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Эпифиз является нейроэндокринным органом, обладающим секреторной 
функцией и утратившим способность к фоторецепции и генерированию рит-
мов у млекопитающих, но непосредственно вовлечен в координацию физио-
логических ритмов организма [1]. Шишковидная железа, как известно, высту-
пает в качестве основного продуцента мелатонина, являющегося одним из 
метаболитов гидроксилазного пути обмена триптофана. Этот индоламин, как 
и его предшественник (5-гидрокситриптамин), вовлекается в регуляцию раз-
нообразных процессов в ЦНC млекопитающих. Уровни данных индолалкила-
минов, их метаболитов, а также ферментов этих катаболических путей под-
вержены циркадианным изменениям, генерируемых супрахиазматическими 
ядрами гипоталамуса [2]. Наряду с гидроксилазным путем обмена триптофа-
на в эпифизе катаболизм этой аминокислоты может претерпевать превраще-
ния по минорным метаболическим цепочкам, таким, как декарбоксилирование 
и N-ацетилирование [3] (рис. 1). Стоит отметить, что активность декарбокси-
лирующего пути очень чувствительна к доступности триптофана, что отража-
ется в изменении уровня триптамина [4], который может быть информатив-
ным показателем качественных сдвигов в метаболизме триптофана, в том 
числе и гидроксилазного пути.  

Угнетение функциональной активности гидроксилазного пути обмена трип-
тофана отмечается при воздействии различных патогенных факторов, одним 
из которых является хроническая алкогольная интоксикация (ХАИ), сопрово-
ждаемая снижением синтеза серотонина [5]. Среди агентов, способных ока-
зывать корригирующее действие, выступает L-триптофан, обладающий сно-
творным, антиалкогольным и антинаркотическим действием, эффективен при 
депрессивном синдроме, снижает острую токсичность этанола [5], способен 
стимулировать серотонин и мелатонинергические системы головного мозга. 

Перспективным направлением является комбинированное использование 
аминокислот с некоторыми соединениями, способными изменять функцио-
нальное состояние гидроксилазного пути обмена триптофана. Так, примене-
ние вальпроевой кислоты (соединение, способное увеличивать оборот серо-
тонина в некоторых структурах головного мозга) [6] с аминокислотами оказы-
вает стимулирующий эффект на серотониновую систему при маниях, стрессе, 
аффективных расстройствах, алкогольной интоксикации и синдроме отмены 
этанола [7]. Следовательно, может считаться целесообразным комбиниро-
ванное применение L-триптофана и вальпроевой кислоты, так как ХАИ сопро-



вождается угнетением функционирования серотонин- и мелатонинергических 
[8–9] систем головного мозга. Применение первого соединения на фоне ХАИ 
обосновано тем, что он выступает в качестве предшественника в синтезе се-
ротонина [10–11], а второго – в качестве стимулятора оборота этого амина в 
головном мозге. 

 

 
 
Обозначения: 5-HIAA – 5-гидроксииндолуксусная кислота; 5-HIAL – 5-гидроксииндолацеталь-

дегид; 5-HT – 5-гидрокситриптамин (серотонин); 5-HTOL – 5-гидрокситриптофол; 5-HTP –  
5-гидрокси-L-триптофан; IAA – индолуксусная кислота; IAL – индолацетальдегид; Mel – мелато-
нин; 5-MIAA – 5-метоксииндолуксусная кислота; 5-MIAL – 5-метоксииндолацетальдегид; 5-MT –  
5-метокситриптамин; 5-MTOL – 5-метокситриптофол; NAS – N-ацетилсеротонин; NAT – N-ацетил-
L-триптофан; Trn – триптамин; Trp – L-триптофан; AlDH – альдегиддегидрогеназа; AlRD – альде-
гидредуктаза, DAA – декарбоксилаза L-ароматических аминокислот; HIOMT – гидроксииндол-O- 
метилтрансфераза; MAO – моноаминооксидаза; NAcT – N-ацетилтрансфераза; TPH – трипто-
фангидроксилаза. 

 
Рис. 1. Схема катаболизма L-триптофана по гидроксилазному пути 

(сплошные линии) и минорным цепочкам (пунктирные линии) в эпифизе 
млекопитающих (по: H. Malcolm, M. Finlay, D. Finlay, 1991). 

 
Еще одним перспективным направлением является применение компози-

ций целенаправленного действия на основе аминокислот и их производных, 
позволяющих снизить токсическое воздействие этанола на мозг и осущест-
вить коррекцию в отношении гидроксилазного пути обмена триптофана в слу-
чае угнетения его активности. Для снижения токсического действия этанола 
на нейроны считается обоснованным включение в состав композиции таурина 
и аминокислот с разветвленной углеводородной цепью (АРУЦ) – L-лейцина, 
L-изолейцина и L-валина. Применение таурина основано на его антиокси-
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дантных и мембраностабилизирующих свойствах [12], так как при ХАИ имеет 
место изменение свойств биологических мембран [13]. Включение АРУЦ ос-
новано на их детоксикационных свойствах [14]. Включение L-триптофана в 
состав композиции может считаться целесообразным, так как он обладает 
антиалкогольными свойствами [5] и способен оказывать стимулирующее 
влияние на синтез серотонина и его метаболитов [11]. Таким образом, пред-
ставляет интерес исследовать эффекты комбинированного введения  
L-триптофана с вальпроевой кислотой или АРУЦ и таурином на формирова-
ние фонда метаболитов гидроксилазного пути обмена триптофана в эпифизе 
при ХАИ в темновую фазу, поскольку синтез некоторых метаболитов этой це-
почки активен в ночное время. 

Как показывает анализ литературных источников, работы, посвященные 
целенаправленной коррекции гидроксилазного пути обмена триптофана в 
эпифизе при ХАИ аминокислотными композициями, единичны и носят фраг-
ментарный характер. Исследования, посвященные оценке этих эффектов с 
учетом циркадианных изменений, практически отсутствуют. 

Целью работы является оценка эффективности совместного применения 
L-триптофана с вальпроевой кислотой, АРУЦ и таурином в отношении показате-
лей гидроксилазного пути обмена триптофана в эпифизе крыс на фоне хрониче-
ской алкогольной интоксикации в темновую фазу нормального фотоцикла. 

Материал и методы. В работе использовалось 42 белых беспородных 
крысы-самца массой 160–230 г, которые содержались на стандартном рацио-
не вивария, после фотоадаптивного периода (2 нед). Во время всего экспери-
мента крыс содержали при нормальном фотоцикле (12 ч / 12 ч, 9:00–21:00 ч). 
Хроническую алкогольную интоксикацию моделировали в течение 3 месяцев, 
используя 20% раствор этанола в качестве единственного источника питья [13]. 
Средняя доза этанола за весь период алкоголизации составила 8,3 ± 0,3 г/кг (по 
данным регистрации потребления). Животным опытных групп в течение  
7 дней внутрижелудочно вводили 0,5% раствор L-триптофана (100 мг/кг) [11] 
или 3,0% раствор аминокислотной композиции (600 мг/кг) в 11:00 ч. Компози-
ция состояла из L-лейцина, L-изолейцина, L-валина, L-триптофана и таурина 
в массовых соотношениях 1:0,25:0,25:0,4:0,5 [15]. 

Комбинированное введение L-триптофана и вальпроевой кислоты осуще-
ствлялось по следующей схеме: 0,5% раствор L-триптофан (100 мг/кг)  
в 11:00 ч и вальпроат (400 мг/кг) в 20:00 ч [10]. Интактному контролю и кон-
тролю, получавшему этанол, вводили эквиобъемные количества изотониче-
ского раствора хлорида натрия. Декапитацию проводили в 23:00 ч, спустя  
12 ч после последнего введения растворов. Эпифизы быстро извлекали и 
помещали в жидкий азот. Гомогенизацию шишковидных желез проводили 
тефлоновым пестиком в 100 мкл экстракционной среды, содержащей  
0,2 М хлорную кислоту, 25 мг/л ЭДТА, 1 мкМ ванилиновую кислоту и гомотау-
рин (внутренние стандарты). Центрифугировали 15 мин при 20000 g (4ºС). 
Супернатанты замораживали и хранили при -80°С. 

В работе использовали L-лейцин, L-изолейцин, L-валин, L-триптофан 

(Reanal, Венгрия), таурин (Sigma, США) и препарат «Орфирил», содержащий 

60 мг/мл вальпроевой кислоты (Pharmacia). Для приготовления подвижных 

фаз и реактивов для дериватизации использовали ацетонитрил, метанол 

(Merсk, Германия), КН2РО4, ЭДТА, ацетат натрия, гидроксид натрия, борную 

кислоту (Reanal, Венгрия), орто-фталевый альдегид, 3-меркаптопропионовую 

кислоту (Sigma, США), октилсульфонат натрия, гептилсульфонат натрия (Эл-

сико, Россия), уксусную кислоту хч (НеваРеактив, Россия). Для приготовления 

экстракционной среды использовали хлорную кислоту хч (НеваРеактив, Рос-

сия) и ЭДТА (Reanal, Венгрия). Для приготовления 20% раствора этилового 



спирта использовали этанол квалификации не ниже хч. В качестве стандар-

тов применяли серотонин креатинин-сульфат (5-HT), триптамин гидрохлорид 

(Trn), N-ацетил-L-триптофан (NAT) (Reanal, Венгрия), L-триптофан (Trp),  

5-гидроксииндолуксусную кислоту (5-HIAA), мелатонин (Mel),  

N-ацетилсеротонин (NAS), 5-метоксииндолуксусную кислоту (5-MIAA),  

5-гидрокситриптофан (5-HTP), γ-аминомасляную кислоту (GABA), ванилино-

вую кислоту, гомотаурин (Sigma, США). Тридистиллированную воду для под-

вижных фаз и реагентов пропускали через патрон «Norganic» (Millipore, США), 

подвижные фазы фильтровали через мембранный фильтр 0,22 мкм. 

Определения проводили методом изократической обращенно-фазовой 

ВЭЖХ на хроматографе Agilent 1100. Колонка 3 х 250 мм Separon SGX C18,  

8 мкм (Элсико, Россия) термостатировалась при 30°С, скорость потока  

0,5 мл/мин. Введение образцов осуществлялось автосамплером (ALS G1313A), 

объем 20 мкл. Детектирование проводилось по природной флуоресценции 

280/340 нм. Для определения 5-HTP использовали подвижную фазу, содер-

жащую 0,1 М KH2PO4, 17 мМ уксусной кислоты, 25 мг/л ЭДTA, 1 мМ гептил-

сульфоната натрия, 0,8 мМ октилсульфоната натрия и 11% метанола (об). 

Определение Trp, 5-HT, 5-HIAA, NAS, NAT, Trn, 5-MIAA и Mel проводили по 

методу [16]. Определение уровня GABA проводилось методом обращенно-

фазовой ВЭЖХ с о-фталевым альдегидом и 3-меркаптопропионовой кисло-

той с изократическим элюированием и детектированием по флуоресценции 

(231/445 нм). Разделение проводилось на колонке 3 х 150 мм Диасорб  

130 С16 Т, 6мкм (Элсико, Россия). Подвижная фаза содержала 0,1 M Nа-ацетатный 

буфер рН 5,7/50% метанол – 100/54 (об/об). Скорость потока элюента  

0,7 мл/мин, температура колонки 30ºС. Дериватизация осуществлялась сме-

шиванием пробы с 5 объемами 0,4% раствора о-фталевого альдегида и 0,3% 

3-меркаптопропионовой кислоты в 0,4 M Na-боратном буфере, рН 9,4, затем 

нейтрализовали добавлением равного объема 0,1 M хлорной кислоты [17]. 

Объем ввода составлял – 5 мкл. Интегрирование и расчет содержания GABA, 

триптофана и его метаболитов проводили с помощью программы ChemSta-

tion версии А.10.01. 

Статистическая обработка данных (описательная статистика, t-критерий 

Cтьюдента (t-test), критерий Манна–Уитни (U-test), корреляционный, диспер-

сионный (LSD-test) и дискриминантный анализы) проводилась с помощью па-

кета Statistica 7.0. 

Результаты и их обсуждение. Хроническая алкогольная интоксикация 

достоверно снижала уровень 5-MIAA в эпифизе крыс, в то время как  

L-триптофан повышал уровень этого метаболита при сравнении с ХАИ. Ком-

бинированное введение L-триптофана с вальпроевой кислотой не нормали-

зовало уровня 5-MIAA и подобно ХАИ снижало ее содержание в 2,7 раза при 

сравнении с контролем.  

Кроме того, комбинированное введение L-триптофана с вальпроевой ки-

слотой достоверно снижало уровень мелатонина в железе относительно кон-

троля и ХАИ (рис. 2), которое, в свою очередь, сопровождалось достоверным 

повышением концентрации GABA при сравнении с ХАИ (табл.). Композиция 

на основе L-триптофана, АРУЦ и таурина не вызывала количественных изме-

нений в содержании триптофана и его метаболитов. При сравнении этой ком-

позиции с группой, получавшей L-триптофан, отмечалось достоверное сни-

жение уровней 5-MIAA, NAT, Trn относительно последней (рис. 2). 
 



 
 

 
 

 
 

Рис. 2. Содержание триптофана и его метаболитов в эпифизе крыс после  
введения L-триптофана (100 мг/кг) и его сочетания с вальпроевой кислотой  

(400 мг/кг), АРУЦ, таурином (600 мг/кг) на фоне хронической алкогольной  
интоксикации (пмоль/эпифиз), среднее ± средняя ошибка среднего. 

Условные обозначения: 1 – контроль (n = 9); 2 – ХАИ (n = 9); 3 – ХАИ + L-триптофан (n = 8); 
4 – ХАИ + L-триптофан + вальпроевая кислота (n = 8); 5 – ХАИ + композиция на основе  

L-триптофана, АРУЦ и таурина (n = 8). 
 
Примечание. P < 0,05: * – при сравнении с контролем, †

 
– при сравнении с ХАИ,

 
+ – при срав-

нении с группой ХАИ + L-триптофан. На диаграмме уровни Trp и 5-HT уменьшены в 10 раз. 
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Таблица 
Содержание γ-аминомасляной кислоты в эпифизе крыс (пмоль/эпифиз) 

после комбинированного введения L-триптофана (100 мг/кг)  
и вальпроевой кислоты (400мг/кг) на фоне хронической алкогольной  

интоксикации, среднее ± средняя ошибка среднего 
 

Показатель Контроль 
(n = 6) 

ХАИ 
(n = 9) 

ХАИ + L-триптофан + вальпроат 
(n = 8) 

GABA 17,5 ± 4,58 8,76 ± 2,76 19,86 ± 2,32 
†
 

Примечание.
 
 † – при сравнении с ХАИ (P< 0,05). 

 
Продолжительная интоксикация этанолом в эпифизе, кроме снижения со-

держания 5-MIAA, сопровождалась появлением корреляционной связи между 
уровнями 5-HT и NAS (r = 0,92) и ослаблением связи Trn – 5-MIAA (r = 0,82 
против r = 0,90). Все это указывает на перераспределение потока 5-HT между 
N-ацетилирующей и дезаминирующей цепочками, модифицируя образования 
метаболически инертного продукта последней путем ингибирования метили-
рования 5-HIAA. 

Введение L-триптофана на фоне ХАИ повышало значение коэффициента 
корреляции уровней 5-HT и NAS в эпифизе (r = 0,97 против 0,92 при ХАИ). 
Ослабевали корреляционные связи NAT – Trn (r = 0,86), Mel – Trn (r = 0,87), 
Mel – NAT (r = 0,90), против 0,99, 0,91 и 0,94 соответственно. Увеличивалось 
содержение 5-MIAA и появлялась связь уровней Trp – 5-MIAA (r=0,83). Это 
означает, что происходило перераспределение потока триптофана между 
гидроксилазным и минорными путями, с повышением скорости обмена ами-
нокислоты по первой, которое отражалось в увеличении О-метилирования  
5-HIAA. Таким образом, L-триптофан оказывал корригирующее действие в 
отношении уровня 5-MIAA при хронической интоксикации этанолом за счет 
повышения своей доступности в эпифизе. 

После комбинированного введения L-триптофана с вальпроевой кислотой 
на фоне ХАИ в эпифизе угнетение синтеза мелатонина, по-видимому,  
могло быть опосредовано вальпроат-индуцированной модуляцией  
GABA-ергической системы на NAcT, угнетая тем самым ее активность. На это 
указывает снижение уровня NAS, однако, оно не достигало достоверных зна-
чений. В пользу данного предположения свидетельствуют следующие факты: 
во-первых, известно, что GABA-ергическая система выступает в качестве от-
рицательного модулятора в биосинтезе эпифизарного мелатонина, угнетая 
активность NAcT [18]; во-вторых, в [19] было продемонстрировано, что вальп-
роат способен угнетать ночную продукцию мелатонина, по-видимому, через 
вовлечение в механизм GABA-ергической системы; в-третьих, в нашем слу-
чае после комбинированного введения соединений наблюдалось достовер-
ное повышение уровня GABA, что было связано с ингибированием ами-
нотрансферазы γ-аминомасляной кислоты [20].  

Кроме того, снижение уровня 5-MIAA, возможно, было связано с угнетени-
ем метилирования 5-HIAA либо со снижением окислительного дезаминирова-
ния 5-MT, которые были обусловлены метаболическими эффектами ХАИ. По 
результатам дискриминантного анализа наиболее информативными показа-
телями в эпифизе при оценке эффектов в группах, получавших триптофан и 
его комбинацию с вальпроевой кислотой на фоне ХАИ, были 5-HIAA  
(Fискл = 3,16, р = 0,04) и 5-MIAA (Fискл = 4,91, р = 0,007 соответственно). Это 
подтверждает мнение об угнетении метилирования 5-HIAA. Так как 5-MIAA и 
Mel являются продуктами реакции, катализируемой HIOMT, эффекты ХАИ в 
отношении гидроксилазного пути реализуются через угнетение активности 



HIOMT, потенцированное вальпроевой кислотой, тогда как модулирующее 
действие GABA-ергической системы на фоне ХАИ осуществляется путем 
снижения активности NAcT. 

После введения композиции на основе L-триптофана, АРУЦ и таурина в 
эпифизе усиливалась корреляционная связь Trp – 5-HIAA (r = 0,89 против  
r = 0,82), а также ослаблялась связь 5-HT – NAS (r = 0,84 против r = 0,92 при 
ХАИ), что означает частичное снижение метаболических эффектов ХАИ за 
счет воздействия на метаболизм серотонина по окислительному пути, через 
модификацию транспорта его предшественника (Trp) АРУЦ [21], входящих в 
состав композиции.  

Заключение: 
1. Хроническая алкогольная интоксикация сопровождается качественными 

сдвигами в метаболизме серотонина и угнетением метилирования  
5-гидроксииндолуксусной кислоты.  

2. Внутрижелудочное введение L-триптофана (7 дней, 100мг/кг) на фоне 
хронической интоксикации этанолом оказывает корригирующее действие в 
отношении уровня 5-метоксииндолуксусной кислоты, через повышение дос-
тупности триптофана в эпифизе.  

3. Комбинированное внутрижелудочное введение L-триптофана (100 мг/кг) 
и вальпроевой кислоты (400 мг/кг) в течение 7 дней на фоне ХАИ вызывает 
снижение активности гидроксииндол-О-метилтрансферазы и N-ацетилтранс-
феразы в ночное время, опосредованное метаболическими эффектами эта-
нола и модулирующим действием GABA-ергической системы.  

4. Введение композиции на основе L-триптофана, АРУЦ, таурина  
(L-лейцин : L-изолейцин : L-валин : L-триптофан : таурин, в массовых соотно-
шениях 1:0,25:0,25:0,4:0,5; 600 мг/кг) в течение 7 суток на фоне ХАИ вызывает 
в темновую фазу качественные сдвиги в метаболизме триптофана по гидро-
ксилазному пути в эпифизе, частично устраняя эффекты алкогольной инток-
сикации. 
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S U M M A R Y 
In this work the effects of intragastral administration in light period of L-tryptophan (Trp, 100 mg/kg, 

7 days) and its combination with valproic acid (VPA, 400mg/kg) or BCAAs, taurine (600mg/kg) on levels 
of Trp and its metabolites in pineal gland of rats undergoing chronic alcohol intoxication (CHAI,  
3 months) were investigated. The Trp was more effective agent than the mixture of Trp + BCAAs +  
taurine (7 days) corrected metabolic effects of CHAI. The combination of Trp with VPA (7 days)  
enhanced effects of CHAI through inhibition synthesis of melatonin and 5-MIAA by modulation of  
GABA-ergic system by valproate. 
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