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В процессе исследования оценивалось влияние экстракта из гребней (кисти после 
отделения ягод) винограда Vitis vinifera L., обогащенного полифенольным комплек-
сом, на элиминацию этанола и активность алкогольдегидрогеназы (АДГ) и альде-
гиддегидрогеназы (АлДГ) в печени крыс в условиях хронической алкогольной ин-
токсикации. Общее содержание полифенолов в полученном экстракте составило 
53.12 ± 1.25 мг-экв ГК/г сухого экстракта (мг-эквивалент галловой кислоты/г) и фла-
воноидов – 8.02 ± 2.6 мг-экв Кв/г сухого экстракта (мг-эквивалент кверцетина/г). Под 
действием 5%-ного экстракта из гребней винограда (ЭГВ), добавленного в 15%-ный 
раствор этанола, наблюдалось снижение потребления этилового спирта животны-
ми как в условиях свободного доступа, так и принудительного контакта с этанолом. 
Сравнительный анализ фармакокинетических параметров этанола в крови крыс по-
казал, что добавка ЭГВ приводит к снижению элиминации этанола из организма, 
о чем свидетельствует увеличение времени полувыведения (T1/2) и уменьшение кон-
станты элиминации этанола (Kel). Установлено, что комплекс полифенолов, содер-
жащихся в экстракте растительного происхождения, играет важную роль в метабо-
лизме этилового спирта в организме животных, оказывая воздействие на ферменты, 
участвующие в его окислении. Действие ЭГВ приводит к увеличению редуктазной 
активности АДГ в печени, что помогает предотвратить накопление высокотоксично-
го ацетальдегида в организме. Данный факт подтверждается снижением активности 
фермента АлДГ в печени крыс как с низкой, так и с высокой константой Михаэлиса. 
Комплекс полифенолов, выделенный из виноградных гребней, может стать эффек-
тивным средством для защиты организма от токсического воздействия высоких доз 
этилового спирта.
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ВВЕДЕНИЕ

Чрезмерное употребление алкоголя отражается на здоровье и является основным 
фактором риска преждевременной смерти и инвалидности [1, 2]. Злоупотребление 
алкоголем приводит к негативным последствиям для всех органов и тканей, однако 
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печень, являющаяся основным органом, участвующим в его метаболизме и детоксика-
ции, особенно подвержена негативному воздействию [3].

Известно, что биотрансформация этилового спирта осуществляется на 90–98% 
в печени при участии НАД+-зависимой алкогольдегидрогеназы (АДГ), каталазы и ми-
кросомальной этанолокисляющей системы, в результате чего этанол переходит в аце-
тальдегид. При участии альдегиддегидрогеназы (АлДГ) происходит превращение аце-
тальдегида в ацетат. Наиболее значимым метаболическим путем считается окисление 
этанола ферментативной системой АДГ–АлДГ, активность которой и определяет ско-
рость его элиминации [3, 4]. Пути каталазного окисления и взаимодействия с цитохро-
мом Р-450 считаются дополнительными. Установлено, что микросомальные ферменты 
функционируют лишь при высоком уровне этанола в крови, когда снижается актив-
ность АДГ из-за дефицита НАД+ [5, 6].

В ходе многочисленных исследований были выявлены ключевые составляющие па-
тофизиологических процессов, приводящих к поражению печени вследствие хрониче-
ского употребления алкоголя: аккумуляция липидов в гепатоцитах и их последующая 
деградация, интенсификация процессов окисления липидов, снижение резистентности 
организма к окислению, подавление реакций цикла Кребса и синтеза глюкозы из не-
углеводных соединений [3, 7, 8]. Следствием этого является нарушение всех обмен-
ных процессов в организме. В развитии алкогольной болезни печени ведущее значе-
ние имеют как непосредственное токсическое воздействие этанола и ацетальдегида, 
которое приводит к нарушениям синтеза белка, метаболизма углеводов и липидов, так 
и косвенные механизмы, включая образование этиловых радикалов, радикалов кисло-
рода, оксида азота и других токсических соединений [9, 10].

Одним из возможных путей профилактики для снижения токсического воздействия 
этилового спирта на организм является коррекция его метаболизма. Он может быть 
направлен в сторону воздействия на активность АДГ, в результате снижается быстрая 
наработка ацетальдегида, который считается наиболее токсичным соединением. Су-
ществуют данные, в которых показано влияние экстрактов из растений на состояние 
этанолокисляющей системы и скорость элиминации этанола в экспериментальных 
и натурных исследованиях [11–13].

Для предотвращения алкогольной зависимости и связанных с ней заболеваний 
необходимо разрабатывать лекарственные средства, созданные на основе природных 
компонентов, в том числе растительного происхождения. Такие препараты могут спо-
собствовать снижению или даже предотвращению патологических изменений в пече-
ни, вызванных алкогольной интоксикацией.

Наиболее перспективными с точки зрения фармакологии и биохимии являются 
комплексы природных полифенолов – катехины, антоцианидины, флавоноиды и их 
производные. Именно они широко распространены в растениях и плодах, традицион-
но употребляемых человеком в пищу [14], при этом суточное потребление полифено-
лов может достигать 1 г и более в день. В ранних исследованиях нами было показано, 
что комплекс полифенолов, выделенных из отходов при переработке растительного 
сырья, способствовал восстановлению показателей липидно-углеводного обмена пе-
чени и проявлял антиоксидантные свойства при алкогольной интоксикации [15, 16].

Особенно много полифенольных соединений в кистях, стеблях и косточках виног-
рада [17, 18]. Экстракты различных частей винограда (гребни, кожица, стебли, семе-
на, корни) содержат комплекс полифенолов, обладающих антиоксидантным дейст-
вием и превышающих активность таких антиоксидантов, как аскорбиновая кислота 
и α-токоферол. При этом экстракты винограда обладают значительным потенциалом 
в профилактике сердечно-сосудистых заболеваний [19], эффективно снижают окис-
лительный стресс и нарушения в иммунной системе, вызванные хроническим упо-
треблением этанола [20]. В ходе экспериментальных исследований было выявлено 
гепато- и гастропротекторное действие виноградных полифенолов при длительном 
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употреблении этанола [21, 22]. Введение в рацион крыс пищевых добавок с полифено-
лами из виноградных выжимок способствовало улучшению морфологии печени, об-
условленной хроническим употреблением этанола [23].

В последнее время активно изучаются возможности переработки отходов винодель-
ческой промышленности, которые составляют примерно пятую часть всего собранно-
го урожая [24]. Винодельческая отрасль производит значительное количество отходов 
винограда, что создает серьезные экологические проблемы. В винограде содержится 
большое количество полифенолов, но в процессе виноделия они извлекаются не пол-
ностью. При этом виноградные выжимки, которые остаются после дробления, маце-
рации и прессования, могут стать доступным и богатым источником разнообразных 
полифенолов. Побочные продукты, получаемые при минимальной обработке вино-
града, состоят в том числе из виноградных плодоножек, которые представляют собой 
древесную часть кистей.

В отечественных и зарубежных источниках представлено достаточно подробное 
описание химического состава винограда. Количественный состав может варьировать 
в зависимости от сорта винограда, региона его произрастания и метода экстракции. Из-
учение состава экстракта, полученного из гребней винограда, представленного в дан-
ном исследовании, позволило выявить наличие разнообразных классов соединений. 
В экстракте преобладают полифенолы, среди которых проантоцианидины, катехины, 
флавонолы, фенольные кислоты, лигнины, лигнаны и др. Также в экстракте присутст-
вуют стильбены, в частности, транс-ресвератрол, ароматические кислоты, свободные 
аминокислоты, сахара и другие органические соединения. Доминирующим классом 
выделенного полифенольного комплекса являются олигомерные проантоцианидины, 
представляющие собой полимерные формы катехинов [25]. Согласно литературным 
данным [26, 27], проантоцианидины и катехины преобладают во всех видах винограда, 
причем в твердых частях виноградной грозди их содержание значительно выше, чем 
в выжимках (смеси кожуры и косточек).

Несмотря на имеющиеся многочисленные данные о влиянии полифенолов и содер-
жащих их различных частей виноградной лозы (гребни, кожура, косточки) на обмен-
ные процессы у животных и человека, недостаточно изучено воздействие экстрактов 
из гребней винограда (ЭГВ) на процессы окисления этилового спирта и возможности 
снижения его токсического действия на организм.

Цель работы – исследование влияния ЭГВ Vitis vinifera L., обогащенного полифе-
нольной фракцией, на элиминацию этанола и активность этанолокисляющих фермен-
тов в организме животных при интоксикации этиловым спиртом.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В экспериментальных исследованиях использовался ЭГВ культурного  V.  vinifera 
сорт “Каберне”, представляющий собой, как указывалось выше, сложный компози-
ционный состав различных классов веществ, в котором по количеству преобладает 
класс флавоноидов (проантоцианидины, катехины, флавонолы). Для получения ЭГВ 
был применен традиционный метод, обычно используемый для экстракции раститель-
ных материалов [18]. Кисти винограда отделяли от ягод и помещали в сушильные ка-
меры, где их высушивали при температуре < 50 °C. После этого высушенное сырье 
измельчали на лабораторной мельнице до размера частиц 2–5 мм и затем проводили 
экстракцию с использованием 40%-ного раствора этилового спирта методом реперко-
ляции. Выход экстракта составлял 1 л из 1 кг сырья. Полученный экстракт упаривали 
на роторном испарителе (Type 349/2, Unipan, Польша) до полного удаления этанола. 
Далее полученный водный раствор последовательно экстрагировали хлороформом 
с целью удаления липофильных соединений и пигментов. После этого было проведено 



932 ФОМЕНКО и др. 

центрифугирование при ускорении 10 000 g в течение 10 мин для осаждения взвешен-
ных частиц. Осадок отделяли, а надосадочную фракцию, обогащенную полифенола-
ми, упаривали в вакууме до полного удаления растворителя и затем ресуспендировали 
в воде. В 1 мл водно-спиртового экстракта содержалось примерно до 80 мг сухих ве-
ществ. В полученном водно-спиртовом извлечении из гребней винограда определяли 
общее содержание полифенолов и флавоноидов.

Для определения общего содержания полифенолов применяли реактив Фолина–
Чокальтеу при λ = 765 нм [28]. В качестве эталона сравнения использовали галловую 
кислоту (ГК). Общее содержание полифенолов выражали в мг-экв ГК на 1 г сухого 
экстракта. Для определения общего содержания флавоноидов использовали спектро-
фотометрический метод с хлоридом алюминия, разработанный Chandra с соавт. [29]. 
В качестве эталона сравнения для определения общего содержания флавоноидов ис-
пользовали кверцетин (Кв) и выражали в мг-экв Кв на 1 г сухого экстракта.

Исследование выполнено на 70 крысах-самцах линии Вистар массой 180–200 г 
в возрасте 2 месяцев, которые были получены из питомника “Столбовая” Научного 
центра биомедицинских технологий России. Перед началом эксперимента все кры-
сы прошли период адаптации, который длился 10 дней. В течение этого времени жи-
вотные содержались в условиях вивария в пластиковых клетках по пять особей, при 
комнатной температуре 22 ± 2 °С, относительной влажности 50–65%, при режиме ос-
вещения 12/12 ч и свободном доступе к корму и воде. Питание животные получали 
в виде гранулированного корма (марка “Дельта Фидс”, АО “БиоПро”, Россия), кото-
рый соответствовал базовому рациону, утвержденному для лабораторных животных 
(ГОСТ Р 50258-92).

Первый этап исследований был направлен на установление влияния ЭГВ, обога-
щенного полифенольным комплексом, на уровень потребления этанола животными. 
В ходе эксперимента продолжительностью 15 недель исследовался объем потребляе-
мого этанола в условиях, когда животные имели возможность свободно выбирать меж-
ду водой и 15%-ным раствором этанола, а также между водой и комбинированным 
раствором этанола в сочетании с ЭГВ (5%).

Предварительно животные (n = 30) тестировались на устойчивость к этанолу по ме-
тодике бокового положения при введении внутрибрюшинно 25%-ного этанола в дозе 
4.5 г/кг массы тела животного [30]. Продолжительность бокового положения после 
введения этанола является показателем интенсивности метаболизма этанола. Длитель-
ность “алкогольного наркоза” находится в обратной зависимости от степени алкоголь-
ной мотивации. 

Животные с одинаковыми показателями высокой устойчивости к этанолу были 
разделены на две группы (по 10 в каждой). После этого их размещали в клетках, осна-
щенных поилками с нанесенными градуированными делениями. Животным предо-
ставлялся выбор между 15%-ным этанолом и водой (1-я группа) или между смесью из 
15%-ного этанола с 5%-ным ЭГВ и водой (2-я группа). Каждый день осуществлялось 
измерение уровня жидкости в поилках и на основе полученных данных рассчитыва-
лось потребление в мл/кг массы тела животного. Спустя 13 недель, в течение которых 
животные могли свободно потреблять этанол, им на 10 дней ограничили доступ к рас-
творам этанола (период отмены), после чего испытуемые крысы были возвращены 
в первоначальные условия свободного выбора на одну неделю. В этот период также 
замерялся объем потребляемых растворов.

На следующем этапе (2-й эксперимент) изучалось влияние ЭГВ на элиминацию эта-
нола и изменение активности этанолокисляющей ферментативной системы при потре-
блении этанола в течение трех недель. В ходе исследования было проведено 10-дневное 
тестирование крыс (n = 40) на предмет предпочтения 15%-ного раствора этанола или 
воды при свободном доступе к обоим растворам. В результате были отобрано 24 кры-
сы, потреблявшие равное количество 15%-ного этанола (в среднем 3.0–3.5 г/кг в день). 
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Животных произвольно разделили на три группы по 8 особей в каждой в условия при-
нудительного контакта с одним из растворов: 1-я группа (контроль) – вода; 2-я груп-
па – 15%-ный этанол; 3-я группа – 15%-ный этанол с добавкой ЭГВ (5%). Длительность 
эксперимента составляла три недели, так как, согласно исследованиям Власовой [31], 
скорость выведения этанола из крови крыс остается величиной постоянной к трем неде-
лям алкоголизации.

Через три недели у животных из каждой группы были изучены особенности кине-
тики этанола в крови, вводимого внутрибрюшинно в виде 25%-ного раствора в тест-
дозе (1г/кг). Из оставшихся животных, предпочитавших воду (n = 16), были сформиро-
ваны две группы (интактные) для изучения фармакокинетики 25%-ного этанола (1г/кг) 
и 25%-ного этанола с добавкой ЭГВ (5%) в той же дозе.

Образцы крови объемом 100 мкл брали из хвостовой вены через 30, 60, 120 
и 240 мин после введения этанола. Отбор крови проводили в пластиковые вакуэтты 
с антикоагулянтом (Na-ЭДТА), затем кровь центрифугировали в течение 10 мин при 
3000 об/мин (центрифуга Model MPW, К-23, Германия). Полученную плазму помеща-
ли в герметично упакованные пластиковые контейнеры и затем – в рефрижератор при 
–20 °С для проведения последующих биохимических анализов.

Для определения уровня этанола в плазме крови применяли метод парофазной 
газовой хроматографии [32]. В исследовании использовался газовый хроматограф 
“ЛХМ-2000” (производства ОАО “Хроматограф”, Россия) с пламенно-ионизационным 
детектором. Исследования проводили в колонке (1.5 м × 0.3 см), заполненной полисор-
бом (0.25–0.5 мм). Кондиционирование происходило при 200 °С в течение 48 ч при сле-
дующих условиях: Т колонки = 125 °С, Т испарителя = 150 °С, Т детектора = 130 °С. 
В качестве газового носителя использовался азот при скорости потока 30 мл/мин, во-
дород – 30 мл/мин, воздух – 300 мл/мин.

При изучении фармакокинетики этанола использована однокамерная модель с вы-
ведением [33]. Используемая модель представляет “организм” в виде единой одно-
родной камеры, в которую лекарственное вещество поступает, равномерно распреде-
ляется и выводится. Изучались следующие фармакокинетические параметры: время 
полувыведения (T1/2, ч), константа элиминации (Kel, ч

–1), кажущийся объем распределе-
ния (Vp, л/кг), общий клиренс (CL л/кг ч), площадь под фармакокинетической кривой 
(S, мг ч/л).

Животных выводили из эксперимента путем декапитации под воздействием лег-
кого эфирного наркоза (эфир для наркоза стабилизированный, “МЕДХИМПРОМ” 
ПХФХ, ОАО).

Изменение активности АДГ и АлДГ на фоне потребления этанола в течение трех 
недель исследовали в ткани печени, которую быстро извлекали, промывали в физи-
ологическом растворе и замораживали при –80 °C для дальнейших биохимических 
анализов. Источником исследуемых ферментов служил супернатант гомогената пе-
чени, который получали центрифугированием (10 000 g) гомогената в изотоническом 
растворе NaCl. В супернатанте печени была исследована дегидрогеназная и редуктаз-
ная активность АДГ, а также активность АлДГ с низкой и высокой константой Ми-
хаэлиса (Км) к ацетальдегиду. Реакционная смесь для определения дегидрогеназной 
активности АДГ (в качестве субстрата этанол) содержала 0.1 М глицина, 1.3 мМ НАД+ 
и 0.25 М этанола (pH 9.0) [34]. При определении редуктазной активности АДГ (в каче-
стве субстрата ацетальдегид) реакционная смесь содержала следующие компоненты: 
50 мМ KH2PO4, 0.15 мМ НАДН, 8 мМ ацетальдегид (pH 7.5). 

Общую активность АлДГ определяли спектрофотометрическим методом по изме-
нению количества образовавшегося НАДН в присутствии 5 мМ ацетальдегида, актив-
ность АлДГ с низкой Км определяли в присутствии 50 мкМ ацетальдегида. В состав 
реакционной смеси входили: 50 мМ Na4P2O7, 0.5 мМ НАД+, 0.1 мМ пиразола, 2 мкМ 
ротенона (pH 8.8). Реакцию инициировали путем добавления субстрата. Активность 
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фермента с высокой Км. определялась как разность между общей активностью АлДГ 
и активностью АлДГ с низкой Км [35]. Активность ферментов измеряли в мкмоль 
НАДН/мин/г ткани. Исследование активности этанолокисляющих ферментов прово-
дили на спектрофотометре Shimadzu UV-2550 (Shimadzu, Япония). 

Все биохимические исследования контрольной и опытных групп были проведе-
ны не менее чем в трех повторах. Результаты измерений были представлены в виде 
среднего значения ± ошибка среднего. Для обработки данных использовался стати-
стический пакет Instat 3.0 от компании GraphPad SoftwareInc (США). Для определения 
статистической значимости различий между средними значениями был применен не-
параметрический критерий сравнения тест Краскела–Уоллиса с последующим тестом 
Данна (Dunn's Multiple Comparisons Test) для сравнения нескольких групп. Различия 
считались статистически значимыми при уровне значимости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Перед проведением экспериментальных исследований по изучению влияния ЭГВ 
V. vinifera на метаболизм этанола в организме животных, подвергнутых алкогольной 
интоксикации, в отобранных образцах экстрактов было определено общее количество 
полифенолов и флавоноидов. В результате анализа было установлено, что суммарное 
содержание полифенолов в экстракте составило 53.12 ± 1.25 мг-экв ГК/г сухого экс-
тракта, общее содержание флавоноидов – 8.02 ± 2.6 мг-экв Кв/г сухого экстракта, что 
согласуется с литературными данными [27].

Одним из вариантов методических приемов при изучении эффективности исполь-
зуемых лекарственных средств для лечения алкоголизма является оценка их воздейст-
вия на количество потребляемого этанола. Феномен увеличения потребляемого объема 
этанола после его отмены отражает степень влечения к алкоголю, а в дальнейшем раз-
витие зависимости от него [36, 37]. 

На рис. 1 видно, как изменялась динамика потребления этанола и этанола с до-
бавкой ЭГВ у животных. На начальном этапе исследования (1–4-я недели) среднесу-
точное количество этанола, потребляемого с добавкой экстракта, превышало уровень 
потребления этанола без добавок. Динамика привеса в обеих группах существенно не 
отличалась в этот период. В течение четырех недель опыта прибавка массы у крыс, по-
лучавших 15%-ный этанол (1-я группа), составила 43.4 ± 4.6 г при исходной массе тела 
180.8 ± 10.5 г. У животных, потреблявших 15%-ный этанол с ЭГВ (2-я группа), прирост 
массы тела составил 42.2 ± 2.7 г при исходной массе 185.7 ± 11.3 г. 

С 8-й недели наблюдалось заметное уменьшение употребления этанола в сочета-
нии с экстрактом. В этот период количество этанола, потребляемого животными с до-
бавкой ЭГВ, снизилось на 43% (р < 0.01) по сравнению с группой животных, кото-
рые употребляли только этанол. На протяжении последующего периода до 13 недель 
включительно характер наблюдаемых изменений оставался прежним. Было видно, что 
добавка ЭГВ вела к значительному снижению количества потребляемого этанола. 

Согласно экспериментальным исследованиям [38], увеличение степени влечения 
к алкоголю сопровождается повышением объема потребляемого этанола у животных 
после непродолжительного периода отмены. В рамках нашего эксперимента, спустя 13 
недель свободного выбора между этанолом и водой, подопытным крысам ограничи-
вали доступ к растворам этанола на 10 суток, после чего животных вновь возвращали 
в прежние условия свободного выбора.

В этот период было зафиксировано достоверное увеличение на 19% (p < 0.05) объе-
ма потребляемого этанола без добавок (1-я группа) по сравнению с исходным периодом 
до отмены. Потребление же этанола в сочетании с ЭГВ (2-я группа) после 10-дневного 
периода отмены осталось на том же уровне, что и до прекращения доступа к этанолу. 
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При этом уровень потребления этанола с добавкой ЭГВ у животных был в два раза 
(р < 0.01) ниже в сравнении с таковым потреблением этанола без добавки. Досто-
верное повышение уровня потребляемого 15%-ного этанола у животных 1-й группы 
сопровождалось снижением массы тела крыс спустя 15 недель эксперимента по от-
ношению к показателям 2-й группы при относительно равной исходной массе живот-
ных. Так, у животных 2-й группы, получавших 15%-ный этанол совместно с 5% ЭГВ, 
был зафиксирован прирост массы тела в среднем на 150.5 ± 10.7 г. В то же время 
у животных, потреблявших 15%-ный этанол без добавки (1-я группа), прирост мас-
сы тела составил только 110.7 ± 8.7 г, что на 26% (p < 0.01) ниже соответствующих 
показателей во 2-й группе. 

Таким образом, введение экстракта, обогащенного полифенольным комплексом, 
в качестве добавки к 15%-ному этанолу, приводит к существенному снижению по-
требления этанола крысами спустя 13 недель эксперимента. Отмена этанола на про-
тяжении 10 дней у этих крыс не вызывала повышения его потребления в дальнейшем. 
В то же время у животных, потреблявших этанол без добавления ЭГВ, наблюдалось, 
наоборот, резкое повышение потребления этанола. На основании полученных данных 
можно заключить, что в условиях хронической алкогольной интоксикации введение 
ЭГВ способствует снижению потребления 15%-ного этанола.

С другой стороны, 10-дневная отмены этанола может привести к угашению реак-
ции на этанол, так как у животных сформировалась устойчивая поведенческая или 
физиологическая реакции на его прием. Согласно исследованиям [39], при свободном 
доступе к этанолу после его отмены крысы часто демонстрируют сниженное потребле-
ние, что может быть связано с ослаблением подкрепляющих свойств этанола, а именно 
уменьшением дофаминового ответа. Но этот эффект скорее всего временный, так как 
в дальнейшем потребление этанола возобновляется. К тому же у животных 1-й груп-
пы, получавших этанол без добавок, эффект угашения не проявлялся.

Следующий этап исследования (2-й эксперимент) состоял в выяснении влияния 
ЭГВ на скорость элиминации этанола из организма, для чего были исследованы объем 
потребляемого этанола и его фармакокинетика у крыс, получавших этанол в течение 
3 недель. Для этого животных помещали в условия принудительного контакта с одним 
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Рис. 1. Среднесуточное потребление крысами 15%-ного этанола (1-я группа) и 15%-ного этанола с добавкой 
ЭГВ (5%) (2-я группа) в течение 15 недель (мл/кг массы). GSE – экстракт гребней винограда (ЭГВ). Различия 
статистически достоверны при сравнении с 1-й группой: * – р < 0.05; ** – р < 0.01.
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из растворов: 1-я группа (контроль) – вода; 2-я группа – 15%-ный этанол; 3-я группа – 
15%-ный этанол с добавкой ЭГВ (5%). 

Исходное потребление этанола животными 2-й опытной группы составило 
3.29 ± 0.73 г/кг/день (в пересчете на чистый этанол). Через три недели принудитель-
ного контакта с 15%-ным раствором этанола оно возросло до 11 ± 0.36 г/кг/день. В 3-й 
опытной группе исходное потребление этанола было 3.35 ± 0.53 г/кг/день, а в пери-
од 3-недельного контакта с комбинированным раствором 15%-ного этанола с ЭГВ 
(5%) – 7.94 ± 0.35 г/кг/день. Как видно из полученных данных, в условиях принуди-
тельной алкоголизации добавка ЭГВ снижала потребление этанола на 28% (p < 0.01) 
по сравнению со 2-й группой крыс, потреблявших 15%-ный этанол.

Определение в этот период фармакокинетических параметров (табл. 1), дающих ко-
личественную оценку процессов, происходящих в организме с препаратом, показало, 
что 3-недельное потребление 15%-ного этанола (2-я группа) существенно не влияло 
на скорость его элиминации из организма и достоверных изменений от контроля по 
изученным параметрам не выявлено. 

В результате применения ЭГВ (3-я группа) было зафиксировано статистически зна-
чимое увеличение периода полувыведения этанола (T1/2) на 10% и снижение константы 
элиминации этанола (Kel) на 9% по сравнению с контрольной группой. При этом дру-
гие фармакокинетические параметры не показали статистически значимых изменений. 
Уменьшение константы элиминации, которая представляет собой показатель, характе-
ризующий скорость всех процессов, способствующих выведению лекарственного пре-
парата из организма, а также увеличение периода полувыведения этанола у крыс 3-й 
группы свидетельствуют о замедлении процесса выведения этанола из организма [40]. 

Таким образом, предварительные данные указывают на снижение элиминации эта-
нола из организма крыс под действием добавки в этанол ЭГВ.

Таблица 1. Фармакокинетические характеристики этанола в крови крыс после потребления 
15%-ного этанола или этанола с добавлением ЭГВ (5%) в течение трех недель, а также в крови 
интактных крыс после введения тест-дозы 25% этанола (1 г/кг)

Группа
животных Т1/2, ч Kel, ч

–1 Vр, л/кг Cl, л/кг ч S, мг ч/л

1-я группа, 
контроль 0.39 ± 0.01 1.76 ± 0.05 1.01 ± 0.14 1.75 ± 0.20 621 ± 87

2-я группа,
этанол 0.41 ± 0.005 1.67 ± 0.02 1.20 ± 0.09 1.99 ± 0.13 512 ± 34

3-я группа, 
этанол + ЭГВ 0.43 ± 0.007* 1.61 ± 0.025* 1.58 ± 0.31 2.52 ± 0.47 447 ± 55

Интактные
(25%-ный этанол) 0.46 ± 0.01 1.50 ± 0.02 1.28 ± 0.07 1.91 ± 0.09 528 ± 26

Интактные
(25%-ный 

этанол + ЭГВ)
0.45 ± 0.01 1.54 ± 0.04 0.99 ± 0.06** 1.52 ± 0.06** 662 ± 25*

Примечания. ЭГВ – экстракт из гребней винограда; T1/2 – время полувыведения; Kel – константа элиминации; 
Vp – кажущийся объем распределения; CL – общий клиренс; S – площадь под фармакокинетической кривой. 
Различия статистически достоверны при сравнении с контролем: * – р < 0.05; ** – р < 0.01.
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Для проверки данного вывода было проведено исследование на интактных крысах, 
которым внутрибрюшинно вводили тест-дозу (1 г/кг массы тела) 25%-ного этанола 
(n = 8) или 25%-ного этанола с добавкой экстракта (5%) (n = 8).

В результате было выявлено, что при введении тест-дозы этанола в сочетании с ЭГВ 
происходит уменьшение объема распределения (Vp) на 23% (p < 0.01) по сравнению 
с показателями группы животных, получавших этанол без добавки (табл. 1). Кроме 
того, у этих животных, получавших этанол с ЭГВ, наблюдалось снижение общего кли-
ренса (Cl) на 21% (p < 0.01). Данный показатель характеризует скорость освобождения 
организма от этанола в единицу времени. Изменение полученных характеристик также 
указывает на замедление процесса выведения из организма этанола при добавлении 
к нему ЭГВ. Подтверждает ту же тенденцию увеличение площади под фармакокине-
тической кривой (S) на 25% (р < 0.05) у крыс, которым вводили этанол в сочетании 
с ЭГВ по отношению к животным, получавшим этанол без растительного экстракта. 
Этот фармакокинетический показатель S отражает общее содержание исследуемого 
вещества в системном кровотоке и представляет собой количественную меру. 

При этом максимальная концентрация этанола в крови животных, получавших 
тест-дозу 25%-ного этанола с добавлением 5% ЭГВ, была зафиксирована через час 
после введения и составила 0.88 ± 0.05 мг/мл. В то же время у животных, получавших 
в качестве тест-дозы только 25%-ный этанол, данный показатель был ниже на 18% 
(p < 0.05) и составил 0.72 ± 0.05 мг/мл. Полученные данные также свидетельствуют 
о том, что при добавлении ЭГВ происходит замедление процесса выведения этанола 
из организма.

Поскольку в метаболизме этанола ведущая роль в основном принадлежит фермен-
тативной системе АДГ–АлДГ, активностью которой и определяется скорость элимина-
ции этанола из организма, мы изучали активность этанолокисляющей ферментативной 
системы спустя три недели после интоксикации этанолом. 

В течение 3-недельного периода потребление этанола, а также его сочетание с ЭГВ 
не приводило к значимым изменениям дегидрогеназной активности фермента АДГ 
в печени крыс по сравнению с контрольной группой (рис. 2). При оценке редуктазной 
активности фермента АДГ в печени крыс, который катализирует реакцию восстанов-
ления ацетальдегида, было обнаружено, что у крыс, получавших этанол с добавлением 
экстракта, этот фермент работал более эффективно.
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Рис. 2. Активность АДГ и АлДГ в печени крыс после потребления этанола и этанола с ЭГВ в течение трех 
недель. Различия статистически достоверны при сравнении с контролем: * – р < 0.05. GSE – экстракт гребней 
винограда (ЭГВ), ADHethanol – АДГсубстрат этанол, ADHacetaldehyde – АДГсубстрат ацетальдегид, AlDHtotal – АлДГобщая, AlDHlow Km – 
– АлДГc низкой Km, AlDHhigh Km – АлДГс высокой Км.
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Активность данного фермента в печени животных 3-й группы, потреблявших эта-
нол в сочетании с ЭГВ, превышала на 24% (р < 0.05) соответствующие показатели во 
2-й группе крыс, потреблявших этанол без добавок (7.80 ± 0.35 мкмоль/мин/г ткани 
против 6.27 ± 0.34 мкмоль/мин/г ткани) (рис. 2).

Аналогичная направленность изменений прослеживалась при расчете активности 
АДГ на 1 мг белка в печени животных 2-й и 3-й групп (табл. 2). При этом выход рас-
творимого белка из 1 г печени в ходе приготовления супернатанта достоверно не от-
личался в опытных группах от контроля. В растворимой фракции белка печени крыс, 
которые употребляли этанол с ЭГВ, редуктазная активность АДГ была на 33% выше 
(p < 0.05), чем у животных, которые употребляли этанол без добавки.

Таким образом, при потреблении смешанного раствора этанола с ЭГВ редуктазная 
активность АДГ сохранялась на более высоком уровне, чем при потреблении одного 
этанола. Вероятно, под действием ЭГВ происходит восстановление ацетальдегида, что 
подтверждается увеличением редуктазной активности АДГ, которая выступает в роли 
ацетальдегидредуктазы.

Таблица 2. Активность этанолокисляющих ферментов (АДГ и АлДГ) в растворимой фракции 
белка печени крыс (нмоль НАДН/мин/мг белка) после 3-недельного потребления 15%-ного 
этанола, а также 15%-ного этанола с добавлением ЭГВ (M ± m)

Биохимический
показатель

Группы животных

1-я группа, 
контроль

2-я группа,
этанол

3-я группа,
этанол + ЭГВ

Растворимый белок 
печени (мг/г) 82.70 ± 4.70 91.70 ± 5.90 84.70 ± 5.90

АДГ (субстрат этанол) 7.53 ± 0.67 6.79 ± 0.90 8.30 ± 1.00

АДГ(субстрат 
ацетальдегид) 100.30 ± 6.00 70.70 ± 5.80** 94.10 ± 8.401

АлДГ (общая) 8.40 ± 0.50 10.85 ± 1.18 9.30 ± 0.88

АлДг с низкой Км 1.56 ± 0.36 3.60 ± 0.54** 1.95 ± 0.421

АлДг с высокой Км 6.90 ± 0.40 7.34 ± 0.81 7.34 ± 0.54

Различия статистически достоверны при сравнении с контролем: ** – р < 0.01; при сравнении 3-й группы со 
2-й группой – 1 – р < 0.05. ЭГВ – экстракт гребней винограда.

Согласно исследованиям Островского и Сатановской [41], основная физиологиче-
ская функция АДГ заключается прежде всего в восстановлении высокотоксичного аце-
тальдегида до этанола. Этот фермент участвует в формировании эндогенного запаса 
этанола и превращении высокореактивного ацетальдегида в менее активное соедине-
ние с определенными свойствами.

Трехнедельный контакт животных с этанолом (2-я группа) не выявил каких-нибудь 
изменений в общей активности АлДГ по сравнению с контролем (рис. 2). Однако при 
исследовании активности изоферментов АлДГ в печени крыс данной группы отмеча-
ется увеличение в 2 раза (р < 0.05) активности АлДГ с низкой Км при одновременном 
снижении на 19% (p < 0.05) активности АлДГ с высокой Км по отношению к показате-
лям контрольной группы.
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При расчете активности АлДГ на 1 мг белка прослеживается аналогичная направ-
ленность изменений по исследуемым параметрам. Так, активность АлДГ с низкой Км 
в растворимой фракции белка печени значительно возросла (в 2.3 раза) по сравнению 
с контролем, активность же АлДГ с высокой Км практически не изменилась (табл. 2). 
Эти изменения активности изучаемых изоферментов вполне согласуются с литератур-
ными данными [42, 43]. Именно АлДГ с низкой Км играет ведущую роль в окислении 
ацетальдегида.

У животных, получавших этанол с ЭГВ (3-я группа), общая активность АлДГ 
была снижена на 22% (р < 0.05) и составляла 1.18 ± 0.06 мкмоль/мин/г ткани против 
1.52 ± 0.09 мкмоль/мин/г ткани в контроле (рис. 2). Среди изоферментов АлДГ значи-
тельно понизилась (на 25%, р < 0.01) активность фермента с высокой Км, что составля-
ло 0.94 ± 0.04 мкмоль/мин/г ткани против 1.26 ± 0.09 мкмоль/мин/г ткани в контроле 
(р < 0.01). В свою очередь активность АлДГ с низкой Км также снизилась, но менее 
значительно. 

При расчете активности изоферментов АлДГ на 1 мг белка в печени животных из 
3-й группы не было обнаружено значимых различий от контрольных величин (табл. 2). 
В то же время при сравнении с результатами, полученными у животных из 2-й группы, 
которые употребляли этанол, было зафиксировано существенное снижение как общей 
активности АлДГ (на 14%), так и АлДГ с низкой Км (на 46%).

Основываясь на полученных данных, можно заключить, что потребление этанола 
в течение трех недель в сочетании с ЭГВ приводит к уменьшению активности АлДГ 
как с низкой, так и с высокой Км. Эти результаты согласуются с выявленным достовер-
ным увеличением активности редуктазной АДГ, в качестве субстрата которой является 
ацетальдегид: происходит замедление наработки ацетальдегида и активизируется про-
цесс его восстановления. В пользу этого свидетельствует и то, что активность АлДГ 
с низкой Км не повышается значительно, что позволяет поддерживать концентрацию 
ацетальдегида на уровне, который не приводит к дополнительной активности фер-
мента. Отмеченное ранее достоверное увеличение времени полувыведения этанола 
и уменьшение его константы элиминации подтверждает факт изменения метаболизма 
этанола в организме животных под действием комплекса полифенолов из гребней ви-
нограда. По-видимому, под действием растительных полифенолов из гребней виног-
рада замедляется процесс наработки токсичного ацетальдегида в организме. Можно 
предположить, что биологическое воздействие, достигаемое при введении ЭГВ, про-
является в снижении образования токсичного ацетальдегида, что, по всей видимости, 
приводит к уменьшению выраженности симптомов интоксикации.

Основываясь на литературных данных [26, 27] и результатах собственных иссле-
дований [25], можно предположить, что именно катехино-проантоцианидиновый ком-
плекс, преобладающий в составе полифенольной фракции экстракта, играет важную 
роль в процессе метаболизма этилового спирта в организме, оказывая воздействие 
на ферменты этанолокисляющей системы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные свидетельствуют об участии ЭГВ, обогащенного комплек-
сом полифенолов, в регуляции метаболизма этилового спирта в условиях хрони-
ческой алкогольной интоксикации. Под воздействием ЭГВ наблюдалось снижение 
потребления этилового спирта животными как в условиях свободного доступа, так 
и принудительного контакта с этанолом. По-видимому, ЭГВ обладает способностью 
модифицировать токсическое действие этилового спирта, замедляя процесс его окис-
ления и тем самым способствуя более равномерному образованию ацетальдегида. 
Исследование фармакокинетики этанола в крови крыс позволило установить, что 
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введение ЭГВ способствует замедлению процесса элиминации этанола из организма. 
При продолжительном употреблении алкоголя совместно с экстрактом у животных 
повышается редуктазная активность фермента АДГ в печени, что, вероятно, приво-
дит к восстановлению ацетальдегида до этанола. Данный факт подтверждается тем, 
что активность АлДГ в печени крыс снижается, поскольку этот фермент индуциру-
ется только собственным субстратом.
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Polyphenols from Vitis vinifera L. Grape Stems Regulate Alcohol Metabolism 
and Reduce Its Toxic Effects in Rats

S. E. Fomenkoa, *, N. F. Kushnerovaa, and V. G. Sprygina

aIlyichev Pacific Oceanological Institute FEB RAS, Vladivostok, Russia
*e-mail: fomenko29@mail.ru

The study examined the effect of Vitis vinifera L. grape stem (bunch after berry separation) 
extract enriched with a polyphenol complex on ethanol elimination and the activity of 
alcohol dehydrogenase (ADH) and aldehyde dehydrogenase (AlDH) in rat liver under 
chronic alcohol intoxication. The total content of polyphenols in the resulting extract 
was 53.12 ± 1.25 mg GAE/g dw extract (mg-equivalent of gallic acid/g) and flavonoids – 
8.02 ± 2.6 mg GAE/g dw extract (mg-equivalent of quercetin/g). Under the influence of 
5% grape stem extract (GSE) added to a 15% ethanol solution, a decrease in ethyl alcohol 
consumption by animals was observed, both under conditions of free access and forced 
contact with ethanol. Comparative analysis of ethanol pharmacokinetic parameters in rats 
showed that the addition of GSE leads to a decrease in ethanol elimination from the body, 
as evidenced by an increase in the half-life (T1/2) and a decrease in the ethanol elimination 
constant (Kel) in the blood. It was found that the complex of polyphenols contained in 
plant extracts plays a major role in the processing of ethyl alcohol in other animals, being 
exposed to enzymes that occur in its oxidation. The action of GSE leads to an increase 
in the reductase activity of ADH in the liver, which helps prevent the accumulation of 
highly toxic acetaldehyde in the body. This fact is confirmed by a decrease in the activity 
of the AlDG enzyme in the liver of rats with both low and high Michaelis constants. The 
polyphenol complex isolated from grape stem can serve as an effective means of protecting 
the body from the toxic effects of high doses of ethyl alcohol. 
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