
НЕИРОХИГ1ИЛ
т. 3, № 2, 1984

УДК 577.15.081 +577.158.344

ДОКАЗАТЕЛЬСТВА НАЛИЧИЯ АЛКОГОЛЬДЕГИДРОГЕНАЗЫ 
В ГОЛОВНОМ МОЗГУ КРЫСЫ И БЫКА

ЧЕРНПКЕВИЧ II. II., ЛОМЕКО И. Е., ВОСКОБОЕВ А. И., ОСТРОВСКИЙ Ю. М 
Отдел регуляции обмена веществ АН БССР. Гродно

Установлено наличие алкогольдегндрогеназы (КФ 1.1.1.1.) в ткани мозга крысы и 
быка и отсутствие ее в крови и сосудах мозга. Из обоих объектов исследования выделен 
очищенный в 21 раз препарат фермента с суммарным выходом 36%. Исследована за
висимость скорости реакции от pH среды, содержания белка в пробе, времени ....куба-
цни и концентрации конкурентного ингибитора—пиразола. Фермент локализован во 
всех отделах мозга, однако наибольшая активность выявлена в больших полушариях 
переднего мозга и мозжечка. Установлено наличие множественных форм алкогольде
гидрогеназы. Полученные данные свидетельствуют о возможности окисления этанола в 
ткяни мозгя при участии алкогольдегндрогеназы.

Изучение обмена этанола в организме сводится, в основном, к выяс
нению роли печени в его утилизации [I, 2]. Вопрос о путях окисления 
этанола нервной тканью остается открытым, хотя нервные клетки наи
более чувствительны к его токсическому действию, о чем свидетель
ствует ряд клинических синдромов, играющих ведущую роль в картине՛ 
алкоголизма в целом [3]. В опытах по изучению превращения “С-эта- 
нола срезами мозга не обнаружено включения радиоактивной метки в 
аминокислоты [4] и липиды [5] ткани мозга и образования меченой՜уг
лекислоты [6, 7]. Аналогичные результаты получены .и в случае перфу
зии изолированного .мозга [8]. Поданным Rix [9], обмен '“С-этанола 
происходит лишь в печени животных с последующим включением .метки 
в продукты его окисления, которые с кровотоком доставляются в ткань 
головного мозга.

Присутствие алкогольдегндрогеназы (КФ 1.1.ц.) в мозгу впе,рвыс 
обнаружено методом, основанным на сочетанном окислении этанола до 
ацетальдегида и восстановлении L-лактальдегида до 1,2-нропанд>иола 
[10] с колориметрическим определением его количества [11]. Последую
щее изучение сопряженной реакции показало, что получаемые таким 
путем результаты малодостоверны, так как в большей степени отражают 
обмен лактальдепида, чем этанола [12].

Необходимо критически рассматривать и показатели определения 
активности алкогольдегндрогеназы (АДГ) .в гомогенатах мозга прямым. 
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спектрофотометрическим методом по восстановлению NAD пли окисле
нию NADH [13]. Мозг обладает высокой скоростью биосинтеза NADI1 
из NAD за счет других оксидоредуктаз, а скорость реакции почти не 
снижается в присутствии ингибитора фермента—пиразола [12, 14]. При
менение частичной очистки [15] увеличивает достоверность результатов 
спектрофотометрического измерения активности АДГ, но при этом не 
исключается возможность загрязнения препарата ферментом крови.

Цель настоящего сообщения—выяснение вопроса о присутствии 
АДГ в ткани мозга с учетом высказанных замечаний и изучение некото
рых свойств этого фермента.

Материалы и методы

в качестве источника фермента использовали мозг белых беспород- 
' - Пгсзедования проводили одновременно на отмытой ипых крыс и оыка.

,-пшш ткани (с предварительной перфузией мозга или оез НСОТМЫТОи от К-рОВИ 11ча։»н \ 1
„ ..„пиЛПЯрах мозга, гемолизате и сыворотке крови. Сосу- нее), сосудах и капил.Г1Г1

’ гяпшляоы удаляли методом Лоо, КагтЫппа [16], псследо- 1ы п кол иные капнл.’лр1’1
՛ .,„„-1Я1ливая мозг через сита с диаметром пор соответственно 

1П00Л350 и 1 Ю мкм Ткань мозга гомогенизировали в среде, содержащей 
3 32! М са аХы 0,005 М пирофосфата натрия, 0,001 М ЭДТА, 0,002 М 
0,32 М са. ) ■ ’ , .| 8,9), и центрифугировали 20 мин при
9ППОо"₽ п'мтсМ'в течение 1 ч при 105000 § на центрифуге УАС-601 (ГДР), 
-ииии К супернатанте при помешивании добавлялиОсанок оторасывалщ - г осадок и1 I „олнейо насыщения раствора. Смесь центрифуги-
сульфат амх ' ■_ , п минимальном объеме 0,005 М патрпй-пиро-
ровали. осадок. р Р ц С()Держащето 0.001 М ЭДТА, 0.002 М
фосфатного „ 09 дд маС1 (pH 8,9) и наносили на колонку
нпстеин гидрохлорида и V,- < м- / .
и 7*90 см) С сефадексом 6-200. уравновешенную этим же оуфером. 
Г- ’ -....„„повалп исходным буферным раствором. Скорость тока жпд-
Ьелок э. Р з Мл/ч, объем фракций 2 мл.

ИРПСЗ КСЛОИК^кости кря. я через сита чистоту отмывки ткани от эрпт-
1 >д микроскопом. Содержание гемоглобина в гомо- 

ронитов оценивал! , .^метрически при 660 им. Удаление гемоглобина 
генате определял! ՝ • - ГОМогената осуществляли смесью этанол: хло- 
после цеитрифугиро < । Оставшиеся па ситах сосуды и капилляры
реформ в соотношеп! „писанной Зоо, КагпизЫпа [16]. Сыворотку 
обрабатывали по ме^'.'с1|1|^м форменных элементов крови в течение 
крови получали ос '• ||3 эритроцитов проводили по методу Лиш-
20 мни при 1о00 оо/ми • обработки сосудов, мозга и крови осущест- 
ко и соавт. [17]. все э1а
вляли на холоду. определяли по скорости образования \АОН в стан- 

Активность . , о концентрацию его рассчитывали по формуле: 
дартных условиях [ 18) •

АГ)з1а ։г
[NADU] мкмоль = 6 22՝ • v, 

где AD3.|0 —изменение оптической плотности при 340 нм, V—объем пробы
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Измерения проводили на двухлучевом- регистрирующем спектрофо-
тометре «Р®гк1п-Е1те_г-420» (Швеция). У. А. фермента выражали 
Н MiK'MWIb NADII /ч/ мг белка при 37° Концентрацию белка определяли 
методом Lowry и соают. [18] и по поглощению в УФ-облаСТИ при 280 нм. 

Диск-электрофорез (30 -90 м.кг белка) в 7%-ном ПААГ (pH 8,9) 
выполняли при.силе тока 2 мА па трубку в первые 20 мин, а затем 4 мА 
па трубку в течение 2 ч [19]. Белковые полосы проявляли 0,1%-НЫМ 
раствором Кумасси R-250 на-30%-ном растворе трихлоруксусной кисло
ты в течение 20—30 мин. Для определения локализации фермента в 
ПААГ .и выяснения наличия множественных форм АДГ извлеченный из 
трубок (0,5Х/ см) гель либо разрезали па отдельные диски толщиной
1 мм и в них определяли активность фермента в стандартных условиях, 
либо белковые полосы окрашивали непосредственно в геле в присутствии 
нротонпереносящих красителей-фен.азииметосульфата (ФМС) и' Н'итро- 
тетразолпевого синего (НТС). Во втором случае гели инкубировали 5- 
1° "р" 37 в 0.01 М натрий-нирофссфатных буферных растворах
<Р о no’, 'STп. и и-г' NAD- °՝' М С*Н*ОИ- °'025 М семикарба- ֊ 
зид, 0,001 М t>. 1С, 0,01 М II ГС (/); 0,002 м NAD 0 ‘’5 М семпкарбазнд 
0,001 М ФМС, 0,01 М НТС (2); 01 мс II пи по- х сем и каре азид,
_ ,, . пл. |.т/, * ՝ WkOH, 0,2а М семи-карбазид,
0,001 М ФМС 0 01 М НТС (.?); 0,002 М NAD, 0,1 М С2Н5ОН, 0,25 М се- 
М'ика.роазид, 0,001 М ФМС, 0.01 М НТС 0 0? Ц
NAD, 0.001 М ацетальдегид, 0,001 ,\( ф.ЦС՜ ' 0,01 НТС и 0,02 М ии-NAD, 0,001 п-иразол (4); 0,002 М

разол (5).
После 

примывали
появления сине-лилорму ,....° •ых полос восстановленного НТС гели

и хранили в смеси метя,,г. пметанол : вода : глицерин : ледяная 
сусная кислота в соотношении 50 : 50 • 20 - 1

Результаты и обсуждение

Активность АДГ была обнапужм.о(~,л. п п.пичолл „ нужена в гомогенатах мозга и сыворотке крови (таол. 1), при юм в отмытом от кпл»,,, „ 1 крови мозгу после удаления гемоглобина, она равнялась таковой у нгоп^к, - 7„ _ . __ ' Омытой ткани. Исследование отмы
той ТКаНИ ПОД МИКрОСКОПОМ ВЫЯВИЛО иоп,,о наличие лишь отдельных эритроци-

отнвность, алкогольдегидро,.P,,..,q„ Тиблиии I

Исслслуе.мая ткань
ед/мг белка

Отмытая от крови
ткань мозга.

Пеотмытая ткань мозга
Сосуды и капилляры 

мозга
Гемолизат крови
Сыворотка крови

° .011+0.002 
0.010+0,002

о 
о 

0,0040+0.0025

тов, а содержание гемоглобина в отмытом гомогенате не превышало 
2-3% от исходного. Известно, что мозг содержит различные системы 
ферментов, которые могут быстро утилизировать малые концентрации 
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NADU, возникающего при окислении этанола до ацетальдегида [10, 12]. 
В отсутствие сом.пкарбаз'ида. реагирующего с продуктом реакции—аце
тальдогидом и сдвигающего равновесие системы в сторону образования 
NADU, воспроизводимость данных снижается.

Удаление эндогенных субстратов и ингибиторов фермента высали
ванием гомогената мозга сульфатом аммония не приводило к сущест
венному увеличению активности АДГ (табл. 2), однако полученные по
казатели были более стабильными. При последующей гель-фильтрации 
па колонке с сефадексом G-200 белки мозга элюировались четырьмя 
пиками (рис. 1). активность АДГ выявляли на спаде второго пика. По
лученный фермент имел У. А. в 21 раз выше, чем в исходном гомогена
те, а выход фермента составлял 36% (табл. 2).

Таблица 2
Очистка а.чкогольлегидрогеназы из мозга крысы

Этапы очистки Объем, 
МЛ

Бел ж.
МГ..М.1

Актив
ность, ел

У. А., 
ед Mi- 
белка

Степень 
очистки

Выход, 
°6

Гомогенат 350 5.8 23,0 0,001 100
Высаливание 
(NII.,),SO, 12 130 21.S 0,014 1,3 '4
Гель-фпльтрания па 

сефадексе G-200 21 1,7 8.28 0,23 21 36

Примечание. Приведены усредненные данные, полученные в опытах на 6 группах 
животных, ио 20 особей в каждой

при хра-Частично очищенный препарат отличался неустойчивостью 
инактивации белка зависела от pH буферного растворанении. Скорость 

и концентрации
щпх SH-группы

присутствующих в нем тиоловых соединений, защпщаю- 
АДГ от окисления.

-....  ֊"“ Л„менТа в гомогенате сосудов и гемолизате крови не
АктивностьД>ер- цифрования надосадочной жидкости сульфа- 

обнаружена и по.ле ге,1Ь.фильтрацией через сефадекс 0-200; в
том ам.мсния с поел - дальнейшей очистки опа не выявлялась или 
сыворотке крови 110..' ЧСН1НЬ1е данные свидетельствуют об отсутст- 
была незнач>птслы1о11. ферМентных систем, способных окислять
вин в крови и сосудах ■ п|х гс)1 о появлении АДГ в крови толь- 
этанол и подтверждают мнениеэтанол и подтверждт 
ко при патологических изменениях

Из-за низкой концентрации фермента в мозгу крыс и дополнитель
ного разбавления раствора при элюции с колонки возникали определен
ные трудности при определении активности АДГ. Поэтому в дальнейших 
исследованиях было решено использовать более крупный объект-мозг 
быка. При определении активности фермента в гомогенате мозга быка 
и после очистки сульфо-аммоиийпой пасты на колонке с сефадексом- 
С-200 были получены результаты, аналогичные представленным в
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табл. 1. В данном случае использовали ткань мозга, очищенную от обо
лочек и сосудов, но неполностью отмытую от крови. В связи с этим была 
проведена допол1нительная проверка на присутствие АДГ в крови и со
судах, в результате которой активность фермента или не была обнару
жена, -или была в пределах ошибки опыта.

Р"Г '■ Гель-фютьтрация алкогольдегпдрогепазы мозга крысы „а колонке с 
сефадексом С-200: /-поглощение „р„ 2«0 1|м; 2_ферментатш,„а„ актив-

Частичная очистка фермента, выделенного из шиг - 
ла исследовать зависимость скорости реакции г ' Э '>ЫКа’ п,,звол“՜ 

, от ри среды
ферментного белка и времени инкубации пг». ’
всех компонентов системы. Из данных представ'^™"""0'1 ко"цснт1’а111|и 

’ 1 '-'АV । д.в/1 р1111Ых ня ППг 9 что .максимальное окисление этанола нап^^/ “пг,и« подастся
Проявление активности АДГ в относительно уз - ” 
и быстрая инактивация пр.и pH ниже 8 0 почво*1'”" и1елоЧ||°'1 зояе РИ 
фермент реакционноспособен только в одном . ’ Я'<П
активность в значительной море определяете”' П<”,1им| нинизацни, и его 
кислотных остатков® активном центре иди ноб 111,1'1гзац11е|՞1 ;1ВУХ з.мипо- 
оптнмума ферментативной реакции [20] I; 1|1ииз0С111 от чего в области 
ны е-аминогруппа лизина и фенольный ппп ^ '՜ ПХ МогУт быть отнесе-

Да-нные, характеризующие ход реакции воТ'1 Т"Р°3"На- 
на рис. 3, свидетельствуют, что количество ՛։<>■• представленные
этанола ИА ОН было прямо пр™0РЦИ0„альнГ^^^.ПР"°МИеЛвНт1 
чеп.пе 1 ч, после чего У. А. АДГ возрастят 0Ме 111 инкубации в те- 
характер зависимости скорости реакции от пезначителы1о. Линейный 
бе соблюдался до концентрации белка 0 42 <ис'р/Ка||пя фермента в про-

Пнразол является конкурентным ''' (т;16՜'-3)-
концентрациях пиразола 2 и 4 мкМ скорость”^°М ^4. 2^՜ 
жалась в наших опытах соответственпп с.-, 0К|1СЛен,ня этанолакиши па ои п Юно/ /՝ 
полученным на частично очищенных /о. согласно данным,' ■' ‘ 1 л Р ^-’П с] р Я Ч'Я V
гтыо ингибировалась 2 мкМ пиразола [15] то.. '103га, реакция полпо- 
ией торможение скорости на 50% наблюдало”՛, '<аК ” гомогенатах тка- 
50 мкМ пиразола [21]. По-виднмому, такая>’1)\Та'">К0 пр" концентрации 

Н-шица объясняется иедо-

.ча исследовать
содержания

՛, видно,
при pH 9,8—10,0.

пред положить, что

спи-



статочной специфичностью метода определения количества образовав
шегося iNADH в гомогенатах мозга и наличием множественных форм 
фермента, отличающихся своей чувствительностью к ингибитору.

„ Рис. 3.
Рис. 2.

,-гоппстн реакции, катализируемой алкогольдегидроге-9 Зависимость И"|' •
1 11С- ֊' пазой из мозга быка от pH.

иость Фермента определяли в 0.01М натрий-пирофосфатном бу-
II рчм'чанис. Актшч > сеМцКарбпзид, через каждые 0,4, а в области максп- 

ферс pH 8.9. содержащем о. о

мема—0.2 единицы pH. 0Кйсленпя этанола алмогольдегидрогеиазой
ч Зависимость скори»«“

1 ис> '5՜ мозга быка от времени инкубации.

Таблица
Зависимость скорости 

мозга быка
ре•>кича, катализируемой алкогольдегидрогеназой 

ОТ концентрации ферментного белка

Белок, мкг/мл Активность, ед У. А., ед мг

ПО 0,025 0,23
0,050 0,23

220 0,092 0,22
420 0,108 0.20
540 0 124 0,18
690 0,122 

0,1П
0,16

790 0,13
820

Изучение активности АДГ в целом мозгу быка и различных его от
делах после гель-ф.пльтрацип на колонках с сефадексом С-200 показало, 
что фермент локализован во всех отделах (табл. -I), однако наибольшая 
активность была выявлена в больших полушариях переднего мозга и 
мозжечке Наблюдаемые различия в активности фермента особенно от
четливо проявлялись при исследовании гомогенатов тканей (опыты про
водились па целом мозгу и мозжечке). Сравнительный анализ профилей 
элюции белков, разделенных по величине Мг на сефадексе С-200, позво
лил установить, что в первом пике (рис. 1) вымываются, в основном,
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Таблица 4
Локализация алкогольдегидрогеназы в различных отделах мозга быка

Исследуемая 
ткань

У.'А. в го
могенате тка

ни, ед мг

У. А. пос
ле очистки па 
0-200, ел мг

Целый мозг 0,011 0.15
Мозжечок
Белое вещество боль-

0,026 0,17
тих полушарий пе
реднего мозга

Серое вещество боль-

— 0.16

шнх полушарий пе
реднего мозга

— 0,13
1 ппоталамус — 0.07
Продолговатый мозг — 0.10Средний моз! — 0.10

II. вда » з

дегидрогеназы мозга быка и ПАА1, 
определяемые в присутствии протон- 
переносящих красителей (а), в стан
дартных условиях (б) и расположе
ние белковых полос в геле (в) после 

окрашивания Кумассп R-250.

нуклеопротеиды. концентрация которых в исследуемых тканях была бо
лее вариабельной, чем концентрация белков в других пиках, что приво
дило к усреднению результатов, получепши-■ ՛ ' ' • имтых при определении скорости
окисления этанола в различных отделах м \гПТ . х мозга-У взрослых крыс, полу
чавших в 54 поколениях 12%-ныи раство֊в этяиппо ', и '-‘"“Р этанола как единственный ис
точник жидкости, наибольшая активность найдена в .подбугорной об- 
ласти головного мозга, а у новорожденных животных, предыдущие поко

ления которых потребляли такой 
же раствор алкоголя,—в мозжечке 
[22]. Иммуноцитохимическими ме
тодами показано, что АДГ присут
ствует в нейронах и отсутствует в 
глиальных клетках [23].

Гетерогенность фермента из 
различных источников доказана 
электрофоретическими л хромато
графическими исследованиями [24, 
-5]. Для выявления различных 
форм фермента в мозгу быка был ис
пользован метод диск-электрофоре- 
за в сочетании с реакцией фермен
тативного окисления этанола под 
Действием АДГ в присутствии ФМС 
11 НТС. Инкубация геля в буферной 
системе I (см. «Материалы и мето
ды») приводила к образованию че
тырех, а в некоторых опытах шести 
хорошо окрашенных полос восста

новленного НТС (рис. 4, о). Полосы не обнаруживались при отсутствии 
в реакционной смеси одного из суси гратов или внесении конкурентного 
ингибитора фермента—пиразола. Появление нескольких полос в об
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ласти локализации белков с высокой величиной Мг при инкубации геля 
в системе ацетальдегид-ЫАВ обусловлено присутствием в частично очи
щенных препаратах фермента альдегнддегидрогеназы.

При разделении гелей на диски и определении в них активности АДГ 
в стандартных условиях также обнаружено наличие 4—6 ферментатив
ных зон (рис. 4, б). Местонахождение зон хорошо соответствует располо
жению окрашенных полос, образующихся в присутствии протонперенося- 
щнх красителей и белковых полос, проявляющихся при окраске гелей 
Кумассп 1?-250 (рис. 4, а. 6, в,). Таким образом, фермент из мозга бы
ка существует в виде множественных форм.

Увеличение активности по мере счистки фермента и ее отсутствие 
в крови и сосудах мозга, линейная зависимость скорости реакции от кон
центрации белка и времени инкуоаипи, а также ингибирование системы 
пиразолом свидетельствуют о том, что ткань мозга способна окислять 
этанол и данный процесс катализируется, в основном, АДГ мозга; это 
подтверждают и результаты электрофоретических исследований.

EVIDENCE OF THE PRESENCE OF ALCOHOL DEHYDROGENASE 
IN RAT AND BOVINE BRAIN

CHERN1KEVICH I. P.. LOMEKO I. E„ VOSKOBOYEV A. I.. OSTROVSKY Yu. M 
Division of Metabolic Regulation, Belorussian SSR Academy of

Sciences, Grodno

The presence of alcohol dehydrogenase (EC 1. 1. 1. 1.) has 
established in rat and bovine brain tissue and the absence of it in 
vessels and blood. The enzyme_was purified 21-fold with 36՞,, 

been 
brain 
yield

f7on7bo?h“ob7ec“ts՜under study. The dependence of the reaction rate on 
he oH the amount of protein, the incubation time and concentration of

“urilo the torebrain Cotto and cetoettun, Jome .„to™ ot the
is drawn that- brain tissue
process is mainly catalyzed

by alcohol dehydrogenase.
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