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ОЦЕНКА ГЕРОПРОТЕКТОРНОГО                          
ПОТЕНЦИАЛА СКВАЛЕНА НА МОДЕЛИ               
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А.И. Лосева, И.С. Милентьева 

Обоснование. Увеличение здоровой продолжительности жизни является 
приоритетным направлением в современном здравоохранении. Сквален – три-
терпен, проявляющий антиоксидантные, противовоспалительные и прочие 
свойства, является перспективным кандидатом в геропротекторы.

Цель. Оценить активность сквалена, то есть возможность его дальней-
шего использования в качестве геропротектора. 

Материалы и методы. Сквален приобретен в Sigma-Aldrich (США). Для 
исследования готовили растворы сквалена концентрацией 10, 50, 100, 200, 400, 
800, 1600 мкмоль/л (растворитель диметилсульфоксид – ДМСО). Работа реали-
зовывалась на базе Лаборатории биотестирования природных нутрицевтиков 
(ФГБОУ ВО «КемГУ», Россия). Антиоксидантную активность оценивали по 
улавливанию ABTS катион-радикалов в сравнении с активностью аскорбиновый 
кислоты. Модельный организм Caenorhabditis elegans N2 Bristol приобретен в 
Лаборатории разработки инновационных лекарственных средств и агробио-
технологий ФГАОУ ВО «МФТИ». Для оценки стрессоустойчивости нематод 
при культивировании создавали условия теплового (33°С) и окислительного (до-
бавление 15 мкл 1 М параквата, 20°С) стресса в течение 24 и 48 ч. Для оценки 
продолжительности жизни культивирование осуществляли (при добавлении 
растворов сквалена) в нормальных условиях (20°С) в течение 61 дня. Статисти-
ческая значимость результатов оценивалась с помощью t-критерии Стьюдента 
(в программе Microsoft Office Excel 2007). Данные по продолжительности жизни 
оценивались с помощью графика выживания Каплана-Мейера в сочетании с 
критерием логарифмического ранга (Мантела-Кокса). Обработку данных осу-
ществляли с помощью онлайн-приложения OASIS (https://sbi.postech.ac.kr/oasis/).
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Результаты. Результаты показали, что растворы сквалена не проявляли 
антиоксидантные свойства, т.е. не улавливали ABTS катион-радикалы. Раствор 
сквалена концентрацией 10 мкМ способствовал увеличению стрессоустойчивости 
нематод. В условиях окислительного стресса выживаемость нематод при куль-
тивировании в течении 24 ч на 3,1 % выше, чем в контроле. В условиях теплового 
стресса при культивировании в течение 48 ч выживаемость выше на 11,3 %. На 
продолжительность жизни нематод растворы сквалена влияние не оказывали.

Заключение. Предположительно антиоксидантная активность сквалена 
выражается не в улавливании свободных радикалов, а в способности воздейство-
вать на биомолекулы, приводящие к окислительному стрессу. Раствор сквалена 
концентрацией (10 мкМ) способен уменьшить негативное воздействие одного из 
факторов возникновения преждевременного старения. Для того чтобы оценить 
возможность использования сквалена в качестве геропротектора, не опираясь 
на улавливание катион-радикалов, необходимы дальнейшие исследования, изуча-
ющие воздействие вещества на прочие мишени, механизмы действия, связанные 
с возникновением возраст-ассоциированных заболеваний. Например, анализ вли-
яния растворов сквалена на экспрессию генов (daf-2, daf-16, age-1, hsf-1 и т.д.), 
на наличие противовоспалительных, нейродегенеративных и прочих свойств.

Ключевые слова: сквален; геропротектор; Caenorhabditis elegans; стрес-
соустойчивость; продолжительность жизни; антиоксидантная активность
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EVALUATION                                                                            
OF THE GEROPROTECTIVE EFFECT OF SQUALENE 
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Background. Increasing healthy life expectancy is a priority in modern health-
care. Squalene, a triterpene exhibiting antioxidant, anti-inflammatory and other 
properties, is a promising candidate for geroprotectors.

Purpose. Assess the activity of squalene, that is, the possibility of its further 
use as a geroprotector.
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Materials and methods. Squalene was purchased from Sigma-Aldrich (USA) 
for research. Squalene solutions were prepared with concentrations of 10, 50, 100, 
200, 400, 800, and 1600 µmol/L (solvent dimethyl sulfoxide—DMSO). The work 
was carried out on the basis of the Laboratory for Biotesting of Natural Nutra-
ceuticals (KemGU, Russia). Antioxidant activity was assessed by capturing ABTS 
radical cations in comparison with the activity of ascorbic acid. The model organ-
ism Caenorhabditis elegans N2 Bristol was purchased from the Laboratory for the 
Development of Innovative Medicines and Agrobiotechnologies of the Moscow 
Institute of Physics and Technology. To assess the stress resistance of nematodes 
during cultivation, conditions of thermal (33°C) and oxidative (adding 15 μl of 1 
M paraquat, 20°C) stress were created for 24 and 48 h. conditions (20 °C) for 61 
days. The statistical significance of the results was assessed using Student’s t-test 
(in Microsoft Office Excel 2007). Lifespan data were assessed using a Kaplan-Meier 
survival plot combined with a log-rank test (Mantel-Cox). Data processing was 
carried out using the OASIS online application (https://sbi.postech.ac.kr/oasis/).

Results. The results showed that squalene solutions did not exhibit antioxidant 
properties; did not trap radical cations with ABTS. A solution of squalene at a con-
centration of 10 μM contributed to an increase in the stress resistance of nematodes. 
Under conditions of oxidative stress, the survival of nematodes during cultivation 
for 24 hours is 3.1% higher than in the control. Under conditions of heat stress 
during cultivation for 48 hours, the survival rate is higher by 11.3%. Squalene 
solutions did not affect the lifespan of nematodes.

Conclusion. Presumably, the antioxidant activity of squalene is expressed not 
in the capture of free radicals, but in the ability to act on biomolecules that lead to 
oxidative stress. A squalene solution with a concentration of 10 μM can reduce the 
negative impact of one of the factors causing premature aging. In order to assess the 
possibility of using squalene as a geroprotector without relying on cation-radical 
capture, further studies are needed to study the impact of the substance on other 
targets, mechanisms of action related to the occurrence of age-associated diseases. 
For example, analysis of the effect of squalene solutions on the growth rate of C. 
elegans larvae, the ability to influence the expression of antioxidant defense genes, 
the presence of anti-inflammatory and other properties.

Keywords: squalene; geroprotector; Caenorhabditis elegans; stress tolerance; 
life expectancy; antioxidant activity
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Введение
Старение – это физиологический процесс, при котором происходят раз-

личные химические, биохимические реакции, приводящие к снижению 
функциональных возможностей организма [15, 30]. Увеличение здоровой 
продолжительности жизни тесно связано с поздним возникновением хро-
нических заболеваний. Ученые предполагают, что одной из причин, сти-
мулирующей процессы старения, а именно развитие рака, атеросклероза, 
сердечно-сосудистых, нейродегенеративных заболеваний и т.п., являет-
ся окислительный стресс (свободнорадикальная теория старения) [3, 11]. 
Следовательно, профилактика старения возможна за счет приема препа-
ратов, подавляющих/уменьшающих негативное воздействие хронических 
заболеваний, подавляющих развитие окислительного стресса. 

Известно, что сквален – это углеводород тритерпеновой природы, ко-
торый является промежуточным продуктом биосинтеза фитостерина или 
холестерина. Данное вещество занимает важную роль в косметической, 
пищевой и фармацевтической промышленности [33]. Сквален относят к 
нутрицевтикам, пищевым добавкам способным проявлять профилакти-
ческие и лечебные свойства по отношению к ряду хронических заболе-
ваний [14]. Известно, что сквален оказывает положительное воздействие 
на сердечно-сосудистую систему, за счет антиоксидантной активности и 
способности снижать уровень холестерина в крови [8]. Также есть работы, 
в которых доказало, что сквален проявляет и противораковые, иммуномо-
дулирующие, противовоспалительные свойства [7, 8, 20, 24], благодаря 
которым данное вещество может является перспективным геропротекто-
ром [8, 13, 14]. 

Сквален можно получать из различных животных и растительных 
объектов. Изначально сквален выделялся из печени и других органов 
акулы Centrophorus squamosus [20]. Но из-за ухудшения экологического 
состояния (уменьшения видового разнообразия акул, извлечение сква-
лена, содержащего загрязняющие вещества: тяжелые металлы, диоксин, 
полихлорированный бифенил и т.д.) и этических проблем актуален аль-
тернативный способ получения данного углеводорода, например, с ис-
пользованием биотехнологических методов in vitro [1, 20, 29]. В ранее 
опубликованной работе авторов установлено, что экстракт корневой куль-
туры in vitro окопника лекарственного (Symphytum officinale) содержит зна-
чительное количество сквалена [10]. В работе S. Potijun [21] в качестве 
продуцента сквалена использовалась микроводоросль Chlamydomonas 
reinhardtii. В работе Y. Song [26] в качестве продуцента использовали 
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Bacillus subtilis. Также богатыми источниками сквалена являются расте-
ния: оливковое, соевое масло, рис, амарант и т.д. [8]. 

Цель исследования заключается в оценке возможности использовать 
сквален в качестве геропротектора. 

Для реализации цели сформулированы следующие задачи:
1. Оценить антиоксидантную активность растворов сквалена различ-

ной концентрации.
2. Оценить способность растворов сквалена влиять на продолжитель-

ность жизни нематод. 
3. Оценить способность растворов сквалена влиять на стрессоустой-

чивость нематод. 
В данном исследовании в качестве модельного организма для оценки 

геропротекторных свойств сквалена выбран Caenorhabditis elegans. Дан-
ный многоклеточный организм (свободноживущий безвредный круглый 
черв – нематода) обладает рядом преимуществ: полностью расшифрован-
ный геном, в котором обнаружена генетическая основа старения; схожие 
с человеком изменения в поведении и физиологических показателях здо-
ровья (стрессоустойчивость, дегенерация нервной системы, изменения в 
структуре мышечной ткани); небольшой размер (около 1 мм) и прозрач-
ное тело; простота культивирования и размножения; короткий жизненный 
цикл (около 3 недель) [2, 16, 19]. Иными словами, C. elegans – модельный 
организм, с помощью которого измеряют качественные аспекты старения, 
например, продолжительность жизни и стрессоустойчивость [2, 5].

Проведенный систематический обзор показал, что среди исследуемой 
литературы нет исследований, посвященных изучению воздействия рас-
творов сквалена на C. elegans. Но были найдены научные работы, оценива-
ющие влияние экстракта из семян фиников [9], экстракта розмарина [35], 
экстракта черники [31], можжевельника [18], малины [25], хлорогеновой 
кислоты [37], гомогенной фракции полисахаридов, выделенных из Panax 
notogensing [6], саппанона А [36], рутина [4], кверцетина [27] и прочих 
флавонойдов на нематоды [17]. 

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлся сквален, приобретенный в Sigma-

Aldrich (США). Использовали стоковый раствор сквалена в диметилсуль-
фоксиде (ДМСО) концентрацией 10мМ. Стоковый раствор разводили 
дистиллированной стерильной водой, получая растворы концентрацией 
2000 мкМ, 1000 мкМ, 500 мкМ и 100 мкМ (хранили при температуре 4 °С). 
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Данные растворы в количестве 15 мкл добавляли в лунки планшета, тем 
самым получая растворы сквалена концентрацией 200 мкМ, 100 мкМ, 50 
мкМ и 10 мкМ (т.е. тестируемые растворы в исследовании на нематодах). 

Антиоксидантную активность определяли по улавливанию ABTS кати-
он-радикалов [22]. Метод приготовления необходимых реактивов, прове-
дения анализа, расчетов отражен в работе A. Trifan [29]. Анализ проводили 
на приборе Shimadzu UV-1800 (Япония) при длине волны 734 нм. В каче-
стве стандарта использовали растворы аскорбиновой кислоты (АО «Лен-
Реактив», Россия) аналогичной концентраций. 

В исследовании использовали штамм C. elegans N2 Bristol, предостав-
ленный Лабораторией разработки инновационных лекарственных средств 
и агробиотехнологий ФГАОУ ВО «Московский физико-технический ин-
ститут (национальный исследовательский университет)» (Россия). Штамм 
Escherichia coli OP50, который использовался в качестве пищи для нема-
тод, предоставлен институтом молекулярной биологии имени В.А. Энгель-
гардта РАН (Москва, Россия). Количество червей C. elegans, используемых 
в экспериментах, составило 100 особей. Контрольным образцами явля-
лись, нематоды, подвергшиеся окислительному и тепловому стрессу, уча-
ствующие в оценке продолжительности жизни без добавления растворов 
сквалена различной концентрации.

Оценка влияния сквалена на стрессоустойчивость особей (к окисли-
тельному и тепловому стрессу) и продолжительность жизни нематод про-
водилась в жидкой питательной среде – S-среде. Эксперименты ставили в 
96-луночных планшетах с плоским прозрачным дном (ТРР, Швейцария), 
в которые вносили 150 мкл суспензии из нематод и E. coli OP50 (концен-
трация бактерий в суспензии 0.5 мг/мл). Планшет с суспензией ставили в 
камеру KBF-S ECO Solid.Line (Binder GmbH, Германия), где происходил 
процесс культивирования при 20 °С. После истечения 48 часов культи-
вирования (нематоды достигали стадию развития L4) в лунки планшета 
добавляли по 15 мкл 1,2 мМ 5-Fluoro-2_-deoxyuridine (FUDR) – вещества, 
подавляющего репродуктивную функцию нематод. Добавление FUDR 
устраняло возможность получения смешанной популяции червей. После 
истечения 24 часов (с момента добавления FUDR) в лунки вносили 15 мкл 
раствора сквалена различной концентрации. Затем планшеты ставили на 
культивирование при 20 °С в течение 5 дней. Затем:

− для оценки влияния растворов сквалена на стрессоустойчивость C. 
elegans к окислительному стрессу в каждую лунку планшета добав-
ляли 15 мкл 1М параквата (вещества, моделирующего окислитель-
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ный стресс) и продолжали культивирование при 20 °С в течение 24 
и 48 ч; 

− для оценки влияния растворов сквалена на стрессоустойчивость C. 
elegans к температурному стрессу планшет ставили на культивиро-
вание при 33 °С в течение 24 и 48 ч;

− для оценки влияния растворов сквалена на продолжительность жиз-
ни C. elegans планшеты ставили на культивирование при 20 °С в 
течение 61 дня. Каждые 4–7 дней вели подсчет живых и мертвых не-
матод. Эксперимент считался законченным, когда среди контроль-
ных нематод не осталось живых особей.

После истечения вышеуказанного времени делали подсчеты живых и 
мертвых нематод. Оценка осуществлялась с помощью микроскопа Axio 
Observer Z1 (Karl Zeiss, Германия). Для чего живые и мертвые особи 
фиксировали в каждой лунке планшета. Критерием наступления смерти 
нематод считали полное отсутствие двигательной активности при воз-
действии на них ярким светом пучка света микроскопа. Эксперимен-
ты проводили в стерильных условиях бокса UVC/T-AR (ООО «BioSan», 
Латвия). Более подробно методика оценки продолжительности жизни 
и стрессоустойчивости, состав питательных сред и т.п. представлены в 
работе F.R. Amrit [2].

Все результаты выражали в виде среднее значение ± стандартная ошиб-
ка среднего. Для оценки статистической значимости результатов, получен-
ных в ходе оценки стрессоустойчивости нематод, использовали t-критерии 
Стьюдента. Результаты считались статистически значимыми при p < 0,05. 
Для анализа статистических данных использовали программу Microsoft 
Office Excel 2007.Для обработки данных по оценки продолжительности 
жизни использовали график выживания Каплана-Мейера в сочетании с 
критерием логарифмического ранга (Мантела-Кокса) (для получения ста-
тистики среднего времени выживания). Обработку данных осуществляли с 
помощью онлайн-приложения OASIS (https://sbi.postech.ac.kr/oasis/) [2, 34].

Работа реализовывалась на базе Лаборатории биотестирования при-
родных нутрицевтиков с использованием оборудования ЦКП «Инструмен-
тальные методы анализа в области прикладной биотехнологии» (ФГБОУ 
ВО «КемГУ», Россия).

Результаты исследования
Антиоксидантная активность раствора аскорбиновой кислоты (стан-

дарта) и водной эмульсии сквалена представлена на Рисунке 1.
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Рис. 1. Антиоксидантная активность исследуемых растворов

Рис. 2. Влияние растворов сквалена различной                                                                     
концентрации на стрессоустойчивость нематод при окислительном стрессе                       

(* отмечены статистически значимые результаты)

Результаты показывают, что исследуемая эмульсия сквалена (во всех 
рассматриваемых растворах) проявляла низкую антиоксидантной актив-
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ности по отношению к радикалу ABTS в сравнении с активностью аскор-
биновой кислоты. По результатам антиоксидантной активности было 
принято решение исследовать воздействие растворов сквалена концен-
трацией 10, 50, 100 и 200 мкМ, на нематоды. 

Результаты влияния растворов сквалена на стрессоустойчивость отра-
жены на рисунке 2 и рисунке 3.

Результаты показали, что наблюдается обратная зависимость между 
концентрацией сквалена в растворе и выживаемостью нематод. Следо-
вательно, добавление раствора сквалена приводит к ухудшению выжи-
ваемости нематод при окислительном стрессе. Исключение составляет 
добавление раствора сквалена с концентрацией 10 мкМ при культивирова-
нии в течение 24 ч. Выживаемость особей была примерно на 3,1 % выше 
в сравнении с особями в контрольных образцах.

Рис. 3. Влияние растворов сквалена различной                                                       
концентрации на стрессоустойчивость нематод при тепловом стрессе                               

(* отмечены статистически значимые результаты)

Результаты показали, что наблюдается обратная зависимость между кон-
центрацией сквалена и выживаемостью нематод. Следовательно, добавле-
ние раствора сквалена приводит к уменьшению выживаемости нематод при 
тепловом стрессе. Исключение составляет добавление сквалена с концен-
трацией 10 мкМ при культивировании в течение 48 ч. Выживаемость осо-
бей была примерно на 11,3 % выше чем у особей в контрольных образцах.
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Результаты показывают, что для увеличения выживаемости нематод в 
стрессовых условиях целесообразно использовать 10 мкМ раствор сквалена. 
Что данная концентрация раствора способна уменьшать негативное воздей-
ствие окислителя (одного из факторов риска преждевременного старения). 

Результаты по оценке влияния растворов сквалена различной концен-
трации на продолжительность жизни C. elegans представлены на рисунке 
4 и рисунке 5.

Рис. 4. График выживаемости (по оси y – выживаемость (%),                                     
по оси x – время (дни)

Рис. 5. График критерия логарифмического ранга                                                      
(по оси y – логарифм, по оси x – время (дни)
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В ходе исследования установлено, что средняя продолжительность 
жизни нематод в ходе эксперимента составила: для контрольного образ-
ца – 16,64 ± 3,30 дня; для образцов с 10 мкМ раствора сквалена – 17,83 ± 
4,14 дня; для обрацов с 50 мкМ раствора сквалена – 21,56 ± 3,64 дня; для 
образцов со 100 мкМ раствора сквалена – 20,10 ± 3,37 дня; для образцов 
с 200 мкМ раствора сквалена – 22,16 ± 5,10 дня. Следовательно, при до-
бавлении раствора сквалена концентрацией 200 мкМ продолжительность 
жизни нематод увеличивается примерно в 1,33 раза. Но, полученные дан-
ные статистически незначимы (табл.1).

Таблица 1.
Результаты теста на значимость полученных данных                                            
между экспериментальной и контрольной группами

Сравниваемые данные
Исследуемые показатели

Chi2 P-value Bonferroni P-value
control с образцами с 10 мкМ сквалена 0,05 0,8172 1,0000
control с образцами с 50 мкМ сквалена 0,48 0,4878 1,0000
control с образцами с 100 мкМ сквалена 0,11 0,7392 1,0000
control с образцами с 200 мкМ сквалена 0,41 0,5214 1,0000

Следовательно, добавление сквалена различной концентрации при 
культивировании нематод в течение 61 дня не оказывает существенного 
влияния (не увеличивает и не уменьшает) на продолжительность жизни в 
сравнении с контрольными образцами. 

Обсуждение
Результаты исследования показали, что растворы сквалена не обладают 

способностью улавливать ABTS катион-радикалы. Неспособность пода-
влять радикалы скваленом также описывается и в результатах F. Warleta 
[32]. Предположительно, неспособность сквалена улавливать катион-ра-
дикалы связана с его строением: отсутствием гидроксилньных групп. Од-
нозначно оценить антиоксидантную активность данного БАВ методами 
улавливания радикалов невозможно, так как сквален имеет другие меха-
низмы воздействия. В исследовании A. Sakul представлены результаты, 
доказывающие способность сквалена предотвращать развитие окисли-
тельного стресса в модельных организмах счет ингибирования экспрес-
сии IFN-γ в клетках эффект [23]. А в работе N. Ibrahim [8] показано, что 
сквален у крыс стимулирует экспрессию генов, связанных с антиоксидант-
ной системой защиты организма (GPx и GST, CAT и SOD). 
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Результаты данного исследования показали, что часть растворов сква-
лена способен положительно влиять на жизнедеятельность нематод, то 
есть увеличивать их выживаемость в стрессовых условиях:

− при 24 ч культивировании нематод в условиях окислительного 
стресса выживаемость особей была примерно на 3,1 % выше при 
добавлении в питательную среду раствора сквалена, растворенного 
в ДМСО в концентрации 10 мкМ, в сравнении с контрольным об-
разцом. Следовательно, 10 мкМ раствор сквалена способен замед-
лять один из рисков возникновения старения; 

− при 48 ч культивировании нематод в условиях теплового стресса 
выживаемость особей была примерно на 11,3 % выше при добав-
лении в питательную среду раствора сквалена, растворенного в 
ДМСО в концентрации 10 мкМ, в сравнении с контрольным образ-
цом в сравнении с контрольным образцом.

Получены данные, показывающие, что раствор сквалена концентраци-
ей 200 мкМ в 1,33 раза увеличивает продолжительность жизни нематод 
при культивировании в течении 61 дня (в сравнении с контролем). Но так 
как представленные результаты не подкреплены статистической значимо-
стью, невозможно утверждать, что раствор сквалена увеличивает продол-
жительность жизни нематод. 

Заключение или выводы
На сегодняшний день актуальны исследования, посвященные пои-

ску БАВ, проявляющих геропротекторный потенциал. Данная работа по-
священа анализу активности сквалена – тритерпена, по литературным 
данным подходящим на роль геропротектора. Несмотря на полученные 
данные, однозначно ответить на вопрос «относится ли сквален к геро-
протекторам» невозможно. Необходимо дополнительно изучить проти-
вовоспалительные, нейропротекторные и прочие свойства сквалена (т.е. 
другие мишени развития возраст-ассоциированных заболеваний), исполь-
зуя различные штаммы нематод (например, штамма C. elegans CL4176, 
применяемого для изучения болезни Альцгеймера [12]). Оценить влияние 
растворов сквалена на экспрессию ряда генов, регулирующих старение 
(daf-2, daf-16, age-1, hsf-1 и т.д.). Данные исследования для оценки сква-
лена, как кандидата в геропротекторы, ранее не проводились. 

Информация о конфликте интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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