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КЛЕТОК РЕГЕНЕРИРУЮЩЕЙ ПЕЧЕНИ НА ПРОЦЕСС 

ЭТЕРИФИКАЦИИ ХОЛЕСТЕРИНА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
КРЫС ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ ЭТИОНИНА

А. А. Чиркин, И. Ю. Коневалова

В экспериментах на крысах показано, что при введении этионина 
повреждается система этерификации холестерина в сыворотке крови. 
Факторы, стимулирующие пролиферацию гепатоцитов, частично предотвра
щают токсическое действие этионина.

In the trials on rats it has been found that ethionine injection damages 
the system of cholesterol esterification in the blood serum. The factors 
stimulating hepatocyte proliferation prevent partially the toxic action of 
ethionine.

В цитозоле клеток регенерирующей печени обнаружены факто
ры, способные стимулировать пролиферацию гепатоцитов (ФСП), 
усиливать синтез ДНК, увеличивать общее содержание РНК, а 
также соотношение РНК/ДНК в печени. Полагают, что ФСП пред
ставляют собой набор термостабильных белков и низкомолекулярных 
веществ клеточного пула, которые имеются или появляются в печени 
после частичной гепатэктомии. Биостимулирующая активность пре
парата ФСП теряется после удаления низкомолекулярных веществ 
[ 1. 2].

Мы исходили из того, что эффективность ФСП можно оценить 
путем изучения функциональной активности экспортируемых из пе
чени белков в условиях повреждения их синтеза. Для повреждения 
синтеза белков в печени может быть использован антиметаболит ме
тионина этионин, который в отличие от тетрахлорметана не вызыва
ет некротических изменений в органе [3], но нарушает синтез АТФ 
[4, 15] и ингибирует образование белка, уменьшая скорость ини
циации полипептиднцц цепи [12, 13, 16]. Одним из экспортируемых 
из печени белков является фермент лецитин: холестерол ацилтран- 
сфераза (ЛХАТ, КФ 2.3.1.43) — ключевой компонент системы этери
фикации холестерина в сыворотке крови. Для образования эфиров 
холестерина в кровеносном русле требуются кофакторы Л ХАТ: апо- 
протеины группы А и С, а также липопротеины высокой плотности 
(ЛПВП), которые синтезируются также в печени [10]. В связи со 
сказанным представляло интерес исследовать этерификацию холе
стерина в сыворотке крови крыс при действии ФСП на фоне этиони- 
нового поражения печени.

Опыты поставлены на 80 белых крысах-самцах (средняя масса 150 г). Препарат 
ФСП получали из цитозоля клеток печени крыс через 48 ч после удаления 2/3 массы 
органа [1, 2]. Животные были разделены на три группы: 1) интактные крысы; 2) кон
трольная группа (3-кратное с суточным интервалом внутрибрюшинное введение этионина 
в дозе 50 мг на 100 г массы тела); 3) подопытная группа (после третьей инъекции этио
нина внутрибрюшинное введение 5 мл препарата ФСП). Кроме того, была поставлена 
контрольная серия с внутрибрюшинным введением физиологического раствора в объ
еме, соответствующем объему вводимых препаратов. Изменения у животных этой серии 
прослеживались лишь на протяжении первых суток (в связи с чем данные не приводят
ся). Исследованию подвергали сыворотку крови крыс, декапитированных через сутки, 3 
и 7 суток после внутрибрюшинного введения препаратов. В сыворотке крови й ЛПВП 
определяли содержание общего и эфирно-связанного холестерина [7], оценивали уровень 
апо-В-содержащих липопротеинов (апо-В-ЛП) и количество холестерина в них [8], ис
следовали этерифицирующую холестерин активность сыворотки (ЭХАС) крови [14] и



активность ЛХАТ [9]. В качестве субстрата для определения активности ЛХАТ исполь* 
зовали протеолипосомы, содержащие лецитин и холестерин в молярном отношении 20 : 1,. 
и суммарный препарат апопротеинов ЛПВП [5, 9]. Зависимость скорости ЛХАТ-реак- 
ции от концентрации субстрата определяли в диапазоне концентраций неэтерифициро- 
ванного холестерина протеолипосом от 2,5 до 49,7 нмоля в пробе (8 точек), что соответ
ствует диапазону концентраций неэтерифицированного холестерина в сыворотке крови 
от 125 до 2485 мкМ. Полученный материал обработан методом вариационной статисти
ки по Стьюденту — Фишеру.

После введения этионина в сыворотке крови крыс контрольной: 
группы выявлены 3 фазы в динамике изменений содержания холесте
рина и его эфиров: гипохолестеринемия в 1-е сутки гиперхолестери
немия на 3-и сутки и нормализация уровня холестеринемии на 7-е 
сутки (табл. 1). При этом изменяются количество и качественный со
став липопротеинов. В фазу гиперхолестеринемии резко снижено со
держание ЛПВП, судя по 10-кратному уменьшению количества об
щего холестерина в них. В составе ЛПВП уменьшена доля эфиров 
холестерина, что следует из возрастания молярного отношения об
щего холестерина к эфирно-связанному с 1,99 у интактных крыс до 
3,27 у животных контрольной группы. Содержание апо-В-ЛП у конт
рольных крыс уменьшено на 22 %, а содержание холестерина увели
чено на 32,6 % (из-за разброса данных в обоих случаях 0,1 >0,05).
Следовательно, в первую фазу действия этионина резко подавлен син
тез ЛПВП, причем в их спектре, вероятно, увеличивается количество, 
насцентных липопротеинов, обедненных эфирами холестерина [10]. 
Накопление холестерина во вторую фазу действия этионина связано 
с достоверным (на 32,3%) ростом количества апо-В-ЛП, обогащен
ных холестерином: содержание общего холестерина в этих липопро
теинах увеличивается с 580+58 мкМ у интактных крыс до 1029± 
±54 мкМ у животных контрольной группы. Содержание ЛПВП не
значительно возрастает по сравнению с предыдущим сроком наблю
дения, а в их составе относительно больше эфиров холестерина (мо
лярное отношение общего холестерина к эфирно-связанному уменьше
но до 1,37). В третью фазу действия этионина нормализуется со
держание холестерина в ЛПВП и апо-В-ЛП, но количество апо-В- 
ЛП снижается на 28,7 % по сравнению с исходным уровнем.

Итак, в соответствии с фазами холестеринемии при этиониновом 
поражении печени выявлена следующая последовательность в изме
нении липопротеинов сыворотки крови: снижение количества ЛПВП 
и апо-В-ЛП— «накопление обогащенных холестерином апо-В-ЛП при 
сниженном уровне ЛПВП— »-нормализация содержания ЛПВП на 
фоне уменьшенного количества апо-В-ЛП. Пусковым механизмом в 
этой последовательности изменений липопротеинового состава сыво
ротки крови является подавление этионином синтеза белков в пече
ни, в том числе, вероятно, и апопротеинов С-I, С-П, С-Ш и Е. Апо- 
протеины А-I, А-П и В в этих условиях могут синтезироваться в 
стенке кишечника. Известно, что нарушение синтеза апопротеинов 
в печени приводит к накоплению в ней липидов [17] и уменьшению 
количества транспортных форм липидов в сыворотке крови. Парал
лельно с этим процессом этионин, по всей видимости, повреждает 
синтез рецепторов к апо-В-ЛП, в результате чего после незначи
тельного уменьшения количества апо-В-ЛП в первую фазу обнару
живается достоверное увеличение их содержания на 3-и сутки опы
та [11].

Первым этапом контроля уровня холестеринемии является 
этерификация холестерина в кровеносном русле, поэтому мы иссле
довали активность этого процесса в сыворотке крови (табл. 2). Ус
тановлено, что скорость этерификации холестерина снижена в 1—3-и 
сутки наблюдения. Это связано с низким содержанием субстратных 
ЛПВП, поскольку система этерификации холестерина интегрирова



на с этим классом липопротеинов. К 7-м 
суткам скорость этерификации холестери
на нормализуется, а молярная скорость эте
рификации, хотя и повышается, но еще не 
достигает исходных значений.

Учитывая ключевую роль ЛХАТ в про
цессе этерификации холестерина в сыворот
ке крови, мы исследовали активность этого 
фермента после введения этионина. Необ
ходимо было подобрать оптимальные усло
вия для определения активности фермента. 
Оказалось, что для сыворотки крови ин
тактных крыс имеется линейная зависи
мость скорости реакции, катализируемой 
ЛХАТ, от концентрации субстрата — неэте- 
рифицированного холестерина протеолипо- 
сом — в диапазоне 2,5—12,4 нмоля на про
бу (соответствует 125—620 мкМ в сыво
ротке крови), затем следует плато (18,6— 
31,1 нмоля на пробу, или 930—1555 мкМ), 
сменяющееся пиком активности при содер
жании холестерина в пробе 37,3 нмоля 
(1865 мкМ в сыворотке крови). Дальней
шее повышение концентрации субстрата ве
дет к ингибированию ЛХАТ-реакции (рис., 
А).  Представленные на рисунке данные по
казывают, что оптимальная концентрация 
неэтерифицированного холестерина протео- 
липосом в пробе для определения активно
сти ЛХАТ составляет 6,2 нмоля, или 
310 мкМ. Определение активности ЛХАТ с 
таким оптимальным субстратом свидетель
ствует о повышении активности фермента 
в сыворотке крови контрольных крыс во 
все сроки наблюдения (см. табл. 2).

Для объяснения несоответствия данных 
о скорости этерификации холестерина в 
сыворотке крови и активности ЛХАТ была 
привлечена рабочая гипотеза о существо
вании смеси молекулярных форм ЛХАТ [6], 
согласно которой в сыворотке крови при
сутствуют как минимум две молекулярные 
формы ЛХАТ. Первая характеризуется ги
перболической зависимостью скорости ре
акции от концентрации субстрата и рабо
тает при физиологических концентрациях 
субстрата (левая часть кривой). На рисун
ке физиологическая концентрация неэтери
фицированного холестерина показана гори
зонтальными отрезками с доверительным 
интервалом е0,о5- Вторая молекулярная 
форма ЛХАТ характеризуется S-образной 
зависимостью скорости реакции от концен
трации субстрата и может проявлять свое 
действие при повышении концентрации суб
страта (пик в правой части кривой). На
кладывание кинетических кривых этих двух 
молекулярных форм ЛХАТ дает кривую, 
приведенную на рисунке, А.
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Т а б л и ц а  2. Действие ФСП на этерифицирующую холестерин активность 
сыворотки крови крыс при повреждении печени этионином

Сроки
наблюде

ния,
сутки

Скорость этерификации холестерина
Активность ЛХАТ, мкМ/ч

фракционная, % молярная, мкМ/ч

контроль 1 опыт контроль опыт контроль О П Ы Т

Д о  опыта 
1-е 
3-е 
7-е

7 , 5 ± 0 , 4 4
1 ,8 ± 0 , 4 8 *  3 ,8 ± 0 ,8 3 * * *  
3 , 5 + 0 , 1 9 *  5 ,7 + 0 ,8 8 * * *  
9 , 0 ± 1 , 4 2  9 , 3 + 0 , 9 5

51,7
1 0 ,0 + 2 ,4 8 *
2 0 , 9 ± 3 ,2 8 *
3 2 ,2 + 7 ,6 8 *

г± 5 , 1 5  
1 6 , 4 ± 3 ,63*
7 1 ,8 ± 1 0 ,2 * * *  
7 6 , 0 ± 1 1 ,49***

4 6 ,7 ;
9 0 ,4 + 7 ,3 *
8 0 ,3 ± 1 1 ,0 *
8 5 ,3 + 7 ,2 *

Ь 9 ,3
6 3 ,4 + 5 ,0 * *
5 3 , 3 + 4 ,1 * *
6 4 , 6 + 9 , 4

П р и м е ч а н и е .  Активность ЛХАТ определяли при концентрации неэтерифицированного хо - 
лестерина протеолипосом в пробе 6 ,2  нмоля, что соответствует его содержанию в сыворотке кро
ви 3 1 О мкМ (линейный участок кривой зависимости скорости реакции от концентрации субстрата.

После введения этионина форма кинетической кривой ЛХАТ- 
реакции существенно изменяется: в левой части кривой исчезает 
плато и появляется небольшой острый пик активности при концент
рации неэтерифицированного холестерина в пробе 6,2 нмоля. Повы
шение концентрации холестерина до 12,4 нмоля (диапазон его фи
зиологической концентрации) приводит к ингибированию ЛХАТ- 
реакции (1— 3-и сутки наблюдения, см. рис., Б, В).  Такую форму левой 
части кинетической кривой можно объяснить уменьшением количест
ва первой молекулярной формы ЛХАТ. Отсюда следует, что, хотя

---- / -------2 04

Зависимость скорости ЛХАТ-реакции (V, нмоль на пробу за 
1 ч) от концентрации неэтерифицированного холестерина 
протеолипосом ( [S], нмоль в пробе). А —исходные данные 
(интактные крысы); Б, В, Г — 1-е, 3-и и 7-е сутки наблю

дения:
1 — контроль, 2 — опыт, 3 — достоверное различие по сравнению с ис

ходными данными, 4 — по сравнению с контролем



активность ЛХАТ при оптимальной концентрации холестерина повы
шена, общая этерифицирующая холестерин активность сыворотки 
.снижается из-за подавления этионином синтеза первой молекуляр
ной формы ЛХАТ. На 7-е сутки наблюдения проявляется тенденция 
к активации ЛХАТ-реакции при низких концентрациях субстрата, но 
плато отсутствует и сохраняется ингибирование фермента при кон
центрации холестерина в пробе 18,6 нмоля (930 мкМ). Можно по
лагать, что в этот срок наблюдения усиливается синтез первой моле
кулярной формы ЛХАТ, но ее количество еще не достигает исход
ного уровня. Поэтому зарегистрировано, что активность ЛХАТ (при 
оптимальной концентрации холестерина) повышена, нормализуется 
фракционная скорость этерификации холестерина, но молярная ско
рость еще не достигает исходного уровня. Второй пик активности 
ЛХАТ-реакции (при потенциально возможных высоких концентра
циях субстрата) по мере удлинения сроков от введения этионина уп
лощается и сдвигается в область концентраций неэтерифицирован- 
ного холестерина, типичных для второй молекулярной формы ЛХАТ 
сыворотки крови интактных крыс.

Таким образом, физиологический контроль холестеринемии по
врежден во вторую фазу действия этионина: в крови циркулирует 
избыток обогащенных холестерином апо-В-ЛП, в сыворотке крови 
и в ЛПВП повышено содержание эфиров холестерина, проявляется 
функциональная недостаточность системы этерификации холестерина 
в кровеносном русле.

Введение ФСП крысам подопытной группы не изменяет динами
ки общего холестерина в сыворотке крови. В то же время содер
жание эфиров холестерина в сыворотке нормализуется быстрее — 
уже на 3-и сутки наблюдения (см. табл. 1). При этом в количествен
ном и качественном составе ЛПВП выявлены меньшие изменения по 
сравнению с контрольной группой животных. Следует отметить, что 
на 3-и сутки опыта как в сыворотке крови, так и в ЛПВП увеличена 
доля неэтерифицированного холестерина. Содержание апо-В-ЛП в 
сыворотке крови подопытных крыс в 1-е сутки наблюдения не меня
ется, а спустя 3 суток превышает исходный уровень в такой же сте
пени, как и у контрольных крыс. Введение ФСП обеспечивает менее 
выраженное снижение* фракционной скорости этерификации холесте
рина (1-е, 3-и сутки ^опыта) по сравнению с контрольными крысами 
(см. табл. 2). В то же время молярная скорость этерификации пре
вышает как исходный, так и контрольный уровень на 3-и и 7-е сутки 
наблюдения. По-види^юму, повышение молярной скорости этерифи
кации холестерина у подопытных крыс в разгар гиперхолестеринемии 
связано с увеличением количества субстрата ЛХАТ-реакции — не
этерифицированного холестерина в сыворотке крови и липопротеи
нах.

Анализ кинетических кривых ЛХАТ-реакции показал, что в 1-е 
сутки наблюдения левая часть кривой одинакова для сыворотки кро
ви контрольных и подопытных крыс. Можно лишь отметить, что ве
личина пика активности ЛХАТ, характерной для подопытных крыс, соот
ветствует активности ЛХАТ при этой концентрации субстрата у интакт
ных крыс (см. табл. 2, рис., Б).  Объяснение несоответствия величин ско
рости этерификации холестерина и активности ЛХАТ в этот срок на
блюдения аналогично объяснению, приведенному для крыс контроль
ной, группы. Правая часть кривой напоминает эту часть кинетиче
ской кривой для Интактных крыс, но пик активности ЛХАТ проявля
ется при меньшей концентрации неэтерифицированного холестерина 
протеолипосом (31,1 нмоля в пробе, или 1555 мкМ). Вероятно, 
ФСП способствует сохранению второй молекулярной формы ЛХАТ. 
На 3-и сутки наблюдения активность ЛХАТ соответствует исходному 
уровню, а величина этерифицирующей холестерин активности превы



шает его. Увеличение скорости этерификации холестерина связано с 
появлением активности ЛХАТ, отображаемой пиком в левой части 
кинетической кривой, при концентрации субстрата, близкой к кон
центрации неэтерифицированного холестерина в сыворотке крови 
подопытных животных (см. рис., 5 ). На 7-е сутки у подопытных 
крыс пик активности ЛХАТ (левая часть кривой) также соответству
ет концентрации неэтерифицированного холестерина в сыворотке 
крови и по величине превышает активность ЛХАТ при этой концент
рации субстрата у интактных животных (рис., Г). Поэтому у под
опытных крыс в этот срок наблюдения повышена скорость этерифика
ции холестерина в сыворотке крови.

Итак, введение ФСП оказывает защитный эффект при пораже
нии печени этионином, который реализуется, вероятно, на уровне син
теза апопротеинов, необходимых для сборки ЛПВП и молекулярных 
форм ЛХАТ, работающих при реальных концентрациях неэтерифи
цированного холестерина в сыворотке крови.

Представленные результаты исследований позволяют сделать сле
дующее заключение. При этиониновом поражении печени изменяется 
липопротеиновый состав сыворотки крови и нарушается система эте
рификации холестерина вследствие повреждения молекулярной формы 
ЛХАТ, катализирующей превращения физиологических концентраций 
неэтерифицированного холестерина. Факторы, стимулирующие про
лиферацию гепатоцитов, частично предотвращают токсическое дейст
вие этионина на печень, что можно зарегистрировать по процессу фер
ментативной этерификации холестерина в кровеносном русле. При ток
сическом поражении печени нельзя исследовать активность ЛХАТ,. 
используя только одну концентрацию субстрата, а необходимо стро
ить кинетические кривые зависимости скорости реакции от концент
рации субстрата.
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.УДК 595.132:591.4 ЗООЛОГИЯ

УТОЧНЕНИЕ СИСТЕМАТИЧЕСКОГО ПОЛОЖЕНИЯ 
SPILOPHORELLA BIDENTATA PLATONOVA, 1971 

И SP. UNIDENTATA PLATONOVA, 1971

О. И. Лащенко

Установлено, что Spilophorella bidentata и Sp. unidentata (Платонова, 
1971) относятся к роду Panduripharynx Timm, 1961. Р. pacifica Belogurov 
et al., 1985 — синоним P. unidentatus (Platonova, 1971) comb, nov., a 
Sp. bidentata sensu Belogurov et al. (1982) — синоним Sp. paradoxa (De 
Man, 1888). Приведены расширенный диагноз рода Panduripharynx, 
определительная таблица видов этого рода и переописание Р. bidentatus 
(Platonova, 1971) comb. nov.

It has been found that Spilophorella bidentata and Sp. unidentata 
(Platonova, 1971) belong to genus Panduripharynx Timm, 1961. P. pa
cifica Belogurov et al., 1985 is a synonym to P. unidentatus (Platonova, 
1971) comb, nov., and Sp. bidentata sensu Belogurov et al. (1982) is a 
synonym to Sp. paradoxa (De Man, 1888). Supplementary diagnosis of 
genus Panduripharynx, a key of species of this genus and redescription 
P. bidentatus (Platonova, 1971) comb. nov. are presented.

Изучение типовых экземпляров Spilophorella bidentata Platonova, 
1971 и Sp. unidentata Platonova, 1971 показало, что оба вида относят
ся к роду Panduripharynx Timm, 1961. Поэтому виды, описанные 
Т. А. Платоновой [2] как Sp. bidentata и Sp. unidentata, должны на
зываться соответственно Panduripharynx bidentatus (Platonova, 1971) 
и Р. unidentatus (Platonova, 1971). В результате сравнения экземпля
ров Р. unidentatus и Р. pacifica Belogurov et al., 1985 выяснено, что они 
относятся к одному и тому же виду. Нематоды, описанные О. И. Бе
логуровым с соавторами [1] как Spilophorella bidentata, следует отне
сти к виду Sp. paradoxa (De Man, 1888). Единственное, что отличает 
япономорские экземпляры от североморских, — более крупные разме
ры спикул и рулька. Это отличие может считаться особенностью япо
номорской популяции.


