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Тюменская медицинская академия

Нарушение регуляции процессов пероксидного окисления липидов
(ПОЛ) играет важную роль в этиологии и патогенезе ряда заболеваний [2,
4, 5, 9]. В современной литературе широко обсуждается возможность ис-
пользования биоантиоксидантов (АО) в терапии ишемической болезни и
атеросклероза, бронхолегочных и других заболеваний [4, 5, 8, 9], исследу-
ются перспективы сочетанного использования в клинике а-токоферола
(а-ТФ) и витамина А или р-каротина [8]. Указанные соединения отно-
сятся к АО разных типов [6, 7, 11-13]. Они могут либо быть индиффе-
рентными друг к другу, либо взаимодействовать между собой, усиливая
или подавляя ингибирующую способность друг друга. Эффекты совмест-
ного ингибирующего действия смесей а-ТФ и витамина А или его пред-
шественника р-каротина в настоящее время не изучены, хотя важность
такого исследования для практической медицины очевидна.

В настоящей работе была оценена антиоксидантная активность (АОА)
витамина А, Р-каротина, а-ТФ и их смесей при окислении высоконена-
сыщенного субстрата (биена).

Методика. В манометрических установках типа Варбурга изучали ки-
нетику поглощения кислорода в присутствии а-ТФ и Р-каротина, вита-
мина А и их смесей при инициированном окяслении этиловых эфиров
полиненасыщенных жирных кислот микробиологического происхожде-
ния. Используемый субстрат (условное название "биен") содержал до 30%
этила pax идоната, до 24% этиллинолеата, до 42% этилолеата [1]. Иниции-
рование процесса осуществлялось с помощью азобисизобутиронитрила в
концентрации 9 - 10~3 М, скорость инициирования составляла 5,3 • 10~8

М • с" 1 . Эксперименты выполняли при температуре 60±0,2°С.
В экспериментах оценивали значения периодов индукции окисления

субстрата (ц и xz с индивидуальными соединениями и их смесью соответ-
ственно), простую сумму аддитивного действия АО (1т;). Периодом ин-
дукции считали перпендикуляр, опущенный из точки пересечения каса-
тельных к кинетической кривой, проведенной в точках перегиба.

Использовали биен, полученный в опытно-промышленных условиях
производственного объединения "Белмедпрепараты" (Минск), а-ТФ фир-
мы "Serva" (Германия), р-каротин, ретинола пальмитат, синтезирован-
ные в НПО "Витамины". Инициатор дважды перекристаллизовывали из
абсолютных этанола и 2-пропанона, инертный к окислению раствори-
тель хлорбензол очищали методом простой перегонки.

16



Результаты и Обсуждение. Ранее неоднократно было показано, что ки-
нетической особенностью действия а-ТФ является нелинейность изме-
нения ингибирующего эффекта от его концентрации в субстрате [2, 6].
Кривые зависимости индукции от концентрации ингибитора носили экс-
тремальный характер. Нами как для а-ТФ, так и для (3-каротина и рети-
нола пальмитата были получены аналогичные зависимости (рис. 1, а).
Изучение соединений в широком интервале концентраций — 7* 10~7 —
7 • 10~3 М, не использованных в предыдущих работах [6, 11-13], позволи-
ло выяснить, что, несмотря на однотипность полученных кривых, облас-
ти концентраций, при которых проявляется максимальный ингибирую-
щий эффект, для каждого из исследуемых АО ограничены. Как следует из
рис. 1, а, диапазон эффективности р-каротина характеризуется концен-
трациями 1,0—5,0 • Ю~5 м , максимум соответствует 2,5- 10~5 М. В этой
области концентраций действие а-ТФ как АО незначительно. Его инги-
бирующая способность наиболее ярко проявляется в другом интервале
концентраций — 0,5—5,0 • 10~3 М, максимум соответствует концентра-
ции 2,5 • 10~3 М. В области, в которой эффективен а-ТФ, действие р-каро-
тина сведено к минимуму (см. рис. 1, а). Витамин А имеет широкий
размытый максимум в диапазоне 2,0* 10~* — 2,0* 10~3 М (рис. 1, б). По
абсолютной величине ингибируюшие эффекты, сопоставленные между
собой в точках экстремума кривых, также существенно отличаются и со-
относятся в ряду а-ТФ, р-каротин, витамин А как 5:3:1.
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Рис. 1. Концентрационная зависимость изменения величины периодов индук-
ции при окислении биена.

а — в присутствии Ь-каротина (I), а-ТФ(2), Т=60°С, W—5,3 • 10~8 М "С"', б — в присут-
ствии ретинола пальмилата По оси абсцисс — концентрация препарата, • 106 М, по оси

ординат г индукции, мин

Таким образом, эффективность исследуемых природных ингибиторов
максимально проявляется в определенных интервалах концентраций, им
присущи кинетические особенности поведения слабых АО. На основа-
нии приведенных данных можно полагать, что каждый из компонентов
дополняет действие других составляющих, обеспечивая эффективное функ-
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Кинетические параметры окисления
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ционирование неферментной антиоксидантной системы в целом.
С учетом изложенного представляло интерес изучить при окислении

тех же полиненасыщенных субстратов кинетику совместного действия
исследуемых АО в широком интервале концентраций смесей, включаю-
щих области максимальной эффективности каждого из компонентов. В
результате исследования АОА смесей а-ТФ и (3-каротина при различных
соотношениях компонентов (см. таблицу) установлена неаддитивность
их сочетанного действия. Для всех композиций независимо от их количе-
ственного состава величина периодов индукции в опытах со смесью (xz)
была неизменно ниже, чем простая сумма эффектов ингибирования, по-
лучаемых в присутствии АО (Ztt). Это несоответствие свидетельствует об
антагонизме в совместном действии АО. Количественно оценивали абсо-
лютное значение эффекта антагонизма Дх = Ех; - х2 либо выражали его в
относительных единицах — ( Дт/Ех;) • 100, %.

В отдельных случаях величина эффекта была незначительной — 3,5-
4,0%, но в большинстве экспериментов антагонизм достигал 50—90%.
Можно было полагать, что эффективность смеси обусловлена количест-
венными соотношениями АО. В связи с этим исследовали зависимость
изменения периодов индукции от концентрации р-каротина. В разных
сериях экспериментов готовили и окисляли смеси с постоянными добав-
ками а-ТФ и с различными количествами р-каротина, концентрации по-
следнего изменялись в интервале 1,5 • 10~5 — 5,5 • 10~3 М. Было проведе-
но 5 таких серий, в которых стационарный уровень а-ТФ отличался на
порядок в диапазоне 1,75- 10~6 — 2,50* 10~3 М. Полулогарифмические
анаморфозы указанных кривых приведены на рис. 2, а. Видно, что зави-
симости носят экстремальный характер, максимум отмечается при добав-
ках р-каротина 7 • 10~6 М, расположенных в том же интервале концен-
траций, в котором был эффективен и индивидуальный р-каротин (см.
рис. 1, а). Из сопоставления периодов индукции соответствующих кон-
центраций АО (см. рис. 1, а) и их смесей (см. рис. 2, а) следует, что
совместное действие ингибиторов существенно уступает аддитивному
эффекту составляющих.
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Рис. 2. а — полулогарифмическая анаморфоза зависимости изменения
величины антагонизма при совмествном действии а-ТФ (I) и (3-каротина (II) от

концентрации II при содержании I, равном соответственно 2,5 • 10~3 М(1),
2,5 • Ю-4 М(2), 1,75 • КГ* щ 3 ^ 1 7 5 . J<J-5 Щ4), 1,75 • 10~6 М(5); по оси

ординат — т2 индукция, мин, по оси абсцисс — lg С |3-каротина. б — величина
антагонизма в совместном действии смесей I и II от логарифма концентра-

ции II. Обозначения те же, что и на рис. 2, а.
По оси ординат — Дт/1^ • 100, %, по оси абсцисс — Jg С (5-каротина

Важно было установить характер зависимостей, связывающих эффект
антагонизма с концентрациями как р-каротина, так и а-ТФ. Величина
антагонизма, охарактеризованная разностью между потенциальным (ад-
дитивным) (SXJ) и экспериментально определяемым ингибирующим эф-
фектом, показывала лотерю эффективности в действии смеси. Законо-
мерность изменений величины антагонизма от концентрации р-кароти-
на при неизменных количествах второго АО приведена на рис. 2, б. Как
видно, характер зависимостей антибатен кривым на рис. 2, а, выделяются
области как низких (10~7 — 10~8 М), так и высоких (10~2 М) концентра-
ций р-каротина, в которых роль антагонизма может быть относительно
невелика, а в диапазоне 10~^ — 10~3 М отмечается существенное пони-
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жекие эффективности смесей, т.е. существует определенная концентра-
ционная "яма". Для семейства кривых отмечается точка экстремума, со-
ответствующая концентрации р-каротина, равной 1,25 • 10~б М. При этом
площадь под кривой, ограничивающей область антагонизма, ширина и
глубина "ямы" уменьшаются по мере роста концентрации а-ТФ в смеси.
Для композиций а-ТФ и витамина А полуфены аналогичные зависимо-
сти.

Подобным же образом охарактеризовали совместное действие смесей,
представленных неизменной добавкой р-каротина и различными коли-
чествами а-ТФ. Исследовали диапазон, соответствующий области поло-
жительной корреляционной зависимости между антиоксидантным эф-
фектом и концентрацией а-ТФ (восходящая ветвь кривой а-ТФ на рис.
1, а). Концентрация р-каротина в 4 различных сериях отличалась на по-
рядок, возрастая от 7 • 10~7 до 7 • 10~4 М. Полулогарифмические анамор-
форфозы кривых, связывающих величину индукционного периода с кон-
центрацией а-ТФ, приведены на рис. 3, а). Видно, что кривые воспроиз-
водят форму зависимостей для индивидуального а-ТФ, однако с ростом
количества р-каротина сочетанное действие АО все более уменьшается.
Так, например, при концентрации с 7 • 10~4 М АОА смеси более чем в 2
раза уступает действию одного а-ТФ, представленного в данной компо-
зиции в той же концентрации. Для смесей с разным уровнем р-каротина
величина антагонизма связана с концентрацией а-ТФ линейной зависи-
мостью (рис. 3, б). Из данного рисунка следует, что существует соотно-
шение компонентов, при котором их действие практически аддитивно
(антагонизм не превышает 4%). Подобные эффекты воспроизводятся при
низком содержании р-каротина (10~7 — 10~° М) и высоком уровне а-ТФ
(2,5- Ю-3 М).

Указанные концентрации в опытах порознь соответствуют максимуму
эффективности каждого АО (см. рис. 1, о).

Таким образом, при различных концентрациях и соотношениях а-ТФ
и р-каротина или витамина А их совместное действие неаддитивно, в
процессе окислительных превращений липидов изучаемые соединения
действуют как антагонисты.

Анализ биохимических показателей обеспеченности витаминами, пред-
ставленных в литературе [10], показывает, что в норме уровень а-ТФ
(2,5 • 10~3 М в общих липидах биомембран) соответствует диапазону его
максимальной эффективности, а уровень р-каротина и витамина А
(2,5 • 10~4 М в общих липидах биомембран) примерно на порядок выше,
чем те количества, в которых он в данной системе окисления был наибо-
лее эффективен. Указанные уровни обеспеченности витаминами с уче-
том общетеоретических положений данной работы позволяют предполо-
жить возможность взаимодействия изучаемых соединений в процессе
окисления липидов мембран. Однако необходимо отметить, что конкрет-
ные количественные соотношения между компонентами, обеспечиваю-
щие максимальную эффективность смеси, являются, по всей вероятно-
сти, интегральными показателями и служат выражением определенных
характеристик всей системы окисления в целом: могут зависеть от интен-
сивности процесса, состава фосфолипидного окружения и других факто-
ров.

Можно полагать, что обнаруженные в работе эффекты носят регуля-
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торный характер. Оба соединения проявляют актиоксидантное действие,
поэтому при недостатке в организме одного из них ингибирующая спо-
собность системы дополняется активностью другого компонента. Сниже-
ние уровня витамина А и р-каротина (примерно до 2,5.10~5 М) на фоне
Е-витаминной недостаточности может приводить к резкому увеличению
АОА действующих веществ и поддерживать емкость антиоксидантной
системы. Эффекты антагонизма в совместном действии а-ТФ и р-каро-
тина или витамина А также могут способствовать поддержанию стацио-
нарного уровня ПОЛ. Так, при введении в организм высоких доз одного
из АО за счет антагонизма с другими составляющими их эффективное
антиоксидантное действие существенно уменьшится по сравнению с по-
тенциальным аддитивным эффектом, что предотвратит возможность из-
быточного торможения ПОЛ. Постепенно по причине антагонизма меж-
ду АО снизятся действующие концентрации ингибиторов и система воз-
вратится к определенному равновесию. Следовательно, регулирование ин-
гибирующих свойств системы за счет количественных соотношений меж-
ду компонентами может обеспечивать антиоксидантный гомеостаз орга-
низма, нарушение которого, как известно, сопровождает течение ряда
патологический состояний [4].

6,5 5,5 4,5 3,5 2,5

4,0 3,0 2,5

Рис.3, а — полулогарифмическая анаморфоза кривой изменения периодов
индукции отконцентрации а-ТФ (I) в смеси при неизменных концентрациях
Р-каротина (II). в отстутствие II (/), 7 • 10"4 Щ2), 7 • 1(Г5 М(3), 1 • 1(Н Ы{4),

7 • 10~7 М(5); по оси ординат — т г индукции, мин, по оси абсцисс — /lg С
токоферола/, б — изменение величины антагонизма от логарифма концентра-

ции I при неизменных концентрациях II. Обозначения те же, что и на рис. 3, а.
По оси ординат — % антагонизма, по оси абсцисс — /lg С токоферола/.

Полученные результаты позволяют заключить, что свойства липидов
не складываются непосредственно из свойств отдельных составляющих,
межмолекулярные взаимодействия компонентов придают липидной сис-
теме как целому качественно новые свойства.

21



Механизм межмолекулярных взаимодействий а-ТФ с (3-каротином или
витамином А, способный обосновать особенности кинетики окисления
полиенов в присутствии их бинарных смесей, требует специальных ис-
следований и является предметом дальнейшей работы.
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Поступила

INHIBITORY EFFECTS OF MIXTURES OF a-TOCOPHEROL WITH
b-CAROTENE OR VITAMIN A DURING OXIDATION OF POLYUNSATIRATED FATTY

ACID ESTERS

N.M. Storozhok, I.V. Kutuzova

Tyumen Medical Institute

The inhibitory activities of individual natural antioxdants (AOs), such as a-tocopherol (I),
p-carotene (II), vitamin A(III) and their mixtures were comparatively studied when oxidation of
microbial polyunsaturated fatty acid esters that predominately contain ethyl arachidonate was
initiated; effects of antagonism were found in the combined action of I and II, I and III The
magnitude of antagonism effect was estimated from the difference between the total additive effects
of mdividual AOs and the experimentally determined effects of their mixture. There is a U-dependence
of changes in the antagonism values upon II concentrations at steady-state I levels It was found
that in the range of low (10 ~8 to 10~' M) and high (10~2 M) concentrations of II, the involvement
of antagonism might be relatively low (3,5-4,0%), in the range of 10~6 to 10~5 M, there is a
concentration "hole" whose peak (1,25 • 10~6 M) is as high as 90% As I levels elevated, antago-
nism in the mixture decreased It is suggested that the intermolecular interactions of natural АО
during oxidation represent a mechanism for the body's antioxidative homeostasis.
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