
ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время актуальным остаётся
вопрос о механизмах нарушения метаболических
процессов в условиях нутриентного дисбаланса [1, 2].
Известно, что алиментарная недостаточность
белка, обусловленная различными причинами
(потребление белковых продуктов с низкой
биологической ценностью, использование научно
необоснованных диет, различной доступностью
населения к источникам полноценных белков),
сопровождается нарушением целого ряда
метаболических процессов, включая процессы
энергообеспечения [3] и гемостаза [4]. В то же время
диета с высоким содержанием сахарозы известна
своими кариогенными эффектами, развитием
ожирения, инсулинорезистентности, сахарного
диабета 2 типа и рака [5, 6]. Чрезмерное
потребление простых углеводов является причиной
возникновения неалкогольной жировой болезни
печени [7]. Интермедиаты, образующиеся в печени
при метаболизме глюкозы и фруктозы, активируют
фактор транскрипции ChREBP (Carbohydrate-responsive
element-binding protein), необходимый для экспрессии
мРНК липогенных генов, включая гены, кодирующие
синтазу жирных кислот и стеароил-КоА-десатуразу 1.
В то же время показано, что высокосахарозные
диеты не обязательно индуцируют ожирение,
но провоцируют эндокринные и метаболические
нарушения, в первую очередь непереносимость
глюкозы, гиперинсулинемию, гиперлипидемию и
интенсификацию синтеза маркеров воспаления [8, 9].

Печёночные и системные воспалительные цитокины,
продуцируемые при ожирении, активируют
внутриклеточные киназы, которые способны
ингибировать ключевые элементы сигнального пути
инсулина с последующим развитием резистентности
к инсулину [10]. Избыточное потребление сахарозы
сопровождается накоплением триглицеридов
в гепатоцитах с последующей интенсификацией
генерации активных форм кислорода (АФК)
и формированием окислительного стресса, что также
способствует воспалению в печени [11].

Хотя патогенез вышеуказанных нарушений,
как правило, сложен и разнообразен,
продемонстрировано, что избыточное производство
АФК в ходе хронического потребления рациона
с высоким содержанием сахарозы может
быть одним из факторов, способствующих
возникновению и прогрессированию указанных
нарушений обмена веществ [12]. Имеются
многочисленные сообщения об интенсификации
окислительных повреждений в скелетных
мышцах [13] и сердце [14] при употреблении
диеты с высоким содержанием сахарозы. Показано,
например, что при избыточном потреблении
сахарозы в жировой ткани людей повышается
генерация АФК с одновременным увеличением
активности NADPH-оксидазы и подавлением
экспрессии антиоксидантных ферментов [15].
В то же время особенности метаболических
изменений в печени в условиях употребления избытка
сахарозы на фоне алиментарного дефицита белка
остаются неизученными.
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Исследовали активность свободнорадикальных процессов в митохондриях печени крыс, содержавшихся
на высокосахарозном и низкобелковом/высокосахарозном рационе. Установлено, что избыточное потребление
сахарозы вызывает активацию свободнорадикальных процессов в митохондриях печени. Об этом свидетельствуют:
усиление генерации гидроксильного радикала, накопление первичных (диеновых конъюгатов, кетодиенов)
и вторичных продуктов (ТБК-реактивных продуктов) перекисного окисления липидов, увеличение соотношения
холестерин/фосфолипиды более чем в 2 раза, а также накопление продуктов окислительной модификации
белков (карбонильных производных). При сопутствующем алиментарном дефиците белка наблюдается
интенсификация свободнорадикальных процессов в митохондриях печени, что указывает на критическую роль
нарушения обеспеченности рациона пищевым белком для окислительного повреждения митохондриальных липидов
и белков и, соответственно, поддержания структурной целостности митохондрий. Выявленные различия
в интенсивности свободнорадикальных процессов в митохондриях печени крыс, содержащихся на высокосахарозном
и низкобелковом/высокосахарозном рационах, очевидно, могут рассматриваться как предпосылки для нарушения
функциональной активности печени в условиях нутриентного дисбаланса. 
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Целью нашей работы было исследование
интенсивности свободнорадикальных процессов
в митохондриях печени крыс,
содержавшихся на высокосахарозном и
низкобелковом/высокосахарозном рационе. 

МЕТОДИКА

Исследования проводили на 36 белых нелинейных
крысах массой 130-140 г и возрастом 2-2,5 месяца.
Крыс содержали в индивидуальных пластмассовых
клетках с песчаной подстилкой, доступ к воде
ad libitum. 

Животные были разделены на группы
(по 12 особей в каждой группе): К — контроль;
ВС — крысы, содержавшиеся на высокосахарозном
рационе 28 суток; НБР/ВС — крысы,
содержавшиеся на низкобелковом/высокосахарозном
рационе 28 суток.

Животные контрольной группы получали
рацион, содержащий 14% белка (в виде казеина),
10% жиров, 76% углеводов, сбалансированный
по всем нутриентам [16]. Животные группы ВС
получали рацион, содержащий 40% сахарозы
при общем уровне белка 14%, жиров — 10%,
углеводов — 76%. Животных группы НБР/ВС
содержали на низкобелковом/высокосахарозном
рационе: 4,7% белка, 40% сахарозы и необходимое
количество других нутриентов.

Цервикальную дислокацию крыс под лёгким
эфирным наркозом осуществляли на 29-е сутки
эксперимента. Митохондриальную фракцию
из гомогената печени выделяли методом
дифференциального центрифугирования при 0-3°С [17].

Интенсивность генерации гидроксильного
радикала определяли согласно методу [18].
Готовили инкубационную смесь, содержащую
20 мМ дезоксирибозу, 1 мМ Н2О2, 20 мМ натрий-
фосфатный буфер (рН 7,4) и исследуемый образец
(200 мкг белка). Смесь инкубировали 30 мин при 37°С,
после чего добавляли 0,5 мл 1% раствора
тиобарбитуровой кислоты (ТБК) в 50 мМ NaOH
и 0,5 мл 2,8% раствора трихлоруксусной кислоты.
Полученную смесь выдерживали 20 мин на кипящей
водяной бане, охлаждали и определяли величину
экстинции при 532 нм. Поскольку при определении
ОН-радикала и ТБК-активных продуктов
регистрируются одни и те же продукты, поглощающие
при 532 нм, есть вероятность получить завышенный
результат генерации ОН-радикала. Для предотвращения
этого параллельно для каждого исследуемого образца
проводили контрольный эксперимент, используя
перехватчик ОН-радикала — тиомочевину (конечная
концентрация 1,11 мМ) с добавлением ЭДТА
(конечная концентрация 0,22 мМ). При расчёте
результатов генерации ОН-радикала учитывали
значения, полученные в таком эксперименте.
Интенсивность генерации ОН-радикала выражали
в условных единицах (ΔЕ⋅102/(мин⋅мг белка)).

Для определения содержание первичных
продуктов ПОЛ (диеновых конъюгатов (ДК),
кетодиенов (КД)) использовали метод, основанный

на экстракции этих соединений смесью
равных объёмов гептана и изопропанола [19].
Для исследования использовали изопропанольную
фазу, в которую экстрагируются продукты
пероксидации фосфолипидов. Оптическую
плотность измеряли на спектрофотометре (“Agilent
Technologies”, США) против соответствующего
контроля, содержавшего воду вместо биологического
образца, при 232 нм (ДК), 273 нм (КД). Следует
отметить, что зарегистрированный против воды
УФ-спектр органического экстракта липидного
материала в области поглощения диеновых
конъюгатов (230-235 нм), представляет собой плечо
на склоне более интенсивного пика с максимумом
поглощения при 210-220 нм. В связи с этим
результаты определения ДК представлены
в относительных единицах ΔD233/мг белка.

Содержание ТБК-реактивных продуктов
определяли по реакции с ТБК, в результате
которой образуется окрашенный комплекс
с максимумом поглощения при 532 нм. Расчёт
производили по молярному коэффициенту экстинкции
ε532 = 1,56×105 см-1×М-1, с учётом концентрации белка
выражали в нмоль МДА/мг белка [20]. 

Соотношение холестерин/фосфолипиды определяли
как соотношение содержания общего холестерина
к содержанию фосфолипидов и выражали
вммоль/ммоль. Для исследования использовали экстракт
липидов, полученный по методу Фолча. Содержание
холестерина оценивали, используя стандартный
набор реактивов (“Филисит-Диагностика”, Украина).
Содержание фосфолипидов определяли по методу [21],
учитывая количество фосфора в комплексе
с молибдатом аммония.

Окислительную модификацию белков оценивали
по уровню карбонильных производных белков
с использованием 2,4-динитрофенилгидразина [22].
Содержание белка определяли по методу Лоури.

Статистический анализ данных проводили
с использованием критерия Стъюдента, различия
считали статистически значимыми при р≤0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты исследований показали,
что в митоходриях печени крыс, содержавшихся
на высокосахарозном рационе, наблюдается
интенсификация генерации ОН-радикала
в 2,3 раза по сравнению с показателями
контроля (рис. 1). В то же время максимальное
(более чем в 4 раза) увеличение генерации
ОН-радикала обнаружено у животных, содержавщихся
на низкобелковом/высокосахарозном рационе.
Известно, что гидроксильный радикал является
наиболее агрессивным среди АФК; при этом
чувствительной мишенью для его деструктивного
влияния являются полиненасыщенные жирные
кислоты фосфолипидов мембран [23]. Поэтому нами
исследовано содержание первичных (ДК, КД)
и вторичных (ТБК-активных соединений)
продуктов окислительного повреждения липидов
в митохондриях печени. 
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Анализ результатов исследования показал,
что у животных, содержащихся на высокосахарозном
рационе, наблюдается как накопление первичных
(рис. 2, 3), так и вторичных (рис. 4) продуктов ПОЛ.
При этом максимальная интенсификация
процессов ПОЛ обнаружена в печени крыс,
содержавшихся на низкобелковом/высокосахарозном
рационе. Вероятно, усугубляющее влияние дефицита
белка на интенсивность ПОЛ можно объяснить
несколькими причинами. Известно, что при дефиците
белка в организме наблюдается снижение концентрации
в тканях антиоксидантов, следствием чего является
нарушение антиоксидантного статуса [24]. Кроме
того, показано [25], что у лиц с алиментарным
дефицитом белка активация генерации АФК
в печени сопровождается замедлением защитных и
восстановительных процессов, опосредованных
нарушением синтеза или окислительной модификацией
регуляторных белков. С другой стороны, способность
клеток к восстановлению зависит от адекватности
энергообеспечения, а для животных, содержащихся
на низкобелковом/высокосахарозном рационе,
характерно как снижение активности NAD+-зависимых
реакций цикла Кребса, так и ферментативной
активности Комплекса I дыхательной цепи [3],
что также может рассматриватся как одно из звеньев
механизма интенсификации ПОЛ в исследуемых
экспериментальных условиях. Кроме того,
нарушение биоэнергетических функций митохондрий
печени крыс, содержащихся в условиях белковой
недостаточности и избыточного потребления
сахарозы сопровождается нарушением функций
пероксисом и развитием неалкогольного ожирения
печени, что авторы рассматривают как причину
метаболических нарушений в печени [26]. При этом
сохраняется способность к окислению жирных кислот
в гепатоцитах, что также способствует избыточной
продукции АФК. Вероятно, именно перегрузка
печени липидами, наблюдаемая при таком рационе,
может рассматривается как причина интенсификации

генерации АФК с последующим прогрессированием
неалкогольной жировой болезни печени, что может
быть связано как с неизбирательным окислительным
повреждением биомолекул, так и с нарушением
регуляции окислительно-восстановительных
процессов [27], хотя специфические молекулярные
механизмы ещё не совсем понятны. 

Рисунок 1. Интенсивность генерации гидроксильного
радикала в митохондриях печени крыс, содержащихся
в условиях нутриентного дисбаланса. Здесь и на других
рисунках: К — контроль; ВС — крысы, содержащиеся
на высокосахарозном рационе; НБР/ВС — крысы,
содержащиеся на низкобелковом/высокосахарозном
рационе. * — статистически достоверная разница
по сравнению с контролем, р≤0,05.

Рисунок 2. Содержание кетодиенов в митохондриях
печени крыс, содержащихся в условиях
нутриентного дисбаланса.

Рисунок 3. Содержание диеновых конъюгатов
в митохондриях печени крыс, содержащихся в условиях
нутриентного дисбаланса.

Рисунок 4. Содержание ТБК-активных продуктов
в митохондриях печени крыс, содержащихся в условиях
нутриентного дисбаланса.



Поскольку содержание продуктов ПОЛ является
показателем интенсивности свободнорадикального
повреждения биомембран, то полученные
результаты указывают на выраженные
деструктивные изменения митохондриальных
мембран в условиях нутриентного дисбаланса.
Следствием указанных изменений, вероятно,
будет нарушение функциональной активности
митохондрий. Такие нарушения могут рассматриватся
как предпосылка к повреждению гепатоцитов,
что было нами показано в ранее опубликованных
исследованиях [16]. Продукты ПОЛ, в первую
очередь ТБК-активные соединения, способны
взаимодействовать со свободными аминогруппами
белков и компонентами фосфолипидов [28],
следствием чего будет нарушение функцинирования
не только мембранных белковых комплексов,
но и нарушение барьерной функции
мембран в целом. Кроме того, следствием
интенсификации ПОЛ является изменение
электрического потенциала мембран, а также
изменение их компонентного состава [29]. 

Нами показано, что в условиях нутриентного
дисбаланса интенсификация ПОЛ в печени
сопровождается изменением соотношения
холестерина и фосфолипидов, основных липидных
компонентов мембран. Максимальное увеличение
соотношения холестерин/фосфолипиды, в 3,2 раза,
наблюдается у животных, употреблявших
низкобелковый/высокосахарозный рацион (рис. 5).
Указанные изменения свидетельствуют об увеличении
содержания в мембранах холестерина при снижении
содержания фосфолипидов. Вероятно, именно
интенсификация ПОЛ в печени и изменение
фосфолипидного состава мембран вследствии
свободнорадикального окисления полиненасыщенных
жирных кислот мембранных фосфолипидов
в исследуемых экспериментальных условиях
может рассматриваться как причина снижения
содержания фосфолипидов в мембранах.
Поскольку соотношение холестерина и
фосфолипидов определяют текучесть и вязкость
мембран [30], то, вероятно, установленные
изменения будут определяющими для нарушения
мембраносвязанных процессов.

Следует также отметить, что помимо
интенсификации ПОЛ, у животных,
употреблявших низкобелковый/высокосахарозный
рацион, в митохондриях печени наблюдается
резкое увеличение, более чем в 10 раз,
содержания продуктов окислительной модификации
белков (рис. 6). Накопление карбонильных
производных митохондриальных белков указывает
на их деструктивные изменения, что может
сопровождаться их фрагментацией либо агрегацией
с последующей потерей функциональной активности.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ВЫВОДЫ

Таким образом, избыточное потребление сахарозы
вызывает интенсификацию свободнорадикальных
процессов в митохондриях печени: усиление

генерации гидроксильного радикала в 2,3 раза,
накопление первичных и вторичных продуктов ПОЛ,
увеличение соотношения холестерин/фосфолипиды,
а также накопление продуктов окислительной
модификации белков. В то же время
сопутствующий алиментарный дефицит белка
значительно активирует свободнорадикальные
процессы в митохондриях печени, что указывает
на критическую роль нарушения обеспеченности
рациона пищевым белком для поддержания
структурной целостности митохондрий. Выявленные
отличия интенсивности свободнорадикальных
процессов в митохондриях печени крыс,
содержащихся на различных рационах, очевидно,
могут рассматриваться как предпосылки
для нарушения функциональной активности
печени в условиях нутриентного дисбаланса.
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Рисунок 5. Соотношение содержания общего холестерина
и фосфолипидов в печени крыс, содержащихся
в условиях нутриентного дисбаланса.

Рисунок 6. Содержание карбонильных производных
белков митохондрий печени крыс, содержащихся
в условиях нутриентного дисбаланса.
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FEATURES OF FREE RADICAL PROCESSES 
IN THE LIVER OF RATS WITH A NUTRIENT IMBALANCE

O.N. Voloshchuk*, Yu.V. Stus, G.P. Kopylchuk

Fedkovych Chernovtsi National University, Institute of Biology, Chemistry and Bioresources, 
Department of Biochemistry and Biotechnology, 

2 M. Cotsubinskogo str., Chernovtsi, 58000 Ukraine; *e-mail: o.voloschuk@chnu.edu.ua

The activity of free radical processes in liver mitochondria was investigated in rats kept on high-sucrose
and low protein/high-sucrose diets. Excess of dietary sucrose caused intensification of free radical processes in liver
mitochondria as evidenced by increased hydroxyl radical generation, accumulation of primary (conjugated dienes,
ketodienes) and secondary products (TBA-reactive products) of lipid peroxidation, increased cholesterol/phospholipids
ratio and also accumulation of oxidative modification products of proteins (carbonyl derivatives). Additional nutritional
protein deficiency (low protein/high-sucrose diet) enhanced destructive changes in liver mitochondria. This suggests
a critical role of nutrient protein supplementation for maintaining the functional activity of mitochondria.
The established changes can be considered as one of possible mechanisms of functional liver activity violation
in conditions of nutrient imbalance. 
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