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Введение

Проблема поражения головного мозга 
при тяжелых гипогликемических состояни-
ях, весьма часто встречающихся в клиниче-
ской практике, остается актуальной, не смо-
тря на огромное количество исследований. 

В настоящее время исследователи 
склонны полагать, что повреждение голов-
ного мозга при тяжелой гипогликемии яв-
ляется результатом активации целого ряда 
патогенетических процессов [14] среди ко-
торых в числе основных называютактива-
цию глютаматэргических синапсов [10] и  
приток ионов Са2+ в цитозоль [15]. Интен-
сификация данных процессов в свою оче-
редь приводит к усилению синтеза АФК, 
осуществляемого, в основном, митохон-
дриальнымиэлектронтранспортными це-
пями, что в конечном итоге, приводит к 
развитию оксидантного стресса [5]. Так 
опубликованными работами последних лет 
подтверждается факт интенсификации при 
гипогликемической коме процессов окис-
ления липидов ткани мозга [11] и конкрет-
но липидов мембран митохондрий, кото-
рые являются не только главным инициа-

тором оксидативного стресса, но и мише-
нью этого патологического процесса [9].  

С другой стороны, развитие оксида-
тивного стресса при тяжелой гипоглике-
мии может быть связано со снижением об-
щей активности антиоксидантной систе-
мы [12] и нарушением синтеза глютатио-
на [14]. Однако, существуют исследова-
ния, показывающие, что состояние антиок-
сидантной ферментной защиты митохон-
дрий в условиях даже глубокой гипогли-
кемической комы, в существенной мере не 
страдает [11]. Значительно меньше извест-
но об оксидантном статусе головного моз-
га в восстановительном периоде после ку-
пирования гипогликемического состояния. 
Именно этот период некоторые исследова-
тели склонны считать пусковым моментом 
развития наиболее тяжелых изменений в 
метаболизме [13].

Некоторая противоречивость данных о 
влиянии острой гипогликемии на интенсив-
ность ПОЛ зависит от ряда факторов, среди 
которых немаловажными являются глубина 
гипогликемической комы, и прежде всего 
длительность периода полной утраты био-
электрической активности мозга [7].

СОСТОЯНИЕ ЛИПОПЕРОКСИДАцИИ В МИТОХОНДРИЯХ МОЗГА 
ПРИ ГИПОГЛИКЕМИЧЕСКОМ СУДОРОЖНОМ СИНДРОМЕ 

И РАЗЛИЧНыХ СПОСОБАХ ЕГО КУПИРОВАНИЯ

ГБОУ ВПО СГМА Минздрава России, г. Смоленск, Россия

Исследовалось содержание первичных продуктов ПОЛ – гидроперекисей липидов, 
диеновых конъюгатов и конечных продуктов ПОЛ-малоновогодиальдегида (ТБК-тест), 
оценивалось состояние антиоксидантной системы по общей антиоксидантной емкости и 
изменению концентрации восстановленного глютатиона в митохондриях мозга при ин-
сулиновом шоке и в различные сроки после его купирования глюкозой либо введением 
глютамата натрия в сочетании с вдыханием гиперкапнической воздушной газовой сме-
си.  Установлено, что уже на судорожном этапе инсулин индуцированной комы и, особен-
но, в восстановительном периоде, после обоих способов ее купирования на фоне сохра-
нения антиоксидантных возможностей в митохондриальных мембранах интенсифициру-
ются перекисные процессы.

Ключевые слова: гипогликемия, перекисное окисление липидов, головной мозг, мито-
хондрии.
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Из приведенных данных следует, что 
изучение состояния липопероксидации в 
митохондриальных мембранах ткани моз-
га уже на начальных стадиях инсулиново-
го шока, а также в динамике восстанови-
тельного периода представляет значитель-
ный научный интерес прежде всего с точки 
зрения углубления и конкретизации суще-
ствующих знаний об этапах развития этого 
специфического метаболического стресса.

В указанном аспекте немаловажным 
является сравнительный анализ эффектов 
классического купирования шока введе-
нием глюкозы и способа купирования, не 
приводящего к подъему уровня глюкозы в 
крови, т.е. введением глютамата натрия с 
вдыханием воздуха в смеси с 7% СО2[3]. 
Последнему, как известно, приписывают 
антиоксидантные свойства [2].

В связи с вышеизложенным предпри-
нято исследование по изучению оксидант-
ного статуса в митохондриях мозга как на 
высоте судорожного этапа инсулин инду-
цированной гипогликемической комы, так 
и в различные сроки (спустя 1 час либо 
1 сутки) после ее купирования указанны-
ми способами. Было изучено содержание 
в митохондриях мозга как начальных про-
дуктов перекисного окисления (гидропере-
кисей липидов, диеновых конъюгатов), так 
и терминальных (в частности малонового-
диальдегида – МДА) с параллельной оцен-
кой состояния антиоксидантной системы 
по изменению их общей антиоксидантной 
емкости (АОЕ) и концентрации восстанов-
ленного глютатиона (GSH).

Материалы и методы исследования

Экспериментальные исследования 
были выполнены на 137 белых беспород-
ных крысах обоего пола с массой тела 150-
200 г. Работа с экспериментальными жи-
вотными проводилась в соответствии с 
приказом министерства Здравоохранения 
№755 от 12.08.77 и положениями Хель-
синской декларации. Подопытные живот-
ные всех групп  содержались в условиях 
вивария и находились на обычной лабо-
раторной диете. Перед проведением каж-

дого эксперимента животные не получа-
ли пищу в течение 14 часов при свободном 
доступе к воде. Инсулин вводился подкож-
но в дозе 40 ед/кг массы тела, изотониче-
ский раствор глюкозы – внутримышечно 
из расчета 2 г на 1 кг массы тела, глюта-
мат натрия – подкожно, 0,5 г на 1 кг массы 
телаcпоследующим помещением животно-
го в проточную газовую камеру, в которую 
подавался воздух в смеси с СО2.

Забой животных осуществлялся пу-
тем моментальной декапитации с парал-
лельным определением уровня глюко-
зы в крови с помощью портативного глю-
кометра (OneTouchHorizon, LifeScan, 
Johnson&Johnson). После купирования шока, 
при отсроченном на сутки забое, животные 
имели свободный доступ к воде и пище.

Выделение митохондрий из ткани го-
ловного мозга (за исключением мозжечка) 
осуществлялось путем ее гомогенизации в 
ледяной среде выделения с последующим 
предварительном центрифугировании го-
могената в рефрижераторной центрифуге 
ЦЛР – 1 при 1000 g (температурный интер-
вал от -3 до 0ºС, 10 мин) и повторном цен-
трифугировании при 12000g. Содержание 
белка в суспензии митохондрий определя-
ли по общепринятому методу Lowry O.H. 
et all (1951). 

Измерение концентрации гидропере-
кисей липидов (ГПЛ) и общей антиокси-
дантной емкость (АОЕ) суспензии митохон-
дрий было выполнено на хемилюминоме-
тре ИРА-03 с использованием ФЭУ – 127. 
Измерение содержания ГПЛ в указанных 
биологических образцах основывалось на 
инициации хемилюминисценции ионами 
Fe2+ в присутствии родамина Ж. Рассчи-
тывались следующие основные параметры: 
h – высота быстрой вспышки, которая зави-
сит от содержания в изучаемой системе ги-
дроперикисей липидов; Н – высота медлен-
ной вспышки, а также ее светосумма, кото-
рая отражает способность липидов к пере-
кисному окислению, т.е. максимально воз-
можную интенсивность ПОЛ после введе-
ния Fe2+. Для оценки АОЕ сравнивали хе-
милюминисцентные сигналы быстрой (Бст) 
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и медленной (Мст) вспышек стандартной 
желточной липопротеидной системы с сиг-
налами опытной пробы содержавшей стан-
дартизированную по содержанию белка 
взвесь митохондрий – Боп и Моп [6]. 

Определение содержания диеновых 
конъюгатов в суспензии митохондриаль-
ных мембран осуществлялось по мето-
ду Волчегорского И.А. [4] путем получе-
ния гептан-изопропанольных экстрактов 
липидной фазы митохондрий с последую-
щим их спектрофотометрированием при  
220, 232, 278 нм. Оценивали содержание 
продуктов ПОЛ как по отношению Е232/
Е220 и Е278/Е220, так и путем пересчета 
найденных значений экстинкций на 1 мг 
белка суспензии митохондриальных мем-
бран. При этом принимали во внимание, 
что даже при более тяжелой гипогликемии 
общее содержание липидов в митохондри-
ях остается неизменным [8].

Определение содержания малонового-
диальдегидапроводили на основании ТБК-
теста, содержание восстановленного глю-
татиона по стандартной методике с реакти-
вом Эллмана. 

Статистическую обработку результатов 
проводили, используя программу «Statistica 
5.0». Достоверность оценивали с помощью 
параметрического t-критерия Стьюдента и 
непараметрического критерия Манна-Уитни. 
Достоверными считали различия при р<0,05. 

Результаты исследования

Способность липидов митохондриаль-
ных мембран к переокислению оценивалась 
на основании метода Fe2+ – индуцирован-
ной хемилюминисценции взвеси митохон-
дрий, выделенных из ткани моззга. Как сле-
дует из приведенных данных (таблица 1), 
параметры хемилюминисцентных вспышек 
взвеси митохондрий, выделенных из моз-
га животных, находящихся на судорожном 
этапе гипогликемической комы, мало отли-
чались от контрольных значений.

Купирование судорожного состояния 
введением глюкозы (спустя 1 час) сопрово-
ждалось некоторым приростом ГПЛ, кото-
рый к концу первых суток достиг высокой 
степени достоверности. При этом их уровень 
на 78% превышал контрольные значения.

Вместе с тем оказалось, что при более 
высоком содержании гидроперекисей липи-
дов по сравнению с контролем, купирую-
щий эффект глюкозы сочетался со снижени-
ем как амплитуды, так и особенно светосум-
мы медленной вспышки. Это говорит о том, 
что скорость автокаталитического окисле-
ния липидов снижается, вероятно, в резуль-
тате достаточно активного обрыва боковых 
цепей разветвления компонентами антиок-
сидантной системы данных органелл.

Применение в качестве купирующе-
го средства глютамата натрия в сочетание 
с вдыхаемым СО2, спустя 1 час, также со-

Таблица 1 – Параметры Fe2+-индуцированной хемилюминисценции взвеси 
митохондрий мозга при гипогликемическом судорожном синдроме и после его 
купирования (отн.ед.)

Показатель Контроль
n=8

Судорожное
состояние

n=8

Купирование
глюкозой

Купирование
глютаматом

Через
1 час
n=8

Через
1 сутки

n=8

Через
1 час
n=8

Через
1 сутки

n=8
амплитуда
быстрой
вспышки

37,4±6,5 44,8±6,2 51,8±3,5 66,6±9,1
Р4-1<0,02

99,8±9,7
Р5-1<0,001
Р5-3<0,001

64,4±7,4
Р6-5<0,02
Р6-1<0,02

амплитуда
медленной
вспышки

17,0±1,5 16,2±1,7 11,7±1,9
Р3-1<0,05 13,3±1,5 21,7±2,3

Р5-3<0,01 17,7±2,0

светосумма
медленной
вспышки

305±25 336±38
218±22

Р3-1<0,02
Р3-2<0,02

233±20
Р4-1<0,05

424±65
Р4-1<0,05 309±44

Примечание: р – на основании непараметрического критерия Вилкоксона-Манна-Уитни.
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провождалось подъемом содержания ги-
дроперекисей липидов в митохондриаль-
ных мембранах, но более существенным 
чем при применении глюкозы (в 2,6 раза 
по сравнению с контролем). После данно-
го способа купирования судорог при кото-
ром концентрация глюкозы в крови так и 
оставалась предельно низкой весьма зна-
чительно изменялись параметры медлен-
ной хемилюминисцентной вспышки. В от-
личие от купирующего действия глюкозы, 
эта вспышка имела более высокую ампли-
туду и почти вдвое более высокую свето-
сумму. Очевидно, что интенсивное нако-
пление гидроперекисей и последующее их 
разложение с участием двухвалентного же-
леза инициировало рост числа новых, бо-
ковых цепей разветвления свободноради-
кального окисления.

Столь высокий подъем уровня гидро-
перекисей липидов после купирования 
судорожного состояния глютаматом на-
трия и СО2 на фоне объективного улучше-
ния состояния животных (исчезновения 
судорог, восстановление рефлексов), по-
будил нас исследовать в аналогичной се-
рии экспериментов содержание в гептан-
изопропанольных липидных экстрактах 
мембран митохондрий других начальных 
продуктов ПОЛ: диеновых конъюгатов, ке-
тодиенов и сопряженных триенов. Как из-
вестно, именно в эту фазу, как более поляр-
ную, в основном переходят фосфолипид-
ные компоненты мембран, которые явля-
ются важнейшими субстратами ПОЛ.

Из приведенных в таблице 2 данных 
видно, что средние значения экстинкций 
изопропанольной фазы  при 220 нм (на эту 

длину волны приходится максимум погло-
щения изолированных двойных связей в ли-
пидах), отнесенное к 1 мг белка, содержа-
щегося во взвеси митохондрий, подвергну-
тых липидной экстракции, в обоих группах 
животных были практически идентичными. 
Это говорит о том, что по общему содержа-
нию липидов и степени их ненасыщенно-
сти митохондриальные мембраны как кон-
трольной, так и опытной групп животных 
практически не отличались друг от друга. 

Поглощение изопропанольными экс-
трактами лучей с длиной волны 232 нм (от-
ражает содержание диеновых конъюгатов), 
рассчитанное как на 1 мг митохондриаль-
ного белка, так и по отношению к поглоще-
нию 220 нм, в опытной группе в обоих слу-
чаях на треть превалировало над контро-
лем. Эти изменения, однако, не носили до-
стоверного характера. В отличие от сказан-
ного, параметры поглощения экстрактами 
лучей с длинной волны 278 нм, которое за-
висит от содержания кетодиенов и сопря-
женных триенов, рассчитанное как на 1 мг 
митохондриального белка, так и по отно-
шению к поглощению при 220 нм, стати-
стически достоверно и более чем в 2 раза 
превышали контрольные значения.

Эти данные, согласуясь с результатами 
люминисцентного анализа, свидетельству-
ют о существенном превышении содержа-
ния по сравнению с контролем  начальных 
продуктов ПОЛ в митохондриальных мем-
бранах в ближайшей перспективе восста-
новительного периода после купирования 
гипогликемического судорожного состоя-
ния глютаматом натрия в сочетании с угле-
кислым газом.

Таблица 2 – Содержание продуктов ПОЛ в изопропанольной фазе липидных экстрактов 
из митохондрий мозга спустя 1 час после купирования гипогликемических  судорог 
глютаматом натрия в сочетании с СО2

Группа Е220,нм Е232,нм Е232/Е220 Е278,нм Е278/Е220
контроль, n=9 0,360±0,046 0,109±0,027 0,30±0,03 0,032±0,005 0,09±0,01
после
купирования, n=8 0,371±0,073 0,149±0,060 0,40±0,05 0,96±0,052

p<0,05
0,26±0,05

p<0,02
Примечания: Е – значение экстинкций при 220, 232 и 278 нм, отнесенное к 1 мг бел-

ка взвеси митохондрий, подвергнутых липидной экстракции; р – значимость различий на 
основании парного критерия Вилкоксона – Манна – Уитни.
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Спустя сутки после такого способа ку-
пирования гипогликемических судорог, в 
течение которых животные имели свобод-
ный доступ к воде и пище, ситуация с ли-
попероксидацией несколько улучшилась. 
Об этом говорит возвращение параметров 
хемилюминисцентной медленной вспыш-
ки к контрольным значениям, и существен-
ное снижение содержания гидроперекисей 
в липидах мембран митохондрий, хотя их 
уровень, как и в случае  с купирующим эф-
фектом глюкозы, достоверно и более чем на 
70% все же превышал контрольные цифры.

Таким образом, проведенное исследо-
вание показало, что метаболическая пере-
стройка, которая неизбежно происходит 
при ограничении поступления в нервную 
ткань энергетических ресурсов на началь-
ных этапах развития коматозного состоя-
ния, существенно не отражается на биора-
дикальном статусе ее энергопреобразую-
щих органелл. 

Ограничение энергетических возмож-
ностей нейронов и дефицит восстановлен-
ных эквивалентов в условиях гипоглике-
мии, по-видимому, создают предпосылки 
к нарушению естественного баланса меж-
ду оксидантным и антиоксидантным стату-
сом митохондрий уже в начале восстанови-
тельного периода, т.е. вскоре после выхо-
да из судорожного состояния. Причем этот 
баланс остается нарушенным в восстано-
вительном периоде как в условиях нор-
могликемии, (после купирования судорог 
глюкозой), так и при сохраняющейся гипо-
гликемии (после купирования судорог глю-
таматом с СО2).

В связи со сказанным вполне законо-
мерным является вопрос: можно ли гово-

рить о развитии в условиях эксперимен-
та тканевого оксидативного стресса? Из-
вестно, что одним из основных его марке-
ров считается малоновый диальдегид, по 
накоплению которого нередко оценивают 
интенсивность перекисных процессов. В 
связи с чем было предпринято исследова-
ние по определению концентрации МДА 
в указанных органеллах в наших услови-
ях эксперимента.

Как видно из приведенных данных, (та-
блица 3), развитие судорожного состояния 
у животных приводит к некоторому увели-
чению уровня этого метаболита в митохон-
дриях, но не достигающих границ досто-
верности.

Через 1 час после купирования судо-
рог, независимо от применяемого способа, 
уровень МДА снижался, опускаясь даже 
несколько ниже контрольного значения. 
Через сутки после купирования судорож-
ного состояния глюкозой содержание МДА 
в митохондриях оставалось не изменен-
ным, тогда как после купирующего эффек-
та глютамата и СО2, уровень МДА оказал-
ся даже достоверно более низким по срав-
нению с уровнем, характерным для началь-
ного восстановительного периода.

Отсутствие факта накопления конеч-
ных продуктов ПОЛ на фоне заметно вы-
соких уровней образования первичных 
продуктов перекисного окисления позво-
ляет говорить о сохранении достаточно 
высокой емкости системы антиоксидант-
ной защиты.

Данное предположение согласуется с 
результатами проведенного исследования 
общей антиоксидантной активности взве-
си митохондрий ткани мозга, в ходе кото-

Таблица 3 – Содержание малоновогодиальдегида (ТБК-позитивтный тест) в 
митохондриях мозга при гипогликемическом судорожном состоянии и после его 
купирования (нмоль/мг митохондриального белка) (n=8)

Пока-
затель Контроль Судорожное

состояние
Купирование глюкозой Купирование глютаматом

Через1 час Через1 сутки Через1 час Через1 сутки

МДА 1,9±0,386 2,5±0,35 1,6±0,16 1,6±0,19 1,5±0,16 0,9±0,09
P6-5≤0.05

Медико-биологические проблемы



44                Медико-биологические проблемы жизнедеятельности. 2014. № 1(11)

А.В. Иванова

рого ни в одной из серий опытов не было 
выявлено статистически достоверных от-
клонений в антиоксидантной способности 
митохондрий по сравнению с контрольной 
группой животных (таблица 4).

Известно, что важнейшим компонен-
том  системы антиоксидантной защиты яв-
ляется восстановленный глютатион. Поэ-
тому, представлялось важным исследовать 
содержание восстановленного глютатиона 
в тех сериях опытов, где нами был зареги-
стрирован достоверно высокий уровень ги-
дроперекисей липидов после обоих спосо-
бов купирования судорожного состояния – 
т.е. через сутки после выхода из гипоглике-
мической комы (таблица 5).

Как видно из результатов, отраженных 
в таблице 5, содержание восстановленного 
глютатиона в митохондриях спустя сутки 
после купирования обоими способами ги-
погликемических ком сохранялась на уров-
не контрольных значений. 

Заключение

Совокупно оценивая полученные дан-
ные, можно полагать, что даже довольно тя-
желые гипогликемические состояния жи-
вотных на начальных этапах и вплоть до раз-
вития судорожного состояния не отражают-
ся на биорадикальном статусе всей совокуп-
ности митохондрий, выделяемых из ткани 
головного мозга. Однако исчерпание энер-

гетических ресурсов и переход восстанов-
ленных эквивалентов в окисленное состоя-
ние, влекущее за собой постепенное сниже-
ние потребления кислорода дыхательными 
цепями митохондрий, что  неизбежно долж-
но приводить к возрастанию парциального 
давления кислорода в их матриксе, сниже-
ние энергизации мембран, повышение кон-
центрации АДФ и являются, по-видимому, 
теми пусковыми факторами, которые приво-
дят к интенсификации процесса липоперок-
сидации в последующий период. Накопле-
ние первичных продуктов ПОЛ начинает 
происходить уже на начальных этапах вос-
становительного периода. В большей сте-
пени это проявляется при применении в ка-
честве купирующего средства глютамата с 
углекислым газом, несмотря на его антиок-
сидантные свойства [2]. Выход из коматоз-
ного состояния и восстановление жизнен-
ных функций с последующим переходом на 
обычный рацион питания не останавлива-
ет процесса избыточной липопероксидации, 
что выявляется и спустя сутки. Однако, со-
хранение антиоксидантных возможностей 
митохондрий ткани мозга не позволяет этим 
процессам по отношению к целостной его 
структуре приобрести катастрофический и 
гибельный характер для нейронов. Вместе 
с тем, накопление начальных продуктов из-
быточной липопероксидации в мембранах 
митохондрий, даже при условии успешного 

Таблица 4 – Антиоксидантная емкость митохондриальных мембран мозга при 
гипогликемическом судорожном синдроме и после его купирования (по степени 
тушения медленной хемилюминисцентной вспышки стандартной желточной 
липопротеидной системы в отн.ед) (n=8)

Контроль Судорожное
состояние

Купированиеглюкозой Купированиеглютаматом
Через1 час Через1 сутки Через1 час Через1 сутки

АОЕ 38,1±7,23 30,9±5,91 39,0±7,78 38,9±5,97 19.75±7.52
0,1<р<0,05 41,8±5,43

Таблица 5 – Содержание восстановленного глютатиона в митохондриях ткани 
головного мозга спустя сутки после купирования гипогликемического судорожного 
состояния (нмоль/мг белка) (n=8)

Контроль  Купирование глюкозой (1 сутки) Купирование глютаматом+ СО2 (1 сутки) 

GSH 15,5±3,69 14,73±2,13 15,7±3,85
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обрыва ведущих цепей компонентами анти-
оксидантной защиты, могут быть причиной 
тех изменений в электронтранспортных це-
пях данных органелл, которые приводят к 
изменению их дыхательной и фосфорили-
рующей способности, как это было показа-
но нами ранее[1].
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LIPOPErOxIDAtION StAtE OF rAt BrAIN MItOChONDrIA 
At hYPOGLYCEMIC CONVULSIVE SYNDrOME AND 

DIFFErENt wAYS OF ItS ArrEStING

Content of primary products (lipid hydroperoxides, diene conjugates) and terminal products 
(malondialdehyde) of lipid peroxidationat rat brain mitochondria during hypoglycemic shock 
and after different ways of its arresting was studied.Antioxidant system state (as antioxidant 
capacity and reduced glutathione level) was estimated at the same experimental conditions. It 
was found that high insulin doses lead to intensification of lipid peroxidation in mitochondria 
membranes  as at the height of the convulsive state, and in the recovery period.Antioxidant 
resources of these organelles were not exhausted at experimental conditions.

Key words: hypoglycemia, lipid peroxidation, brain, mitochondria.
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