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При помощи метода спиновых зондов установлено, что при развитии наслед­
ственной дистрофии сетчатки у крыс линии Campbell микровязкость мембран 
сетчатки была существенно больше, чем у здоровых животных в период выражен­
ной патологии (па 35-й день жизни) и не отличалась на 15-й день жизни. Начиная 
с этого дня. содержание продуктов перекисного окисления липидов в мембранах 
сетчатки крыс линии Campbell было выше, чем у крыс линии Wistar.

При изучении жирпокпслотного состава мембран сетчатки у больных животных 
на 10-й день жизни отмечено уменьшение содержания линолевой кислоты по срав­
нению со здоровыми животными. В более поздние сроки постнатального развития 
(35- и 75-й дни жизни) выявлено уменьшение содержания докозагексаеповой кисло­
ты. что является, вероятно, следствием деструкции наружных сегментов палочек 
■сетчатки. Факт изменения жирпокпслотного состава мембран у больных животных 
па 10-й день жизни, когда еще пет наружных сегментов, свидетельствует о нару­
шении при наследственной дистрофии сетчатки липидного состава мембран нефото­
рецепторных слоев.

Ранее нами было установлено, что при развитии наследственной 
дистрофии сетчатки у крыс относительно рано изменяется б'-нуклео- 
тидазная активность мембран этой ткани [1]. При анализе этого фе 
иомена предполагалось, что отмеченные изменения связаны с изме­
нением липидов мембран сетчатки [2]. В литературе имеются отдели- - 
н'ые указания об изменении липидов мембран сетчатки при данном 
заболевании у крыс [3]. Однако они относятся к поздним’ (64 дня) 
стадиям заболевания и могут быть обусловлены наличием значитель­
ного слоя обломков нефагоцитированпых наружных сегментов-

Целью настоящего исследования было сравнительное изучение 
микровязкости мембран сетчаток, жирпокпслотного состава (ЖС) 
их липидов и процесса перекисного окисления липидов (ПОЛ) у крыс 
с наследственной дистрофией сетчатки и здоровых на ранних и позд­
них этапах постнатального развития.

Материалы и методы
Работа выполнена па крысах лннпп Campbell с наследственной дистрофией 

сетчатки и контрольных линии Wistar. разводимых в виварии Института эволю­
ционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова, в возрасте 10. 35 и 75 дней 
жизни, то есть с начала формирования наружных сегментов палочек сетчатки и 
вплоть до развития полной слепоты у больных крыс.

.Микровязкость мембран суммарной фракции сетчатки (осадок после центрифу­
гирования гомогената сетчатки при 12000ц 40 мин) оценивали по времени враща­
тельной корреляции Те спинового зонда, как в работе Роп1и։, 1)е1те11 [4]. В
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качестве спинового зонда использовали этиловый эфир 7-имоксплстеариновой кисло­
ты [5], который вводили в суспензию мембран в буфере, содержащем 40 мМ 
трпс-HCl, 100 мМ. NaCI, 1 мМ. ЭДТА pH 7,4 из расчета 1 .молекуйа зонда на 100= 
молекул мембранных липидов. Спектры ЭПР снимали на малогабаритном спектро­
метре [6]; термостатирование образцов осуществляли . с точностью 0.5°: экстрак­
цию липидов из мембран проводили по методу Folcli и соавт [7]; липидный фосфор 
определяли по методу Vascovsky и соавт [8]; определение гидроперекисей или дие­
новых конъюгатов (первичных продуктов ПОЛ) проводили методом УФ-спектро­
фотометрии в системе растворителей метанол: гептан (5:1) [9]. Конечные продукты 
ПОЛ типа шиффовых оснований регистрировали по характерной флуоресценции 
^֊|><>зб.=360 нм, ЛЭмис.=420—440 нм [10]. Спектры флуоресценции регистрировали> 
па спектрофлуориметре J 4—8960 «Aminco—Bowman» (США).

Жирные кислоты (ЖК) основных липидов определяли методом ГЖХ па хро­
матографе «Chrom—4» (ЧССР). Использовали стеклянную колонку (длина—3,5 м,. 
внутренний диаметр—3 мм), заполненную 6% LAC-3 R-728 па хромасорбе 
G-AW-AMCS (80—100 меш, США). Температура колонки 186°, скорость тока газа- 
носителя (аргон) 60 мл/мин. Переэтерификацию остатка ЖК в молекуле липида- 
проводили мягким щелочным метанолизом без предварительной экстракции липидов 
[11]. Контрольные и опытные пробы анализировали в один день, в качестве стан­
дарта использовали стандарт Ackman [12], содержание отдельных ЖК выражали 
в процентах; количественной оценкой содержания каждой ЖК служила площадь 
пика на хроматограмме.

Результаты и обсуждение
Иа рисунке представлены графики обратной температурной зави­

симости времени вращательной корреляции тс спип-зоида в тоталь­
ной фракции мембран сетчатки контрольных и больных крыс. В пер-

Рис. Микровязкость мембран сетчатки крыс линии Wistar и Campbell 
в различные сроки постнатальной жизни, a. Wistar—36 дней, Campbell 
36 дней; б. Wistar—15 дней, Wistar—36 дней; в. Campbell—1-5 дней.
Campbell—36 дней. По оси абсцисс—величина, обратная абсолютной тем­

пературе (1 Г-103), по осп ординат — время вращательной корреляции.
(—iq-c )•

вые дни после прозревания (15—17-й день постпатальной жизни) су­
щественных различий в показателе микровязкости мембран больных 
и здоровых животных не отмечено. В дальнейшем у крыс липни 
Wistar на 35-й день жизни наблюдали уменьшение микровязкости 
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мембран сетчатки ио сравнению с 15-м днем жизни. У крыс линии 
Campbel!, в отличие от здоровых, температурная зависимость микро­
вязкости мембран была одинаковой в изучаемые сроки жизни. Соот­
ветственно на 35-й день жизни, то есть в период выраженной патоло­
гии у крыс Campbell, микровязкость мембран сетчатки у них была 
больше, чем у крыс линии Wistar. Это может быть отражением того

Таблица 1 
Изменение уровня эндогенных продуктов перекисного окисления липидов мембран 

сетчаток крыс линии Campbell и IFrs/nr в процессе постнатального развития

Концентрация

Возраст 
животных 

(дни)

Л и п и $ К р ы с

Campbell Wistar

оптическая 
плотность, 
/=232 нм

(гидропере­
киси)

от осительная 
интенсивность 

флуоресценции
при /.=420 нм

(шиффовые осно­
вания)

оптическая 
плотность, 
/.=232 им 
(гидропере­

киси)

относительная 
интенсивность 

флуоресценции
при /.=420 нм

(шиффовые осно­
вания)

15 (п=15) 0,21+0,01 0,77+0,08 0,13+0,01՜ 0,69+0.10

45 (и 5) 0,57+0,01 2,13+0,06 0,14+0,01 0,71+0,09

П римечание.
10 мкг/мл; р<0,05.

липидного фосфора растворах составляла

факта, что изученные мембраны отличаются разной молекулярной 
организацией липидов. В частности, в результате развития данной па­
тологии может меняться соотношение жидких липидов и липидов, об­
разующих в мембране кластеры. Одной из возможных причин наблю­
даемых отличий может быть появление в мембране перекисных кла­
стеров [13]. Как видно из данных табл. 1, уровень первичных продук­
тов ПОЛ у больных крыс был выше, чем у здоровых уже па 15-й 
день жизни. В то время, как у крыс линии Wistar содержание продук­
тов ПОЛ в процессе онтогенеза не менялось, у крыс линии Campbell 
оно нарастало, так что к 45-му дню жизни количество и первичных, 
и вторичных продуктов ПОЛ у больных животных было приблизи­
тельно в 3 раза больше, чем у здоровых. Такое нарастание процесса 
ПОЛ, вероятно, и приводило к образованию перекисных кластеров в 
мембране и ограничению подвижности зонда. Полученные результаты 
хорошо согласуются с данными авторов [13—15]. которые установи­
ли. что физиологически важными модификаторами гидрофобных свойств 
мембран могут быть эндогенные перекиси липидов. Появление пос­
ледних в мембране изменяет не только проницаемость и барьерные 
свойства мембраны, но и приводит к ограничению подвижности фос­
фолипидов во всей толще мембраны от полярных головок фосфоли- 
питов до концевых СНз-групп хвостов ^КК за счет снижения доли 
жидких липидов в бпелое и увеличения количества упорядоченных 
«кластеризованных» липидов [13 15].,
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Следует отметить, что усредненная микровязкость мембран всей 
сетчатки существенно зависит от доли, которую составляют в исследуе­
мой фракции фоторецепторные мембраны, характеризующиеся высо­
ким содержанием полпнеиасыщениых ЖК [16]. К 35-му дню жизни 
у больных животных фоторецепторных мембран в сетчатке еще отно­
сительно много, хотя они уже находятся в состоянии деструкции [17]. 
Наличие этих мембран в препаратах у больных животных позволяет 
полагать, что отсутствие изменения микровязкости мембран в онто­
генезе обусловлено изменением их качественного состава, возможно, 
увеличением «кластеризованных» липидов, а не изменением соотно­
шения фоторецепторных мембран.

Жирнокислотны ii состав липидов сетчатки крыс (в % от суммы)
Таблица 2'

Жирная 
кислота

Крысы линии Wistar Крысы линии Campbell

10 дней 35 дней 75 диен 10 дней 35 дней 75 дней

14:0 1,4+0,1 Сл* Сл Сл Сл Сл
16:0 25,3+0,2 19,6+0,4 19.7+0,2 26,6+0,5 20,9+0,8 22,6+0,6
16: 1 4 ,0+0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 5,2+0,1 0,6+0,1 1.2+0,1
17:0 Сл 0,5+0,1 Сл Сл 0.5+0,1 0,6"Н), 1
18:0
18:1

16,2+0,2
15,0+0,1

22,6+0,6
10.1+0,1

24,6+0,1
11,0+0,3

16,4+0,1
15,2+0,3

21 ,0+0,2
9,7+0,3

22,8+0,3
15,4+0,3

18:2-6 1,6+0,1 0,8+0,1 1,2+0.2 0,9-Н),1 0,9+0,1 1,1+0,1
20: 4.-6 16,0+0,6 10.3+0,1 11.0+0,3 15,5+0,4 11,3+0,1 13,5+0,2

неидентично 0.6+0,1 1.1+0.2 Сл 0,5+0,1 1,0+0,1 Сл
22 : 4.-6 3,0+0,1 2.7+0,1 2.6+0.1 2,6+0,1 2,9+0,1 2,4+0,1
22 : 5-6 6,4+0.1 5,7+0,2 4.4+0,2 5,6+0,3 8,3+0,2 1,8+0,1
22 : 5.-3 0,5-г0,1 0,5+0,1 0,5+0,1 0,6+0,1 0,6+0.1 0,7+0,1
22 : 6-3 9,6+0,3 25,3+0,5 24,5+0,7 10,7+0,3 22,2+0,2 17,9+0,3

Насыщенные 42,9 42,7 44,3 43,0 42.4 46,0
Моносновые 19,0 10,6 11,5 20,4 10,3 16,6
Полиеновые 37,7 1 46,4 44,2 36,4 47,2 1 37,3

Примечание. Сл*—следы, менее 0,5%.

Известно, что основным субстратом ПОЛ в мембранах являются 
полиненасыщенные фосфолипиды, которыми так обогащены фоторе­
цепторные мембраны. Поэтому в следующей серии опытов был изу­
чен ЖС мембран сетчатки больных и здоровых крыс на 1.0-, 35- и 
70-й дни жизни- У крыс линии Wistar в процессе постнатального раз­
вития от 10-го до 35-го дня жизни наблюдали снижение содержания 16:0 
и увеличение 18:0, так что процент насыщенных ЖК не менялся. В этот же 
срок происходит снижение содержания ЖК линолевого ряда 18:2<о6^ 
20:4<о6 и 22:5ш6 и увеличение содержания Докозагексаеновой кис­
лоты—о 3 ряда (табл. 2). Во все сроки жизни количество ненасыщен­
ных ЖК было больше, чем насыщенных, а из ненасыщенных преоб­
ладали полиненасыщенные. Увеличение количества 22:6 to 3, специфи­
ческого маркера фосфолипидов фоторецепторных мембран, более чем 
в 2 раза по сравнению с 10-м днем жизни может частично объяснить 
уменьшение микровязкости мембран сетчатки крыс липин Wistar к 
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35-му дню (рис. 1). С другой стороны, само увеличение процентного 
содержания 22:6<оЗ среди ЖК сетчатки обусловлено ростом наруж­
ных сегментов палочек, в которых содержание этой ЖК особенно 
высоко и составляет у теплокровных животных приблизительно 40— 
50 молярных процентов [16].

При сравнении ЖС липидов сетчатки здоровых и больных крыс 
было показано, что у крыс линии Campbell уже на ранних сроках 
жизни (10-й день) понижено содержание эссенциальной 18:2<о6 в 
2 раза по сравнению с контролем (р<0,001), а также других длин- 
ноцепочечпых кислот линолевого ряда 22:4 <о 6 (р<0.001). 22:5 «> 6 
(р<0,05). Одновременно с этим увеличивалось содержание моноено- 
вбЙ кислоты 16:1 (р<0,001). На 35-й день уровень 22:6 со 3 был до­
стоверно понижен по сравнению с нормой, что, возможно, обусловле­
но уменьшением се синтеза или увеличением ее окисления в период 
начавшейся деструкции наружных сегментов- Подобные по характе­
ру изменения в содержании 22:6 со 3 отмечены в работе Organiscial 
и соавт. [3] па более поздних сроках заболевания. На 75-й день 
наблюдали дальнейшее уменьшение содержания 22:6 со 3 в сетчатках 
больных крыс, что, вероятно, связано с распадом наружных сегмен­
тов в этот период [17].

Обнаруженные на 10-й день, то есть в период, когда еще нет на­
ружных сегментов, изменения ЖС свидетельствуют о том, что наруше­
ния ЖС относятся не только к фоторецепторному слою сетчатки, но 
и к мембранам других слоев. Это положение подтверждает ранее 
полученный факт об изменении активности 5'-нуклеотидазы в нефо­
торецепторных мембранах сетчатки [2]. Следует также отметить, чго 
несмотря на то, что изменение ЖС сетчатки у больных крыс удается 
констатировать уже ж 10-му дню жизни, оно не отражается на микро­
вязкости мембран. Это обусловлено тем, что изменения касаются тех 
ЖК. доля которых от общего содержания ЖК липидов весьма незна­
чительна. На 35-й день при одинаковом суммарном содержании по­
лиеновых ЖК вязкость мембран сетчатки была больше у больных 
крыс, что свидетельствует о том, что жидкостность мембран обуслов­
лена определенным качественным составом ЖК и связанными с ним 
белок-липпдными взаимодействиями.

Резюмируя полученные данные, и в частности результаты о ран­
них изменениях ЖС мембран сетчаток больных крыс, можно предпо­
ложить. что эти изменения могут иметь значение в патогенезе заболе­
вания, учитывая уникальный ЖС сетчатки, и в частности наружных 
сегментов. Изучение конкретной значимости ранних изменений ЖС 
сетчаток у больных крыс является предметом дальнейших исследова­

ний-
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RAT HEREDITARY DISTROPHY AND RETINAL 
MEMBRANE LIPIDS

OSTAPENKO 1. A., SHABANOVA M. E., TYURIN U. A., BORIN M. L„ 
GORBUNOV N. V., ET1NGOE R. N.

I. M Sechenov Institute ol Evolutionary Physiology՛ and Biochemistry, 
USSR Academy of Sciences, Leningrad.

Institute of Human Morphology, USSR Academy of Medical 
Sciences, Moscow

Starting from the 35th day of life the micr oviscosity oi rat retina- 
membrane turned to be essentially higher in normal animals than in 
Campbell line ones with hereditary retinal distrophy (tested by spin, 
probe method). Since 35th day of life the content of the products of 
lipid peroxidation in Campbell rats was higher than in Wistar ones.

The amount of linolic acid dropped on the 10th day of life in disea­
sed animals; on the 35th and 75th days a decrease in the amout oi dokoza- 
hexaenic acid was registered pointing to a possible destruction of the- 
outer segments of retinal rods. Changes in the fatty acids composition- 
in retinal membrane of diseased animals on the 10th day of life (when 
the outer segments are not yet formed) points to the damage of retinal, 
non-photoreceptive strata in this pathology.
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