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Проведены исследования по индуцированию пе-
рекисного (свободнорадикального) окисления ли-
пидов микросом печени крыс неферментативными
(аскорбатзависимыми) и ферментативными
(NADP•H-зависимыми) механизмами с содержа-
нием ацетилхолина в инкубационной среде. Полу-
ченные данные свидетельствуют: присутствие
ацетилхолина в инкубационной среде уменьшает
способность липидов микросом печени к окисле-
нию. После тепловой обработки микросом печени
присутствие ацетилхолина в инкубационной среде
также снижает способность липидов микросом к
окислению индуцированного ферментативным
(NADP•H-зависимым) механизмом. Уменьшение
активности белков эндоплазматического ретику-
лума гепатоцитов тепловой обработкой микросом
печени резко снижает способность липидов к окис-
лению ферментативным (NADP•H-зависимым) ме-
ханизмом.
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Studies have been conducted about the induction of
lipid peroxidation (free-radical) of rats liver micro-
somes by non-enzymatic (ascorbate-dependent) and en-

zymatic (NADP•H-dependent) mechanisms with acetyl-
choline in the incubation medium. The obtained data
indicate that the presence of acetylcholine in the incu-
bation medium reduces the ability of microsomal lipid
oxidation. After the heat treatment of liver microsomes,
the presence of acetylcholine in the incubation medium
also reduces the ability of the microsomal lipid oxida-
tion induced by enzymatic (NADP•H-dependent) mech-
anism. The decrease of protein activity of
endoplasmatic reticulum of hepatocytes by the heat
treatment of liver microsomes dramatically reduces the
ability of lipid oxidation by enzymatic (NADP•H-de-
pendent) mechanisms.

Key words: acetylcholine, liver microsomes, lipid per-
oxidation, heat treatment of liver microsomes, enzymatic
(NADP•H-dependent) lipid oxidation, non-enzymatic
(ascorbate-dependent) lipid oxidation.

Экспериментальные работы in vivo показали: не-
прямой холиномиметик неостигмин (прозерин), накап-
ливающий в тканях антихолинэстеразными
механизмами эндогенный ацетилхолин, увеличивает
окисление липидов печени на фоне кратковременной
(трехчасовой) холодовой нагрузки, создаваемой лабо-
раторным животным [12]. Отмечается ускорение и уве-
личение формирования малонового диальдегида
(МДА) гомогената печени на фоне снижения содержа-
ния диеновых коньюгатов и гидроперекисей, опреде-
ляемых в общих липидах печени.

Индуцирование перекисного (свободнорадикаль-
ного) окисления липидов (ПОЛ) печени in vitro фер-
ментативными (NADР•H-зависимыми) механизмами с
присутствием неостигмина в инкубационной среде в
концентрации 10-4М также приводит к увеличению
окисления липидов микросом печени [13]. Вместе с
тем ПОЛ, активируемое неферментативными (аскор-
бат-зависимыми) механизмами с присутствием в инку-
бационной среде неостигмина вызывает
противоположный эффект – уменьшение содержания
МДА [13] .

Такая разнонаправленность эффектов, возникаю-
щая в присутствии неостигмина при индуцировании
ПОЛ in vivo и in vitro ставит перед нами задачу прове-
дения ряда экспериментов in vitro с содержанием в ин-
кубационной среде ацетилхолина и сопоставления
полученных результатов окисления липидов с резуль-
татами окисления неостигмина in vitro.
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Материалы и методы исследования

Работа выполнена на кафедре фармакологии Амур-
ской государственной медицинской академии. Экспе-
римент проводили на белых беспородных
крысах-самцах массой до 200 г. В каждой группе проб
при индуцировании соответствующего механизма
окисления липидов содержалось 6 крыс, каждая проба
окисления липидов бралась от отдельного животного
и их общее количество в эксперименте достигало 50.

Все животные содержались в стандартных усло-
виях вивария с соблюдением режима кормления, тепла
и без ограничения доступа к питьевой воде. Протокол
экспериментальной части исследования на этапах со-
держания животных, моделирования патологических
процессов и выведения их из опыта соответствовал
принципам биологической этики, изложенным в Меж-
дународных рекомендациях по проведению медико-
биологических исследований с использованием
животных (1985), Европейской конвенции о защите по-
звоночных животных, используемых для эксперимен-
тов или в иных научных целях (Страсбург, 1986),
Приказе МЗ СССР №755 от 12.08.1977 г. «О мерах по
дальнейшему совершенствованию организационных
форм работы с использованием экспериментальных
животных», Приказе МЗ РФ №267 от 19.06.2003 г. «Об
утверждении правил лабораторной практики». 

После вскрытия брюшной и грудной полостей из-
влекали печень и готовили гомогенат с использованием
амино-метанового буфера и гомогенизатора Даунса.
Гомогенат печени центрифугировали при 9500 g в тече-
ние 20 минут при +4ºС. Полученная надосадочная
жидкость подвергалась дальнейшему центрифугирова-
нию при 24000 g в течение 120 минут при +4ºС. Осадок
микросом ресуспендировался в амино-метановом бу-
фере, определялась концентрация белка в микросомах
печени и в дальнейшем использовалась для решения
задач, поставленных в эксперименте [4, 5, 10, 21].

Определение окислительной активности ацетилхо-
лина производилось in vitro и оценивалось по способ-
ности уменьшать или увеличивать неферментативное
(аскорбатзависимое) и ферментативное (NADP•H-за-
висимое) свободнорадикальное ПОЛ в инкубационной
среде с содержанием в пробирке суспензии микросом
печени и выражалось в процентах. 

Перерасчёт содержания МДА после индуцирования
ПОЛ in vitro делали на 1 мг белка микросом. Прирост
оптической плотности (Δ) МДА рассчитывался по раз-
нице оптической плотности МДА после окисления
микросом и оптической плотности МДА до окисления
микросом [1, 6, 7, 8, 11].

Инкубационная смесь обьёмом 1 мл содержала 0,8
мМ акскорбиновой кислоты или 1 мМ NADP•H, 0,2
мМ пирофосфата Na, 50 мМ трис-HCL (аминометано-
вого) буфера (рН – 7,4).

Результаты проб с содержанием ацетилхолина
сравнивались с результатами проб, где окислялись
только липиды микросом. Молярная концентрация
ацетилхолина в инкубационной среде создавалась со-
гласно концентрации ацетилхолина при прохождении

его по сосудистому руслу ткани печени in situ и была
равна 10-3М, 10-4М, 10-5М, 10-6М. Окислительная актив-
ность ацетилхолина рассчитывалась по формуле [1].

Содержание МДА определяли в водной фазе сус-
пензий микросом при индуцировании аскорбатзависи-
мого (неферментативного) окисления липидов и
NADP•H-зависимого (ферментативного) окисления ли-
пидов микросом по цветной реакции с 2-тиобарбиту-
ровой кислотой [7, 19] .

Определение активности каталазы производили ко-
лориметрическим методом, основанным на цветной
реакции перекиси водорода с молибдатом аммония и
измерении цветного комплекса при длине волны λ-410
нм [11].

Снижения активности белка добивались нагрева-
нием микросом печени в стекле, температура в водя-
ной бане создавалась +80ºС [18, 24] .

Статистическую обработку результатов проводили
методом ANOVA с применением непараметрического
дисперсионного анализа (W.H.Kruskal, W.A.Wallis),
парного критерия Манна-Уитни (Mann-Whitney U-test).
Количественные значения представлены в виде ме-
дианы (Ме) и интерпроцентильного размаха [5-й про-
центиль; 95-й процентиль].

Результаты исследования и их обсуждение

Результаты исследований, полученные ранее in
vitro, свидетельствуют: присутствие в инкубационной
среде неостигмина (прозерина) мольной концентрации
10–4М вызывает увеличение окисления липидов мик-
росом печени при индуцировани окисления липидов
ферментативными (NADP•H-зависимыми) механиз-
мами [13]. 

Окисление же липидов неферментативными (аскор-
батзависимыми) механизмами с присутствием в инку-
бационной среде неостигмина мольной концентрации
10–4М показало: неостигмин (прозерин) способствует
возникновению антиоксидантного эффекта [13].

Разнонаправленность результатов, получаемых при
окислении липидов микросом печени с присутствием
неостигмина в инкубационной среде при индуцирова-
нии как неферментативных, так и ферментативных ме-
ханизмов окисления ставит перед нами вопрос: «Будет
ли оказывать влияние на окисление липидов микросом
печени присутствие ацетилхолина в инкубационной
среде? Способен ли ацетилхолин в присутствии липи-
дов микросом печени влиять на ферментативные и не-
ферментативные механизмы окисления липидов?».

Нами были получены следующие данные: присут-
ствие ацетилхолина в инкубационной среде при инду-
цированиии свободнорадикального ПОЛ микросом
печени как ферментативным (NADP•H-зависимым),
так и неферментативным (аскорбатзависимым) меха-
низмами в предложенных молярных концентрациях
вызывает антиоксидантный эффект (табл. 1, 2).

Сопоставляя данные по окислению липидов инку-
бационой среды в присутствии ацетилхолина можно
сделать обобщение: ацетилхолин во всех предложен-
ных молярных концентрациях (10-3М – 10-6М) при ин-
дуцировании как неферментативных
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(аскорбатзависимых), так и ферментативных
(NADP•H-зависимых) механизмов окисления липидов

in vitro приводит к уменьшению способности липидов
печени к окислению.

Таблица 1
Неферментативное (аскорбатзависимое) окисление липидов микросом с содержанием ацетилхолина

(АЦХ) в инкубационной среде

Концентрация
АЦХ

Содержание МДА в пробах до 
окисления липидов микросом

Содержание МДА в пробах после 
окисления липидов микросом

Окислительная 
активность АЦХ

1 группа проб 
(n=6) ΔЕ МДА
микросом, 

нмоль/мг белка

2 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом

+прозерин, 
нмоль/мг белка

3 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом, 

нмоль/мг белка

4 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом

+прозерин, 
нмоль/мг белка

10-3М 0,328 
[0,304; 0,348]

0,339 
[0,328; 0,349]

р2-1=0,179*

14,713 [14,0; 15,3]
р3-1=0,003
р3-2=0,004

12,015 [11,2; 12,9]
р4-1=0,0107
р4-2=0,00394
р4-3=0,004

+18,4% 
[12,3; 26,9]

10-4М 0,321 
[0,302; 0,331]

0,361 
[0,351; 0,372]
р2-1=0,00395

14,6 [14,8; 15,6]
р3-1=0,003

р3-2=0,0003

12,1 [11,5; 12,8]
р4-1=0,0197
р4-2=0,00394
р4-3=0,004

+19,2% 
[15,8; 21,5]

10-5М 0,327
[0,307; 0,346]

0,609
[0,579; 0,662]
р2-1=0,00394

14,9 [14,4; 15,9]
р3-1=0,00006

р3-2=0,000297

12,9 [12,0; 13,4]
р4-1=0,0197
р4-2=0,00395
р4-3=0,004

+15,1% 
[11,9; 16,5]

10-6М 0,326
[0,301; 0,343]

0,844 
[0,828; 0,855]

р2-1=0,0049

14,2 [14,34; 15,7]
р3-1=0,00006

р3-2=0,000297

13,5 [13,0; 14,2]
р4-1=0,0003
р4-2= 0,004

р4-3=0,00395

+13,4%
[8,7; 15,2]

Примечание: здесь и в таблицах 2 и 3 (+) – антиоксидантный эффект, (-) – прооксидантный эффект ацетилхо-
лина; * – значения статистически недостоверны (р>0,05).

Таблица 2 
Ферментативное (NADP•H-зависимое) окисление липидов микросом с содержанием ацетилхолина (АЦХ)

в инкубационной среде

Концентрация
АЦХ

Содержание МДА в пробах до 
окисления липидов микросом

Содержание МДА в пробах после 
окисления липидов микросом

Окислительная 
активность АЦХ

1 группа проб 
(n=6) ΔЕ МДА
микросом, 

нмоль/мг белка

2 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом

+прозерин,
нмоль/мг белка

3 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом, 

нмоль/мг белка

4 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом

+прозерин, 
нмоль/мг белка

10-3М 0,311 
[0,221; 0,331]

0,812 
[0,800; 0,831]
р2-1=0,00394

4,406 
[4,189; 4,603]

р3-1=0,0001
р3-2=0,0197

3,703 
[3,112; 3,936]

р4-1=0,0197
р4-2=0,004

р4-3=0,00216

+24,5%
[18,3; 28,7]

10-4М 0,309 
[0,232; 0,336]

0,621 
[0,607; 0,636]
р2-1=0,00216

4,511 
[4,172; 4,903]
р3-1=0,00395

р3-2=0,004

3,462 
[3,182; 3,908]
р4-1=0,000297
р4-2=0,00394
р4-3=0,00216

+30,4%
[27,54; 36,4]

10-5М 0,308 
[0,227; 0,339]

0,555 
[0,462; 0,662]
р2-1=0,00216

4,305 
[4,05; 4,913]
р3-1=0,0003
р3-2=0,00394

3,331 
[3,015; 3,889]

р4-1=0,004
р4-2=0,00216
р4-3=0,00395

+32,1%
[24,0; 40,3]

10-6М 0,310 
[0,231; 0,338]

0,545 
[0,412; 0,682]
р2-1=0,00395

4,216 
[4,083; 4,913]
р3-1=0,00006
р3-2=0,0197

3,131 
[2,915; 3,989]

р4-1=0,0197
р4-2=0,00394
р4-3=0,00216

+47,7%
[38,9; 48,4]
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Напоминаем: из полученных ранее данных присут-
ствие неостигмина в инкубационной среде (10-4М) [15]
при индуцировании ферментативного (NADP•H-зави-
симого) механизма окисления липидов микросом
печени приводит к увеличению окисления, а активиро-
вание неферментативного (аскорбатзависимого) меха-
низма окисления липидов in vitro неостигмином
уменьшает окисление липидов, вызывая антиоксидант-
ный эффект.

Липидная фаза остатков мембран эндоплазматиче-
ского ретикулума гепатоцитов (микросом печени)
предопределяет присутствие и работу комплекса гем-
тиолатных протеинов, обозначаемых как цитохром
Р450 [2, 20, 26], катализирующих оксигенацию помимо
ксенобиотиков и эндогенных компонентов клетки,
таких как монокарбоновые (жирные кислоты (преиму-
щественно С18, С20, C22) [27] с формированием из них
простаноидов, лейкотриенов, гидроксиэйкозатетраенов
(HETEs) [9, 14, 22], эпоксиэйкозатриеновых кислот
(EETs) [17], трактуемых как продукты свободноради-
кального ПОЛ. Поскольку в ферментативных механиз-
мах ПОЛ участвуют белковые компоненты мембран
эндоплазматического ретикулума гепатоцитов (цито-
хром Р450) [3, 20], то для выяснения вопроса о влиянии
на окисление липидов только ацетилхолина, а не про-
теинов, включённых в состав липидов мембран эндо-

плазматического ретикулума гепатоцитов, мы про-
извели тепловую инактивацию белка, включённого в
мембраны эндоплазматического ретикулума. 

Критерием потери активности белка, находящегося
в мембранах эндоплазматического ретикулума гепато-
цитов, служило определение способности разрушать
гидроперекись водорода (Н2О2) одним из ферментов,
относящихся к антиокислительной системе печени –
оценивалась активность каталазы из приготовленных
к окислению микросом печени.

Так, в микросомах печени, не подвергавшихся тер-
мообработке, активность каталазы оценивали в 24
ммоль/л-1, сек-1; после тепловой обработки микросом
печени активность каталазы определялась в 1,076
ммоль/л-1, сек-1 (р <0,005).

В результате тепловой обработки микросом печени
и проведенной с ними работы по окислению липидов
были получены данные, свидетельствующие о том, что
присутствие ацетилхолина в инкубационной среде во
всех предложенных молярных концентрациях при ин-
дуцировании ПОЛ микросом печени ферментатив-
ными (NADP•H-зависимыми) механизмами приводит
к резкому снижению окисления липидов печени, и
после произведенных расчётов – констатации факта о
возникновении антиоксидантного эффекта, вызывае-
мого ацетилхолином (табл. 3).

Таблица 3 
Ферментативное (NADP•H-зависимое) окисление липидов микросом с содержанием ацетилхолина (АЦХ)

в инкубационной среде после тепловой обработки микросом

Концентрация
АЦХ

Содержание МДА в пробах до 
окисления липидов микросом

Содержание МДА в пробах после 
окисления липидов микросом

Окислительная 
активность АЦХ1 группа проб 

(n=6) ΔЕ МДА
микросом, 

нмоль/мг белка

2 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом

+прозерин, 
нмоль/мг белка

3 группа проб 
(n=6) ΔЕМДА
микросом, 

нмоль/мг белка

4 группа проб
(n=6) ΔЕМДА
микросом

+прозерин, 
нмоль/мг белка

10-3М 1,083 
[1,009; 1,124]

1,201 
[1,176; 1,214]
р2-1=0,00526

1,109 
[1,1; 1,146]
р3-1=0,0131
р3-2=0,00394

1,042 
[1,021; 1,181]

р4-1=0,297*
р4-2=0,000533
р4-3=0,00394

+303%
[232; 714]

10-4М 1,116 
[1,0; 1,144]

1,234 
[1,204; 1,289]

р2-1=0,0031

1,112 
[0,986; 1,156]

р3-1=0,0131
р3-2=0,00395

1,151 
[1,091; 2,091]
р4-1=0,00151
р4-2=0,00394
р4-3=0,229*

+261%
[182; 663]

10-5М 1,017 
[0,921; 1,144]

1,195 
[1,108; 1,214]
р2-1=0,00216

1,095 
[0,916; 1,146]

р3-1=0,0131
р3-2=0,00395

1,183 
[1,164; 1,199]

р4-1=0,004
р4-2=0,546*
р4-3=0,00216

+138%
[115; 320]

10-6М 1,091 
[0,971; 1,104]

1,337 
[1,269; 1,492]
р2-1=0,00216

0,909 
[0,880; 1,116]
р3-1=0,00865

р3-2=0,004

1,162 
[1,048; 1,214]

р4-1=0,109*
р4-2=0,00394
р4-3=0,378*

+429%
[166; 652]
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Публикацией результатов, полученных в экспери-
менте, мы стараемся сделать акцент на вопросе о воз-
можном влиянии мускаринчуствительных
ацетилхолиновых зон (рецепторов) метабототропных
G-белков [15, 16, 23, 28] и никотинчуствительных аце-
тилхолиновых участков лиганд-проводящих ионных
каналов [14, 25] на формирование ПОЛ, где фермента-
тивные механизмы плазматической мембраны гепато-
цитов составляют основу работы холинотропных
рецепторов и поэтому вопрос о влиянии ферментатив-
ных механизмов индуцирующих ПОЛ in vitro в присут-
ствии ацетилхолина для нас играют важную роль, и не
только в определении способности самой молекулы
ацетилхолина индуцировать ПОЛ, но и во взаимоотно-
шениях между белками мембран и ацетилхолином. По-
этому важно отметить поведение ацетилхолина в
инкубационной среде при окислении липидов микро-
сом ферментативными (NADP•H-зависимыми) меха-
низмами. 

Структура молекулы ацетилхолина предраспола-
гает к возникновению феномена одноэлектронного
окисления и восстановления липидов с последующим
развитием перекисного (свободнорадикального) окис-
ления: присутствие в молекуле атома азота с неподе-
лённой электронной парой, сложная эфирная связь,
создаваемая двумя атомами кислорода в карбонильной
части молекулы.

Необходимо отметить, что полученные в экспери-
менте данные позволят подчеркнуть значимость бел-
ковых компонентов, включённых в липидную фазу
мембран при индуцировании ПОЛ.

Так, если до индуцирования окисления липидов и
до тепловой обработки микросом исходное содержа-
ние МДА в инкубационной среде составило 0,310
нмоль/мл гомогената (табл. 2), то после индуцирования
ПОЛ микросом ферментативными (NADP•H-зависи-
мыми) механизмами содержание МДА без тепловой
обработки микросом составило 4,406 нмоль/мл гомо-
гената, при р3-1=0,0001 (табл. 2). Это составляет 1421%
по отношению к 1 группе проб, к исходному содержа-
нию МДА инкубационной среды (табл. 2).

После же тепловой обработки микросом печени
разница в содержании МДА до окисления и после
окисления липидов при индуцировании ферментатив-
ного (NADP•H-зависимого) механизма составила всего
2,4%, соответственно (табл. 3).

Обобщая полученные данные можно сделать
вывод: присутствие в инкубационной среде ацетилхо-
лина в предложенных молярных концентрациях   (от
10-3 и до 10-6М) при индуцировании как нефермента-
тивных (аскорбатзависимых), так и ферментативных
(NADP•H-зависимых) механизмов ПОЛ приводит к
уменьшению окисления липидов печени.

Напоминаем, что введение экзогенного ацетилхо-
лина в ткань печени in situ давало прооксидантный эф-
фект.

Такая разнонаправленность получаемых эффектов
окисления липидов in vitro, in situ в присутствии аце-
тилхолина не может служить основанием для утвер-
ждения о том, что только входящие в состав молекулы

ацетилхолина структуры, содержащие атом азота и
атомы кислорода участвуют в формировании свобод-
норадикального ПОЛ печени. 

Определено: белки эндоплазматического ретику-
лума гепатоцитов участвуют в формировании ПОЛ, вы-
зываемого ферментативными (NADP•H-зависимыми)
механизмами, но связи между белком мембран эндо-
плазматического ретикулума гепатоцитов и присут-
ствующим в инкубационной среде ацетилхолином в
плане активации ПОЛ мы не видим, об этом говорит
полученный факт – после тепловой обработки белков
микросом печени сохраняется не только антиоксидант-
ный эффект ацетилхолина в инкубационной среде, но
он даже возрастает (табл. 2, 3).

Выводы

1. При индуцировании неферментативного (аскор-
батзависимого) окисления липидов микросом печени
ацетилхолин в инкубационной среде 10-3М, 10-4М,
10-5М, 10-6М снижает их способность к окислению.

2. Ацетилхолин инкубационной среды в концентра-
ции 10-3М, 10-4М, 10-5М, 10-6М при индуцировании фер-
ментативных (NADP•H-зависимых) механизмов
окисления липидов без тепловой обработки микросом
уменьшает способность липидов печени к окислению.
После тепловой обработки микросом присутствие аце-
тилхолина в инкубационной среде увеличивает анти-
оксидантный эффект.

3. Термообработка микросом печени резко снижает
выраженность свободнорадикального ПОЛ печени.
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