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Е. И. Мельник, М. J1. Циренина, А. И. Ушаков, Н. А. Колтовая, 
О. В. Боброва, Б. В. Крехнов, И. М. Смольникова, Р. У. Островская 

Н Е К О Т О Р Ы Е Б И О Х И М И Ч Е С К И Е П О К А З А Т Е Л И У К Р Ы С 

П Р И А Н Т Е Н А Т А Л Ь Н О Й А Л К О Г О Л И З А Ц И И 

Институт прикладной молекулярной биологии М и н з д р а в а С С С Р , М о с к в а ; Н И И ф а р м а -
кологии А М Н С С С Р , Москва 

Алкогольный синдром плода — но-
вая форма патологии, привлекшая к 
себе внимание в последние годы в свя-
зи с общим признанием патогенного 
действия алкоголя на плод [6, 18]. Не-
оспорим факт внутриутробного дейст-
вия этанола на статус Ц Н С формиру-
ющегося организма [7]. Имеются дан-
ные, свидетельствующие о возможно-
сти внутриутробного формирования 
алкоголизма [6] . К сожалению, неод-
нократно отмечаемые в опытах на жи-
вотных морфологические и поведенче-
ские сдвиги после антенатального воз-
действия алкоголя зачастую не были 
сопоставлены с нарушениями биохими-
ческого статуса на молекулярном и 
клеточном уровнях. Тем не менее по-
казано, что у потомства крыс, алкого-
лизированных в течение беременности, 
снижено содержание биогенных ами-
нов в сыворотке крови и в некоторых 
отделах мозга [21]. Отмечалось сни-
жение уровня связанных сиаловых кис-
лот в синаптосомальных мембранах, 
выделенных из мозга 20-дневных кры-
сят, антенатально, а затем и постна-
тально подвергавшихся действию алко-
голя [24]. Сообщалось о снижении ак-
тивности некоторых мембраносвязан-
ных ферментов при хронической алко-
гольной интоксикации плода [15]. Од-
нако эти малочисленные данные с тру-
дом поддаются обобщению, так как 
д а ж е незначительные методические не-
соответствия (доза алкоголя, возраст 
потомства) не позволяют составить 
комплексную картину развившихся 
аномалий. 

Вместе с тем, помимо частной зада-
чи детального биохимического описа-
ния алкогольного синдрома плода, изу-
чение потомства, внутриутробно полу-
чавшего алкоголь, может послужить 
решению и более общих проблем, свя-
занных с универсальным механизмом 
действия алкоголя на клеточные 
структуры. 

Учитывая известные данные об уча-
стии Ц Н С в формировании алкоголь-

ной зависимости [1, 3, 13], а т а к ж е вы-
раженное влияние этанола на состав и 
функции клеточных мембран организ-
мов, подвергавшихся хроническому воз-
действию алкоголя [5, 10, 26], мы пред-
приняли исследование, позволяющее 
одновременно оценить сдвиги в Ц Н С , 
базируясь на состоянии центральных и 
периферических катехоламинергиче-
ских звеньев, а т а к ж е выявить отклоне-
ния от нормы в составе эритроцитар-
ных и нейрональных мембран антена-
тально алкоголизированных животных. 

Предлагаемый нами перечень пара-
метров, подлежащих определению, 
продиктован сформировавшимся в те-
чение последних лет представлением о 
возможном механизме алкогольных по-
ражений клеток нейрональной ткани, 
который предполагает активное вмеша-
тельство этанола в строго сбалансиро-
ванный механизм регуляции клеточного 
гомеостаза. Как известно, одним из пу-
тей регуляции клетки является гидро-
лиз мембранных полифосфоипозитидов 
(точнее, фосфатидилинозит-4,5-дифос-
фата) до соответствующего инозит-
трифосфата и диацилглицерина — си-
нергично функционирующих вторичных 
мессенджеров, регулирующих интен-
сивность высвобождения нейротранс-
миттеров через промежуточную стадию 
активации С а ^ - з а в и с и м ы х протеинки-
наз [8, 28]. Иигибирование гидролиза 
фосфоинозитидов, осуществляемое ме-
ханизмами, обеспечивающими отрица-
тельную обратную связь (как предпо-
лагается , с помощью активации цАМФ-
и цГМФ-зависимых протеиикипаз) , 
должно проявляться в торможении 
нейрональной активности и снижении 
активного пула катехоламииов [28] . 

В этот строго сбалансированный ме-
ханизм этанол, по-видимому, может 
вмешиваться двояко: либо стимулируя 
рассматриваемый распад полифосфои-
позитидов, либо, напротив, тормозя его. 
В частности, иигибирование гидролиза 
этанолом недавно было показано для 
клеток печени [12]. В свою очередь со-
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общалось и об увеличении в присутст-
вии этанола интенсивности К~'~-стиму-
лировапиого гидролиза фосфоинозити-
дов синаптосомальных мембран этанол-
зависимых животных [16]. В связи с 
этим нам казалось интересным оценить 
состояние инозитидной регуляторной 
системы у крысят, внутриутробно под-
вергавшихся воздействию алкоголя. 

В качестве показателей интенсивно-
сти распада полифосфоинозитидов бы-
ли выбраны следующие параметры: со-
держание фосфатидилинозит-4,5-дифос-
фата в мозге (в процентах от суммы 
фосфолипидов), содержание норадре-
налина и дофамина в плазме крови 
[ 1 7 ] . 

Особое внимание мы уделяли опре-
делению содержания серотонина в моз-
ге и плазме крови, учитывая его спо-
собность стимулировать фосфоинози-
тидпый гидролиз [9], а также продле-
вать период толерантности к этанолу, 
приобретенной в процессе хронической 
алкоголизации [23]. 

В настоящее время можно считать 
установленной важную роль сиаловых 
кислот в связывании Са2+ сииаптосо-
мальной мембраной и их участие в ре-
гуляции высвобождения иейротрапс-
миттеров [20]; учитывая эти данные, 
мы включили уровень связанных сиа-
ловых кислот мозга в число определяе-
мых параметров. 

Наше внимание привлекли также 
данные о зависимости функциональной 
активности Са2+-зависимых протеинки-
наз от фосфолипидиого состава мем-
бранного окружения, в частности акти-
вация протеинкиназы С в присутствии 
фосфатидилсерина [28]. Этот факт на-
вел на мысль о возможном участии 
фосфатидилсерина в проявлении влия-
ния этанола на клеточные структуры. 

Поскольку в литературе отсутствует 
единое мнение о роли холестерина кле-
точных мембран в формировании толе-
рантности к алкоголю [11, 22], мы 
включили в перечень исследуемых па-
раметров и соотношение холестерин : 
фосфолипиды. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на 20-диевных 
крысятах, матери которых в течение всей 
беременности получали через зонд 25 % рас-
твор этанола в воде в дозе 5 г /кг (9 живот-
ных). Контрольную группу составили 7 жи-
вотных. 

Левое полушарие мозга непосредственно по-

сле декапитации животного гомогенизировал» 
с 1,5 мл 0,1 н. НСЮ4 , центрифугировали 
(3 мин, 8000 g ) . 200 мкл супернатанта ис-
пользовали для определения норадреналина, 
дофамина и серотонина с помощью В Э Ж Х на 
жидкостном хроматографе фирмы LKB (Шве-
ция) ; колонка Lichrosorb RP-18. Элюцию про-
водили 0,5 М фосфатным буфером рН 3,8 с 
добавкой 80 м г /л гексансульфоната натрия, 
содержащего 4 % метанол. Количественный 
расчет хроматограмм производили на интегра-
торе CR-2AX фирмы «Shimadzu» (Япония),, 
используя метод абсолютной калибровки. Де-
тектирование осуществляли с помощью спек-
трофлюори метра фирмы «Hitachi» модель 
650-60 (Япония) с проточной кюветой объе-
мом 10 мкл; ^возб 280 нм, ЯЭмисс 320 нм. 

Правое полушарие мозга экстрагировали 
д в а ж д ы [14], в полученном водно-метанольном 
растворе определяли связанные сиаловые кис-
лоты по методу [25]. Д л я извлечения поли-
фосфоинозитидов остаток ткани, экстрагиро-
ванной по методу [14], повторно экстрагирова-
ли по методу [2]. В объединенных экстрактах 
определяли процентный состав фосфолипидов 
методом TCX в системе хлороформ — мета-
нол — концентрированный аммиак (60 : 40 : 5 ) ; 
обнаружитель — реагент Васьковского [27]. 
Сканирование хроматограмм производили на 
денситометре фирмы «Camag» (ФРГ) при 
длине волны 585 им. Соотношение холесте-
рин/фосфолипиды определяли в аликвотной-
части экстракта суммарных липидов мозга 
методом ТСХ в системе: серный эфир - хло-
роформ — метанол — уксусная кислота 
( 4 : 5 : 0,2 : 0,02). Обнаружитель — 0,6 % рас-
твор бихромата калия в 50 % серной кислоте. 
Сканирование хроматограмм производили на 
денситометре при длине волны 547 нм. Эк-
стракты эритроцитиой массы [14] анализирова-
ли аналогичным образом. 

Кровь (0,5—1 мл) , отобранную при 
декапитации животного, после добавления ге-
парина обрабатывали по методу [26]. Для> 
определения серотонина надосадок после от-
деления окиси алюминия обрабатывали 75 мкл 
60 % хлорной кислоты, осадок отделяли, рас-
твор обрабатывали 10% N a O H до рН 3,5. 
100 мкл полученного раствора использовали 
для анализа методом В Э Ж Х в условиях, опи-
санных выше. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как видно из таблицы, статистически 
достоверным является увеличение со-
держания фосфатидилинозитдифосфа-
та в фосфолипидных фракциях мозга 
крыс, антенатально подвергавшихся 
воздействию алкоголя. Достоверным 
является и уменьшение уровня серото-
нина в мозге, а также увеличение со-
держания серотонина в плазме. 

Очевидно, увеличение уровня мем-
бранных полифосфоинозитидов, как и 
уменьшение высвобождения дофамина, 
являются косвенными свидетельствами 
ингибирования гидролиза мембранных 
фосфоинозитидов в мозге крыс при хро-
нической внутриутробной алкоголиза-
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Влияние антенатальной алкоголизации на некоторые биохимические показатели в мозге и кро-
ви крыс ( Х ± 5 х ) 

Объект ис-
следования Показатель Контроль Опыт 

Мозг 

Серотони и ] 
Д о ф а м и н иг на Ю мг ткани 
Н о р а д р е н а л и н 1 
Фосфатидилинозитдифосфат ) % от суммы 
Фосфат ид ил сери и / фосфолипидов 
X ол есте р и н/фосфол и п ид ы \ 
Сиаловые кислоты J 0 1 н< е д ' 

2 2 , 5 ± 0 , 8 
7 , 8 ± 0 , 5 
2 , 3 ± 0 , 2 
2 , 8 ± 0 , 3 

2 3 , 0 ± 1 , 0 
1 , 1 3 ± 0 , 0 5 

1 1 0 , 0 ± 1 1 ,8 

1 9 , 6 ± 1 , 0 * 
9 , 3 ± 0 , 8 7 * 
2 , 3 ± 0 , 2 
4 , 8 ± 0 , 5 * * 

1 2 , 0 ± 1 ,7** 
0 , 8 7 ± 0 , 0 5 * * 

1 1 5 , 0 ± 6 , 4 

Кровь 

Серотон ин | 
Дофамин иг на 1 мл плазмы 
Н о р а д р е н а л и н J 
Холестерин/фосфолипиды в мембранах эрит-

роцитов, отн. ед. 

378 ,7 ± 7 3 , 0 
6 , 0 7 ± 2 , 9 0 
9 , 1 8 ± 2 , 9 0 

0 , 6 8 ± 0 , 0 5 

6 2 4 , 0 ± 1 3 4 , 0 * * 
0 , 1 9 ± 0 , 1 0 * 
6 , 8 2 ± 1 , 7 5 

0 , 6 6 ± 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка — / 7 ^ 0 , 0 5 , две — 

ции. Как уже отмечалось выше, такое 
иигибирование в свою очередь должно 
приводить к уменьшению нейрональной 
активности. К аналогичному эффекту, 
по-видимому, приводит и уменьшение 
содержания в мозге фосфатидилсерина 
за счет ингибирования фосфатидилза-
висимой протеинкипазы С. 

Таким образом, представляется впол-
не вероятным, что при систематическом 
антенатальном потреблении алкоголя 
в нейрональной ткани развиваются 
адаптационные процессы, приводящие 
к уменьшению уровня катехоламинов, 
ответственных за регуляцию пролифе-
рации на ранних стадиях онтогенеза. 

Можно предположить, что в после-
дующий постнатальный период в от-
сутствие непрерывно поступающего в 
кровь алкоголя организм пытается ку-
пировать возникшую серьезную анома-
лию, инициируя распад полифосфоино-
зитидов, возможно, с помощью серото-
нина, высвобождение которого в этот 
период значительно увеличено и в моз-
ге, и на периферии. 

Некоторое увеличение уровня дофа-
мина в мозге при резком его уменьше-
нии в плазме является еще одним кос-
венным свидетельством сформировав-
шегося при внутриутробной интоксика-
ции плода синдрома отмены, проявля-
ющегося, в частности, в изменении ней-
рональной активности даже спустя до-
статочный интервал времени после от-
мены этанола. 

Не вызывают удивления неизменный 
уровень норадреналина и в мозге, и в 
плазме, а также неизменившееся коли-

чество связанных сиаловых кислот 
(фрагментов гаиглиозидов и гликопро-
теинов клеточной поверхности), так как 
к моменту определения животные в те-
чение 20 дней не получали алкоголь, а 
отмеченные параметры принадлежат к 
числу реагирующих лишь на острое 
воздействие этанола. 

Вполне объяснимо также отсутствие 
изменений в соотношении холестерин/ 
фос фо л и п иды в м ем б р а и а х э р и т р о ц и -
тов, так как через несколько дней после 
отмены алкоголя этот показатель при-
ходит в норму. Уменьшение же соотно-
шения холестерин/фосфолипиды в моз-
ге явилось неожиданностью прежде все-
го из-за несовпадения с результатом, 
полученным на эритроцитах, поскольку 
эритроциты считаются универсальной и 
доступной моделью для выявления ал-
когольных поражений клетки благода-
ря неспецифичности мембранотропного 
эффекта этанола [3]. С другой стороны, 
некоторыми авторами отмечалась об-
ратная связь между содержанием хо-
лестерина в мембранах и их способно-
стью связывать Са2+ [4]. Полученные 
нами результаты подтверждают это 
наблюдение. В наших опытах увеличе-
нию уровня полифосфоииозитидов, 
косвенно свидетельствующему о повы-
шении связывания Са 2 + мембраной, со-
путствует уменьшение соотношения хо-
лестер и н/фосфол и п и д ы. 

Таким образом, для характеристики 
состояния ЦНС, а также структуры 
клеточных мембран предложено 1 1 па-
раметров, позволяющих составить до-
статочно полное представление об от-

2 35 



клонениях от нормы, формирующихся 
в процессе антенатальной алкоголиза-
ции животных. 
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A number of biochemical pa ramete r s have 
been determined which character ized the otate 
of CNS and the s t ruc ture of cell membranes in 
an tena ta l ly alcoholized animals . As, compared) 
with the control group the alcoholized an ima l s 
had a s ignif icant ly increased level of phospha-
tidyl inositol d iphosphate in brain phospholipid 
fract ions, while content of serotonin was redu-
ced in their brain and increased in blood plas-
ma; content of phosphat idyl serine and the 
cholecterol /phosphol ipids ra t io were reduced in. 
brain. 
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Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И Е Л И П О П Р О Т Е И Н О В Н И З К О Й П Л О Т Н О С Т И 
ПО Ф Л О Т А Ц И О Н Н Ы М Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А М В Н О Р М Е 

И П Р И Д И С Л И П О П Р О Г Е И Д Е М И Я Х 

В К Н Ц АМН СССР, Москва 

Липопротеины низкой плотности 
( Л П Н П ) играют важную роль в транс-
порте липидов в организме человека, 
а т а к ж е в регуляции метаболизма хо-
лестерина в клетках [1]. Нарушения 
липидного обмена, сопровождающиеся 

увеличением концентрации липопроте-
инов этого класса в плазме, способст-
вуют развитию атеросклероза; повы-
шенный уровень Л П Н П рассматрива-
ется как фактор риска заболевания 
ишемической болезнью сердца ( И Б С ) . 
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