
УДК 577.1:547.915.5 ՚ }

Э. М. МИКАЕЛЯН. С. Л. МКРТЧЯН, Е. А. МЕЛИК-АГАЕВА,
В. Г. МХИТАРЯН
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Установлено, что в физиологических условиях в эритроцитарной мембране, микро­
сомах мозга, наружной мембране митохондрий печени преобладает ферментативный 
путь переокисления. На внутренней мембране митохондрий печени и мозга активнее 
представлен аскорбатзавнсимый путь перекисного окисления липидов (ПОЛ). Микро­
сомы печени и наружная мембрана митохондрий мозга характеризуются примерно 
равной интенсивностью ферментативного и неферментативного ПОЛ. Сравнительно 
низкий исходный уровень ПОЛ представлен в сердце, а высокий—в мозге. Установ­
лена обратная зависимость между содержанием витамина Е и активностью суперок- 
сиддисмутазы в тканях. Иммобилизацнонный стресс значительно повышает интен­
сивность ПОЛ в микросомах и митохондриях печени, мозга, в эритроцитарной мем­
бране. Предварительное введение витамина Е в дозе 0,1 мг на 100 г массы значи­
тельно регулирует ПОЛ.

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) является физиологическим 
процессом, непрерывно протекающим во всех биомембранах, его интен­
сивность отражается на жирнокислотном составе их фосфолипидов, на 
вязкости липидной фазы. Выявленная исследованиями Е. Б. Бурлако­
вой [2] тесная взаимосвязь между скоростью окислительных превра­
щений липидов, структурой и функцией биомембраны [7] легла в ос­
нову гипотезы контроля клеточного 1метаболизма мембранными липи­
дами. Диапазон влияния ПОЛ на направленность метаболизма в клет­
ке довольно широк: изменение белок-липидных, липид-липидных вза­
имодействий в мембране и вытекающие из этого изменения скорости 
проникновения субстратов, кофакторов, регуляторов; влияние на актив­
ность ферментов, встроенных в мембрану, а также липидзависимых и 
перекисезависимых энзимов; рецепция мембраной гормонов с последу­
ющей реализацией их регуляторного влияния на обмен.

Ранее нами было установлено усиление интенсивности ПОЛ в го­
могенатах тканей при иммобилизационном стрессе (ИМО) [5]. Выяс­
нение вопросов—как это реализуется на субклеточном уровне и какое 
влияние на интенсивность ПОЛ оказывает предварительное введение 
а-токоферолацетата—представляет несомненный интерес.

Материал и методика

Опыты проводили на белых крысах-самцах массой 100—150 г. Жи­
вотные были разделены на 3 группы: I—интактные крысы^ 11—живот­
ные, иммобилизированные фиксацией головы и конечностей ежеднев­
но в течение 150 мин (число иммобилизаций от 1 до 7),’ Ш—ИМО 
проводился на фоне введения а-токоферолацетата в дозё 0,1 мг на 
100 г массы через каждые 48 часов. Токоферолацетат в организме бы­
стро гидролизуется до свободного а-токоферола. Схема инъекций а-то­
коферолацетата основывалась на результатах, полученных Ё.՜ Б. Бур­
лаковой, свидетельствующих о продолжительности п’овышённй уровня 
а-токоферола в тканях в течение 48 часов после предварительного вве­
дения его уксуснокислого эфира [3].
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Ткани тщательно перфузировали охлажденным 0,15 М КС1. Все 
операции проводили на холоде. Ткани гомогенизировали в стеклянном 
гомогенизаторе с тефлоновым пестиком в среде выделения, содержа­
щей 0,25 М сахарозы, 0,004 М трис-HCl и 0,001 М ЭДТА, pH 7,2. Ми­
тохондриальную (наружная и внутренняя мембраны) и микросомную 
фракции получали методом дифференциального центрифугирования 
[12]. Активность перекисного окисления липидов определяли по на­
коплению малонового диальдегида за 30 мин инкубации [1]. При ис­
следовании неферментативного аскорбатзавмсимого переокисления ин­
кубационная среда содержала 40 мМ трис-НС! (pH 7,4), 0,8 мМ аскор­
бата, 12-Ю՜6 М соли Мора; в случае ферментативного НАДФНза- 
висимого переокисления—2-10՜4 М пирофосфата натрия, 12-10~6М 
соли Мора, 1 мМ НАДФН. В обоих случаях микросомы, митохонд­
рии, мембраны эритроцитов добавлялись из расчета 1,5—2 мг белка 
на 1 мл инкубационной среды. Содержание липидных перекисей выра­
жали в нмоль малонового диальдегида на 1 мг белка. Для расчета ис­
пользовали коэффициент молярной экстинции 1,56- 10s М՜1 см' [9].

Активность супероксиддисмутазы (СОД) определяли по ингиби­
рованию генерации супероксидных анионов в модели феназинметасуль- 
фат-ИАДФН-иитротетразолий синий. За единицу активности СОД при­
нимали такое количество ее раствора, которое при добавлении к мо­
дельной системе, генерирующей супероксидный анион, подавляет ее 
активность на 50% [11]. Пересчет единиц активности производили на 
мг белка гомогената. Для определения глутатионперокоидазы и глу- 
татионредуктазы ткань гомогенизировали в 0,154 М КС!. 10% гомоге­
нат обрабатывали тритоном Х-100 с конечной концентрацией 0,1%. 
Активность глутатионпероксидазы и глутатионредуктазы определяли 
по методу, описанному нами ранее [6]. Активность глутатионперокси­
дазы выражали количеством мкмоль восстановленного глутатиона, окис­
ленного за 1 мин на 1 мг белка. Активность глутатионредуктазы выра­
жали количеством мкмоль НАДФН, окисленного за 1 мин на 1 мг белка.

Содержание витамина Е в тканях определяли флуорометрически 
по методу Duggan с максимумом возбуждения при 295 нм и максиму­
мом флуоресценции при 340 нм [8]. Содержание белка определяли 
по методу Lowry [10].

Результаты и обсуждение

Исходный уровень липидных перекисей в тканях невысок благода­
ря сбалансированности процессов их образования и элиминации. Как 
показали наши исследования, содержание перекисей липидов в тканях 
у интактных крыс колеблется в пределах 0,67—4,58, при этом нижний 
предел характерен для тканей сердца, верхний—'„мозга (таблица).

Как видно из таблицы, эритроцитарная мембрана, микросомы моз­
га, а также наружная мембрана митохондрий печени характеризуются 
преобладанием активности ферментативного НАДФНзавиоимого пере­
окисления. На внутренней мембране митохондрий печени и мозга ак­
тивнее представлен аскорбатзавиаимый путь перекисного окисления 
липидов. В микросомах печеии и на наружной мембране митохондрий
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Т а 6 л н ц а
Содержание липидных перекисей, витамина Е, активность СОД, глутатнонредуктазы и глутагн-Жперлксндазы в тканях интактных крыс

Ткани

Аскорбатзавп- 
симое ПОЛ

НАДФНзави- 
спмое ПОЛ Витамин Е, СОД, ед на

Глутатионредук­
таза, мкмоль

Глутатпонперок- 
сидаза, мкмоль 
восстанови, глу-

в нмоль малонового диальдегида 
на мг белка

.икг/мг белка .иг белка НАДФН за 1 мин 
на .иг белка

татпона, окис­
ленного за 1 

.иин на мг белка

Гомогенат сердца 0,968+0,053 
п=9

0.67+0,04) 
' п=9

0,972+0,077 
п 9

18.99+0,319 
п=12

0.0286+0.001 
п=9

0,149+0.01 
п-9

Гомогенат печени 2/3+0.165 
п—9

1,85+0,207 
п = 9

0,738+0,035 
и=9

29.35+0.301 
п= 12

0.031+0,003 0,25+0,038 
it =9

Микросомы печены 1.72+0,104 
п = 16

1,83+0.117 
п = 16

1,38^0,017 
п = 16

Митохондрии печени, наружная 
мембрана

3.62+0 094 
п֊16

4.2+0,099 
п = 16

3,336+0,056 
п = 16

Митохондрии печени, внутрен­
няя мембрана

3.8+0,104 
п —16

2.45+0,146 
п= 16

4,04+0,128 
п = 16

Гомогенат мозга • 4.17+0,104 
п = 9

4,39+0,116 
п = 9

1,54+0,083 
п 9

11,52+0,343 
п = 12

0.023+0.001 
п = 9

0,21+0.009 
п»9

Микросомы мозга 2,87+0,117 
п=16

4,58+0.091 
п = 16

2,4+0.088 
п = 16

Митохондрии мозга, наружная 
мембрана

Митохондрии мозга, внутренняя 
мембрана
Эритроцитарная мембрана

2,84+0,08 
п = 16

4,53+0.074 
п = 16

1,98+0,106 
п = 12

2/5+0,085 
п= 16

3.214+0,04 
п = 16

2,376+0.198 
п = 12

10.975+0,065 
п = 16

7,86+0.067 
п = 16

2,565+0,18
п = 9

•
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мозга интенсивность ферментативного и неферментативного ПОЛ при­
мерно одинакова.

Нами установлено, что соотношение ферментативного и нефермен­
тативного ПОЛ в гомогенатах печени и мозга совпадает с таковым, оп­
ределенным как алгебраическая сумма в микросомах во внутренней и 
наружной мембране митохондрий этих тканей. Поэтому изучение на­
правленности изменений ПОЛ при различных экстремальных воздейст­
виях можно ограничить определением аскорбат- и НАДФНзависнмого 
ПОЛ только в гомогенатах тканей.

Интересен факт обратной корреляционной зависимости содержа­
ния витамина Е в тканях и активности фермента антиокислительной 
защиты СОД. Сравнительно низкому уровню витамина Е в печени со­
ответствует наибольшая активность СОД (таблица). Для мозга харак­
терно обратное соотношение указанных показателей. В сердце, по 
сравнению с мозгом, содержание витамина Е в 1,58 раза меньше, а ак­
тивность СОД в 1,65 раза выше. Эта закономерность становится объ­
яснимой с учетом точек приложения воздействия витамина Е и СОД на 
интенсивность перекисного окисления липидов. СОД проявляет анти- 
радикальную защиту на стадии зарождения цепи, устраняя суперок­
сидный апион и предотвращая возникновение синглетного кислорода, 
а токоферол тормозит свободнорадикальное окисление за счет увели­
чения плотности упаковки фосфолипидов мембран и уменьшения их до­
ступности к переокислению, а также антирадикальный механизм че­
рез связывание перекисных радикалов на стадии обрыва цепей и путем 
тушения синглетного кислорода.

Сопоставление исходного уровня липидных перекисей в исследуе­
мых тканях с содержанием витамина Е и активностью ферментов анти- 
раднкальной защиты выявляет интересную закономерность. Степень 
вклада каждого компонента в регуляцию интенсивности ПОЛ проявля­
ет определенную органоспецифичность. В сердце и мозге установлена 
обратная корреляция между интенсивностью ПОЛ и активностью СОД. 
В печени, по сравнению с сердцем, несмотря на значительно высокую ак­
тивность всех трех ферментов антирадикальной защиты, ПОЛ протека­
ет с большей интенсивностью. Это, по-видпмому, зависит от различ­
ного содержания токоферола и особенностей метаболизма в целом.

При иммобилизационном стрессе значительно увеличивается ис­
ходный уровень перекисей в эритроцитарной мембране, митохондриях 
и микросомах. Направленность изменений ферментативного и нефер­
ментативного ПОЛ в микросомах печени, мозга и эритроцитарной мем­
бране в основном однотипна, носит волнообразный характер с двумя 
пиками, приходящимися на 1—3 и 5—6-ую фиксации (рис. 1 а, б, в). 
К 7-й иммобилизации интенсивность перекисного окисления липидов 
подходит к контрольному уровню. В микросомах печени больше акти­
вируется НАДФНзависимый путь переокисления; в эритроцитарной 
мембране и микросомах мозга соотношение сдвигов двух путей ПОЛ 
меняется в зависимости от срока иммобилизации (рис. 1, а, б, в).

Предварительное введение а-токоферолацетата на фоне ИМО рез­
ко снижает уровень липидных перекисей в тканях (ниже исходного).
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Сравнительно большую чувствительность к воздействию токоферола 
проявляет НАДФНзависимый путь переокисления (рис. 1, а, б, в). Осо­
бенно резкие сдвиги в интенсивности ПОЛ при ИМО наблюдаются в 
мембранах митохондрий мозга и печени. Ферментативный и нефермен­
тативный путь ПОЛ изменяется симбатно, на высоте пиков сдвига уро­
вень липидных перекисей увеличивается по сравнению с контролем в
пределах от о до 1о раз (рис. J r, 2. 3) 
интенсивность ПОЛ в митохондриях, 
перекисей липидов к контролю.

<5

Витамин Е существенно снижает 
не подводя, однако, содержание

Рис. 1. Интенсивность ПОЛ при ИМО и при ИМО на фоне введения витамина Е 
(в процентах к контролю), а В эритроцитарных мем Транах. б. В микросомах пе 
чени. в. В микросомах мозга, г. На наружной мем Тране митохондрий мозга. У слов . 
иые обозначения: ---------аскорбатзавнснмое ПОЛ при ИМО.--------------------НАДФН .
зависимое ПОЛ при ИМО. А—А—А— аекорТатзависнмэе ПОЛ при ИМО и при 

ИМО на фоне витамина Е.------- . — . Н ЧДФНзависнмое НОЛ при ИМО и при
ИМО на фоне витамина Е.
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Рис. 2. Интенсивность ПОЛ при ИМО и при ПАЮ на фоне введения вита­
мина Е (в процентах к контролю), а. Па внутренней мембране митохонд­
рий мозга, б. Па наружной мембране митохондрий печени (обозначения, 

как на рис. 1).

Рис. 3. Интенсивность ПОЛ на вну­
тренней мембране митохондрий пе­
чени при ПАЮ и при ПАЮ на фоне 
введения витамина Е (в процентах 
к контролю, обозначения, как на 

рис. 1).

Известно, что стационарно протекающий процесс липидной пер­
оксидации тесно связан со структурой и функцией митохондриальных 

мембран. <Раза набухания мито­
хондрий характеризуется перокси­
дацией фосфолипидов мембран, со­
кращение их достигается элимина­
цией перекисей (4).

• Выход ПОЛ далеко за рамки 
стационарного состояния при им- 
мобилизациониом стрессе, несом­
ненно, вносит дисбаланс в энерге­
тический обмен митохондрий и ко­
свенно— в направленность метабо­
лизма клетки в целом.

Интенсификация ПОЛ в микро­
сомах оказывает влияние на актив­
ность ферментов не только через 
изменения структуры мембраны, ее 
фосфолипидного состава и вязко­
сти липидной компоненты, но и в 
результате переключения 14АДФН 
с цепи гидроксилирования на путь 
свободнорадикального окисления. 
Регуляция уровня перекисей липи­

дов при ИМО в результате введения а-токоферолацетата дает основа­
ние для использования его как с терапевтической, так и профилакти­
ческой целью при стрессе.
Кафедра биохимии Ереванского

медицинского института Поступила 15/11 1983 г.
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Է. Մ. 1ր1»ՔԱ31)1.3ԱՆ, II. I.. (րԿՐՏՉՅԱՆ, b. IL ՄԵԼԻՔ-ԱՂԱհՎԱ, Վ. Դ. ՄԽ1>1*Ա1'ՅԱՆ

ԼԵՊԻԴՆԵՐԻ ԴԵՐՕՔՍԻԴԱՅՈԻՄԸ ԵՎ ՀԱԿԱՕՔՍԵԴԱՆՏՆԵՐԸ 
ԻՄՈՐԻԼԵՋԱՑԻՈՆ ՍՏՐԵՍԻ ԺԱՄԱՆԱԿ

Առնետների մոսւ ֆիզիոլոգիական պայմաններում էրիթրոցիտների թա­
ղանթում, ուղեղի մ ի կ ր ո и ո մն ե ր ո ւմ, լյարդի մ ի տ ոքոնդրիումների ա րտ ա քին թա­
ղանթում գերակշռում է գերօքսիդացման ֆերմենտային ուղին։

Լյարդի և ուղեղի մ ի տ ո քոն դր ի ո ւմն ե ր ի ներքին թ ա ղան թ ո ւմ է գտն վո ւմ լի ւղ ի ֊ 
ղալին գերօքսիդացմ ան ասկորբատ կախում ունեցող ուղին։ Լիպիդների դե֊ 
//օքսիդացման ֆերմենտային և ոչ ֆե րմ են տ ա յին պրոցեսի ինտենսիվությունը 
լյարդի մ ի կ ր ո и ո մն ե ր ո ւ if և ուղեղի մ ի տ ո քն դր ի ո ւմն ե ր ի արտաքին թ ա ղան թ ո ւմ 
ղրեթե միատեսակ է։ Լիպիդային գերօքսիդացման սկզբնական մակարդակը 
Համեմատաբար ցածր է սրտամկանում ե բարձր է ուղեղում։

•ւույց է տրված, որ հյուսվացքներու մ գոյություն ունի հակառակ կախում 
1՜ վիտամինի քանակի h и ո ււղ ե ր օքս ի ղ դի и մ ո ւտ ա գ ա յի ակտիվության միգև։

Ւմ ոբիլիղա ցիոն ստրեւ/ի ւղ այմանում լիպիդային դե րօ քո ի դ ա ց ման ին- 
տենսիվութ յունը չափազանց բարձր է ուղեղի մ ի կ րո и ո մն ե ր ո ւ մ ե միտոքոն֊ 
դրիումներում, ինչպես նա и էրիթրոցիտների թաղանթում։

Е վիս,՝ամինի նախնական ներարկումը 0,1 մգխՕՕգ քաշին ղ ղ ա / ի ո րեն 
կարգավորում է լիպ ի ղ ա յին գերօքսիդացման պրոցեսը։

Е. М. Ml l\ A ELI AX, Տ. L. MKRTCHIAN, E. A. MELIK-AGAEVA,
V. G. MKHITARIAN

THE LIPID PEROXIDATION AND ANTIOXIDANTS 
IN THE IMMOBILISATION STRESS CONDITIONS

The main enzymatic character of the lipid peroxidation has been 
established in the erythrocyte membrane brain microsomes and outer 
membranes of liver mitochondria in the physiological conditions. The 
ascorbate dependent way of the lipid peroxidation was more active in 
the inner membrane of the liver mitochondria.

The liver microsomes and the outer membrane of the brain mito­
chondria were characterised by the equal intensity of the enzymatic and 
non-enzymatic lipid peroxidation. The level of the lipid peroxidation 
in the heart was a little lower, and in the brain—higher. The contrary 
dependence was established between the vitamin E content and super- 
oxiddismutase activity in the tissues. The immobilisation stres4 increa­
sed the level of lipid peroxidation significantly in the liver and brain 
microsomes and mitichondria and in the erythrocyte membranes. The 
previous administration of vitamin E in the dose of 0,1 mg on ICO g 
of animal mass has the significant regulatory effect on the lipid peroxi­
dation level.
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II. Л. КАЗАРЯН

ЛИПИДНАЯ ПЕРОКСИДАЦИЯ И УРОВЕНЬ ФОСФОЛИПИДОВ 
В ПЕЧЕНИ ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ВОСПАЛИТЕЛЬНОМ 

БРОНХОЛЕГОЧНОМ ПРОЦЕССЕ
Установлены особенности изменения отдельных фракций фосфолипидов и липид­

ных перекисей в печеночной ткани кроликов при хроническом воспалительном брон­
холегочном процессе. Показан параллелизм между снижением уровня фосфатидили- 
нозитов, фосфатидилхолинов, фосфатидных кислот и активированием процессов пере- 
окксления липидов. Обсуждается вопрос о возможной патогенетической роли сво­
боднорадикальных реакций и метаболических нарушений отдельных фракций фосфо­
липидов в развитии расстройств печеночной деятельности при изученной патологии.

Как известно, хронические неспецифические заболевания легких 
сопровождаются изменением функций большинства органов и систем. 
Однако механизмы указанных осложнений остаются невыясненными.

Рансе нами было показано значительное подавление начальных 
этапов биосинтеза глицеролимидов в печени кроликов при хроническом 
воспалительном бронхолегочном процессе [1]. В связи с этим пред­
ставляло интерес провести изучение количественных сдвигов общих и 
.индивидуальных фосфолипидов (ФЛ)—важнейших мембранных ком­
понентов, участвующих в структурной и функциональной организации 
клеточных образований. Учитывая, что в провесе липидной перокси­
дации вовлекаются в основном тканевые ФЛ, мы считали интересным 
проследить также за закономерностями в нарушениях свободноради­
кальных реакций в печени при хроническом воспалительном бронхоле­
гочном процессе.

Материал и методы

Опыты проводили на 26 кроликах-самцах массой 2—3 кг. Хрониче­
ский воспалительный бронхолегочный процесс вызывали методом И. Н. 
Аничкова и М. А. Захарьевской в модификации Г. А. Русанова и соавг.
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