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Б экспериментах на крысах впервые установлено наличие цитотоксического эффекта т трахлор 
метана на механизм деления клетки. Он сопровождается изменениями активности 5'-нуклеотц 
дозы и содержания фосфолипидов и холестерина в сыворотке крови и микросомной фракции клеток 
печени. Впервые показано, что введение на фоне токсического гепатита производного а-токофе-
рола с укороченной боковой цепью, в отличие от самого витамина E стимулирует активность 
5'-нуклеотидазы и нормализует липидный состав сыворотки крови и микросомной фракции 
клеток печени. 

Введение. Возрастание химического загрязнения 
сргды обусловливает особую актуальность исследо-
ваний процессов биотрансформации ксенобиотиков. 
Их метаболизм in vivo, в основном, предполагает 
активацию процессов формирования свободных ра-
дикалов. Тетрахлорметан, являющийся классиче-
ским гепатотоксином и гепатоканцерогеном in vivo 
в реакциях, катализируемых P-450-зависимыми 
ферментными системами, преобразуется до свобод-
ных радикалов, способных инициировать аутоката-
литическое липопереокисление, нарушать протека-
ние процессов обмена белков, липидов и углеводов, 
а также стабильность мембранных структур клетки 
[1]. Широкий спектр повреждающих эффектов 
производных тетрахлорметана определяет необхо-
димость параллельного исследования цитологиче-
ских и биохимических изменений в организме при 
его введении. 

В частности, если гепатоканцерогенность тет-
рахлорметана четко установлена для различных 
видов животных, то результаты изучения его вли-
яния на мутагенез далеке неоднозначны [2]. Тет-
рахлорметан не вызывал аберрашш хромосом и 
репаративного синтеза ДНК в гепатоцитах in vivo, 
однако данные тестов in vitro свидетельствуют о 
наличии мутагенной активности названного соеди-
нения 12 ]. 
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Запуск процессов мутагенеза в организме сс 
провождается серьезными изменениями в метабо-
лизме белков, нуклеиновых кислот, нуклеотидов, 
липидов, энергетическом обмене, вызывает пере-
стройки мембранных структур, отклонения в ха 
рактере функционирования ряда ферментных сис 
тем [3] и, в частности, 5'-нуклеотидазы, играющей 
важную роль в метаболизме аденозина (эндогенно 
го гепатопротектора) [4 ]. Участвуя в метаболизме 
IMP, GMP, CMP, AMP, UMP, 5'-нуклеотидаза 
может рассматриваться как один из ключевых фер-
ментов обмена белков, нуклеиновых кислот, энер-
гии, а также механизмов передачи информации на 
организменном и клеточном уровне [5!. Помим » 
участия в поддержании нормальных метаболиче-
ских процессов в организме данный ф е р м е н т суще-
ствен также и для процессов детоксикации целого 
ряда ксенобиотиков [6 ]. 

Мембраноповреждающий эффект ксенобиоти-
ков и, в частности, тетрахлорметана затрагивает я 
липидный состав мембранных структур клетки [71 

Доказан полифункциональный характер стаби-
лизирующего воздействия α-токоферола на биа-
мембраны, включающего торможение перехисного 
окисления липидов, защиту от синглетного кисло-
рода, структурную стабилизацию и модификацию 
активности мембраносвязанных ферментов [8 ]. 

Учитывая все вышеизложенное, целью нашей 
работы явилось определение цитотоксического эф-
фекта тетрахлорметана в клетках костного мозга 
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крыс при воспроизведении у них токсического ге-
патита. Наряду с этим исследовали активность 
5'-нуклеотидазы и липидный состав сыворотки кро-
ви и микросомной фракции клеток печени при 
данной патологии и введении витамина E и его 
производного с укороченной боковой цепью. 

Материалы и методы. Эксперименты проводи-
ли на белых крысах-самцах массой 180—250 г, 
содержащихся на стандартном рационе вивария. 
Для цитологических исследований тетрахлорметан 
(в виде 50 %-го раствора на подсолнечном масле) 
в дозе 0,2 мл на 1СЮ г массы тела крыс вводили 
внутрижелудочно 2 раза в неделю на протяжении 
1,5 месяца. Через 18 ч после последнего введения 
тетрахлорметана животным внутрибрюшинно вво-
дили раствор колхицина из расчета 5 мкг/100 г 
массы гела. Через 1,5 ч животных умерщвляли 
методом цервикальной дислокации. Контрольной 
группе животных на протяжении 1,5 месяца внут-
рижелудочно вводили в таком же объеме подсол-
нечное масло Извлекали бедренную кость, удаля-
ли эпифизы и с помощью гипотонического раствора 
(0,75 M KCl) вымывали костный мозг. Препараты 
метафазных хромосом готовили по общепринятым 
методам [9 ], фиксировал и смесью этанол : уксус-
ная кислота (3 : 1), окрашивали по Унна-блю. Ана-
лизировали препараты под; иммерсионным объекти-
вом (X 100) микроскопа Microphot с учетом требо-
ваний к цитогенетическому метафазному анализу 
[10]. Учитывали также геномные и хромосомные 
повреждения в наследственных структурах клеток 
костного мозга. 

Для биохимических экспериментов животные 
были разделены на четыре группы: 1 — интактные; 
2 — получавшие этанол с тетрахлорметаном; 3, 
4 — получавшие данные гепатотоксины и витамин 
E или производное витамина с укороченной боко-
вой цепью соответственно. Гепатотоксины вводили 
в течение 45 дней трижды в неделю: 1 %-й раствор 
этанола из расчета 35 мг/кг массы тела и с 
интервалом 20—30 мин — 20 %-й масляный рас-
твор тетрахлорметана из расчета 20 мг/кг" массы 
тела. Препараты витамина E и его производпогс с 
укороченной боковой цепью вводили перорально (в 
виде масляных растворов) на протяжении 10 дней 
ежедневно из расчета 10 мг/кг массы тела за 
30 мин до введения гепатотоксинов. На 46-й день 
эксперимента животных забивали декапитацией. 
Развитие хронического токсического гепатита кон-
тролировали по комплексу общепринятых биохи-
мических и патоморфологических показателей 

[ И ] . 

Для исследований использовали печень и сыво-
ротку крови. Печень промывали через воротную 

вену охлажденным 1 %-м раствором KCl, гомоге-
низировали в 0,05 M трис-HCl (рН 7,4). Микросом-
ную фракцию получали по методам [12, 131. Белок 
определяли по Лоури [14]. Липидные экстракты 
микросом получали по модифицированной методи-
ке Фолча [15]. Содержание холестерина определя-
ли по методу 116], предполагающему его взаимо-
действие с хлористым железом, уксусной и сер. ой 
кислотами. Определение общих фосфолипидов осу-
ществляли по [16]. В сыворотке крови крыс опре-
деляли активность 5'-нуклеотидазы, как в работе 
[17]. 

Результаты и обсуждение. Результаты цитоло-
гических исследований представлены в таблице. Из 
полученных данных видно, что тетрахлорметан в 
исследованной дозе не вызывал изменений струк-
туры хромосом в клетках костного кэзга живо-
тных, в основе которых лежит непосредственное 
повреждение самой структуры ДНК. Единичные 
случаи обнаружения аберраций заключались в по-
явлении пробелов (гепов) в структуре ДНК, кото-
рые считаются хромосомной «предпатологией-
118 ]. Числовые изменения хромосомного набора 
могут быть обусловлены нарушениями митотиче-
ского аппарата деления клетки. Определение пока-
зателей анеуплоидии является эффективным тес 
том на мутагенность [19]. Из таблипы видно, чго 
показатели анеуплоидии в опытной группе живо-
тных достоверно не отличались от таковых в к о т 
роле. 

В то же время тетрахлорметан в наших экспе-
риментах достоверно повышал количество геном-
ных изменений, проявляющихся в возникновении 
клеток различной плоидности, но с преобладание.» 
клеток с набором хромосом, равным 4η Такие 
изменения в геноме клетки представляют со(юи 
иной, в отличие от хромосомных, класс мутаций. 
Объектом действия в данном случае является не 
структура самой ДНК, а непосредственно аппарат 

Цитологические изменения в клетках костного мозга крыс, 
подвергшихся воздействию CCU (%, М ± п . п - 6—7) 

Количество 

Группа животных 
структурных аберра-

ций хромосом 
анеуплоидных 

метафаз 
полиплоиды»·/ 

метафаз 

К о н т р о л ь 0 1 3 , 8 . ± 1 , 3 2 , 0 + 0 5 

C C U 0 , 5 2 ± 0 , 3 6 1 5 , 3 ± ! , 8 6 . 2 + 1 . 5 * 

* р < 0 , 0 5 . 

13 



БОНДАРЕНКО Л. Б И ДР. 

деления клетки [20 ]. Полученные нами результаты 
согласуются с гипотезой Бродского [12] о том, что 
полиплоидизация является; морфологическим отве-
том клетки на возрастание функциональной на-
грузки под влиянием ксенобиотика. Следовательно, 
возрастание числа полиплоидных клеток отражает 
смену этапов компенсаторно-приспособительной 
перестройки организма [2,2 ]. Таким образом, полу-
ченные нами данные свидетельствуют о том, что 
цитотоксический эффект тетрахлорметана состоит 
в воздействии на механизм деления клетки без 
изменений структуры ДНК. 

Цитотоксическое действие CCl4 может также 
осуществляться за счет стимуляции биосинтеза ци-
тотоксичных продуктов перекисного окисления ли-
пидов и изменения активности ферментов нуклео-
тидного обмена [1, 23]. 

Результаты изучения активности 5'-нуклеоти-
дазы при токсическом гепатите и введении произ-
водных «-токоферола представлены на рис. 1. Вид-
но, что развитие токсического гепатита сопровож-
дается не только морфологическими изменениями 

Рис. 1. Активность 5'-нуклеотидазы сыворотки крови крыс (ось 
ординат) при токсическом гепатите и введении витамина E или 
его производного с укороченной боковой цепью ( М ± т , η - 6, в 
10 10 моль Pin за мин на мг белка): 1 — интактные животные; 
2 — токсический гепатит; 3 — токсический гепатит + витамин 
Е; 4 — токсический гепатит + производное витамина E с укоро-
ченной боковой цепью; 'достоверные отличия по сравнению с 
группой 1 

клеток организма (см. таблицу), но и четкой тен-
денцией к повышению активности данного фермен-
та. Этот процесс, вероятно, осуществляется не за 
счет синтеза белка de novo, а вследствие его 
высвобождения из мембран клеток после мембра-
ноповреждающего действия тетрахлорметана. Эго 
подтверждается данными других авторов [24 ], от-
мечавших снижение активности мембраносвязан-
ной фракции 5'-нуклеотидазы печени крыс с ток-
сическим гепатитом, вызванным CCl4. Такое повы-
ш е н и е а к т и в н о с т и ф е р м е н т а может 
рассматриваться как составляющая компенсаторне 
го ответа организма на введение CCI4, поскольку 
образующийся в результате данной фермента те в 
ной реакции аденозин является эффективным гена 
топротектором даже при летальных доза^ тетрах-
лорметана у крыс, оказывает антилипопероксида 
тивное действие, регулирует функционирование 
P-450-зависимых ферментов и уровень окжленик 
глутатиона [25]. Хотя данное соединение не пре 
кращает образования свободных радикалов в ходе 
метаболизма тетрахлорметана в организме, однакс 
затрудняет встраивание CCl4 в липиды микросом-
ной фракции [25 ]. Кроме того, продукты его ката -
болизма выступают в качестве «ловушек» свобод 
ных радикалов [25 ]. 

Введение витамина E или его короткоцепочеч 
ного производного на фоне токсического гепатит.· 
приводило к усилению компенсаторной реакцй. 
организма на воздействие тетрахлорметана. Уро-
вень активности 5'-нуклеотидазы достоверно повъ 
шалея по сравнению с нормой в обеих группах: пру. 
введении витамина E — на 65 %, при введении его 
производного — на 25 %. Такое влияние витамина 
E и его производного с укороченной боковой цепью 
на активность 5'-нуклеотидазы, возможно, обус 
ловлено мембранотропным эффектом данных сое 
динений [8 ], вызывающим переход части мгмбра-
носвязанного фермента в растворимую форму, на 
долю которой приходится 73 % всей специфи 
ской ферментативной активности [26]. 

Результаты изучения изменений фосфолишщ 
ного состава сыворотки крови и микросомног . «рак 
ции клеток печени при токсическом гепатите Р. 
введении производных α-токоферола представлены 
на рис. 2. Развитие токсического гепатита сопро-
вождается снижением содержание общих фосфо--ч 
пидов в микросомной фракции (рис. 2, р2). Тен-
денция к такому же снижению содержания общи 
фосфолипидов отмечена и в сыворотке крови (рис 
2, p i ) . Таким образом, наблюдаемые изменения 
содержания фосфолипидов не могут быть отнесен: 
за счет простого перераспределения данных соеди 
нений в организме, а, вероятно, обусловлены сері; 
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Рис. 2. Содержание общих фосфолипидов и сыворотке кроьи и 
микросомной фракции клеток печени крыс при токсическом 
гепатите и введении витамина E или его производного с укоро-
ченной боковой цепью (М±т, п·- 6): ! — интактные животные; 
2 — токсический гепатит; 3 — токсический гепатит + витамин 
Ε; Φ — токсический гепатит + производное витамина E с укоро-
ченной боковой цепью; pi — сыворотка (в мг%); р2 — микро-
сомы (в мг/мг белка); * достані рные отличия по сравнению с 
группой 1 и **с токсическим гепатитом 

Рис. 3. Содержание общего холестерина в сыворотке крови 
микросомной фракции клеток печени крыс при токсическом 
гепатите и введении витамина E или его производного с укоро-
ченной бок овой цепью (М±/я, / 1 - 6 ) : 1 — интактные животные; 
2 — токсический гепатит; 3 — токсический гепатит + витамин 
Е; 4 — токсический гепатит + производное витамина E с укоре 
ченной боковой цепью; pi — сыворотка (в мг%); р2 — микро-
сомы (в мг./мг); 'достоверные отличия по сравнению с группой 
1 и **с токсическим гепатитом 

езиыми нарушениями в липидном обмене при ток-
сическом гепатите, вызванном введением тетра-
хлорметана [1, 2, 7]. Это предположение подтвер-
ждается и данными других авторов, отмечавших 
подавление биосинтеза фосфолипидов в печени 
крыс, пораженной тетрахлорметаном [7 ]. Введение 
а-токоферола не нормализовало данных показате-
лей. 

В отличие от самого витамина E при введении 
его производного отмечалось достоверное по срав-
нению с токсическим гепатитом увеличение до 
уровня нормы содержания общих фосфолипидов 
как в сыворотке крови, так и в микросомней 
фракции клеток печени. Такое влияние производ-
ного α-токоферола может быть обусловлено особен-
ностями структуры его молекулы, позволяющей 
данному соединению легче встраиваться в мембра-
ны, образовывать более прочные комплексы с жир-
нокислотными группировками фосфолипидов, лег-
че регенерировать после свободнорадикального 
окисления, что приводит к повышенной по сравне-
нию с витамином E способности подавлять процес-
сы перекисного окисления, интенсифицированные 
при токсическом гепатите, стабилизировать струк-

туры мембран за счет непосредственного взаимо-
действия с молекулами фосфолипидов, а также 
регулировать активность фосфолипаз [8, 27, 28]. С 
этим вполне согласуются и полученные нами ре-
зультаты но влиянию витамина E и его производ-
ного с укороченной боковой цепью на содержание 
общих фосфолипидов в микросомной фракции кле 
ток печени. 

Данные по изучению содержания общего холе-
стерина в сыворотке кропи и микросомной фракции 
клеток печени, представленные на рис. 3, свиде-
тельствуют о том, что при развитии хронического 
токсического гепатита в сыворотке крови отмечает-
ся повышение (рис. 3, p i ) , а в мембранах микро-
сомной фракции клеток печени; — снижение содер-
жания общего хол естерина (рис. 3, р2) Это, оче-
видно, обусловлено мембраноповреждающи'·-
эффектом тетрахлорметана, вызывающим высьо-
божденые части холестерина, встроенного в мемб-
раны, во внеклеточное пространство [1, 2]. Введе-
ние α-токоферола не приводило к достоверной 
нормализации данных показателей. В отличие от 
самого витамина E при введении егс производного 
отмечалось достоверное по сравнению с токсиче 
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скнм гепатитом увеличение содержания общею 
холестерина в микросомной фракции клеток пече-
ни и его достоверное снижение в сыворотке КРОБИ 
до уровня нормы. Это, возможно, обусловлено 
более выраженным мембраностабвлизирующим и 
антиоксидантним эффектам производного витами-
на E [8, 27, 28]. Полученные нами данные о 
различиях в эффектах витамина E и его производ-
ного вполне согласуются с: результатами изучения 
влияния данных соединений на показатели антиок-
сидантной активности в экспериментах in vitro и in 
vho [27, 28]. 

Отмеченные изменения содержания фосфоли-
пидов и холестерина в мембранах микросом клеток 
печени при токсическом гепатите могут отразиться 
на их физико-химических свойствах [8 ], а также 
привести к изменениям мембранного окружения, 
условий функционирования и удерживания в ли-
пидном бислое ряда ферментов. Это предположение 
подтверждается и результатами других авторов, 
показавших, что под воздействием хлорохина про-
исходит снижение уровня холестерина в митохонд-
риях клеток печени, сопровождаемое существен-
ным снижением активности НАДН-дегидрогенена-
зы, сукцинатдегидрогеназы и цитохром с-оксидазы 
[29]. 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований впервые in vivo установлен цитотокси-
ческий эффект тетрахлорметана на механизм деле-
ния клетки. Он сопровождается изменениями ак-
тивности 5 ' - н у к л е о т и д а з ы и с о д е р ж а н и я 
фосфолипидов и холестерина в сыворотке крови и 
микросомной фракции клеток печени. Впервые по-
казано, что введение на фоне токсического гепати-
та производного α-токоферола с укороченной боко-
вої! цепью, в отличие от самого витамина Е, 
стимулирует активность 5 -нуклеотидазы и норма-
лизует липидный состав сыворотки крови и микро-
сомной фракции клеток печени. 

Л. В. Бондаренко, T Φ. Бииювець, Г. А. Сайфетдінова 

Деякі біохімічні і цитологічні показники її умовах токсичній rO 
гепатиту 

Резюме. 

В експериментах на щурах вперше виявлено цитотоксичний 
ефект тетрахлорметану на механізм ділення клітини. Він 
супроводжується змінами активності 5'-нукжотидази і вмі-
сту фосфоліпідів та холестерину у сироватці крові і мікро-
сожній фракції клітин печінки. Вперше показано, що введення 
на іроні. токсичного гепатиту похідного а-токоферола з укоро-
ченим бічним ланцюгом на відміну від самого вітаміну E 
стимулює активність 5'-нуклеотидази і нормалізує ліпідний 
склад сироватки крові і мікросомної фракції клітин печінки. 

L. В. Bondarenko, Т. F. Bishovetz, G. A. Saifetdinova 

Some biochemical and cytologic indices at toxic hepatitis 

Summary 

In experiments on rats the cytotoxic effects of CCZ4 on the 
mechanism of cells division have been first observed. It was 
accompanied with changes in 5'-nucleotidase activity and phospho-
lipid and cholesterol contents in serum and liver cells microsc iial 
fraction during CCl^induced toxic hepatitis. It was shown that 
α-tocopherol short-chain derivative (opposite to vitamin E) treat-
ment increased 5'-nucleotidase activity and normalised phospho-
lipid and cholesterol contents in serum and liver cell microsomal 
fraction. 
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