, что изменения
или нарушения в структуре теломер могут затраги-
вать не только их собственные функции, но и экс-
прессию жизненно важных генов, находящихся в
других районах хромосом. Кроме того, важные для
поддержания общей структуры хромосом белки
располагаются на ДНК, непосредственно примы-
кающей к теломерной (иногда ее называют субтело-
мерной ДНК).
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Известно, что ДНК-полимеразы, синтезируя
дочернюю цепь ДНК, прочитывают родительскую
цепь в направлении от ее 3'-конца к 5'-концу. Соот-
ветственно дочерняя цепь синтезируется в направ-

лении 5'  3'. В противоположном направлении
синтез цепи ДНК фермент катализировать не мо-
жет (рис. 2). Кроме того, ДНК-полимераза начина-
ет синтез только со специального РНК-праймера –
короткой РНК-затравки, комплементарной ДНК.
После окончания синтеза ДНК РНК-праймеры
удаляются, а пропуски в одной из дочерних цепей
ДНК заполняются ДНК-полимеразой. Однако на
3'-конце ДНК такой пропуск заполнен быть не мо-
жет, и поэтому 3'-концевые участки ДНК остаются
однотяжевыми, а их 5'-концевые участки – недо-
реплицированными. Отсюда ясно, что каждый ра-
унд репликации хромосом будет приводить к их
укорочению. Понятно, что прежде всего должна со-
кращаться длина теломерной ДНК.

Первым на проблему “концевой недореплика-
ции ДНК” обратил внимание А.М. Оловников в
1971 году. Он высказал гипотезу о том, что потеря
концевых последовательностей ДНК вследствие их
недорепликации ведет к старению клетки. Иными
словами, предполагалось, что процесс укорочения
теломер и есть тот часовой механизм, который оп-
ределяет репликативный потенциал “смертной”
клетки, и когда длина теломер становится угрожаю-
ще короткой, этот механизм предотвращает даль-
нейшее деление клетки. А.М. Оловников предполо-
жил также, что в нестареющих клетках (а к ним
кроме раковых относятся зародышевые, стволовые
и другие генеративные клетки) должна существо-
вать специализированная ферментативная система,
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Рис. 2.

 

 Схема, иллюстрирующая возникновение
недореплицированного 5'-конца линейной хромо-
сомы и синтез на этом концевом участке теломер-
ной ДНК с помощью теломеразы



 

ÅéÉÑÄçéÇ Ä.Ä. 

 

íÖãéåÖêõ à íÖãéåÖêÄáÄ

   

которая контролирует и поддерживает длину тело-
мерной ДНК.

Гипотеза А.М. Оловникова нашла убедительное
подтверждение в последующие годы. Во-первых,
было установлено, что теломеры нормальных (то
есть обреченных на старение) клеток действительно
укорачиваются на 50–60 нуклеотидных звеньев при
каждом клеточном делении. Во-вторых, в 1984 году
Э. Блэкберн и Э. Грайдер выделили фермент, кото-
рый с помощью механизма, отличного от механиз-
ма реакций, лежащих в основе репликации ДНК,
синтезирует теломерную ДНК. Этот фермент был
назван теломеразой.
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Итак, основное назначение теломеразы – синте-
зировать тандемно повторяющиеся сегменты ДНК,
из которых состоит G-цепь теломерной ДНК. Та-
ким образом, она относится к классу ДНК-полиме-
раз, причем оказалось, что теломераза – это РНК-
зависимая ДНК-полимераза или обратная транс-
криптаза. Ферменты этого класса, синтезирующие
ДНК на РНК-матрицах, очень хорошо известны
молекулярным биологам. Они закодированы и со-
держатся в ретровирусах (например, в вирусе имму-
нодефицита человека, вызывающем заболевание
СПИДом) и служат для синтеза ДНК-копий их ге-
номов, который в ретровирусе представлен РНК. В
клеточном геноме обратные транскриптазы закоди-
рованы в ретротранспозонах.

РНК, используемая теломеразой для синтеза те-
ломерной ДНК в качестве матрицы, входит в состав
этого фермента. В этом уникальность теломеразы:
на сегодня это единственная известная РНК-содер-
жащая обратная транскриптаза. Теломеразные РНК
у разных организмов сильно различаются по длине
и структуре. Теломеразы простейших содержат РНК
длиной в 150–200 нуклеотидных остатков (н.о.),
длина теломеразной РНК человека – 450 н.о., в то
время как теломераза дрожжей содержит аномально
длинную РНК (около 1300 н.о.). Как и любая другая
РНК клетки, теломеразная РНК обладает специфи-
ческой вторичной и третичной структурой. Вторич-
ная структура изолированной теломеразной РНК
достоверно установлена только для теломераз про-
стейших. Пространственная структура теломераз-
ной РНК в составе ферментативного комплекса по-
ка еще неизвестна.

Матричный участок представлен в теломераз-
ной РНК только один раз. Его длина не превышает
длину двух повторов в теломерной ДНК, которые
он кодирует и которым он, разумеется, комплемен-
тарен.

Так как теломераза синтезирует сегменты ДНК,
повторяющиеся много раз, используя только один
сегмент своей РНК, она должна обладать способно-
стью периодически (после завершения синтеза
каждого повтора) перемещать (транслоцировать)
матричный участок в район 3'-конца синтезируе-

мой теломерной ДНК. Источником энергии для та-
кого перемещения, по-видимому, служит сама ре-
акция синтеза цепи теломерной ДНК, поскольку
дезоксинуклеозидтрифосфаты – субстраты этой ре-
акции – высокоэнергетические вещества.

На рис. 3 изображена общепринятая схема меха-
низма синтеза теломерных повторов, катализируе-
мого теломеразой. На первой стадии теломераза на-
ходит 3'-конец теломерной ДНК, с которым часть
матричного участка теломеразной РНК образует
комплементарный комплекс. При этом теломераза
использует 3'-конец хромосомной ДНК в качестве
праймера. Далее наступает очередь РНК-зависимой
ДНК-полимеразной активности теломеразы. Она
обеспечивается специальной субъединицей тело-
меразы, которая по устройству своего каталитичес-
кого центра во многом сходна с обратными транс-
криптазами ретровирусов и ретротранспозонов.
Когда синтез ДНК-повтора заканчивается, проис-
ходит транслокация, то есть перемещение матрицы
и белковых субъединиц фермента на заново синте-
зированный конец теломерной ДНК, и весь цикл
повторяется вновь.

Знакомство даже с весьма схематичным описа-
нием механизма теломеразной реакции (см. рис. 3)
приводит к заключению, что двумя компонентами –
обратной транскриптазой и теломеразной РНК –
для ее осуществления обойтись нельзя. Нет сомне-
ний в том, что в его составе должны быть субъеди-
ница, отвечающая за поиск и связывание 3’-конца
хромосомы (и выполняющая таким образом своеоб-
разную якорную функцию); субъединица, ответст-
венная за транслокацию; субъединицы, связываю-
щие продукт реакции (однотяжевую ДНК). В составе
теломеразы обычно обнаруживается и белковая
субъединица с нуклеазной активностью, которая,
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по-видимому, отщепляет от 3'-конца теломерной
ДНК один за другим несколько нуклеотидов до тех
пор, пока на этом конце не окажется последова-
тельность, комплементарная нужному участку мат-
ричного сегмента теломеразной РНК. Эти субъеди-
ницы теломеразы, выполняющие разнообразные
функции в ходе синтеза G-цепи теломерной ДНК,
изображены на рис. 4, на котором приведена гипо-
тетическая структура теломеразы дрожжей. Нужно
еще раз подчеркнуть, что полный белковый состав
фермента не известен до сих пор ни в одном случае.
Поэтому в табл. 1 приведены характеристики толь-
ко хорошо изученных белковых субъединиц не-
скольких теломераз.

Широкое распространение теломераз среди эу-
кариот говорит о том, что механизм синтеза тело-
мерной ДНК, который мы наблюдаем у современ-
ных организмов, возник очень давно. Более того,
эволюционно-генетический сравнительный анализ
нуклеотидных последовательностей генов катали-

тических субъединиц теломераз и других обратных
транскриптаз показывает, что этот механизм мог су-
ществовать еще до появления первых эукариотиче-
ских клеток.

С-цепь теломерной ДНК синтезируется с помо-
щью обычной ДНК-полимеразы (см. рис. 2). По-
этому 3'-концевой участок G-цепи, на котором, по-
видимому, первоначально была РНК-затравка, в
конечном итоге остается в однотяжевом состоянии
(то есть в принципе он готов к тому, чтобы теломе-
раза нарастила на нем новый повтор).
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Рассмотрим данные о длине теломерной ДНК и
активности теломеразы в различных клетках чело-
века, приведенные в табл. 2.

Высокая теломеразная активность наблюдается
в половых клетках человека в течение всей его жизни.
Соответственно их теломеры состоят из наибольше-
го числа ДНК-повторов и содержат все необходимые
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 Гипотетическая структура теломеразы дрожжей по А.В. Петрову: 
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 – нуклеазная субъединица (
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) теломе-
разы “объедает” 3'-конец хромосомной ДНК, тем самым превращает его в праймер для ДНК-полимеразной реак-
ции; 
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– синтез ДНК-повтора на РНК-матрице. 
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 – обратная транскриптаза, 
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 – теломеразная РНК, 
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 – нуклеаза,
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 – “якорная” субъединица, 
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 – субъединица, связывающая вновь синтезированную однотяжевую ДНК, 
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 – ком-
плементарный РНК-ДНК-комплекс, 
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 – другие субъединицы теломеразы

 

Таблица 1.

 

  Характеристики некоторых белковых субъединиц теломераз различных организмов

Организм Белок Длина, а.к. Масса, kDa Функция

Инфузория Tetrahymena thermophila Tt-TERM 1117 133 Обратная транскриптаза

р80 807 80 Взаимодействует с р95 и теломеразной РНК

р95 943 95 Взаимодействует с одноцепочечной теломер-
ной ДНК

Инфузория Euplotes aediculatus p123 1031 123 Обратная транскриптаза

Дрожжи Saccharomyces cerevisiae EST2 885 103 Обратная транскриптаза

Мышь Mus musculus MTERT

 

∼

 

1090 130 Обратная транскриптаза

ТР1 2652 240 Аналог р80

Человек Homo sapiens HTERT

 

∼

 

1060 127 Обратная транскриптаза

TP1 2627 260 Аналог р80 (возможно, предохраняет теломе-
разную РНК от деградации в соматических 
клетках)

 

а б
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белки для нормальной пролиферации клеток. Ана-
логичная ситуация наблюдается и для стволовых
клеток. Напомним, что стволовые клетки делятся
неограниченно долго. Однако у стволовой клетки
всегда есть возможность дать две дочерние клетки,
одна из которых останется стволовой (“бессмерт-
ной”), а другая вступит в процесс дифференцировки.
Благодаря этому стволовые клетки служат постоян-
ным источником разнообразных клеток организма.
Например, стволовые клетки костного мозга дают
начало гемопоэзу – процессу образования клеток
крови, а из базальных клеток эпидермиса происхо-
дят разнообразные клетки кожного покрова. Как
только потомки половых или стволовых клеток на-
чинают дифференцироваться, активность теломера-
зы падает и их теломеры начинают укорачиваться. В
клетках, дифференцировка которых завершена, ак-
тивность теломеразы падает до нуля, и, как мы уже
отмечали, с каждым клеточным делением они с не-
избежностью приближаются к состоянию сенесен-
са (перестают делиться). Вслед за этим наступает
кризис, и большинство клеток погибают (рис. 5).
Эта картина характерна для подавляющего боль-
шинства известных культур клеток эукариот. Одна-
ко и здесь есть редкие, но важные исключения: те-
ломеразная активность обнаруживается в таких
“смертных” клетках, как макрофаги и лейкоциты.

Недавно было установлено, что нормальные со-
матические клетки потому лишены теломеразной
активности, что в них полностью подавлена экс-
прессия гена ее каталитической субъединицы (об-
ратной транскриптазы). Другие же составляющие
теломеразы, включая теломеразную РНК, образу-

ются в этих клетках, хотя и в меньших количествах,
чем в их “бессмертных” прародителях, но постоян-
но (или, как говорят, конститутивно). Открытие
этого важного факта Дж. Шеем, В. Райтом и их со-
трудниками и стало основой для той сенсационной
работы по преодолению “лимита Хейфлика”. Дей-
ствительно, все остальное было уже делом техники
(хотя и очень непростой).

В нормальные соматические клетки были внесе-
ны гены теломеразной обратной транскриптазы с
помощью специальных векторов, сконструирован-
ных из вирусных ДНК. Уровень экспрессии гена в
эукариотической клетке зависит от многих факто-
ров, в том числе от белков – факторов транскрип-
ции, связывающихся со специализированными
участками ДНК, расположенными в хромосоме по
соседству с этим геном. Геномы вирусов, которым
нужно быстро размножиться в клетке-хозяине, не-
сут в себе участки ДНК, способные во много раз
усилить экспрессию того или иного гена. Исследо-
ватели позаботились о том, чтобы в их конструкци-
ях ген теломеразной обратной транскриптазы чело-
века оказался в окружении именно таких участков
вирусной ДНК. Результаты их экспериментов мож-
но суммировать кратко: клетки, в которых теломе-
раза поддерживала длину теломер на уровне, харак-
терном для молодых клеток, продолжали делиться и
тогда, когда контрольные клетки (без теломеразы)
дряхлели и умирали.

В этой и аналогичной ей работах особенно тща-
тельно контролируется отсутствие в культуре клеток
раковых клеток

 

1

 

. Известно, что клетки большинства
исследованных на сегодня раковых опухолей харак-
теризуются достаточно высокой активностью тело-
меразы, которая поддерживает длину теломер на
постоянном уровне (см. табл. 2). Этот уровень за-
метно ниже, чем, например, у эмбриональных кле-
ток, но он достаточен, чтобы обеспечить безгранич-
ное деление раковых клеток в культуре. Существует
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В процессе подготовки настоящей статьи к печати в на-
учной литературе появилось несколько статей, в которых
скептически оценивались результаты сенсационной рабо-
ты по преодолению “лимита Хейфлика”. Авторов крити-
ковали главным образом за то, что они не привели убеди-
тельных доказательств отсутствия ракового перерождения
клеток с “ожившей” теломеразой. В начале 1999 года те же
авторы опубликовали подробную статью, в которой они
приводят такие доказательства. Они сообщили также, что
нормальные клетки с активной теломеразой вместо 50–60
прошли более 220 циклов деления. Более того, они акти-
вировали теломеразу в клетках живых мышей, и ни у од-
ной из них не возникло злокачественных опухолей.

 

Таблица 2.

 

  Длина теломерной ДНК и активность теломеразы в клетках человека

Тип клеток Теломеры, т.п.н. Теломеразная активность

Половые 15–20 Высокая

Соматические 10–12 при рождении, уменьшаются с возрастом Отсутствует

Раковые 4–6, 10–15 Присутствует в 80% случаев
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Рис. 5.

 

 Схема, иллюстрирующая связь длины те-
ломерной ДНК и активности теломеразы с осо-
бенностями клеточного деления различных типов
клеток



   

гипотеза, у которой немало сторонников, предпо-
лагающая, что потеря теломеразной активности со-
матическими клетками современных организмов
есть благоприобретенное в процессе эволюции
свойство, уберегающее их от злокачественного пе-
рерождения.

Сравнительно небольшая длина теломер у боль-
шинства раковых клеток наводит на мысль о том,
что они происходят из нормальных клеток, достиг-
ших предкризисного состояния. Как мы уже отме-
чали, это состояние характеризуется нарушением
регуляции многих биохимических реакций. В таких
клетках происходят многочисленные хромосомные
перестройки, которые в том числе ведут и к злока-
чественной трансформации (более подробно о про-
исхождении злокачественных опухолей см. в статье
Г.И. Абелева “Что такое опухоль”: Соросовский
Образовательный Журнал. 1997. № 10). Большин-
ство этих клеток погибают, но в части из них в ре-
зультате случайных мутаций может активироваться
постоянная экспрессия генов теломеразы, которая
будет поддерживать длину теломер на уровне, не-
обходимом и достаточном для их функционирова-
ния (см. рис. 5).

Некоторое время вызывал недоумение тот факт,
что примерно пятая часть проанализированных ра-
ковых опухолей и клеток вообще не содержала ак-
тивной теломеразы. Оказалось, однако, что длина
теломер в них поддерживается на должном уровне.
Таким образом, в этих клетках действует другой (не
теломеразный, а скорее рекомбинационный) меха-
низм образования теломерной ДНК (см. статью
В.М. Глазера “Гомологичная генетическая реком-
бинация”: Соросовский Образовательный Журнал.
1998. № 7). Иными словами, такие клетки находят-
ся в том же ряду исключений из правила, что и дро-
зофила.
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Какие же практические выводы следуют

 

 

 

из того,
что на сегодняшний день удалось узнать о связи
между активностью теломеразы, раковым ростом и
старением клеток. Казалось бы, они лежат на по-
верхности: не хочешь стареть – активируй теломе-
разу; хочешь убить раковую опухоль – убей в ней
сначала теломеразу.

Легковесность первого вывода (а именно его
подхватили средства массовой информации) оче-
видна: между культурой клеток и клеточной тка-
нью, а тем более организмом дистанция огромного
размера. Еще не пришло время всерьез обсуждать
проблему получения трансгенных органов человека
для пересадки их больным людям (хотя теоретичес-
ки это, конечно, возможно). А главное, процесс
старения не только организма, но и клетки – это ис-
ключительно сложный комплекс изменений во
множестве биохимических реакций, и его вряд ли
можно повернуть вспять, воздействуя только на ка-
кую-то одну из них. В то же время существуют впол-

не реальные планы активировать теломеразу в клет-
ках кожи, которую пересаживают пациентам с
сильными ожогами, и тем самым активировать их
рост. Или попытаться тем же путем “омолодить”
клетки сетчатки глаза, взяв их у пациента, страдаю-
щего помутнением сетчатки (а это широко распро-
страненное заболевание у пожилых людей, ведущее
к слепоте), и затем вернуть назад.

Что же касается разработки методов избиратель-
ного подавления теломеразной активности в рако-
вых опухолях, то сейчас это важное направление в
поиске новых средств борьбы со злокачественными
заболеваниями. Пока большинство работ связано с
испытанием ингибиторов обратных транскриптаз
(каталитических субъединиц теломераз). Опыт борь-
бы со СПИДом, где пытаются решить аналогичную
задачу, говорит о том, что определенные надежды
найти такое лекарство есть. Главная трудность за-
ключается в том, что каталитическая субъединица
теломеразы – это одна из ДНК-полимераз и иско-
мый ингибитор должен быть направлен именно на
теломеразную ДНК-синтезирующую активность. В
противном случае он будет токсичен для нормаль-
ных клеток.

Более перспективными кажутся недавно по-
явившиеся работы, в которых описано избиратель-
ное подавление теломеразной РНК, вызывающее
гибель раковых клеток в культуре. В нормальных
клетках, как это мы отмечали выше, теломеразная
РНК синтезируется, но эти клетки лишены теломе-
разной активности и, скорее всего, теломеразная
РНК им не нужна.

Изучение тонкой структуры теломер и механиз-
ма действия теломераз находится еще только в на-
чальной стадии. Однако они привлекают к себе ог-
ромный интерес исследователей, работающих в
самых разных областях биологии и медицины, и
здесь уже в ближайшее время можно ждать новых
интересных открытий.

Автор выражает благодарность А.В. Петрову за
помощь в подготовке рисунков к этой статье.
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Резюме
В эру высокотехнологичной медицины ученым предоставляется возможность открывать ранее неиз-

вестные механизмы развития, течения и исхода заболеваний. К таким высокоинформативным методам 
относится исследование активности теломеразы и измерение длины теломер при гипертонической болезни. 
Изменение длины теломер в клетках отражает процессы развития и деградации клетки, а также этапы ее 
жизненного цикла. Изучение генетических дефектов в теломерах и механизмов восстановления теломер 
имеют большое практическое значение в подходах к лечению и в прогнозе течения гипертонической 
болезни. Измерение длины теломер лейкоцитов периферической крови может служить скрининговым 
методом исследования для прогноза, мониторинга, генетического консультирования и лечения пациента. 
По состоянию теломер можно оценить также риск развития и прогноз при гипертонической болезни. 
Определение длины теломер в динамике заболевания позволяет оценить эффективность проводимого 
лечения. В данном обзоре рассматриваются молекулярные механизмы действия теломер и теломеразы, а 
также патофизиологические механизмы нарушения восстановления теломер и активности теломеразы, 
которые приводят к развитию гипертонической болезни.

Ключевые слова: теломера, теломераза, гипертоническая болезнь, старение.
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Abstract
In this era of high-tech medicine, scientists have the opportunity to discover previously unknown mechanisms 

of development throughout the course and outcome of the disease. These methods include a highly informative 
study of telomerase activity and telomere length measurement in hypertension. The change of the telomere length 
in cells reflects the processes of the development and degradation of cells, as well as the stages of their life cycle. 
The study of genetic defects in telomeres and telomere repair mechanisms are of great practical importance for 
treatment approaches and making prognosis in hypertension. Measurement of telomere length of peripheral blood 
leukocytes may serve as a screening method for the prediction of examination, monitoring, genetic counselling 
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Введение
В 1938 году генетики Барбара Мак-Клинток и 

Герман Мeллер независимо друг от друга устано-
вили, что фрагментация хромосом и появление у 
них дополнительных концов ведут к хромосомным 
перестройкам и деградации хромосом. В сохран-
ности остаются лишь области хромосом, при-
легающие к их естественным концам. Лишенные 
концевых теломер, хромосомы начинают сливаться 
с большей частотой, что ведет к формированию 
тяжелых генетических аномалий. Ученые приш-
ли к выводу, что естественные концы линейных 
хромосом защищены специальными структурами. 
Г. Мeллер предложил называть их теломерами (от 
греч. «telos» — конец и «meros» — часть). С того 
времени проблемой изучения роли теломер и фер-
мента теломеразы в клеточном цикле занимались 
многие ученые, что позволило накопить немалый 
объем знаний по этому вопросу.

Во многих современных учебниках теломе-
рами называют специализированные концевые 
районы линейной хромосомной дезоксирибону-
клеиновой кислоты (ДНК), состоящей из много-
кратно повторяющихся коротких нуклеотидных 
последовательностей. Однако это определение 
неполное. В состав теломер входят также многие 
белки, специфически связывающиеся с теломер-
ными ДНК-повторами. Таким образом, теломе-
ры (так же, как и другие хромосомы эукариот) 
построены из дезоксинуклеопротеидов, то есть 
комплексов ДНК с белками (рис. 1). Теломерные 
повторы — весьма консервативные последователь-
ности. К примеру, повторы всех позвоночных со-
стоят из шести нуклеотидов (TTAGGG)n, повторы 
всех насекомых  — из пяти (TTAGG)n, повторы 
большинства растений — из семи (TTTAGGG)n. 
Длина теломерных ДНК у человека колеблется от 
2 до 20 тысяч пар нуклеотидных остатков (т.н.п.), 
а у некоторых видов мышей может достигать до 
сотен т.н.п. [1].

Благодаря наличию в теломерах устойчивых 
повторов клеточная система репарации не путает 
теломерный участок со случайным разрывом. Та-
ким путем обеспечивается стабильность хромосом: 
конец одной хромосомы не может соединиться с 
разрывом другой [2]. Кроме этого, среди основных 

and treatment of a patient. As telomeres can help in estimating risks in hypertension, determining the length of 
telomeres in the course of the disease to evaluate the effectiveness of the treatment is of great importance. This 
review discusses the molecular mechanisms of telomeres and telomerase, as well as pathophysiological mecha-
nisms, disorders, recovery of telomerase activity, and telomere that lead to the development of hypertension.
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функций теломер можно выделить следующие:
1. Механические. Теломеры участвуют в фикса-

ции хромосом к ядерному матриксу. Это важно для 
правильной ориентации хромосом в ядре, и данное 
обстоятельство особенно проявляется в мейозе. 
На зиготенной стадии профазы мейоза происходят 
направленные перемещения концов хромосом на 
поверхности ядерной мембраны так, что концы 
гомологичных хромосом смыкаются, и с них на-
чинается спаривание (конъюгация) этих хромосом 
строго однородными участками.

2. Стабилизационные. А)  Если в клетке 
нет теломеразы (или ALT), то наличие теломер 
предохраняет от недорепликации генетически 
значимые отделы ДНК. Б) Если же в клетке есть 
теломеразная активность, то появляется еще одна 
возможность — стабилизация концов разорванных 
хромосом. Так, при случайном разрыве хромосомы 
образуются фрагменты, на одном или на обоих 
концах которых нет теломерных повторов. В от-
сутствие теломеразы эти фрагменты претерпевают 
слияние и деградацию, что блокирует клеточный 
цикл и ведет клетку к гибели. В присутствии же 
теломеразы к местам разрыва присоединяется те-
ломерная ДНК. Это стабилизирует хромосомные 
фрагменты и позволяет им функционировать.

3. Влияние на экспрессию генов. Актив-
ность генов, расположенных рядом с теломерами, 
снижена (репрессирована). Такой эффект часто 
обозначается как транскрипционное молчание, 
или сайленсинг. При значительном же укорочении 
теломер эффект положения пропадает и притело-
мерные гены активируются.

4. «Счетная» функция. Теломерные отделы 
ДНК выступают в качестве часового устройства 
(репликометра), которое отсчитывает количество 
делений клетки после исчезновения теломеразной 
активности. Причем гораздо важнее для клетки не 
то, сколько делений уже прошло, а сколько еще 
осталось до критического укорочения теломеры. 
Поэтому можно сказать, что теломеры  — это 
«устройства», определяющие количество делений, 
которые способна совершить нормальная клетка 
в отсутствие теломеразы. Достигая критически 
короткой длины, теломеры теряют возможность 
выполнять все (или многие) из вышеперечисленных 
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Рисунок 1. Схема строения теломеры в составе 
хромосомы

Рисунок 2. Укорочение участков теломер в про-
цессе деления соматической клетки

Рисунок 3. Теломеразный комплекс и его компоненты (обратная транскриптаза-TERT, РНК 
компоненты-TERC, белок дискерин) [7]

Рисунок 4. Схема, иллюстрирующая связь длины теломерной ДНК 
и степени активности теломераз различного типа клеток
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функций. Нарушается клеточный цикл и, в конеч-
ном счете, клетка погибает.

Теломераза  — это РНК-зависимая ДНК-
полимераза (или обратная транскриптаза). Основ-
ное назначение этого фермента — синтезировать 
тандемно повторяющиеся сегменты ДНК, из ко-
торых состоит цепь теломерной ДНК. В обычных 
(соматических) клетках, из которых в основном 
и состоит организм, теломераза «не работает», 
поэтому теломеры при каждом делении клетки 
укорачиваются, что в конечном итоге приводит к 
состоянию ее «ареста» (cell senescence — старение, 
дряхление клетки), когда клетка больше не способна 
делиться (рис. 2).

В эмбриональных и полипотентных стволовых 
клетках благодаря экспрессии теломеразы поддер-
живается постоянный уровень длины теломер. Те-
ломераза существенно экспрессирована в этих клет-
ках. Кроме того, повышенные уровни теломеразы 
содержатся в гемопоэтических стволовых клетках, 
в активированных Т-лимфоцитах и в большинстве 
опухолей человека.

Структура теломеразы и составляющих ее бел-
ков впервые описана профессором Скордалакесом 
и его коллегами. В состав теломеразы входят: белок 
TERT (который имеет домен, гомологичный обрат-
ной транскриптазе), теломеразная рибонуклеиновая 
кислота (РНК, hTR или TERC) и дискерин (рис. 3). 
Две субъединицы фермента теломеразы кодиру-
ются двумя различными генами. Кодирующий 
регион для TERT имеет длину 3396 аминокислот, 
TERT содержит 1131 аминокислоту. Этот белок 
(молекулярная масса > 100 кД) по своей структуре 
напоминает форму рукавицы, которая позволяет 
ему прикрепляться к хромосоме и добавлять к ней 
участки теломер, состоящие из одной цепочки. 
TERT захватывает TERC (имеющий длину 451 ну-
клеотид), которая не транслируется, оставаясь РНК 
[3, 4]. Теломераза синтезирует теломерные ДНК-
последовательности, идущие от 5’ к 3’ концу по на-
правлению к окончаниям хромосом. Регулируемое 
восстановление хромосомной ДНК необходимо, 
чтобы компенсировать укорочение, которое возни-
кает в результате активности нуклеазы и неполной 
концевой ДНК-репликации. Многокомпонентная 
система «гомеостаза теломер» предотвращает, с 

одной стороны, чрезмерное удлинение теломер, а с 
другой стороны, — критическое укорочение, кото-
рое может привести к поломкам ДНК и нестабиль-
ности генома. Несмотря на участие теломеразы в 
процессах восстановления длины теломер в каждом 
клеточном цикле, восстановление в соматических 
клетках, в отличие от эмбриональных стволовых 
клеток, не является полным, и большинство со-
матических клеток с каждым циклом репликации 
теряют участки теломер. Длина теломер уменьшает-
ся с возрастом. Наиболее интенсивное сокращение 
длины теломер у человека происходит в первые 
годы жизни (в связи с потребностями организма в 
росте) и после 60 лет (в связи с нарушениями меха-
низма восстановления теломер) [5, 6]. В-лимфоциты 
составляют исключение из этого правила. Удли-
нение теломер в В-клеточной линии лимфоцитов 
отражает необходимость экстенсивного деления 
этих клеток (обусловленного особенностями их 
функций — клональной секрецией, а также синте-
зом и продукцией антител). Активация теломеразы 
запускается по принципу обратной связи в ответ на 
укорочение длины теломер. Однако этот механизм 
имеет предел во всех клетках, с течением времени 
происходит снижение активности теломеразы и, как 
следствие, — уменьшение средней длины теломер, а 
также уменьшение возможности ее восстановления. 
Таким образом, создается барьер для опухолевого 
перерождения клетки [5].

«Изнашивание» теломер играет важную роль 
в предотвращении нестабильности генома. Когда 
длина теломер в соматической клетке достигает 
критического укорочения (менее 2 кб), наступает 
резкое изменение метаболизма клетки, и в первую 
очередь нарушение репликации ДНК, запускаются 
механизмы клеточного сенесенса и апоптоза, за 
которым следует гибель клетки. Период от критиче-
ского укорочения теломер до гибели клетки может 
длиться в течение нескольких месяцев и даже лет. 
Клетка теряет способность делиться, но может со-
хранять метаболическую активность. Активация 
теломеразы в соматической клетке, имеющей кри-
тическую длину теломер, приводит к опухолевой 
трансформации этой клетки.

Половые клетки имеют наибольшую теломе-
разную активность в течение всей жизни (табл.). 

Таблица
ДЛИНА ТЕЛОМЕРНОЙ ДНК И АКТИВНОСТЬ ТЕЛОМЕРАЗЫ В КЛЕТКАХ ЧЕЛОВЕКА

Тип клеток Теломеры, т.н.п. Теломеразная активность
Половые 15-20 Высокая

Соматические 10-20 при рождении, уменьшаются с возрастом Отсутствует
Раковые 4-6, 10-15 Присутствует в 80 % случаев
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Их теломеры состоят из наибольшего числа ДНК-
повторов и содержат все необходимые белки для 
нормальной пролиферации клеток. Аналогичная 
ситуация наблюдается и у стволовых клеток. На-
помним, что стволовые клетки делятся неограни-
ченно долго. Однако у стволовой клетки всегда 
есть возможность дать две дочерние клетки, одна 
из которой останется стволовой («бессмертной»), а 
другая вступит в процесс дифференцировки. Благо-
даря этому, стволовые клетки служат постоянным 
источником разнообразных клеток организма. Как 
только потомки половых и стволовых клеток начи-
нают дифференцироваться, активность теломераз 
падает и их теломеры укорачиваются. В клетках, 
дифференцировка которых завершена, активность 
теломераз падает до нуля. С каждым делением они 
неизбежно приближаются к состоянию сенесенса, 
то есть перестают делиться. После этого большин-
ство клеток погибают (рис. 4). Такая картина харак-
терна для большинства клеток эукариот [1].

Таким образом, подводя итог вышесказанного, 
становится очевидным, что биологическая функция 
теломер выходит за рамки защиты концов хромосом 
от деградации и имеет весомое значение в процессе 
старения клетки.

Теломеры и гипертоническая болезнь
В последние годы активно изучается вопрос 

взаимосвязи между длиной теломер и риском на-
ступления сердечно-сосудистых заболеваний. От 
длины теломер зависит время наступления процесса 
старения клетки [7]. В то же время и повышенное 
артериальное давление (АД) является характерной 
чертой старения [8]. Возникло предположение, что 
существует связь между длиной теломер и уровнем 
АД ввиду того, что выявлена значительная отрица-
тельная корреляция между уровнем систолического 
кровяного давления и длиной теломер у лиц с ар-
териальной гипертензией (АГ) [9]. Суммируя эту 
информацию, можно предположить, что укорочение 
теломер, вызывая изменения фенотипической экс-
прессии в клетках сосудов, может способствовать 
развитию АГ.

АГ — один из самых важных факторов риска 
развития сердечно-сосудистых осложнений и смерт-
ности. Достаточно хорошо изучены механизмы 
ремоделирования сосудистой стенки при АГ, однако 
молекулярные основы аномалии при гипертониче-
ской болезни до конца не определены.

На рисунке 5 представлены результаты исследо-
ваний, проводившихся на животных и в популяции 

Рисунок 5. Гипотетическая модель изменений теломер 
и теломеразы на различных стадиях развития гипертонической болезни

Примечание: АГ — артериальная гипертензия; ГБ — гипертоническая болезнь.
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больных АГ, которые показывают взаимосвязь 
между длиной теломер и активностью теломеразы 
на различных стадиях развития гипертонической 
болезни. 

Ying Cao и соавторы (2002) установили, что в 
аорте (но не в других органах!) крыс со спонтанной 
гипертензией, теломераза избирательно активи-
руется и теломеры удлиняются (в естественных 
условиях и в пробирке) [10]. Активация теломераз 
с последующим удлинением теломер в гладко-
мышечных клетках среднего слоя стенки аорты 
стимулирует дисбаланс между апоптозом клеток 
и их пролиферацией, что в свою очередь приводит 
к ремоделированию сосудов при генетически обу-
словленной АГ. По мнению авторов, именно этот 
механизм представляет собой потенциально новую 
терапевтическую мишень при АГ.

Gema Pérez-Rivero и соавторы (2006) анализи-
ровали влияние дефицита теломеразы и укороче-
ние теломер на АД у мышей [11]. Все процедуры 
были выполнены на 6-месячных мышах. В  трех 
экспериментальных группах были использованы 
мыши дикого типа (WT), мыши первого поколения 
(G1)  — с отсутствием активности теломеразы и 
без значительного сокращения теломер, и мыши 
третьего поколения (G3) — лишенные активности 
теломеразы и со значительным укорочением тело-
мер. Каждая группа имела одинаковое количество 
особей мужского и женского пола. Мыши группы 
G1 показали увеличение уровня систолического АД 
(САД) по сравнению с мышами группы WT. В груп-
пе G3 в сравнении с группами WT и G1 увеличилось 
как САД, так и диастолическое АД (ДАД). Затем 
авторы исследования попытались определить роль 
вазоактивных эндотелиальных факторов в генезе 

АГ среди мышей групп G3 и WT. Мыши обеих 
групп показали аналогичные ответы на ацетилхо-
лин, NG-нитро-L-аргинин метиловый эфир, ангио-
тензин II и лозартан (что не подтверждает главной 
роли данных факторов в генезе АГ у теломераза-
дефицитных мышей). Показатели среднего АД в 
группе G3 (в  отличие от мышей группы WT) не 
увеличились после стимуляции эндотелином-1 
(ЭТ-1). При лечении бозентаном (неселективным 
антагонистом эндотелиновых рецепторов типа ЕТА 
и ЕТВ) показатели среднего АД снизились только в 
группе G3. Концентрация ЭТ-1 (так же, как и кон-
центрация эндотелинконвертирующего фермента-1) 
в плазме крови и моче была выше в группе G3, чем 
в группе WT. Таким образом, результаты исследова-
ния позволили авторам подтвердить существование 
прямой связи между дефицитом теломеразы и раз-
витием АГ. В самом деле у теломераза-дефицитных 
мышей определяются более высокие показатели 
АД, чем у мышей группы WT. Данные исследования 
также указывают на то, что эндотелинконверти-
рующий фермент выступает в качестве одного из 
факторов, ответственных за высокий уровень АД. 
С помощью этих данных авторы предполагают, что 
дефицит теломеразы и укорочение теломер может 
вызвать изменения в фенотипической экспрессии 
эндотелинконвертирующего фермента-1 в клетках 
сосудов с последующим повышением уровня цир-
кулирующего ЭТ-1 и развитием АГ.

Группа ученых во главе E. Jeanclos проводила 
исследование (2000), основной задачей которого 
являлось установление связи между уровнем САД, 
ДАД, пульсового давления и длиной теломер [12]. 
В исследовании участвовали 98 здоровых близнецов 
(10 пар монозиготных и 39 пар дизиготных близ-

Рисунок 6. Взаимосвязь между длиной теломер и величиной пульсового давления
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Рисунок 7. Взаимосвязь между возрастом и длиной теломер у мужчин (а) и женщин (b)

Рисунок 8. Взаимосвязь между скоростью пульсовой волны 
и длиной теломер у мужчин (а) и женщин (b)

Примечание: СРПВ — скорость распространения пульсовой волны.

Рисунок 9. Взаимосвязь между величиной пульсового давления 
и длиной теломер у мужчин (а) и женщин (b)
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нецов). Изучались образцы ДНК белых кровяных 
телец (лейкоцитов). Возраст испытуемых был от 
18 до 44 лет. Авторы установили, что показатели 
пульсового давления обратно коррелируют с дли-
ной теломер в белых кровяных тельцах (рис. 6). 
Более того, корреляция длины теломер и пульсо-
вого давления была независима от пола, то есть с 
высокой вероятностью можно предположить, что 
оба параметра имеют наследуемый характер. Так-
же установлена положительная корреляция длины 
теломер в лейкоцитах периферической крови с 
ДАД и отрицательная — с САД, что подтверждает 
отрицательную связь между длиной теломер и 
пульсовым давлением.

А. Benetos и соавторы (2001) в своем исследова-
нии также определяли длину теломер в лейкоцитах 
периферической крови и АД, которые были ассо-
циированы с показателями жесткости сосудистой 
стенки (пульсовое давление и скорость распро-
странения пульсовой волны) у пациентов, которые 
не принимали антигипертензивные препараты (120 
мужчин и 73 женщины, средний возраст 56 ± 11 лет) 
[13]. При внесении поправки на возраст длина 
теломер была больше у женщин, чем у мужчин: 
8,67 ± 0,09 против 8,37 ± 0,07 кб, р = 0,016 (рис. 7). 
Длина теломер коррелировала со скоростью пульсо-
вой волны и у мужчин, и у женщин (рис. 8). В то же 
время показатели пульсового давления коррелируют 
с длиной теломер только у мужчин (рис. 9). Длина 
теломер не коррелировала с индексом массы тела, 
уровнем общего холестерина, частотой сердечных 
сокращений и показателем липопротеинов высокой 
плотности.

В данном исследовании достаточно малый раз-
мер выборки (особенно женщин). Тем не менее 
наблюдение за гендерными различиями в длине 
теломер позволяет установить, что связи между 
длиной теломер и показателями жесткости сосуди-
стой стенки не могут быть одинаковыми у мужчин 
и женщин. Согласно результатам многочисленных 
ранее проведенных исследований, жесткость стенок 
крупных артерий (с оценкой пульсового давления 
и скорости распространения пульсовой волны) 
является фенотипом биологического старения ар-
териальной системы. Несмотря на отрицательную 
корреляцию длины теломер с возрастом независимо 
от пола, при мультивариантном анализе А. Benetos 
и соавторами (2001) установлено, что уменьшение 
длины теломер способствует увеличению пульсово-
го давления и скорости распространения пульсовой 
волны только у мужчин.

Большинство современных теорий старения 
являются продолжением теории, которую в 1956 
году предложил Harman [14], и постулируют то, 

что окислительный стресс служит основным 
фактором, определяющим продолжительность 
жизни (так как он является ключевым элементом 
заболеваний сердечно-сосудистой системы), и, в 
конечном итоге, приводит к смерти людей и дру-
гих млекопитающих [15, 16]. Процесс воспаления, 
который, как правило, связан с окислительным 
стрессом, также является важным элементом в 
жизни человека [17]. С этой точки зрения, процесс 
старения, в конечном счете, может быть связан с 
окислительным стрессом и воспалением. В свою 
очередь, ученым удалось проследить связь между 
гипертонической болезнью, резистентностью к 
инсулину и окислительным стрессом [18–20]. Био-
маркеры, которые используются для определения 
резистентности к инсулину, окислительного стрес-
са и процесса воспаления в клинических условиях, 
в значительной степени отражают метаболические 
и воспалительные состояния на момент отбора об-
разцов. Вопрос о том, существуют ли биомаркеры, 
которые фиксируют совокупное пожизненное вре-
мя окислительного стресса и воспаления, остается 
открытым. Некоторые ученые предполагают, что 
одним из таких биомаркеров является длина тело-
мер лейкоцитов.

S. Demissie и соавторы (2006) утверждают, 
что инсулинорезистентность и окислительный 
стресс связаны с ускоренным укорочением длины 
теломер в лейкоцитах [21]. Авторы подтвердили 
взаимосвязь между длиной теломер лейкоцитов, 
резистентностью к инсулину, окислительным стрес-
сом и АГ. В исследовании принимали участие 327 
мужчин со средним возрастом 62,2 года (диапазон 
40–89 лет). Установлено, что длина теломер обратно 
коррелирует с возрастом, обратно коррелирует с 
гомеостатической моделью оценки инсулинорези-
стентности и индексом системного окислительного 
стресса. При сравнении участников исследования с 
их сверстниками (у которых отмечались нормаль-
ные показатели АД) у больных АГ длина теломер 
короче, чем у лиц с нормальным уровнем АД (у 
лиц с АГ — 5,93 ± 0,042 кб, у лиц с нормальными 
показателями АД  — 6,07  ±  0,040 кб, р  =  0,025). 
В совокупности эти наблюдения позволяют пред-
положить, что а) АГ, повышенная резистентность к 
инсулину и окислительный стресс связаны с более 
короткой длиной теломер лейкоцитов; б) более 
короткая длина теломер лейкоцитов у лиц с АГ во 
многом связана с резистентностью к инсулину.

Подобное исследование провела группа ученых 
во главе с Annette L. Fitzpatrick (2007). Авторы попы-
тались установить связь между длиной теломер лей-
коцитов и отдельными субклиническими сердечно-
сосудистыми заболеваниями/факторами риска 



Том 19, № 4 / 2013Lecture 

сердечно-сосудистых заболеваний. В исследовании 
участвовало 419 человек (средний возраст — 74,2 
года), средняя длина теломер лейкоцитов у которых 
составляла 6,3 тысячи пар оснований. По результатам 
проведенного исследования, установлена обратная 
корреляция между длиной теломер лейкоцитов и 
риском развития сахарного диабета, степенью повы-
шения уровня глюкозы крови, степенью повышения 
ДАД, степенью увеличения толщины интима-медиа 
сонных артерий, уровнем интерлейкина-6. Отмечено, 
что у молодых участников исследования каждое со-
кращение теломер на 1 000 нуклеотидов (1 килобаза, 
кб) ассоциируется с тройным увеличением риска 
инфаркта миокарда (ОР 3,08, 95 % доверительный 
интервал 1,22–7,73) и инсульта (ОР 3,22, 95 % до-
верительный интервал 1,29–8,02). Таким образом, 
результаты исследования Annette  L. Fitzpatrick и 
соавторов еще раз подтверждают гипотезу о том, 
что укорочение теломер может быть связано с про-
цессами старения через механизмы с участием окис-
лительного стресса, воспаления и прогрессирования 
сердечно-сосудистых заболеваний.

Заключение
Таким образом, дальнейшее изучение активности 

теломеразы и длины теломер при гипертонической 
болезни позволит разработать современные подходы 
к лечению, мониторингу заболевания. По состоянию 
теломер врач может оценить риск развития гиперто-
нической болезни, прогноз течения и исхода заболе-
вания и оценить эффективность проводимого лече-
ния. Кроме того, изучение генетических нарушений 
теломеразы и теломер, возникающих под влиянием 
экзогенных факторов, позволит воздействовать на 
факторы риска развития заболеваний и разработать 
меры профилактики развития гипертонической бо-
лезни, а также выявить группы риска развития этого 
заболевания. Исследования в области механизмов 
функционирования теломер и теломеразы является 
перспективным направлением для разработки новых 
лекарственных препаратов в кардиологии.

Конфликт интересов. Авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта 
интересов.
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В представленном обзоре кратко описаны современные представления о механизмах регуляции актив/
ности теломеразы (преимущественно теломеразы человека). Рассмотрены локализация компонентов
теломеразного комплекса в клетке и проявления активности фермента, не связанные с удлинением те/
ломер. Описаны заболевания человека, связанные с пониженной активностью теломеразы, короткими
теломерами и ускоренным укорачиванием теломер. Детально обсуждаются возможности активации
транскрипции гена hTERT различными природными и синтетическими соединениями, а также эффекты
трансфекции активного гена hTERT в клетки. Экзогенная активация транскрипции гена hTERT приво/
дит к повышению пролиферативного потенциала клеток, что может использоваться в клеточной тера/
пии. Необходимо отметить, что повышенная экспрессия гена hTERT, особенно при его трансдукции, мо/
жет приводить к малигнизации клеток, что необходимо учитывать при выборе способа активации тело/
меразы в лечебных целях.
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ОБЗОРЫ

ВВЕДЕНИЕ

На концах хромосом всех эукариотических и
некоторых прокариотических организмов с ли$
нейной ДНК расположены ДНК$белковые ком$
плексы – теломеры. У позвоночных животных, в

том числе и у человека, теломеры имеют длину 2–
30 т.п.н. и состоят из двухцепочечных гексанук$
леотидных повторов 5'$(TTAGGG)n$3', которые
заканчиваются на 3'$конце одноцепочечной по$
следовательностью из 50–300 н. [1, 2]. За каждый
цикл репликации длина теломер уменьшается на
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50–200 н., что ограничивает число репликаций, к
которым способны те или иные клетки (“предел
Хейфлика”) [3]. Некоторые клетки могут поддер$
живать длину теломер с помощью фермента тело$
меразы, активность которой увеличивает предел
Хейфлика, а, следовательно, и пролиферативный
потенциал клетки. 

Теломераза – высокомолекулярный (около
1000 кДа у позвоночных) рибонуклеопротеидный
комплекс – синтезирует теломерные повторы на
концах линейных хромосом и поддерживает
структуру теломер в клетках [4]. Для проявления
ферментативной активности in vitro достаточно
двух основных компонентов теломеразного ком$
плекса: обратной транскриптазы (TERT, telomerase
reverse transcriptase) и теломеразной РНК (TR, te$
lomerase RNA), содержащей матричный участок
для синтеза теломерных повторов. Активность
фермента in vivo обеспечивают также многочис$
ленные дополнительные компоненты теломераз$
ного комплекса [5]. Так, белок дискерин (dyskerin,
DKC1 – dyskeratosis congenita), участвующий во
взаимодействии отдельных компонентов теломе$
разы и ДНК, обеспечивает локализацию TR и,
возможно, всего теломеразного комплекса в тель$
цах Кахаля. Шапероны HSP90 (Heat Shock Protein
90), а именно: HSP90α1 [6] и белок P23, необхо$
димы для присоединения TERT к другим компо$
нентам комплекса и поддержания всей структуры
теломеразы. Последний из главных компонентов
теломеразы – ассоциированный с теломеразой
белок ТЕР1 (telomerase$associated protein 1), как
полагают, также обеспечивает правильную кон$
формацию теломеразы, опосредуя взаимодействия
между основными ее компонентами. На уровень
теломеразной активности, безусловно, влияют так$
же теломерные белки, или белки шелтеринового
комплекса, которые участвуют в образовании и
поддержании особой структуры концов теломе$
ры – Т$ и D$петель, которые защищают хромо$
сомы от распознавания системой репарации
ДНК в качестве участка, содержащего поврежде$
ние. Белки шелтеринового комплекса участвуют
в регуляции синтеза теломер теломеразой [7–
11]. На уровень теломеразной активности влияет
РНК, которая синтезируется на теломерных по$
следовательностях (TERRA) [12], а также белки,
вовлеченные в репликацию и осуществление дру$
гих жизненно важных функций в клетке.

Функции каталитической субъединицы тело$
меразы – TERT – не ограничены удлинением те$
ломер. Установлено, что hTERT (TERT человека)
стабилизирует теломеры, вызывает усиление про$
лиферации клеток и повышение их жизнеспособ$
ности, участвует в регуляции экспрессии некото$
рых генов, а также в регуляции ответа на повре$
ждение ДНК [13, 14]. В опытах in vivo показано,

что для синтеза первой цепи ДНК TERT может
использовать различные РНК [15], как и для син$
теза двухцепочечных РНК (дцРНК) [14], т.е.
hTERT обладает активностью РНК$зависимой
РНК$полимеразы и hTR$независимой обратной
транскриптазы. Продуктами РНК$полимеразной
активности являются дцРНК, в результате про$
цессинга которых образуются малые интерфери$
рующие РНК (siРНК), влияющие на транскрипци$
онную активность генов$мишеней [14]. Митохон$
дриальная hTERT использует в качестве матрицы
РНК$компонент эндорибонуклеазы [14]. Ее актив$
ность не связана с удлинением теломер (мтДНК
имеет кольцевую структуру и не содержит теломер$
ных повторов). В митохондриях нет TR, но они со$
держат 10–20% клеточной hTERT, остальные 80–
90% находятся в ядре. В hTERT обнаружены сигна$
лы ядерной и митохондриальной локализации.
Митохондриальная hTERT связана с ДНК и в
обычных условиях защищает ее от воздействия раз$
личных повреждающих агентов [15]. Предполага$
ется, что фермент может принимать участие в репа$
рации повреждений мтДНК [15]. На внутриклеточ$
ное распределение и активность hTERT влияют
специфические стимулы и посттрансляционная
модификация (фосфорилирование и дефосфори$
лирование) [16, 17]. hTERT повышает устойчи$
вость клеток к химиотерапевтическим средствам и
проапоптотическим стимулам, блокируя, по$види$
мому, митохондриальный путь апоптоза [14, 18].

Таким образом, в TERT имеются структуры,
ответственные за ее локализацию и такие функ$
ции, как синтез теломерной ДНК, синтез РНК на
РНК$матрице, усиление клеточной пролифера$
ции, подавление апоптоза, регуляция ответа на по$
вреждение ДНК, увеличение срока жизни клетки.
Механизмы, необходимые для выполнения отдель$
ных функций, изучены не полностью. Особенно
интересным представляется сопряжение пролифе$
ративного эффекта с продолжительностью жизни
клетки и энергообеспечением.

Регуляции уровня теломеразной активности
посвящены многие экспериментальные работы и
несколько обзоров [5, 19–21]. 

Активный теломеразный комплекс включает
несколько белков, экспрессия генов которых кон$
тролируется на уровне транскрипции и эпигенети$
чески. мРНК этих белков могут подвергаться
альтернативному сплайсингу, а сами белки – по$
сттрансляционным модификациям. Активность
теломеразы зависит и от белков шелтеринового
комплекса, например от танкиразы, и белков,
участвующих в миграции теломеразы в опреде$
ленные компартменты клетки. В свою очередь,
синтез и активность этих белков также подверга$
ются регуляции. Однако для проявления теломе$
разной активности достаточно экспрессии гена
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TERT. Особенно нужно отметить, что TERT мо$
дулирует экспрессию многих генов, контролиру$
ющих рост [22, 23]. 

В представленном обзоре мы попытались
обобщить данные о возможности активации те$
ломеразы (преимущественно теломеразы челове$
ка), а также биосинтеза отдельных компонентов
теломеразного комплекса различными экзоген$
ными соединениями. 

АКТИВНОСТЬ ТЕЛОМЕРАЗЫ ПРИ 
РАЗЛИЧНЫХ ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ 

И ПАТОЛОГИЧЕСКИХ СОСТОЯНИЯХ

Теломеры укорачиваются при каждом цикле
репликации. Укорачивание длины теломер до 5–
8 т.п.н. вызывает переход клеток в состояние ре$
пликативного старения, при котором наблюдается
замедление или полная остановка пролиферации,
а активация теломеразы увеличивает продолжи$
тельность жизни клеток [24]. Нормальные клетки
зародыша, эмбриональные и другие стволовые
клетки, кроветворные клетки, активированные
лимфоциты, клетки базального слоя кожи, воло$
сяных фолликулов и тонкого кишечника способ$
ны поддерживать длину теломер с помощью тело$
меразы. В большинстве соматических клеток че$
ловека теломераза либо вовсе неактивна, либо
имеет невысокую активность (в фибробластах,
ткани молочной железы, в клетках печени) [4, 13].
Теломераза активна в 85–90% опухолевых клеток
[25]. Из приведенных в обзоре [26] данных видно,
что поиску специфических ингибиторов теломе$
разы и изучению их влияния на рост опухолевых
клеток и выживаемость животных посвящены
многие работы. Некоторые ингибиторы проходят
доклинические и клинические испытания в каче$
стве противоопухолевых средств [27, 28]. 

Преждевременное репликативное старение
клеток может вызываться нарушениями в фор$
мировании активного теломеразного комплек$
са, в результате чего в соматических клетках, не
обладающих теломеразной активностью, обра$
зуются короткие теломеры. Ускорение укорачи$
вания теломер также может служить причиной
развития некоторых патологических состояний. 

Старение организма можно определить как се$
рию возрастных физиологических изменений,
которые снижают функциональные возможности
организма. На молекулярном уровне старение
связано со снижением активности хроматина и
биосинтеза белков. Согласно одной из теорий,
старение организма связывают со старением кле$
ток и с функционированием системы теломеры–
теломераза [29]. К этому, вероятно, можно доба$
вить значимость энергетического обеспечения
клеток, т.е. состояния и количества митохондрий,

в регуляции функционирования которых участ$
вует TERT [15]. 

Ускоренное старение как клеток, так и всего
организма наблюдается при синдроме Вернера
(Werner syndrome). Считается, что в основе пато$
генеза этого синдрома лежат нарушения гена
АТР$зависимой хеликазы – фермента, участвую$
щего в репарации и репликации ДНК. Однако
при синдроме Вернера происходит также ускоре$
ние укорачивания теломер [30, 31]. Другое редкое
заболевание, связанное с преждевременным ста$
рением (замедление роста, болезни суставов, мор$
щинистость кожи, раннее развитие атеросклероза
и пр.) и сокращением продолжительности жизни –
синдром Хатчинсона–Гилфорда (Hutchinson–Gil$
ford syndrome). Теломеры в фибробластах таких
больных более короткие, чем у здоровых лиц того
же возраста [32]. При синдроме Дауна (Down’s syn$
drome) также наблюдается раннее старение со все$
ми его характерными проявлениями, включая бо$
лезнь Альцгеймера, и ускорение укорачивания те$
ломер в лимфоцитах [33]. Предполагается, что
укороченные до критической длины теломеры
вносят важный вклад в развитие некоторых форм
апластической анемии [34] и анемии Фанкони
(Fanconi’s anemia) [35]. 

С недостаточной активностью теломеразы
стволовых клеток связан ряд врожденных патоло$
гий. Дискератоз (dyskeratosis congenita) – наслед$
ственное заболевание кожи с пойкилодермией,
лейкоплакией слизистой оболочки рта, дистро$
фией ногтей, ладонно$подошвенным гипергид$
розом, закупоркой или атрезией слезно$носо$
вых каналов и прогрессирующей апластической
анемией. Различают Х$сцепленную форму, при
которой мутации в гене дискерина нарушают
сборку теломеразного комплекса, и аутосомно$
доминантную форму, обусловленную мутацией,
затрагивающей Н/АСА$домен hTR. Встречают$
ся также мутации в гене hTERT [36, 37], которые
приводят к снижению теломеразной активности
в стволовых клетках и, как следствие, к появле$
нию в соматических клетках укороченных тело$
мер [38]. 

Укороченные теломеры обнаружены в лейко$
цитах периферической крови больных гиперто$
нией, при инсулинорезистентности, окислитель$
ном стрессе [39], а также у пожилых людей, осо$
бенно при риске хронической ишемии сердца
[40], остеопорозе у женщин [41], длительном воз$
действии стресса и хронических инфекционных
заболеваниях [42]. Способность иммунных кле$
ток усиливать теломеразную активность подавля$
ется гормоном стресса – кортизолом. Длительное
поддержание высокого уровня этого гормона в
крови истощает иммунную систему и повышает
предрасположенность к различным заболевани$
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ям [43]. Поскольку укороченные теломеры ассо$
циированы со старением, многими возрастными
и другими патологиями, возможность увеличить
теломеразную активность и, следовательно, дли$
ну теломер вызывает большой интерес [24, 42, 44]. 

ЭНДОГЕННАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 
ТЕЛОМЕРАЗНОЙ АКТИВНОСТИ

Теломеразная активность зависит от количе$
ства фермента в клетке, что во многом определя$
ется уровнем экспрессии генов, прежде всего ге$
нов коровых субъединиц теломеразы (hTERT и
hTR), представленных в геноме человека только
одной копией. Время полужизни hTERT (24 ч) го$
раздо короче, чем у hTR (5 дней) [19], которая на$
ходится в клетке и в отсутствие теломеразной ак$
тивности [45]. Это, возможно, дает ядерной hTR
конкурентные преимущества перед другими РНК
и реализацию в ядре именно теломеразной актив$
ности TERT. Иначе говоря, разнообразные про$

явления активности TERT зависят, в первую оче$
редь, от экспрессии гена hTERT. Показано также,
что введение гена hTERT в клетки приводит к по$
явлению в них теломеразной активности и обес$
печивает выполнение других функций TERT.

В регуляции экспрессии гена hTERT участвуют
многие факторы транскрипции (таблица). Неко$
торые факторы, стимулирующие экспрессию
hTERT, могут активировать онкогены. Например,
фактор STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription), который фосфорилируется киназа$
ми Src и Jak, при взаимодействии мембранных ре$
цепторов с факторами роста и цитокинами акти$
вирует непосредственно hTERT в нормальных и
опухолевых клетках, причем STAT3 может акти$
вировать и онкогены [46]. Амплификация хромо$
сомного локуса, который кодирует hTERT или
hTR, коррелирует с повышением уровня актив$
ного фермента в клетках и их онкотрансформаци$
ей [47, 48]. 

 
Регуляция экспрессии гена hTERT и активности теломеразы*

Позитивная регуляция Негативная регуляция

Транскрипционный и посттранскрипционный уровень

Фактор транскрипции Sp1 взаимодействует с пятью 
GC$боксами в промоторе hTERT 
Продукт онкогена c)Myc (гомолог онкогена v)myc ви$
руса миелоцитоматоза) взаимодействует с Е$боксами 
промотора hTERT – CACGTC
ER (рецептор эстрогенов) α и β
NF$κB (ядерный фактор kB) трансактивирует hTERT
USF (вышележащий стимулирующий фактор) 1 и 2 
взаимодействует с Е$боксами в промоторе hTERT
E6 (белок E6 папилломавируса человека типа 16) акти$
вирует hTERT через Е$боксы и GC$боксы промотора
LANA (ассоциированный с латентностью ядерный анти$
ген герпесвируса, ассоциированного с саркомой Капоши) 
активирует hTERT при взаимодействии с SP1 в промоторе
STAT3 (переносчик сигнала и активатор транскрипции) 
активирует экспрессию гена hTERT при взаимодействии 
с консенсусной последовательностью в его промоторе 
ТТСNNNGAAA (три сайта), опосредует влияние факто$
ров роста, цитокинов (интерлейкинов 6 и 2), онкогенов 
Метилирование промотора hTERT на участке –441…–218. 
Метилирование экзона 1

Опухолевый супрессор WT1 (взаимодействует с промо$
тором гена hTERT)
Фактор CTCF (взаимодействует с экзонами 1 и 2 гена 
hTERT)
Метилирование ДНК в области кор$промотора hTERT 
Антисмысловая РНК TERRA (содержит теломерные и 
субтеломерные последовательности, ингибирует РНК$
компонент теломеразы) 
Альтернативный транскрипт hTERTα (трансляция с 
этой мРНК приводит к образованию белка со снижен$
ной активностью) 

Посттрансляционный уровень

Киназа Akt (фосфорилирование повышает активность 
теломеразы) 
Белок TCAB1 (осуществляет перенос РНК$компонента 
теломеразы в ядро) 
Белок TPP1 (предположительно участвует в доставке 
теломеразы к теломерам и увеличивает процессивность 
теломеразы) 

Киназа c$Ab1 (фосфорилирование приводит к трех$
кратному снижению активности) 
Убиквитинирование с помощью MKRN1 приводит к 
деградации теломеразы 
Взаимодействие CHIP (С$концевой домен белка, взаи$
модействующего с Hsc70) с теломеразой вызывает ее 
полиубиквитинирование 

* Использованы данные [5, 19, 21, 46, 50–53].
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Активировать экспрессию гена hTERT могут
природные регуляторные пептиды, например
комплекс пептидов эпифиза [49].

Известно, что метилирование ДНК приводит к
снижению экспрессии генов [54]. Однако влия$
ние этой эпигенетической модификации на тран$
скрипцию гена hTERT неоднозначно и зависит от
расположения сайтов метилирования. Так, не вы$
явлено взаимосвязи между степенью метилирова$
ния участка размером 550 п.н. гена hTERT (–500…
+50) и уровнем экспрессии этого гена [55]. Гипер$
метилирование участка –441…–218 в промоторе
гена hTERT обнаружено во всех клеточных лини$
ях, обладающих теломеразной активностью, а во
всех негативных по теломеразе образцах отмече$
но гипометилирование этого участка [50]. Причи$
ны этого явления не установлены. Позднее пока$
зали, что ген hTERT успешно экспрессируется,
если область его кор$промотора остается немети$
лированной. Эта область представляет собой уча$
сток гена hTERT (–160… –80), содержащий три из
четырех сайтов связывания фактора Sp1 – акти$
ватора транскрипции гена hTERT [19, 51]. Экс$
прессия гена hTERT зависит от метилирования не
только его промоторной области, но и кодирую$
щих последовательностей. Экзоны 1 и 2 этого ге$
на содержат сайты связывания ингибитора CTCF
[52]. Если эти последовательности метилирова$
ны, то связывание ингибитора происходит с
очень низкой эффективностью. Если же ДНК в
районе сайтов связывания гипометилирована, то
фактор CTCF взаимодействует с геном hTERT,
что приводит к подавлению транскрипции [51].

мРНК hTERT подвергается тканеспецифично$
му сплайсингу. Всего идентифицировано около
10 вариантов сплайсинга мРНК hTERT. Наиболее
часто встречаются варианты α (делеция 36 п.н. в
экзоне 6) и β (делеция 182 п.н. в экзонах 7 и 8, ин$
серция 36 п.н.), причем активный фермент коди$
руется полноразмерным транскриптом. Некото$
рые варианты мРНК hTERT также транслируются,
но при этом синтезируются белки, обладающие
меньшей каталитической активностью. Варианты
сплайсинга α и β выполняют, вероятно, регулятор$
ные функции, они ингибируют активность теломе$
разы при ее повышенной экспрессии в нормаль$
ных и опухолевых клетках, по$видимому, поддер$
живают длину теломер, а также осуществляют и
иные функции, присущие hTERT. На экспрессию
гена hTERT влияют трансформирующий фактор β1
(TGF$β1) и c$Myc, который стабилизирует β$вари$
ант сплайсинга. Более подробно сплайсинг мРНК
hTERT обсуждается в обзоре [53].

Экспорт теломеразы из клеточного ядра при$
водит к снижению в нем теломеразной активно$
сти. Этому противодействует тирозинфосфатаза
Shp2, способствющая тем самым продлению жиз$

ни клетки. В цитоплазме Shp2 участвует в модуля$
ции клеточного роста, развития, тканевого воспа$
ления, хемотаксиса. В ядре тирозинфосфатаза ас$
социирована с активатором транскрипции белком
STAT5. Таким же способом Shp2 затрудняет выход
hTERT из митохондрий и замедляет старение, ин$
дуцируемое активными формами кислорода [56]. В
условиях окислительного стресса содержание
hTERT в митохондриях возрастает [13, 15]. В отсут$
ствие теломеразы структура митохондрий нару$
шается, а содержание свободных радикалов в них
увеличивается [15]. Предполагается, что теломе$
раза участвует в регуляции числа митохондрий в
клетке. В обычных условиях фермент защищает
мтДНК от повреждений и тем самым поддержива$
ет стабильное количество органелл в клетке. В
условиях окислительного стресса митохондрии с
поврежденной ДНК подвергаются деградации [57]. 

На локализацию теломеразы оказывает влияние
полифункциональный белок нуклеолин, основная
функция которого состоит в регуляции транскрип$
ции рибосомной ДНК. Нуклеолин участвует также
в созревании рибосом и транспорте компонентов
рибосомы из ядра в цитоплазму [58]. Этот фосфо$
протеин связывает весь теломеразный комплекс
посредством белок$белковых и РНК$белковых вза$
имодействий. В нормальных фибробластах теломе$
раза вместе с нуклеолином локализуется в ядрышке
[59]. Функции, структура и посттрансляционные
модификации нуклеолина подробно рассмотрены
в обзоре [58]. Приведены данные о том, что в ядре
нуклеолин участвует в регуляции клеточного цикла
и транскрипции многих генов, в стабилизации те$
ломер (путем связывания с одноцепочечными
G$богатыми участками), а также в репликативном
старении клеток. Вне ядра этот белок способен
взаимодействовать со многими белками. Он регу$
лирует активность факторов транскрипции и
протеинкиназ, влияя таким образом на пролифе$
рацию клеток. В гликозилированном состоянии
нуклеолин образует кластеры на поверхности
клеток и выполняет рецепторные функции. С его
участием происходит передача сигналов факто$
ров роста и цитокинов, а также эндоцитоз вирус$
ных белков [59].

Среди белков шелтеринового комплекса с ак$
тивностью теломеразы наиболее тесно связана тан$
кираза – поли(ADP$рибозо)полимераза. Удлине$
ние теломер, катализируемое теломеразой, инги$
бируется белком TRF1, связывающим теломерные
повторы (telomere repeat binding factor 1). Танки$
раза 1 (TNKS1) поли(ADP)$рибозилирует TRF1,
что приводит к отделению этого белка от теломер,
которые становятся доступными для взаимодей$
ствия с теломеразой. В свою очередь, функция
TNKS1 регулируется путем фосфорилирования po$
lo$подобной киназой 1 (Polo$like kinase 1 – Plk1)
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[60]. Отмечается прямая корреляционная связь
между экспрессией генов TNKS1 и hTERT, при
этом уровень экспрессии обоих генов увеличен
при раке [61]. Накоплены доказательства в пользу
того, что во многих клетках TNKS1 (и, вероятно,
TNKS2) является основным компонентом сиг$
нального пути Wnt/β$катенин [62, 63]. Ингибиро$
вание TNKS1 ускоряет укорачивание теломер,
вызванное подавлением теломеразной активно$
сти. Все это позволяет предполагать, что при он$
кологических заболеваниях наиболее успешной
будет комбинированная терапия, направленная
на ингибирование активности обоих ферментов
[64]. Танкиразы 1 и 2 – ферменты, участвующие
в посттрансляционной модификации. Танкира$
зы могут взаимодействовать с различными бел$
ками, влиять на протекающие в клетке процес$
сы, в том числе на перемещение рецептора
GLUT$4, что отражается на стимулируемом ин$
сулином поглощении глюкозы клетками, т.е. на
энергетическом метаболизме. Танкиразы 1 и 2,
вероятно, взаимозаменяемы в случае взаимодей$
ствия с TRF1 и IRAP (insulin$responsive aminopep$
tidase) [65]. Однако наличие у TNKS1 некоторых
структурных особенностей позволяет специфи$
чески влиять (например, ингибировать) именно
на этот фермент [66]. Таким образом, танкираза
как сама по себе, так и вместе с теломеразой мо$
жет служить мишенью для противоопухолевой
терапии. Увеличение теломеразной активности и
параллельное повышение уровня танкиразы с ее
разнообразными эффектами, особенно на энер$
гетический метаболизм, и приводит, возможно, к
“улучшению качества жизни” клетки, о чем будет
сказано далее. 

Некоторые особенности метаболизма, потен$
циальные факторы риска развития опухолевых
заболеваний способствуют активации теломера$
зы или стимулируют ее биосинтез. Белок лептин
и его мембранные рецепторы играют централь$
ную роль в регуляции массы тела, а экспрессия
гена лептина коррелирует с экспрессией hTERT.
Сигналы лептина передаются преимущественно
через JAK/STAT (Janus$activated Kinase/signal
transducers and activators of transcription), что
приводит к повышению экспрессии гена hTERT
и продукции таких важных регуляторов клеточ$
ного цикла и выживаемости клеток, как циклин
D1, с$Myc и сурвивин. В опосредуемой лепти$
ном регуляции экспрессии hTERT участвуют
также Myc/Max/Mad, что в ряде случаев связано
с ацетилированием гистонов в проксимальном
участке промотора гена hTERT [67]. 

Холестерин (в составе липопротеинов) и его
специфический поверхностный рецептор – Ск –
вовлечен в регуляцию транскрипции hTERT в мо$
нонуклеарных клетках периферической крови

человека. Активация этого рецептора приводит к
подавлению экспрессии гена hTERT в результате
репрессии генов c$Myc и PPARγ (peroxisome prolif$
erator$activated receptor$γ), кодирующего фактор
транскрипции, вовлеченный в регуляцию адипо$
генеза, гомеостаза глюкозы, а также клеточной
дифференцировки и пролиферации, экспрессии
многих генов, связанных с канцерогенезом [68, 69].
Следовательно, существует обратная связь между
активированным рецептором холестерина и экс$
прессией гена hTERT [68]. 

Таким образом, на экспрессию hTERT влияют
определенные метаболиты, причем преимуще$
ственно энергетического и липидного обмена. 

Возможно, существуют не только общие, но и
тканеспецифичные механизмы активации экс$
прессии гена hTERT. Например, в CD8+ T$лим$
фоцитах аденозиндезаминаза повышает экспрес$
сию генов CD28 и hTERT, а аденозин, напротив,
стимулирует снижение содержания CD28, паде$
ние уровня теломеразы и ускорение клеточного
старения [70].

Предполагается, что активировать теломеразу
и ее каталитическую субъединицу, обладающую
значимыми самостоятельными биологическими
активностями, можно воздействуя на экспрессию
гена hTERT и формирование ферментативных
комплексов, а также на локализацию TERT и ее
взаимодействие с другими компонентами клетки.

ПОВЫШЕНИЕ ТЕЛОМЕРАЗНОЙ 
АКТИВНОСТИ С ПОМОЩЬЮ 
ЭКЗОГЕННЫХ СОЕДИНЕНИЙ

Установлено, что фитогормоны обладают спо$
собностью стимулировать теломеразную актив$
ность. Ауксин (индолилуксусная кислота) индуци$
рует теломеразную активность в тех органах расте$
ний, где она обычно отсутствует. Способность к
индукции связана с модификацией ауксином бел$
ка, регулирующего транскрипцию гена TERT [71].

На уровень теломеразной активности у чело$
века влияет синтетический пептид эпиталон (Ala$
Glu$Asp$Gly), первичная структура которого со$
ответствует структуре пептидов эпифиза. Этот
пептид связывается с промотором гена hTERT
[49]. Эпиталон активирует ген hTERT в культиви$
руемых фетальных фибробластах человека, в ко$
торых этот ген обычно не экспрессируется. В
клетках, обработанных эпиталоном, длина тело$
мер увеличена приблизительно на 33%. Такие
клетки способны к более длительной пролифера$
ции, превышающей предел Хейфлика, без прояв$
лений признаков онкотрансформации [72, 73]. 

В результате эмпирического скрининга акти$
ваторов теломеразы обнаружили, что подобной
активностью обладает циклоастрагенол (cycloas$
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tragenol$CAG, ТАТ$2), выделенный из растения
Astragalus membranaceus, применяемого в китай$
ской медицине. ТАТ$2 является агликоном, про$
изводным астрагалозида IV (рисунок), он быстро
проникает в клетки путем пассивной диффузии,
как показано на культивируемых клетках. В мик$
росомах печени крыс и человека ТАТ$2 подверга$
ется моногидроксилированию и окислению, а
продукты окисления гидроксилируются. После
инкубации с микросомами в течение 30 мин не$
метаболизированным остается лишь 10–20%
ТАТ$2 [74]. 

Известно, что в процессе иммунного ответа в
Т$ и В$лимфоцитах возрастает теломеразная ак$
тивность [75, 76]. Оказалось, что активатор ТАТ$2
может замедлять укорачивание теломер, повы$
шать репликативный потенциал и иммунные
функции CD8+T$лимфоцитов: продукцию цито$
кинов и хемокинов, противовирусную актив$
ность. Такое действие особенно выражено в слу$
чае CD8+T$клеток, полученных от HIV$инфици$
рованных индивидов. Известно, что Т$лимфоциты
HIV$инфицированных теряют способность к про$
лиферации, и связано это именно с активностью
теломеразы, так как конкурентный ингибитор те$
ломеразы GRN163L, последовательность нуклео$
тидов которого комплементарна матричному
участку hTR, препятствует эффектам ТАТ$2 [77].
Оказалось, что ТАТ$2 повышает экспрессию гена
hTERT с использованием сигнального пути
MAPK/ERK (mitogen$activated protein kinase/ex$
tracellular regulated kinase). ТАТ$2 влияет также на
посттрансляционное фосфорилирование hTERT,
которое активирует фермент [77]. 

Интересно, что стабилизация длины теломер,
повышение пролиферативного потенциала, уве$
личение теломеразной и противовирусной актив$

ности наблюдалось также при трансдукции гена
hTERT в Т$лимфоциты HIV$инфицированных
индивидов [78]. 

Выделено также несколько аналогов цикло$
астрагенола. Показано, что астрагалозид IV оказы$
вает положительное действие при ишемии голов$
ного мозга и сердца крыс [79], регулирует уровень
глюкозы в крови [80], проявляет кардиопротектор$
ную активность [81], однако не известно, как эти
факторы связаны с активацией теломеразы. 

ТА$65® – активатор теломеразы, также выде$
ленный из растения A. membranaceus, индуцирует
экспрессию гена hTERT, дозозависимо увеличи$
вает теломеразную активность и длину теломер в
неонатальных кератиноцитах и фибробластах че$
ловека [82]. ТА$65® способен увеличивать сред$
нюю длину теломер и уменьшать долю критиче$
ски коротких теломер и повреждений ДНК в
фибробластах мыши. ТА$65® не повышает тело$
меразную активность и не удлиняет теломеры в
фибробластах мышей с нокаутом гена mTERT. У
мышей, получавших ТА$65®, улучшалось состоя$
ние кожи и костей, возросла толерантность к глю$
козе. Частота злокачественных заболеваний при
этом не возрастала [83]. У людей, принимавших
ТА$65® (10–50 мг ежедневно в течение 3–6 мес) и
наблюдавшихся в течение года, улучшались пока$
затели иммунной системы: уменьшалось количе$
ство стареющих цитотоксических (CD8+/CD28–)
T$лимфоцитов и натуральных киллерных клеток,
значительно меньше стало клеток с короткими
теломерами, хотя средняя длина теломер не изме$
нилась. Более выраженные изменения отмечены
у серопозитивных в отношении цитомегаловиру$
сов индивидов. Негативных изменений выявле$
но не было. Предполагается проведение контро$
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лируемых рандомизированных испытаний, на$
правленных на оценку специфичности действия
ТА$65 на человека [82].

Генистеин – изофлавон, выделенный из сои,
лугового клевера и других растений, обладает фи$
тоэстрогенной активностью. Генистеин регулиру$
ет транскрипцию гена hTERT [84]. На клетках ра$
ка предстательной железы показано, что в низких
концентрациях генистеин повышает теломераз$
ную активность, а в высоких – подавляет ее. 

Ресвератрол, которым богат красный виноград
и ряд других растений, относится к фитоалекси$
нам, веществам фенольной природы, защищаю$
щим растения от грибной инфекции. Ресвератрол
влияет на посттрансляционную модификацию и
локализацию теломеразы, ингибирует фермент в
опухолевых клетках и увеличивает его активность
в предшественниках эпителиальных и эндотели$
альных клеток [85–87]. 

Препараты из группы статинов, применяемые
для снижения уровня холестерина при атероскле$
розе, замедляли укорачивание теломер в лейкоци$
тах периферической крови больных, активность
теломеразы при этом не изучали [88]. 

Таким образом, влияние на теломеразную ак$
тивность может зависеть как от дозы вещества, так
и от направления и стадии дифференцировки кле$
ток. Можно согласиться с авторами обзора [89],
что, вероятно, существует возможность регуляции
теломеразной активности при помощи лекар$
ственных средств, однако очень многое еще пред$
стоит выяснить.

ТРАНСДУКЦИЯ ГЕНА hTERT

Перед клеточной терапией стоят задачи повы$
шения способности тканей к регенерации, а так$
же получения необходимого количества клеток
нужного фенотипа для замещения поврежденных
клеток и клеток$переносчиков для направленной
доставки нужных генов. Большие надежды свя$
зывают с использованием веществ, стимулирую$
щих теломеразную активность, либо с трансфек$
цией каталитической субъединицы теломеразы. 

Мезенхимные стволовые клетки человека
(hMSC) обладают способностью к остеогенной,
адипогенной и хондрогенной дифференцировке
при определенных условиях in vivo и in vitro. Однако
в костном мозге, обычном источнике hMSC, их со$
держание не превышает 0.01%, а выращиванию в
культуре мешает репликативное старение с паде$
нием теломеразной активности [90, 91]. У культи$
вируемых hMSC предел Хейфлика равен 40 удвое$
ниям, далее клетки теряют пролиферативный по$
тенциал и способность к дифференцировке [92,
93]. Трансфекция гена hTERT с помощью ретро$
вирусного вектора в ряде случаев приводила не

только к желаемому росту клеток, но и к их онко$
трансформации [94]. Однако в некоторых случаях
удавалось сохранять исходный фенотип клеток
при трансфекции гена hTERT в составе ретрови$
русного вектора и при длительном культивирова$
нии [95]. Успешным оказалось использование
лентивирусного вектора. Получен клон hMSC, в
котором в течение длительного времени сохраня$
лась экспрессия генов$супрессоров (т.е. исход$
ный фенотип) и способность к последующей
дифференцировке, как и у исходных клеток [94].
В другом опыте иммортализованные MSC, суще$
ствовавшие в культуре в течение 6 нед и более, со$
храняли первичный фенотип (CD34–, CD45–,
SH2+(CD105), SH3+(CD73). Внутривенное введе$
ние таких клеток животным с ишемическими по$
вреждениями головного и спинного мозга ока$
зывало терапевтический эффект [96]. Многие
клетки, как известно, отвечают на трансфекцию
гена hTERT повышением репликативного по$
тенциала, способности к дифференцировке и
резистентности к повреждающим воздействиям
(остеобласты, нейроны и их предшественники,
эпителиальные клетки, хондроциты, клетки ко$
ры надпочечников, кератиноциты, пигментный
эпителий сетчатки глаза, фибробласты, кардио$
миоциты, цитотоксические Т$лимфоциты, ге$
мопоэтические стволовые клетки, гепатоциты,
холангиоциты, скелетные миоциты и др.) [42].

В hMSC, экспрессирующих ген hTERT в соста$
ве ретровирусного вектора, выявлено 20 белков,
содержание которых отличалось от содержания в
исходных hMSC на определенных стадиях роста
(прошедших определенное число удвоений по$
пуляции). Экспрессия генов большей части этих
белков также изменялась. Изменения затраги$
вали белки, выполняющие различные функции:
Ca$связывающие, структурные белки, шаперо$
ны, участвующие в фолдинге других белков, ан$
тиоксидантные белки, белки, связанные с тран$
скрипцией, трансляцией, метаболизмом, образо$
ванием энергии и с трансдукцией сигнала [97]. 

Можно отметить некоторые особенности, на$
блюдаемые в ряде случаев при трансдукции гена
hTERT. 

Иммортализация глиальных клеток обоня$
тельной луковицы человека достигалась путем
трансфекции генов BMI1 (polycomb ring finger on$
cogene) и hTERT. Популяция клеток, трансфици$
рованных геном TERT, была менее однородной
со значительным количеством стареющих и по$
коящихся клеток, тогда как клетки, трансфици$
рованные одновременно генами BMI1 и hTERT,
сохраняли исходный кариотип, генетическую
стабильность и уровень маркеров клеточного ста$
рения (т.е. пролиферативный потенциал) даже
после 300 дней культивирования [98].
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Иммортализованные геном hTERT клетки ко$
ры надпочечников оказались пригодными для
проведения заместительной терапии адреналэк$
томированным мышам с иммунодефицитом.
Трансфекция только гена hTERT не сопровожда$
лась опухолевой трансформацией и увеличением
экспрессии онкогенов, но приводила к измене$
нию активности других генов, а клетки станови$
лись более устойчивыми к различным воздей$
ствиям [99]. 

Введение гена hTERT в культивируемые нор$
мальные фибробласты легкого и клетки HepG2
оказывало терапевтический эффект и предупре$
ждало острое повреждение клеток такими ток$
сичными веществами, как четыреххлористый уг$
лерод, D$галактозамин и др. [100]. 

Ген hTERT, кодирующий активную и неактив$
ную (мутантную) каталитическую субъединицу те$
ломеразы человека, вводили мышам. Оказалось,
что у животных, содержащих активную TERT, уве$
личилась продолжительность жизни. Усиление
пролиферации наблюдали в опытах с культивируе$
мыми кардиомиоцитами, трансфицированными
активной ТЕRT [101]. Согласно некоторым сооб$
щениям, в клетках, не обладающих теломеразной
активностью, hTERT вовлечена в ответ на двухце$
почечные разрывы ДНК [102]. Показано, что
продукция TERT усиливала рост клеток и их
пролиферацию независимо от элонгации тело$
мер [103]. Следует отметить, что многие пред$
ставления о разнообразных функциях каталити$
ческой субъединицы теломеразы появились
благодаря экспериментам, в которых клетки
трансфицировали геном TERT либо использо$
вали трансгенных животных. У трансгенных мы$
шей при сверхпродукции mTERT возникали опу$
холи молочной железы – интраэпителиальные
неоплазии, переходящие в дальнейшем в инва$
зивный рак [104], что явно связано не с удлинени$
ем теломер. У мышей теломеры длиннее, чем у че$
ловека [105], поэтому после генетической инакти$
вации теломеразы могут нормально существовать
четыре поколения потомков этих мышей [106].
Кроме того, нормальные соматические клетки мы$
шей содержат активную теломеразу [107]. Пока$
зано, что каталитическая субъединица mTERT
активирует экспрессию генов, вовлеченных в
сигнальный путь Wnt, и таким образом влияет
на пролиферацию клеток [108, 109].

Возможно, что TERT влияет на клеточную про$
лиферацию при помощи другого механизма. На$
пример, трансдукция hTERT вызывает увеличение
пролиферации эпителиальных клеток молочной
железы человека (HMEC), изменяя уровень таких
регуляторных белков, как циклин D1, A2, E2F,
pRB, причем для этого необходим неповрежден$
ный каталитический домен TERT [14]. 

Малигнизацию клеток можно объяснить уве$
личением дозы экспрессируемого гена и эктопи$
ческой экспрессией гена mTERT. Предполагает$
ся, что TERT может стимулировать рост опухоле$
вых стволовых клеток, и эта функция не зависит
от функции поддержания теломер [110]. Проли$
ферацию стволовых клеток и их малигнизацию
при сверхпродукции TERT, по$видимому, можно
объяснить взаимодействием TERT с фактором
транскрипции BRG1, в результате которого ремо$
дулируется связывание β$катенина и включается
Wnt$сигнализация, характерная для стволовых и
опухолевых клеток [111]. Кроме того, TERT,
предположительно, взаимодействует с тем же
промоторным элементом, что и BRG1 и активи$
рует сигнальный путь Wnt [108, 109]. 

Таким образом, активация теломеразы в раз$
личных клетках при трансдукции гена TERT при$
водит к противоречивым результатам. Эти про$
тиворечия сохраняются даже в практически
идентичных опытах, в которых в разных тканях
трансгенных мышей постоянно экспрессирует$
ся экзогенный ген TERT. В одних работах [112]
у таких мышей наблюдали развитие почечной па$
тологии, связанной с усилением пролиферации
почечных подоцитов и активацией Wnt$сигнали$
зации, что не зависело от удлинения теломер. В
других работах не обнаруживали почечной (и ка$
кой$либо другой) патологии, а TERT влияла на
увеличение продолжительности жизни живот$
ных, их здоровье и омоложение [113]. Эти эффек$
ты были связаны с удлинением теломер в резуль$
тате экспрессии TERT. 

Распространяются ли выводы о практически
непосредственном участии теломеразы (TERT) в
малигнизации на ситуации, когда доза экспрес$
сируемого гена не превышена, и экспрессия гена
контролируется обычными клеточными механиз$
мами, еще предстоит выяснить. От этих выводов
и конкретных условий, которые позволили бы из$
бежать малигнизации клеток при активации те$
ломеразы, зависит возможность использования
теломеразы в клинических целях. 

Результаты опытов по переносу hTERT в раз$
ные клетки и опытов, проведенных на трансген$
ных животных, позволяют сделать некоторые вы$
воды: 

1) в настоящее время используются разные
способы трансдукции hTERT, и каждый экспери$
мент уникален;

2) путем трансдукции удается вызвать появле$
ние или увеличение теломеразной активности в
клетках с различным фенотипом, повысить их
пролиферативный потенциал и устойчивость к
повреждающим воздействиям;
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3) путем трансдукции TERT достигается им$
мортализация и пролиферация клеток, что в ряде
случаев способствует их малигнизации. Это ста$
вит под вопрос возможность использования та$
ких клеток для регенерации (т.е. клеточной тера$
пии) in vivo. Возможно, исключение представля$
ют случаи иммунной реакции на белки векторных
вирусов, приводящие к элиминации иммортали$
зованных клеток;

4) транскрипция гена hTERT, а также кодируе$
мая им каталитическая субъединица теломеразы
влияют как на содержание и активность компо$
нентов теломеразного комплекса, так и на экс$
прессию многих генов;

5) эктопическая экспрессия TERT может вы$
звать изменение в распределении белка в клетке и
в иерархии регуляторных влияний на функции
каталитической субъединицы. 

Известно, что для ингибирования активности
теломеразы достаточно исключить из теломераз$
ного комплекса один из его компонентов, напри$
мер HSP90 [28], тогда как при активации экспрес$
сии одного гена h TERT возможна реактивация
всего комплекса. Согласно более ранним [114–
116] и последним данным [14], именно hTERT
оказывает антиапоптотическое действие и повы$
шает выживаемость клеток даже в отсутствие те$
ломеразной активности. Белок hTERT способен
стимулировать экспрессию не только компонен$
тов теломеразного комплекса, но и других генов.
Механизмы влияния экспрессии гена h TERT на
активность других генов изучены недостаточно.
Модуляция клеточной пролиферации опосреду$
ется, вероятно, также малыми интерферирующи$
ми РНК, производными продуктов РНК$зависи$
мой РНК$полимеразной активности TERT. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Первоначально казалось, что действие инги$
биторов теломеразной активности, независимо
от их механизма, приводит к одному и тому же ре$
зультату – укорачиванию теломер и последующей
гибели клеток. Предполагается, что способность
укорачивать теломеры, в первую очередь, можно
использовать в терапии опухолей. Применению
ингибиторов теломеразной активности должно
предшествовать изучение их физико$химических
свойств и специфичности действия, так как наи$
более специфичные соединения будут, по$види$
мому, и менее токсичными. 

Вполне вероятной представляется возмож$
ность неоднозначного ответа клеток на примене$
ние активаторов теломеразы. Различия в клеточ$
ном ответе могут быть связаны с тем, что разные
клетки или обладают разными регуляторными
механизмами поддержания способности к проли$

ферации в зависимости от типа и степени диффе$
ренцировки, или способны активировать такие
механизмы. Особенно серьезные опасения воз$
никают при трансдукции гена hTERT, прежде
всего, потому, что экспрессия этого гена способна
усиливать экспрессию других генов, участвую$
щих в пролиферации клетки, а также, предполо$
жительно, “молчащего” гена hTERT клетки$хозя$
ина. Таким образом, увеличение дозы этого гена
может создать предпосылки для малигнизации.
Необходимость в выработке строгих и надежных
критериев безопасности применения активато$
ров теломеразы и трансдукции гена hTERT нуж$
дается, по$видимому, в широком обсуждении. 
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В обзоре представлен анализ экспериментальных и отчасти клинических данных по исследованию 

эффекта активации фермента теломеразы и модуляции длины теломер химическими соединениями  и 

экстрактами растений. Укорочение теломер считается в настоящее время важнейшим фактором, 

ускоряющим клеточное старение и приводящим к возрастной дисфункции всех тканей и органов. 

Удлинять теломеры способен фермент теломераза. В связи с этим  активация теломеразы и модуляция 

длины теломер являются потенциальной стратегией в процессе реверсирования старения человека. 

Исследования были проведены на культурах клеток различных линий, лабораторных животных и, 

частично, на добровольцах. Результаты показали, что природные фармакологические средства  обладают 

широким набором эффектов: одновременной активации теломеразы и модуляции длины теломер, 

активации теломеразы без влияния на длину теломер, увеличения длины теломер без активации 

теломеразы, ингибирования и активации теломеразы одним и тем же соединением в зависимости от дозы. 

В связи с тем, что активация теломеразы тесно связана с процессами канцерогенеза, в обзоре особое 

внимание уделяется природным средствам, обладающим бинарным действием – способностью 

активировать теломеразу и одновременно ингибировать процессы канцерогенеза. Делается вывод, что 

полученные результаты открывают хорошие перспективы создания новых безопасных антивозрастных 

препаратов. 

 

THE EFFECT OF TELOMERASE ACTIVATION AND MODULATION OF TELOMERE 
LENGTH BY CHEMICAL COMPOUNDS OF PLANTS 

  

Berezutsky M.A. Durnova N.A.   Romanteeva

 

Yu.V.   Sheremetyeva

 

A.S.   Komarova

 

E.E
Matvienko

 

U.A.   Zenina I.V.

  

FGBOU VO «Saratov State Medical University named after V.I. Razumovsky Ministry of Health of Russia», Saratov, 
e-mail: berezutsky61@mail.ru   
This review presents an analysis of experimental and partly clinical data on the study of the effect of telomerase 
enzyme activation and telomere length modulation by chemical compounds and extracts of plants. Telomere 
shortening is now considered to be the most important factor accelerating cellular aging and leading to age-related 
dysfunction of all tissues and organs. The telomerase enzyme is able to elongate telomeres. Therefore, telomerase 
activation and modulation of telomere length is a potential strategy in the process of human aging reversal. The 
studies have been carried out on cell cultures of various cell lines, laboratory animals and, in part, on volunteers. 
The results showed that natural pharmacological agents have a wide range of effects: simultaneous activation of 
telomerase and modulation of telomere length, activation of telomerase without affecting telomere length, 
increasing telomere length without activating telomerase, and inhibition and activation of telomerase by the same 
compound in a dose-dependent manner. Since telomerase activation is closely connected with the processes of 
carcinogenesis, special attention in this review is paid to natural remedies with a binary effect- the ability to 
activate telomerase and inhibit carcinogenesis at the same time. It is concluded that the results open up good 
prospects for design and development of new safe anti-aging medicines. 

 

 

В последние десятилетия значительно возрос интерес к работам в области 

реверсирования процессов старения человека и создания эффективных антивозрастных 

препаратов [1]. Народная медицина на протяжении нескольких тысячелетий занималась 



поиском и проверкой на медицинской практике лекарственных растений, замедляющих 

процессы старения.  К настоящему времени у ряда растений, применяемых в народной 

медицине, экспериментально установлено наличие различных антивозрастных эффектов, а на 

основе отдельных видов созданы уникальные препараты, влияющие на процессы старения. В 

частности, не только лабораторные, но и клинические исследования подтвердили наличие у 

некоторых сборов традиционной китайской медицины свойств более эффективно, чем 

применяемые в настоящее время препараты, воздействовать на протекание таких 

неизлечимых возрастных нейродегенеративных заболеваний, как болезни Альцгеймера и 

Паркинсона [2]. Хорошие перспективы в разработке методов терапии этих сенильных 

нейродегенеративных заболеваний показали химические соединения, содержащиеся в  истоде 

тонколистном (Polygala tenuifolia Willd.) [3] и орхидее гастродии высокой (Gastrodia elata 

Blume) [4]. Однако еще десятки лекарственных растений традиционной медицины могут 

рассматриваться в качестве кандидатов, на основе которых будут созданы новые эффективные 

антивозрастные препараты. 

Такие важнейшие процессы функционирования клеток, как их способность делиться, 

дифференцироваться и регенерировать,  во многом определяются длиной концевых участков 

хромосом – теломер, которые обеспечивают их целостность и стабильность. В большинстве 

нормальных клеток теломеры становятся короче с каждым клеточным делением на 50–200 пар 

нуклеотидов из-за проблемы репликации концов, что в итоге приводит к необратимой 

остановке клеточного цикла  [5].  Укорочение теломер считается в настоящее время 

важнейшим фактором, ускоряющим клеточное старение и приводящим к возрастной 

дисфункции всех тканей и органов. Исследования  показали, что короткая длина теломер тесно 

связана с сердечно-сосудистыми заболеваниями, инсультом,  раком, артритом, остеопорозом, 

катарактой, диабетом 2-го типа, психическими заболеваниями и деменцией [6]. Имеются 

интересные данные о связи употребления наркотиков и укорочения теломер [7]. Установлено  

также, что от длины теломер зависят сложность и эффективность лечения некоторых 

возрастных заболеваний, в частности возрастной макулярной дегенерации [8]. В связи с этим 

изучение процессов модуляции длины теломер представляет большой теоретический и 

практический  интерес для исследователей различных областей биологии и медицины, в 

первую очередь таких, как геронтология и онкология. 

Удлинять теломеры способен фермент теломераза – специализированный 

рибонуклеопротеиновый комплекс, важнейшим компонентом которого является теломеразная 

обратная транскриптаза человека (hTERT), катализирующая синтез новых теломерных 

повторов на основе шаблона РНК. Установлено также, что hTERT выполняет многие 

нетеломерные функции, которые тоже непосредственно связаны с процессами старения 



клеток: защищает митохондриальную ДНК, увеличивает мембранный потенциал 

митохондрий, снижает уровень АФК, ингибирует индукцию апоптоза. Показано, что 

теломеразная обратная транскриптаза увеличивает пролиферативный потенциал стволовых 

клеток независимо от его функции удлинения теломер [9]. Активность теломеразы является 

высокой  на ранних стадиях внутриутробного развития человека и значительно ограничена в 

большинстве нормальных клеток взрослого человека, кроме мужских половых клеток и 

активированных лейкоцитов [10]. Экспериментально установлено, что повышение  

активности теломеразы можно индуцировать с помощью ряда экзогенных химических 

соединений, как синтетических, так и природного происхождения [11]. В связи с этим  

активация теломеразы и модуляция длины теломер являются потенциальной стратегией в 

процессе реверсирования старения человека. Однако теломераза и уровень ее экспрессии 

потенциально тесно связаны с побочными отрицательными эффектами. Известно, что 

активность теломеразы и особенно ее субъединицы hTERT в раковых клетках в несколько раз 

выше, чем в нормальных [12].  

В предыдущем обзоре [13] мы подробно описывали способность экстракта корня 

астрагала перепончатого – Astragalus membranaceus (Fisch. ex Link) Bunge,  его отдельных 

компонентов (полисахариды, астрагалозид, циклоастрогенол, алкалоиды), а также созданного 

на их основе препарата ТА-65 (Telomerase activator-65) активировать теломеразу и 

увеличивать длину теломер. Данный эффект был получен не только в результате большой 

серии экспериментов на культурах клеток, но и в двух клинических исследованиях. Особенно 

важно, что экстракт Astragalus membranaceus, а также отдельные его компоненты 

одновременно показали способность вызывать  индукцию апоптоза, остановку клеточного 

цикла, подавление пролиферации,  ингибирование миграции,  инвазии и ангиогенеза раковых 

клеток [14]. Полученные результаты делают актуальным поиск других соединений 

природного происхождения с подобным бинарным действием, а также соединений, способных 

модулировать длину теломер без увеличения активности теломеразы. Экспериментальные 

исследования последних лет позволили выявить подобные эффекты у ряда химических 

соединений, экстрактов и сборов растений. 

Эфирные масла 

В эксперименте на клетках линии K562 (хроническая миелогенная лейкемия человека) 

было изучено действие 31 вида эфирных масел, выделенных из различных растений. Клетки 

подвергали воздействию перекиси водорода, что приводило в отсутствие добавления масел к 

уменьшению длины теломер примерно на 40%. Параллельно клетки обрабатывались маслами 

в субтоксической концентрации (0,005%) в течение 48 часов. Результаты показали, что 

воздействие эфирного масла базилика обыкновенного (Ocimum basilicum L.) (содержит 11 



компонентов) привело к восстановлению длины теломер примерно на 70% по сравнению с 

контролем. Особый интерес вызывает тот факт, что данный эффект был связан не с 

повышением экспрессии гена hTERT, кодирующего каталитическую субъединицу 

теломеразы, а с подавлением супрессора длины теломер TRF-1 (TERF-1). Таким образом, 

увеличение длины теломер было достигнуто без увеличения активности теломеразы и 

связанного с этим повышением риска индуцирования канцерогенеза [15].  Кроме того, 

эфирное масло базилика обыкновенного обладает подтвержденной противораковой 

активностью. Оно показало сильный цитотоксический эффект в экспериментах на клеточных 

линиях рака шейки матки человека (HeLa), эпителиальной карциномы гортани человека (HEp-

2),  эмбриональных фибробластов мыши (NIH 3T3) [16],  инвазивной аденокарциномы 

протоков молочной железы человека (MCF-7), аденокарциномы молочной железы человека 

(MDA-MB-231) и глиобластомы человека (U-87 MG) [17]. 

Полисахариды 

Полисахариды дягиля китайского (Angelica sinensis (Oliv.) Diels), который применяется 

в Китае не только как лекарственное, но и как пищевое растение, исследовали на мышах, 

которых подвергли  рентгеновскому облучению. Это приводило к уменьшению длины 

теломер (определяли при помощи саузерн-блоттинга) и снижению активности теломеразы 

(определяли при помощи TRAP-PCR) в гемопоэтических стволовых клетках. Пероральное 

введение во время облучения полисахаридов значительно ингибировало уменьшение длины 

теломер и повышало активность теломеразы [18]. При этом полисахариды данного растения в 

других экспериментах индуцировали апоптоз клеток рака молочной железы [19]. 

В эксперименте на мышах с моделью подострого старения, которая была индуцирована 

введением D-галактозы, полисахариды цистанхе пустынного (Cistanche deserticola Y.C. Ma) 

достоверно повысили активность теломеразы в клетках сердца и головного мозга [20]. Водный 

экстракт этого растения, богатый полисахаридами, оказался эффективен в профилактике 

колоректального рака [21]. Полисахариды другого паразитического растения – циномория 

джунгарского (Cynomorium songaricum Ruprecht) в сходных по методике экспериментах, где 

модель старения создавалась при помощи введения D-галактозы, значительно повысили 

активность теломеразы в клетках семенников [22], а также увеличили длину теломер 

(определяли методом гибридизации и хемилюминесценции) в клетках крови и мозга мышей 

[23]. 

Флавоноиды  

Флавоноиды горянки коротконогой (Epimedium brevicornu Maxim.) в эксперименте на 

эмбриональных диплоидных фибробластических клетках легких человека (2BS) проявили 

способность удлинять теломеры (определяли при помощи метода саузерн-блоттинга 



теломерных рестрикционных фрагментов), но при этом не вызывали активации теломеразы 

(определяли методом TRAP) [24]. Сумма флавоноидов молочая приземистого (Euphorbia 

humifusa Wild.) при воздействии на клетки половых органов и мозга старых мышей вызвала 

активизацию в них теломеразы [25], а пренилированный халкон – паратокарпин Е, 

выделенный из этого растения, продемонстрировал значительную цитотоксичность (IC50 при 

19,6 μM) в отношении клеток линии MCF-7 (инвазивная аденокарцинома протоков молочной 

железы человека) [26]. 

Интересно, что у некоторых соединений данной группы конечный эффект зависит от 

концентрации вещества. Примером является изофлавон генистеин, содержащийся во многих 

представителях семейства бобовых и других растениях. Высокие концентрации этого 

соединения блокируют активность теломеразы, а низкие, наоборот, повышают. В частности, в 

эксперименте на клетках рака предстательной железы человека линий DU-145 и LNCaP низкие 

и физиологически достижимые концентрации генистеина – 0,5 и 1 мкМ –  повышали 

активность теломеразы примерно в 1,5 раза, а при концентрациях 10–100 мкМ она значительно 

снижалась. Повышение активности теломеразы в данном эксперименте не влияло на длину 

теломер [27].   

Другие соединения 

В группе тритерпеновых гликозидов выраженное влияние на теломеразу и длину 

теломер оказывает гинзенозид Rg1, содержащийся в корнях женьшеня настоящего (Panax 

ginseng C.A. Mey.). В двух экспериментах на клетках фибробластов человека, искусственное 

старение которых было вызвано обработкой трет-Бутилгидропероксидом [28] и 8-

метоксипсораленом совместно с воздействием ультрафиолета [29], предварительная 

обработка гинзенозидом Rg1 приводила к активации теломеразы и замедлению укорочения 

теломер. 

Фракция тритерпенов, выделенная из центеллы азиатской (Centella asiatica (L.) Urb.), 

увеличила активность теломеразы (измеряли с помощью набора PCR-ELISA (Sigma-Aldrich))  

в мононуклеарных клетках периферической крови человека в 8,8 раза по сравнению с 

необработанными клетками. Интересно, что это оказалось значительно выше подобных 

показателей, полученных в данном эксперименте, у препарата «ТА-65», о котором мы 

упоминали во введении [30]. Экстракт этого растения ингибировал на 50% укорочение 

теломер в культуре клеток млекопитающих линий HEK293 и 3T3L1 по сравнению с 

контролем, а также увеличил среднюю продолжительность жизни самцов Drosophila 

melanogaster на 23,9%, а самок – на 12,6%. В эксперименте на клетках рака легкого человека 

линии A549 тритерпеноиды из центеллы азиатской  – азиатиковая кислота, мадекассовая 



кислота и азиатикозид – в нетоксических концентрациях ингибировали индуцированную 

ионизирующим излучением миграцию и инвазию клеток [31].  

Экстракты лекарственных растений 

В ряде работ приводятся сведения лишь по экстрактам растений; при этом пока не 

установлены группа веществ или конкретное соединение из их состава, непосредственно 

отвечающие за выявленные эффекты. Экстракт корней цинанхума Бунге (Cynanchum bungei 

Decne.) значительно увеличил активность теломеразы в клетках мышей с моделью старения, 

индуцированного введением D-галактозы [32], а два эпимера из этого растения – 

цинанбунгейгенины C и D – являются перспективными соединениями при лечении 

медуллобластомы и других Hh-зависимых злокачественных новообразований [33]. Экстракт 

корневища купены сибирской (Polygonatum sibiricum Delar. ex Redoute) повысил активность 

теломеразы  в клетках гонад и мозга мышей с моделью искусственного старения [34]. При 

этом полисахариды, содержащиеся в большом количестве в экстракте этого растения,  

ингибировали процессы канцерогенеза в экспериментах на клетках линии  RAW264.7 [35]. В 

исследовании  in vitro на клетках линии HeLa экстракт корней витании снотворной (Withania 

somnifera (L.) Dunal) в концентрации 10–50 мг / мл повысил активность теломеразы  на 45% 

[36]. Корни витании снотворной при этом считаются одним из лучших природных средств для 

профилактики и лечения различных форм рака; причем при терапии рака предстательной 

железы и легких хороший эффект отмечается даже на поздних стадиях. Экстракт плодов 

терминалии хебула (Terminalia chebula Retz.) в эксперименте на клетках линии  HEK-N/F 

показал эффект ингибирования процесса укорочения теломер. В частности, не обработанные 

экстрактом клетки в процессе культивирования уменьшили теломеры с 12,0 тыс. пар 

нуклеотидов до 7,9 тыс. пар, а в клетках, которые непрерывно обрабатывали экстрактом, 

теломеры уменьшились лишь до 9,6 тыс. пар [37]. Экспериментальные исследования показали, 

что экстракт плодов этого растения обладает антиканцерогенной активностью при карциноме 

[38], раке толстой кишки [39], груди, предстательной железы [40] и др.  

Значительного увеличения средней длины теломер (28  kp  по сравнению с 22  kp в 

контрольной группе (p<0,05) удалось добиться при использовании экстракта травы портулака 

огородного (Portulaca oleracea L.) при введении дозы 10 мг/кг в день самцам мышей 3-

месячного возраста; aктивность теломеразы также была увеличена (p<0,05) [41]. Экстракт 

стеблей ункарии китайской (Uncaria sinensis (Oliv.) Havil.) ингибировал возрастное 

укорочение теломер у клеток линии HEK-N/F; при этом  непрерывное введение данного 

экстракта в дозе 3 мкг/мл привело к увеличению продолжительности жизни этих клеток в 

культуре на 201% [42].  Экстракт листьев гинкго двулопастного (Ginkgo biloba L.) в дозе 25 



мг/л значительно (p˂0,05) увеличил активность теломеразы в эндотелиальных клетках-

предшественниках через сигнальный путь PI3k/Akt [43]. 

Сборы лекарственных растений 

Были получены данные по  сбору, применяемому в традиционной китайской медицине, 

– «Qilianshupi» (4 компонента). Исследования проводились на крысах линии Wistar, которым 

была создана модель хронического атрофического гастрита, считающегося  предраковым 

заболеванием желудочно-кишечного тракта. Это привело к уменьшению средней длины 

теломер в клетках слизистой оболочки желудка (определяли методом гибридизации и 

хемилюминесценции) на 10 kbp и сильному повышению активности теломеразы (измеряли с 

помощью набора Telo TAGGG Telomerase PCR ELISA PLUS (Roche)) по сравнению с 

нормальной группой. В группе, которая при этом получала   высокую  дозу сбора  (2  г/мл) в 

течение 15 недель, было отмечено сильное ингибирование укорочения теломер; оно составило 

всего 2 kbp по сравнению с нормальной группой. Активность теломеразы при этом была 

снижена и незначительно отличалась от показателей нормальной группы [44]. 

Особый интерес представляют клинические исследования индийского 

омолаживающего сбора «Amalaki Rasayana» (3 компонента). Для исследования были выбраны 

116 здоровых, некурящих и не употребляющих алкоголь мужчин-добровольцев в возрасте от 

45 до 60 лет. Они принимали «Amalaki Rasayana» по 45 г раз в день на протяжении 45 дней. 

На 0-й, 45-й и 90-й день в мононуклеарных клетках периферической крови анализировали 

активность теломеразы (метод TRAP)  и длину теломер (количественный ПЦР-метод). 

Результаты показали значительное увеличение (p<0,001) активности теломеразы  по 

сравнению с группой, принимавшей плацебо. Наибольшее увеличение наблюдалось у людей 

в возрасте 45–52 года. При этом не было зафиксировано изменения длины теломер, что, по 

мнению авторов исследования [45], может быть связано с коротким периодом наблюдения (90 

дней), в то время как данный состав следует применять в течение длительного периода 

времени. 

Заключение 

Таким образом, эксперименты на культурах клеток, лабораторных животных и  

отдельные клинические исследования позволили выявить значительное число  химических 

соединений, а также экстрактов и сборов растений, которые обладают свойствами влиять на 

активность теломеразы и длину теломер. Интересно, что при этом они продемонстрировали 

широкий и разнообразный спектр эффектов: одновременной активации теломеразы и 

модуляции длины теломер, активации теломеразы без влияния на длину теломер, увеличения 

длины теломер без активации теломеразы, ингибирования и активации теломеразы одним и 

тем же соединением в зависимости от дозы. Важно, что многие из этих средств показали 



различные эффекты ингибирования процессов канцерогенеза. Подобное бинарное действие 

природных соединений делает возможным использование природных модуляторов 

теломеразы в различных областях медицины и, в частности,  открывает перспективы создания 

новых безопасных антивозрастных препаратов для улучшения качества и продолжительности 

жизни человека. 
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В обзоре представлен анализ публикаций, посвященных выявлению биологической активности, 
компонентного состава, фармакологических свойств и терапевтического потенциала различных 
компонентов растения Withania somnifera. При подготовке настоящей публикации использовались 
статьи в изданиях, включенных в PubMed, Scopus. Проведенный анализ показал, что в составе Withania 
somnifera присутствует широкий спектр биологически активных веществ: алкалоиды, стероидные 
соединения (витанолиды), сапонины, аминокислоты и другие. В исследованиях были 
продемонстрированы противовоспалительный, антиоксидантный, антибиотический, 
противоопухолевый, антидепрессантный, антидиабетический, адаптогенный, гепатопротекторный 
эффекты. Обзор показал, что Withania somnifera обладает терапевтическим потенциалом и может быть 
перспективным видом сырья для разработки средств, эффективных при различных заболеваниях. 
Ключевые слова: Withania somnifera, фармакогнозия, биологическая активность, растительные ресурсы, 
компонентный состав, фармакологические свойства, витанолиды, терапевтический потенциал. 
 

ВВЕДЕНИЕ 

Частота применения растительных ресурсов в качестве терапевтических средств 
при различных отклонениях в состоянии здоровья повышается с каждым годом.  

Современные фармацевтические препараты должны быть экономически 
выгодны, безопасны, эффективны и обладать широким спектром действия. Поэтому 
большое внимание уделяется поиску и введению в фармацевтику новых источников 
биологически активных веществ.  

В результате изучения и систематизации данных отечественных и зарубежных 
источников литературы по состоянию развития рынка растительных препаратов, 
выявлена тенденция роста потребности населения в лекарственном растительном 
сырье в среднем ежегодно на 17,8 %. 

Частота применения лекарств растительного происхождения в России по группам 
заболеваний (в убывающей последовательности) следующая: заболевания 
дыхательных путей, ЦНС, ЖКТ, печени, желчного пузыря, сердечно-сосудистые 
заболевания, неспецифическое повышение иммунитета, гинекологические 
заболевания, ревматические заболевания (средства для внутреннего применения) [1]. 
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Одним из перспективных растительных ресурсов, с богатым набором 
биологически активных веществ, обладающих высоким терапевтическим 
потенциалом, является Withania somnifera. 

В связи с вышесказанным цель данного обзора: проанализировать компонентный 
состав, биологическую активность и терапевтический потенциал Withania somnifera.  

При подготовке настоящей публикации использовались статьи в изданиях, 
включенных в PubMed, Scopus. Глубина поиска публикаций составила 15 лет, также 
в обзор был включен ряд более ранних работ, соответствующих теме исследования. 
Для отбора публикаций были выбраны статьи, отвечающие требованиям 
рандомизированных клинических исследований. 

Withania somnifera L. (синонимы: ашваганда, суранджан, зимняя вишня, 
индийский женьшень) – лекарственное растение семейства Solanaceae, в изобилии 
встречающееся в субтропических регионах мира: Африке, Средиземноморье, Шри-
Ланке, Пакистане и Индии. В традиционной аюрведической медицине корни и листья 
данного растения считаются незаменимыми из-за высокого терапевтического и 
нутрицевтического потенциала для лечения различных заболеваний [2]. Клинические 
и доклинические испытания показали потенциал растения в лечении 
гепатотоксичности, неврологических расстройств, тревожности, болезни Паркинсона, 
иммунологических заболеваний и гиперлипидемии. Плоды  содержат значительное 
количество сапонинов, а листья обладают свойствами, отпугивающими насекомых. 

 

1. КОМПОНЕНТНЫЙ СОСТАВ WITHANIA SOMNIFERA 

Фитохимический анализ Withania somnifera выявил наличие фармакологически 
активных стероидных лактонов, названных витанолидами [3]. Витанин, группа 
алкалоидов, выделенных из корней растения, составляет 38 % от общего веса 
алкалоидов. Основными витанолидами, выделенными из Withania somnifera в Индии, 
были витанолид D и витаферин А, которые проявляли противоопухолевые и 
цитотоксические свойства [4–6]. В дополнение к алкалоидам растение также содержит 
стероиды, сапонины, фенольные соединения, флавоноиды, фитофенолы и гликозиды: 

• Алкалоиды – ашвагандин, анагигрин, анаферин, кускогигрин, тропин, 
изопеллетиерин, псевдотропин, 3-тиглоилокстропин, 3-тропилтиглоат, 
длизопеллетиерин, гигрин, мезоанаферин, холин, сомниферин, витанин, витананин, 
хентриаконтан, визамин, витасомнин и др.  

• Стероидные соединения – эргостановые стероидные лактоны: витаферин А, 
витанолиды А-У, витасомниферин-А, витасомидиенон, витасомниферолы А-С, 
витанон и др. 

• Сапонины – ситоиндозид VII и VIII. 
• Витанолиды – ситоиндозид IX и X. 
• Витанолидные гликозиды – витанозиды I, II, III, IV, V, VI и VII. 
• Аминокислоты, витаниол, ацилстерилгликозиды, крахмал, редуцирующий 

сахар, хантреакотан, дукитол, железо. 
Медицинские свойства алкалоидов хорошо известны; они являются 

сильнодействующими основой для создания многих, если не большинства, 
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фармацевтических препаратов за последние 100 лет. Многие анальгетики, такие как 
морфин и кодеин, были получены из растений, и на их основе были разработаны 
менее вызывающие привыкание вещества, которые используют при сердечных и 
дыхательных нарушения. Одним из наиболее распространенных алкалоидов является 
никотин, получаемый из табачного растения и содержащийся в сигаретах и сигарах. 

Основными витанолидами, которые были выделены химическим путем, 
являются витаферин А и витаферин D. Эти два изолята являются стероидными; они 
представляют собой жирорастворимые органические соединения, которые легко 
синтезируются в организме и могут функционировать как сигнальные молекулы, 
воздействующие на клеточные мембраны. Эти характеристики помогают объяснить 
многие противовоспалительные и обезболивающие свойства, связанные с Withania 
somnifera, как и те, которые содержатся в других алкалоидных растительных 
соединений. 

 
2. БИОЛОГИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ WITHANIA SOMNIFERA 

Различные части растения, такие как листья, корни, цветы, кора и стебель, 
традиционно используются для лечения проблем с сердцем, разных видов боли, 
заболеваний печени, лихорадки, респираторных инфекций, ран, язв и заболеваний, 
связанных с нарушениями в работе иммунной системы. Лечебный потенциал 
растений, используемых в традиционных системах медицины (Унани и Аюрведе), 
был во многом обусловлен биологически активными веществами, такими как 
алкалоиды, стероиды, фенолы, флавоноиды и т.д.  

 

2.1 Противовоспалительная активность 
Противовоспалительный потенциал спиртового экстракта цельного растения 

был изучен и оказался более значительным, чем даже у стандартного препарата 
гидрокортизона, в основном из-за присутствия стероидов. Другое исследование 
показало, что растение вызывало дозозависимое подавление макроглобулина в 
сыворотке крови крыс, что считается показателем противовоспалительной 
активности [7]. Аналогичным образом водно-спиртовой растительный экстракт 
обладал значительной противовоспалительной активностью благодаря витанолидам 
и алкалоидам против денатурации белка in vitro. 

Многообещающий противоартритный потенциал был исследован путем 
стабилизации активности лизосомальных ферментов. Введение порошка корня в 
дозе 600 мг/кг массы тела крысам с артритом, индуцированным коллагеном, 
значительно уменьшало тяжесть артрита с улучшением функционального 
восстановления двигательной активности и рентгенологического показателя. 
Витаферин А, экстрагированный и очищенный из корней Withania somnifera 
проявлял противовоспалительную активность, воздействуя на цистеин-179 IKKβ и 
ингибируя активацию NF-kβ. Результаты были сопоставимы с действием 
стандартного препарата, сукцината натрия гидрокортизона. 
Противовоспалительный потенциал растения также может быть обусловлен 
пролиферацией лимфоцитов и замедленной гиперчувствительностью в зависимости 
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от модели воспаления, такой как артрит, индуцированный адъювантом, вызванный 
каррагинаном, и модель воспаления гранулемы хлопковых гранул [8]. 

 

2.2 Адаптогенный эффект 
Клинические исследования с экстрактами корней и листьев Withania somnifera 

также показали выраженные антистрессовые и адаптогенные эффекты [9]. Известно, 
что компоненты Withania somnifera поддерживают и оказывают благотворное 
влияние на функцию надпочечников, повышают устойчивость к стрессу, отчего 
данное растение часто упоминается как «адаптоген». Растения, считающиеся 
адаптогенами, исторически использовались следующим образом: 

• Для восстановления жизненных сил у ослабленных и слабых людей; 
• для увеличения ощущения энергии; 
• для улучшения умственной и физической работоспособности; 
• для предотвращения негативных последствий стресса и усиления реакции 

организма на стресс [10]. 
В двойном слепом исследовании на людях у испытуемых с хроническим 

стрессом, принимавших запатентованный экстракт Withania somnifera (Sensoril), 
наблюдалось значительное снижение шкалы тревоги Гамильтона, уровня 
сывороточного кортизола, С-реактивного белка, частоты пульса и артериального 
давления, а также значительное повышение уровня DHEA-S и гемоглобина в 
сыворотке по сравнению с группой плацебо. Кроме того, наблюдались 
дозозависимые реакции в снижении уровня глюкозы в крови натощак и улучшении 
уровня липидов в сыворотке крови [11].  

Адаптогенные растения в основном используются для усиления иммунного ответа 
человеческого организма, контролируемого уровнем гормонов стресса в крови. 
Цельный растительный экстракт Withania somnifera при введении подверженным 
стрессу животным снижает уровень трибулина в моче, что стимулирует физическое и 
психическое здоровье, повышает сопротивляемость организма и увеличивает 
продолжительность жизни [12]. Была исследована и обнаружена важная роль растения 
в синергической активации дифференциального рецептора гамма-аминомасляной 
кислоты как потенциального пути для адаптогенных и неврологических расстройств 
(тревога, нервное истощение, бессонница и т.д.) у мышей. Стандартизированный 
очищенный экстракт из корней растения был исследован на антистрессовую 
активность, лактатдегидрогеназу, сывороточную креатинфосфокиназу, уровень 
кортикостерона в сыворотке крови и перекисное окисление липидов в сыворотке крови 
самцов крыс [13]. По результатам исследования были сделаны выводы касательно 
свойств в отношении хронического стресса, гипергликемии, кортикостерона в плазме и 
мужской сексуальной дисфункции у самцов крыс линии Вистар. Результаты показали, 
что экстракт корня (концентрации 25 и 50 мг/кг) проявлял значительную 
антистрессовую и адаптогенную активность при вызванных стрессом 
иммунологических нарушениях у экспериментальных животных [14]. 

 

2.3 Противоопухолевая активность 
Витанолиды, выделенные из Withania somnifera, ингибировали рост раковых 

клеток в центральной нервной системе, лёгких, молочной железе и клеточных 
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линиях толстой кишки. Было исследовано, что витаферин А значительно снижал 
рост клеточных линий рака молочной железы и толстой кишки и делал это более 
эффективно, чем известный противоопухолевый препарат доксорубицин. 
Блокирование активации NF-kβ может включать индуцируемые или 
конститутивные механизмы подавления, которые приводят к усилению апоптоза, 
ингибированию инвазии и остеокластогенеза. Витанолид D, выделенный из листьев 
Withania somnifera проявлял антилейкемическую активность. Антилейкемическая 
активность витанолида D была опосредована накоплением церамида после 
активации нейтральной сфингомиелиназы-2, которая, в свою очередь, усиливала 
апоптотическую активность опухолевых клеток [15]. 

В одном исследовании была проведена оценка цитотоксичности 50 %-ного 
этанолового экстракта корня, стебля и листьев in vitro в отношении различных 
линий раковых клеток человека, например простаты, лёгких, толстой кишки и 
нейробластомы. Было обнаружено, что этаноловый экстракт листьев проявляет 
более сильную противоопухолевую активность в отношении рака предстательной 
железы и толстой кишки, чем экстракты корней и стеблей. Механизм, лежащий в 
основе противоопухолевой активности, заключается в замедлении ферментов 
циклооксигеназы, пролиферации опухолевых клеток и перекисного окисления 
липидов путем ингибирования активации ядерного фактора-κβ (NF-κβ) на 
генетическом уровне [16]. Витаферин А также проявлял антиангиогенную 
активность in vivo, ингибируя факторы транскрипции для роста эндотелиальных 
клеток сосудов в очень низких концентрациях [17]. 

 

3. ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ПОТЕНЦИАЛ WITHANIA SOMNIFERA 

Среди других лекарственных растений семейства Solanaceae (Паслёновые) 
Withania somnifera неизменно привлекает интерес исследователей благодаря своей 
универсальности, традиционному терапевтическому применению и фармацевтическим 
свойствам. Экстракты данного растения с успехом применяются при терапии 
различных заболеваний, таких как рак, артрит, диабет, астма, геморрой, язвы, гепатит, 
различные виды воспалений. Результаты многочисленных доклинических испытаний 
подтвердили широкий спектр целебных свойств растения, таких как антидепрессивное, 
антиоксидантное, антибактериальное, противогрибковое, противовоспалительное, 
кардиопротекторное, гепатопротекторное и гипогликемическое действие. Данные 
испытания проводились на животных моделях (мыши, крысы и кролики), и в 
абсолютном большинстве были успешны [18]. Научная литература свидетельствует о 
противоопухолевом потенциале растения в отношении различных линий раковых 
клеток, который приписывается группе алкалоидов, называемых витанолидами. 
Флавоноиды, которые содержатся в этом растении, укрепляют мышцы и замедляют 
старение. Withania somnifera оказывает содействие в сокращении мышечных белков, 
обеспечивая идеальную естественную анаболическую помощь для спортсменов [19]. 
Корни растения показали потенциал против обсессивно-компульсивного расстройства, 
однако активные фитохимические вещества, ответственные за эту активность, до сих 
пор неизвестны. В статье, опубликованной в журнале Phytotherapy Research в 2011 году, 
было обнаружено, что водный экстракт корня Withania somnifera обладает 
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способностью ингибировать образование зрелых β-амилоидных фибрилл in vitro. 
Амилоидные бляшки участвуют в развитии болезни Альцгеймера. Существует острая 
необходимость в выделении фитохимических веществ для разработки коммерческих 
препаратов для лечения обсессивно-компульсивного расстройства и других 
психических расстройств, и некоторые исследователи выдвигают компоненты Withania 
somnifera как наиболее перспективные в этом направлении. Экстракт Withania somnifera 
изучается также в качестве лекарственного средства для лечения мужского бесплодия, 
успокоительного, укрепляющего кости и мышцы, гиполипидемического и 
противодиабетического средства. Необходимы дальнейшие клинические испытания 
различных экстрактов частей растения Withania somnifera для разработки эффективных 
и безопасных лекарственных препаратов. 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, обзор результатов исследований компонентного состава и 
биологической активности Withania somnifera показал, что на экспериментальных 
моделях заболеваний у животных, а также в клинических исследованиях Withania 
somnifera и её активные вещества проявили благотворное воздействие на течение 
ряда заболеваний.  

Витанолиды и другие компоненты Withania somnifera являются 
перспективными биологически активными веществами для лечения широкого 
спектра заболеваний – в первую очередь воспалительных и нейродегенративных. 
Высокая противовоспалительная и адаптогенная активность компонентов Withania 
somnifera доказана как в условиях in vitro, так и in vivo. Эти данные дают основу для 
аргументации необходимости проведения дальнейших исследований, а также 
указывают на важность и актуальность изучения мишеней и механизмов действия 
биологически активных веществ Withania somnifera при различных заболеваниях. 
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Withania somnifera is one of the perspective plants resources with a rich set of 

biologically active substances with a high therapeutic potential. The purpose of this review: to 
analyze the composition, biological activity and therapeutic potential of Withania somnifera. 



 
 
 Запорожченко А. А., Суботялов М. А. 
 

When writing this work, articles in publications included in PubMed, Scopus were 
used. The depth of the search for publications was 15 years, and a number of earlier works 
corresponding to the research topic were also included in the review. For the selection of 
publications, articles that meet the requirements of randomized clinical trials were selected. 

Withania somnifera L. (synonyms: ashwagandha, suranjan, winter cherry, Indian 
ginseng) is a medicinal plant of the Solanaceae family, found in abundance in the 
subtropical regions of the world: Africa, the Mediterranean, Sri Lanka, Pakistan and India. 
In traditional Ayurvedic medicine, the roots and leaves of this plant are considered 
indispensable due to their high therapeutic and nutraceutical potential for the treatment of 
various diseases. Clinical and preclinical studies have shown the potential of the plant in 
the treatment of hepatotoxicity, neurological disorders, anxiety, Parkinson's disease, 
immunological diseases and hyperlipidemia. The fruits contain a significant amount of 
saponins, and the leaves have properties that repel insects. 

Phytochemical analysis of Withania somnifera revealed the presence of 
pharmacologically active steroidal lactones called withanolides. Vitanin, a group of alkaloids 
isolated from the roots of the plant, makes up 38 % of the total alkaloid weight. The main 
withanolides isolated from Withania somnifera in India were withanolide D and withaferin A, 
which exhibited antitumor and cytotoxic properties. In addition to alkaloids, the plant also 
contains steroids, saponins, phenolic compounds, flavonoids, phytophenols, and glycosides. 

A review of the results of studies on the composition and biological activity of 
Withania somnifera demonstrated that in experimental animal models of diseases, as well 
as in clinical studies, Withania somnifera and its active substances showed a beneficial 
effect on the course of a number of diseases. 

The analysis showed that Withania somnifera contains a wide range of biologically 
active substances: alkaloids, steroid compounds (withanolides), saponins, amino acids, 
and others. Studies have demonstrated anti-inflammatory, antioxidant, antibiotic, 
antitumor, antidepressant, antidiabetic, adaptogenic, hepatoprotective effects. 

Withanolides and other components of Withania somnifera are perspective 
biologically active substances for the treatment of a wide range of diseases, primarily 
inflammatory and neurodegenerative ones. The high anti-inflammatory and adaptogenic 
activity of Withania somnifera components has been proven both in vitro and in vivo. 
These data provide a basis for arguing the need for further research, and also indicate the 
importance and relevance of studying the targets and mechanisms of action of Withania 
somnifera biologically active substances in various diseases. 

Keywords: Withania somnifera, pharmacognosy, biological activity, plant resources, 
component composition, pharmacological properties, withanolides, therapeutic potential. 
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Abstract 
When studying the formation of secondary metabolites in the microclones of medicinal plants, it was found 

that in vitro the peculiarities of polyphenols accumulation characteristic of intact plants are preserved. Plant ex-
tracts obtained from microclones of plants Astragalus Dasyanthus Pall, Withania somnifera L. Have a high cyto-
toxic effect on human cancer cells. 
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Аннотация 
При изучении образования вторичных метаболитов в микроклонах лекарственных растений выяснили 

что в условиях in vitro сохраняются особенности накопления полифенолов, характерные для интактных 
растений. Растительные экстракты, полученные из микроклонов растений Astragalus Dasyanthus Pall, With-
ania somnifera L. оказывают высокое цитотоксическое действие на раковые клетки человека. 

 
Keywords: Dioscorea nipponica Makino, Astragalus Dasyanthus Pall, Withania somnifera L. phenolic 

compounds (Polyphenols), flavanes, flavanols, Microclonal reproduction, cytotoxic effect 
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Фитотерапия является неотъемлемой частью 

современной медицинской практики, а фитофар-

макогнозия – одной из основных фармацевтиче-

ских наук, изучающей растительное сырье для 
научной медицины, в том числе и ветеринарной. 
Особенности метаболизма растительного орга-

низма, где помимо реакций первичного обмена, 
синтезируются разнообразные вещества вторич-

ного происхождения, обладающие высокой биоло-

гической активностью, как раз и обуславливают 
обширное терапевтическое действие их экстрак-

тивных веществ. Растения содержат чрезвычайно 
разнообразный спектр веществ вторичного проис-

хождения, который насчитывает несколько десят-

ков тысяч индивидуальных соединений, среди ко-

торых наиболее распространёнными являются фе-

нольные соединения (биофлаваноиды). Широкое 
применение полифенолов в фармакологии в каче-

стве биологически активных веществ основано на 
способности к окислению с образованием хинных 
форм, что определяет их гепатопротекторные, 
нейрорегуляторные, капиляроукрепляющие, жел-

чегонные и противоопухолевые и другие свойства 
[1]. 

Одним из перспективных направлений биотех-

нологии является сохранение биоразнообразия ред-

ких, лекарственных, а также исчезающих форм рас-

тений и создание на их основе генетических банков 
in vitro. В строго контролируемых условиях in vitro 
при модификации питательных сред и внешних 
условий культивирования, возможно добиться це-

левой направленности в синтезе определенных про-

дуктов вторичного метаболизма растительными 
культурами [2]. Кроме того, экспериментально 
установлено, что не только дедифференцирован-

ные, но и дифференцированные клетки, например, 
микроклоны сохраняют способность к синтезу со-

единений, в том числе и фенольной природы, ха-

рактерную для интактных растений. Данное физио-

логическое свойство является базовой основой для 
технологии получения клонированных растений - 
продуцентов ценных биологически активных ве-

ществ. 
Перспективными для изучения вторичного ме-

таболизма, в том числе и в строго контролируемых 
условиях in vitro, являются такие растения, как дио-

скорея, астрагал и ашваганда. Особенности вторич-

ного метаболизма и способность к образованию бо-

гатого спектра веществ, в том числе и фенольной 
природы, обуславливает широкое терапевтическое 
действие экстрактивных веществ указанных расте-

ний [3]. 

В медицинской практике препараты на основе 
диоскореи применяются для терапии и профилак-

тики атеросклероза сосудов головного мозга и сер-

дечно-сосудистой системы в сочетании с гиперто-

нической болезнью, для улучшения функции и 
проведения импульсов к сердцу. Из астрагала по-

лучают настои для лечения начальных форм ги-

пертонической болезни, недостаточности крово-

обращения и острых гламеруонефритов, которые 
обладают антифунгицидными свойствами. Расте-

ния ашваганды на протяжении нескольких тысяче-

летий применяют в народной медицине при лече-

нии физиологических заболеваний, вызванных ок-

сидативным стрессом. В аювердической медицине 
ашваганда считаются одной из самых ценных и 
основополагающих культур, обладающих имму-

номодулирующими и омолаживающими свой-

ствами. Это обусловлено тем, что во всех частях 
растения (листьях, коре, плодах, семенах, и в боль-

шей степени в корне) синтезируются разнообраз-

ные вещества вторичного метаболизма – полифе-

нолы и их гликозиды, сапонины, стероидные лак-

тоны, олигосахариды, витанолид, а также 
свободный витаферин А (агликон), обладающий 
цитотоксическим действием. 

Следует отметить, что изучение вторичного 
метаболизма имеет важное значение не только для 
фитофармакогнозии, но и для исследований по со-

хранению биоразнообразия, так как полифенолы 
оказывают непосредственное влияние на успеш-

ность введения растений в культуру in vitro. Иссле-

дователями неоднократно отмечалось, что эти ве-

щества могут оказывать как стимулирующий, так и 
ингибирующий эффект на процессы морфогенеза. 
Так, например, содержащихся в исходных эксплан-

тах вещества фенольной природы, приводят к инги-

бированию ростовых процессов на этапе введения 
эксплантов ценных лекарственных растений в 
культуру in vitro [4]. Такие культуры в дальнейшем 
могут быть использованы для воспроизводства рас-

тений-регенератов генетически идентичных исход-

ному виду, а также служить источником уникаль-

ных биологически активных веществ для фарма-

цевтической промышленности. Однако данных об 
образовании и локализации, фенольных соедине-

ний в растениях, обладающих лекарственными 
свойствами не многочисленно. 

Несмотря на значительные отличия морфофи-

зиологических характеристик этих ценных расте-

ний, их объединяет высокая биосинтетическая 
способность к образованию вторичных соедине-
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ний, в том числе и фенольной природы - биофла-

ваноидов. Как известно, биосинтез и накопление 
вторичных соединений, отличается пластично-

стью и зависит не только от видовой принадлеж-

ности растений, его органа и стадии онтогенеза, но 
и от условий произрастания растения [5]. 

В связи с тем, что в литературе практически от-

сутствуют данные об образовании вторичных ве-

ществ в микроклонах лекарственных растений Di-
oscorea, Astragalus Dasyanthus Pall, Withania somnif-
era L. то целью нашего исследования являлось 
изучение морфогенетического потенциала данных 
растений и установление биологической активно-

сти их экстрактов in vitro, в качестве потенциаль-

ных источников лекарственных препаратов, приме-

няемых и для ветеринарной медицины. 
Методы и материалы 
Материалом для работы служили растения 

диоскореи кавказской (Dioscorea caucasia Lypsky), 
астрагала (Astragalus Dasyanthus Pall) и ашваганды 
(Withania somnifera L.). В качестве эксплантов ис-

пользовали семена, побеги, почки, листовые пла-

стинки и многолетние клубни, которые культиви-

ровали на питательной среде Мурасига и Скуга, со-

держащей вещества с цитокининовой (БАП, 2iр, 
кинетин (0,5 -1,0 мг/л)) и ауксиновой (НУК 0,5-1,0 
мг/л, ИМК и ИУК 1-7 мг/л) активностью. Расти-

тельный материал выращивали в условиях свето-

вой комнаты, где поддерживалась температура 
25±2°С, 16-ти часовой фотопериод, освещение бе-

лыми люминесцентными лампами OSRAM L36/25 
с интенсивностью освещения 3,5 тыс. лк. Для уко-

ренения микропобегов использовали модифициро-

ванную питательную среду Мурасиге и Скуга, со-

держащую ½ нормы макросолей, а также сахарозу 
20 г/л и ИУК 1 мг/л. 

Для извлечения фенольных соединений из-

мельченный растительный материал экстрагиро-

вали горячим 96%-ным этанолом. В экстрактах 
спектрофотометрическим методом определяли со-

держание суммы растворимых фенольных соедине-

ний, флаванов (катехины и проантоцианидины) и 
флавонолов. Калибровочные кривые строили по ру-

тину и (-) -эпикатехину [6]. На графиках представ-

лены средние арифметические значения и их стан-

дартные отклонения. 

Для определения цитотоксического эффекта 
растительных экстрактов использовали МТТ-тест. 
Работу проводили в 96-луночном плейте. В каждую 
лунку вносили раковые клетки в количестве 2*104 
кл/лунку и добавляли 100 мкл питательной среды и 
инкубировали в течение 1 часа. Лиофильно высу-

шенные спиртовые экстракты растений-регенеран-

тов (ашваганды и астрагала) растворяли в DMSO до 
концентрации 5000 мкг/мл, после чего проводили 
разбавление раствора до 50 мкг/мл и полученные 
концентрации в дальнейшем наносили на раковые 
клетки человека. К содержимому каждой лунки до-

бавляли по 25 мкл МТТ (4 мг/мл в PBS), который 
первоначально был профильтрован, после чего про-

водили инкубацию в СО2-инкубаторе в течение 4 
часов. После этого в каждую лунку добавляли по 50 
мкл SDS (20% SDS на воде с 0,02 N HCl или H2SO4) 
и инкубировали в течении ночи. Затем измеряли оп-

тическую плотность на спектрофотометре при 
длине волны 570 и 650 нм. В качестве объекта ис-

следования была взята линия клеток M-НеLa (эпи-

телиоидная карцинома шейки матки человека, суб-

линия НеLa, клон М НеLa, коллекция Института 
цитологии РАН, Санкт-Петербург). В контрольном 
варианте экстракты не вносили. 

Результаты и обсуждения 
Поскольку растения (Dioscorea caucasia 

Lypsky. Astragalus Dasyanthus Pall, Withania somnif-
era L.) относятся к ценным исчезающим видам и 
имеют ограниченный ареал распространения в при-

роде, то большое практическое значение приобре-

тает получение культур in vitro, как возможных ис-

точников биологически активных веществ и лекар-

ственных препаратов. Модифицировав 
гормональный состав питательной среды, мы доби-

лись изменения морфофизиологических процессов, 
которые проявлялись в формировании каллусной 
ткани в основании первичного экспланта с одновре-

менной регенерацией растений. Микроклоны во 
всех случаях характеризовались интенсивным ро-

стом, формированием мощной надземной био-

массы и высоким коэффициентом размножения 
(Рис.1).  

А  В  С  D  
Рис. 1. А - микроклон диоскореи, В - образование микроклубней на микроклоне диокореи, 

С - формирование микроклонов ашваганды - D и астрагала  
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Одной из основных задач наших исследований 
было выяснение особенностей накопления в микро-

клонах диоскореи соединений фенольной природы, 
обладающих высокой биологической активностью. 
Ранее нами было показано, что максимальное со-

держание полифенолов в растениях диоскореии 
было в клубнях, (особенно в листьях) [7].  

При изучении фенольных соединений в расте-

ниях было показано, что при введении в культуру 
in vitro, у микроклонов диоскореи, также, как и у 
интактного растения, содержание биофлаваноидов 
было выше в подземных органах – микроклубнях. 
Они характеризовались достаточно высоким содер-

жанием растворимых фенольных соединений до 

53,4 мг/г свежей массы, где доля флаванов и флава-

нолов составляла 18% и 43%, соответственно. Од-

нако способность к синтезу вторичных соединений 
в микроклонах была ниже, чем у исходных тканей. 
Это согласуется с многочисленными данными, сви-

детельствующими, что в условиях in vitro сохраня-

ется идентичная тенденция к синтезу вторичных 
соединений, характерных для интактных тканей, но 
в менее выраженной степени (Рис. 2) [8].  

Как следует из анализа литературных источни-

ков, растения ашваганды (Withania somnifera) и аст-

рагала (Astragalus) в комплексе вторичных метабо-

литов превалируют такие вещества, как полифе-

нолы, обладающие противораковой активностью 
[9]. 

 
Рис. 2 Суммарное содержание растворимых фенольных соединений, флаванов и флаванолов в интакт-

ных растениях диоскореи и инициированных из них микроклонах 
 
Поэтому изучение действия экстрактов дан-

ных растений на раковые клетки человека, является 
актуальным направлением и может служить кос-

венным признаком биосинтетической способности 
растений к образованию вторичных веществ обла-

дающих не только биологической активностью, но 
и цитотоксическим действием.  

В работе была изучена цитотоксичность экс-

трактов, полученных из растений-регенерантов 
ашваганды и астрагала. Результаты исследований 
представлены на рисунке 3.  

 
Рис. 3 Влияние различных концентраций растительных экстрактов ашваганды и астрагала на 

жизнеспособность раковых клеток человека 
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В результате проведенных исследований было 
установлено, что растительные экстракты, полу-

ченные из растений-регенерантов ашваганды и аст-

рагала, при разных концентрациях обладают раз-

личной цитотоксичностью. Как следует из полу-

ченных результатов, малые концентрации 
экстрактов (50 мкг/мл) были не токсичны для ис-

следуемых раковых клеток, о чем свидетельствует 
100%-ное их выживание при использовании двух 
изучаемых экстрактов. Однако, по мере повышения 
концентрации цитотоксический эффект экстрактов 
начинал проявляться. Для экстрактов ашваганды, 
уже при концентрации 250 мкг/мл наблюдали ги-

бель более 40% раковых клеток, а при концентра-

ции 500 мкг/л и выше гибель раковых клеток была 
в пределах 90-95%.  

Что касается экстрактов астрагала, то наиболь-

шей цитотоксичностью обладали экстракты при 
концентрации 1000 мкг/л, когда выживаемость ис-

следуемых раковых клеток составляла менее 10%, 
при этом концентрации экстракта 500 мкг/л также 
характеризовалась высоким цитотоксическим эф-

фектом. 
На основе изложенного выше, можно заклю-

чить что микроклоны исследованных растений об-

ладают высокой способностью к биосинтезу боль-

шего числа разнообразных фенольных соединений, 
что, несомненно, имеет важное практическое зна-

чение как потенциальный источник ценных биоло-

гически активных веществ для фарминдустрии. 
Причем в условиях in vitro при образовании био-

флавоноидов сохраняется органоспецифичность, 
характерная для интактных растений, но в менее 
выраженной степени. Биохимические данные нахо-

дят подтверждение и в цитотоксических исследова-

ниях. Наши исследования показали, что вторичные 
метаболиты могут оказывать не только ингибирую-

щий эффект на рост раковых клеток человека, но и 
могут быть стимуляторами различных морфофи-

зиологических процессов, о чем свидетельствует 
ряд литературных источников [10,11]. 
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АНТИОКСИДАНТНАЯ АКТИВНОСТЬ СУХОГО ЭКСТРАКТА ПОДЗЕМНЫХ 
ОРГАНОВ ASTRAGALUS MEMBRANACEUS И ЕГО ФРАКЦИЙ
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Резюме. Проведено исследование антиоксидантной активности сухого экстракта корней астрагала перепон-
чатого (Astragalus membranaceus (Fish.) Bunge) и выделенных из него фракций с применением методов in vitro. 
Установлено, что сухой экстракт A. membranaceus обладает выраженной инактивирующей активностью в отноше-
нии радикалов ДФПГ, супероксид-радикалов и молекул оксида азота. Выявлено наличие Fe2+-хелатирующей актив-
ности и способности к защите биологического субстрата от перекисного повреждения.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF EXTRACT FROM ASTRAGALUS MEMBRANACEUS 
UNDERGROUND PARTS AND ITS FRACTIONS

A.A. Toropova1, E.T. Batotsyrenova1, D.N. Olennikov1, L.M. Tankhaeva1, L.N. Shantanova1, S.M. Nikolaev1,2

(1Institute of General and Experimental Biology SB RAS; 2Irkutsk State Medical Academy of Continuing Education)

Summary. The antioxidant activity of Astragalus membranaceus extract and its fractions using in vitro methods was 
investigated. It was found that the remedies shown expressed antioxidant activity, including inactivating of DPPH free 
radicals, superoxide-radicals and NO molecules. The Fe2+-chelating activity and the ability to protect a biological substrate 
against peroxidative damage has been revealed.
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Проблемы химической регуляции окислительного стрес-
са и поиск биологически активных веществ, обладающих ан-
тиоксидантной активностью, находятся в центре внимания 
исследователей различных направлений эксперименталь-
ной биологии и медицины [3]. В физиологических условиях 
окислительно-восстановительные процессы, обеспечиваю-
щие энергетические потребности клеток и утилизацию кис-
лорода в тканях, контролируются регуляторными система-
ми, поддерживающими сбалансированное взаимодействие 
реакций образования продуктов оксидации и антиокисли-
тельных факторов. Нарушение этого взаимодействия, со-
провождаемого активацией сво-
боднорадикальных процессов и на-
коплением продуктов перекисного 
окисления липидов, рассматривает-
ся в качестве универсального меха-
низма повреждения биологических 
мембран, лежащего в основе ряда 
патологических процессов [9].

Применение синтетических 
антиоксидантов часто осложняется 
побочными эффектами, поэтому 
все большее внимание уделяется 
природным, в частности раститель-
ным антиоксидантам, обладающим 
низкой токсичностью и отсутстви-
ем побочных эффектов при дли-
тельном приеме [3].

Объектом настоящего исследо-
вания является сухой экстракт под-
земных органов A. membranaceus и 
выделенных из него фракций.

Целью настоящей работы является определение антиок-
сидантной активности сухого экстракта подземных органов 
A. membranaceus и его фракций в экспериментах in vitro.

Материалы и методы

Растительное сырье – подземные органы A. membranaceus

 

было собрано в окрестности г. Улан-Удэ (сентябрь 2011 год). 
Для получения сухого экстракта A. membranaceus (СЭА) из-
мельченное сырье экстрагировали этанолом 60-70%, спирто-
вое извлечение концентрировали до водного остатка и вы-
сушивали в вакууме. Для получения фракций сухой экстракт 
A. membranaceus суспендировали в воде в соотношении 1:10, 
полученную суспензию подвергали жидко-фазной экстрак-
ции гексаном, хлороформом, этилацетатом и бутанолом.

Антирадикальную активность определяли с примене-
нием DPPH-метода [8]. Антиоксидантную активность оце-
нивали по степени влияния исследуемого фитосредства на 
динамику перекисной деградации β-каротина (CBA-метод) 
в системе олеиновая кислота-ДМСО-H2O2 [7]; влияние ис-
следуемого средства на связывание супероксидных анион-
радикалов (О2·-) – в неэнзиматической системе феназин ме-
тосульфат/НАДН [5]; Fe2+-хелатирующую активность опре-
деляли фенантролиновым методом [4]; связывание молекул 
оксида азота (NO) – нитропруссидным методом [6]. Влияние 
A. membranaceus и его фракций на процесс перекисного 
окисления липидов (ПОЛ) изучали в модельной системе со-
держащей суспензию желточных липопротеидов (ЖЛП-
метод). Величиной антиоксидантной активности считали 
концентрацию исследуемых фитосредств, необходимую для 
ингибирования (связывания) 50% реактивных частиц [2]. 
Все эксперименты проводили в трехкратной повторности.

В работе использовали ионол (Sigma) и аскорбиновую 
кислоту (АК) (Sigma). Спектрофотометрические исследова-
ния проводили на спектрофотометре UV-Vis-mini (Shimadzu) 
в кварцевых кюветах с толщиной поглощающего слоя 10 мм.

Корреляционный анализ проводили с применением па-
кета программ Advanced Grapher ver. 2.11 (Alentum Software 
Inc.), статистическую обработку – согласно рекомендациям 
[1].

Таблица 1
Антиоксидантная активность сухого экстракта Astragalus membranaceus

 

и его фракций, IC50

Объект DPPH-метод,
мкг/мл

CBA-метод,
мкг/мл

ЖЛП-метод,
мкг/мл

Fe2+

мг/мл
O2
мкг/мл

NO
мкг/мл

СЭА 60,0±1,4 20,1±1,1 494,2±7,2 4,93±0,12 500,0±7,2 242,4 ± 5,0
BF 277,1±4,2 57,0±2,1 182,2±5,7 2,84±0,11 714,0±8,1 > 5000
WF > 5000 15,3±0,8 1903,0±32,7 6,42±0,28 500,0±7,2 > 5000
HF > 5000 83,1±2,5 3466,0±41,3 - > 5000 401,0 ± 11,0
CF 52,1±1,1 22,1±1,3 153,4±4,4 2,05±0,12 > 5000 993,1 ± 32,8
EF 58,1±1,4 34,1±1,4 355,7±6,2 6,85±0,32 430,0±7,0 913,2 ± 22,2
АК а 4,8±0,2 - 50,8±1,2 0,15±0,01 101,0±3,2 1140,0±34,2
Ионол а 45,1±1,4 1,7±0,1 - - - -

Примечания
антиоксидантная активность в системе β-каротин-олеиновая кислота-Н2О2-ДМСО, ЖЛП-метод 
– антиоксидантная активность в отношении накопления ТБК-активных продуктов, Fe2+ – Fe2+-
хелатирующая активность, О2  – связывание супероксид-анион радикала, NO – связывание моле-
кул оксида азота (II); Фракции: BF – бутанольная, WF – водная, HF – гексановая, CF – хлороформ-
ная, EF – этилацетатная; а – вещество сравнения.

Результаты и обсуждение

В модельных системах in vitro, в которых происходи-
ла генерация свободных радикалов, сухой экстракт A. 
membranaceus и его фракции проявляли выраженные анти-
оксидантные свойства (табл. 1).

Установлено, что СЭА обладает антирадикальной актив-
ностью в отношении DPPH-радикала – IC50 = 60,0 мкг/мл. 
Наибольший вклад в проявление данного вида активности 
исследуемого фитосредства вносит хлороформная (IC50=52,1 
мкг/мл) и этилацетатная фракции (IC50=58,1 мкг/мл). 

Показано, что фитопрепарат проявлял способностью к за-
щите биологического субстрата от перекисного повреждения 
(CBA-метод). Антиоксидантная активность сухого экстракта 
A. membranaceus, определенная методом CBA, составляет 20,1 
мкг/мл. Для ионола (препарат сравнения) данный показатель 
составил 1,7 мкг/мл (IC50=1,7 мкг/мл). Антиоксидантная ак-
тивность (СВА-метод) выделенных фракций возрастала в 
ряду: водная (IC50=15,3 мкг/мл) > хлороформная > этилаце-
татная > бутанольная > гексановая (IC50 = 83,1 мкг/мл).

Сухой экстракт A. membranaceus и его фракции инги-
бировали образование ТБК-активных продуктов in vitro. 
Антиоксидантная активность исследуемых средств возрас-
тает в ряду: хлороформная (IC50 = 153,4 мкг/мл) > бутаноль-
ная > этилацетатная > А. membranaceus > водная > гексановая 
(IC50 = 3466,0 мкг/мл).

При изучении влияния исследуемого средства и его фрак-
ций на ряд активных форм кислорода (О2  и NO) и ионы 
Fe2+ выявлено, что сухой экстракт A. membranaceus обладает 
способностью к их инактивации. В эксперименте установле-
но, что исследуемое фитосредство обладает умеренной Fe2+-
хелатирующей активностью (IC50=4,9 мг/мл).

В отношении к супероксид-анион радикалам наблюда-
лась умеренная выраженность действия СЭА (IC50=500,0 
мкг/мл). Для препарата сравнения – аскорбиновой кислоты, 
данный показатель составил 101,0 мкг/мл. Данный вид ак-
тивности исследуемого фитосредства обусловлен, вероятно, 
присутствием фенольных соединений, о чем свидетельство-
вал тот факт, что наибольшая О2

-  - связывающая активность 
характерна для этилацетатной фракции (IC50=430,0 мкг/мл).

Сухой экстракт A. membranaceus проявлял выраженную 
способностью к связыванию молекул NO (IC50=242,4 мкг/
мл), превосходящей таковую препарата сравнения – аскор-
биновой кислоты (IC50=1140,0 мкг/мл).

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о 
том, что сухой экстракт подземных органов A. membranaceus 
и его фракции обладают способностью к восстановлению 
биологических субстратов, проявляют выраженное антира-
дикальное действие и ингибируют процесс перекисной де-
градации β-каротина. Результаты проведенных исследований 
дают основание рассматривать исследуемое фитосредство в 
качестве потенциального антиоксидантного средства, харак-
теризующегося присутствием ряда биологически активных 
веществ, представителей классов фенольных соединений и 
полисахаридов.
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Аннотация. При изучении микроклонов и каллусной ткани  лекарственных растений выяснили, что в условиях in vitro 
сохраняются фунгицидная  активность и цитотоксичность, присущая интактным растениям. Растительные экстракты, 
полученные из микроклонов растений Astragalus Dasyanthus Pall, Withania somnifera L., оказывали более высокое ци-
тотоксическое действие на раковые клетки человека, чем экстракты, полученные из каллусной ткани. Фунгицидная 
активность экстративных веществ  микроклонов также была выше, чем  каллусных культур.
Summary. In the study of microclones and callus tissue of medicinal plants it was found that fungicidal activity and 
cytotoxicity inherent in intact plants is preserved in vitro. Plant extracts obtained from microclones of plants Astragalus 
Dasyanthus Pall, Withania somnifera L. have a higher cytotoxic effect on human cancer cells than extracts obtained from 
callus tissue. The fungicidal activity of extractive substances of microclones was also higher than that of callus cultures. 

Введение
Благодаря физиолого-биохимическим 

особенностям растительного метаболиз-
ма, где помимо реакций первичного обме-
на, синтезируются разнообразные вещества 
вторичного происхождения, обладающие 
высокой биологической активностью, це-
лебные свойства растений широко исполь-
зуются в фитотерапии. Растения образуют 
чрезвычайно разнообразный спектр вторич-
ных веществ, обуславливающих обширное 
терапевтическое действие их экстрактивных 
веществ.  В фитофармакогнозии – одной из 
основных фармацевтических наук, изучаю-
щей растительное сырье для научной меди-

цины, в том числе и ветеринарной, известны 
гепатопротекторные, нейрорегуляторные, 
капиляроукрепляющие, желчегонные и про-
тивоопухолевые и многие другие свойства 
растительного сырья [1]. 

Как правило наиболее ценные для фито-
фармакогнозии растения характеризуются 
ограниченным ареалом и специфическими 
условиями произрастания и отнесены к ма-
лочисленным исчезающим видам. В связи 
с этим, одним из перспективных направ-
лений биотехнологии является сохранение 
биоразнообразия редких, лекарственных, 
а также исчезающих форм растений и соз-
дание на их основе генетических банков 
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in vitro. Успешно решить эту задачу позволя-
ет применение метода клонального микро-
размножения, благодаря которому в крат-
чайшие сроки возможно получить большое 
количество растений-регенератов генетиче-
ски идентичных исходному виду при огра-
ниченных ресурсах исходного материала. 
Кроме того, растительные культуры in virto 
используются в биотехнологии не только 
в качестве модельного объекта, но в качестве 
источника ценных биологически активных 
веществ, которые успешно применяются 
в фармацевтической промышленности, а так-
же для изучения вторичного метаболизма [5]. 

Перспективными объектами для изуче-
ния вторичного метаболизма, в том числе 
и в строго контролируемых условиях in 
vitro, являются такие растения, как астрагал 
(Astragalus Dasyanthus Pall.)  и ашваганда 
(Withania somnifera L.). Особенности их вто-
ричного метаболизма и способность к об-
разованию богатого спектра веществ, в том 
числе и фенольной природы, обуславливает  
широкое терапевтическое действие экстрак-
тивных веществ указанных растений [4]. 
Астрагал  содержит флаваноиды, кумарины, 
тритерпеноидные сапонины, полисахариды 
и микроэлементы. На его основе получают 
настои для лечения начальных форм гипер-
тонической болезни, недостаточности кро-
вообращения и острых гламеруонефритов, 
отмечено фунгицидное действие. Растения 
ашваганды на протяжении нескольких ты-
сячелетий применяют в народной  меди-
цине при лечении заболеваний, вызванных 
оксидативным стрессом. Ашваганда также 
известна под несколькими другими назва-
ниями, такими, как индийский женьшень и 
зимняя вишня. В аювердической медицине 
растения ашваганды считаются одной из са-
мых ценных и основополагающих культур, 
обладающих иммуномодулирующими, ре-
генеративными и омолаживающими свой-
ствами. Это обусловлено тем, что во всех 
частях растения (листьях, коре, плодах, се-
менах, и в большей степени в корне) син-
тезируются разнообразные вещества вто-
ричного метаболизма – полифенолы и их 
гликозиды, сапонины, стероидные лактоны, 
олигосахариды, витанолид, а также свобод-

ный витаферин А (агликон), обладающий  
цитотоксическим действием [8].

Помимо описанных выше терапевтиче-
ских действий, с давних времен эти растения 
известны в ветеринарии как весьма ядовитые 
растения для пасущихся животных, которые 
способны причинить значительный экономи-
ческий ущерб и от непосредственной гибели 
животных. Зачастую у животных   отмечает-
ся пристрастие к астрагалу. Они с большим 
удовольствием поедают астрагал, выискивая 
его в травостое, несмотря на патологические 
последствия и высокую смертность вслед-
ствие отравления.  Животные, отравившиеся 
астрагалом, становятся апатичными, вялыми 
с прогрессирующей общей слабостью, на-
блюдается угнетение дыхания, потеря голо-
са, кашель, скрежет зубами и затруднение 
проглатывания корма.

Токсикология ядовитых растений тесно 
связана с биологическими науками – бота-
никой, физиологией и биохимией растений, 
а также ветеринарными дисциплинами, пре-
жде всего, с кормопроизводством и кормле-
нием сельскохозяйственных животных.

Таким образом, изучение вторичного ме-
таболизма растений имеет важное значение 
не только для фитофармакогнозии, но и для 
токсикологии с целью обеспечения эффек-
тивного и безопасного кормопроизводства.  
Кроме того, вторичные метаболиты расте-
ний оказывают непосредственное влияние 
на успешность проведения исследований на 
культуре in virto. Такие культуры в дальней-
шем могут быть использованы для воспро-
изводства растений-регенератов генетически 
идентичных исходному виду, а также слу-
жить источником уникальных биологически 
активных веществ для фармацевтической 
промышленности [6]. Однако данных об об-
разовании соединений, обладающих фунги-
цидными и цитотоксическими свойствами 
в интактных растениях и в культурах in vitro, 
не много.

В связи с тем, что в литературе практи-
чески отсутствуют данные об образовании 
вторичных веществ в микроклонах лекар-
ственных растений Astragalus Dasyanthus 
Pall и Withania somnifera L., то целью нашего 
исследования являлось изучение морфоге-
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нетического потенциала данных растений и 
установление биологической активности их 
экстрактов in vitro, в качестве потенциаль-
ных источников высокоэффективных лекар-
ственных препаратов, применяемых и для 
ветеринарной медицины.

Методы и материалы
Материалом для работы служили расте-

ния астрагала (Astragalus Dasyanthus Pall) 
и ашваганды (Withania somnifera L.) произ-
растающих в природных условиях и на тер-
ритории Главного ботанического сада РАН 
(Москва). В качестве эксплантов исполь-
зовали семена, побеги, почки и листовые 
пластинки, которые культивировали на пи-
тательной среде Мурасига и Скуга, содер-
жащей вещества с цитокининовой (БАП, 
2iр, кинетин  (0,5 -1,0 мг/л)) и ауксиновой 
(НУК 0,5-1,0 мг/л,  ИМК и ИУК 1-7 мг/л) 
активностью. Растительный материал вы-
ращивали в условиях световой комнаты, где 
поддерживалась температура 25±2°С, 16-
часовой фотопериод, освещение белыми лю-
минесцентными лампами OSRAM L36/25 
с интенсивностью освещения 3,5 тыс. лк. 
Для укоренения микропобегов использова-
ли модифицированную питательную среду 
Мурасиге и Скуга, содержащую ½ нормы 
макросолей, а также сахарозу 20 г/л и ИУК 
1 мг/л.

Для определения цитотоксического эф-
фекта растительных экстрактов использо-
вали МТТ-тест. Работу проводили в 96-лу-
ночном плейте. В каждую лунку вносили 
раковые клетки в количестве 2*104 клеток/
лунка, добавляли 100 мкл питательной среды 
и инкубировали в течение 1 часа. Лиофиль-
но высушенные  спиртовые экстракты рас-
тений-регенерантов  (ашваганды и астрага-
ла)  растворяли в DMSO  до концентрации 
5000 мкг/мл, после чего проводили разбав-
ление раствора до 50 мкг/мл и полученные 
концентрации в дальнейшем наносили на 
раковые клетки человека. К содержимому 
каждой лунки добавляли по 25 мкл МТТ 
(4 мг/мл в PBS), который первоначально был 
профильтрован, после чего проводили инку-
бацию в СО2-инкубаторе в течение 4 часов. 
После этого в каждую лунку добавляли по 

50 мкл SDS (20% SDS на воде с 0,02 N HCl 
или H2SO4) и инкубировали в течение ночи. 
Затем измеряли оптическую плотность на 
спектрофотометре при длине волны 570 и 
650 нм. В качестве объекта исследования 
была взята линия клеток M-НеLa (эпители-
оидная карцинома шейки матки человека, 
сублиния НеLa, клон М НеLa, коллекция Ин-
ститута цитологии РАН, Санкт-Петербург). 
В контрольном варианте экстракты не вно-
сили.

Определение фунгицидной активности 
растительных экстрактов проводили на чи-
стой культуре грибов рода Fusarium, в част-
ности Fusarium сulmorum (штамм M-10-1, 
выделенный из растений пшеницы, 2009, Мо-
сковская область) и Fusarium sporotrichioides 
Sherd (штамм OP-14-1, выделенный из рас-
тений пшеницы, 2014, Орловская область).

Данные штаммы были выделены и иден-
тифицированы сотрудниками лаборатории 
микологии Института фитопатологии РАН. 

Для эксперимента использовали живые 
культуры грибов рода Fusarium L. (Fusarium 
сulmorum, Fusarium sporotrichioides), длитель-
но хранившиеся в холодильнике при темпе-
ратуре +40С, первоначально размножали на 
питательной среде, содержащей минеральные 
соли по прописи МС, не содержащей фитогор-
моны. Выращивали грибы в чашках Петри в 
условиях световой комнаты при температуре 
250С, 16-часовом фотопериоде, при интенсив-
ности света 3000 лк. Пересадку осуществляли 
при необходимости на 5-7 сутки в ламинарном 
боксе. Растворенный в DMSO сухой расти-
тельный остаток, полученный из экстрактов, 
добавляли в состав питательной среды уже по-
сле ее автоклавирования. 

Концентрация экстракта составила 30, 
60, 100 мг/л. Контролем служила среда без 
экстракта, а также чистый растворитель 
(DMSO). Фунгицидную активность расти-
тельных экстрактов определяли по росту 
мицелий гриба. Для этого на 7-е сутки куль-
тивирования проводили измерение диаметра 
гриба в двух плоскостях.

Результаты и обсуждения
Поскольку растения Astragalus Dasyanthus 

Pall, Withania somnifera L. относятся к цен-

ФАРМАКОЛОГИЯ И ТОКСИКОЛОГИЯ



Актуальные вопросы ветеринарной биологии № 2 (42), 2019

ным немногочисленным видам и имеют 
ограниченный ареал распространения в при-
роде, то большое практическое значение 
приобретает получение культур in vitro, как 
возможных источников биологически актив-
ных веществ и лекарственных препаратов. 
Известно, что каллусогенез является слож-
ным процессом, который непосредственно 
зависит от применяемых гормонов, их кон-
центрации, типа первичного экспланта и ис-
следуемого генотипа. Отмечены некоторые 
особенности и закономерности в способно-
сти листовых эксплантов к каллусогенезу. 
Как правило, этот процесс начинался с пе-
риферийной зоны листа, а также в местах 
прикрепления черешка. По мере культиви-
рования дифференцированные клетки листа 
полностью превращались в дедифференци-
рованные и было отмечено активное форми-
рование каллусной ткани.  

Исследования показали, что гормональ-
ный состав питательной среды приводил 
к изменению морфофизиологических про-
цессов, которые проявлялись в формирова-
нии каллусной ткани в основании первично-
го экспланта с последующей регенерацией 
растений, в индукции развития  меристем.  
Микроклоны во всех случаях характеризова-
лись интенсивным ростом, формированием 
мощной надземной биомассы и высоким ко-
эффициентом размножения (Рис.1 А-F). 

На основании многоплановых исследо-
ваний по влиянию различных регуляторов 
роста на клональное микроразмножение изу-
чаемых растений были установлены наилуч-
шие сочетания гормонов и их концентрации, 
приводящие к максимальному пролифера-
тивному эффекту. Для этих растений высокий 
коэффициент размножения, интенсивный 
рост пазушных меристем и формирование 
хорошо развитых побегов были отмечены на 
среде, содержащей БАП 0,5 мг/л в сочетании 
с ИУК 0,5 мг/л. Кроме того, для ашваганды 
высокие положительные результаты были 
получены и на среде, содержащей препарат 
Дропп (0,01 мг/л). 

Как следует из анализа литературных ис-
точников, для растений ашваганды (Withania 
somnifera) и астрагала (Astragalus Dasyanthus 
Pall) в комплексе вторичных метаболитов 
превалируют такие вещества, как полифено-
лы, обладающие в том числе фунгицидным 
действием и противораковой активностью [7].

Поэтому изучение действия экстрактов 
данных растений на раковые клетки чело-
века, являться актуальным направлением и 
может служить косвенным признаком био-
синтетической способности растений к обра-
зованию вторичных веществ обладающих не 
только биологической активностью, но и ци-
тотоксическим действием.  В нашей работе 
была изучена цитотоксичность экстрактов, 
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Рис. 1. А – каллусная такань ашваганды, В – регенерация растений на каллусной ткани ашваганды, С, D – микро-
клон ашваганды   Е – каллусная ткань астрагала, F – микроклон астрагала
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полученных из растений-регенерантов ашва-
ганды и астрагала, а также каллусной ткани 
ашваганды (Рис 2). 

В результате проведенных исследований 
было установлено, что растительные экс-
тракты, полученные из растений-регене-
рантов ашваганды и астрагала, при разных 
концентрациях обладают различной цито-
токсичностью. Как следует из полученных 
результатов, малые концентрации экстрактов 
(50 мкг/мл) были не токсичны для исследуе-
мых раковых клеток, о чем свидетельствует 
100%-ное их выживание при использовании 
двух изучаемых экстрактов. Однако, по мере 
повышения концентрации цитотоксический 
эффект экстрактов начинал проявляться. 
Для экстрактов ашваганды, уже при концен-
трации 250 мкг/мл наблюдали гибель более 
40% раковых клеток, а при концентрации 
500 мкг/л и выше гибель раковых клеток 
была в пределах 90-95%. 

Что касается экстрактов астрагала, то наи-
большей цитотоксичностью обладали экс-
тракты при концентрации 1000 мкг/л, когда 
выживаемость исследуемых раковых клеток 
составляла менее 10%, при этом концентра-
ции экстракта 500 мкг/л также характеризо-
валась высоким цитотоксическим эффектом.

Так как наибольшей цитотоксичностью 
обладали растения – регенеранты ашваган-
ды, было принято решение именно на куль-
туре каллусной ткани этого растения просле-
дить изменения цитотоксического эффекта в 
недефференцированных клетках. Результаты 
наших исследований растительных экстрак-
тов, полученных из каллусной ткани, сви-
детельствуют, что цитотоксический эффект 
был слабо выражен и максимальная гибель 
раковых клеток (не более 24%) была отмече-
на лишь при самых высоких концентрациях 
экстракта  – 5000 мкг/мл (Рис. 3). О том, что 
на основе продуктов вторичного  метаболиз-
ма растений получают высокоэффективные 
лекарственные препараты для успешной те-
рапии онкологических заболеваний, не раз 
сообщалось в литературе.

Полученные результаты могут служить 
косвенным признаком, характеризующим 
биосинтетический потенциал культур in vitro 
к образованию продуктов вторичного синте-

за. Выявленные особенности клеток к син-
тезу вторичных метаболитов, обладающих 
цитотоксичностью,  обусловлены тем, что 
в клетках целого растения вторичные мета-
болиты образуются в строго дифференци-
рованных клетках и этот процесс находится 
под контролем регуляторных систем рас-
тительного организма. Иное дело обстоит с 
дедифференцированными клетками (каллус-
ная ткань), которые постоянно делятся и не 
переходят в дифференцированное состояние. 
Вследствие чего в каллусной ткани биосин-
тез ряда вторичных метаболитов может быть 
нивелирован, вплоть до его полного терми-
нирования. Об изменении и угнетении вто-
ричного метаболизма каллусных тканей   еще 
несколько десятилетий назад сообщалось 
в научной литературе [3]. Согласно много-
численным исследованиям, данным процес-
сом можно эффективно управлять, изменяя 
условия культивирования, например, хими-
ческие факторы питательной среды (мине-
ральные соли, гормоны), физические внеш-
ние факторы (спектральный состав света и 
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Рис. 2. Влияние различных концентраций раститель-
ных экстрактов  микроклонов ашваганды и астрагала 
на жизнеспособность раковых клеток человека

Рис. 3. Влияние различных концентраций раститель-
ных экстрактов микроклонов и каллусной ткани ашва-
ганды на жизнеспособность раковых клеток человека
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его интенсивность, рН питательной среды, 
температурный режим выращивания) или 
создавая стрессовые условия (присутствие 
факторов абиотической и биотической при-
роды).

Кроме того, наши исследования пока-
зали, что изучаемые экстракты обладают 
антифунгицидной активностью, которая за-
висит от источника получения экстракта, 
его концентрации, а также от исследуемого 
штамма фитопатогена.  Так, было установ-
лено, что исследуемые экстракты оказали 
различное токсическое действие на рост ми-
целия гриба Fusarium сulmorum и Fusarium 
sporotrichioides Sherd. Следует отметить, что 
экстракты, полученные из каллусной ткани, 
обладали меньшей антифунгицидной актив-
ностью (Рис. 4), по сравнению с экстракта-
ми, полученными из растений-регенерантов. 
Причем данная ответная реакция изучаемых 
фитопатогенов (Fusarium sporotrichioides 
Sherd, Fusarium сulmorum) на действие двух 
экстрактов различных видов растений была 
практически одинаковой (Рис 5).

Заключение
На основе изложенного выше, можно за-

ключить что культуры in vitro исследованных 
растений обладают способностью к биосин-

тезу вторичных соединений, обладающих  
высокой цитотоксичностью и фунгицидной 
активностью, что, несомненно, имеет важ-
ное практическое значение как потенциаль-
ный источник ценных биологически актив-
ных веществ для фарминдустрии. Причем в 
условиях in vitro при образовании биологи-
чески активных веществ сохраняется специ-
фичность, приуроченная к организованным 
тканям интактных растений, но в менее выра-
женной степени [2].  Указанные свойства рас-
тительных тканей, произрастающих в стро-
го контролируемых условиях, находят под-
тверждение и в цитотоксических исследо-
ваниях, когда дедифференцированные кал-
лусные культуры отличались  наименьшим 

Рис. 4. Влияние различных концентраций экстрактов ашваганды  на рост Fusarium culmorum, штамм М-10-1: а – 
экстракт, полученный из каллусной ткани, б – экстракт, полученный из растений – регенерантов

Рис. 5. Влияние растительных экстрактов микрокло-
нов ашваганды и астрагала в концентрациях 100 мг/л 
на рост мицелия грибов рода Fusarium L.
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эффектом. Наши исследования показали, что 
вторичные метаболиты могут оказывать  не 
только ингибирующий эффект на рост  рако-
вых клеток человека, но и могут быть сти-
муляторами различных морфофизиологиче-
ских процессов, о чем свидетельствует ряд 
литературных источников [9,10]. 
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Associations of green tea, coffee, 
and soft drink consumption 
with longitudinal changes 
in leukocyte telomere length
Inhae Sohn  1, Chol Shin  2* & Inkyung Baik  1*

Whether beverage consumption is associated with longitudinal observation of telomere length 
remains unclear. We evaluated the association of green tea, coffee, and soft drink consumption with 
6-year changes in leukocyte telomere length (LTL). The study included 1952 participants who provided 
whole blood samples for LTL assays during the baseline (year 2011–2012) and follow-up (year 2017–
2018) periods and reported baseline information on consumption of green tea, coffee, and soft drinks. 
Robust regression analysis was used to analyze the association adjusted for potential confounding 
variables. In the results, an inverse association between green tea consumption and LTL changes 
from baseline, which indicate telomere shortening, was found; regression coefficient [95% confidence 
interval] was − 0.097 [− 0.164, − 0.029] for participants who daily consumed at least 1 cup of green tea 
compared with non-consumers (p value = 0.006). This association was stronger among women (versus 
men) and younger participants aged 50–64 years (versus older). However, a positive association 
between soft drink consumption and LTL shortening was observed among women (p value < 0.05). 
Coffee consumption was not associated with LTL changes. These findings suggested that green tea 
consumption may be protective against telomere shortening reflecting biological aging whereas 
coffee and soft drink consumption may not.

Telomeres consisting of repeated DNA sequences (TTA​GGG​) are known to play a role in protecting the ends of 
human chromosomes from fusions and degradation. As cells replicate, telomere length shortens due to the end-
replication problem leading to cellular senescence1,2. Recently, many epidemiological studies measured leukocyte 
telomere length (LTL) as a useful marker of biological aging and accumulating data showed an inverse association 
between LTL and chronological age3. Some studies have provided data on the association of LTL with obesity, 
diabetes mellitus, hypertension, cardiovascular diseases, dementia, and cancer, including all-cause mortality4–9.

It was reported that LTL is influenced by genetic and lifestyle factors, including diet and alcohol 
consumption10–13. A few studies showed a significant association of LTL with the consumption of beverages, 
such as tea14, coffee15, and sweetened beverages12,16. These associations were analyzed in cross-sectional data 
while longitudinal data regarding changes in LTL are still limited. There is one intervention study which has 
observed LTL changes with beverage consumption as an exposure and found increased LTL in obese women with 
two-month green tea supplementation17. Although this study used a high dose of supplementation equivalent to 
at least 10 cups/day of green tea for a short period, it provides primary data to support the association between 
green tea consumption and longitudinal changes in LTL. Based on previous epidemiological studies reporting 
the significant associations of mortality with green tea and coffee consumption18 as well as with LTL changes19,20, 
it is worthy to investigate the link between these beverages and LTL changes in terms of exploring implications 
for lifestyle factors related to longevity.

The present study, which was embedded in a population-based cohort study, conducted repeated assays of 
LTL and aimed to investigate the association of green tea, coffee, and soft drink consumption with cross-sectional 
LTL and longitudinal changes in LTL during a six-year period among middle-aged and older Korean men and 
women. Furthermore, it evaluated whether the association results are different according to age groups and sex.

1Department of Foods and Nutrition, College of Science and Technology, Kookmin University, 77 Jeongneung‑ro, 
Songbuk‑gu, Seoul  02707, Korea. 2Department of Internal Medicine, Korea University Ansan Hospital, 123 
Jeokgeum‑ro, Danwon‑gu, Ansan 15355, Korea. *email: chol-shin@korea.ac.kr; ibaik@kookmin.ac.kr
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Results
Characteristics, including beverage consumption status of the study participants, were compared across the 
tertile groups of LTL changes (Table 1). According to higher tertiles indicating greater LTL shortening, baseline 
values were greater whereas follow-up values of LTL were less. Participants with greater LTL shortening were 
more likely to be males and current smokers and consumed less green tea (p value for trend < 0.05). Compared 
with participants in the first and second tertiles, those in the top tertile tended to have less consumption of green 
tea and brewed coffee but consumed greater amount of instant coffee and soft drinks. Those in the second tertile 
showed greatest consumption of other types of tea.

Cross‑sectional and longitudinal associations between beverage consumption and LTL.  A 
supplemental table shows results regarding the association between beverage consumption and cross-sectional 
observations for LTL (Supplemental Table S1). No significant association between beverage consumption and 
baseline LTL was observed. In the multiple model for follow-up LTL, participants with green tea consump-
tion ≥ 7 cups/week showed longer LTL values compared with those who did not drink green tea (p < 0.05).

Table 2 presents regression coefficient estimates and their 95% confidence intervals (95% CI) for the associa-
tion between beverage consumption and longitudinal observations for LTL. As shown, green tea drinkers showed 
less LTL shortening during the six-year period compared with nondrinker (p < 0.01). After further adjustment 
of the baseline LTL in the multiple model, this significant association was not changed (data available upon 
request). No significant association was observed for other beverages.

Stratified analyses by age groups and sex for the longitudinal association between beverage 
consumption and LTL.  Results of the association between beverage consumption and LTL changes strati-
fied by age groups are shown in Table 3. As shown, a significant inverse association between green tea consump-
tion ≥ 7 cups/week and LTL shortening was solely observed among participants younger than 65 years (p < 0.01). 
However, no significant association was observed among older participants. Because this null association might 
be partly due to a small number of those with 65 years or older, we re-analyzed data using 60 years as a cutoff 
point of age and observed similar results (data available upon request). Other types of beverages consumed were 
not associated with LTL shortening.

Table 1.   Characteristics of the 1952 participants according to tertile groups of six-year changes in leukocyte 
telomere length. Values are mean ± standard deviation or %. 1 Changes were calculated by subtracting the 
follow-up value from the baseline value of telomere length (baseline value − follow-up value) and its positive 
value indicates telomere shortening. 2 Monthly household income less than 1,500,000 won (approximately 
equal to 1300 dollars). 3 Black tea, oolong tea, and other teas.

Variables

All participants
Tertile of changes in leukocyte telomere 
length

p value for trend[median] 1st tertile 2nd tertile 3rd tertile

Number of participants (%) 1952 (100) 650 (33.3) 651 (33.4) 651 (33.4)

Baseline and follow-up LTL data

LTL changes1 − 0.03 ± 0.54 [− 0.02] − 0.58 ± 0.37 − 0.02 ± 0.10 0.52 ± 0.38 < 0.001

Baseline LTL 1.08 ± 0.40 [0.98] 0.86 ± 0.25 0.97 ± 0.22 1.40 ± 0.46 < 0.001

Follow-up LTL 1.10 ± 0.40 [1.02] 1.44 ± 0.43 0.99 ± 0.23 0.88 ± 0.25 < 0.001

Baseline data of characteristics

Age, years 58.1 ± 6.9 [56.0] 58.4 ± 7.0 58.0 ± 6.8 57.8 ± 6.7 0.12

Men, % 50.0 46.3 50.5 53.2 < 0.05

Low income2, % 17.0 18.9 16.3 15.9 0.16

Employed, % 34.9 30.9 37.2 36.6 < 0.05

Body mass index, kg/m2 24.7 ± 3.0 [24.6] 24.7 ± 3.0 24.7 ± 2.9 24.8 ± 3.0 0.80

Current smoker, % 12.5 9.9 13.5 14.0 0.02

Current alcohol drinker, % 48.7 45.4 50.2 50.5 0.06

Physical activity, met-h/day 40.9 ± 6.3 [40.0] 40.9 ± 5.9 40.7 ± 6.4 41.1 ± 6.6 0.65

Presence of hypertension, % 34.1 33.7 33.5 35.2 0.57

Presence of diabetes mellitus, % 18.1 17.9 18.0 18.4 0.78

White blood cell counts, thousand/uL 5.1 ± 1.5 [4.9] 5.0 ± 1.5 5.1 ± 1.4 5.2 ± 1.5 0.06

Beverage consumption, cup/week

Green tea 1.8 ± 6.2 [0] 2.1 ± 6.2 2.0 ± 7.4 1.4 ± 4.5 0.04

Other types of tea3 0.27 ± 2.81 [0] 0.19 ± 1.61 0.49 ± 4.34 0.14 ± 1.51 0.77

Brewed coffee 2.5 ± 7.1 [0] 2.5 ± 7.0 3.0 ± 7.9 2.1 ± 6.2 0.38

Instant coffee 8.9 ± 11.6 [7] 8.6 ± 11.5 8.9 ± 11.5 9.4 ± 11.9 0.80

Soft drink 0.17 ± 1.46 [0] 0.16 ± 1.75 0.13 ± 0.86 0.20 ± 1.60 0.61
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Table 4 presents results stratified by gender for the association between beverage consumption and LTL 
changes. A significant inverse association between green tea consumption ≥ 7 cups/week and LTL shorten-
ing was shown among women only after adjusting for potential confounding variables (p < 0.05). Although no 
association for soft drinks was observed among all participants in Table 2, a significant positive association was 
observed among women (p < 0.05). In contrast, an insignificant inverse trend was examined among men. For 
other beverages, no significant association was observed.

Table 2.   Association between beverage consumption and 6-year changes1 in leukocyte telomere length. CI 
confidence interval, WBCC white blood cell counts. 1 Changes were calculated by subtracting the follow-up 
value from the baseline value of telomere length (baseline value − follow-up value) and its positive value 
indicates telomere shortening. 2 Number of participants. 3 Regression coefficient estimate. 4 Model adjusted 
for age, sex, monthly household income status, employment status, body mass index, smoking status, alcohol 
consumption status, physical activity, white blood cell counts, and presence of hypertension or diabetes 
mellitus. 5 Black tea, oolong tea, and other types of tea. 6 p value = 0.006.

Beverage consumption

Categories N2

Age, sex, WBCC adjusted model Multiple model4

Types Estimate3 (95% CI) Estimate3 (95% CI)

Green tea

None 1505 Reference Reference

< 7 cups/week 227 − 0.024 (− 0.090, 0.043) − 0.021 (− 0.089, 0.044)

≥ 7 cups/week 220 − 0.094 (− 0.161, − 0.027)6 − 0.097 (− 0.164, − 0.029)6

Others5
None 1910 Reference Reference

≥ 1 cup/month 42 − 0.054 (− 0.199, 0.090) − 0.052 (− 0.197, 0.093)

Brewed coffee

None 1563 Reference Reference

< 14 cups/week 217 0.035 (− 0.033, 0.103) 0.037 (− 0.031, 0.105)

≥ 14 cups/week 172 − 0.030 (− 0.106, 0.045) − 0.030 (− 0.105, 0.046)

Instant coffee

None 755 Reference Reference

< 14 cups/week 518 − 0.001 (− 0.054, 0.052) − 0.001 (− 0.054, 0.053)

≥ 14 cups/week 679 − 0.009 (− 0.061, 0.043) − 0.012 (− 0.064, 0.041)

Soft drink
None 1870 Reference Reference

≥ 1 cup/month 82 − 0.009 (− 0.115, 0.096) − 0.008 (− 0.113, 0.098)

Table 3.   Age-stratified association between beverage consumption and six-year changes1 in leukocyte 
telomere length. CI, confidence interval. 1 Changes were calculated by subtracting the follow-up value from the 
baseline value of telomere length (baseline value − follow-up value) and its positive value indicates telomere 
shortening. 2 Number of participants. 3 Model adjusted for sex, monthly household income status, employment 
status, body mass index, smoking status, alcohol consumption status, physical activity, white blood cell counts, 
and presence of hypertension or diabetes mellitus. 4 Regression coefficient estimate. 5 Black tea, oolong tea, and 
other teas. 6 p value = 0.002.

Beverage consumption

Categories

Model3 for < 65 years Model3 for ≥ 65 years

Types N2 Estimate4 (95% CI) N2 Estimate4 (95% CI)

1578 374

Green tea

None 1198 Reference 307 Reference

< 7 cups/week 189 − 0.003 (− 0.075, 0.070) 38 − 0.118 (− 0.292, 0.055)

≥ 7 cups/week 191 − 0.114 (− 0.185, − 0.042)6 29 0.052 (− 0.147, 0.252)

Others5
None 1542 Reference 368 Reference

≥ 1 cup/month 36 − 0.112 (− 0.268, 0.043) 6 0.154 (− 0.263, 0.571)

Brewed coffee

None 1222 Reference 341 Reference

< 14 cups/week 197 0.031 (− 0.041, 0.102) 20 0.167 (− 0.069, 0.403)

≥ 14 cups/week 159 − 0.042 (− 0.120, 0.036) 13 0.047 (− 0.242, 0.336)

Instant coffee

None 586 Reference 169 Reference

< 14 cups/week 414 0.007 (− 0.053, 0.066) 104 − 0.039 (− 0.165, 0.088)

≥ 14 cups/week 578 − 0.009 (− 0.066, 0.048) 101 − 0.034 (− 0.172, 0.104)

Soft drink
None 1504 Reference 366 Reference

≥ 1 cup/month 74 − 0.013 (− 0.123, 0.097) 8 − 0.153 (− 0.531, 0.224)
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Discussion
In this study, we evaluated six-year changes in LTL among 1952 Korean adults and its association with beverage 
consumption, including tea, coffee, and soft drinks. In our findings, daily consumption of green tea was inversely 
associated with LTL shortening, a change from baseline to follow-up values, whereas soft drink consumption 
was positively associated with it. In particular, these associations were more evident among women than among 
men. This association for green tea consumption was also significant among participants younger than 65 years. 
Additionally, consumption of coffee and other types of tea was associated with neither cross-sectional values 
nor longitudinal changes of LTL.

An earlier epidemiological study reported a positive association between tea consumption and cross-sectional 
values of LTL14. Although further data for the association between varied types of tea and LTL are limited, the 
beneficial effects of green tea, oolong, and black tea, which are favorably consumed worldwide, have been well 
described21–23. These teas contain polyphenols, tocopherols, ascorbic acid, carotenoids, phytochemical com-
pounds, and minerals such as Cr, Mn, Se, or Zn. Specifically, green tea contains catechins, which are poly-
phenolic compounds classified as flavonoids, showing robust antioxidant properties24, gallic acid, and other 
phenolic acids25. Polyphenol epigallocatechin-3-gallate (EGCG), one of the most abundant catechins found in 
green tea, is a component with antioxidant and anti-inflammatory properties26,27. Furthermore, compounds with 
antioxidant properties scavenge reactive oxygen species (ROS) and nitrogen species and chelate redox-active 
metal ions, which are involved in Fenton and Haber–Weiss reactions. These scavenging properties are essential 
because ROS attacks the G triplets in telomeres, leading to DNA cleavage and telomere attrition28–30. Thus, anti-
oxidant properties of green tea may delay telomere attrition by protecting telomeres against oxidative damage. 
As another mechanism, the impact of green tea compounds on telomerase may contribute to the maintenance 
or elongation of telomeres. According to an in vitro study, EGCG increased chromosomal instability (CIN) in a 
dose-dependent manner, reportedly correlated with telomere shortening, in colon adenocarcinoma cells, but it 
decreased CIN in normal colon epithelial cells, proposing different effects of EGCG on normal and malignant 
cells31. In normal cells, EGCG may inhibit telomere shortening by modifying the mechanism of telomere biology, 
for example, by upregulating telomerase activity. An intervention study demonstrated that obese women with 
green tea supplementation had increased LTL, possibly reflecting telomere lengthening17. Our study found a 
significant association between green tea consumption and LTL changes, in particular LTL lengthening, among 
women only. Biological mechanisms underlying the differential associations by sex are not fully understood. It 
has been suggested that men have faster attrition of telomere length than women partly due to the association 
of sex hormones in telomere maintenance and oxidative stress32, and thus there may be sex-specific effects of 
green tea on this association.

Some investigations reported conflicting data regarding the association between coffee consumption and 
LTL11,12,33. For example, a cross-sectional study showed no association11, while others observed a positive 
association12,33. The present longitudinal study observed a significant association between soft drink consump-
tion and LTL shortening in women. An earlier animal data34 indicating that soft drink consumption induces 
oxidative stress may explain a biological mechanism underlying this association.

Table 4.   Sex-stratified association between beverage consumption and six-year changes1 in leukocyte telomere 
length. CI confidence interval. 1 Changes were calculated by subtracting the follow-up value from the baseline 
value of telomere length (baseline value − follow-up value) and its positive value indicates telomere shortening. 
2 Number of participants. 3 Model for leukocyte telomere length adjusted for age, monthly household income 
status, employment status, body mass index, smoking status, alcohol consumption status, physical activity, 
white blood cell counts, and presence of hypertension or diabetes mellitus. 4 Regression coefficient estimate. 
5 Black tea, oolong tea, and other teas. 6 p value < 0.05.

Beverage consumption Model3 for women Model3 for men

Types Categories N2 Estimate4 (95% CI) N2 Estimate4 (95% CI)

976 976

Green tea

None 737 Reference 768 Reference

< 7 cups/week 140 − 0.088 (− 0.176, 0.001) 87 0.075 (− 0.028, 0.178)

≥ 7 cups/week 99 − 0.104 (− 0.206, − 0.001)6 121 − 0.083 (− 0.173, 0.006)

Others5
None 953 Reference 957 Reference

≥ 1 cup/month 23 − 0.027 (− 0.228, 0.175) 19 − 0.098 (− 0.309, 0.114)

Brewed coffee

None 738 Reference 825 Reference

< 14 cups/week 142 0.037 (− 0.052, 0.126) 75 0.044 (− 0.067, 0.154)

≥ 14 cups/week 96 − 0.029 (− 0.135, 0.076) 76 − 0.034 (− 0.144, 0.076)

Instant coffee

None 476 Reference 279 Reference

< 14 cups/week 311 − 0.010 (− 0.080, 0.060) 207 0.014 (− 0.070, 0.098)

≥ 14 cups/week 189 − 0.021 (− 0.104, 0.063) 490 − 0.009 (− 0.079, 0.060)

Soft drink
None 953 Reference 917 Reference

≥ 1 cup/month 23 0.230 (0.030, 0.431)6 59 − 0.095 (− 0.217, 0.027)
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Study limitations should be considered when interpreting our findings. Telomere length was assessed in 
leukocytes rather than somatic cells in this study. Because it was reported that telomere shortening rates were 
similar in leukocytes and somatic cells35, LTL has been a valuable marker of biological aging. However, based 
on longitudinal changes in LTL, telomere lengthening has been proposed to be limited to hematopoietic cells36. 
We used the baseline information of beverage consumption as an exposure in this study because its follow-up 
information was unavailable. Under the assumption that the baseline information of beverage consumption is 
sustained during the study period, we analyzed its association with longitudinal changes in telomere length. Thus, 
the exposure of beverage consumption might be less accurate probably due to non-differential misclassification 
leading to weak or null associations. Thus, further investigation on coffee consumption and other beverages, 
except green tea, is warranted. In addition, unadjusted residual confounding factors including diet and dietary 
supplementations, which we were unable to observe in this study, might lead to weak or null associations.

The study findings can also be generalized to Korean adults of similar ages. Nevertheless, further studies 
including participants with varied ethnicities and age ranges are warranted. The strength of our study includes 
using a large sample size from the general population, a wide range of confounding variables, and the longitudinal 
observation method of LTL adopted.

Therefore, based on our findings, we suggest beneficial effects of green tea consumption and potentially disad-
vantageous effects of soft drink consumption on LTL shortening, which may reflect accelerated biological aging.

Methods
Study design and participants.  Study participants were from an ongoing population-based prospective 
cohort study, a part of the Korean Genome Epidemiology Study. Detailed information on the study design and 
procedures is available in a previous study37,38. Briefly, eligible study subjects were selected based on a two-
stage cluster sampling method using the information of residential district and demographic characteristics and 
identified by telephone contact. They were invited to visit the Korea University Ansan Hospital on a designated 
date between June, 2001 and January, 2003. Finally, 5012 participants were enrolled at baseline and have been 
followed up biennially since February, 2003. At baseline, trained researchers conducted a questionnaire-based 
interview and comprehensive health examination, including anthropometric assessment, blood pressure (BP) 
measurement, and bio-specimen collection. The questionnaire inquired about participants’ demography, medi-
cal history, health conditions, and lifestyle including smoking and alcohol drinking, and dietary intake. During 
the follow-up period, similar interviews and health examinations were repeated although food frequency ques-
tionnaire was not included after 2011. The Human Subjects Review Committee at the Korea University Ansan 
Hospital approved all study procedures and protocols, and participants signed an informed consent form during 
every visit (IRB number: ED0624). All methods were performed in accordance with the Declaration of Helsinki 
and local guidelines and regulations concerning the ethics of human research.

For the present study, initial investigation on beverage consumption, as an exposure, and LTL, as an outcome, 
was conducted between February, 2011 and November, 2012 (the baseline period). Then, repeated measurement 
of LTL was conducted between February, 2017 and December, 2018 (the follow-up period). Thus, longitudinal 
changes during six years between initial assays and repeated assays of LTL were observed. As recorded, 2314 
cohort members completed the interview and health examination and their initial LTL were assayed. Among 
84% of them, the follow-up assay of LTL were completed. Thus, 1952 participants were included in the analysis. 
General characteristics, except age, between participants and nonparticipants were similar.

Beverage consumption.  Information on green tea, coffee, and soft drink consumption was collected dur-
ing the baseline period using a caffeine food frequency questionnaire (C-FFQ), but it was not updated during the 
follow-up period. C-FFQ inquired consumption of 18 beverage categories, including brewed coffee, three types 
of instant coffee, green tea, black tea, oolong, two types of instant hot chocolate, two types of regular coke, diet 
coke, two types of carbonated drinks, two types of energy drink, and two types of processed milk with the infor-
mation on quantified consumption frequency (one standard serving size for beverage is defined as one paper 
cup of 190 mL) consumed over the past year. This questionnaire was constructed based on the Fred Hutchinson 
Cancer Research Center Caffeine Questionnaire39. We calculated average consumption per week for each bever-
age and generated categories considering the number of participants in each category; none, 0–14 cups/week, 
and ≥ 14 cups/week for brewed and instant coffee; none, 1–6 cups/week, and ≥ 7 cups/week for green tea; then 
none and ≥ 1 cup/week for other types of tea or soft drinks.

Measurement of leukocyte telomere length.  Relative LTL was measured using quantitative real-time 
polymerase chain reaction40. Genomic DNA in leukocytes was extracted from peripheral blood samples col-
lected during the baseline and six-year follow-up periods, using a QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen, Hilden, 
Germany). Then, purified DNA samples were diluted and quantified using a NanoDrop 1000 spectrophotometer 
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Subsequently, the ratio of telomere repeat copy number to 
the single-copy gene copy number (36B4 gene encoding acidic ribosomal phosphoprotein) was determined 
using the iQ Multi-Color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The final concentra-
tions of the PCR reagents were 1× SYBR Green SuperMix (Bio-Rad), 50 ng of DNA, 0.2 μM of telomere prim-
ers (forward, 5′-GGT​TTT​TGA​GGG​TGA​GGG​TGA​GGG​TGA​GGG​TG A GGGT-3′; reverse, 5′-TCC​CGA​CTA​
TCC​CTA​TCC​C TATC CCT​ATC​CCT​ATC​CCTA-3′) and 0.3 μM of 36B4 primers (forward, 5′-CAG​CAA​GTG​
GGA​AGG​TGT​AATC C-3′; reverse, 5′-CCC​ATT​CTA​TCA​TCA​ACG​GGT​ACA​A-3′). Reactions were conducted 
using telomere and 36B4 primers in the same 96-well plate, and each plate included a reference DNA sample. 
Finally, a four-point standard curve was established to transform the cycle threshold to nanograms of DNA. In 
a quality control test, coefficient of variation values were 4.4% for the intra-assay and 7.6% for the inter-assay 
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when 34 duplicate samples were run in two batches. To evaluate reproducibility, we obtained Pearson correlation 
coefficients; 0.97 (p < 0.001) for 34 duplicate samples, 0.98 (p < 0.001) for 17 duplicate samples in one batch, and 
0.95 (p < 0.001) for 17 duplicate samples in the other batch. To calculate six-year changes in LTL, a change from 
baseline to follow-up values indicating LTL shortening for each individual was calculated.

Potential confounding variables.  On the basis of previous studies related to main exposures and 
outcomes12,14, we considered age, sex, body mass index (BMI), income status, smoking status, alcohol con-
sumption status, physical activity, and presence of diabetes mellitus or hypertension as potential confounding 
variables. In this study, the baseline information on these confounding variables was used. Body weight and 
height were measured to the nearest 0.1 kg and 0.1 cm, respectively, to calculate BMI (kg/m2). Smoking status 
was categorized into four groups; nonsmoker and current smoker (≤ 10  cigarettes/day, 11–20  cigarettes/day, 
and > 20  cigarettes/day). Alcohol consumption status was also categorized into four groups; nondrinker and 
current drinker (< 15 g/day, 15–30 g/day, and > 30 g/day). To assess physical activity, participants were asked to 
report hours spent in a typical day in sleep and five categories of activity intensity (sedentary, very light, light, 
moderate, vigorous), for each of which specific activities were listed. A total metabolic equivalent (MET) score 
was calculated by multiplying hours spent by a MET value (1.0 for sleep or sedentary, 1.5 for very light, 2.4 for 
light, 5.0 for moderate, and 7.5 for vigorous activity), which was an average of MET values of specific activities 
listed for each category41, and summing up the total. The presence of diabetes mellitus or hypertension was 
determined if one of the following criteria was met: use of hypoglycemic medications or fasting plasma glucose 
levels ≥ 126  mg/dL or postprandial glucose level ≥ 200  mg/dL; use of hypertension treatment medications or 
systolic BP ≥ 140 mmHg or diastolic BP ≥ 90 mmHg.

Statistical analysis.  Descriptive statistics, chi-square test, and analysis of variance (ANOVA) were used to 
compare participants’ characteristics according to the categories of LTL changes. The Cochran-Armitage trend 
test and linear trend analysis in ANOVA were performed to obtain p values for trend. To analyze the association 
between beverage consumption and LTL changes, a robust linear regression model was used because the distri-
bution of the dependent variable, which had negative and positive values and zero, was skewed due to outliers. 
In multiple models, age, BMI, and physical activity were treated as continuous variables and sex, monthly house-
hold income, smoking status, alcohol consumption status, and the presence of hypertension and diabetes mel-
litus as categorical variables. We confirmed no missing data for continuous covariates and created an additional 
group for missing data of categorical covariates. Further analysis stratified by sex and age groups (age < 65 years 
and ≥ 65 years) was also conducted. All tests were based on a two-sided level of significance, and SAS, version 9.4 
software was used (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Data availability
Datasets are available in a funder- mandated (website of the Korea Disease Control and Prevention Agency: 
https://​is.​kdca.​go.​kr/).

Received: 25 July 2022; Accepted: 12 December 2022

References
	 1.	 Harley, C. B., Futcher, A. B. & Greider, C. W. Telomeres shorten during ageing of human fibroblasts. Nature 345, 458–460 (1990).
	 2.	 Li, L., Lejnine, S., Makarov, V. & Langmore, J. P. In vitro and in vivo reconstitution and stability of vertebrate chromosome ends. 

Nucleic Acids Res. 26, 2908 (1998).
	 3.	 Müezzinler, A., Zaineddin, A. K. & Brenner, H. A systematic review of leukocyte telomere length and age in adults. Ageing Res. 

Rev. 12, 509–519 (2013).
	 4.	 Valdes, A. M. et al. Obesity, cigarette smoking, and telomere length in women. Lancet 366, 662–664 (2005).
	 5.	 Demissie, S. et al. Insulin resistance, oxidative stress, hypertension, and leukocyte telomere length in men from the Framingham 

Heart Study. Aging Cell 5, 325–330 (2006).
	 6.	 Aviv, A. Telomeres, sex, reactive oxygen species, and human cardiovascular aging. J. Mol. Med. 80, 689–695 (2002).
	 7.	 Grodstein, F. et al. Shorter telomeres may mark early risk of dementia: Preliminary analysis of 62 participants from the Nurses’ 

Health Study. PLoS ONE 3, e1590 (2008).
	 8.	 Blasco, M. A. Telomeres and human disease: Ageing, cancer and beyond. Nat. Rev. Genet. 6, 611–622 (2005).
	 9.	 Cawthon, R. M., Smith, K. R., O’Brien, E., Sivatchenko, A. & Kerber, R. A. Association between telomere length in blood and 

mortality in people aged 60 years or older. Lancet 361, 393–395 (2003).
	10.	 Andrew, T. et al. Mapping genetic loci that determine leukocyte telomere length in a large sample of unselected female sibling 

pairs. Am. J. Hum. Genet. 78, 480–486 (2006).
	11.	 Nettleton, J. A., Diez-Roux, A., Jenny, N. S., Fitzpatrick, A. L. & Jacobs, D. R. Dietary patterns, food groups, and telomere length 

in the Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (MESA). Am. J. Clin. Nutr. 88, 1405–1412 (2008).
	12.	 Lee, J. Y., Jun, N. R., Yoon, D., Shin, C. & Baik, I. Association between dietary patterns in the remote past and telomere length. Eur. 

J. Clin. Nutr. 69, 1048–1052 (2015).
	13.	 Shin, C. & Baik, I. Associations between alcohol consumption and leukocyte telomere length modified by a common polymorphism 

of ALDH2. Alcohol. Clin. Exp. Res. 40, 765–771 (2016).
	14.	 Chan, R., Woo, J., Suen, E., Leung, J. & Tang, N. Chinese tea consumption is associated with longer telomere length in elderly 

Chinese men. Br. J. Nutr. 103, 107–113 (2010).
	15.	 Tucker, L. A. Caffeine consumption and telomere length in men and women of the National Health and Nutrition Examination 

Survey (NHANES). Nutr. Metab. 14, 10 (2017).
	16.	 Leung, C. W. et al. Soda and cell aging: Associations between sugar-sweetened beverage consumption and leukocyte telomere 

length in healthy adults from the national health and nutrition examination surveys. Am. J. Public Health 104, 2425–2431 (2014).
	17.	 Nonino, C. B. et al. Green tea supplementation promotes leukocyte telomere length elongation in obese women. Nutr. Hosp. 35, 

570–575 (2018).



7

Vol.:(0123456789)

Scientific Reports |          (2023) 13:492  | https://doi.org/10.1038/s41598-022-26186-y

	18.	 Teramoto, M., Muraki, I., Yamagishi, K., Tamakoshi, A. & Iso, H. Green tea and coffee consumption and all-cause mortality among 
persons with and without stroke or myocardial infarction. Stroke 52, 957–965 (2021).

	19.	 Duggan, C. et al. Change in peripheral blood leukocyte telomere length and mortality in breast cancer survivors. J. Natl. Cancer 
Inst. 106, dju035 (2014).

	20.	 Goglin, S. E. et al. Change in leukocyte telomere length predicts mortality in patients with stable coronary heart disease from the 
heart and soul study. PLoS ONE 11, e0160748 (2016).

	21.	 Cabrera, C., Artacho, R. & Giménez, R. Beneficial effects of green tea—A review. J. Am. Coll. Nutr. 25, 79–99 (2006).
	22.	 McKay, D. L. & Blumberg, J. B. The role of tea in human health: An update. J. Am. Coll. Nutr. 21, 1–13 (2002).
	23.	 Gardner, E. J., Ruxton, C. H. S. & Leeds, A. R. Black tea—Helpful or harmful? A review of the evidence. Eur. J. Clin. Nutr. 61, 3–18 

(2007).
	24.	 Rice-Evans, C. Implications of the mechanisms of action of tea polyphenols as antioxidants in vitro for chemoprevention in humans. 

Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 220, 262–266 (1999).
	25.	 Bhagwat, S., Haytowitz, D.B. & Holden, J.M. USDA Database for the Flavonoid Content of Selected Foods, Release 3.1 (2012).
	26.	 Juśkiewicz, J. et al. Extract of green tea leaves partially attenuates streptozotocin-induced changes in antioxidant status and gas-

trointestinal functioning in rats. Nutr. Res. 28, 343–349 (2008).
	27.	 Donà, M. et al. Neutrophil restraint by green tea: Inhibition of inflammation, associated angiogenesis, and pulmonary fibrosis. J. 

Immunol. 170, 4335–4341 (2003).
	28.	 von Zglinicki, T. Oxidative stress shortens telomeres. Trends Biochem. Sci. 27, 339–344 (2002).
	29.	 Oikawa, S. & Kawanishi, S. Site-specific DNA damage at GGG sequence by oxidative stress may accelerate telomere shortening. 

FEBS Lett. 453, 365–368 (1999).
	30.	 Saretzki, G. & Von Zglinicki, T. Replicative aging, telomeres, and oxidative stress. Ann. N. Y. Acad. Sci. 959, 24–29 (2002).
	31.	 Ni, J., Guo, X., Wang, H., Zhou, T. & Wang, X. Differences in the effects of EGCG on chromosomal stability and cell growth between 

normal and colon cancer cells. Molecules 23, 788 (2018).
	32.	 Barrett, E. L. B. & Richardson, D. S. Sex differences in telomeres and lifespan. Aging Cell 10, 913–921 (2011).
	33.	 Liu, J. J., Crous-Bou, M., Giovannucci, E. & De Vivo, I. Coffee consumption is positively associated with longer leukocyte telomere 

length in the Nurses’ Health Study. J. Nutr. 146, 1373–1378 (2016).
	34.	 El-Terras, A. et al. Carbonated soft drinks induce oxidative stress and alter the expression of certain genes in the brains of Wistar 

rats. Mol. Med. Rep. 13, 3147–3154 (2016).
	35.	 Daniali, L. et al. Telomeres shorten at equivalent rates in somatic tissues of adults. Nat. Commun. 4, 1597 (2013).
	36.	 Wang, C. J. Y. et al. Dissociation of telomerase activity and telomere length maintenance in primitive human hematopoietic cells. 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102, 14398–14403 (2005).
	37.	 Baik, I. & Shin, C. Prospective study of alcohol consumption and metabolic syndrome. Am. J. Clin. Nutr. 87, 1455–1463 (2008).
	38.	 Kim, Y., Han, B. G., KoGES group. Cohort profile: The Korean Genome and Epidemiology Study (KoGES) consortium. Int. J. 

Epidemiol. 46, e20 (2017).
	39.	 Fred Hutchinson Cancer Research Center. Nutrition Assessment Shared Resources: Caffeine Questionnaire (Fred Hutchinson Cancer 

Research Center, Seattle, 2022). https://​www.​fredh​utch.​org/​en/​resea​rch/​divis​ions/​public-​health-​scien​ces-​divis​ion/​resea​rch/​nutri​
tion-​asses​sment.​html#​short. Accessed 30 June 2022.

	40.	 Cawthon, R. M. Telomere measurement by quantitative PCR. Nucleic Acids Res. 30, e47 (2002).
	41.	 Ainsworth, B. E. et al. Compendium of physical activities: An update of activity codes and MET intensities. Med. Sci. Sports Exerc. 

32, S498-504 (2000).

Author contributions
C.S. and I.B. conceived the projects, constructed research conception and design, and produced data. I.S. and I.B. 
analyzed data, interpreted results, and prepared the manuscript. All authors critically reviewed the manuscript.

Funding
This study was supported by a fund (2011-E71004-00, 2012-E71005-00, 2017-E71001-00, 2018-E7101-00) by 
research of Korea Disease Control and Prevention Agency and by National Research Foundation of Korea Grant 
funded by the Korean Government (NRF-2019R1A2C2084000).

Competing interests 
The authors declare no competing interests.

Additional information
Supplementary Information The online version contains supplementary material available at https://​doi.​org/​
10.​1038/​s41598-​022-​26186-y.

Correspondence and requests for materials should be addressed to C.S. or I.B.

Reprints and permissions information is available at www.nature.com/reprints.

Publisher’s note  Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and 
institutional affiliations.



Analysis of the age of Panax ginseng
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Ginseng, which is the root of Panax ginseng (Araliaceae), has been used in Oriental medicine as a
stimulant and dietary supplement for more than 7,000 years. Older ginseng plants are substantially
more medically potent, but ginseng age can be simulated using unscrupulous cultivation practices.
Telomeres progressively shorten with each cell division until they reach a critical length, at which point
cells enter replicative senescence. However, in some cells, telomerase maintains telomere length. In this
study, to determine whether telomere length reflects ginseng age and which tissue is best for such an
analysis, we examined telomerase activity in the main roots, leaves, stems, secondary roots and seeds of
ginseng plants of known age. Telomere length in the main root (approximately 1 cm below the rhizome)
was found to be the best indicator of age. Telomeric terminal restriction fragment (TRF) lengths, which
are indicators of telomere length, were determined for the main roots of plants of different ages through
Southern hybridization analysis. Telomere length was shown to be positively correlated with plant age,
and a simple mathematical model was formulated to describe the relationship between telomere length
and age for P. ginseng.

G
inseng, which is the root of Panax ginseng C.A. Meyer (Araliaceae), has been used in Chinese medicine
for thousands of years as a stimulant and dietary supplement1. In European and American countries,
ginseng phytomedicines have been used to increase physical andmental performance, provide resistance

to stress and disease, and prevent exhaustion for decades2. Ginseng plants begin flowering in their fourth year, and
the roots can live for hundreds of years after maturing at 4–6 years of age. The older the root, the higher its
medicinal value because of the higher concentration of ginsenosides, which are the active chemical compounds in
ginseng3,4. However, chemical analyses often require gramquantities of dried ginsengmaterial, and it is difficult to
extract such quantities while leaving the ginseng intact; thus, chemical analysis greatly decreases the ginseng’s
value. Therefore, effectivemethods for identifying the age of ginseng roots are urgently needed to improve quality
control and protect the interests of ginseng consumers.

Telomeres, which are specialized structures at the physical ends of eukaryotic chromosomes that consist of
highly conserved, repeated DNA sequences5,6, shorten with each round of DNA replication7–10 because DNA
polymerases cannot completely replicate linear DNAmolecules. In gymnosperms, telomere length can be used to
predict the future replicative capacity of cells11,12. Highly significant correlations between telomere length and age
have been observed in humans8,13, Australian sea lions14, martins and dunlins15 and different stages of barley16.
Therefore, telomere shortening can be used as amarker of cell replication and aging. Telomerase activity has been
detected in plants using a polymerase chain reaction (PCR)-based telomerase repeat amplification protocol
(TRAP) assay17. Telomerase appears to be developmentally regulated in plants, which is similar to what occurs
in humans18. These reports indicate biological correlations between telomere length and age. However, plant
telomeres are maintained by telomerase. Telomere lengths remain stable in tomato leaves19, whereas they change
cyclically, lengthening and shortening with age, in the needles of Pinus longaeva20. After the first plant telomere
sequence was cloned from Arabidopsis21, nearly all plant telomeres were found to consist of the heptanucleotide

OPEN

SUBJECT AREAS:
PLANT BIOTECHNOLOGY

BIOLOGICAL TECHNIQUES

Received
22 August 2014

Accepted
24 December 2014

Published
23 January 2015

Correspondence and
requests for materials

should be addressed to
L.H. (huangluqi01@

126.com)

* These authors
contributed equally to

this work.

SCIENTIFIC REPORTS | 5 : 7985 | DOI: 10.1038/srep07985 1

mailto:huangluqi01@126.com
mailto:huangluqi01@126.com


repeat (TTTAGGG)n22,23. Arabidopsis-type repeats have also been
found in P. ginseng24. However, researchers have not yet ascertained
whether Arabidopsis-type repeats are located in telomeres or their
relationship with age.
In this study, we combined traditional identification methods and

measurements of telomere length in ginseng plants of known age.
Preliminary investigations indicated that telomere length was slightly
positively correlated with the age of the ginseng plant. Analysis of
telomerase activity in different parts of the plant further revealed that
the main root was the most active meristematic region. Therefore, we
used this tissue to evaluate telomere length. Determination of telo-
mere terminal restriction fragment (TRF) lengths in P. ginseng speci-
mens of different ages demonstrated that the telomeres in the main
roots showed a significant increase in TRF length with plant age that
could be used for age estimation for 2–8 years.

Results
Fluorescence in situ hybridization to determine telomere sequences.
The telomeres of most higher plant species are composed of the
repeated sequence (TTTAGGG)n. To investigate P. ginseng telomeres
comprising the same repeat, we using the complementary end
digoxigenin-labeled, telomere-specific oligonucleotide (CCCTAAA)3
as a probe to perform in situ hybridization. Hybridization signals
visualized as green fluorescence demonstrated that Arabidopsis-type
telomeric sequence repeats, (TTTAGGG)n, were located in the chro-
mosomes of P. ginseng (Fig. 1).

Growth rings in the roots of P. ginseng from Ji’an. The paraffin
sections of P. ginseng rhizomes of different ages collected from Ji’an
revealed distinct growth rings in the xylem of secondary roots, and the
number of growth rings in the main root was consistent with an age of
1–6 years (Fig. 2). However, microscopy analysis showed that the growth
rings of the ginseng specimens did not precisely reflect age after 6 years.

Telomeric activity of different ginseng tissues. A representative
TRAP analysis image that was used to quantify telomerase activity
is shown in Fig. 3. Average telomerase activities in various tissues and

different stages of plant development were assayed using TRAP, and
the results indicated that the main root showed the highest average
telomerase activities of all of the examined tissues. Because
telomerase can lengthen telomeres, and the activity of telomerase

Figure 1 | In Situ Localization of TTTAGGG Telomeric Motifs on P.
ginseng Chromosomes. The the digoxigenin–dUTP nick tag sequence

(CCCTAAA)5 telomeric probe was hybridized with adventitious root of P.

ginseng metaphase chromosomes and counterstained with propidium

iodide.

Figure 2 | The growth rings in the ginseng root of 1 , 6 years.
(A), (B), (C): 1 year ginseng root, 2 year ginseng root, 3 year ginseng root,

Bar 5 1000 mm; (D), (E), (F): 4 year ginseng root, 5 year ginseng root, 6

year ginseng root, Bar 5 500 mm.

Figure 3 | Developmental Regulation of Telomerase Expression in 5
years P. ginseng. Telomerase activities in various tissues and different

stages of plant development were assayed by TRAP, using 47F as the

forward primer and PTelC3 as reverse primers. Lane1: tap root; Lane2:

leaves; Lane3: stems; Lane4: root tips; Lane5: seeds.
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may be correlated with age, the main roots were used for further
analyses.
Tangential cryo-sectioning of 400 mm sections of samples from 5-

year-old P. ginseng tissues, followed by densitometric quantitation of
telomerase activity (in relative units), revealed the highest telomerase
activity in the cambium and adjacent zones of differentiating sec-
ondary xylem (Fig. 4).

Analysis of TRF lengths in ginseng of different ages. DNA
fragments were analyzed through DNA gel blot hybridization
using the (CCCTAAA)3 oligonucleotide as a probe. A representative
Southern blot image that was used to quantify TRFs is shown in
Fig. 5a, b, where the hybridization signals represent telomeric
regions. The autoradiograph was scanned and imported as a TIFF-
format image to measure TRF length. The location of the peak
intensity could not be accurately determined by eye. Therefore, an
easy-to-use system that was able to determine the distributions of
telomeric regions based on copy number and calculate statistics was
employed. The unbiased TRF measure software Telotool25 was used
to measure the TRF lengths of ginseng roots. A plot of the relative
telomere copy number versus molecular weight was created, which
provided the user with a realistic picture of the actual distribution of
telomeric lengths. The measurements of TRF length for each sample
using Southern hybridization was repeated three times.
We investigated the correlation between TRF length and plant age

using P. ginseng samples of known age from Ji’an and Fusong. First,
DNA fragments were analyzed through Southern hybridization

using the (CCCTAAA)3 oligonucleotide as a probe for telomeric
DNA (Fig. 5a). Although observations made by eye are not precisely
accurate, this easy-to-use method is convenient and allowed rapid
analysis of the telomeres of ginseng roots by determining copy num-
ber26. A general model for age-related TRF length in ginseng was
introduced. Eleven models were simulated using SPSS 20.0 software,
and the most suitable linear fitting curve was determined. The
obtained results satisfied the 83% confidence limits (R2 5 0.832, F
5 79.029, Sig. 5 0.000), and it was found that TRF length was
significantly positively correlated with age after 3 years (Fig. 5b),
which indicated that TRF length could be maintained via telomerase
activity as tissues developed. Based on these results, we propose a
mathematical model through which telomere length can be used to
predict P. ginseng age:

y~0:827xz8:231,

where, x is age, and y is TRF length.

Discussion
Scientific identification of the potency of traditional Chinese medi-
cines is crucial to ensure their authenticity and effectiveness.
Authenticity can be assured based on several factors: the geographic
origin or cultivation source of the species; proper harvesting and
processingmethods; and growth stage27. These factors are all import-
ant for the quality of Chinese herbal medicines. Because bioactive
secondary compounds accumulate as medicinal plants such as P.
ginseng, Salvia miltiorrhiza and Coptis chinensis age, older plants

Figure 4 | Anatomical observation of 5 years P. ginseng by tangential cryosectioning. Aseries of 400-um-thick tangential cryosections (A) , (J) was

taken for each sample: tissues at different stages were isolated by tangential cryosectioning; (B): Telomerase activities in various tissues and different stages

of plant development were assayed by TRAP, using 47F as the forward primer and PTelC3 as reverse primers; (C): Densitometric quantization revealed

higher relative telomerase activity (relative units) in cambiums.
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usually serve as better medicinal herbs. However, in the pursuit of
economic efficiency, a number of inappropriate strategies, including
the use of growth hormones and swelling agents as well as continual
transplantation, have been employed to simulate age. Therefore, the
quality of Chinese herbal medicines is difficult to determine. This
study aimed to establish a reliable and effective method for identify-
ing the age of ginseng that complements traditional methods of age
determination.
Gymnosperms and dicotyledonous angiosperms generally

undergo primary and secondary growth, whereas monocots usually
lack secondary growth. The retention of stem-cell-like meristematic
cells plays a critical role in perennial longevity28. Stem-cell-like mer-
istematic cells are located in the cambium. Accordingly, when envir-
onmental conditions change periodically, associated with different
growing seasons, the cambium cell cycle is activated, and the tissue
layers form rings (termed growth rings) during each individual per-
iod of growth. Arx, Schweingruber and Dietz29,30 indicated that
growth rings could be an effective biomarker for estimating age in
the roots of dicotyledonous perennial herbs. In the present study,
growth-ring characteristics were clearly present in 1- to 6-year-old
ginseng top roots. However, when the ginseng specimens were older
than 6 years, dry, decayed channels emerged within the cambium
rings, making the growth rings difficult to distinguish and influence
age estimation. Therefore, this method can only be applied over a
minimum age range, and a new marker was required for estimation
of the age of older ginseng samples.
Telomere length and telomerase activity are useful biomarkers for

age prediction in animals and plants31–33 due to their close association
with cell proliferation. However, it was unclear whether telomerase
activity is related to the mechanisms maintaining stem cells in mer-
istems. Our analyses of several P. ginseng tissues showed that telo-
merase activity was highest in the cambium. Telomerase expression
in plants is very similar to that in humans. In plants, telomerase
activity is highest in the meristem and reproductive organs, whereas
there is little or no activity in the endosperm, leaves and stems17. In
Ginkgo biloba, tissues with a high percentage of dividing cells also
exhibit high levels of telomerase activity, which is consistent with our
results31,34.We found that the sampled tissue had a substantial impact
on the age estimation in P. ginseng. Themain root samples contained
most of the organized cambium and annual growth rings. We found
that telomere length in the main roots was positively correlated with
plant age. However, due to sampling limitations, ginseng plants of

older ages were difficult to sample. Therefore, our mathematical
model is only suitable for a certain range of ginseng ages.
A study that examined TRF branch length in detail suggested that

telomere branch lengths increase with age to some extent in G.
biloba31,35, in accord with the results of the present study. Our ana-
lyses indicate that ginseng telomere length increases significantly
with age; however, in contrast to the progressive shortening of
TRFs observed in somatic cells as animals aging, telomere length
and telomerase activity change in different patterns during plant
development. Telomere lengths have been observed to be stable in
tomato leaves in four-week-old to six-month-old plants19, and they
do not significantly change during plant ontogenesis or leaf sen-
escence inMelandrium album18 andArabidopsis thaliana36 or during
cyclical changes of lengthening and shortening in size associated with
age in Pinus longaeva20. Furthermore, telomeres do not shorten dur-
ing increased tissue differentiation from embryonic to adult stages in
Hordeum vulgare16 and Pinus sylvestris37, whereas they show
decreased lengths during Betula pendula tissue culture38, while
increased lengths are observed with age in G. biloba31. These results
suggest that the relationship between telomere length and plant
development is complex andmay be affected by the species and lines
involved as well as environmental stress and telomerase and stem cell
activities. The present study indicates that telomere length in the top
roots of P. ginseng increases with age, as observed in the leaves and
calli of G. biloba31,35. Interestingly, many studies show that ginseno-
side Rg1, which is one of the main biologically active components of
ginseng, can decrease telomere shortening and reinforce telomerase
activity in delayed hematopoietic stem cells and reduce senescence in
human somatic cells39–41. Similar results were found for a G. biloba
extract, which significantly augmented endothelial progenitor cell
telomerase activity to prevent the cells from entering senescence42.
These results imply that the increase in telomere length with age

Figure 5 | Southern hybridization images used for measurement and quantization of TRF length. Lane M: DNA Molecular Weight Marker III,

Digoxigenin-labeled (Roche). Numbers 2, 3, 4, 5, 6, 8 means different years of P. gensing samples collected from the city of Ji’an, Jilin province, China. B:

Data fitting results and the trend of variation of TRF length with different ages. Overall, average TRF length increased with ages in main root (The

following 1 cm of ‘‘ginseng lutou’’).

Table 1 | The Ginseng samples collected from two different districts

Age (year) 2 3 4 5 6 8

Fusong ! ! ! ! !
Ji’an ! ! ! ! ! !

Ginseng samples of known age were collected from the Ji’an and Fusong districts of Jilin Province,
China, in mid-August, 2010 and 2013. The samples were taxonomically identified by Prof.
Shiquan Xu, Institute of special animal and plant science, Chinese Academy of Agricultural
Sciences. All samples consist of 3 individuals every year.

SCIENTIFIC REPORTS | 5 : 7985 | DOI: 10.1038/srep07985 4



observed in ginseng and ginkgo may be related to the bioactive
components of these plants, which may maintain telomere length
by the telomerase mechanism or/and the ALT mechanism. The cor-
relation between telomere length and telomerase activity in P. gin-
seng that was demonstrated here suggests that telomere length and
telomerase activity might play essential roles in directly or indirectly
regulating the life span of P. ginseng.

Methods
Sample collection. Ginseng samples of known age were collected from the Ji’an and
Fusong districts of Jilin Province, China, in mid-August, 2010 and 2013 (Table 1).
Samples of the main root (1 cm below the rhizome, known as ‘‘ginseng lutou’’ in
China), leaf, stem, secondary root and seeds were frozen in liquid nitrogen and stored
at 280uC until use.

Chromosome preparation and in situ hybridization. Adventitious roots was
induced from calli of P. ginseng by cultured in the MS rooting medium for 14 d.
Adventitious root tips were used as a source of metaphase chromosomes, and the
digoxigenin–dUTP nick (Roche, Penzberg, Germany) tag sequence (CCCTAAA)5
was used as a chromosome probe, as previously described43. Slides were removed
immediately after immersion in 13 PBS (containing 0.2% Tween) and dipped in 13

blocking buffer (Boehringer, Ingelheim, Germany) at 37uC for 30 min. After drying,
each slide was placed in 50 3 blocking buffer containing 2 ml of a FITC-conjugated
anti-digoxin antibody (anti-Dig FITC, Boehringer, Ingelheim, Germany), covered
with a 22 3 22 mm coverslip, and incubated in a dark, wet box at 37uC for 60 min.
The slides were then washed three times (5 min each) in 1 3 PBS (containing 0.2%
Tween) at room temperature. After the slides were dried, 12 ml of the anti-fading
agent VECTASHIELDH (Vector Lab, California, USA) containing 1 mg/ml
propidium iodide (Life Technologies, California, USA) was added slowly to cover the
coverslips. Different filters in a DMRXA fluorescence microscope (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) were then used to observe the red chromosomes
and yellow-green hybridization signals. An air-cooled digital (CCD) camera was
employed, and the input of images into a computer was performed using LeicaQFISH
software to adjust the contrast and brightness.

Paraffin sectioning. Fresh roots of P. ginseng were harvested, and samples were
collected 1 cm from the root tip and fixed with FAA solution (70% 905555 ethanol:
formaldehyde: acetic acid), then vacuum infiltrated and dehydrated through
increasing alcohol concentrations. Next, the sections were embedded in paraffin, and
the preparations were baked on an HI1220 flattening table and sectioned using an
RM2265 rotary microtome (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) to a thickness of
10–15 mm. The samples were subsequently baked for more than 24 h, then
deparaffinized, stained with a safranin–fast green or phloroglucinol–HCl reagent,
mounted with neutral gum and observed and photographed using BH-2 optical and
LG-PS2 stereo microscopes (Olympus, Tokyo, Japan).

Hand sectioning.One-centimeter samples from the tips of fresh P. ginseng roots were
sectioned at a thickness of approximately 1 mm. One drop of phloroglucinol-HCl
was used to develop color, and a scanner was employed to image the samples.

Tangential cryo-sectioning. A series of 40 mm-thick tangential sections were
obtained for each sampled section as described by Uggla & Sundberg44, with some
modifications. Regenerated tissues at different stages were isolated through tangential
cryo-sectioning at 220uC with a Leica CM1850 Cryostat (Leica Biosystems,
Nussloch, Germany). Cryosections of regenerated tissues from the same root and
stage were collected in a 1.5 ml microfuge tubes, immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at 270uC.

Determination of telomerase activity. Total protein was harvested from
approximately 5.0 mg of freshly ground, fine powder from each sample. Telomerase
activity was measured as previously described45 using the TRAP assay. Plant extracts
containing telomerase were prepared according to Fitzgerald17, and the total protein
content in the extracts was determined46. The oligonucleotides 47F (59-
CGCGGTAGTGATGTGGTTGTGTT-39) and PTelC3 (59-
CCCTAAACCCTAAACCCTAAA-39) were used as forward and reverse primers,
respectively, in the TRAP analysis18.

DNA extraction and Southern hybridization analysis. The TRF length, which is the
gold standard for telomere length, was determined through Southern hybridization
analysis47. Root samples were placed in a mortar and ground to a fine powder using a
pestle and liquid nitrogen. Then, genomicDNAwas prepared from each sample using
the hot CTAB method48 and subsequently purified by treated with RNase (New
England Biolabs, Massachusetts, USA) and Proteinase K (Merck, Darmstadt,
Germany). The concentration of the isolated DNA and the ratio of the absorbance at
260 nm to 280 nm (A260/A280 ratio) were measured using a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (Gene, Hong Kong, China). Approximately 20 mg of each DNA
sample was then digested for 12 h with TaqaI, and the digestion products were loaded
into the lanes of a horizontal, 6.53 10 cm, 1% agarose gel and electrophoresed in 13

TAE buffer for approximately 6 h at 90 V at room temperature with buffer
recirculation. To measure and quantify the TRFs, Southern hybridizations were

performed with the DIG High PrimeDNA Labeling and Detection Starter kit II
(Roche, Penzberg, Germany) as previously described49,50 using an end digoxigenin-
labeled complementary telomere-specific oligonucleotide probe (CCCTAAA)3.
Measurements were repeated three times, and TRF lengths are reported as the mean
6 standard deviation.
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서  론

최근 동물성 단백질의 소비 증가와 더불어 고 품질 안전

성 육류의 선호도가 높아지고 있다. 또한, 과도한 동물성 식

품 섭취로 비만과 같은 원발성 질환 발생이 증가됨에 따라 

소비자는 저지방 육류나 기능성 항진 축산물을 요구하고 있

다. 이러한 사회적 관점에 비추어 근육 내 지방의 축적이 상

대적으로 적은 가금류의 소비는 앞으로도 지속적으로 증가

될 전망이다. 닭고기의 선호와 더불어 최근 선진국에서는 보

다 친환경적이고 건강 지향적인 닭고기 생산을 위한 사육 

방법들에 관심을 경주하고 있다. 이들 중 다양한 천연식물성 

소재들을 이용한 기능성 사료 첨가물의 개발이 활발히 이루

어지고 있는데, 이는 주로 항산화 기능이 탁월한 것으로 알

려지고 있다. 이런 물질은 지방산의 산패에 의한 사료 품질

을 보호하는 기능 및 체 조직의 항산화, 면역 증진, 번식 능

력 개선 등과 같은 생리적 작용뿐만 아니라 고기의 보존성

에도 긍정적 영향을 미친다. 

현재 육계 사료의 경우, 지방 등을 첨가한 고 에너지 사료

가 사용되고 있는데, 사료 내 불포화 지방산은 장기 보존시 

쉽게 산화되어 맛, 색깔, 냄새 등의 변화를 초래한다. 따라서 

사료 성분 중 지방 산화를 방지하고 영양소 파괴를 최소화

하기 위하여 천연 항산화제로서 비타민 E, 합성 항산화제로

서 BHA, exthoxyquin 등이 널리 사용되고 있다. 이러한 항산

화제 급여는 육계의 생산성에 중요한 영향을 미치는 복수

가시오갈피와 두충의 첨가 급여가 브로일러의 생산 능력, 혈장 생화학 지표 및 

텔로미어 함량에 미치는 영향
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Effect of Dietary Siberian Ginseng and Eucommia on Broiler Performance, 
Serum Biochemical Profiles and Telomere Length

S. H. Sohn†, I. S. Jang, Y. S. Moon, Y. J. Kim, S. H. Lee, Y. H. Ko, S. Y. Kang and H. K. Kang

Department of Animal Science & Biotechnology, Jinju National University

ABSTRACT  The Siberian ginseng and Eucommia are a kind of medicinal plant with powerful anti-oxidant activity. An ex-
periment was conducted to investigate the effect of Siberian ginseng leaf and Eucommia leaf at level of 0.5% and 1% per feed 
in Ross commercial broiler for 4 to 35 days of age on performance, organ weight, blood biochemical profiles and telomere quantity. 
Chickens consuming diets containing 1% Siberian ginseng had higher feed conversion ratio than the other treated chicken during 
experimental period whereas no significant differences were detected in body weight, weight gain and feed intake. The weight of 
bursa of fabricius was significantly increased in chickens with dietary supplementation compared with chickens fed control but this 
was not seen in liver, spleen and thymus. In blood biochemical profiles, chickens with dietary supplementation had higher con-
centration than chickens fed control in triglyceride, cholesterol and glucose. The concentration of aspartate aminotransferase, alanine 
aminotransferase, albumin and total protein, however, was not significantly different between dietary supplemented chickens and 
control chickens. The relative amount of telomeric DNA of lymphocytes in chickens with dietary supplementation was significantly 
higher than that of control chickens but the difference was not found in liver, heart and testis tissues. In conclusion, dietary 
supplementation of Siberian ginseng and Eucommia in broiler improved immune activity and telomere length without decreasing 
chicken growth performance.

(Key words : Siberian ginseng, Eucommia, anti-oxidant, telomere, growth performance, broiler)
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손시환 등 : 가시오갈피와 두충 급여가 브로일러에 미치는 영향

증 예방, 고기의 안전성 및 보존성에 개선 효과가 있는 것으

로 알려져 있다. 뿐만 아니라 항산화 물질은 생산성 증가, 지

방산의 산화 방지, 세포 면역 증진 등 생체 조직에서 지질 

과산화 작용으로 발생되는 유해산소기의 생성을 억제 또는 

제거하여 체내 항상성을 증가시키는 작용을 한다(Galvin 등, 

1997; Lopez-Bote 등, 1998; Hernandez 등, 2004; Rebole 등, 

2006; Brenes 등, 2008). 

이러한 천연 식물성 소재 중 가시오갈피(Siberian ginseng)

는 elutheroside가 다량 함유되어 있는 약용식물로서 이들 추

출물이 강력한 항 스트레스 및 항산화 작용을 가지고 있는 

것으로 보고되고 있다(Lee 등, 2003). 또한, 두충(Eucommia)

에는 혈압 강하 작용이 있는 (+)-pinoresinol-di-β-D-glucoside

와 비타민 C가 다량 함유되어 있어 산화적 스트레스로부터 

DNA를 보호하는 항산화 작용이 매우 우수한 것으로 알려져 

있다(Hsieh와 Yen, 2000). 

따라서 본 연구는 지역 특산물인 가시오갈피와 두충과 같

은 천연 생리활성 항산화제를 육계의 사료 첨가제로 급여하

고 이에 따른 브로일러의 생산 능력을 살펴보고, 혈장 생화

학적 성분 및 장기 무게를 분석하여 면역 및 항상성 관련 지

표에 미치는 영향을 고찰하고자 하였다. 또한, 이들 물질의 

첨가 급여가 생리 활성도에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

백혈구, 간, 심장, 폐 및 정소 세포 내 텔로미어(telomere) 함

량을 비교 분석하였다.

재료 및 방법

1. 공시 동물 및 사양 관리

본 시험에 공시된 시험동물은 브로일러 Ross종 수컷 200

수로서 (주)올품에서 구입하였으며, 구입 후 2일간의 적응 기

간을 거친 후 4일령 병아리를 완전 임의 배치법에 의해 5개 

처리구로 하고 케이지 당 4수씩 배치하였다. 시험에 사용한 

기초 사료는 상업용 육계 사료를 이용하였고, 가시오갈피 및 

두충잎을 w/w 비율로서 0.5% 및 1.0% 수준으로 각각 첨가하

였다. 시험 사료의 조성 및 화학적 성분은 Table 1과 같다. 

공시 동물들은 35일령까지 control, T1(가시오가피 0.5%), T2

(가시오가피 1.0%), T3(두충 0.5%), T4(두충 1.0%)의 처리 사

료로 자유 급이를 실시하였고, 사양 관리는 본 대학 종합농

장 무창 시험계사에서 Ross 육계 사육 관리 지침(Ross Broiler 

Management Manual, 2002)에 따라 사육하였다.

2. 샘플 채취 및 표본 제작

혈장 성분 분석을 위하여 시험이 종료된 후 각 처리구 당 

8수씩 경정맥을 절개하여 헤파린 튜브에 채혈을 실시하고 

3,000 rpm에서 15분간 원심 분리한 다음 혈장을 채취하였다. 

각 장기를 획득하기 위하여 복강을 가위로 절개하고 위장의

Table 1. Formula and chemical composition of basal diets

Items
Diets

Starter Finisher

Ingredients (%)

Corn 38.26 44.28

Wheat 20.00 20.00

Wheat bran 5.00 4.00

Animal fat 2.20 3.00

Corn gluten 4.00 4.00

Soybean meal (44% CP) 23.00 16.50

Rapeseed meal 1.50 2.00

Fish meal 1.00 1.00

Meat meal 2.00 2.00

Salt 0.20 0.23

Calcium carbonate 0.40 0.20

Tricalcium phosphate 1.40 1.60

Lysine (liquid) 0.46 0.66

Methionine 0.13 0.12

Choline-HCl - 0.01

Vitamin premix1 0.20 0.20

Mineral premix2 0.20 0.20

Maduramycin+nicarbazine 0.05 -

Antibiotics 0.0133 0.001

Chemical composition (%)

Crude protein 21.00 19.00

Ether extract 4.80 5.20

Crude fiber 4.30 3.90

Crude ash 5.00 4.90

1 Contained per kg: Vit. A 5,500,000 IU; Vit D3 1,500,000 IU; Vit 

E 15,000 mg; Vit K 800 mg; thiamin 1,000 mg; riboflavin 4,000 

mg; niacin 25,000 mg; biotin 30 mg; folic acid 500 mg; pan-

tothenic acid 5,000 mg; pyridoxine 1,500 mg; Vit B12 15 mg; Cu 

12,000 mg; Fe 35,000 mg; Zn 25,000 mg; Co 150 mg; I 500 

mg; Se 120 mg; Mn 38,000 mg. 
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유문부에서 맹장 앞부분까지 절단하여 소장을 획득하고 이

어서 간, 비장, 흉선 및 F-낭 등의 조직을 채취하여 무게를 

측정하였다. 채취된 조직들은 멸균된 생리식염수로서 세척

하고 여분의 수분을 제거 후 초 저온 냉동고(-72 ℃)에 보관

하여 분석에 사용하였다. 텔로미어의 함량 분석은 혈액, 간, 

폐, 심장 및 정소 조직을 대상으로 하였으며, 도살 개체의 각 

조직들을 떼어 분석하였다. 채집된 조직들은 D-PBS(Gibco, 

Invitrogen Corp. Grand Island, N.Y, USA) 용액으로 세척한 다

음 RPMI 1640 배양액(Gibco)이 들어있는 시험관으로 옮겨 

200 × g에서 10분간 원심분리 시켰다. 침전된 세포에 0.9% 

sodium citrate (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 용액을 첨

가하여 15분간 저장처리하고 이후 고정액을 10방울 정도 첨

가하여 원심분리 시켰다. 고정처리는 methanol과 acetic acid

가 3:1로 혼합된 고정액을 이용하고 이를 3회 반복 처리한 

후 세포액을 3~5방울 정도 떨어뜨려 슬라이드 표본을 제작

하였다. 

3. 분석 항목

1) 체중 및 사료 섭취량 측정

체중 측정은 시험 개시(4일령), 21일령 및 시험 종료 (35일

령)에 처리별 반복구 전체를 측정 조사하였다. 사료 섭취량

은 사양 시험 전기간 동안 매주 잔량을 측정하여 조사하고, 

사료 섭취량 대비 증체량으로서 사료 요구율을 계산하였다.

2) 혈장 생화학적 성분 분석

혈장 aspartate aminotransferase(AST), alanine aminotransfe-

rase(ALT), albumin, total protein, triglyceride, cholesterol 및 

glucose 분석은 자동생화학분석기(Hitachi 747, Japan)를 이용

하여 실시하였다.

3) 텔로미어 함량 분석

텔로미어 접합 특이 probe 제작을 위하여 (CCCTAA)7으로 

구성된 42 mers 단일 oligomers를 primer로 이용하여 Polyme-

rase Chain Reaction(PCR)을 수행하고 이의 증폭된 산물을 PCR- 

DIG Probe Synthesis Kit(Roche, Mannheim, Germany)로서 di-

goxigenin labeling을 하였다. 

본 연구에서 수행한 형광접합보인법(fluorescence in situ hy-

bridization; FISH)은 먼저 슬라이드 표본을 RNase(Sigma-Ald-

rich) 처리 후 Hybridization 용액(13μL formamide, 5μL hy-

bridization buffer, 2μL(100 ng/μL) chicken telomeric DNA 

probe; Roche)으로 85 ℃에서 5분간 변성(denaturation)하고 

38.5 ℃에서 12시간 접합(hybridization)시켰다. 접합 후 슬라

이드를 2×SSC로서 72 ℃에서 5분간 처리하고 PN buffer(0.1% 

sodium phosphate, 0.1% Nonidet P-40; Roche)로 세척하였다. 

형광 접합 탐지를 위하여 anti-digoxigenin-fluorescein(FITC; 

Roche)으로 38.5 ℃에서 30분간 반응시키고 PN buffer로 세

척한 후 암소에서 건조시켰다. 배경 염색은 propidium iodide 

solution(PI; Sigma-Aldrich)을 이용하였으며, 형광 접합 발현 

양상은 PI와FITC 파장대의 겸용 필터를 부착한 형광현미경

(Model AX-70 with WIB filter, Olympus, Tokyo, Japan)으로 

관찰하였다. 처리된 슬라이드를 형광현미경으로 관찰한 후 

100배의 대물렌즈 하에서 평균 5개의 간기 상을 한 프레임

으로 하여 디지털 카메라(Model DP-70, Olympus, Tokyo, Ja-

pan)로 촬영하고 이를 컴퓨터에 저장하였다. 저장된 상은 이

미지 분석 프로그램(Image analyzer program, MetaMorph, UIC, 

Pennsylvania, USA)을 이용하여 핵 대비 telomeric DNA 분포

량을 계산하였다. 

4. 통계 분석

처리 간 생산 능력, 장기 무게, 혈장 생화학 지표 및 닭의 

각 조직 내 telomeric DNA 함량을 비교 분석하기 위하여 

SAS package program(SAS Institute Inc, Cary, NC, USA)을 이

용하여 one-way ANOVA 및 Turkey 다중검정분석법으로 처

리 평균간 유의성 검증을 실시하였다.

결과 및 고찰

1. 가시오갈피 및 두충 첨가 급여에 따른 생산 능력

가시오갈피와 두충 첨가에 따른 육계의 생산 능력을 Ta-

ble 2에 제시하였다. 육계 성장 전기(4～21일)에 체중 및 증

체량에 있어서는 대조구를 포함한 모든 처리구간에 유의적 

차이가 없었으나, 사료 섭취량 및 사료 요구율은 가시오갈피 

첨가구(0.5% 및 1.0%)가 대조구에 비해 상대적으로 불량한 

성적을 나타내었다(P<0.05). 성장 후기(22～35일)에서는 사

료요구율에서 두충 0.5% 첨가구가 다른 처리구에 비해 다소 

양호한 성적을 보인 것을 제외하고 체중, 증체량, 사료 섭취

량 등 대부분의 생산 능력에서 처리구 간 차이가 없는 것으

로 나타났다. 시험 전체 기간(4～35일) 동안의 사양 성적을 

살펴보면 증체량 및 사료 섭취량에서는 처리구간 유의적 차

이를 보이지 않았으나, 사료 요구율에 있어서는 가시오갈피 

첨가 급여구가 대조구 및 두충 첨가구에 비해 다소 저조한 

결과를 나타내었다. 
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Table 2. Effect of dietary supplementation of Siberian ginseng and Eucommia on growth performance, feed intake and feed conversion 

ratio in broiler chickens

Item1
Treatments

Control 0.5% Siberian ginseng 1% Siberian ginseng 0.5% Eucommia 1% Eucommia

Initial BW 69.38 ±  0.72 70.14 ±  0.69 69.38 ±   0.49 69.69 ±  0.59 70.00 ±   0.64 

4～21 days

BW (g) 807.29 ± 11.78 811.19 ±  42.37 774.06 ±  49.21 799.38 ± 13.88 789.69 ±   9.18 

Gain (g) 737.92 ± 11.98 741.05 ±  42.06 704.69 ±  49.08 729.69 ± 13.83 719.69 ±   9.23 

FI (g) 1118.96 ± 17.42b 1305.96 ±  65.88a 1288.61 ±  77.36a 1226.29 ± 30.38ab 1100.63 ±  19.86b

FCR 1.52 ±  0.02c 1.77 ±   0.06ab 1.84 ±   0.04a 1.68 ±  0.02b 1.53 ±   0.04c

22～35 days

BW 2035.00 ± 46.55 2016.79 ±  54.54 1893.91 ±  45.93 2014.84 ±  2.28 1973.75 ±  56.14 

Gain 1227.71 ± 36.61 1205.60 ±  81.72 1119.84 ±  41.63 1215.47 ± 20.42 1184.06 ±  49.65 

FI 1735.94 ± 56.14 1774.41 ±  58.57 1797.88 ±  90.53 1623.28 ± 50.02 1815.57 ±  75.06 

FCR 1.42 ±  0.06ab 1.50 ±   0.08ab 1.63 ±   0.13a 1.34 ±  0.03b 1.55 ±   0.07ab

4～35 days

Total gain 1965.63 ± 46.83 1946.64 ±  54.32 1824.53 ±  45.93 1945.16 ± 27.66 1903.75 ±  55.83 

Total FI 2854.90 ± 64.83 3129.52 ± 122.94 3135.69 ± 183.85 2844.38 ± 57.83 2962.81 ± 125.11 

Total FCR 1.46 ±  0.04b 1.61 ±   0.05ab 1.72 ±   0.10a 1.46 ±  0.02b 1.56 ±   0.06ab

1 Item; BW (Body weight), Gain (Weight gain), FI (Feed intake) and FCR (Feed conversion ratio).
a～c Values with different superscripts differ significantly among treatments (P<0.05).

지금까지 매우 다양한 천연 생리 활성 식물성 소재들이 

소개되고 있고, 대개 이들 소재들은 우수한 항산화 능력을 

지니고 있는 것으로 보고되고 있다. 육계에 있어 천연 생리

활성물질의 급여는 복수증 예방이나 면역력의 증강 및 고기

의 보존성에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 육계에 있

어 천연 항산화 물질로서 포도찌끼(Goni 등, 2007; Brenes 등, 

2008), 해바라기 씨앗(Galvin 등, 1997; Rebole 등, 2006; Rama 

Rao 등, 2006), 올리브유(O’Neill 등, 1998), 로즈마리(Lopez- 

Bote 등, 1998), essential oil(Hernandez 등, 2004) 등을 이용한 

첨가 시험이 수행된 바 있는데, 이들 대부분이 생산 능력의 

저하 없이 항산화 효과와 더불어 고기의 보존성과 안정성에 

개선의 효과를 보고하고 있다. 가시오갈피와 두충은 지역에 

산재하는 값싼 천연 부존 식물로서 항산화 효과와 더불어 

다양한 약리 작용을 지니는 것으로 알려져 있다(Amella 등, 

1985; Uchida, 1991; Hsieh 와 Yen, 2000; Lee 등, 2003; Shi 등, 

2003). 따라서 본 연구에서는 이를 이용하여 육계의 생리활

성 사료 첨가제로 개발 가능성을 살펴보고자 우선 첨가 급

여에 따른 생산 능력에 미치는 영향을 고찰하였다. 사양 시

험 결과 육계에 있어 가시오갈피 및 두충의 첨가 급여는 1% 

첨가 수준 이하에서 소재와 관계없이 체중 및 증체량과 같

은 생산 능력에 부정적인 영향이 없는 것으로 나타났으며, 

사료 섭취량에 있어서도 첨가 급여에 따른 섭취량의 저하가 

없는 것으로 나타났다. 이상의 결과로부터 육계에 있어 가시

오갈피와 두충의 소량 첨가(0.5%)는 생산 능력의 저하 없이 

개체의 생리 활성도를 증진할 수 있는 것으로 판단되어 개

발 가능성이 높은 천연 생리활성 식물성 사료 첨가 소재로 

사료된다. 

2. 장기 무게 변화

가시오갈피 및 두충 첨가에 따른 육계의 각종 장기 무게

의 변화를 조사한 결과는 Table 3과 같다. 시험 결과 간, 비

장 및 흉선의 무게는 가시오갈피 및 두충 급여와 수준에 상

관없이 대조구와 유사한 결과를 나타내었다. 그러나 파브리

시우스낭(bursa of Fabricius; F낭)은 두충 1.0% 첨가구가 다
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Table 3. Effect of dietary supplementation of Siberian ginseng and Eucommia on organ weights in broiler chickens

Item
Treatmants

Control 0.5% Siberian ginseng 1% Siberian ginseng 0.5% Eucommia 1% Eucommia

-------------------- % (organ weight/body weight×100) --------------------

Liver 2.26 ± 0.10 2.35 ± 0.25 2.26 ± 0.11 2.20 ± 0.08 2.30 ± 0.15

Spleen 0.13 ± 0.01 0.15 ± 0.03 0.12 ± 0.02 0.15 ± 0.02 0.13 ± 0.02

Thymus 0.25 ± 0.02 0.36 ± 0.08 0.30 ± 0.03 0.42 ± 0.06 0.36 ± 0.04

Bursa of fabricius 0.18 ± 0.02b 0.25 ± 0.02ab 0.26 ± 0.03ab 0.24 ± 0.02ab 0.31 ± 0.04a

a,b Values with different superscripts differ significantly among treatments (P<0.05).

른 처리구에 비해 유의적(P<0.05)으로 증가되었으며, 모든 

천연물 첨가구가 대조구에 비해 전반적으로 F낭의 무게가 

높게 나타났다. F낭은 가금류에만 존재하는 체액성 면역과 

관련된 림프구를 형성하는 조직이다(Ribatti 등, 2006). 따라

서 가시오갈피 및 두충 급여구에서 이의 크기가 큼은 본 조

직의 기능적 활성도가 상대적으로 높다는 것을 간접적으로 

시사하는 것으로 가시오갈피 및 두충의 급여가 개체의 면

역작용 활성화에 매우 긍정적 영향을 미치는 것으로 사료

된다. 

3. 혈액 생화학적 성분 변화

천연 항산화 물질인 가시오갈피 및 두충 급이에 따른 육

계의 혈액 생화학적 성분에 대한 결과는 Table 4와 같다. 시

험 종료 후 35일령 개체로부터 얻은 혈장 내 albumin, AST, 

ALT 및 total protein과 같은 대부분의 생화학적 성분은 대조

Table 4. Effect of dietary supplementation of Siberian ginseng and Eucommia on blood biochemical profiles in broiler chickens

Item
Treatments

Control 0.5% Siberian ginseng 1% Siberian ginseng 0.5% Eucommia 1% Eucommia

Albumin (g/dL) 1.2 ±  0.03 1.2 ±  0.04 1.2 ±  0.05 1.3 ±  0.06 1.3 ±  0.09

AST (IU/μL) 305.1 ± 25.01 309.2 ± 25.46 302.7 ± 16.81 333.0 ± 15.61 330.7 ± 25.46

ALT (IU/μL) 3.6 ±  0.30 3.3 ±  0.42 3.4 ±  0.37 4.0 ±  0.22 3.9 ±  0.51

Total protein (g/dL) 3.8 ±  0.24 3.3 ±  0.11 3.4 ±  0.09 3.4 ±  0.19 4.0 ±  0.31

Triglyceride (mg/dL) 19.3 ±  1.51b 19.8 ±  1.28b 29.4 ±  3.39a 26.0 ±  2.43ab 23.9 ±  2.03ab

Cholesterol (g/dL) 147.7 ±  5.94b 160.0 ±  6.45ab 169.9 ±  9.41ab 182.0 ±  6.66a 181.7 ± 14.65a

Glucose (mg/dL) 216.9 ±  5.64b 256.0 ± 10.76a 254.1 ±  6.34a 253.1 ±  8.83a 253.9 ± 15.66a

a,b Values with different superscripts differ significantly among treatments (P<0.05).

구와 처리구 간에 거의 비슷한 수치를 나타내었다. 그러나  

triglycerides는 대조구에 비해 가시오갈피 1% 처리구에서 유

의적(P<0.05)으로 높게 나타났으며, cholesterol은 두충 처리

구가 다른 시험구에 비해 높게 나타났다. 혈중 gluocose 수준

은 생리활성 물질 첨가 급여구 모두에서 대조구에 비해 현저

히 높게 나타났다(P<0.05). 이와 같은 결과는 대조구에 비해 

천연물 급여구가 혈중 생화학 성분 중 에너지 대사에 관련

된 성분이 현저히 증가된 양상이다. 이는 가시오갈피 및 두

충의 급여가 지방 및 탄수화물 대사를 보다 활성화 하는 것

으로 해석되나, 이에 대한 원인과 기작에 대해서는 또 다른 

연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다. 그러나 천연물 급여

에 따른 간 기능 수치 관련 지표에서는 모든 처리구간에 유

의적 차이가 없는 것으로 나타나 저 수준의 가시오갈피 및 

두충 급여는 육계의 생리적 대사 작용에 부정적 영향이 없

는 것으로 사료된다.
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4. 가시오갈피 및 두충 첨가 급여에 따른 텔로미어 함량 

분석

실용 브로일러를 대상으로 가시오갈피 및 두충 첨가 급여가 

세포의 생리적 활성도에 미치는 영향을 살펴보고자 35일령 개

체의 각 조직별 세포들에 대한 텔로미어 함량을 분석하였다. 

Table 5는 시험 종료시 처리구 별 개체들의 혈액, 간, 폐, 

심장 및 정소 세포의 평균 텔로미어 함유율을 분석 제시한 

값이다. 전체적으로 조직 별 세포간 텔로미어 함유율은 거의 

차이가 없는 것으로 나타나나, 조직에 따라 생리활성 물질 첨

가 급여에 따른 함량의 차이는 있는 것으로 보여진다. 백혈

구 세포의 텔로미어 함유율은 평균 2.83%로 처리구 간 생리

활성물질 첨가 급여에 따른 유의적인(P<0.01) 영향이 있음

을 나타내고 있다. 가시오갈피(2.9%) 및 두충(2.8%)의 첨가 

급여가 급여치 않은 개체(2.7%)들에 비해 유의적으로 높은 

텔로미어 함유율을 보이고, 특히 가시오갈피 첨가가 두충에 

비해 더욱 효과적임을 나타내었다. 반면 0.5% 및 1%의 첨가 

수준간에는 유의적 차이가 없는 것으로 나타났다. 이러한 결

과는 가시오갈피와 두충의 첨가 급여가 브로일러의 백혈구 

세포의 생리활성도에 영향을 미치므로 특히 개체의 노화 및 

면역과 관련하여 유의한 효과가 있음을 시사하는 것이다. 또

한, 폐와 같은 호흡기 세포의 경우 생리활성 물질 첨가 급여

구가 대조구에 비해 유의적으로 높은 텔로미어 함유율을 보

이고 있는데, 특히 가시오갈피 1% 처리구 및 두충 급여구가 

높은 함유율을 나타내었다. 이는 본 급여 물질들이 호흡기계 

세포들의 생리활성도에도 영향을 미치는 것으로 생각되어 이

들 조직의 특성과 텔로미어간의 관계에 대해 보다 면밀한 검

토가 필요한 것으로 사료된다. 그러나 비 증식성 세포인 간이

Table 5. The relative amount of telomeric DNA in intephase nuclei of the tissues in broiler chickens at 35 days

Treatments Control 0.5% Siberian ginseng 1% Siberian ginseng 0.5% Eucommia 1% Eucommia

Blood
2.72 ± 0.06b

(n=700)

2.90 ± 0.04a

(n=700)

2.92 ± 0.04a

(n=700)

2.85 ± 0.04ab

(n=600)

2.76 ± 0.04ab

(n=700)

Liver
2.25 ± 0.06

(n=150)

2.36 ± 0.04

(n=150)

2.38 ± 0.04

(n=150)

2.31 ± 0.06

(n=150)

2.32 ± 0.07

(n=150)

Lung
2.22 ± 0.06b

(n=150)

2.26 ± 0.05ab

(n=150)

2.33 ± 0.04a

(n=150)

2.30 ± 0.04a

(n=150)

2.32 ± 0.05a

(n=150)

Heart
2.30 ± 0.04

(n=150)

2.37 ± 0.07

(n=150)

2.40 ± 0.24

(n=150)

2.36 ± 0.04

(n=150)

2.37 ± 0.04

(n=150)

Testis
2.33 ± 0.04

(n=150)

2.36 ± 0.04

(n=150)

2.37 ± 0.03

(n=150)

2.32 ± 0.05

(n=150)

2.33 ± 0.04

(n=150)

a,b Values (Means ± SE) with different superscripts differ significantly among treatments (P<0.01).

나 심장과 증식성 세포인 정소에서는 생리활성 물질 첨가 급

여에 따른 텔로미어 함유율의 차이는 없는 것으로 나타났다. 

텔로미어는 염색체 말단부에 위치한 DNA-단백질 복합체

로서 (TTAGGG)n의 DNA 염기 서열로 구성되어 있고 염색체 

안정성에 주된 작용을 한다. 세포 분열이 진행함에 따라 텔

로미어 길이는 짧아지고 일정 길이 이하가 되면 세포 사망

(apoptosis)이 유기되므로 텔로미어 길이와 세포의 노화간에는 

매우 밀접한 관련이 있다(Greider와 Blackburn, 1985; Ahmed와 

Tollefsbol, 2001; Cottliar와 Slavutsky, 2001; Sohn 등, 2002). 

뿐만 아니라 개체의 생리활성도와 텔로미어 길이간에도 밀

접한 연관성이 있는 것으로 알려져 텔로미어 길이를 이용한 

생리적 표지 연구가 활발히 진행되고 있다(Frenck 등, 1998; 

Jeanclos 등, 2000; Benetos 등, 2001; Okuda 등, 2002). 텔로미

어의 감축은 세포 분열시 말단 DNA가 복구가 되지 않으므로 

유기되는 현상인데, 이의 유실량과 속도는 여러 환경적 요인

들에 의해 영향을 받는 것으로 알려져 있다. 이들 중 세포의 

산화적 스트레스(oxidative stress)가 텔로미어 감축을 촉진시

키는 가장 큰 요인으로 알려져 있는데(Saretzki와 von Zgli-

nicki, 1999; von Zglinicki, 2000; Kurz 등, 2004), 항산화제는 

이러한 현상을 완화 또는 지연시킨다(Xu 등, 2000; Bar-Or 등, 

2001; Haendeler등, 2004). 따라서 이러한 항산화제 첨가 급여

가 생체 세포 내 텔로미어 감축에 미치는 영향을 근거로 본 

시험에서는 육계에 가시오갈피 및 두충을 첨가 급여하여 텔

로미어의 함량을 비교 분석하므로 항산화의 효과를 살펴보

았다. 시험 결과 육계에 있어 소량의 가시오갈피 및 두충의 

첨가는 면역 관련 세포들의 텔로미어 감축을 현저히 완화함

으로써 첨가 물질들이 개체의 항산화와 관련하여 매우 긍정
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적 효과를 나타낸 것으로 생각된다.

적  요

가시오갈피와 두충은 강력한 항산화 작용을 가진 약용 식

물로 알려져 있다. 본 연구에서는 상업용 브로일러를 대상으

로 가시오갈피 잎과 두충 잎의 첨가 급여(0.5% 및 1%)가 개

체의 생산 능력, 장기 무게, 혈장 생화학적 성분 및 텔로미어 

함량에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 시험 전체 기간

(4～35일) 동안 체중, 증체량 및 사료 섭취량에서는 처리구

간 유의적 차이를 보이지 않았으나, 사료 요구율에 있어서는 

가시오갈피 첨가 급여구가 대조구 및 두충 첨가구에 비해 

다소 저조한 결과를 나타내었다. 장기 무게에 있어서 간, 비

장 및 흉선의 무게는 처리구 간 차이가 없었으나, F낭(bursa 

of Fabricius)의 무게는 가시오갈피 및 두충 첨가 급여가 대조

구에 비해 유의적으로 높게 나타났다. 혈액 생화적 성분 분

석에서는 혈장 내 albumin, AST, ALT 및 total protein은 대조

구와 처리구 간에 거의 비슷한 수치를 나타내었으나 trigly-

cerides, cholesterol 및 gluocose 수준은 생리활성 물질 첨가 

급여구가 대조구에 비해 높게 나타났다. 가시오갈피 및 두충 

급여에 따른 각 조직 별 텔로미어 함량 분석에 있어 백혈구 

내 텔로미어 함유율은 모든 첨가 급여구가 대조구에 비해 

현저히 높은 함량을 보이나 간, 심장, 정소 조직 간에는 처리

구별 차이가 없었다. 이상의 결과로부터 브로일러에 가시오

갈피와 두충의 첨가 급여는 생산의 능력 저하 없이 개체의 

면역 활성을 증진시키고, 텔로미어 길이의 감축을 상대적으

로 완화시키는 것으로 판단된다.
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Description

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0001] The present invention relates to a method of increasing the length of a telomere in an animal cell. The invention
is practiced by administering an aqueous extract of an Uncaria species to an animal.
[0002] A telomere is a region of repetitive DNA sequence at the end of a chromosome, which protects the end of the
chromosome from truncation and from fusion with a neighboring chromosome. Accordingly, telomeres provide stability
to linear DNA molecules (Greider, CW (1990) BioEssays 12(8):363-369). The telomeric TTAGGG repeat sequences
capping the ends of chromosomes have been shown to shorten during replicative ageing of normal cells (Harley et al.
(1990) Nature 345(6274): 458-460).
[0003] Telomeres are consumed during cell division, but are replenished by the action of the enzyme telomerase
reverse transcriptase. Human somatic cells without telomerase gradually lose telomeric sequences as a result of incom-
plete replication. Various methods for increasing the length of a telomere in a cell are known in the art (Joeng et al.
(2004) Long lifespan in worms with long telomeric DNA. Nature Genetics 36(6): 607-611; Bodnar et al. (1998) Extension
of life-span by introduction of telomerase into normal human cells. Science 279(5349): 349-352). These methods primarily
rely on increasing the activity of telomerase. For example, a study that looked at normal human cells over-expressing
the human telomerase catalytic subunit demonstrated elongated telomeres as a result of enhanced telomerase activity
(Bodnar et al., supra) As distinguished from the present invention, these prior art methods do not provide a means of
enhancing DNA repair in combination with a method of increasing the activity of telomerase, or otherwise increasing
telomere length.
[0004] Methods for measuring telomere length are well known in the art and are described, for example, in Cawthon,
RM (2002) Nucleic Acids Res. 30(10): e47, Harley et al. (1990) Nature 345: 458-460, O’Callaghan and Fenech (2011)
Biological Procedures Online 13:3, USPN 5,489,508 (West et al., issued February 6, 1996), and USPN 5,741,677
(Kozlowski et al., issued April 21, 1998). Any method of measuring telomere length can be used in the present invention.
[0005] Any nucleated cell type may be used for the purpose of measuring telomere length. Lymphocytes and buccal
cells are commonly used, as they are easily obtained from patients (O’Callaghan and Fenech (2011) Biological Proce-
dures Online 13:3). Peripheral leukocytes are also commonly used for telomere length assessment (Aviv et al. (2011)
Nucleic Acids Research 39(20): e134). As described herein, the terms "peripheral leukocytes" and "white blood cells"
are used interchangeably. Genomic DNA isolated from the nucleated cell type of interest is used to measure telomere
length. Methods for isolating genomic DNA are well known in the art.
[0006] AC-11®, formerly known as C-Med 100®, is a hot water extract of the bark of the plant Uncaria tomentosa. Its
characterization and method of preparation are described in U.S. Pat. No. 6,039,949 to Pero (issued March 21, 2000).
Animal and human studies have demonstrated a beneficial effect of AC-11® on enhancing DNA repair and immune
function (Sheng et al. (2000) J. Ethnopharmacol. 69: 115-126; Sheng et al. (2001) Phytomedicine 8(4): 275-282).
[0007] U.S. Pat. No. 6,039,949 to Pero discloses a water soluble extract of an Uncaria species, as well as a method
for preparing it. The reference further discloses oral administration of the extract to rats. The reference does not, however,
contemplate a method of lengthening the telomeres or otherwise manipulating or maintaining telomere length. Likewise,
the reference does not contemplate measuring telomere length.
[0008] Sheng et al. (2001, supra) disclose oral administration of C-MED-100 (a water extract of Uncaria tomentosa)
to twelve healthy adult human volunteers. The doses tested were daily doses of 250 mg and 350 mg, for 8 weeks. A
decrease of DNA damage and an increase in DNA repair was seen in both supplement groups when compared to an
untreated control group. The reference does not disclose a method of lengthening telomeres and does not contemplate
measuring telomere length before and after administration of the supplement.
[0009] Lamm et al. (2001, Phytomedicine 8(4):267-274) disclose oral administration of C-MED-100® at a dose of 350
mg x 2 times daily for two months, to human volunteers. Study participants supplemented with C-MED-100® were tested
for their ability to respond to a 23 valent pneumococcal vaccine as compared to an untreated control group. Statistically
significant immune enhancement was observed for those in the supplemented group. The reference does not disclose
a method of lengthening telomeres and does not contemplate measuring telomere length before and after administration
of the supplement.
[0010] U.S. Pat. No. 7,955,626 to Pero (issued June 7, 2011) discloses non-topical administration of a purified quinic
acid alkyl ester or a carboxy alkyl ester. The reference discloses a water extract of Uncaria tomentosa, as well as further
purification of the extract by thin layer chromatography to obtain carboxy alkyl esters (CAE). The invention is not directed
to administration of a composition comprising quinic acid. Moreover, the method of the invention does not require the
inclusion of quinic acid (in the free acid form or a salt thereof) because the invention is specifically directed to administering
a pharmaceutical composition comprising an effective amount of an ester, either a quinic acid alkyl ester or a carboxy
alkyl ester, meeting specified criteria. Furthermore, the reference does not disclose measuring telomere length and does
not contemplate increasing the length of the telomeres.
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[0011] U.S. Pat. No. 8,372,449 (Pero, Ronald W., issued February 12, 2013) describes a method of non-topical
administration of a pharmaceutical composition comprising a purified and isolated compound selected from the group
consisting of quinic acid and a quinic acid salt. The invention is directed to a method for enhancing the response to
tumor formation and/or growth in a mammal in need thereof. The pharmaceutical composition is administered in an
amount effective to inhibit TNF-α production or to induce apoptosis of white blood cells, where said quinic acid and said
quinic acid salt may form an ammonium salt and/or chelate thereof having a bioassay efficacy using IC50 in HL-60 cells
of approximately 500mg/ml or less. The disclosure indicates that the bioactive agent of C-MED-100® (a water extract
of Uncaria tomentosa) in vivo is not quinic acid lactone, but rather is quinic acid and its salts, including its ammonium
salt. The in vivo working examples pertain to oral dosing studies in mice and rats, with administration by gavage in rats
and via the drinking water in mice. Treatment of mice with C-MED-100® resulted in an increased number of spleen cells,
due to the prolongation of lymphocyte half life. In rats, quinic acid (QA) and its ammonium salt (QAA) were about as
effective as C-MED-100® at reversing doxorubicin-induced leukopenia. The reference reveals that daily oral doses of
C-MED-100® between 250-700 mg have proven efficacious in humans with regard to enhancing anti-inflammatory, DNA
repair, immune stimulation, and anti-tumor processes. This reference does not contemplate a method of lengthening
the telomeres or otherwise manipulating or maintaining telomere length. Likewise, the reference does not contemplate
measuring telomere length before or after administration of quinic acid, a quinic acid salt, or C-MED-100®.
[0012] The bioactive component in AC-11®, formerly known as C-MED-100®, is reported to be quinic acid lactone
(USPN 6,964,784, issued November 15, 2005). Moreover, the bioactive agent in vitro is quinic acid lactone (USPN
8,372,448, issued February 12, 2013), while the in vivo bioactive agent is quinic acid (USPN 8,372,449, issued February
12, 2013).
[0013] U.S. Pat. No. 8,974,839 to Giampapa (issued October 16, 2014) discloses a multi-component supplement
composition comprising a water extract of Uncaria tomentosa, which is disclosed as being a DNA repair complex. The
supplement of the invention also comprises a telomere maintenance complex. However, the water extract of Uncaria
tomentosa is not disclosed as being a telomere maintenance complex. The reference does not contemplate a method
of lengthening the telomeres or otherwise manipulating telomere length. Likewise, the reference does not contemplate
measuring telomere length.
[0014] U.S. Patent Application No. 2017/0128355 to Giampapa et al. (published May 11, 2017) discloses a method
of topically applying a multi-component composition comprising a water soluble extract of an Uncaria species. The
reference does not contemplate a method of lengthening the telomeres or otherwise manipulating or maintaining telomere
length. Likewise, the reference does not contemplate measuring telomere length.
[0015] U.S. Pat. No. 5,656,665 to Yu et al. (issued August 12, 1997) discloses a method for visibly reducing a skin
wrinkle and for reversing the effect of aging on human facial skin by topically applying to the wrinkle and/or affected
facial skin quinic acid or quinolactone. A wide variety of preparations are contemplated. The working examples are
directed to testing the various compositions in 90 human volunteer subjects, by topical application to the skin. This
reference does not contemplate a method of lengthening the telomeres or otherwise manipulating or maintaining telomere
length. Likewise, the reference does not contemplate measuring telomere length before or after administration of quinic
acid or quinolactone. The reference does not disclose administering a water extract of Uncaria tomentosa to a subject
or a cell. Moreover, there is no mention of an extract of Uncaria tomentosa. The reference is limited to topical application
and does not contemplate other modes of administration.
[0016] U.S. Patent Application Publication No. 2015/0338387 to Ehrenkranz (published November 26, 2015) discloses
a method for monitoring and adjusting a biometric, such as aging. The method of the invention comprises administering
to a subject a supplement selected to affect the state of the selected biometric. The supplement may be formulated for
oral administration. Among a long list of possibilities, the supplement may be an extract of Uncaria tomentosa and the
biometric analyte, among a long list of possibilities, may be telomere length. The reference does not include any working
examples, nor does it specifically mention using an extract of Uncaria tomentosa to increase the length of a telomere
in a cell by administration of the extract to a mammal. Moreover, the reference does not specifically disclose a water
extract of Uncaria tomentosa.
[0017] U.S. Patent Application No. 2014/0079836 to McDaniel (published March 20, 2014) discloses a method for
modulating the activity of the gene maintenance process in order to influence the length and/or structural integrity of the
telomere in living cells. Quinic acid is disclosed as an exemplary lifespan altering compound. The method of the invention
is specifically directed to contacting a cell, tissue, organ, or organism with quinic acid, or an analog or derivative thereof.
Quinic acid is disclosed as being naturally found in the coffee cherry. The disclosure contemplates lengthening telomeres,
as well as modulating the activity or level of at least one of the telomere length maintenance genes or modulating the
activity or level of telomerase. This reference does not contemplate using a water extract of Uncaria tomentosa for any
purpose. There is no mention of an Uncaria species. The reference does not specifically point to quinic acid as modulating
the length of the telomere in living cells. There are no working examples pertaining to quinic acid or telomere lengthening
in an organism. Working examples directed to telomere length maintenance are provided, but these are in vitro exper-
iments (cells in culture) examining the effects of green tea extract, coffee cherry extract, and idebenone.
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[0018] It has now been shown by Applicants that administration of an aqueous extract of an Uncaria plant to a subject
results in telomere lengthening.

SUMMARY OF THE INVENTION

[0019] The present invention relates to a non-therapeutic method of increasing the length of a telomere in an animal
cell. The invention is practiced by administering an aqueous extract of an Uncaria species to an animal in an amount
and for a period of time sufficient to increase the length of said telomere, and measuring the length of said telomere
before and after administration of said extract. In a preferred embodiment, the method of the invention is directed to
increasing the length of a telomere in a mammalian cell, said method comprising administering an aqueous extract of
an Uncaria species to a mammal, or a mammal in need thereof, in an amount and for a period of time sufficient to
increase the length of said telomere, and measuring the length of said telomere before and after administration of said
extract. Said preferred embodiment comprises the steps of:

a) measuring the length of one or more telomeres of a cell sample from the subject;
b) administering to the subject an aqueous extract of an Uncaria species in an amount and for a period of time
sufficient to increase the lengths of said telomeres in said cells of said subject;
c) re-measuring lengths of one or more telomeres, wherein if the telomeres have not lengthened, administering is
continued; and
d) said method resulting in lengthening of said telomeres.

[0020] As such, it is a first object of the present invention to provide a method of increasing telomere length in a cell,
said method comprising administering to a subject an aqueous extract of an Uncaria species in an amount and for a
period of time sufficient to increase the length of a telomere in a cell of said subject.
[0021] It is a further object of the present invention to provide a method of increasing telomere length in a cell, said
method comprising orally administering to a subject a daily dose of about 200 mg to about 700 mg of an aqueous extract
of an Uncaria species for a period of time sufficient to increase the length of a telomere in a cell of said subject.
[0022] It is a still further object of the present invention to provide a method of increasing telomere length in a cell,
said method comprising administering to a subject an aqueous extract of an Uncaria species in a pharmaceutically
effective amount and for a period of time sufficient to increase the length of a telomere in a cell of said subject, wherein
said Uncaria species is Uncaria tomentosa.
[0023] It is a still further object of the present invention to provide a method of increasing telomere length in a cell,
said method comprising orally administering to a subject a daily dose of about 200 mg to about 700 mg of an aqueous
extract of an Uncaria species for a period of time sufficient to increase the length of a telomere in a cell of said subject,
wherein said Uncaria species is Uncaria tomentosa, wherein the period of time sufficient to increase the length of a
telomere in a cell of said subject is at least one year, and further wherein said aqueous extract comprises a minimum
of 8% carboxy alkyl esters (CAEs) (weight/weight (w/w)).
[0024] It is a still further object of the present invention to provide a method of increasing telomere length in a cell,
said method comprising orally administering to a subject an aqueous extract of an Uncaria species in an amount and
for a period of time sufficient to increase the length of a telomere in a cell of said subject, wherein said aqueous extract
of an Uncaria species is provided as a capsule, tablet, liquid, or gel, and wherein said Uncaria species is Uncaria
tomentosa. The capsule, tablet, liquid, or gel may be provided as a time-release formula or extended-release formula.
[0025] It is a still further object of the present invention to provide a method of increasing telomere length in a cell,
said method comprising orally administering to a subject a daily dose of about 700 mg of an aqueous extract of an
Uncaria species for a period of time sufficient to increase the length of a telomere in a cell of said subject, wherein said
Uncaria species is Uncaria tomentosa, and said subject is a human. In a preferred aspect said subject is in good health.
It is a still further object of the present invention to provide an aqueous extract of an Uncaria species for use in increasing
the length of telomeres in a cell of a subject having Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease or cancer.
[0026] These and other objects, aspects and features of the present invention will be better understood from the
following detailed description when read in conjunction with the examples described herein.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0027]

FIG. 1 Telomere length of a human study participant, subject HV, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years. Treatment was carried out by oral administration of an aqueous extract of Uncaria
tomentosa formulated into a capsule, at a daily dose of 700 mg. The standard curve provides average telomere
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lengths for the general population at different ages.
FIG. 2 Telomere length of a human study participant, subject EL, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years.
FIG. 3 Telomere length of a human study participant, subject DB, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years.
FIG. 4 Telomere length of a human study participant, subject LC, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years.
FIG. 5 Telomere length of a human study participant, subject RC, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years. This subject stopped using AC-11®, for 4 to 5 months, during the second year of the
study, in accordance with their doctor’s request.
FIG. 6 Telomere length of a human study participant, subject LM, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years.
FIG. 7 Telomere length of a human study participant, subject KC, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years.
FIG. 8 Telomere length of a human study participant, subject BD, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years.
FIG. 9 Telomere length of a human study participant, subject MM, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years. This subject stopped using AC-11®, for 4 to 5 months, in accordance with their doctor’s
request.
FIG. 10 Telomere length of a human study participant, subject JM, before treatment and after treatment, at timepoints
of one year and two years.
FIG. 11 Telomere length of a human study participant, subject LCR, before treatment and after treatment, at time-
points of one year and two years.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0028] Methods for administering a plant extract to an animal, thereby delivering the plant extract to a cell of the animal,
are well known in the art. Standard delivery means are contemplated. Accordingly, the plant extract may be formulated
into a delivery means such as a capsule, tablet, liquid, gel, lotion, cream, or ointment to facilitate a desired dosing
regimen. The plant extract may be administered orally, topically, or via a transdermal patch. The delivery means, par-
ticularly a capsule, tablet, liquid, or gel may be provided as a time-release formula or extended-release formula.
[0029] Methods for measuring telomere length are well known in the art and are described, for example, in Cawthon,
RM (2002, supra), Harley et al. (1990, supra), O’Callaghan and Fenech (2011, supra), USPN 5,489,508 (West et al.,
issued February 6, 1996), and USPN 5,741,677 (Kozlowski et al., issued April 21, 1998), as well as the examples
provided herein. The quantitative polymerase chain reaction (qPCR) of Cawthon, RM (2002, supra) is a fluorescence-
based assay that uses a primer pair where each primer is designed to allow DNA polymerase to extend from its 3’-end
when it is hybridized to telomere hexamer repeats, but not when it is hybridized to the other primer. Any method of
measuring telomere length can be used in the method of the present invention.
[0030] The aqueous extract of Uncaria tomentosa used in the examples set forth herein below has been well charac-
terized in over 20 years of research (see e.g., US Pat. No. 6,039,949 to Pero, RW, issued March 21, 2000 and US Pat.
No. 8,372,449 to Pero, RW, issued Feb. 12, 2013). The aqueous extract was spray dried onto a carrier element, such
as maltodextrin, to obtain a commercial product comprising a minimum of 8% (w/w) carboxy alkyl esters (CAEs), with
the concentration of CAEs ranging from 8-10% (w/w), as described in US Pat. No. 8,372,449  (supra) and Sheng et al.
(2001, supra). This product is also known as AC-11®. The examples described herein were carried out using capsules
containing 350 mg of AC-11® prepared in this manner.
[0031] AC-11® has been subjected to rigorous toxicological studies (Sheng et al. (2000) J. Ethnopharmacology 69:
115-126). No acute toxicity was observed in rats given a series of single oral doses of the product up to a dose of 8 g/kg
body weight or human volunteers given a daily dose of 5 mg/kg for six consecutive weeks. Rats treated daily with U.
tomentosa extracts at the doses of 10-80 mg/kg for 8 weeks or 160 mg/kg for 4 weeks showed no signs of acute of
chronic toxicity (Sheng et al., 2000, supra). Furthermore, the bark of the U. tomentosa vine is harvested from the wild,
specifically the Amazonian rainforest. This is the starting material for the hot water extraction process. No solvents other
than water are used in the extraction process. Moreover, AC-11 has an exemplary microbiological profile and an un-
blemished safety record in over 15 years of commercial use. The toxicological screening assays used to evaluate the
safety profile of AC-11 are well known in the art (see e.g., Hasnisa et al. (2017) J. Trop. Agric. and Fd. Sci. 45(1): 111-119;
Zhang et al. (2017) Fundam. Toxicol. Sci. 4(2): 45-56; and Parasuraman, S. (2011) J. Pharmacol. and Pharmacother-
apeutics 2(2): 74-79).
[0032] The present invention relates to a non-therapeutic method of increasing the length of a telomere in an animal
cell. Said method comprises the steps of:
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a) measuring the length of one or more telomeres of a cell sample from the subject;
b) administering to the subject an aqueous extract of an Uncaria species in an amount and for a period of time
sufficient to increase the lengths of said telomeres in said cells of said subject;
c) re-measuring lengths of one or more telomeres, wherein if the telomeres have not lengthened, administering is
continued; and
d) said method resulting in lengthening of said telomeres.

[0033] In a preferred embodiment the animal is a mammal. In a further embodiment, the animal is a rodent, including
a mouse or rat. In a further embodiment, the animal is a primate, including a human.
[0034] In some embodiments, the subject is a human having a disease or disorder, such as Alzheimer’s disease,
Parkinson’s disease, or cancer. In other embodiments, the subject is a human in apparent good health. It is a still further
object of the present invention to provide an aqueous extract of an Uncaria species for use in increasing the length of
telomeres in a cell of a subject having Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease or cancer. In a preferred embodiment
said use is in a method which comprises the steps of:

a) measuring the length of one or more telomeres of a cell sample from the subject;
b) administering to the subject an aqueous extract of an Uncaria species in a pharmaceutically effective amount
and for a period of time sufficient to increase the lengths of said telomeres in said cells of said subject;
c) re-measuring lengths of one or more telomeres, wherein if the telomeres have not lengthened, administering is
continued; and
d) said method resulting in lengthening of said telomeres.

[0035] In a preferred embodiment of the method of the invention, the extract is administered orally and the dose is
about 700 mg/day. In other embodiments, the dose ranges from about 200 mg/day to about 700 mg/day. In some
embodiments, the daily dose is about 350 mg. In other embodiments, the daily dose is about 250 mg. Oral dosing in
rats demonstrated an LD50 > 8g/kg (Sheng et al. (2001) J. Ethnopharm. 69: 115-26). Given the high level of tolerance
demonstrated in rats, a dose of 10 g/day administered to a subject is contemplated, up to a dose that falls below the
level that would be toxic to the subject. Likewise, while a dose of 200 mg/day is contemplated to be effective to increase
the length of a telomere in a cell of a subject, when administered for a sufficient period of time, doses below 200 mg/day
are also contemplated when effective to increase the length of a telomere in a cell of the subject, when administered for
a sufficient period of time. The doses described herein refer to an extract comprising 8-10% (w/w) CAEs.
[0036] In a preferred embodiment, the period of time sufficient to increase the length of telomeres in cells of a subject
is a time period of up to one year. In other embodiments, the period of time sufficient to increase the length of telomeres
in cells of a subject ranges from about 6 months to about 2 years. In some embodiments, regular dosing, including daily
dosing of the Uncaria extract, is continued for the life of the subject. The duration of treatment can vary widely and still
result in increasing telomere length. One of ordinary skill in the art with this disclosure having been reviewed can determine
a pharmaceutically effective dosage to result in telomere lengthening.
[0037] In a preferred embodiment, the frequency of dosing is once daily. In other embodiments, the dosing frequency
is twice daily. In still other embodiments, the dosing frequency ranges from at least once daily to at least once monthly.
The Uncaria extract may be administered once daily, twice daily, once every other day, once every third day, once a
week, or once a month. In still other embodiments, a transdermal patch is applied once every other day or once a week
and delivers the extract to the subject over an extended period of time. Accordingly, the dosing frequency can vary
widely and still result in an increase in telomere length.
[0038] In a preferred embodiment, the subject’s telomeres are measured before administration of the extract and after
a period of time sufficient to increase the length of a telomere in a cell of a subject. In other embodiments, samples are
taken from a subject before administration of the Uncaria extract and at various timepoints during the treatment period.
Samples may be preserved and telomere length may be assessed any time after obtaining the sample. In some em-
bodiments, the samples are collected, preserved for a period of time, and then subjected to measurement of telomere
length after all samples have been obtained from the subject.
[0039] In a preferred embodiment, the Uncaria extract is formulated for oral administration, as a capsule, tablet, liquid,
syrup, or gel. In other embodiments, the Uncaria extract is formulated for topical administration, as a lotion, cream,
ointment, or gel. In another embodiment, the Uncaria extract is formulated for systemic administration, as a transdermal
patch.
[0040] In a further preferred embodiment of the method of the invention, the Uncaria species is Uncaria tomentosa.

EXAMPLES

[0041] The examples that follow illustrate aspects of the invention and provide one of ordinary skill in the art with a
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complete description of how to make and use the present invention, and are not intended to limit the scope of what the
inventors regard as their invention nor are they intended to represent that the experiments below are all or the only
experiments performed. Rather, these non-limiting examples provide specific methodology useful in practicing the in-
vention.

EXAMPLE 1

[0042] AC-11® Human Pilot Study: The Impact of AC-11® on Telomere Length in an Aging Population
[0043] The average person’s telomeres shorten each year in adulthood. That fact is reflected in the bold line on each
of the figures. A pilot study of 11 human volunteers measured telomere lengths before treatment with AC-11® and after
treatment, at timepoints of one year and two years. Treatment was carried out by oral administration of an aqueous
extract of Uncaria tomentosa formulated into a capsule, at a daily dose of 700 mg. The extract comprised 8-10% CAEs
(w/w). The telomeres of all 11 subjects increased in length, sometimes dramatically. FIGS. 1-11 provide both the actual
telomere length (in kilobases) and the percentile scores of each subject for a clear visual illustration. The results were
surprising and unexpected. The only exceptions were two subjects (RC and MM) who stopped using AC-11®, each for
4 to 5 months, in accordance with their doctor’s request (FIGS. 5 and 9). Theirs were the only telomeres which shortened.
Note that, it is normal for people in the study to have lost from 2 to 5% in their telomere length at their given ages during
the course of the study, if left untreated.
[0044] A pattern has emerged among 4 of the 5 people whose baseline scores started well below the mean. Each
score went up slightly in year 1, and then skyrocketed in year 2. This finding may reflect a delayed response to telomere
length repair in people with poorer telomere health. While another commercial product (see USPN 7,846,904, issued
December 7, 2010) proposes to lengthen telomeres by augmenting telomerase, without repairing DNA damage, this
approach is questionable since increasing a cell’s capacity to divide without decreasing DNA damage would be expected
to increase the chances of accumulating cell mutations and epigenetic changes, which could lead to cancer. Without
adequate repair, cells would replicate with an increased accumulation of damaged DNA, which can have a negative
impact on health, aging, and disease. The biological effects of AC-11® address this issue in that it both lengthens
telomeres and cellular life span while at the same time improving the natural DNA repair process.
[0045] The highest scoring patient went from an average telomere length to the 91st percentile in year 1, and then
tapered to 92% in year 2.
[0046] In order to ensure compliance, AC-11® was delivered to each patient on a monthly basis. The selected sample
was a fairly homogenous sample: older, wellness oriented individuals with no known disease, ethical, and they paid for
their own telomere testing. AC-11® was provided free of charge to each individual.
[0047] Whole blood was drawn from each subject, at appropriate timepoints, processed, and analyzed by SpectraCell,
thereby providing unbiased data collection. Nucleated white blood cells were separated from whole blood and used to
measure telomere length. Genomic DNA was isolated from the white blood cells and telomere length was evaluated
according to the qPCR method of Cawthon, RM (2002, supra). The results were surprising and unexpected. Although
the statistical sample is small, a clear and strong trend emerged in year one and continued into year two (see Table 1).
Changes in telomere length is normally a very slow process, and is normally a shortening process (see standard curve
in Figs. 1-11).

Table 1.  Telomere lengths for each subject before oral dosing and after one year and two years of 700 mg/day oral 
administration of an aqueous extract of Uncaria tomentosa. Subjects RC and MM stopped using AC-11®, for 4 to 5 

months, in accordance with their doctor’s request. Abbreviations: kb  = kilobases.

Subject Baseline (kb) Year 1 (kb) Year 2 (kb) Change (kb)

HV 5.68 6.09 7.24 +1.56

EL 4.57 4.57 5.52 +0.95

DB 7.71 8.16 8.48 +0.77

LC 6.4 7.98 8.06 +1.66

RC 6.02 6.55 6.36 +0.34

LM 5.15 5.37 7.44 +2.29

KC 6.01 7.06 7.63 +1.62

BD 5.67 6.62 7.74 +2.07

MM 6.89 6.62 7.11 +0.22
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EXAMPLE 2

Toxicity Studies

[0048] Oral AC-11®, administered to rats in doses of 40, 80, or 160 mg/kg/day for up to 8 weeks did not result in any
significant changes in food consumption or weight gain. Single oral doses up to 8 g/kg did not result in deaths or signs
of acute toxicity. Thus, an LD50 > 8g/kg in rats has been reported (Sheng et al. (2000) J. Ethnopharm. 69: 115-26). Rats
given 5 to 160 mg/kg of oral AC-11® showed no significant differences in liver, kidney, and spleen weights. One study
did note that rats that were administered 80 mg/kg of AC-11® plus doxorubicin had a significantly increased mean heart
weight coefficient (4.4%) when compared to animals that only received doxorubicin (0.386% 6 0.034 vs. 0.369% 6
0.022). However, there was no significant difference in mean heart weight when AC-11® plus doxorubicin treated animals
were compared to untreated controls. Histopathological examination of tissues obtained from rats treated with 5 to 160
mg/kg/day of AC-11® for up to 8 weeks did not reveal an increase in pathological changes.

Claims

1. A non-therapeutic method for increasing the length of telomeres in a cell of a subject comprising the step of using
an aqueous extract of an Uncaria species.

2. The method according to claim 1, comprising the steps of:

a) measuring the length of one or more telomeres of a cell sample from the subject;
b) administering to the subject an aqueous extract of an Uncaria species in an amount and for a period of time
sufficient to increase the lengths of said telomeres in said cells of said subject;
c) re-measuring lengths of one or more telomeres, wherein if the telomeres have not lengthened, administering
is continued; and
d) said method resulting in lengthening of said telomeres.

3. The method according to any one of claims 1 or 2, wherein said aqueous extract is administered orally.

4. The method according to any one of claims 1 to 3, wherein the amount of said aqueous extract ranges from about
200 mg/day to about 700 mg/day, and further wherein said aqueous extract comprises a minimum of 8% weight/weight
(w/w) carboxy alkyl esters (CAEs).

5. The method according to any one of claims 1 to 4, wherein the amount of said aqueous extract is about 700 mg/day.

6. The method according to any one of claims 1 to 5, wherein the subject is a human.

7. The method according to any one of claims 1 to 6, wherein said aqueous extract is formulated into a delivery means
selected from the group consisting of a capsule, a tablet, a liquid, a syrup, and a gel.

8. The method according to any one of claims 1 to 7, wherein said aqueous extract is formulated into a transdermal patch.

9. The method according to any one of claims 1 to 8, wherein said Uncaria species is Uncaria tomentosa.

10. The method according to any one of claims 1 to 9, wherein said subject is in good health.

11. The method according to any one of claims 1 to 10, wherein said period of time sufficient to increase the lengths of
said telomeres in cells of said subject is at least 6 months.

(continued)

Subject Baseline (kb) Year 1 (kb) Year 2 (kb) Change (kb)

JM 7.27 7.7 7.67 +0.40

LCR 5.2 5.45 6.8 +1.60
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12. The method according to any one of claims 1 to 11, wherein said period of time sufficient to increase the lengths of
said telomeres in cells of said subject is at least 1 year.

13. The method according to any one of claims 1 to 12, wherein the transdermal patch delivers said extract to the subject
over an extended period of time.

14. An aqueous extract of an Uncaria species for use in increasing the length of telomeres in a cell of a subject having
Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease or cancer.

15. The aqueous extract for use according to claim 14, wherein said use comprises the steps of:

a) measuring the length of one or more telomeres of a cell sample from the subject;
b) administering to the subject an aqueous extract of an Uncaria species in a pharmaceutically effective amount
and for a period of time sufficient to increase the lengths of said telomeres in said cells of said subject;
c) re-measuring lengths of one or more telomeres, wherein if the telomeres have not lengthened, administering
is continued; and
d) said method resulting in lengthening of said telomeres.

16. The aqueous extract for use according to any one of claims 14 or 15, wherein the amount of said aqueous extract
ranges from about 200 mg/day to about 700 mg/day, and further wherein said aqueous extract comprises a minimum
of 8% weight/weight (w/w) carboxy alkyl esters (CAEs).

17. The aqueous extract for use according to any one of claims 14 to 16, wherein said aqueous extract is formulated
into a delivery means selected from the group consisting of a capsule, a tablet, a liquid, a syrup, a transdermal patch
and a gel.

18. The aqueous extract for use according to any one of claims 14 to 17, wherein said Uncaria species is Uncaria
tomentosa.
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The roots of Vicatia thibetica de Boiss are a kind of Chinese herb with homology of medicine and food. This is the first report
showing the property of the extract of Vicatia thibetica de Boiss roots (HLB01) to extend the lifespan as well as promote the
healthy parameters in Caenorhabditis elegans (C. elegans). For doxorubicin- (Doxo-) induced premature aging in adult mice,
HLB01 counteracted the senescence-associated biomarkers, including P21 and γH2AX. Interestingly, HLB01 promoted the
expression of collagen in C. elegans and mammalian cell systemically, which might be one of the essential factors to exert the
antiaging effects. In addition, HLB01 was also found as a scavenger of free radicals, thereby performing the antioxidant ability.
Lifespan extension by HLB01 was also dependent on DAF-16 and HSF-1 via oxidative stress resistance and heat stress
resistance. Taken together, overall data suggested that HLB01 could extend the lifespan and healthspan of C. elegans and resist
Doxo-induced senescence in mice via promoting the expression of collagen, antioxidant potential, and stress resistance.

1. Introduction

Aging is a process which includes loss of physiological integ-
rity, impaired functions, and increased vulnerability to death.
The well-known hallmarks of aging include telomere attri-
tion, loss of proteostasis, mitochondrial dysfunction, cellular
senescence, and stem cell exhaustion [1]. In recent years,
some antiaging interventions like SA-β-gal-activated pro-
drugs and senolytics have appeared [2–4]. Several senescence
biomarkers such as SA-β-gal, P16INK4A, P53, P21, and

γH2AX have been widely used to evaluate the effects of anti-
aging interventions [5, 6]. Damage accumulation of extracel-
lular matrix (ECM) proteins is called a missing hallmark of
aging, which has recently drawn an increased attention [7].
Age-related changes of the components of the ECM (colla-
gen, elastin, MMPs, cathepsins, etc.) could disrupt the
homeostasis of tissue microenvironment and facilitate the
age-related pathologies [8, 9]. Therefore, the deterioration
in ECM integrity has been implicated in many age-
dependent diseases, such as diabetes, cancer, chronic liver
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diseases, and cardiovascular diseases [9–11]. Interestingly, it
was shown that the cells in a proper microenvironment could
live significantly longer than those in the original environ-
ment [12, 13], which also demonstrated the importance of
ECM maintenance.

Collagens are the most abundant ECM proteins in the
organism and major structural proteins of the ECM [14].
The structural changes and degradation of collagen are asso-
ciated with bone and cartilage deterioration, skin wrinkling,
and cardiovascular and respiratory malfunctions [15]. More-
over, it has been shown in the studies that the increased col-
lagen expression is a shared feature of multiple conserved
longevity pathways including Caenorhabditis elegans (C. ele-
gans) [11]. Promoting the biosynthesis of collagens during
the lifetime is required and beneficial for the healthy aging
and longevity in C. elegans [11]. Furthermore, deficits in
matrix metalloproteinases 14 (MMP14), which are involved
in collagen degradation and ECM remodeling, lead to prema-
ture aging, short lifespan, and aging in mice [16]. Taken
together, all these findings suggest that strategies for promot-
ing the collagen and ECM function systemically may be
widely applicable in delaying aging. However, interventions
which promote collagen and ECM function are rarely
reported.

Because of fast reproduction, short life cycle, and con-
served sequence with human genes, C. elegans was widely
used in antiaging drug candidate screening and novel target
finding [17, 18]. Moreover, many compounds, which were
discovered to have antiaging effects by the lifespan screening
on C. elegans, also showed similar effects in the mouse model
[19–21]. In our previous work, we screened our in-house
1,386 marketable drugs by testing their effect on the lifespan
of C. elegans and antihypertensive drug verapamil was found
to have an antiaging effect [22]. Herein, in this study, we
screened 836 extracts of Chinese herbal medicine which have
been used for a long time in humans. After several rounds of
lifespan tests, the extract of Vicatia thibetica de Boiss roots
(HLB01) was selected for further study based on its activity
(Figure 1). The root of Vicatia thibetica de Boiss is a kind of
herb with homology of medicine and food, suggesting that
HLB01 has a great potential to be developed for its antiaging
potential with high safety.

The common chemotherapeutic drug doxorubicin
(Doxo) has a proven effect of inducing senescence and liver
toxicity in rodents and humans [23]. In our study, Doxo-
induced premature aging mice were selected as the animal
models for evaluating the antiaging pharmacological effect
of HLB01 via biomarkers of aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), P21, and γH2AX.
Then, the mechanisms of HLB01 were studied with the
emphasis on collagen expression, antioxidative ability, and
stress resistance.

2. Materials and Methods

2.1. Preparation of HLB01 Extract. 10 kg of dried roots of
Vicatia thibetica de Boiss was crushed with a shredder,
decocted with distilled water for 3 times at 80°C with a
solid-liquid ratio of 1 : 10, 90min each time. Thereafter,

extracts were combined, decompressed, and concentrated.
This protocol resulted in 4.55 kg extract (HLB01), and the
calculated yield was 45.5%.

2.2. C. elegans Maintenance and Strains. Strains were cul-
tured on nematode growth medium (NGM) agar plates at
20°C. C. elegans strains used in this study included the follow-
ing (name, genotype, and origin): N2, C. elegans wild isolate,
CGC; CF1038, daf-16(mu86) I, CGC; PS3551, hsf-1(sy441) I,
CGC.

2.3. Lifespan Analysis. Live Escherichia coli strain OP50 was
used as the food source. Worms were synchronized and
transferred to NGM agar plates at L4 stage. We set control
and HLB01-treated groups, with approximately 100 worms
per group. To avoid progeny hatching, 50μg/mL of 5-
fluorodeoxyuridine (FudR) was added to the agar plates from
day 0 to day 10.Worms were treated with HLB01 (200μg/mL
or 400μg/mL) only for the first 10 days. Worms were
counted every day and transferred to the fresh plates every
3 days until all the worms were dead.Worms which exhibited
exploded vulva phenotype and crawled off the plate were cen-
sored. Three replicate experiments were conducted. The log-
rank (Mantel-Cox) test was used to calculate the P values.

2.4. Thrashing Assay. Thrashing assay was conducted as
described previously [24]. Wild-type worms were cultured
on NGM plates as per the lifespan assay protocol. 20-30
worms were prepared for control and HLB01 (200μg/mL)
treatment groups, respectively. One worm was removed in
an M9 buffer drop on an NGM plate without OP50 bacteria
and allowed to adapt for 30 s. Then, we counted the number
of thrashes for 30 seconds. Any change in the midbody bend-
ing direction was referred to as a thrash [25]. Thrashes were
counted on days 3, 8, and 13. Three replicate experiments
were conducted. A two-way ANOVA along with the Sidak
multiple comparisons test was used to calculate P values,
and error bars represented SEM.

2.5. Pharyngeal Pumping Assay. Pharyngeal pumping assay
was conducted as per previously reported protocol [26].
Wild-type worms were cultured on NGM according to the
lifespan assay protocol. 20-30 worms were prepared for the
pharyngeal pumping assay for control and HLB01
(200μg/mL) treatment groups. On days 1, 3, 5, 7, 9, and 11,
the pharyngeal pumping rate was tested by quantifying the
contractions of the pharynx over a period of 30 seconds.
Three replicate experiments were conducted. A two-way
ANOVA along with the Sidak multiple comparisons test
was used to calculate P values, and error bars represented
SEM.

2.6. Bacterial Growth Assay. Bacterial growth assay was con-
ducted as described previously [27]. Initially, a single colony
of OP50 was inoculated in LB media and cultured at 37°C.
For each group, 30μL of bacterial culture (OD600 = 0:4) was
dropped to an NGMplate and cultured at 20°C. Bacteria were
washed off using 1mL M9 buffer, and OD600 was measured
every 12h, with M9 buffer as the blank control. OD was
assessed using a Hitachi U-2910 spectrometer with a
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10mm quartz cuvette. Three replicate experiments were con-
ducted. An unpaired t-test was used to calculate the P values,
and error bars represented SEM.

2.7. Mouse Experiments. Male C57BL/6J mice were pur-
chased from Beijing Vital River Laboratory Animal Technol-
ogy Co., Ltd. (Beijing, China). Mouse experiments were
conducted at Shanghai SLAC Laboratory Animal Co., Ltd.
(Shanghai, China), permit number: SYXK (Shanghai) 2017-
0008, contract no: SLAC2020072806. Animal procedures
were carried out according to the National Institutes of
Health (NIH) guidelines. Mouse experiments were con-
ducted as per the previously described protocol [28]. We
have tried three doses of Doxo (2mg/kg, 5mg/kg, and
10mg/kg) to induce premature aging in adult mice. Among
them, the dose of 5mg/kg we selected showed both a high
survival rate and significant aging indexes. C57BL/6J mice
(10 weeks, male) were employed to evaluate the efficacy of
HLB01 in vivo. In the blank group (n = 10), mice were treated
with saline. In the Doxo group (n = 15), mice were intraper-
itoneally injected with 5mg/kg Doxo twice on day 0 and day
10 to induce aging. In Doxo-HLB01 groups (n = 15, each
group), the Doxo-treated mice were administered intragastri-
cally with HLB01 (two groups: one received HLB01: 1.2 g/kg
and another group received HLB01: 2.4 g/kg) by intragastric
route from day 16 to day 37 (Figure 2). The doses of
HLB01 were set by referring to the dose of Seselopsis extract
in an antifatigue effect [29]. Mice were administrated with

the same volume of extracts in 1.2 g/kg and 2.4 g/kg groups.
The mortality rate of mice after Doxo and HLB01 treatment
was recorded. Thereafter, mice were sacrificed on day 38.

2.8. Test of AST and ALT Level. Plasma sample of treated and
untreated mice was collected and spun for 20 minutes at
3000 rpm. The supernatant was collected and sent to
KingMed Diagnostics, Shanghai, China, for AST and ALT
measurement. The level of AST was tested according to the
protocol of aspartate aminotransferase (ASTL) (Roche). A
9μL supernatant was incubated with 40μL R1 and 17μL
R2 and placed at 37°C for 10min. Then, the absorbance of
NADH (λ = 340 nm) was tested. AST could catalyze the
transfer of amino groups between L-aspartate and 2-
ketoglutaric acid and then generate L-glutamic acid and oxo-
butanedioic acid. Under the catalysis of malate dehydroge-
nase (MDH), oxaloacetic acid reacts with reduced
nicotinamide adenine dinucleotide NADH to form NAD+.
The oxidation rate of NADH is proportional to the catalytic
activity of AST. The level of ALT was tested according to the
protocol of alanine aminotransferase acc. to IFCC (ALTL)
(Roche). A 9μL supernatant was incubated with 59μL R1
and 17μL R2 and placed at 37°C for 10min. Then, the absor-
bance of NADH (λ = 340 nm) was tested. L-Alanine and 2-
ketoglutaric acid were catalyzed by ALT to form pyruvic acid.
Under the catalysis of lactate dehydrogenase, pyruvic acid and
NADHproduce L-lactic acid and NAD+. The oxidation rate of
NADH was proportional to the activity of ALT. Therefore,

14 Chinese herb
medicine extracts
~100 worms/conc.

(200, 400
𝜇g/mL) 

Wild-type C. elegans N2
836 Chinese herb medicine extracts

~30 worms/conc. (200 𝜇g/mL)

70 Chinese herb medicine extracts
~60 worms/conc. (200 𝜇g/mL)

Lifespan extension
≥ 15 %

Lifespan extension
≥ 15 %

Lifespan extension ≥ 15 %
P value < 0.001

HLB01

The extract of Vicatia thibetica de Boiss roots

Vicatia thibetica de Boiss The roots of Vicatia
thibetica de Boiss

Figure 1: A Chinese herbal medicine library-based phenotypic screening led to the discovery of HLB01.
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levels of AST or ALT could be calculated by absorbance of
NADH (λ = 340 nm). An unpaired t-test was used to calculate
the P values, and error bars represented SEM.

2.9. Quantitative Real-Time PCR. The samples of wild-type
worms, liver, and kidney were prepared, and their RNA was
extracted from them using the Total RNA Kit (OMEGA, Bio-
Tek). Then, reverse transcription was conducted using
Hifair® 1st Strand cDNA Synthesis SuperMix for qPCR
(gDNA digester plus) (Yeasen, 11123ES10) by LongGene
A200. Hieff UNICON® Universal Blue qPCR SYBR Green
Master Mix (Yeasen, 11184ES03) was used to perform qPCR
(BIO-RAD, CFX96). Three replicate experiments were con-
ducted. An unpaired t-test was used to calculate the P values,
and error bars represented SEM.

2.10. Western Blot. Protein was extracted from cells, liver,
and kidney using RIPA lysis buffer (Yeasen). Protein extracts
were quantified by the BCA Protein Quantification Kit (Yea-
sen). For γH2AX, 12% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was con-
ducted to separate the protein bands, and then, proteins were
transferred from gel to the PVDF membrane, blocked with
5% milk powder in TBST for 1 hour. Membranes were incu-
bated with specific antibodies for γH2AX (ab81299, Abcam)
and tubulin (ab6160, Abcam). For collagen, 8% SDS-PAGE
was run. Membranes were incubated with specific antibodies
for GAPDH (60004-1-lg, Proteintech) and Collagen I
(ab260043, Abcam). Then, immunocomplexes were detected
by Peroxidase-Conjugated Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
(33101ES60, Yeasen), Peroxidase-Conjugated Goat Anti-
Rat IgG (H+L) (33301ES60), and Peroxidase AffiniPure Goat
Anti-Mouse IgG (H+L) (33201ES60, Yeasen) followed by
enhanced chemoluminescence (New Cell & Molecular Bio-
tech). The membrane was finally photographed by imaging
techniques (Tanon-4600SF). ImageJ was used to quantify
the intensity.

2.11. RNA-seq. Wild-type worms of control and HLB01
(200μg/mL) groups were cultured according to the lifespan
assay. At day 10, worms were collected for RNA-seq in
Shanghai Majorbio Bio-pharm Technology Co., Ltd. Data
was analyzed using the free online platform of Majorbio
Cloud Platform. The accession number for RNA-seq
reported in this paper is GEO: GSE168322.

2.12. Collagen Assay. Collagen assay was conducted as
described previously [30]. Wild-type worms from the control
and HLB01 (200μg/mL) groups were cultured according to
the lifespan assay. At day 10, worms were collected and
washed by M9 for three times. Thereafter, collagen levels
were measured by detecting hydroxyproline using the
Hydroxyproline (HYP) Content Assay Kit (Solarbio,
BC0250) according to the manufacturer’s instructions. Three
replicate experiments were conducted. An unpaired t-test
was used to calculate the P values, and error bars represented
SEM.

2.13. Cell Viability Assay. Human embryonic lung fibroblast
MRC-5 cells were cultured in MEM (Gibco) supplemented
with 10% fetal bovine serum (Gibco), 1% sodium pyruvate
(BI), 1% NEAA (BI), and 1% penicillin-streptomycin (Yea-
sen). Human skin fibroblast CCC-ESF-1 were cultured in
DMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco) and 1% penicillin-streptomycin (Yeasen). Cells were
maintained in an incubator at 37°C under 5% CO2. For test-
ing cell viability, cells were seeded into a 96-well plate at 1
× 104 cells per well and treated with varying concentrations
of HLB01 (6.25, 12.50, 25.00, 50.00, 100.00, and 200μg/mL)
for 48 h. After that, CCK8 solution was added to the wells
and incubated at 37°C for 2 h. Thereafter, absorbance was
measured at 450nm using a microplate reader (BioTek
Instruments, Synergy, H1). Three replicate experiments were
conducted. An unpaired t-test was used to calculate the P
values, and error bars represented SEM.

2.14. 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) Radical
Scavenging Assay. DPPH radical scavenging assay was con-
ducted as described previously [31]. 100μL HLB01 of differ-
ent concentrations were incubated with 100μL of 200μM
DPPH solution in a 96-well plate. The plate was incubated
at room temperature for 30min, away from any source of
light. Then, absorbance was measured at 517nm. A blank
without DPPH addition was prepared and measured for each
sample in a similar way. DPPH radical scavenging ability ð%
Þ = ½ðA0 − A1Þ/A0� ∗ 100. A0 and A1 represent the absorbance
of the control and the sample, respectively. Three replicate
experiments were conducted.

2.15. Measurement of Reactive Oxygen Species (ROS) Level. 2′
,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) (Yea-
sen) was used to detect the ROS level. DCFH-DA is a ROS
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Figure 2: Experimental design for Doxo-induced premature aging and HLB01 treatment of those aged mice. Doxo: two times i.p. at 5mg/kg.
HLB01: from day 16 to 37, i.g. at 1.2 g/kg and 2.4 g/kg.
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sensor that gets deacetylated by intracellular esterases to
release a nonfluorescent compound (DCFH), which is later
oxidized by ROS into 2′,7′-dichlorofluorescein (DCF) emit-
ting green fluorescence that could be detected by fluorescence
microscope to indicate the intracellular ROS levels [32].
Worms were cultured according to the lifespan assay. For
the whole worms, ROS level determination was conducted
by the previously described method [33]. About 30~40
worms of the HLB01 (200μg/mL) group and control group
were, respectively, collected at day 6 and washed three times
by M9 buffer. After that, the worms were incubated with
50μM DCFH-DA in the M9 for 30min. Fluorescence was
measured after that by an inverted fluorescence microscope
(Nikon Eclipse Ti2 microscope) at 100× magnification. Ima-
geJ was used to quantify intensity. Three replicate experi-
ments were conducted. An unpaired t-test was used to
calculate the P values, and error bars represented SEM. For
worm lysis solution, ROS levels were detected as described
previously [34]. About 500 worms of the HLB01 (200μg/mL)
group and control group were, respectively, collected at day
6, and washed by M9 buffer for three times to eliminate the
bacterial contamination. After that, worms were washed by
PBS once in a 1.5mL tube. These worms were frozen in liquid
nitrogen immediately and then thawed immediately at room
temperature. Thereafter, sonication (UXI, JY92-IIN) was
used to further lyse these worms. Lysates were centrifuged
(12,000 rpm at 4°C for 15min) to obtain the supernatants.
Supernatants were quantified by the BCA Protein Quantifi-
cation Kit (Yeasen). Next, a supernatant containing 50μg
protein and 200μL of 250μM DCFH-DA in PBS were incu-
bated together and scanned using a fluorospectro photome-
ter (Techcomp, F-4700) immediately. The ROS level was
determined by the fluorescence intensity. Three replicate
experiments were conducted.

2.16. Statistical Analysis. All quantitative data are presented
as the means ± SEM. Statistical analyses included unpaired
t-test, log-rank (Mantel-Cox) test, and two-way ANOVA
along with the Sidak multiple comparisons test. All figures
were generated using GraphPad Prism 6 and Microsoft
Office.

3. Results

3.1. HLB01 Extends Lifespan and Healthspan of C. elegans. To
examine the antiaging effects of HLB01, we first analyzed the
lifespan extension of C. elegans after treatment with HLB01.
Compared to the control group, treatment with 200μg/mL
HLB01 led to a lifespan extension by 14.79% (∗P < 0:05) in
C. elegans and that with 400μg/mL HLB01 by 9.61%
(∗∗∗∗P < 0:0001) (Figure 3(a), Table S1). Based on the
above, we chose the concentration of 200μg/mL for further
studies. We further monitored the age-dependent changes
of aging biomarkers to assess the physiological status of
aging in C. elegans. The effect of HLB01 on the motility of
C. elegans was evaluated by counting the body bends times
every 30 seconds on day 3, day 8, and day 13 of adulthood.
HLB01-treated groups showed a more intense swinging
motion, especially on day 8 (∗P < 0:05) (Figure 3(b)).

Pharyngeal pumping assay of C. elegans also showed that
HLB01 treatment did not have any adverse effect on the
pumping rate (on days 1, 3, 5, 7, 9, and 11) and promoted
healthy parameter on day 11 significantly (∗P < 0:05)
(Figure 3(c)). The above results showed that HLB01 not
only extended the lifespan but also promoted healthspan
and physiological parameters in C. elegans. Furthermore,
the cell viability test in human fetal lung fibroblasts cells
(MRC-5) was investigated, and the results demonstrated no
cytotoxicity of HLB01 even at a high concentration of
200μg/mL (Figure S1).

Next, to evaluate whether HLB01 increased the survival
of C. elegans by reducing the bacterial growth, we examined
the growth of bacteria (Escherichia coli, OP50) treated with
HLB01. Bacterial growth was found not to be inhibited by
HLB01, which suggested the lifespan extension of HLB01
was not due to the inadequate food provision (Figure 3(d)).

3.2. HLB01 Counteracts Doxorubicin-Induced Aging in Mice.
We further studied the antiaging effect of HLB01 in mam-
mals. The mortality rate of mice in the Doxo group (n = 15)
and Doxo/HLB01 (2.4 g/kg) group (n = 15) was 13.3%. There
were no mice that died in the blank group (n = 15) and Dox-
o/HLB01 (1.2 g/kg) group (n = 15). As a drug with strong
chemical toxicity, Doxo increased the plasma levels of AST
and ALT, which are known biomarkers for liver damage.
HLB01 counteracted the Doxo-induced elevation of plasma
AST (1.2 g/kg, N.S.; 2.4 g/kg, P = 0:0692) and ALT (1.2 g/kg,
∗P < 0:05; 2.4 g/kg, N.S.) (Figures 4(a) and 4(b)). Moreover,
aging-related P21 and γH2AX were detected. Compared with
the Doxo group, HLB01 decreased this transcriptional upreg-
ulation of p21 in the liver remarkably (1.2 g/kg, N.S.; 2.4 g/kg,
∗∗∗P < 0:001) (Figure 4(c)). Excitingly, HLB01 downregu-
lated the protein levels of γH2AX in the liver (1.2 g/kg, P =
0:0594; 2.4 g/kg, ∗∗P < 0:01) (Figure 4(d)). Together, these
results demonstrated that HLB01 is effective in reducing
Doxo-induced aging along with the upregulation of AST,
ALT, p21 mRNA, and γH2AX protein levels.

3.3. HLB01 Promotes Collagen Expression in C. elegans and
Mammalian Cell. To decipher the mechanism of HLB01-
mediated antiaging effect, we used RNA-seq to analyze which
process was altered by HLB01 in C. elegans. Kyoto Encyclo-
pedia of Genes and Genomes (KEGG) analysis showed that
the longevity-regulating pathway was dramatically changed
(Figure 5(a)). Gene Ontology (GO) enrichment analysis
and classification showed that HLB01 mainly affected the
collagen-based extracellular matrix (Figure 5(b)). We further
examined transcriptional level changes of collagen genes via
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR) analysis and found that mRNA expression of col-12,
col-77, and col-138 was significantly increased in HLB01-
treated worms (Figure 5(c)). Moreover, we also observed
the increased level of collagen in HLB01-treated worms as
detected by the level of hydroxyproline, compared to the con-
trol group (∗∗∗P < 0:001) (Figure 5(d)).

In order to explore the collagen level in mammalian cells,
we chose a strain of human skin fibroblast (CCC-ESF-1) for
evaluating the collagen-promoting ability of HLB01. In the
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first place, we conducted a cell viability assay to evaluate
appropriate concentrations of HLB01. HLB01 showed no
toxicity to human skin fibroblast and had no influence in cell
proliferation of human skin fibroblast except at the concen-
tration of 200μg/mL (Figure 5(e)). In order to avoid the
influence of cell proliferation to collagen level, we tested col-
lagen protein levels in human skin fibroblasts at concentra-
tion of 50μg/mL but not 200μg/mL in human skin
fibroblasts. As a result, western blotting of collagen also
revealed that the protein levels of collagen (type I) are much
higher in the HLB01-treated group than in the control group
(∗∗∗∗P < 0:0001) (Figure 5(f)). In summary, we found an
antiaging extract which promoted collagen protein levels
both in vitro and in vivo. These results suggested that the
antiaging effect of HLB01 is related to the upregulation of
collagen.

3.4. HLB01 Decreases Oxidative Stress in C. elegans. Next, we
tested the radical-scavenging effect of HLB01 to evaluate its
antioxidant property in vitro. HLB01 showed
concentration-dependent DPPH radical scavenging ability
(Figure 6(a)). Next, to examine whether the antioxidative
capacity is maintained in vivo, we tested the ROS level via
the DCFH-DA assay in C. elegans. Compared to the control
group, the ROS level in whole worms of the HLB01-treated
group was significantly decreased on day 6 (∗∗∗P < 0:001)
(Figures 6(b) and 6(c)). The ROS level was detected by
another protocol also wherein worm lysis solution of differ-
ent groups was collected, respectively, incubated with
DCFH-DA, and detected by a fluorospectro photometer. It
was observed that the ROS levels gradually increased with
the time, but the level of the HLB01-treated group was lower
than the control group (Figures 6(d) and 6(e)). Therefore, it
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could be inferred that HLB01 decreased the oxidative stress
and showed antioxidative ability in C. elegans.

3.5. HLB01 Enhances Stress Resistance of C. elegans via HSF-1
and DAF-16. Since HLB01 can extend the lifespan of C. ele-
gans and decrease the ROS accumulation during aging, the
related longevity signal pathway was explored. We found that
HLB01 failed to extend the lifespan in the daf-16 mutant
(Figure 7(a)). Additionally, we also found that HLB01
increased the mRNA levels of superoxide dismutase (sod)
genes including sod-2, sod-3, and sod-4 (∗P < 0:05, ∗P <
0:05, and ∗∗∗∗P < 0:0001), which are the downstream target
genes of DAF-16 and encode antioxidant enzymes
(Figure 7(b)). These results suggested that HLB01 increases
the lifespan of C. elegans via activation of DAF-16 and its
downstream antioxidant genes.

HSF-1 mainly regulates the expression of heat shock pro-
tein (hsp) genes to resist the heat stress. We found that

HLB01 treatment no longer extended the lifespan in the
hsf-1 mutant (Figure 7(c)). In the HLB01-treated group, hsp
genes including hsp-16.2, hsp-16.41, and hsp-70, were upreg-
ulated (∗∗∗P < 0:001, ∗∗∗∗P < 0:0001, and ∗P < 0:05)
(Figure 7(d)). Together, these results suggested that HLB01
extends the lifespan of C. elegans related to HSF-1 and
increases the heat stress resistance.

4. Discussion

The root of Vicatia thibetica de Boiss has medicinal and edi-
ble value in northwestern Yunnan Province for many years
[35, 36]. Homology of medicine and food makes it a potential
herbal medicine with high safety. Here, we analyzed the effect
of HLB01 on the lifespan and the healthspan including pha-
ryngeal pump and swing of C. elegans. As per our knowledge,
this is the first report investigating the lifespan-extension and
health-improving effect of HLB01 (Figure 3). Not limited to
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Figure 5: HLB01 promotes collagen expression in C. elegans and a mammalian cell. (a) KEGG analysis between the control and HLB01-
treated groups in C. elegans revealed that HLB01 mainly affects the longevity-regulating pathway. (b) GO enrich analysis between the
control and HLB01-treated groups in C. elegans revealed that HLB01 mainly affected the collagen-based extracellular matrix. (c) HLB01
upregulated the expression of collagen-related genes (col-12, col-41, col-63, col-77, col-138, and col-175) in C. elegans. (d) HLB01
(200 μg/mL) increased the expression of collagen in C. elegans by detecting the level of hydroxyproline. (e) The cell viability of HLB01 in
human skin fibroblast (CCC-ESF-1). (f) HLB01 (50 μg/mL) upregulates the expression of collagen type I in human skin fibroblast. An
unpaired t-test was used to calculate the P values, and error bars represented SEM in (c–f). ∗P < 0:05; ∗∗P < 0:01; ∗∗∗P < 0:001; ∗∗∗∗P <
0:0001.
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worms, we evaluated antiaging effects in Doxo-treated mice.
As the most efficient anthracycline antibiotics used in che-
motherapy, Doxo can destroy the cancer cells by blocking
the action of the enzyme topoisomerase-II, which prevents
the repair of DNA molecules to damage the cell [37]. The
senescence-activating effect of Doxo may involve the short-
ening of telomere length, inhibition of topoisomerases,
inducing nucleosome instability, and damaging to DNA
[38, 39]. Many works reported that Doxo-induced senes-
cence showed an upregulation of P16ink4a, IL1α, IL6, FOXO4
foci, and AST [28]. Doxo also induced the upregulation of the
p21 mRNA level in the liver, which is a cyclin-dependent
kinase inhibitor and consistently upregulated in response to
different aging stimuli [40]. Here, we reported HLB01 could
neutralize the Doxo-induced upregulation of AST, ALT,
p21 mRNA, and γH2AX protein levels (Figure 4). γH2AX
accumulation is a mark of double-strand DNA breakage
which subsequently stimulates the expression of the cyclin-
dependent kinase inhibitor P21, an essential mediator of
senescence-associated cell cycle arrest [41, 42]. Our results
suggested HLB01 counteracted nuclear DNA damage by acti-
vating the DNA damage repair pathway, which subsequently
alleviates cell cycle arrest and liver damage in Doxo-induced
premature aging. Pharmacological evaluation in senescent
mice makes HLB01 an antiaging candidate for human health.

Next, in order to further explore the mechanism of the
antiaging effect induced by HLB01, transcriptome sequenc-

ing was conducted. It was found that HLB01 significantly
upregulated the transcription of collagen genes and pro-
moted collagen levels in C. elegans. Besides, HLB01 also pro-
moted the expression of collagen type I in human fibroblast
(CCC-ESF-1) (Figure 5). It is well-known that collagens are
the most abundant and significant ECM proteins in the
organism and tissues [14]. A previous study has showed that
enhancement of collagen production and ECM remodeling
are essential signatures for longevity in worms [11]. The
decline in collagen production during aging was observed
across the species [30]. For instance, senescent human
hepatic stellate cells (HSCs) have reduced the expression of
collagen mRNA and protein [43, 44]. Since the enhancement
of collagen production can delay aging and promote longev-
ity [11], the increased expression of collagen induced by
HLB01 might be one of the essential factors which was
responsible for the longevity-promoting property of HLB01.
In addition, our findings also suggested that HLB01 could
be developed as a natural substance which could promote
the collagen and ECM function systemically to exert its anti-
aging effects.

At present, researches have showed that excess ROS in
the organism could cause lipid peroxidation, DNA damage,
and changes of proteins, and the oxidative damage caused
by ROS was the main factor leading to the aging of the organ-
ism [45]. In order to reduce oxidative damage, several studies
have been conducted to develop antioxidants [46, 47]. The
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Figure 6: HLB01 decreases oxidative stress in C. elegans. (a) HLB01 showed concentration-dependent DPPH radical scavenging ability. (b, c)
HLB01 decreased the ROS levels in worms detected by DCFH-DA. (c) is the statistical analysis of (b). (d) Fluorescence intensity of DCFH-DA
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roots of Vicatia thibetica de Boiss have diverse components
including umbelliferone, bergapten, ferulic acid, apigenin,
β-sitosterol, daucosterol, and flavonoid [35, 48], which led
us to test the antioxidative ability of HLB01. We found that
HLB01 has the free radical scavenging and ROS reducing
ability (Figure 6). It means that the antiaging effect of
HLB01 is related to the antioxidant pathway to some extent.
It is well known that DAF-16 is a transcription factor known
to regulate the oxidative stress tolerance and extend the life-
span in C. elegans [49]. Many DAF-16 target genes encoding
proteins have been predicted to protect the cells from oxida-
tive stress [50, 51], and they are related to HSF-1 which has
been known to activate the expression of stress resistance
genes for promoting longevity in C. elegans [52]. We
explored the signal transduction mechanism related to stress
resistance. The results showed that the lifespan extension in
C. elegans induced by HLB01 is DAF-16 and HSF-1 depen-
dent. HLB01 upregulated the downstream genes of DAF-16
and HSF-1 to enhance the oxidative stress resistance and heat

stress resistance (Figure 7). Although insulin/insulin-like
growth factor-1 signaling implicates collagen remodeling in
longevity in C. elegans [11], the relationship between DAF-
16 and collagen is unknown. Therefore, whether HLB01 pro-
motes the expression of collagen dependent on DAF-16
needs to be further explored.

5. Conclusion

After lifespan screening of 836 extracts from Chinese herbal
medicine in C. elegans, HLB01 was selected for antiaging
studies.We for the first time discovered that HLB01 extended
the lifespan and healthspan of C. elegans as well as neutral-
ized the Doxo-induced premature aging in adult mice. Anti-
aging effects of HLB01 were mediated via upregulated
collagen, antioxidant ability, and stress resistance, indicating
HLB01 is beneficial for aging and aging-related disease and
could be further developed as a potential Chinese herbal
medicine for antiaging in the future. However, the
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Figure 7: HLB01 enhances stress resistance of C. elegans via HSF-1 and DAF-16. (a) HLB01 did not extend the lifespan of daf-16 mutant
worms. (b) HLB01 upregulated the DAF-16-targeted genes (sod-2, sod-3, and sod-4). (c) HLB01 did not extend the lifespan of hsf-1
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interrelationship in collagen upregulation, antioxidant abil-
ity, and stress resistance is unclear, and how these three anti-
aging mechanisms work in Doxo-induced premature aging
mice needs further exploration.
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THEORY:
Ashwagandha (Withania somnifera 

Dunal) has been used for millennia as a 
rasayana or “life extender” in Ayurveda. 
Researchers are studying how to extend 
healthy lifespan, including looking at some of 
the physiological factors that may accelerate 
the aging process, specifically, the degradation 
of telomeres. While ashwagandha has been 
suggested to increase longevity, there is only 
limited scientific evidence to support the 
claim. Could ashwagandha’s anti-aging effects 
be attributed in part to an ability to enhance 
telomerase activity?

Source: Raguraman VR, Subramaniam JR. “Withania somnifera Root Extract Enhances Telomerase Activity in the Human HeLa Cell Line.” 
Adv Biosci Biotechnol. 2016;7:199-204. DOI: 10.4236/abb.2016.74018.

IMPACT: 
Aging-associated telomere shortening is well documented, while 
telomerase, which is needed to maintain telomere length through 
replication, is essential for healthy life.1 Several factors, including stress, 
aggravate the senescence process through telomere shortening.2 
As ashwagandha exerts anti-stress activities, its ability to enhance 
telomerase activity suggests it may indeed function as a “life extender” 
by supporting the body’s natural processes.

1.	 Curr Opin Cell Biol. 2006;18:254-260. DOI: 10.1016/j.ceb.2006.03.003.

2.	 PNAS. 2004;101(49):17312-15. DOI: 10.1073/pnas.0407162101.

OUTCOME:

PARAMETERS:
Human HeLa cells were 

maintained in DMEM, supplemented 
with 10% fetal bovine serum in a 
humidified incubator. Cells (40%-60% 
confluency) were treated with various 
concentrations—10 µg, 50 µg, 100 µg, 
500 µg, 5 mg—of ashwagandha root 
extract (as KSM-66 Ashwagandha from 
Ixoreal Biomed). Cells were collected and 
centrifuged, and detection of telomerase 
activity assayed using the PCR-based 
telomeric repeat amplification protocol 
(TRAP assay).

Ashwagandha 
Enhances 
Telomerase Activity

Researchers concluded: “Ashwagandha root extract is able to enhance 
telomerase activity,” and suggest it should be evaluated under various 
adult onset disease conditions for its holistic protective effect.

45%

Telomerase activity was highest between 50 ng and 5 µg of total 
protein of cell extract, with 2 µg as the ideal protein concentration 
in this study.

There was a dose-dependent increase in telomerase activity up to 
50 µg/ml, after which activity started decreasing as the preparation 
is a powder suspension.

Ashwagandha root extract powder, at a concentration of 
only 10 µg to 50 µg, increased telomerase activity by

upon 72 hours 
of exposure.


