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Оценка качественного и количественного содержания различных липидных компонентов мембран необхо�
дима для правильной интерпретации процессов, протекающих в биологических мембранах. Изменения
структуры и функции химических компонентов клеточных мембран тесно связаны с окислительным стрес�
сом. Окислительный стресс индуцируется, в частности, при хроническом употреблении этанола, а также
при злокачественном перерождении клеток и сопряжен с изменениями уровней фосфолипидов и жирных
кислот в клеточной мембране. В представленной работе мы использовали хроматографию высокого давле�
ния (ЖХВД), чтобы оценить влияние алкоголя и злокачественного перерождения на химический состав
мембран, а именно, на количество фосфолипидов и свободных жирных кислот в клеточной мембране. Бы�
ло продемонстрировано увеличение уровней различных фосфолипидов в мембранах клеток печени крыс,
обработанных этанолом. Процесс злокачественной трансформации клеток слизистой толстой кишки чело�
века сопровождался увеличением уровней фосфолипидов, а также снижением количества линолевой и α�ли�
ноленовой кислот, но увеличением уровней арахидоновой и олеиновой кислот. В настоящем исследовании
мы пытались ответить на вопрос: какое влияния эти изменения в количестве липидных компонентов ока�
зывали на строение мембран и состояние клеток. Мы предполагаем, что нарушение клеточных функций
может проявляться в форме изменений липидного состава, а поэтому и деятельности клеточной мембраны.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: фосфолипиды, свободные жирные кислоты, этанол, рак.

DOI: 10.1134/S032097251902009X

Мембраны играют центральную роль как в
структуре, так и в функционировании клеток;
они определяют структуру внутриклеточных
компартментов и контролируют взаимосвязь
между внутриклеточной и внеклеточной средой.
Все мембраны имеют единую структуру: липид�
ный бислой со встроенными в него белками [1].

Окислительный стресс связан с изменения�
ми структуры и функций различных компонен�
тов клеточных мембран. Некоторые внеклеточ�
ные и внутриклеточные факторы могут прини�
мать участие в инициации клеточного стресса и
повреждении клеток; к ним относятся хрони�
ческое употребление этанола и злокачественное
перерождение. Оба эти фактора инициируют
продукцию реактивных форм кислорода (РФК).
Окислительный стресс, индуцированный хро�

ническим употреблением этанола, или возника�
ющий при злокачественном перерождении кле�
ток, связан с изменениями структуры и функ�
ций химических компонентов клеточных мемб�
ран, в частности, таких, как фосфолипиды и
жирные кислоты. При этом любые нарушения в
деятельности клетки проявляются в изменениях
деятельности клеточной мембраны [2, 3].

Детектирование изменений в содержании
фосфолипидов и жирных кислот проводили с
использованием жидкостной хроматографии
высокого давления (ЖХВД). Липидные компо�
ненты мембран могут находиться под влиянием
этанола (внешний фактор) и злокачественной
трансформации (внутренний фактор). В этой ра�
боте проверяется гипотеза о том, что состав кле�
точных мембран может косвенно отражать изме�
нения, возникающие в мембранах во время зло�
качественной трансформации клеток и/или при
этаноловой интоксикации. В связи с этим в про�
цессе работы мы документировали изменения
количества различных фосфолипидов и свобод�
ных жирных кислот в клеточных мембранах.
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П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : РФК – реактивная форма
кислорода, PI – фосфатидилинозит, PS – фосфатидилсе�
рин, PE – фосфатидилэтаноламин, PC – фосфатидилхо�
лин, АА – арахидоновая кислота, LA – линолевая кислота,
РА – палмитолеиновая кислота, АLA – α�линоленовая
кислота.



МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Этаноловая интоксикация. Крысам некото�
рых групп давали вместо воды купленный в
местном супермаркете сок черной смородины
(Ribes nigrum L), который содержал 28% чистого
сока. Поилки емкостью 250 мл постоянно по�
полняли. Содержание в соке фенолов контроли�
ровали спектрофотометрически с использова�
нием фенолового реагента Фоли�Чикатлей [4].
Экстракт сахарной травы, использованный в
экспериментах, содержал кумарин (312 мг/мл),
5,8�дигидроксикумарин (4,2 мг/л) и 5�гидрок�
си�8�O�β�D�глюкопиранозил�бензопиранон
(3,1 мг/л). Уровни этих соединений определяли
с помощью газового хроматографа, укомплекто�
ванного MS/MS детектором [5].

Животные. В экспериментах были использо�
ваны самцы крыс линии Wistar возрастом 12 ме�
сяцев. Животные проживали свободно сформи�
рованными группами, питались стандартной
зерновой пищей и водой и содержались в усло�
виях нормального цикла день/ночь.

Животные были разделены на 4 группы по 6
особей в каждой (n = 6):

1) Крыс контрольной группы (control) обра�
батывали интрагастрикально 1,8 мл физраство�
ра ежедневно в течение 4 недель (n = 6).

2) Крысам группы blackcurrant (или группы
sweet grass) давали пить сок черной смородины
(или травяной экстракт с содержанием кумари�
на 10 мг/мл) вместо воды в течение 1 недели. За�
тем животных обрабатывали интрагастрикально
1,8 мл физраствора, и продолжали вместо воды
поить соком черной смородины (травяным на�
питком) ежедневно в течение 4 недель (n = 6).

3) Крыс группы ethanol обрабатывали интра�
гастрикально 1,8 мл этанола в дозах 2,0–6,0 г/кг
тела ежедневно в течение 4 недель. Дозу этанола
увеличивали постепенно со скоростью 0,5 г/кг
каждые 3 дня (n = 6).

4) Крысам группы ethanol + blackcurrant (или
ethanol + sweet grass) давали пить сок черной смо�
родины (или травяной экстракт) в течение 1 не�
дели. Затем их обрабатывали 1,8 мл этанола в
дозах 2,0–6,0 г/кг тела и продолжали поить со�
ком черной смородины (или экстрактом травы)
вместо воды ежедневно в течение 4 недель.

После проведения процедур обработки, всех
животных (по 6 животных в каждой группе) де�
капитировали под наркозом. Печень быстро
извлекали и помещали в ледяной раствор 0,15 M
NaCl.

Злокачественное перерождение. Образцы тка�
ней (опухоли толстой кишки и нормальная сли�
зистая толстой кишки) были получены от паци�
ентов, подвергнутых хирургической резекции в

связи с раком толстой кишки. Возраст пациен�
тов 37–84 лет, причем ни один из них не получал
ни радио�, ни химиотерапии до резекции опухо�
ли. Установление степени метастазирования
проводили в 4 этапа, что является вполне доста�
точным минимумом для клинической характе�
ристики опухоли. Образцы опухоли и нормаль�
ной слизистой забирали сразу после извлечения.
Кусочки ткани, соответствующие неизменен�
ной слизистой, забирали на расстоянии �10 см
от опухоли. Раковые клетки отличались от нор�
мальных по размеру. Наши исследования позво�
лили классифицировать данный вид рака гисто�
патологически как аденокарциному pT3 с ме�
тастазированием в лимфу в фазе G3. Для гисто�
патологических исследований ткани опухолей
фиксировали 10%�ным формалином и запеча�
тывали в парафиновые блоки. В соответствии со
стандартной методикой, от парафиновых бло�
ков отрезали слайды толщиной 3–5 мкм и окра�
шивали их гематоксилином и эозином. Далее
было сделано диагностирование опухоли толс�
того кишечника и патологические характерис�
тики были определены по методике AJCC/UICC
TNM (American Joint Committee on Cancer/Interna�
tional Union Against Cancer Tumor Node Metastasis):
были определены гистологический тип опухоли
(HP) и степень гистологической дифференци�
ровки (G).

Выделение клеточных мембран. Для изоляции
клеточных мембран, 1,5 г ткани (печень, опухоль
толстой кишки, слизистая толстой кишки) го�
могенизировали в 1 мМ NaHCO3 (pH 7,6) и 0,5 мМ
CaCl2. Добавление CaCl2 способствовало седи�
ментации мембран, что было установлено путем
определения активности 5'�нуклеотидазы [6].
Мембранные фрагменты отделяли от ядер и ми�
тохондрий методом зонального центрифугиро�
вания, как описано ранее [7]. Полученный оса�
док мембран суспендировали в сахарозе (1,22 г/мл)
и наносили на слой сахарозы (1,16 г/мл.). Кле�
точные мембраны отделяли путем центрифуги�
рования при 2000 g в течение 25–35 мин. Чисто�
ту препаратов мембран оценивали путем спект�
рофотометрического определения активности
5'�нуклеотидазы, как было описано ранее [6].

Выделение и анализ фосфолипидов. Для экс�
тракции фосфолипидов был использован метод
Фолша [7]. Клеточные мембраны тканей промы�
вали смесью хлороформ : метанол = 2 : 1 (v/v),
а затем осадок промывали смесью хлороформ :
метанол : 0,05 М CaCl2 в воде = 8 : 4 : 3 (v/v/v).
Суспензию центрифугировали при 500 g в тече�
ние 2 мин. Водную фазу отбирали и встряхивали
со смесью хлороформ : метанол : вода = 3 : 48 : 47
(v/v/v). После расслоения, органические фазы
объединяли и упаривали досуха. Полученный
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осадок растворяли в 200 мкл смеси хлороформ :
: метанол = 3 : 2 (v/v) [8–11].

Изолированные фосфолипиды разделяли на
колонке с силикагелем с использованием ЖХВД
на необращенной фазе; в качестве элюента была
использована смесь ацетонитрил : метанол : 85%�ная
фосфорная кислота = 130 : 5 : 1,5 (v/v/v). Элю�
цию проводили в изократическом режиме со
скоростью 1 мл/мин; детектирование – при 214 нм
[8–11]. На рис. 1 представлена типичная карти�
на разделения фосфолипидов 4 различных клас�
сов: фосфатидилинозит (PI), фосфатидилсерин
(PS), фосфатидилэтаноламин (PE), фосфати�
дилхолин (PC). PI элюировался первым, далее
следовали PS, PE, PC.

Выделение и анализ свободных ненасыщенных
жирных кислот. Взвесь клеточных мембран го�
могенизировали в растворе 2%�ной уксусной
кислоты в этиловом эфире (2/1 по объему).
Смесь фильтровали через обезжиренный бу�
мажный фильтр для удаления обломков клеток.
Фильтрат центрифугировали при 500 g в течение
2 мин для его расслоения на водную и органи�
ческую фазы [12]. Водную фазу, содержавшую
ненасыщенные жирные кислоты, встряхивали с
раствором 2%�ной уксусной кислоты в этило�
вом эфире (2/1 по объему). После расслоения
смеси, органическую фазу отбирали и высуши�
вали досуха. Полученный осадок растворяли в
200 мкл ацетонитрила. Изолированные свобод�
ные ненасыщенные жирные кислоты разделяли
методом ЖХВД на обращенной фазе с исполь�

зованием колонки С18. Изократическую элюцию
выполняли смесью ацетонитрил : вода = 7 : 3 (v/v)
со скоростью 1 мл/мин; детектирование прово�
дили при 214 нм [13].

На рис. 2 представлена типичная картина
разделения различных полиненасыщенных жир�
ных кислот: арахидоновая (АА), линолевая (LA),
палмитолеиновая (РА), б�линоленовая (АLA),
олеиновая (идентифицируется лишь в некото�
рых образцах). АА элюировалась первой, далее
следовали LA, PA и ALA.

Статистический анализ. Все данные были пред�
ставлены как средние значения ± SD (для n = 6).
Различия между группами данных оценивали
методом однонаправленного теста Тьюки для
множественного сравнения. Данные анализиро�
вали по отдельности для каждой из обработан�
ных групп. Значения р < 0,05 считали статисти�
чески значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Этаноловая интоксикация. При интоксика�
ции этанолом происходило увеличение содер�
жания фосфолипидов в мембранах клеток пече�
ни у всех групп животных по сравнению с конт�
рольной группой (рис. 3 и 4). Если крысам при
обработке этанолом давали пить вместо воды
сок черной смородины (группа ethanol + black�
currant) или экстракт сахарной травы (группа
ethanol + sweet grass), то повышение содержания
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Рис. 1. Типичная картина разделения фосфолипидов четырех классов из мембран клеток печени крысы: фосфатидилино�
зит (PI), фосфатидилсерин (PS), фосфатидилэтаноламин (PE), фосфатидилхолин (PC).
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PI, PS, PE и PC было менее значительным, чем
в группе ethanol. У крыс, обработанных физраст�
вором вместо этанола, но принимавших сок
черной смородины (или травяной экстракт)
(группы blackcurrant или sweet grass) существен�
ных изменений в содержании фосфолипидов в
мембранах клеток печени по сравнению с конт�
ролем не наблюдалось.

Раковое перерождение. При злокачественном
перерождении клеток (рак толстого кишечника
человека) наблюдалось увеличение содержания
всех фосфолипидов в мембранах клеток транс�
формированной слизистой кишечника по срав�
нении с нормальной слизистой (рис. 5). Это преж�

де всего касалось РС, содержание которого бы�
ло наиболее высоким в клетках как трансфор�
мированной, так и нормальной слизистой. Из�
менение уровней содержания полиненасыщен�
ных жирных кислот представлено на рис. 6.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Этаноловя интоксикация. Полученные нами
результаты продемонстрировали, что при ин�
токсикации этанолом происходило повышение
содержания фосфолипидов в мембранах клеток
печени крыс (рис. 3 и 4). Ранее мы и другие ав�
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Рис. 2. Типичная картина разделения свободных ненасыщенных жирных кислот из клеток нормальной слизистой толс�
той кишки человека: арахидоновая (АА), линолевая (LA), палмитолеиновая (РА), α�линоленовая (АLA).

Рис. 3. Количество фосфолипидов в мембранах клеток пе�
чени крыс, обработанных этанолом в присутствии сока чер�
ной смородины. Статистически значимые различия р < 0,05
по отношению: х – к группе control; y – к группе blackcur�
rant; z – к группе ethanol

Рис. 4. Количество фосфолипидов в мембранах клеток пе�
чени крыс, обработанных этанолом в присутствии экстрак�
та сахарной травы. Статистически значимые различия р < 0,05
по отношению: х – к группе control; y – к группе sweet grass;
z – к группе ethanol
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торы показали, что интоксикация этанолом
приводила к повышению содержания фосфоли�
пидов в мембранах клеток печени и в эритроци�
тах [3, 4, 9, 14–16]. Также, этанол влиял на ак�
тивность фосфолипид�модифицирующих фер�
ментов, включая ферменты, принимающие
участие в метаболизме PE и PC [17, 18]. Таким
образом, этаноловая интоксикация может ини�
циировать повышение уровня специфических
фосфолипидов. Кроме того, присутствие этано�
ла может способствовать повышению уровня
диацилглицерина, молекула которого принима�
ет участие в ресинтезе фосфолипидов [14]. Ме�
таболизм алкоголя сопровождался накоплением
РФК, которые, будучи высоко реакционноспо�
собными, могут вызывать окислительную моди�
фикацию липидов в мембранах [19, 20]. Поли�
ненасыщенные жирные кислоты особенно под�
вержены перекисному окислению под действи�
ем РФК [21, 22].

Этанольная интоксикация изменяет клеточ�
ный метаболизм в основном из�за реакций раз�
личных соединений со свободными радикала�
ми. Черная смородина обогащена мономерны�
ми и полимерными формами фенольных соеди�
нений, препятствующих окислению липидов и
белков. Показано, что фенольные соединения
являются эффективными антиоксидантами, ин�
гибирующими окисление липидов [4, 23]. Кро�
ме того, некоторые компоненты черной сморо�
дины могут ингибировать активность фермен�
тов, участвующих в катаболизме липидов, напри�
мер, фосфолипазы А2 [24].

Другим примером оздоравливающего расте�
ния является сахарная трава, относящаяся к се�
мейству Graminacae. Экстракт из нее может за�
держивать перекисное окисление липидов [11].
Это растение содержит кумарин и его производ�
ные (5,8�дигидроксикумарин и 5�гидрокси�8�
O�D�глюкопиранозилкумарин), для которых
показана антиоксидантная активность [25, 26].

Компоненты сахарной травы могут воздейство�
вать на клетки путем подавления свободноради�
кальных реакций. Было установлено, что произ�
водные кумарина предотвращают формирование
свободных радикалов путем ингибирования ак�
тивности РФК�генерирующих ферментов [27].
Помимо этого, было показано, что производные
кумарина ингибируют активность ксантинок�
сидазы [28]. Следовательно, сахарная трава пре�
дотвращала реакции РФК с различными кле�
точными компонентами, в том числе с липида�
ми [11].

Известно, что уровни полиненасыщенных
жирных кислот изменялись при многих патоло�
гических состояниях, а некоторые авторы сооб�
щали об изменении концентрации этих кислот
при длительном злоупотреблении алкоголем
[29, 30]. Обнаружено, что уровни полиненасы�
щенных жирных кислот были снижены в мемб�
ранах эритроцитов, в сыворотке и плазме алко�
голиков [31]. Поскольку подобные изменения
обычно наблюдали у пациентов с заболеванием
печени, они не могли быть прямо связаны с
употреблением этанола, а скорее всего были
следствием поражения печени, которое проис�
ходит при длительном злоупотреблении алкого�
лем [32]. Алкоголики значительно отличаются
от неалкоголиков в отношении адсорбции и
утилизации питательных веществ, включая пи�
щевые жирные кислоты. Принимая во внима�
ние практические и этические соображения при
проведении подобных исследований на людях,
не удивительно, что изучение взаимосвязей
между потреблением алкоголя и концентрацией
длинноцепочечных жирных кислот в тканях ча�
ще всего проводили на животных [33].

Злокачественное перерождение. Модифика�
ция клеточных мембран может играть свою роль
в трансформации нормальных клеток в рако�
вые. Раковое перерождение является результа�
том целого ряда метаболических расстройств,
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Рис. 6. Содержание полиненасыщенных жирных кислот в
мембранах клеток рака толстой кишки человека (опухоль
pT3, фаза G3 с метастазами). х – p < 0,05 по отношению к
группе control

Рис. 5. Содержание различных фосфолипидов в мембранах
клеток рака толстой кишки человека (опухоль pT3, фаза
G3 с метастазами). х – p < 0,05 по отношению к группе control
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которые отражаются в изменениях содержания
фосфолипидов в биологических мембранах. По�
вышенные уровни фосфолипидов мы наблюда�
ли при исследовании рака толстой кишки чело�
века (рис. 5), а также в опухолях молочных же�
лез у мышей, раке мочевого пузыря и почек у че�
ловека [2, 9, 10, 34–38]. Причины этого повы�
шения и ответственные за него механизмы мо�
гут сильно зависеть от типа клеток, фазы кле�
точного цикла и степени злокачественности ра�
ковых клеток. Наиболее значительные измене�
ния в уровнях фосфатидилхолина и фосфатиди�
лэтаноламина наблюдались в фазе G1 клеточно�
го цикла, когда активность ферментов, контро�
лирующих биосинтез, катаболизм и метаболизм
фосфолипидов, наиболее высока [2, 34, 37, 39].

Гипоксия является одним из признаков рака.
Внутриопухолевая гипоксия является следстви�
ем отсутствия функциональных кровеносных
сосудов в пролиферирующей опухолевой ткани.
Гипоксия связана с экспонированием анионных
фосфолипидов, главным образом PS и PE, на
поверхности клеток эндотелия опухолевых кро�
веносных сосудов [40, 41]. Поэтому PE, также,
как и PS, потенциально служит признаком ма�
лой инвазивности опухоли и ее лекарственной
уязвимости [42].

Полиненасыщенные жирные кислоты явля�
ются хемопротекторами, что связано с их спо�
собностью индуцировать изменения в составе
клеточных мембранах и тем самым корректиро�
вать функции клеток [43]. Изменения количест�

ва свободных полиненасыщенных жирных кис�
лот в мембранах клеток рака толстой кишки че�
ловека при окислительном стрессе уже наблю�
дали ранее [13, 39]. Злокачественное перерожде�
ние клеток сопровождалось снижением уровней
LA и АLA, но повышением уровней АА и олеи�
новой кислоты [13]. Примечательно, что уровни
свободной АА были повышены в клетках рака
толстой кишки и это связано с тем, что АА явля�
ется предшественником биологически актив�
ных эйкозаноидов [44].
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Quantitative and qualitative assessments of membrane components are essential for accurate interpretation of
processes occurring in biological membranes. Significant impact on the structure and function of cell membranes is
imposed by an oxidative stress. Oxidative stress induced by chronic ethanol consumption and by malignant transfor�
mation has been implicated in changes in the levels of cell membrane phospholipids and fatty acids. In this paper, we
used high�performance liquid chromatography (HPLC) to quantitate the effects of alcohol and malignant transfor�
mation on membrane components, namely phospholipids and free fatty acids. Ethanol intragastric introduction to
Wistar rats for 4 weeks with a gradual dose increase (from 2 to 6 g/kg body weight) elevated phospholipid levels in liver
cell membranes. Comparative analysis of phospholipid and fatty acid compositions in cell membranes isolated from
the colorectal cancer tissue and normal colon mucosa of patients with colorectal cancer showed that malignant trans�
formation was accompanied by an increase in phospholipid levels as well as by a decrease in level of linoleic and
α�linolenic acids, while levels of arachidonic and oleic acids were increased. The discussion of the obtained results is
focused on explaining how the changes in phospholipid and fatty acid levels affect the state of cell membranes and cell
function.

Keywords: phospholipids, free fatty acids, ethanol, cancer


