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ВЛИЯНИЕ а-ТОКОФЕРИЛАЦЕТАТА НА АКТИВНОСТЬ 
НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТОВ ЦИКЛА КРЕБСА В ГОЛОВНОМ 

МОЗГЕ КРЫС ПРИ ХЛОРОПРЕНОВОМ ОТРАВЛЕНИИ

Исследована активность цитратсинтазы, пируватдегидрогеназы и некоторых де
гидрогеназ цикла Кребса в мезге крыс при внутрибрюшинном введении хлоропрена 
Установлено, что активность цитратсинтазы после 15 ежедневных затравок резко 
возрастает и возвращается к исходному уровню на 30-й день опыта. При совместном 
введении хлоропрена с а-токоферилацетатом активность фермента на 15-й день опы
та превышает контрольный уровень лишь на 24% и нормализуется на 30-й день.

Активность пируват- и а-кетоглутаратдегидрогеназ ■ подвергается фазовым из
менениям и на 30-й день опыта подавлена на 17,2 и 32,5% соответственно. НАД- 
зависимая малятдегидрогеназа во все сроки затравки подавлена на 26 и 43%.

При совместном введении хлоропрена с а-токоферилацетатом активность дегид
рогеназ подвергается сравнительно небольшим изменениям и на 30-й день опыта на
ходится в пределах, нормы.

Многочисленными исследованиями В. Г. Мхитаряна [6] установ
лено, -что токсическое действие хлоропрена на организм обусловлено 
его агрессивными перекисями, в связи с чем хлоропрен причислен к 
|радиомиметичеоким веществам. В дальнейших исследованиях Е. А. Ме- 
лик-Агаян [5] показала, что у белых крыс хлоропрен вызывает избы
точную липидную пероксидацию, особенно в печени и несколько сла
бее в мозге.

Известно, что цикл трикарбоновых кислот (ЦТК), или цикл Кребса, 
является универсальной окислительной системой клетки, связан с 
процессами фосфорилирования и играет важную роль в энергетическом 
балансе организма. В связи с этим определение интенсивности цикла 
путем изучения активности ферментов и интермедиатов при различ
ных состояниях организма представляет определенный интерес.

Установлено [7], что внутрибрюшинное введение перокоидирован- 
ных ненасыщенных жирных кислот (НЖК) вызывает фазовые изме
нения в активности ферментов ЦТК-

Л. С. Черкасова и соавт. [9] показали, что длительное рентгенов
ское облучение в малых дозах вызывает в митохондриях головного 
мозга фазовые изменения в активности пируватдегидрогеназы и де
гидрогеназ ЦТК.

Согласно данным А. В. Утешева [10], проникающая радиация по
вышает у крыс в головном мозге активность НАДФ-зависимой малат-
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дегидрогеназы, в то время как а-кетоглутарат- и НАД-зависимая ма- 
латдегидрогеназная активность остаются почти без изменения. Низ
кая активность дегидрогеназ ЦТК обнаружена в коре головного моз
га под влиянием актиномицина Д [4].

Исследования Н. Е. Глушаковой, Е. М. Мисюк и др. [3] показали, 
что при гипотиреозе у крыс в головном мозге несколько повышается 
активность пируват-, иэоцитрат- и а-кетоглутаратдегидрсгеназ и, 
наоборот, несколько понижается активность сукцинат- и малатдеглд- 
рогеназ.

На основании'литературного материала можно допустить, что ак
тивность ферментов ЦТК лабильна и может легко изменяться под влия
нием различных факторов.

Настоящая работа посвящена изучению активности цитратаинта- 
зы, пируватдегидрогеназы, а-кетоглутарат- и НАД-зависимой малатде- 
гндрогеназ в головном мозге белых крыс при отравлении хлоропре
ном.

Методика и материал исследования

Опыты ставили на белых крысах-самцах весом 150—200 г, содер
жащихся на обычном рационе. Исследования проводили на трех груп
пах животных. Первая группа—'интактные крысы—служили контролем; 
вторая группа получала внутрибрюшинно хлоропрен в количестве 
600 мкмоль .на 100 г веса животного, приготовленный на 5% растворе 
карбоксимегилцеллюлозы (0,1 мл); третья группа совместно с хлоро
преном получала а-токоферилаце1ат в количестве 2 мг на 150 ? веса 
животного (0,5 мл) в виде танкой эмульсии, приготовленной на 10% 
водном растворе твин-80 (Feran).

Затравку производили в течение 7, 15 и 30 дней. По истечени ։ 
сроков затравки крыс декапитировали, в холодных условиях извлека
ли головной мозг и из коры готовили 10% гомогенат на 0,1 М фосфат
ном буфере pH 7,4.

Активность цнтратсинтазы определяли по методу Нательсона и 
др. [12]. Реакционная смесь включала: 5 мкмоль оксалоацетат «Sigma» 
(США), 0,5мкмольАТФ-динатриевая соль «Reanal» (ВНР), 5 мкмоль 
ацетат натрия и 50 мкг КоА «Fluk» (Швейцария). Общий объем 
реакционной смеси доводили фосфатным буфером pH 7,4 до 2,4 мл. 
Смесь инкубировали при 37° в течение одного часа. Измерение произ
водили на спектрофотометре МОМ-203 (ВНР) при длине волны 430 нм.

Активность фермента выражали в мкмоль лимонной кислоты на 
1 г тканн/час.

Активность пируватдегидрогеназы (КФ 1.2.4.1), а-кетоглутаратде-՛ 
гидрогеназы (КФ 1. 2. 4. 2) и малатдегидрюгеназы (КФ 1. 1. 1 3&—40) 
определяли по Нордману н соавт. [13] в некоторой модификации, вне
сенной Н. Д. Ещенко и Ф. Е. Путилиной [8].
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В состав инкубационной среды входили 3,3 мкмоль АТФ-динатрие- 
в а я. соль cReanal» (ВНР), 4 мкмоль MgCl2 и соответствующие субстра
ты: 33 мкмоль пируват Na «Хемапол» (ЧССР), 166 мкмоль Na2CO3, 
33 мкмоль а-кетоглутаровая кислота, 166 мкмоль dl—яблочная кисло
та и 33 мкмоль НАД + (Reanal).

После 15 мин преинкубацни к пробам добавляли по 0,5 мл фена
зин-метосульфата (1 мг), 1,0 мл тетразолия синего (1 мг), и после пе
ремешивания пробы инкубировали в темноте при 37° в течение одного 
часа. Общий объем реакционной смеси составлял 4,5 мл.

Реакцию останавливали путам помещения проб в ледяную баню֊ 
После центрифугирования надосадочную жидкость сливали, к осадку 
добавляли 10 мл ацетона и после повторной центрифутаиии определя
ли интенсивность окраски на спектроколориметре «Speed» (ГДР) при 
длине волны 570 нм.

Активность ферментов выражали в мкг формазана, образовавше
гося в пробе за 1 час инкубации в расчете на 1 г ткани.

Результаты опытов обработаны методом вариационной статисти
ки с применением критериев Стьюдента. Расхождение между отдель
ными сериями опытов считали достоверными, если уровень вероят
ности Р < 0,05. В большей части опытов Р был < 0,001.

Результаты исследования и обсуждение

Как видно из данных табл. 1, у интактных крыс количество ли
монной кислоты в коре головного мозга составляет в среднем 2,37± 
±0,07 мкмоль на 1 г ткани, что согласуется с литературными данны-

Таблица 1
Активность цитратсннтазы в мозге белых крыс при хроническом хлоропреновом, 

отравлении (активность выражена в мкмолях лимонной кислоты час/е ткани)

Ферменты
Конт

рольные 
крысы

Под влиянием хлоропрена

через
7 дней

% изме
нения

через 
15 дней

% изме
нения

через 
30 дней

°/, изме
нения

Цитратсинтаза

Р

2.37 ±0,07 
(п=14)

3,14+0,08 
(п=14) 
<0,001

+32,48 4,92+0,13 
(п=14) 
<0,001

+107,5 2,68+0,06 
(п=14) 
<0,01

+13

Под влиянием хлоропрена + а-токоферилацетат

Цитратсинтаза

Р

2,37 ±0,07 2,95+0,1 
(п=8)

<0,01

+24,4 2,87±0,059 +21,0
(п=8)
<0,01

2,48 ±0,04 

№
+4,6

ми. Спустя 7 дней после затравки ее количество повышается и дости
гает 3,14—0,08, превышая контрольный уровень на 32,48%, что свиде
тельствует о повышении активности фермента. С удлинением срока 
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затравки до 15 дней содержание лимонной кислоты продолжает резко 
возрастает и составляет 4,92±0,13 мкмоль, что по сравнению с контро
лем больше на 107,5%. Дальнейшее удлинение срока затравки до 30 
дней приводит к резкому снижению содержания лимонной кислоты, хо
тя ее количество все еще остается выше контрольного уровня на 13%.

Полученные данные свидетельствуют, что при хроническом хло
ропреновом отравлении активность цитратсинтазы в коре головного 
мозга в течение 15-дневной затравки резко возрастает и возвращается 
к исходному уровню к 30-му дню. Наблюдаемые изменения почти пол
ностью совпадают со сдвигами, обнаруженными нами под влиянием 
пероксидированных ненасыщенных жирных кислот [7] и являются но
вым доказательством в пользу перекисного механизма действия хло
ропрена на организм.

При совместном введении хлоропрена с а-токоферилацетатом на
блюдаемые изменения в активности цитратсинтазы заметно отличаются. 
Как видно из данных табл. 1, изменения в содержании лимонной кис
лоты как на 7-, так и на 15-й день опыта находятся почти в одинаковых 
пределах и превышают контрольный уровень лишь на 21—24%, дости
гая пределов нормы на 30-й день опыта. Таким образом, при сов
местном действии хлоропрена и а-токоферилацетата активность цит
ратсинтазы в коре головного мозга подвергается сравнительно неболь
шим изменениям.

Влияние хлоропрена на активность пируват-, малат- и а-кетоглу- 
таратдепидрогеназ в коре 1головного мозга изучалось параллельно с 
активностью цитратсинтазы. Полученные результаты приведены в 
табл. 2.

Как видно из этих данных, у контрольных крыс в коре головного 
мозга активность вышеуказанных ферментов хотя и несколько отли
чается от литературных данных, однако по убывающей активности они 
совпадают с литературными данными [3, 4] и распределяются в сле
дующем порядке: пируватдепидрогеназа > малатдегидрогеназа > 
а-кетоглутар атдегид роген аз а.

Высокая активность пируватдегидрогеназы в головном мозге сви
детельствует об относительно большей интенсивности процессов окис
лительного декарбоксилирования пирувата. Как известно, образова
ние ацетил КоА из пирувата определяется активностью пируватдегид
рогеназы, причем важным фактором регуляции ее активности являет
ся взаимопревращение неактивной формы в активную. Показано, что 
соотношение двух форм пируватдегидрогеназы определяется -вели
чиной митохондриального отношения (АТФ)/(АДФ), причем повыше
ние величины этого отношения приводит к увеличению доли неактив
ной формы.

■В связи с этим изучение сдвигов в -активности пируватдегидроге
назы под влиянием хлоропрена представляет большой -интерес для 
выяснения активности цикла Кребса и состояния энергетических ре
сурсов в коре головного мозга при хлоропреновом токсикозе.



Таблица 2
Активность пируват-, а-кетоглутарат- и малатдегидрогеназ в гомогенатах коры головного мозга крыс при хроническом хлоропреновом 

отравлении (активность выражена в мкг формазина/час на г ткани)

Ферменты Контроль
ные крысы

Подопытные крысы

через 
7 дней

% измене
ния 1

через 
15 дней

% измене
ния

через
30 дней

% измене
ния

Пируватдегидрогеназа 

Р

172,06+18 
(п=19)

198,97+7,19 
(п=$ 
<0,01

+15,0 222+11,31 
(п=8) 
<0,01

+29.0 159,8+4,22 
(п=8) 

<0,05

֊17,2

а-кетоглутаратдегидроген։за 

Р

60,22+1,22 
(п=Т7)

42,95±1,11
<»

֊29,0 80,9+3,16 
(п=8) 
<0,001

+34,0 40,85+2,56 
(п—8) 

<0,001

֊32,5

Малатдегидрогеназа

Р

85,95+2,02 
(п=12)

48,81+1,65 
(п=9) 
<0,001

-43,1 63,1+2,15 
(п=9) 
<0,001

֊26,6 56,45 ±3,38 
(п=9) 

<0,001

֊34,5
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Как свидетельствуют данные, приведенные в табл. 2, спустя ? 
чней после затравки хлоропреном активность пируватдегидрогеназы 
несколько повышается. (15%) и к 15-му дню превышает контрольный 
уровень на 29%. Дальнейшее удлинение срока затравки до 30 дней 
приводит к снижению ее активности, которая отстает от контроля на 
17,2%. Тенденция к повышению активности пируватдегидрогеназы, 
особенно на 15-й день затравки, согласуется с высоким содержанием 
лимонной кислоты в коре головного мозга, а также со сдвигами в со
держании пирувата в мозге при хлоропреновом отравлении [1].

В отличие от пируватдегидрогеназы а-кетоглутарат- и особенно 
малатдегидрогеназная активность подвергаются несколько иным из
менениям.

Как видно из данных табл. 2, активность а-кетоглутаратдепидро- 
геназы подвергается фазным изменениям. К 7-му дню опыта ее актив
ность понижается на 29%, затем повышается к 15jMy дню на 34%, и к 
концу 30-го дня опыта она вновь снижается на 32,5%.

Сопоставляя происходящие в коре головного мозга сдвиги в ак
тивности этих двух мультэнзимных систем, можно заключить, что 
а-кетоглутаратдегадрогеназа более чувствительна и легче атакуется 
перекисями хлоропрена, вследствие чего к концу опыта (30-й день) ее 
активность снижается в два раза больше, чем активность пируват
дегидрогеназы.

Несколько обособленно ведет себя малатдегидрогеназная актив
ность. Как известно, она заметно отличается своим строением от пи
руват- и а-кетоглутаратдегидрогеназ, и ее активность значительно за
висит от содержания НАД или НАДФ. Возможно, этим следует и 
объяснить некоторую особенность в поведении этого фермента при 
хлоропреновом отравлении. Как видно из данных табл. 2, активность 
малатдепидрогеназы уже на 7-й день затравки хлоропреном резко сни
жается (43,1%), затем к 15-му дню несколько повышается, однако все 
еще остается ниже контроля на 26,6% и вновь значительно снижается 
на 30-й день опыта, уступая контрольному уровню на 34,5%.

Резкое снижение активности НАД-зависимой малатдегвдроге- 
назы, возможно, обусловлено несколькими причинами. Так, согласно 
данным Вейтцела и сотр. [14], органические перекиси резко снижают 
содержание НАД. Кроме того, из литературы известно, что избыточная 
липидная пероксидация вызывает дефицит витамина Е, что было под
тверждено также в наших исследованиях при введении хлоропрена и 
экзогенных липидных и органических перекисей [2].

Сравнительно недавно установлено [11], что дефицит витамина 
Е приводит к нарушению биосинтеза гема, вследствие чего наблюда
ются также изменения в активности гемсодержащпх ферментов, как 
например, каталазы. Подобные изменения были обнаружены и в от
ношении активности другого гемсодержащего фермента—триптофанок- 
сидазы при введении хлоропрена и органических перекисей.
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На основания этих данных было заключено, что одной из причин низ
кой активности триптофакоксидазы при хлоропреновой интоксикации 
является нарушение биосинтеза гема. Известно, что единственным 
источником НАД в клетках млекопитающих в отсутствии экзогенной 
никотиновой кислоты и ее амида является путь превращения трипто
фана в никотиновую кислоту. Таким образом, угнетение НАД-зависп- 
мой малатдегидрогеназы во все сроки затравки хлоропренам представ
ляется следующей схемой:

Хлоропрен-»֊ избыточная липидная пероксидация-»֊ 
дефицит витамина Е-»-нарушение биосинтеза гема-»֊ 
угнетение активности триптофаноксидазы-»֊ нарушение 
биосинтеза НАД-»֊ угнетение активности малатдегидрогеназы

На основании полученных данных можно заключить, что хлоро
прен вследствие угнетения некоторых ключевых ферментов цикла 
Кребса вызывает значительные изменения в энергетическом обмене в 
коре головного мозга.

Особого внимания заслуживают данные, полученные в опытах 
при сочетанном действии хлоропрена и витамина Е. Результаты этой 
серии опытов представлены в табл. 3. Как видно из таблицы, актив
ность малатдегидрогеназы на 7-й день опыта снижается на 23,7% 
вместо 43,1% без витамина Е. В последующие сроки опыта эффект ви
тамина Е проявляется более сильно. Так, на 15-й день опыта актив
ность малатдегидрогеназы угнетается лишь на 8,7%, а к 30-му дню на 
4,7%, в то время как в опытах без витамина Е ее активность пониже
на на 26,6 и 34,5% соответственно.

Несколько иначе проявляется эффект витамина Е на активность 
пируват- и а-кетоглутаратдегидрогеназ. Как видно из данных табл. 3, 
на 7- и 15-й день опыта активность ачкетоглутаратдегидрогеназы воз 
еще заметно подавлена, между тем как на 30-й день опыта ее актив
ность значительно повышается и отстает от контроля всего на 7%.

При сопоставлении! результатов, приведенных в табл. 2 и 3, мож
но заметить определенную разницу в активности пируватдегидрогена
зы. Так, при затравке крыс одним хлоропреном активность фермента 
на 7- н 15-й день опыта повышена на 15 и 29% соответственно, в то 
время как при этих же сроках при совместном введении хлоропрена и 
витамина Е ее активность снижена на 17 и 12,6% соответственно.

При удлинении сроков опыта до 30 дней эффект витамина Е на пи- 
руватдегиД'рогеназу заметно меняется, и ее активность к этому сроку 
достигает почти контрольного уровня.

Таким образом, при совместном введении хлоропрена и витамина 
Е активность пируват-, малат- и а-кетоглутаратдегидрогеназ в коре 
головного мозга угнетается намного слабее, чем без витамина Е.

На основании фактического материала можно заключить, что при 
хроническом хлоропреновом отравлении вследствие угнетения некого-



Таблица 3
Активность пируват-, а-кетоглутарат- и малатдеГйдрогеназ в гомогенатах мозга белых крыс при совместном действии хлоропрена 

и а-токофернлацетата (мкг формазана/час на г ткани)

Ферменты Контроль
ные крысы

Подопытные крысы

через 
7 дней

•/, измене
ния

через 
15 дней

•/• измене
ния

через
* 30 дней

։/о измене
ния

П ируватдегидрогеназа 

Р

172,06+1,8 
(п=Т9)

142,66+3,3 
(п=7) 
<0,01 -

—17 150.34+1,53 
(п=7) 
<0,05

—12,6 167,03+5,4 
(п=7У 
>0,05

-2,3

а-кетеглутаратдегидрогеназа 

Р

60,22±1,22 
(п=17)

41,51±0,8 
(п=7) 
<0,001

-31 47,09+2,8 
(n==Zl 
<0,01

-21,8 55.94+2,36 
(п = 7) 
>0,05

—7

Малатдегидрогеназа 

Р

85,95+2,02 
(п=Т2)

65,63+1,01 
(ո=՜3) 
<0,001

-32,7 78,24+2,29 
(п=3) 
<0,02

-8,7 81,92+2,57 
(п=$) 
>0,05

-4,7



Цикл Кребса в головном мозге крыс при хлоропреновом отравлении ] 1 
д=зи^м==^==с= -■ ՛■ — ■ ..... ւ._- -------- ■ ------==_

пых ключевых ферментов цикла Кребса нарушается энергетический 
обмен в коре головного мозга.
Кафедра биохимии Ереванского медицинского института

Поступила 25/V1977 г.

Լ. Վ. 1Ո«Ի8-ԱՐՅԱՆ, Վ. Գ. ՄԽԻՕԱՐՅԱՆ

, ԱՌՆԵՏՆԵՐԻ ՔԼՈՐԱՊՐԵՆԱՅԻՆ ԹՈՒՆԱՎՈՐՄԱՆ ՊԱՅՄԱՆՆԵՐՈՒՄ 
tZ-ՏՈԿՈՖԵՐԻԼԱՑԵՏԱՏԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅՈՒՆԸ ՈՒՂԵՂԻ ՑԻՏՐԱՏ- 

ՍԻՆԹԱԶԱՅԻ, ՊԻՐՈԻՎԱՏ-, а-ԿԵՏՈԳԷՈԻՏԱՐԱՏ- ԵՎ ՄԱԼԱՏԴԵ-
ՀԻԴՐՈԳԵՆԱԶՆԵՐԻ ԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ՎՐԱ

Ամփոփում

Սպիտակ առնետների մոտ ուսումնասիրվել է քլորոպրենի ազդեցությունը 
ռւղեղի ցիտրատսինթազայի, պիրուվատ-, ՕԼ-կետոգլոլտարատ- և մալատդե- 
հ իդրո զենա զն ե ր ի ակտիվության վրա։ Ցույց է տրված, որ ցիտրատսինթազայի 
ակտիվությունը փորձի 15-րդ օրը խիստ բարձրանում է և վերադառնում է 
նորմայի փորձի 15-րդ օրը խիստ բարձրանում է և վերադառնում է նորմայի 
փորձի ՅՕ֊րդ օրը։

Քլորոպրենի և d-տոկոֆերիլացետատի համատեղ ներարկումից ֆերմեն
տի ակտիվությունը փորձի 15-րդ օրը բարձրանում է ընդամենը 24 տոկոսով 
և մոտենում կոնտրոլ տվյալներին փորձի 30-րդ Օրը։

Պիրուվատ և Л-կետոգլոլտարատդեհիդրոգենազայի ակտիվությունը փոր
ձի նույն պայմաններում ենթարկվում է ֆազային փոփոխությունների և 30-րդ 
օրը լինում է ճնշված 17,2 և 32,5 տոկոսով։

Քլորապրենի և ՀԼ-տոկոֆեըիլացետատի համատեղ ներարկման պայման
ներում վերը նշված դեհ իդրո դենադն երի ակտիվությունը փորձի 7 և 15-րդ 
օրերին մի փոքր իջած է և մոտ է կոնտրոլին փորձի 30-րդ օրը։
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