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Введение
В основе алкогольного поражения печени лежит спо-

собность алкоголя в организме окисляться до ацетальде-
гида, основного метаболита этанола, который, образуя
комплексы с белками, приводит к активации или угнете-
нию ряда ферментов, нарушению репарации ДНК, исто-
щению запасов глутатиона и других внутриклеточных
антиоксидантов, разобщению окисления и фосфорили-
рования со снижением энергопродукции, увеличению
интенсивности процессов ПОЛ, стимулированию обра-
зования провоспалительных цитокинов и коллагена [16].

Системное окисление этанола в печени включает три
метаболических пути, которые могут функционировать
параллельно: с использованием алкогольдегидрогеназы,
системы микросомального окисления и каталазы перок-
сисом [16, 31]. Цитохром Р450-зависимая микросомаль-
ная этанолокисляющая система играет незначительную
роль в метаболизме небольших количеств алкоголя, но
активируется при его избытке и приобретает существен-
ное значение при злоупотреблении им [31].

Этанол является субстратом цитохрома Р450 и в то
же время оказывает влияние на монооксигеназную сис-
тему, активируя отдельные изоформы цитохрома Р450,
главным образом цитохром Р450 2Е1 [18]. Реакции мик-
росомального окисления ксенобиотиков и эндогенных
субстратов являются важным источником образования
свободных радикалов, продукция которых увеличивает-
ся при активации микросомальных монооксигеназ [18,
20]. Если функциональной мощности компонентов анти-
оксидантной системы оказывается недостаточно, то сво-
боднорадикальные повреждения биомолекул и интенси-
фикация перекисного окисления липидов вносят свой
вклад в развитие интоксикации.

В то же время повреждение гепатоцитов, наблюдаю-
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щееся в ходе развития патологического процесса в пече-
ни, стимулирует регенерацию этого органа. Показано,
что ведущую роль в репаративных процессах в печени
при остром или хроническом действии агентов различ-
ной этиологии играют ДНК-синтетические процессы –
пролиферация и полиплоидизация гепатоцитов [3].

Таким образом, фармакологическая коррекция алко-
гольного поражения печени может осуществляться пре-
паратами, способными влиять на процессы тканевого
обмена (витамины), нормализовывать функциональную
активность и стимулировать репаративно-регенерацион-
ные процессы в печени.

Такой направленностью действия обладает и лейко-
ворин ([6S,R]-5-формилтетрагидрофолат), который пред-
ставляет собой восстановленную форму фолиевой кис-
лоты, способную вовлекаться в пути одноуглеродного
переноса без участия фермента дигидрофолат редукта-
зы [28, 29].

Регулирующая роль 5-формилтетрагидрофолата в
одноуглеродном метаболизме [8, 12, 29], роль запасной
формы фолатных коферментов в покоящемся состоянии
жизненного цикла клетки [8, 12], более быстрое его пре-
вращение в метилтетрагидрофолиевую кислоту по срав-
нению с фолиевой кислотой [24], а также антиоксидант-
ные свойства [9, 30] позволяют предположить, что 5-фор-
милтетрагидрофолат может выступать в роли активного
эндогенного регулятора обмена веществ в организме, в
том числе и цитохром Р450-зависимой монооксигеназ-
ной системы гепатоцитов.

Фолаты представляют интерес и в связи с тем, что
потребление этанола связано с нарушением всасывания
фолиевой кислоты в кишечнике, сниженным поступле-
нием ее в печень и повышенной экскрецией с мочой
[27]. Фолатная недостаточность в свою очередь способ-
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ствует нарушению функции печени посредством изме-
нений в метаболизме метионина [14, 27].

Целью данного исследования явилось изучение вли-
яния лейковорина (5-формилтетрагидрофолата) на харак-
тер изменения активности монооксигеназной системы
гепатоцитов и некоторые биохимические показатели кро-
ви крыс при хронической алкогольной интоксикации
животных.

Материалы и методы исследований
Опыты были проведены на 48 крысах-самцах линии

Wistar массой 130-150 г.
Моделирование хронической алкогольной интокси-

кации у крыс проводилось согласно Liber C.S., DeCarli
L.M. [17]. Животные экспериментальных групп получа-
ли ad libitum жидкую диету, 36 % энергетической ценно-
сти которой обеспечивалось за счет этанола. В конт-
рольной изокалорической диете этанол замещался угле-
водным компонентом диеты.

Одной из экспериментальных групп животных (груп-
па II) назначался лейковорин (5-формилтетрагидрофоли-
евая кислота) фирмы «Лэнс» (Россия). Лейковорин вво-
дился один раз в сутки, внутрибрюшинно, в дозе 17,5
мг/кг. Доза препарата выбрана в соответствии с экспери-
ментальными данными, полученными ранее [4]. Живот-
ным контрольной группы и экспериментальной группы
I в это же время вводили физиологический раствор внут-
рибрюшинно в дозе 0,3 мл/100 г.

Через 6 недель после начала эксперимента животных
декапитировали на фоне эфирного наркоза. Проводили
забор крови. Печень промывали охлажденным 1,15%
раствором KCL через нижнюю полую вену. Микросо-
мальную фракцию печени выделяли дифференциальным
центрифугированием [2]. Готовили 25% гомогенат в
1,15% растворе KCL. Осадок микросом суспендировали
в 0,05М трис HCL буфере (pH=7,4) с 1мМ ЭДТА и 20%
содержанием глицерина. Все манипуляции проводили
при +4°С. Микросомальную и цитозольную фракции пе-
чени в дальнейшем замораживали в жидком азоте и хра-
нили при –80°С.

Активность монооксигеназной системы эндоплазма-
тического ретикулума гепатоцитов in vitro оценивали по
содержанию цитохромов Р450 и b5, скорости окисления
NADPH и NADH, а также по скорости метаболизма эток-
си-, метокси- и пентоксирезоруфинов, р-нитрофенола и
анилина в микросомальной фракции печени крыс.

Определение содержания общего цитохрома Р450 и
b5 производили по методу T. Omura, R. Sato [22], окисле-
ние NADPH (NADH) оценивали по скорости падения
оптической плотности NADPH (NADH) в процессе его
окисления согласно методу Gillette [11]. Скорости реак-
ций О-деэтилирования 7-этоксирезоруфина, О-демети-
лирования 7-метоксирезоруфина и О-деалкилирования
7-пентоксирезоруфина определяли по количеству обра-
зовавшегося в результате реакции резоруфина [26]. Ско-
рость метаболизма р-нитрофенола оценивали по коли-
честву образовавшегося р-нитрокатехола при 536 нм [15].
Скорость гидроксилирования анилина определяли по
количеству образовавшегося р-аминофенола [13].

Определение активности трансаминаз, щелочной
фосфатазы и -глутамилтрансферазы, показателя тимо-
ловой пробы, содержания общего билирубина в сыво-
ротке крови проводили с использованием набора реак-
тивов ООО «Анализ Плюс» (Беларусь) и «PLIVA-Lachema
Diagnostika s.r.o.» (Чехия). Содержание средних молекул
определяли методом, основанном на осаждении высо-
комолекулярных белков плазмы крови действием хлор-

ной кислоты и этилового спирта с последующей фото-
метрией при 210 нм [1].

Активность дигидрофолатредуктазы в цитозольной
фракции печени исследовали спектрофотометрическим
методом [23]. В качестве субстрата использовали дигид-
рофолиевую кислоту, синтезированную путем восста-
новления фолиевой кислоты дитионитом натрия [5, 10].

Концентрацию общего белка в микросомальной
фракции определяли по методу Lowry [25].

Статистическая обрабтка результатов поводилась с
использованием критерия t Стьюдента. Различия в срав-
ниваемых группах считались достоверными при уровне
значимости 95 % (р< 0,05).

Результаты и их обсуждение
Результаты проведенного эксперимента показали, что

хроническое потребление этанола крысами в течение 6
недель сопровождается повышением содержания обще-
го пула цитохромов Р450 и b5 в микросомальной фрак-
ции печени на 39 и 21 %, соответственно. На 43 % увели-
чивались скорости окисления NADPH и NADH. Повы-
шение содержания общего пула цитохрома Р450 сопро-
вождалось увеличением активности 7-этоксирезоруфин
О-деэтилазы (цитохром Р450 1А1 и 1А2-зависимая реак-
ция) на 38 %, 7-пентоксирезоруфин О-деалкилазы (ци-
тохром Р450 2В1/2-зависимая реакция) – на 86 %, анилин
р-гидроксилазы (цитохром Р450 2Е1-зависимая реакция)
– на 67 %, р-нитрофенол гидроксилазы (цитохром Р450
2Е1-зависимая реакция) – на 90 %. В 2 раза по сравнению
с контрольной группой увеличивалась активность 7-ме-
токсирезоруфин О-деметилазы (цитохром Р450 1А2-за-
висимая реакция) (таблица 1).

Таблица 1 – Активность цитохром Р450-зависимой 
монооксигеназной системы печени крыс при хронической 
алкогольной интоксикации без и на фоне введения лейковорина 
 

Показатели Контроль 
Группа I   
(этанол+ 

физ. раствор) 

Группа II 
(этанол+ 

лейковорин) 

Цитохром Р450, 
нмоль/мг белка 0,72 ± 0,06  

1,00 ± 0,11* 
139 
100 

0,75 ± 0,06 # 
104 
75 

Цитохром b5, нмоль/мг 
белка 0,52 ± 0,03  

0,63 ± 0,04 * 
121 
100 

0,683 ± 
0,03* 
132 
109 

Окисление NADРH, 
нмоль/мин/мг белка 2,53 ± 0,16  

3,63 ± 0,31*  
144 
100 

2,93 ± 0,21 
 116 
81 

Окисление NADH, 
нмоль/мин/мг белка 2,03 ± 0,17  

2,90 ± 0,24*  
143 
100 

2,50 ± 0,18  
123 
86 

7-Этоксирезоруфин  
О-деэтилаза,  
пмоль/мин/мг белка  

40,26 ± 4,30  
55,72 ± 5,77* 

138 
100 

51,54 ± 3,44  
128 
92 

7-Метоксирезоруфин  
О-деметилаза,  
пмоль/мин/мг белка 

14,80 ± 1,29  
29,76 ± 4,38* 

 201 
100 

14,98 ± 1,24 
# 

101 
50 

7-Пентоксирезоруфин  
О-деалкилаза, 
 пмоль/мин/мг белка 

6,63 ± 1,53 
12,35 ± 2,06* 

186 
100 

7,323 ± 1,30 
# 

110 
59 

Анилин р-
гидроксилаза,  
нмоль/мин/мг белка 

0,36±0,035 
0,60±0,05* 

167 
100 

0,57±0,06* 
160 
96 

Р-нитрофенол 
гидроксилаза, 
нмоль/мин/мг белка 

0,16±0,01 
0,30±0,02* 

190 
100 

0,28±0,02* 
174 
92 

Примечание: Над чертой – изменения исследуемых показателей (в %) 
по отношению к контролю, принятому за  100 %, под чертой – по отношению 
к I группе. * Р < 0,05 по отношению к контролю. # Р < 0,05 по отношению к I 
группе. 
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Введение лейковорина опытным животным норма-
лизовало содержание общего пула цитохрома Р450, ско-
рости окисления NADPH и NADH, активность 7-этокси-,
7-метокси- и 7-пентоксирезоруфин О-деалкилаз в мик-
росомальной фракции печени крыс.

Исследование сыворотки крови показало, что у экс-
периментальных животных, получавших этанол в тече-
ние 6 недель, увеличивалась активность АлАТ на 40 %,
концентрация общего билирубина возрастала в 2,72 раза,
увеличилась степень выраженности эндогенной инток-
сикации (содержание средних молекул возрастало на
24%) (таблица 2). Увеличение показателя тимоловой про-
бы в этой группе животных в 2,36 раза по сравнению с
контролем свидетельствует о наличии воспалительного
поражения печени. Уровни активности сывороточных g-
глутамилтрансферазы, служащей индикатором алкоголь-
ного повреждения печени, и щелочной фосфатазы были
повышены, соответственно, на 26 и 24 %.

Назначение лейковорина животным, подвергающим-
ся хронической алкогольной интоксикации, способство-
вало нормализации таких биохимических маркеров со-
стояния гепатобилиарной системы, как щелочной фос-
фатазы и -глутамилтрансферазы. Содержание средних
молекул в экспериментальной группе, получавшей лей-
коворин, снижалось до уровня контрольной группы (таб-
лица 2).

Потребление животными этанола в течение 6 недель
приводило к снижению активности дигидрофолатредук-
тазы на 21 % по сравнению с контролем. У животных,
получавших лейковорин (группа II), зарегистрировано
достоверное увеличение активности данного фермента
по сравнению с группой I (рисунок 1).

Таким образом, результаты, полученные в ходе дан-
ного экспериментального исследования, подтверждают
нарушение функционирования печени при хронической
алкогольной интоксикации. Анализ активности цитохром
Р450-зависимого монооксигеназного комплекса гепато-
цитов свидетельствует об активации ферментов первой

фазы метаболизма лекарственных веществ у длительно
потреблявших этанол крыс по сравнению с контрольны-
ми животными. Значительное увеличение скорости гид-
роксилирования анилина и р-нитрофенола, О-деалкили-
рования этокси- и метоксирезоруфинов, О-деалкилиро-
вания 7-пентоксирезоруфина указывает на преимуще-
ственную активацию у животных, получавших этанол,
соответственно, 2Е1, 1А2 и 2В1/2 изоформ цитохрома
Р450.

В группе животных, получавших лейковорин, содер-
жание общего пула цитохрома Р450, скорости окисления
NADPH и NADH, активности этоксирезоруфин О-деэти-
лазы (1А1-, 1А2-, 1В1/2-зависимая реакция), метоксире-
зоруфин О-деметилазы (1А2-зависимая реакция) и пен-
токсирезоруфин О-деалкилазы (2В1/2-зависимая реакция)
были на уровне контрольной группы. Это свидетельствует
о способности лейковорина восстанавливать ксенобио-
тико-метаболизирующую функцию печени при хрони-
ческой алкогольной интоксикации, снижая до уровня кон-
троля, в первую очередь, активности 1А2 и 2В1/2 изо-
форм цитохрома Р450. Несмотря на то, что первостепен-
ную роль в метаболизме этанола играет цитохром Р450
2Е1, показано, что изоформы Р450 1А2 и 2В1/2 также ме-
таболизируют этанол в микросомах печени крыс и чело-
века [18, 31].

Гепатозащитное действие лейковорина, о чем свиде-
тельствуют данные биохимического анализа крови жи-
вотных, вероятно, достигается благодаря важной роли
восстановленных форм фолиевой кислоты в переносе
одноуглеродных единиц. Так, 5-метилтетрагидрофолат
играет важную роль в процессах метилирования, в том
числе и метилирования ДНК [19, 28]. Фолатные кофер-
менты, участвуя в синтезе метионина, обеспечивают
необходимый пул метильных радикалов для биосинтеза
фосфолипидов [7]. S-аденозилметионин, образующийся
из метионина, в свою очередь, регулирует образование
восстановленного глутатиона в печени [27] (рисунок 2).

Рисунок 2 – Упрощенная схема метаболизма
фолатов в печени

Таблица 2 – Изменение биохимических показателей сыворотки 
крови у крыс с хронической алкогольной интоксикацией без и на 
фоне введения лейковорина 

 

Показатели Контроль 
I группа  
(этанол+ 

физ. раствор) 

II группа 
(этанол+ 

лейковорин) 
Активность 
АлАТ,  
мккат/л 

0,60±0,03                           
0,84±0,04*  

140 
100                    

0,79±0,03*   
133 
95                

Активность 
АсАТ,  
мккат/л 

0,90±0,01 
0,91±0,03 

102 
100                  

0,92±0,03  
103 
101                 

Общий 
билирубин, 
мкмоль/л 

3,98 ± 0,538  
10,83 ± 1,00* 

272 
100  

10,50 ± 1,23* 
264 
97 

Тимоловая 
проба, 
ед. S-H 

0,45 ± 0,075  
 

1,06 ± 0,12*  
236 
100 

1,08 ± 0,14*  
241 
102 

Щелочная 
фосфатаза,  
Ед/л 

892,10 ± 60,06  
1307,00 ± 94,99* 

147 
100  

1028,00 ± 59,65 # 
115 
79 

-глутамил-
трансфераза,  
Ед/л 

1,08 ± 0,06  
1,36 ± 0,067* 

126 
100 

1,16 ± 0,07  
108 
86 

Средние 
молекулы,  
г/л 

1,04 ± 0,04  
1,29 ± 0,07*  

124 
100 

1,08 ± 0,05 # 
104 
84 

Примечание: Над чертой – изменения исследуемых показателей (в %) 
по отношению к контролю, принятому за 100 %, под чертой – по отношению 
к I группе. * Р < 0,05 по отношению к контролю. # Р < 0,05 по отношению к I 
группе. 

 

Рисунок 1 – Активность дигидрофолатредуктазы в
цитозоле печени крыс

Примечание: * Р < 0,05 по отношению к контролю.
# Р < 0,05 по отношению к I группе
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Показан также гепатопротекторный эффект S-адено-
зилметионина против алкоголь- и цитохром Р450 2Е1-ин-
дуцированного повреждения печени. Установлено, что
S-аденозилметионин взаимодействует с цитохромами
Р450, особенно с цитохромом 2Е1, и ингибирует их ката-
литическую активность при хроническом воздействии
алкоголя на организм [6].

Положительное влияние лейковорина на общее фун-
кциональное состояние печени может быть связано с
антиоксидантными свойствами восстановленных форм
фолиевой кислоты [9, 30], а также и с липотропным дей-
ствием фолатов [3, 21]. Фолаты не только снижают содер-
жание липидов в печени, но также способствуют повы-
шению содержания холина в печени и плазме крови на
фоне дефицитного в отношении холина рациона. Фолие-
вой кислотой можно также устранить жировую инфиль-
трацию печени, вызываемую избытком ниацина. Липот-
ропный эффект фолатов, вероятно, объясняется участи-
ем фолиевых коферментов в переносе метильной груп-
пы, а также участием в превращении глицина в серин,
который, в свою очередь, используется для образования
холина [4].

Заключение
Полученные в ходе экспериментального исследова-

ния результаты показали, что лейковорин нормализует
ксенобиотико-метаболизирующую функцию печени, в
первую очередь, содержание общего цитохрома Р450 и
активность его изоферментов 1А2 и 2В1/2, и уменьшает
степень выраженности эндогенной интоксикации при
хронической алкогольной интоксикации крыс. Положи-
тельное влияние лейковорина на общее функциональ-
ное состояние печени, вероятно, связано с участием вос-
становленных форм фолатов, в том числе и 5-формил-
тетрагидрофолиевой кислоты, в реакциях биологическо-
го метилирования, их антиоксидантными и липотропны-
ми свойствами.
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