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Изучено влияние in vivo и in vitro синтетических водорастворимых антиоксидан­
тов из класса экранированных фенолов на активность мускариновой холинергической 
(м-холине.ргической) системы головного мозга крыс. Обнаружено, что влияние анти­
оксидантов на передачу сигнала в указанной рецепторной системе (реализуется не на 
уровне регуляции комплексообразования специфических лигандов с рецепторным цент­
ром связывания, а на уровне трансмембранного переноса информационного сигнала. 
Данное влияние, осуществляемое in vitro при концентрациях антиоксидантов выше 
10 мкМ. связано, по-видимому, с их ;։еспецифическ։гм взаимодействием с клеточными 
мембранами и опосредовано изменением физико-химического состояния мембранных 
липидов. Эффективность действия in vivo фенольных антиоксидантов на активность 
м-холинсргическон системы головного мозга крыс в наномолярных концентрациях не 
может быть объяснена с помощью указанного механизма .Предположено, что подобная 
пазкоконцентрационная эффективность объясняется наличием специфических мест свя­
зывания для синтетических водорастворимых антиоксидантов из класса экранирован­
ных фенолов, взаимодействием данных соединений- с клеточными плазматическими 
мембранами по рецепторному механизму и опосредованным через такое взаимодейст­
вие влиянием антиоксидантов' на активность различных функциональных систем клет- 

ясн, в том числе и на активность других мембранных рецепторных систем.

В настоящее время считается не подлежащим сомнению тот факт, 
что регуляция многочисленных биохимических процессов з организме опо­
средуется через систему клеточных мембран и, в частности, через физи­
ко-химический статус последних. Важнейшую роль в определении направ­
ленности указанных процессов играют изменения в липидной фазе мемб­
ран клеточных органелл, например, изменения липидного состава, уровня 
■окисленности мембранных липидоз, их микровязкости, полярности и др. 
Изменения многочисленных физико-химических параметров липидной фа­
зы не (Происходят в отрыве друг от друга, а тесно взаимосвязаны между 
собой. Вышесказанное нашло отражение в гипотезе о наличии в организ­
ме^ Млекопитающих замкнутого самоподдерживающегося контура регуля­
ции, основой которого являются изменения в уровне реакций ПОЛ кле- ՛ 

3



точных мембран, в липидном составе и подвижности, регулирующих про­
текание биохимических реакций в клетке [1].

Ранее нами было показано, что направленное изменение в липидной 
фазе мембран уровня окислительных реакций (за счет введения живот­
ным синтетических антиоксидантов) приводило не только к изменению 
физико-химических характеристик липидов синаптосом головного мозга 
крыс, но и к изменению активности м-холинергичеокой системы мозга,, 
анализируемой in vivo с помощью ареколинового теста [2]. При анализе 
экспериментальных данных по изменению текучести и состава липидов си­
наптосом выяснилось, что после введения животным водорастворимый ан­
тиоксидант проявлял двуфазный характер своего действия на липидный 
бислой. Первоначально регистрировалось кратковременное изменение ряда 
липидных показателей в одну, а затем, на гораздо более продолжительный 
период времени, в другую, отличную от контроля, сторону, что послужило 
предпосылкой для гипотезы о существовании еще одного (кроме антиради- 
кального) механизма действия синтетических антиоксидантов на клеточ­
ный метаболизм. Вероятно, антиоксидант, как биологически активное ве­
щество, действует по типу рецепторного взаимодействия с мембраной. Та­
кого рода действие антиоксидантов на плетку предполагает наличие специ­
фических мест связывания для этих веществ на плазматической мембране՛ 
клеток. Возможен также рецепторноподобный путь влияния синтетических 
антиоксидантов на клеточный метаболизм, опосредованный неспепифиче- 
ским взаимодействием препарата с клеточной мембраной, когда подобное 
взаимодействие приводит к изменению структуры мембранного бислоя, а 
следовательно, и к изменению активности мембраносвязанных рецептор­
ных комплексов, специфичных к других։ биологически активным вещест­
вам.

С целью выяснения правомочности последнего предположения и была 
выполнена настоящая работа, посвященная изучению влияния in vivo и 
in vitro синтетических водорастворимых антиоксидантов из класса экра­
нированных фенолов на активность одной из важнейших рецепторных си­
стем регуляции биологической активности организма—м-холинергической 
системы головного мозга крыс.

Материалы и методы
В работе были использованы крысы-самцы линии Wistar, массой 

180—200 г, содержавшиеся на стандартном виварном рационе..
Синаптосомы изолировали из больших полушарий головного мозга 

крыс по методу, описанному ранее [3], чистоту препаратов синаптосом. 
оценивали с помощью электронной микроскопии ультратонких срезов,, 
после заливки препаратов в «Эпон-812», на электронном микроскопе 
«JEM-100 СХ» (Япония). Полученные изображения для синаптосомной 
фракции существенно не отличались от тех, которые приведены в соответ­
ствующей методической работе [4].

Солюбилизацию м-холинорецепторов проводили при 40-минутной об­
работке фракции синаптосом головного мозга крыс 1%֊ным раствором ди­
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гитонина в среде, содержавшей 1 мМ №2ЭДТА, 1 М NaCl. 50 мМ трйс- 
HCI-буфер. pH 7,4 [5].

При изучении влияния антиоксидантов на процесс комплексообразо­
вания лиганда с м-холинорецепторами использовали специфический анта­
гонист этих рецепторов [3Н]хинуклидинилбенэилат (Х>НБ; «Amersham», 
Англия, удельная радиоактивность 12,3 Ки/ммоль). Синаптосомы 
(500 мкг белка/мл) инкубировали 60 мин при 25° с [5Н]ХНБ (10 нМ>- 
в среде следующего состава (в мМ): N-2-оксиэтилпипераэин, Х'-2-этан- 
сульфоновая кислота (HEPES)—5; КС1—125; СаС12—1; MgCl2—1; 
КНоРО^—0,5; pH 7,4. Фракцию солюбилизированных м-холинореиепто- 
ров (250 мкг белка/мл) инкубировали с [3Н]ХНБ при тех же условиях в 
среде следующего содержания (в мМ): трис-НС1֊буфер—50; №2ЭДТА— 
1; NaCl—1; полиэтиленгликоль-6000—7,5 %; БСА—0,35%; pH 7.7. Спе­
цифическое связывание определяли как долю суммарного, блокируемого 
атропин-сульфатом (10 мкМ). Разделение связанного и свободного лиган­
да проводили методом вакуумного фильтрования через фильтры GF 
(«Whatman», Англия) [6]. Во всех случаях учитывалось неспецифиче­
ское связывание меченых препаратов с фильтрами.

При исследовании структурного состояния мембранного липидного 
бислоя методом ЭПР-спектроскопии՛ использовали два гидрофобных спи­
новых зонда; доксильное производное стеариновой кислоты с нитрокснд- 
ным кольцом при 5֊м атоме углеродного скелета (5-доксилстеарат; 
«Sigma», США) и 2,2,6,6-тетраметил-4-пальмитоилоксипиперндин֊1-оксил 
(15С). Конечная концентрация зондов в образцах составляла 100 мкМ; 
концентрация белка в исследуемых суспензиях синаптосом равнялась 
5 мг/мл. Подвижность зонда 1'5С в липидном бислое оценивали по време­
ни вращательной корреляции тс из уравнения для быстрого изотропного 
вращения спин-зондов [7]. В случае зонда 5-доксилстеарата, в качестве 
меры анизотропии вычисляли параметр упорядоченности S [7].

ПОЛ в синаптосомах оценивали по поглощению конъюгированных 
диеновых структур .при 233 нм, после перевода экстрагированных липи­
дов в гексан. Спектры поглощения регистрировали на спектрофотометре 
«Hitachi-557» (Япония).

В качестве суммарной оценки отношения активности м-холинергиче- 
ской рецепторной системы ЦНС крыс к действию определенной дозы ан­
тиоксиданта использовали ареколиновый тест [8]. Последовательное вве­
дение растворов м-холиномиметика ареколина различной концентрации 
позволяет определить эффективную дозу, при которой у 50% животных 
выборки наблюдается тремор спинной мускулатуры '(ED50). Смещение 
этого показателя позволяет судить об изменении чувствительност։։ ЦНС 
к действию той или иной дозы эффекторного вещества и характеризует из­
менение активности м-холинергической рецепторной системы.

Содержание в образцах cGMP определяли радиоиммунным методом с 
использованием стандартного набора реактивов фирмы «Amersham» 
(Англия) [9].

В качестве водорастворимых синтетических антиоксидантов в работе
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•были использованы препараты из класса экранированных фенолов: у-(4ок- 
си-3,5-дитрет.бутилфенол) пропионовая кислота (фенозан) и калиевая 
соль фенозана (КЛ-фенозан). Автор благодарит сотрудников института 
химической физики АН СССР В. В. Ершова и Л. Г. Плеханову за анти­
оксиданты, предоставленные ими для .проведения настоящей работы.

Результаты я обсуждение

На рис. 1, а представлена дозовая зависимость влияния антиоксидан­
тов на активность (М сиуо м-холинергической системы ЦНС крыс, иссле­
дованная с помощью ареколинового теста. Можно видеть, что через 30 
мин после внутрибрюшинного введения эффективными являются весьма 
низкие дозы фенозана и Кг-фенозана—до 1 мкг на кг веса животных; ука-

Рис. 1. Дозоздя (а) и временная (6) зависимости эффективности тремор­
ного действия ареколина при внутрибрюшинном введении крысам феиоза- 
на (®) и К ՛՜-фенозана ( О ). а—время измерения—30 мни после введения 
антиоксидантов подопытным животным. б—дозы вводимых антиоксидан­

тов: 10 мкг/кг (I) и 100 мкг/кг (2)

занная нижняя граница эффективных доз приблизительно соответствует 
ааномолярным концентрациям данных препаратов >в организме крысы при 
условии их равномерного распределения по органам, различные дозы ан­
тиоксидантов в одно и то же время после введения вызывают неодинако­
вые по направленности изменения в активности м-холинергической систе­
мы крыс. Через 30 мин после внутрибрюшинного введения животным фе­
нозан и К+-фенозан в концентрационном диапазоне от 1 мкг до 10 мг/кг 
веса вызывали снижение чувствительности нейромедиаторной системы, ՛ в- 
в то время как дозы фенольных антиоксидантов выше 10 мг/кг ее повы­
шали (рис. 1, а) Временная зависимость эффективности действия 
ареколина на активность м-холинергической системы ЦНС крыс 
(рис. 1, б) при внутрибрюшинном введении животным препарата, в доре 
100 мкг/кг веса имеет сложную форму: первоначально наблюдается умень­
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шение чувствительности ЦНС к действию ареколина, что особенно выра­
жено через 30 мин действия антиоксидантов, а затем она возрастает, пре­
вышая контрольные значения. При введении крысам фенозана и К+-фе- 
нозана в дозе 10 мкг на кг веса тела ко второму часу наблюдается исчез­
новение эффекта, что, скорее всего, связано с выведением к этому време­
ни малых доз препарата из организма. В то же время, более высокая доза 
антиоксидантов и по прошествии 2-х ч после введения продолжает оказы­
вать влияние на активность м-холинергической системы ЦНС крыс 
(рис. 1. б).

Рис. ?■ Дозовые зависимости времени вращательной корреляции тс 
(I; сиф-зонд 15С) и „параметра упорядоченности липидной фазы S (//, 
спин-зонд 5-доксилстеарат) синалтосом головного мозга крыс при дейст­
вии фенозана (ф) и Кт-фенозаиа ( ֊- ) ОШО (а՝) и w։ pi.tfp (б), t яэыер. 
25°. о—через 30 мни после внутрибрюшинного введения антиоксидантов, 
б—время инкубации суспензии синалтосом с антиоксидантами—30 мин 

при 25°

Анализ структурного состояния липидной фазы синалтосом головно­
го мозга крыс через 30 мин .после действия in vivo антиоксидантов пока­
зал, что действие ’Препаратов в дозах от 50 мкг до 100 мг на кг веса 'по­
допытных животных вызывало достоверное, по отношению к контролю, 
уменьшение микровязкости липидного бислоя (рис. 2, а). Упорядочен­
ность липидной фазы мембран синаптосом, анализируемая с помощью 
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’5-доксилстеарата, превышала контрольные значения в диапазоне исследо­
ванных концентраций фенозана и К^-фенозана от 50 гдкг до 100 мг/кг веса 
животных, с максимумом в области дозы 1 мг/кг (рис. 2. а). На рис. 2, б 
можно видеть аналогичный, в целом, ход кривых, опись։ зающих зависи­
мость структурных параметров липидного >бислоя синаптосом от концент­
рации примененных антиоксидантов при инкубации in vitro в течение 
30 мин.

Из всего вышесказанного можно сделать вызод, что фенолсодержа­
щие синтетические антиоксиданты могут оказывать in vivo эффективное 
влияние на активность м-холинергической системы ЦНС з крайне низких 
концентрациях, порядка наномолярных. На наш взгляд,наличие подобной 
эффективности малых доз синтетического вещества может указывать на 
существование рецепторного взаимодействия фенольных антиоксидантов 
с биомембранами. В достаточно низких дозах in vivo и in vitro данные 
вещества изменяют и структурное состояние липидного бислоя мембран 
синаптосом головного мозга подопытных животных, но минимальные эф­
фективные дозы антиоксидантов в данном случае равны приблизительно 
0,2 мкМ (рис. 2, а, б). Из представленных данных (рис. 1, а) также вид­
но, что различные дозы антиоксидантов в одно и то же время вызывают 
tn vivo различные по направленности изменения в активности м-холинер­
гической системы крыс. Можно предполагать, что при больших дозах ан­
тиоксидантов маскируется результат их более тонкого рецепторного взаи­
модействия с мембраной, и на первое место выдвигается механизм масси­
рованного действия на клетку путем неспецифической сорбции и измене­
ния различных физико-химических характеристик биомембран. В данном 
случае необходимо отметить, что объяснить изменение активности рассмат­
риваемой нейромедиаторной системы только опосредованным антиокси­
дантами изменением структуры липидного бислоя не представляется воз­
можным, так как наименьшие эффективные дозы препаратов, вводимых 
животным in vivo, при изучении активности м-холинергической системы 
по ареколиновому тесту и при исследовании структурных характеристик 
мембранных липидов синаптосом головного мозга крыс, различаются прак­
тически на 2 порядка (рис. 1, а и 2, а).

В последние годы появились работы, в которых показана роль фос­
фолипидов и, в частности, продуктов их пероксидации з связывании спе­
цифических лигандов с рецепторами в ЦНС [10]. При инкубации in vitro 
в течение 1 ч при 37° суспензии синаптосом мы наблюдали индукцию об­
разования первичных продуктов ПОЛ, 'Причем накопление конъюгирован­
ных диеновых структур ингибировалось внесением в среду инкубации фе­
нольных антиоксидантов в концентрациях, превышающих 10 мкМ (рис. 3). 
Исходя из сказанного, можно было бы ожидать эффективного действия в 
этих дозах ингибиторов ПОЛ на процесс специфического комплексообра­
зования лигандов с м-холинорецептора1ми; однако такого влияния обнару­
жено не было. Ни фенозан, ни К+-фенозан не злияли in vitro на специфи­
ческое связывание [3Н]ХНБ с м-холинорецепторами синаптосом голод­
ного мозга крыс в дозах ниже 1 мМ; при 'Весьма значительных концентра­
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циях антиоксидантов (выше 1 мМ) указанное связывание ингибировалось 
(ряс. 4)- Ранее нами было обнаружено, что при солюбилизации опиоидных 
рецепторов головного мозга крыс дигитонином увеличивалась эффектив­
ность влияния синтетического фенольного антиоксиданта на процесс комп­
лексообразования специфического лиганда [֊’Н]налоксона с этими рецеп­
торами, что мы объясняли увеличением доступности гидрофобной, мемб­
раносвязанной части опиоидного рецептора для гидрофильного эффектор­
ного вещества '[11]- 'В случае м-холинорецепторов головного мозга крыс, 
при их солюбилизации дититонином, не было обнаружено достоверного 
увеличения эффективности действия 'фенозана и К+-фенозана на процесс 
комплексообразования с ними [3Н]ХНБ при сравнении с таковым в слу­
чае мелгбраносвязанных рецепторов. На основании этого нами был сделан 
вывод, что фенолсодержащие водорастворимые антиоксиданты в концент-

Рис. 3. Изменение содержания конъюгированных дненов во фракции си- 
нантосом головного мозга крыс при действии in vitro фсноэана (®) и 

К+-фенозана ( О ). Инкубация 15 мин при 37°
Рис. 4. Ингибирование специфического связывания [3Н]ХНБ с фракцией 
синаптосом головного мозга крыс ври действии in vitro феиозана (®) и 
К+-феНОЗана ( О ). Во—величина специфического связывания [3Н]ХНБ 
(расп/мин). В-—величина специфического связывания [3Н]ХНь (расп/мин) 

в присутствии различных концентраций антиоксидантов.
Рис. 5. Влияние феиозана (®) и К+-фенозана ( О ) на активность синтеза 
cGMP (пмоль/мг белка-мин, опыт/контроль) во фракции синаптосом го­

ловного -мозга крыс in vitro. Время инкубации 60 мин прн 37°

рациях ниже 1 мМ практически не оказывают влияния на проведение сиг­
нала в м-холинергической системе на уровне комплексообразования специ­
фического лиганда (в данном случае [3Н]ХНБ) с рецепторными центра­
ми связывания. Следует сделать допущение, что отсутствующие в данном 
случае эффекты антиоксидантов могут быть обнаружены при комплексо­
образовании с м-холинорецепторами специфических лигандов другого, чем 
ХНБ, химического строения.

Рассматривая трансмембранный перенос сигнала в м-холинергической 
•системе, необходимо сказать о вторичном мессенджере данной рецептор­
ной системы—сОМР и ферменте,регулирующим его уровень в клетке—
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гуанилатциклазе. До недавнего времени существовало общепринятое пред­
ставление о непосредственной активации гуанилатциклазы путем рецеп­
торного комплексообразования специфических лигандов с м-холинорецеп- 
тором. К настоящему моменту появились многочисленные данные о том, 
что влияние мускариновых агонистов на активность гуанилатциклазы но­
сит весьма сложный, опосредованный характер. Вероятными механизма­
ми активации гуанилатциклазы через м-холинорецепторы является вход 
в клетки Са2+ и накопление перекисных продуктов, а также механизм, свя­
занный с функционированием клеточных липоксигеназ [12, 13]. Еще 
более усложняет вопрос о путях регуляции гуанилатциклазы тот факт, 
что через м-холинергическую рецепторную систему осуществляется взаи­
модействие с другими клеточными рецепторами .связанными с активацией 
аденилатциклазы [14] и обменом фосфоинозитидов [15]. Такая сложная 
система регуляции активности гуанилатциклазы, связанной с активацией 
м-холинорецепторов, как правило, не дает возможности однозначно отве­
тить на вопрос о том, на какое звено трансмембранной передачи информа­
ционного сигнала от рецептора к ферменту действует вещество-эффектор? 
Тем не менее, в литературе существуют данные, позволяющие предполо­
жить, что антиоксиданты, как ингибиторы ПОЛ, могут оказывать свое 
эффективное влияние на активность м-холинергической системы на уров­
не регуляции активности гуанилатциклазы [13]. На рис. 5 представлены 
данные о влиянии in vitro ,фенозана и К+-фенозана на активность синтеза 
cGMP в синаптосомах коры головного мозга крыс. Как видно из рисунка, 
антиоксиданты эффективно ингибируют синтез cGMP при их содержании 
в среде инкубации в концентрациях выше 10 мкМ.

Таким образом, влияние синтетических водорастворимых антиокси­
дантов из класса экранированных фенолов in vitro на передачу сигнала в 
м-холинергической системе головного мозга крыс менее чем в миллимоляр- 
ных концентрациях реализуется не на уровне регуляции комплексообразо­
вания специфических лигандов с рецептором, а, скорее всего, на уровне 
трансмембранного переноса сигнала (например, на уровне регуляции син­
теза вторичного мессенджера—cGMP). Такая регуляция опосредована, 
видимо, изменением структуры липидного бислоя мембран при неспецн- 
фическом взаимодействии антиоксидантов с клетками. При этом следует 
отметить, что эффективное действие антиоксидантов в нанОмолярных кон­
центрациях на активность нейромедиаторных систем может быть объясне­
но возможным специфическим взаимодействием этих веществ с плазмати­
ческими мембранами нервных клеток.

THE EFFECT OF SYNTHETIC WATER-SOLUBLE PHENOL 
ANTIOXIDANTS ON THE m-CHOLINERGIC RECEPTOR 

SYSTEM OF THE RAT
KHOKHLOV A. p.

Institute of Urology, Moscow

We studied in vivo and in vitro effects of low doses of synthetic 
water-soluble antioxidant: gamma-(4-oxi-3,5-ditretbutylphenol) propionate 
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(phenozan) and its potassium salt on the activity of M-cholinergic s y- 
stem of rat CNS. These compounds in micromolar concentrations act 
at the level of signal transduction across the plasma membrane rather 
than at the level of ligand-receptor complex formation. The effect of 
the antioxidants, which inhibit free-radical reactions, is due to the al­
teration of physico-chemical properties of membrane lipids. In vivo the 
antioxidants in nanomolar concentrations effectively modified the acti­
vity of M-cholinergic system of the rat CNS (assayed with arecoline). 
The action mechanism of the phenol antioxidant drugs is associated 
with their specific binding to cell plasma membranes.
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