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При острой интоксикации этанолом изменение
функций центральной нервной системы и различ-
ных органов человека является следствием  воз-
действия на организм как самого этанола, так и
его первого метаболита – ацетальдегида, который
способен играть важную роль в опосредовании
метаболических, токсических и фармакологичес-
ких эффектов этанола [7]. В частности, происхо-
дит уменьшение соотношения НАД+/НАДЧН в
результате окисления этанола и ацетальдегида, что
сдвигает метаболизм альдегидных продуктов об-
мена нейромедиаторов с оксидазного на редуктаз-
ный путь [2]. Этому же способствует и накопле-
ние ацетальдегида, который конкурирует с альде-
гидными продуктами обмена нейромедиаторов в
альдегиддегидрогеназной реакции.

Альдегиддегидрогеназа (КФ 1.2.1.3; АльДГ)
является основным ферментом, окисляющим аце-
тальдегид в мозге. АльДГ, находящаяся в барьер-
ных структурах мозга, препятствует проникнове-
нию образовавшегося на периферии ацетальдеги-
да из крови в мозг [17]. АльДГ мозга быстро окис-
ляет ацетальдегид, образующийся в процессе ме-
таболизма этанола в нервной ткани [1,11,15,20].
Поэтому эффекты этанола (ацетальдегида) в моз-
ге в значительной степени должны зависеть от
активности этого фермента. И действительно, в
многочисленных исследованиях показана взаимо-
связь между активностью АльДГ в мозге и вле-
чением к этанолу [5,13], поведенческой устойчи-
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востью  животных к его действию [19]. Последние
исследования всё убедительнее показывают, что
от активности АльДГ мозга зависят эффекты эта-
нола на локомоторную активность и поведение
животных, возможно, благодаря способности ре-
гулировать уровень ацетальдегида в мозге [3,4].
Отмечена прямая связь  активности АльДГ с ус-
тойчивостью морфологических образований моз-
га к алкоголю. Так, структуры, особо чувствитель-
ные к этанолу (филогенетически  более молодые
структуры, промежуточные нейроны и др.), отли-
чаются изначально низкой активностью этих фер-
ментов [18]. Ингибиторы АльДГ (дисульфирам,
цианамид) используются при лечении алкоголиз-
ма в качестве средств, вызывающих отвращение
к алкоголю. Доказано значение накопления ацеталь-
дегида в крови после приема алкоголя на фоне дей-
ствия этих препаратов для развития аверсивной
реакции. Однако центральные механизмы сниже-
ния потребления алкоголя после приема ингибито-
ров АльДГ изучены недостаточно.

Для исследования активности АльДГ в мозге
широко используются спектрофотометрические
методы, основанные на определении наработки
НАД·Н при окислении альдегидных субстратов
[12,17]. Однако эти методы недостаточно воспро-
изводимы, чувствительны и специфичны. Поэто-
му целью настоящей работы явилось определение
активности АльДГ мозга с помощью газохрома-
тографического метода по убыли субстрата – аце-
тальдегида.
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Материалы и методы исследования
Выделение субклеточных фракций. В экспе-

риментах использовали беспородных крыс-самцов
массой 230-280 г. Перед выделением субклеточ-
ных фракций проводили перфузию мозга, для это-
го под тиопенталовым наркозом животным внут-
рисердечно вводили 300-400 мл охлаждённого до
4оС изотонического раствора хлорида натрия, со-
держащего 1000 ед. гепарина на литр. Образцы
мозга взвешивали и гомогенизировали в гомоге-
низаторе со стеклянной ступкой и тефлоновым пе-
стиком. 10 % гомогенат готовили на охлажденной
до 0-4оС среде для гомогенизации, содержащей
0,32 М сахарозу, 1 мМ ЭДТА и 1 мМ Трис-НСL.
Для удаления обрывков клеток гомогенат центри-
фугировали при 2000 об/мин 2 минуты. Затем на-
досадочную жидкость центрифугировали при 5000
об/мин в течение 7 минут. Надосадочную жидкость
аккуратно отделяли от осадка, содержащего ядра,
и центрифугировали при 10 тыс об/мин в течение
10 минут. Осадок, содержащий митохондрии, ре-
суспендировали сахарозной средой и центрифуги-
ровали ещё раз при 10 тыс об/мин в течение 10
минут. Надосадочную жидкость, полученную при
втором центрифугировании, центрифугировали в
течение 20 минут при 12 тыс об/мин для получе-
ния l-фракции, содержащей лёгкие митохондрии и
пероксисомы. Полученная надосадочная жидкость
содержала микросомы и цитозоль. Цитозольная
фракция отделялась от микросомальной центрифу-
гированием при 105 000 g 60 мин.

Определение активности АльДГ в гомогена-
тах и субклеточных фракциях. Животных заби-
вали без наркоза путём декапитации. Мозг быст-
ро извлекали, промывали в физрастворе и поме-
щали на фильтровальную бумагу на лёд.
Образцы мозга взвешивали и гомогенизи-
ровали в гомогенизаторе со стеклянной
ступкой и тефлоновым пестиком. 10 % го-
могенат готовили на ледяном 0,1 М калий-
фосфатном буфере (рН 7,4), содержащем
0,1 % Triton X100. Для удаления обрывков
клеток гомогенат центрифугировали в те-
чение 1 минуты при 3000 об/мин. Инкуба-
ционная среда содержала 50 мM натрий-
пирофосфатный буфер (рН 8,8) и 1 мM
НАД. После добавления в инкубационную
среду 0,2 мл 10% гомогената или 0,2 мл
ресуспендированной субклеточной фрак-
ции, пробы преинкубировали в течение 10
минут при 37оС. Затем во флаконы с про-
бами с помощью шприца с иголкой вноси-
ли раствор ацетальдегида в конечной кон-

центрации 50 мкМ и инкубировали в течение раз-
личных интервалов времени при 37оС. Реакцию ос-
танавливали добавлением депротеинизирующего
раствора, содержащего 3 М хлорную кислоту и 1
мМ 1-пропанол, используемый как внутренний
стандарт. Затем пробы инкубировали 15 мин при
65оС и 1 мл парогазовой фазы вводили в газовый
хроматограф НР 6890 с детектором ионизации в
пламени и колонкой (длина 2,5 м, внутренний диа-
метр 2 мм), наполненной хроматоном N-AW-
DMCS, пропитанным 5%  Сarbovax 20М. Темпе-
ратура инжектора была 180оС, печи – 70оС, детек-
тора – 220оС. Время удерживания: ацетальдегид –
0,48 мин, пропанол – 1,42 мин.

Белок определяли по методу Лоури [9].
Статистическую обработка полученных данных

проводили на персональном компьютере с помо-
щью программы «Statistica» (версия 5.0). Оценку
достоверности изменений проводили с применени-
ем параметрического t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Исследование активности АльДГ по убыли аце-

тальдегида (рис. 1) при инкубации гомогената в
присутствии кофактора НАД+ показало, что на про-
тяжении 15 минут реакция шла линейно (коэффи-
циент корреляции r составил 0,99; P<0,01). В более
поздние сроки наблюдения (до 60 мин) линейность
нарушалась, снижался и коэффициент корреляции
(0,89; P<0,05). Следовательно, для определения
активности АльДГ по убыли ацетальдегида опти-
мальный срок инкубации составляет 10-15 минут.

На рис. 2 показана зависимость активности
АльДГ от количества ткани (10 , 20 и 30 мг сырой
ткани) в пробе. Показано, что с увеличением ко-
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Рис. 1.  Убыль ацетальдегида (50 мкМ исходная концентрация в пробах)  
в гомогенатах мозга в зависимости от времени инкубации  при 37оС 
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личества ткани в пробе происходит линейное уве-
личение активности АльДГ (убыли ацетальдеги-
да), коэффициент корреляции r= 0,99; Р<0,01. Это
позволяет, при необходимости, использовать не-
большое количество ткани для анализа.

Активность АльДГ в опытных пробах состави-
ла 14,3±0,52 нмоль/мг белка/15 мин, что соответ-
ствует литературным данным. Убыль ацетальде-
гида без кофактора НАД+ была достоверно ниже
(1,05±0,34; Р<0,0001), чем в присутствии НАД+, что
указывает на то, что окисление ацетальдегида про-
исходит при участии АльДГ, активность
которой зависит от присутствия кофак-
тора. При инкубации гомогената, под-
вергнутого термической обработке (10
минут при 100о), убыль ацетальдегида
практически не наблюдалась. Это сви-
детельствует о том, что наблюдаемое
нами окисление ацетальдегида являет-
ся ферментативным процессом и ката-
лизируется НАД+-зависимой АльДГ.

Для дальнейшего изучения способ-
ности мозга окислять ацетальдегид (ак-
тивности АльДГ) выбраны следующие
условия: инкубировали 0,2 мл 10% го-
могената мозга в течение 10-15 мин при
37оС в присутствии 1 мМ НАД+ и 50
мкМ ацетальдегида (конечная концен-
трация). Использование ацетальдегида
в концентрации 50 мкМ позволяет опре-
делить активность АльДГ с низкой Kм
(класс II), и, хотя ее активность в мозге
меньше активности АльДГ с высокой

Kм [10], обнаружение низких уровней
ацетальдегида в мозге при алкогольной
интоксикации дает основание считать,
что именно АльДГ с низкой-Km являет-
ся основной формой, окисляющей аце-
тальдегид во время алкогольной инток-
сикации.

Определение активности АльДГ в
субклеточных фракциях мозга крысы
показало, что наиболее высокий уровень
активности приходится на митохондри-
альную фракцию, где он был достовер-
но выше (P<0,0001) уровня активности
этого фермента в целом гомогенате моз-
га (рис. 3). Это, вероятно, связано с при-
сутствием АльДГ класса II, локализу-
ющейся в митохондриальном матриксе
и относящейся к изоферментам с боль-
шим сродством к ацетальдегиду (Км=3

мкМ), поэтому считается, что это основной класс,
ответственный за окисление ацетальдегида [14].
Наименьший уровень активности фермента наблю-
дался во фракции микросом и цитозоля, а также во
фракции, содержащей ядра. Эти уровни были дос-
товерно ниже (P<0,0001) по сравнению с гомоге-
натом мозга. Во фракции, обогащенной перокси-
сомами, активность АльДГ достоверно не отли-
чалась от активности наблюдаемой в гомогенате,
и была лишь на 30% ниже, это может быть связа-
но с присутствием во фракции примеси легких ми-
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Рис. 2. Убыль ацетальдегида (АА) в зависимости от количества гомогенатах 

мозга в пробе. Исходная концентрация ацетальдегида 50 мкМ,  
инкубация 15 минут при 37оС. 
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Рис. 3. Распределение альдегидокисляющей способности мозга по 
субклеточным фракциям (Г-гомогенат, Я-ядра, Мт-митохондрии,  

П-пероксисомы, Мс+Ц-микросомы и цитозоль). Исходная концентрация 
ацетальдегида 50 мкМ, инкубация 15 минут при 37оС. 

 
Примечание: *** - P< 0,0001, по сравнению с гомогенатом 

                       +++ - P< 0,0001, по сравнению с митохондриальной фракцией 
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тохондрий. Однако активность в этой фракции была
достоверно ниже (P<0,0001) уровня, наблюдаемо-
го в митохондриальной фракции.

Активность АльДГ, определенная по убыли аце-
тальдегида в гомогенате мозга, составила
33,8±4,97 нмоль/мг белка/15 мин и была сопоста-
вима с данными, полученными спектрофотомет-
рически по наработке НАД·Н [10,6,16]. Однако
определение активности АльДГ по убыли ацеталь-
дегида более специфично и  позволяет исключить
активность других ферментных систем, нарабаты-
вающих НАД·Н. Кроме того, предложенный ме-
тод отличается хорошей воспроизводимостью, про-
стотой и чувствительностью, а также, в отличие
от спектрофотометрического метода определения,
где важным фактором является пропускная спо-
собность инкубационной смеси, не требует боль-
шого разведения гомогената, что повышает точ-
ность исследования.

Выводы
1. Определение активности АльДГ в ткани

мозга с помощью газохроматографического мето-
да по убыли ацетальдегида дает сравнимые ре-
зультаты со спектрофотометрическим методом,
основанным на измерении образовавшегося
НАД·Н, но является более чувствительным.

2. Наибольшая активность фермента обнару-
жена в митохондриях мозга, где находится АльДГ
с низкой-Кm (АльДГ II), наименьшая – в ядрах,
микросомах и цитозоле.
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Resume
USE OF GAS CHROMATOGRAPHY FOR

DETERMINATION OF ALDEHYDE
DEHYDROGENASE ACTIVITY IN BRAIN

TISSUE
Pronko S.P., Zimatkin S.M.

Grodno State Medical University

Determination of aldehyde dehydrogenase activity
in brain tissue by measuring acetaldehyde
disappearance was used for determination of aldehyde
dehydrogenase activity in brain subcellular fractions.
Determination of ALDH activity defined by measuring
of acetaldehyde disappearance is more specific then
traditional estimation based on NAD·H accumulation
and allow to exclude the activity of other NAD·H
generating systems, proposed method is also more
sensitive and reproducible.
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