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делирования новых имплантантных мате-
риалов, а также открывает новые возмож-
ности в исследовании тонких механизмов 
реорганизации костной ткани как в норме, 
так и при патологических процессах. 
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ВЛИЯНИЕ ЛЕЙЦИНА НА МОРФО-ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ 
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Ежедневное пятикратное энтеральное введение незаменимой аминокислоты лейцин в 
дозе 100 мг/кг массы приводит к стимуляции биосинтетических процессов в печени, кото-
рое находит свое подтверждение в изменении ультраструктуры гепатоцитов. Это дает ос-
нование полагать, что длительных прием лейцина в условиях депривации энергетических 
субстратов может оказывать негативное влияние на печень. 
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EFFECT OF LEUCINE ON THE MORPHO-GUNCTIONAL STATE OF RAT LIVER 

V.M. Sheibak, R.I. Kravchuk, T.L. Stepuro, M.V. Haretskaya 

Grodno State Medical University 

Enteral administration of essential amino acid leucine (dose 100 mg/kg for five days) results 
into the stimulation of hepatic biosynthetic processes which correlated with a change in hepato-
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cyte’s ultrastructure. Therefore, we think that the long-lasting leucine administration during the 
depripation of energetic substrates can induced negatively effects on the liver. 

Keywords: leucine, rats, liver, ultrastructure. 
 
 
Введение 
Исследование особенностей обмена 

аминокислот в отдельных органах и тканях 
позволило разработать и создать на основе 
этих соединений препараты для метаболиче-
ской коррекции функционального состояния 
печени, ЦНС и сердечно-сосудистой системы 
[4, 8]. Эффективность аминокислот опре-
деляется их специфическими фармаколо-
гическими эффектами на уровне метабо-
лических реакций (гликолиз, глюкозо-
аланиновый цикл, цикл мочевинообразо-
вания, обмен нейроактивных соединений), 
определяющих функциональное состояние 
органов и систем [5, 6, 10]. В настоящее 
время для коррекции обменных нарушений 
широко применяются композиции амино-
кислот, обладающих общими или взаимо-
связанными путями метаболических пре-
вращений. При таком подходе обеспечива-
ется реализация совокупных фармакологи-
ческих эффектов. Так, например, сочета-
ние аминокислот с разветвленной углево-
дородной цепью — АРУЦ (изолейцин, 
лейцин и валин) в препаратах для энте-
рального и парентерального применения 
позволяет использовать их не только в 
качестве питательных смесей при пора-
жениях печени, но и для коррекции мета-
болического дисбаланса [7, 11]. Хотя эта 
группа аминокислот метаболически тесно 
связана между собой, тем не менее, лей-
цин является самым мощным стимулято-
ром белкового синтеза. Между амино-
кислотами этой группы существует анта-
гонизм на уровне транспорта, аффините-
та и степени участия в процессах биосин-
теза белка. Так, избыточное введение 
лейцина нарушает утилизацию изолейци-
на и валина. Вместе с тем незаменимость 
L-лейцина для организма млекопитаю-
щих, его специфическое метаболическое 
действие (активация синтеза белка и 
ДНК, транспорта mPHK, ингибирование 
протеолиза) и фармакологическая имму-
номодуляторная активность, реализуемая 
в процессе метаболической биотранс-
формации, делают монотерапию этим со-
единением привлекательной [5, 11]. 

Целью нашей работы явился анализ 
морфо-функциональных изменений в пе-
чени после курсового энтерального введе-
ния животным лейцина. 

Материалы и методы 
Лейцин вводили через зонд белым 

крысам самкам массой 180–220 г в дозе 
100 мг/кг массы ежедневно однократно в 
течение 5 дней. Общепринятыми методами 
в сыворотке крови определяли активности 
ферментов-маркеров поражения печеноч-
ной ткани — аланин- и аспартатами-
нотрансфераз, малонового диальдегида и 
диеновых конъюгатов, кроме того, в ткани 
печени — дополнительно количество ма-
лонового диальдегида и диеновых конъю-
гатов. Электронно-микроскопические ис-
следования проводили в образцах печени 
животных, фиксированных 1% раствором 
четырехокиси осмия на 0,1 М буфере Мил-
лонига, рН 7,4 при +4°С в течение 2 часов. 
После дегидратации в спиртах восходящей 
концентрации и ацетоне образцы заливали 
в смесь эпон — аралдит. Из полученных 
блоков на ультрамикротоме МТ-7000 UL-
TRA (USA) готовили полутонкие срезы, 
которые окрашивали метиленовым синим. 
Препараты просматривали в световом 
микроскопе и выбирали участок для даль-
нейшего изучения ультраструктурных из-
менений (для соблюдения стандартности 
при окончательной заточке образца печени 
отбирали однотипные участки печеночной 
дольки). Затем изготавливали ультратонкие 
срезы, которые контрастировали 2%-ым рас-
твором уранилацетата на 50% метаноле и 
цитратом свинца. Препараты изучали в 
электронном микроскопе JEМ-100 CX (Япо-
ния) при увеличениях 7000–36000. 

Результаты и обсуждение 
Определение соматических коэффици-

ентов (соотношение массы печени к массе 
животного) не выявило существенных из-
менений в исследуемых группах животных — 
3,530,13% в контрольной группе и 3,27  
0,13% в группе животных, получавших 
лейцин, соответственно. Анализ активности 
сывороточных ферментов, характеризующих 
функцию печени, аланинаминотрансферазы и 
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аспартатаминотрансферазы, также не выявил 
существенных изменений (53,32,13 Ед/л и 
146,311,55 Ед/л в контрольной группе и 
55,13,54 Ед/л и 169,710,17 Ед/л после 
введения лейцина соответственно). Это яв-
ляется подтверждением не токсичности 
данной дозы аминокислоты. Вместе с тем, 
если в сыворотке крови содержание мало-
нового диальдегида в контрольной группе 
составило 1,690,17 мкМ/л, а в опытной — 
1,980,22 мкМ/л, то в ткани печени после 
введения лейцина содержание малонового 
диальдегида существенно повышалось — 
25,031,79 мкМ/кг против 15,11,34 мкМ/кг 
ткани в контрольной группе. Хотя уровень 
диеновых конъюгатов при этом практиче-
ски не изменялся как в сыворотке крови 
(0,410,078 Ед/мл против 0,430,089 Ед/мл), 
так и в ткани печени (10,63,19 Ед/г и 
7,53,57 Ед/г) в контрольной и опытной 
группах соответственно. 

На светооптическом уровне в печени 
выявлялось неравномерное расширение си-
нусоидных капилляров долек печени как в 
центральных, так и периферических отде-
лах. Методом электронной микроскопии 
установлено, что пятикратное введение 
лейцина вызывает ряд обратимых ультра-
структурных изменений в печени. Регист-
рировали стимуляцию биосинтетических 
процессов, морфологическим подтвержде-
нием которых являются признаки актива-
ции ядерного аппарата (гиперплазия и ги-
пертрофия ядрышек, с преобладанием в 
них гранулярного компонента) (рис. 1, 2), 
повышенная степень активности грануляр-
ной эндоплазматической сети (ГрЭС), рез-
кое увеличение числа митохондрий с мно-
гочисленными кристами и отличающихся 
полиморфизмом. При этом отмечался тес-
ный топографический контакт митохонд-
рий с цистернами ГрЭС (рис. 3). Последнее 
является свидетельством процессов, про-
текающих с использованием большого ко-
личества энергии. Одновременно, в цито-
плазме гепатоцитов чаще, чем в печени 
контрольных животных, выявляются ком-
поненты комплекса Гольджи. Во многих 
гепатоцитах повышалось содержание ли-
пидных включений, которые в отличие от 
печени контрольных животных, отлича-
лись полигональной формой (рис. 3). При 
морфологическом изучении печени экспе-
риментальных животных при моделирова-

нии различных патологических состояний 
почти всегда обнаруживаются липидные 
включения разнообразного характера. По-
явление их в печени может быть вызвано 
тремя различными механизмами: инфильт-
рацией, декомпозицией, трансформацией 
или их сочетанием [1, 3]. Жировая ин-
фильтрация вызывается отложением триг-
лицеридов, принесенных в печень лимфой 
или кровью. Триглицериды, синтезирован-
ные в гепатоците de novo, также можно от-
нести к инфильтративным, хотя они чаще 
всего отличаются по виду и химическому 
составу. В лимфатических сосудах хило-
микроны на 99% состоят из липидов, из 
которых 80–85% — триглицериды. Попа-
дая в печень и проходя по синусоидам пе-
ченочной дольки, хиломикроны захваты-
ваются эндоцитозом на сосудистом полюсе 
гепатоцита. Внутри печеночной клетки 
мономерные липидные компоненты, вы-
свобождаясь из хиломикронов, вступают в 
метаболические процессы и могут исполь-
зоваться для энергообеспечения жизнедея-
тельности любых клеточных систем, а 
также в синтезе интегральных (цитоплаз-
матических) жироподобных соединений, в 
частности, β-липопротеидов [2]. В ряде ге-
патоцитов выявлялись участки с разрежен-
ной цитоплазмой. Этот феномен связан с 
локальной редукцией цитоплазматических 
органелл и рассматривается как защитная 
реакция клетки. В то же время в цитоплаз-
ме гепатоцитов возрастало количество 
вторичных образований, представленных 
мультивезикулярными тельцами, пластин-
чатыми структурами, окруженными двой-
ной мембраной, а также мелкими элек-
тронно-плотными гранулами. Помимо 
описанных выше ультраструктурных из-
менений в печени лейцин приводил к уси-
лению межклеточных обменных процес-
сов. Об этом свидетельствовали выражен-
ные интердегитации мембран латеральных 
поверхностей гепатоцитов с образованием 
глубоких карманов (рис.4). Со стороны 
микрососудистого русла существенных де-
структивных изменений не обнаружива-
лось: синусоидные капилляры умеренно 
расширены, заполнены мелкозернистой 
субстанцией, в которой регистрировались 
единичные макрофаги, фибробласты и не-
многочисленные форменные элементы 
крови. Желчные капилляры имели типич-



Проблемы здоровья и экологии 115

ное строение, содержали многочисленные 
микроворсинки, обращенные в слегка су-
женный за счет ворсинок просвет. Следует 
отметить, что в пределах одной дольки, 
рядом с гепатоцитами, характеризующи-
мися изменением структурной организа-
ции клетки, находились гепатоциты с нор-
мопластическим вариантом строения. 

Заключение 
Ежедневное пятикратное энтеральное 

введение незаменимой аминокислоты лей-
цин в дозе 100 мг/кг массы приводит к сти-
муляции биосинтетических процессов в пе-
чени, которое находит свое подтверждение в 
изменении ультраструктуры гепатоцитов: 
стимуляция биосинтетических процессов 
(признаки активации ядерного аппарата, по-
вышенная степень активности ГрЭС, резкое 

увеличение числа митохондрий с многочис-
ленными кристами и отличающихся поли-
морфизмом). Это дает основание предполо-
жить, что длительных прием лейцина в ус-
ловиях депривации энергетических субстра-
тов может оказать негативное влияние на 
состояние печени. В этой связи требуются 
дальнейшие исследования, результатом ко-
торых должны стать патофизиологически 
обоснованные показания для монотерапии 
препаратом данной аминокислоты. При раз-
работке лекарственных соединений на осно-
ве аминокислот, а также при применении 
индивидуальных аминокислот в течение 
длительного периода времени необходимо 
уделять должное внимание возможности 
возникновения морфо-функциональных из-
менений со стороны печени. 

 

 
Рис. 1. Фрагмент гепатоцита контрольного животного. Увеличение 10 тыс. 

Контрастирование уранилацетатом и цитратом свинца 

 

Рис. 2. Гипертрофия ядрышка с преобладанием гранулярного компонента, 
эксцентричное расположение в кариоплазме. Увеличение 7,2 тыс. 

Контрастирование уранилацетатом и цитратом свинца 
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Рис. 3. Повышение в гепатоцитах содержания липидных включений. 

Увеличение 7,2 тыс. Контрастирование уранилацетатом и цитратом свинца 
 

 

Рис. 4. Интердегитации мембран латеральных поверхностей гепатоцитов 
с образованием глубоких карманов. Увеличение 7,2 тыс. 
Контрастирование уранилацетатом и цитратом свинца 

 
 

ЛИТЕРАТУРА 
1. Морозов И.А., Лысиков Ю.А., Хвыля С.И. 

Электронно-микроскопическое исследование про-
цесса печеночно-кишечной рециркуляции // Физи-
ол. Журн.СССР — 1985. — № 11. — С. 1419–1427. 

2. Морозов И.А. Липидные включения печени 
// Гепатология. — 2005. — № 3. — С. 11–17. 

3. Струков А.И., Серов В.В. Патологическая 
анатомия. — М., Медицина — 1979. — 528 с. 

4. Шейбак В.М., Тис А.А., Шейбак Л.Н. Фагоци-
тарная активность нейтрофилов пуповинной крови но-
ворожденных in vitro в присутствии лейцина // Эксп. и 
клин. фармакология. — 2005. — № 1. — С. 48–49. 

5. Baker D.H. Animal models of human amino 
acid responses // J Nutr. — 2004. — Vol. 134. — № 6. — 
P. 1646S–1650. 

6. Burrin D.G., Davis T.A. Proteins and amino ac-
ids in enteral nutrition // Curr Opin Clin Nutr Metab 
Care. — 2004. — Vol. 7. — № 1. — P. 79–87. 

7. Holecek M. Glutamine and branched-chain amino 
acids-practical importance of their metabolic relations // Cas 
Lek Cesk. — 2005. — Vol. 144, № 3. — P. 9–12. 

8. Kilberg MS, Pan YX, Chen H, Leung-Pineda V. 
Nutritional control of gene expression: how mammal-
ian cells respond to amino acid limitation //Annu Rev 
Nutr. — 2005. — V. 25. — P. 59–85. 



Проблемы здоровья и экологии 117

9. Matthews D.E. Observations of branched-chain 
amino acid administration in humans // J Nutr. — 2005. — 
Vol. 135, № 6. — P. 1580–1584. 

10. Millward D.J. An adaptive metabolic demand 
model for protein and amino acid Requirements // Br J 
Nutr. — 2003. — Vol. 90, № 2. — P. 249–260. 

11. Yoshizawa F. Regulation of protein synthe-
sis by branched-chain amino acids in vivo // Bio-
chem Biophys Res Commun. — 2004. — Vol 313, 
№ 2. — P. 417–422. 
 

Поступила 20.02.2006  

УДК 616.155.13: 612.127.4 
ОСОБЕННОСТИ ПОЙКИЛОЦИТОЗА, 

ВЫЗВАННОГО ДЕЙСТВИЕМ АКТИВНЫХ ФОРМ АЗОТА 
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В работе методами световой, электронной сканирующей и атомно-силовой микроско-
пии были изучены изменение формы, структуры и механических свойств мембраны эрит-
роцита после обработки цельной человеческой крови пероксинитритом. Установлено, что 
первичными механизмами изменения формы эритроцита (акантоцитоз и сфероцитоз) при 
действии активных форм азота являются фазовое разделение липидов, связанное с пере-
кисным окислением липидов, и агрегация спектрина. 

Ключевые слова: пероксинитрит, пойкилоцитоз, акантоцит, мембранные домены 

PECULIARITIES OF POIKILOCYTOSIS INDUCED 
BY REACTIVE NITROGEN SPECIES ACTION 

M.N.  Starodubtseva, T.G. Kuznetsova, T.A. Kuznetsova, 
J.C. Ellory, S.N. Cherenkevich, S.O. Abetkovskaya 

Gomel State Medical University 
Institute Heat-and-mass Transfer of NAS of Belarus of a name A.V. Likov 
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The changes in a shape, a structure and mechanical properties of erythrocyte membrane after 
the treatment of whole human blood with peroxynitrite were studied by the methods of light, 
electron scanning and atomic force microscopy. The primary mechanisms of the changes in 
erythrocyte shape (acanthocytosis and spherocytosis) at the action of reactive nitrogen species 
state to be lipid phase separation as a result of lipid peroxidation and spectrin aggregation. 

Key words: peroxynitrite, poikilocytosis, acanthocyte, membrane domains. 
 
 
Введение 
Активные формы азота могут участво-

вать как в физиологических, так и патоло-
гических процессах в организме [9, 12]. 
Такие активные формы азота, как перокси-
нитрит и диоксид азота, в основном, участ-
вуют в развитии патологических состояний 
организма человека [2, 6, 8]. Активные фор-

мы азота реагируют с белками и липидами 
мембраны эритроцита, изменяя ее механиче-
ские и транспортные свойства, а также 
форму клетки [7, 10, 13, 14]. Часто невоз-
можно выделить роль конкретной актив-
ной формы азота в этих процессах, так как 
в реакциях активных форм одного типа с 
другими молекулами образуются новые 


