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Проведены экспериментальные исследования
по определению содержания диеновых конъюгатов
и гидроперекисей общих липидов печени, малоно-
вого диальдегида в гомогенате печени при введении
ацетилхолина in situ в ткань печени крыс. В резуль-
тате исследования установлено, что введение аце-
тилхолина in situ в ткань печени в молярной
концентрации 1,1×10-3 М увеличивает, а в молярной
концентрации 1,1×10-4 М, 1,1×10-5 М, 1,1×10-6 М
уменьшает содержание диеновых коньюгатов, ме-
тиловых эфиров жирных кислот С20:4 Δ 5,8,11,14 эй-
козатетраеновая (Арахи) и С20:5 Δ 5,8,11,14,17 –
эйкозапентаеновая (Эйкоза). Введение ацетилхо-
лина in situ в ткань печени повышает содержание
общих гидроперекисей и малонового диальдегида,
но снижает содержание α-токоферола.
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The experimental research to determine the content
of diene conjugates and common hydroperoxides in the
fraction of total lipids of the liver and of malondialde-
hyde in liver homogenate was done at the introduction
of acetylcholine in situ in the rats liver tissue. It was
found out that the introduction of acetylcholine in situ

in liver tissue in the molar concentration of 1.1×10-3 M
increases and in the molar concentration of 1.1×10-4 M,
1.1×10-5 M, 1.1×10-6 M reduces the content of diene con-
jugation and methyl esters of fatty acids C20:4 Δ 5,8,11,14
eicosatetraenoic (arachi) and C20:5 Δ 5,8,11,14,17 – eicos-
apentaenoic (eicosa). The introduction of acetylcholine
in situ in the liver tissue increases the content of total
hydroperoxides and malondialdehyde, but reduces the
concentration of α-tocopherol.

Key words: acetylcholine, diene conjugation, hydroper-
oxides, malonic dialdehyde, α-tocopherol, fatty acid methyl
esters.

Введение животным фармакологических агентов,
накапливающих антихолинэстеразными механизмами
эндогенный ацетилхолин (АЦХ) в ткани печени, при-
водит к изменениям содержания продуктов перекис-
ного (свободнорадикального) окисления липидов
(ПОЛ) печени в период кратковременной холодовой
нагрузки [12].

Прозерин (неостигмин) ускоряет формирование ко-
роткоцепочечного альдегида – малонового диальде-
гида (МДА) на фоне уменьшения гидроперекисей
(ГП), диеновых конъюгатов (ДК) общих липидов (ОЛ)
печени [11], способствует переходу жирных кислот
(ЖК) из cis- в trans- изомеры [11], увеличивает способ-
ность гомогената печени продуцировать активные
формы кислорода и приводит к росту содержания ме-
тиловых эфиров ЖК (МЭЖК) С20:4 Δ 5,8,11,14 – эйко-
затетраеновой (Арахи) и С20:5 Δ 5,8,11,14,17 –
эйкозапентаеновой (Эйкоза) [11].

Результаты экспериментов in vitro показывают: при-
сутствие неостигмина в инкубационной среде при ин-
дуцировании неферментативного (аскорбат-
зависимого) механизма ПОЛ микросом печени препят-
ствует, а активация ферментативного (NADР • H - за-
висимого) механизма ПОЛ способствует усилению
окисления липидов микросом печени [12].

Сопоставление результатов экспериментов in vivo и
in vitro в присутствии неостигмина свидетельствуют о
разнонаправленных направлениях в процессе ПОЛ
печени. Это заставляет высказывать предположение о
влиянии на ПОЛ печени не только составляющих мо-
лекулу неостигмина химических структур, но и о воз-
можном воздействии АЦХ через мускарино-
чуствительные ацетилхолиновые участки (рецепторы)
метаботропных G-белков [19, 26] и никотино-чустви-
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тельные лиганд проводящие ацетилхолиновые участки
ионных каналов плазматической мембраны гепатоци-
тов [1, 22].

Для уточнения вопроса о влиянии АЦХ на выра-
женность продуктов ПОЛ печени и были проведены
эксперименты по введению в ткань печени АЦХ in situ.

Материалы и методы исследования

Исследования проводились на 80 беспородных кры-
сах-самцах массой от 150 до 200 г. Животные содержа-
лись в стандартных условиях вивария с соблюдением
режима кормления, тепла, без ограничения доступа к
питьевой воде. Выбор животных базировался на зада-
чах экспериментов, связанных с феноменом стресса [4,
10].

Протокол экспериментальной части исследования
на этапах содержания животных, моделирования пато-
логических процессов и выведения их из опыта соот-
ветствовал принципам биологической этики,
изложенным в Международных рекомендациях по про-
ведению медико-биологических исследований с ис-
пользованием животных (1985), Европейской
конвенции о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов или в иных научных целях
(Страсбург, 1986), Приказе МЗ СССР №755 от
12.08.1977 г. «О мерах по дальнейшему совершенство-
ванию организационных форм работы с использова-
нием экспериментальных животных», Приказе МЗ РФ
№267 от 19.06.2003 г. «Об утверждении правил лабо-
раторной практики». Исследование одобрено этиче-
ским комитетом Амурской государственной
медицинской академии. 

Канюлированием одной из брыжеечных артерий
кишечника с выходом на портальный венозный синус
печени добивались прохождения через сосуды печени
раствора, содержащего от 10-3 М до 10-6 М АЦХ. Пла-
стиковую трубку гепаринизировали, лигатуру накла-
дывали на стенку сосуда с введённой канюлей и
фиксировали. Выход проходящего АЦХ регистриро-
вали через венозный синус правого предсердия мио-
карда. Синус правого предсердия миокарда животных
также предварительно канюлировали, накладывали ли-
гатуру на гепаринизированную стенку венозного си-
нуса и вводимой пластиковой трубки, фиксировали.

Для создания эффективного фильтрационного дав-
ления резервуар с находящимся раствором АЦХ под-
нимали над операционным столиком. По количеству
жидкости, выходящей из венозного синуса правого
предсердия миокарда, судили о фильтрационном дав-
лении, создаваемом в сосудах печени. Раствор кроме
АЦХ содержал 0,85% NaCl, 0,15 M KCl и 0,05 М кон-
центрации раствор пирофосфата.

Тепловой режим ткани печени достигался наложе-
нием на поверхность печени марлевого тампона, смо-
ченного тёплым физиологическим раствором с
содержанием 0,15 М КСl, в течение 2 часов.

Животные были разделены на 6 групп. В группе 1
(контроль1) сосудистое русло печени животных отмы-
валось от крови введением тёплого физиологического
раствора и 0,15 М р-ра KCl. 

В группе 2 (контроль2) кроме удаления крови из со-
судистого русла печени, в течение 2 часов (время по-
добрано экспериментально) проходил раствор,
содержащий 0,85% NaCl, 0,15 M KCl и 0,05 М раствор
пирофосфата.

В группах животных 3, 4, 5, 6 (табл.1, 2, 3, 4, 5) к
обозначенному составу раствора добавлялся АЦХ в
молярной концентрации от 1,1×10-3 М до 1,1×10-6 М.

Нейтральные классы липидов печени экстрагиро-
вали методом Фолча [2, 20] экстракция полярных ли-
пидов достигалось методом Блайя – Дайлера [15] с
последующим объединением липидов и выпариванием
растворителя из фракции ОЛ на роторном испарителе.
В основе метода определения ДК и ГП ЖК лежали ме-
тоды, описанные И.Д.Стальной и Л.А.Романовой [6, 8].
Маркёром короткоцепочечных альдегидов в ткани
печени служил МДА [14], определяемый в водной фазе
гомогената печени по реакции с 2-тиобарбитуровой
кислотой и образованием триметинового комплекса,
регистрируемого в спектре поглощения 532 нм [7]. Со-
держание α-токоферола в ОЛ печени оценивали по
цветной реакции с дипиридилом [3]. МЭЖК опреде-
ляли методом газовой хроматографии с применением
колонки ДВ-23, для определения полярных соединений
[16]. Режим прогрева колонки подбирался с условием
оптимального режима выхода МЭЖК [17].

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 (Me) и интерквартильного интервала (Q1 и Q3
), где Q1 – 5 перцентиль,Q3 – 95 перцентиль [5].

Результаты исследования и их обсуждение

Установлено, что АЦХ мольной концентрации
1,1×10-3 М увеличивает выраженность ДК ОЛ печени
при сравнении с группой животных контроль2 на 7,7%
(табл. 1). Мольная концентрация АЦХ 1,1×10-4 М in situ
не вызывает увеличение содержания ДК, а в концент-
рации 1,1×10-5 М и 1,1×10-6 М АЦХ достоверно сни-
жает содержание ДК на 10,6 и 34,1%, соответственно
(табл. 1).

Таким образом, АЦХ мольной концентрации
1,1×10-3 М способствует увеличению содержания ДК,
определяемых в ОЛ печени, а АЦХ мольной концент-
рации 1,1×10-4 М – 1,1×10-6 М приводит к снижению
содержания ДК (табл.1).

По данным литературы, основными субстратами с
оптимальным числом и конфигурацией двойных свя-
зей в алифатической цепочке ЖК, обеспечивающих
ПОЛ в ткани печени, являются ЖК С20 , в том числе
С20:4 Δ 5,8,11,14 эйкозатетраеновая (Арахи) и С20:5 Δ
5,8,11,14,17 эйкозапентаеновая (Эйкоза) [9, 21, 23].

Результаты экспериментов показывают – АЦХ
мольной концентрации 1,1×10-3 М приводит к увеличе-
нию содержания МЭЖК С20:4 Δ 5,8,11,14 эйкозатетрае-
новой (Арахи) и С20:5 Δ 5,8,11,14,17 эйкозапентаеновой
(Эйкоза) ЖК в 1,27 и 1,21 раза, соответственно (табл.
2).
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Уменьшение молярной концентрации АЦХ, прохо-
дящего по сосудистому руслу ткани печени in situ, со-
провождается снижением содержания МЭЖК С20:4 Δ

5,8,11,14 эйкозатетраеновой (Арахи) и С20:5 Δ
5,8,11,14,17 эйкозапентаеновой (Эйкоза) ЖК в ОЛ
печени (табл. 2, 3).

Таблица 1
Диеновые коньюгаты общих липидов печени (нмоль/ мл гомогената) после введения ацетилхолина in situ

в мольной концентрации 1,1×10-3 М – 1,1×10-6 М
Группа 1

(контроль1) 
интактные

(n=6)

Группа 2
(контроль2) 

0,85% NaCl, 0,15
M KCl, 0,05 М р-
р пирофосфата

(n=6)

Группа 3 (опыт1)
АЦХ 1,1×10-3 М

(n=6)

Группа 4 (опыт2)
АЦХ 1,1×10-4 М

(n=6)

Группа 5 (опыт3)
АЦХ 1,1×10-5 М

(n=6)

Группа 6 (опыт4)
АЦХ 1,1×10-6 М

(n=6)

303,6
[298,3; 310,1]

285,4 
[275,4; 294,6]

р2-1=0,0027

307,5 
[298,0; 314,0]

р3-1=0,332*
р3-2=0,0011

282,5
[270,3; 293,9]
р4-1=0,00547
р4-2=0,0641*
р4-3=0,000252

257,9
[249,8; 266,5]
р5-1=0,000237
р5-2=0,00119
р5-3=0,0427

р5-4=0,000778

212,8
[193,7; 231,8]

р6-1=0,798*
р6-2=0,000583
р6-3=0,907*
р6-4=0,00113

р6-5=0,000778

Примечание: здесь и далее в таблицах (*) – значения р недостоверны. 
Таблица 2

Метиловые эфиры жирных кислот (мкг/мл гомогената) на фоне введения ацетилхолина in situ в мольной
концентрации 1,1×10-3 М – 1,1×10-6 М

Группа 1
(контроль1) 
интактные

(n=6)

Группа 2
(контроль2) 

0,85% NaCl, 0,15
M KCl, 0,05 М р-
р пирофосфата

(n=6)

Группа 3 (опыт1)
АЦХ 1,1×10-3 М

(n=6)

Группа 4 (опыт2)
АЦХ 1,1×10-4 М

(n=6)

Группа 5 (опыт3)
АЦХ 1,1×10-5 М

(n=6)

Группа 6 (опыт4)
АЦХ 1,1×10-6 М

(n=6)

МЭЖК С20:4 Δ 5,8,11,14 эйкозатетраеновой (Арахи) 
6,775

[6,05; 7,112]
5,495

[4,92; 15,95]
р2-1=0,00395

7,021
[6,815; 7,213]

р3-1=0,0373
р3-2=0,000874

4,763
[4,533; 5,0]
р4-1=0,00037
р4-2=0,00432
р4-3=0,00216

4,14
[3,726; 4,419]
р5-1=0,00216
р5-2=0,00394

р5-3=0,004
р5-4=0,00395

3,321
[2,951; 3,5]
р6-1=0,00216
р6-2=0,004

р6-3=0,00394
р6-4=0,0034
р6-5=0,004

МЭЖК С20:5 Δ 5,8,11,14,17 эйкозапентаеновой (Эйкоза)
70,5

[68,1; 76,2]
81,5

[78,2; 86,6]
р2-1=0,00216

99,3
[90,1; 112,6]
р3-1=0,0003

р3-2=0,00394

81,0
[78,0; 86,5]
р4-1=0,00216
р4-2=0,936*

р4-3=0,00394

73,0
[69,2; 75,1]
р5-1=0,521*
р5-2=0,004

р5-3=0,00394
р5-4=0,00216

65,3
[61,1; 68,1]
р6-1=0,0216

р6-2=0,000397
р6-3=0,0197
р6-4=0,0333
р6-5=0,00394

Сопоставление и анализ данных позволяет сделать
следующие обобщения: АЦХ мольной концентрации
1,1×10–3 М увеличивает содержание как ДК, так и
МЭЖК С20:4 Δ 5,8,11,14 эйкозатетраеновой (Арахи) и
С20:5 Δ 5,8,11,14,17 эйкозапентаеновой (Эйкоза) ЖК
(табл. 1, 2). 

Уменьшение мольной концентрации АЦХ (1,1×
10-5 М; 1,1×10-6 М ) в растворе, проходящем через ткань
печени сопровождается уменьшением содержания ДК
и МЭЖК С20 Арахи и Эйкоза (табл.1, 2).

Полученные опытные данные могут служить осно-

ванием для утверждения: присутствие АЦХ в тканевой
среде печени предопределяет его участие в формиро-
вании ДК липидов печени, это же утверждение можно
отнести и к МЭЖК семейства ω-6 С20:4 Δ 5,8,11,14 эй-
козатетраеновой (Арахи) и МЭЖК семейства ω-3 С20:5
Δ 5,8,11,14,17 эйкозапентаеновой (Эйкоза).

Предполагаем, что изменение содержания ДК в
ткани печени происходит через образование неспарен-
ной валентности у метиленовых групп C20:4 Δ 5,8,11,14
эйкозатетраеновой ЖК (Арахи) и C20:5 Δ 5,8,11,14,17 эй-
козапентаеновой ЖК (Эйкоза) с последующей делока-
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лизацией двойных связей и возникновением петадие-
нилового мотива вышеперечисленных ЖК С20, и даль-
нейшей перегруппировкой двойных связей и
формированием коньюгированных диенов в присут-
ствии АЦХ. 

Тем более что результаты экспериментов свиде-
тельствуют: вводимый в ткань печени АЦХ мольной
концентрации 1,1×10-3 М приводит к увеличению со-
держания ДК, МЭЖК С20, определяемых в ОЛ печени,
а последующее снижение молярной концентрации вво-
димого в ткань печени АЦХ in situ сопровождается
уменьшением содержания МЭЖК С20 и снижением ДК
(табл. 1, 2).

Образование конъюгированных диенов в ЖК под-
разумевает и образование перокси радикала. Кислород
перокси радикала, обладая достаточно высокой реак-
ционной способностью, вступает в связь практически
с любым атомом водорода, образуя гидроперекисную

группу ЖК.
Донатором водорода для формирования ГП ЖК в

структуре перокси радикала обычно служат два эле-
мента – это водород жирнокислотного ацила или водо-
род гидроксила α-токоферола [13, 24, 25]. В наших
экспериментах при определении содержания α-токофе-
рола в ОЛ печени после прохождения АЦХ по сосуди-
стому руслу печени мы отмечали следующую
закономерность: введение в ткань печени АЦХ in situ
приводит к снижению содержания α-токоферола (табл.
3).

При оценке содержания ГП ЖК липидов печени
были получены результаты, свидетельствующие о про-
тивоположном – прохождение АЦХ по сосудистому
руслу ткани печени in situ, за исключением АЦХ в
мольной концентрации 1,1×10–4 М, приводит к уве-
личению содержания ГП ЖК (табл. 4).

Таблица 3
Содержание α-токоферола в общих липидах (мкг/мг липида) после введения ацетилхолина в ткань

печени в мольной концентрации 1,1×10-3 М – 1,1×10-6 М
Группа 1

(контроль1) 
интактные

(n=6)

Группа 2
(контроль2) 

0,85% NaCl, 0,15
M KCl, 0,05 М р-
р пирофосфата

(n=6)

Группа 3 (опыт1)
АЦХ 1,1×10-3 М

(n=6)

Группа 4 (опыт2)
АЦХ 1,1×10-4 М

(n=6)

Группа 5 (опыт3)
АЦХ 1,1×10-5 М

(n=6)

Группа 6 (опыт4)
АЦХ 1,1×10-6 М

(n=6)

5,64
[4,96; 5,87]

4,32
[4,01; 4,82]
р2-1=0,00394

3,775
[3,45; 3,95]

р3-1=0,000297
р3-2=0,00216

3,11
[2,99; 3,41]
р4-1=0,0001
р4-2=0,0197

р4-3=0,00394

2,79
[2,69; 2,9]
р5-1=0,004

р5-2=0,00397
р5-3=0,00216
р5-4=0,00394

2,39
[2,18; 2,65]
р6-1=0,00216
р6-2=0,00394
р6-3=0,004

р6-4=0,00216
р6-5=0,004

Таблица 4 
Содержание гидроперекисей жирных кислот в общих липидах (нмоль/мл гомогената) после введения 

ацетилхолина в ткань печени в мольной концентрации 1,1×10-3 М – 1,1×10-6 М
Группа 1

(контроль1) 
интактные

(n=6)

Группа 2
(контроль2) 

0,85% NaCl, 0,15
M KCl, 0,05 М р-
р пирофосфата

(n=6)

Группа 3 (опыт1)
АЦХ 1,1×10-3 М

(n=6)

Группа 4 (опыт2)
АЦХ 1,1×10-4 М

(n=6)

Группа 5 (опыт3)
АЦХ 1,1×10-5 М

(n=6)

Группа 6 (опыт4)
АЦХ 1,1×10-6 М

(n=6)

17,9
[16,7; 19,2]

11,1
[9,7; 12,6]
р2-1=0,0161

17,9
[16,8; 21,3]
р3-1=0,688*

р3-2=0,00674

10,6
[9,6; 12,3]

р4-1=0,00426
р4-2=0,423*

р4-3=0,00426

25,4
[23,8; 27,4]
р5-1=0,00395

р5-2=0,003
р5-3=0,00394
р5-4=0,000297

17,0
[15,3; 19,8]
р6-1=0,336*
р6-2=0,00395

р6-3=0,2*
р6-4=0,00394
р6-5=0,00216

Сопоставляя данные по содержанию α-токоферола
и ГП ЖК в липидах печени можно предположить сле-
дующую версию происходящих событий: если донато-
ром водорода для сформированного в жирнокислотном
ациле перокси радикала является гидроксильная
группа α-токоферола, то снижение содержания α-токо-
ферола в ОЛ печени при прохождении АЦХ в ткани
печени in situ (табл. 4) становится вполне объяснимым

явлением – происходит большее расходование пула со-
держащегося в липидах α-токоферола за счёт донати-
рования атома водорода α-токоферолом (рис.) в
присутствии экзогенно вводимого в ткань печени АЦХ
[24].

Тем более что повышение содержания ГП ЖК в ли-
пидах печени (табл. 5) свидетельствует в пользу пред-
положения о связи между уменьшением содержания
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α-токоферола в ОЛ печени и повышением ГП в присут-
ствии экзогенного АЦХ.

Появление альдегидного кислорода в жирнокислот-
ных алифатах при β-расщеплении ГП ЖК (как пра-
вило, катализируется гемсодержащими компонентами
белка) сопровождается формированием длиноцепочеч-
ных [4-hydroxy-2-nanoenal (4-HNE) ], короткоцепочеч-
ных (malondialdehyde, acrolein, glyoxal) альдегидов и

γ-кетоальдегидов (isolevuglandin) [18 ].
Данные по определению нами одного из коротко-

цепочечных альдегидов – МДА свидетельствуют: вве-
дение в ткань печени АЦХ молярной концентрации
1,1×10-3 М; 1,1×10-4 М; 1,1×10-6 М приводит к увеличе-
нию его содержания при определении в гомогенате
печени (табл. 5).

Рис. Ингибирование α-токоферолом распространения липидного перокси радикала.
Таблица 5 

Содержание малонового диальдегида в гомогенате печени (нмоль/мл гомогената) после введения 
ацетилхолина в ткань печени в мольной концентрации 1,1×10-3 М - 1,1×10-6 М

Группа 1
(контроль1) 
интактные

(n=6)

Группа 2
(контроль2) 

0,85% NaCl, 0,15
M KCl, 0,05 М р-
р пирофосфата

(n=6)

Группа 3 (опыт1)
АЦХ 1,1×10-3 М

(n=6)

Группа 4 (опыт2)
АЦХ 1,1×10-4 М

(n=6)

Группа 5 (опыт3)
АЦХ 1,1×10-5 М

(n=6)

Группа 6 (опыт4)
АЦХ 1,1×10-6 М

(n=6)

3,45
[2,86; 4,6]

6,318
[5,58; 6,79]
р2-1=0,00394

6,788
[6,35; 7,04]
р3-1=0,00119
р3-2=0,065

15,294
[13,84; 16,87]

р4-1=0,004
р4-2=0,00119
р4-3=0,00395

5,706
[4,85; 6,679]
р5-1=0,00395
р5-2=0,149*
р5-3=0,0131
р5-4=0,00394

8,073
[7,52; 8,25]
р6-1=0,00394
р6-2=0,004

р6-3=0,00395
р6-4=0,004

р6-5=0,00494

Таким образом, экзогенно вводимый в ткань печени
АЦХ in situ при снижении молярной концентрации
приводит к снижению содержания МЭЖК С20:4 Δ
5,8,11,14 эйкозатетраеновой ЖК (Арахи) и С20:5 Δ
5,8,11,14,17 эйкозапентаеновой ЖК (Эйкоза), ДК и α-
токоферола, но регистрируется повышение уровня ГП
ЖК в ОЛ печени и увеличение содержания МДА, опре-
деляемого в гомогенате печени. Изменение выражен-
ности продуктов и субстратных составляющих ПОЛ в
ткани печени мы связываем с введением и изменением
молярной концентрации АЦХ, вводимого в ткань
печени in situ.

Выводы

1. Введение в ткань печени экзогенного АЦХ in situ
в молярной концентрации 1,1×10-3 М увеличивает, а в
молярной концентрации 1,1×10-4 М, 1,1×10-5 М, 1,1×
10-6 М уменьшает содержание МЭЖК С20:4 Δ 5,8,11,14
эйкозатетраеновой ЖК (Арахи) и С20:5 Δ 5,8,11,14,17 эй-
козапентаеновой ЖК (Эйкоза).

2. Содержание ДК в ОЛ печени при введении АЦХ
в ткань печени при молярной концентрации 1,1×10-3 М
увеличивается, а при введении АЦХ в молярной кон-
центрации 1,1×10-4 М, 1,1×10-5 М, 1,1×10-6 М уменьша-

ется.
3. Прохождение по сосудистому руслу ткани печени

АЦХ в мольной концентрации 1,1×10-3 М, 1,1×10-4 М,
1,1×10-5 М, 1,1×10-6 М сопровождается снижением со-
держания α-токоферола, определяемого в ОЛ печени.

4. На фоне снижения ДК отмечается увеличение со-
держания ГП ЖК в ОЛ печени и количественный рост
МДА в гомогенате печени при введении АЦХ in situ в
ткань печени.
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