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хРОнИЧЕСкАЯ ИнТОкСИкАцИЯ ЛИПОСОмАЛьнЫмИ ФОРмАмИ  
АмИдОВ ЖИРнЫх кИСЛОТ В ЭкСПЕРИмЕнТЕ

Аннотация. Производные жирных кислот рассматривают в качестве перспективных субстратов для разработки 
лекарственных и косметических средств. В этой связи необходимым является изучение их потенциальной токсич-
ности, в том числе и хронической. Повторное введение мышам линии C57BL6 на протяжении 62 сут N-пальмитоил-
глицина и N-пальмитоил-5-аминолевулиновой кислоты (заключенных в липосомы) показало, что действие послед-
ней менее  токсично,  о чем свидетельствует более низкая  смертность животных. Выявленные токсические эффекты 
высоких доз как PalGly, так и Pal-5-ALA характеризовались гендерной зависимостью: самцы оказались более чувствительными 
к PalGly, тогда как самки − к Pal-5-Ala. Хроническое введение липосом на основе фосфатидилхолина (без N-ацилами-
нокислот) вызвало гибель отдельных особей, что позволило предположить, что токсическое действие PalGly и Pal-5-ALA  
в липосомальной форме обусловлено, как минимум частично, влиянием самих липосом.
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CHRONIC INTOxICATION wITH LIPOSOMAL FATTY ACID AMIDES IN THE ExPERIMENT

Abstract. The derivatives of fatty acids are considered as promising bases for the development of medicinal and cosmet-
ic agents. In this regard, it is necessary to study their potential toxicity, including chronic. In repeated toxicity experiments on 
mice of C57BL6 line, the administration of N-palmitoyl-5-aminolevulinic acid (within liposomes) for 62 days was less toxic 
than N-palmitoylglycine injected in the same regimen, which resulted in lower mortality of animals. The toxic effects of high 
doses, both PalGly and Pal-5-ALA, are characterized by a gender dependence: males were more sensitive to PalGly, whereas 
females − to Pal-5-Ala. Chronic administration of liposomes of phosphatidylcholine (without N-acylamino acids) caused the 
death of several mice, suggesting that the toxic effects of PalGly and Pal-5-ALA in liposomal form are at least partly due to the 
influence of the liposomes themselves.
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Введение. Одним из активно развивающихся направлений современной фармакологии являет-
ся  изучение  физиологических  эффектов  липидных  сигнальных  молекул,  играющих  важную 
роль во внутри- и межклеточных коммуникациях. К таким молекулам в последнее десятилетие 
относят и N-ацильные конъюгаты аминокислот и длинноцепочечных жирных кислот.

В  настоящее  время  известно  около  70  эндогенных  N-ациламинокислот.  Физиологическая 
роль большинства из них пока не ясна [1, 2], однако некоторые представители этого семейства 
липидных молекул, такие как N-пальмитоилглицин (PalGly), N-пальмитоил-5-аминолевуленовая 
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кислота (Pal-5-ALA) и др., считаются перспективными субстратами для разработки новых лекар-
ственных  средств. В  частности,  получены  экспериментальные  свидетельства  их  выраженного 
антиноцицептивного  эффекта  [3]. Вместе  с  тем  необходимо  дальнейшее  тщательное  изучение 
как  протекторных  физиологических  эффектов  указанных  липидных  сигнальных  соединений, 
так и их возможного негативного влияния и токсического действия. 

Цель  настоящей  работы  –  оценить  токсичность N-пальмитоилглицина  и N-пальмитоил-5-
аминолевулиновой кислоты при хроническом их введении и выявить наиболее чувствительные 
органы-мишени у мышей линии C57BL6.

материалы и методы исследования. Эксперименты проведены на 171 половозрелой мыши 
линии C57BL6 обоего пола (86 самцах и 85 самках) массой 15–16 г.

Животных  содержали  в  виварии  Института  физиологии  НАН  Беларуси  в  соответствии  
с  установленными  нормами.  Эксперименты  проводили  с  соблюдением  правовых  и  этических 
норм обращения с животными согласно  национальным и международным стандартам качества 
планирования и проведения исследований [4–8].

До начала исследования животные в течение 5–7 сут находились в клетках на карантине для 
адаптации. В течение этого периода проводили ежедневный осмотр каждого животного (пове де-
ние и общее состояние). Перед началом исследования животных, отвечающих критериям вклю-
чения в эксперимент (активные, подвижные, с гладким, блестящим шерстным покровом, нор маль-
ной окраской видимых слизистых оболочек, охотно поедающие корм), были разделены на груп  пы 
методом рандомизации. Каждому животному был присвоен индивидуальный номер [4–8].

Эмульсии липосом, состоящие из фосфатидилхолина (ФХ) с включением PalGly или Pal-5-
ALA, были синтезированы в лаборатории химии липидов ИБОХ НАН Беларуси. Массовая кон-
центрация ФХ в эмульсии составляла 6,75 мг/мл, PalGly – 2,35, Pal-5-ALA – 2,77 мг/мл. Различия 
в  массовой  концентрации  PalGly  и  Pal-5-ALA  допущены  с  целью  получения  их  одинаковой 
молярной концентрации – 7,5 мкммоль/мл. 

Индивидуальный вводимый объем PalGly и Pal-5-ALA рассчитывали исходя из массы тела 
каждого животного, а при длительном введении его корректировали после каждого взвешивания 
1 раз в неделю. Точности дозирования достигали путем изменения объема вводимого раствора 
при его постоянной концентрации. Дозирование осуществляли, учитывая содержание активных 
компонентов (PalGly и Pal-5-ALA). Для сравнения отдельной группе животных вводили ФХ (тем 
же способом, что и PalGly и Pal-5-ALA) в 10-кратной разовой дозе (из расчета 0,2 мл на животное 
массой 20 г). Контролем служили интактные животные.

В зависимости от вводимой дозы животные были разделены на экспериментальные группы 
(наименьшая разовая доза (7,5 мкмоль/кг) – 11 самцов и 10 самок для введения NPalGly, 10 сам-
цов и 11 самок для введения Pal-5-ALA; 5-кратная разовая доза (37,5 мкмоль/кг) – по 11 самцов  
и самок для введения PalGly, 12 самцов и 10 самок для введения Pal-5-ALA; 10-кратная разовая 
доза (75 мкмоль/кг) – 10 самцов и 12 самок для введения PalGly, по 11 самцов и самок для введе-
ния Pal-5-ALA) и контрольные группы (10-кратная разовая доза липосом на основе ФХ (раство-
ритель) – 22 особи (по 12 самцов и 10 самок), интактные животные – 9 самцов и 10 самок). 

PalGly и Pal-5-ALA вводили однократно ежедневно внутрибрюшинно в трех дозах. По резуль-
татам исследования острой токсичности наименьшая разовая доза (из расчета 0,02 мл на жи вот-
ное массой 20 г) составляла 7,5 мкмоль/кг (PalGly – 2,35 мг/кг, Pal-5-ALA – 2,77 мг/кг), 5-кратная 
разовая доза (из расчета 0,1 мл на животное массой 20 г) – 37,5 мкмоль/кг (PalGly – 11,76 мг/кг, 
Pal-5-ALA – 13,86 мг/кг), 10-кратная разовая доза (из расчета 0,2 мл на животное массой 20 г) –  
75 мкмоль/кг (PalGly – 23,51 мг/кг, Pal-5-ALA – 27,72 мг/кг). Общий период наблюдения составил 
62  дня,  при  этом  регистрировали  время  гибели,  сроки  развития  и  картину  интоксикации, 
выживаемость, внешний вид, поведение, массу тела, потребление пищи и воды. 

Выживших после введения тестируемых соединений особей на 63-и сутки подвергали эвта-
назии.  Всех  животных  (в  том  числе  погибших  в  ходе  эксперимента)  подвергали  некропсии  
и направляли на вскрытие для выявления макроскопически различимых признаков патологии 
внутренних органов. При некропсии исследовали внешнее состояние тела, грудную, брюшную  
и тазовую полости и проводили забор органов (легкие, сердце, печень, селезенка, почки, надпо-
чечники и тимус) для определения их массы. Животных взвешивали перед вскрытием для рас-
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чета массового коэффициента (МК). МК, интегральный показатель, используемый в токсиколо-
гии для оценки состояния внутренних органов (дает возможность выявления органа-мишени), 
рассчитывали по следующей формуле [9]: МК = масса органа (г)/масса тела (г)∙100 %.

Анализ  данных  выполняли  с  использованием  программы Microsoft  Excel  с  определением 
среднего арифметического значения и его стандартной ошибки M ± m. Проверку на нормальность 
распределения  количественных  показателей  осуществляли  по  критерию Шапиро–Уилка,  зна-
чимость наблюдаемых отличий, ввиду относительно небольших размеров выборок, оцени вали 
по U-критерию Манна–Уитни с  помощью программы Statistica  10.0.  В  процессе  обработки  за 
уровень статистической значимости принимали p < 0,05. 

Результаты и их обсуждение. Общее  состояние  и  поведение  животных  на  протяжении 
первых  30  сут  наблюдения  были  удовлетворительными: шерстный покров  яркий,  блестящий, 
гладкий, без очагов облысения, кожа бледно-розовая, эластичная, подвижная, без повреждений. 
Начиная с 31-х суток сначала у самцов, которым вводили Pal-5-ALA, а затем и у отдельных осо-
бей (самцов и самок) из других групп отмечали алопецию в области головы, спины и брюха. По-
явились покраснения и шелушения кожи, а также ранки и царапины в области живота, особенно 
в месте инъекции. Видимые слизистые оболочки (глаз, носовой, ротовой полостей) бледно-розо-
вые,  чистые,  без  изъязвлений  и  посторонних  наложений. Патологические  выделения  из  есте-
ственных отверстий тела отсутствовали. Животные были активны, подвижны, реагировали на 
раздражители,  охотно  поедали  корм  и  потребляли  воду.  Однако  у  отдельных  особей  (перед 
смертью)  происходило  снижение  двигательной  активности:  мыши  были  вялые,  апатичные, 
заторможенные, по клетке передвигались неактивно. В основном животные погибали в ночное 
время. 

На  протяжении  всего  периода  наблюдения  зафиксирована  гибель  36  животных:  4  самцов  
и 5 самок после введения ФХ; 3 самцов и 3 самок после инъекции PalGly в дозе 7,5 мкмоль/кг;  
5  самцов  и  5  самок  после  инъекции PalGly  в  дозе  37,5  мкмоль/кг;  3  самцов  и  3  самок  после 
введения PalGly в дозе 75 мкмоль/кг. Введение Pal-5-ALA привело к гибели меньшего количества 
животных: 1 самца и 1 самки после введения дозы 7,5 мкмоль/кг; 1 самца и 1 самки после инъек-
ции в дозе  37,5 мкмоль/кг;  1  самки после  введения дозы 75 мкмоль/кг. Смертность не носила 
дозозависимый характер.

Динамика  гибели  экспериментальных животных была  следующей: после инъекции ФХ на 
2-е сутки пал 1 самец, гибель самцов в этой группе наблюдалась также на 51, 55 и 56-е сутки. 
После введения ФХ зафиксирована смерть 5 самок на 11, 43, 51, 60-е и 63-и сутки. PalGly в дозе 
7,5 мкмоль/кг привел к гибели 3 самцов (32-е, 48-е и 53-и сутки) и 3 самок (56-е и 62-е сутки). 
Ежедневные инъекции PalGly в дозе 37,5 мкмоль/кг вызвали смерть 2 самцов на 45-е сутки, 2 – 
на 54-е и 1 – на 58-е. После введения PalGly в дозе 37,5 мкмоль/кг зафиксирована гибель 5 са- 
мок  на  45,  47,  48,  49  и  61-е  сутки. В  группе животных,  которым инъецировали PalGly  в  дозе  
75 мкмоль/кг, помимо самца, павшего спустя 4–5 ч после инъекции в 1-е сутки, зафиксирована 
гибель еще 2 самцов на 45-е и 50-е сутки и 3 самок на 54-е и 60-е сутки. Среди мышей, которым 
вводили Pal-5-ALA в дозе 7,5 мкмоль/кг, зафиксирована гибель 1 самца (на 23-и сутки) и 1 самки 
(на 55-е сутки). После введения Pal-5-ALA в дозе 37,5 мкмоль/кг также пало 2 животных: 1 самец 
(на 22-е сутки) и 1 самка  (на 52-е сутки). Ежедневное введение Pal-5-ALA в дозе 75 мкмоль/кг 
привело к гибели лишь 1 самки (58-е сутки). Смертность животных, получавших PalGly, была 
выше, но наступала позже, чем у мышей в группах, получавших Pal-5-ALA.

На протяжении всего эксперимента показатели массы тела самцов и самок,  ежедневно по-
лучавших  инъекции  ФХ,  PalGly,  и  интактных  животных  существенно  не  отличались  между 
собой (табл. 1, 2). При сравнении с животными, получавшими ФХ, введение PalGly самцам в дозе 
75 мкмоль/кг на 14-е сутки способствовало увеличению массы тела на 12 % (табл. 1). Также после 
инъекций самкам PalGly в максимальной дозе отмечалось увеличение массы тела по сравнению 
с животными, получавшими ФХ, на 56-е  (на 22 %) и 63-и  (на 28 %)  сутки  (табл.  2). Введение  
Pal-5-ALA в дозе 7,5 мкмоль/кг самцам (на 21-е и 35-е сутки) приводило к снижению массы тела  
в среднем на 16 % по сравнению с контролем (табл. 1). В свою очередь после введения самцам 
Pal-5-ALA в дозе 37,5 мкмоль/кг на 21, 28 и 49-е сутки происходило уменьшение массы тела по 
сравнению с интактными животными на 15, 13 и 6 % соответственно  (см.  табл. 1). Отмечено,  
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что прирост массы тела у  самцов, получавших Pal-5-ALA  в  относительно высоких дозах  (37,5  
и  75  мкмоль/кг),  был  значительно  меньше,  чем  в  контрольной  группе  (табл.  1).  Ежедневные  
инъекции Pal-5-ALA самкам, независимо от дозы, не вызывали существенных изменений массы 
тела по сравнению как с интактными животными, так и с животными, получавшими ФХ (табл. 2). 

После  прекращения  введения  PalGly,  Pal-5-ALA  и  ФХ  выживших  животных  подвергали 
эвтаназии,  направляли  на  вскрытие  и  патоморфологическое  исследование.  Внешний  осмотр 
трупов мышей (как самцов, так и самок, которым вводили тестируемые вещества) показал, что  
у отдельных особей имело место выпадение шерсти в области головы, спины и брюха, а на коже – 
покраснение и шелушение, особенно в месте инъекции. Патологические выделения из естествен-
ных отверстий тела у животных всех экспериментальных групп отсутствовали. При вскрытии 
грудной,  брюшной  и  тазовой  полостей  отмечалось  анатомически  правильное  расположение 
внутренних  органов.  Грудная  и  брюшная  полости  выпота  не  содержали. Однако  на  серозных 
оболочках внутренних органов брюшной полости в группах животных, которым вводили боль-
шие объемы эмульсий, отмечался характерный мелкозернистый белый налет, образовавшийся, 
по-видимому,  вследствие  недостаточной  скорости  всасывания  липидов  из  брюшной  полости. 
Форма сердца визуально не изменена,  однако  его размеры меньше по  сравнению с контролем 
(табл. 3, 4). Форма селезенки  по сравнению с таковой у интактных животных не изменена, одна-
ко  у  самок  введение  PalGly  в  большей  степени,  чем  Pal-5-ALA,  приводило  к  увеличению  ее 
размеров (табл. 4). Не выявлено отклонений формы печени от нормы, но у самцов размеры этого 
органа после ежедневных инъекций Pal-5-ALA уменьшались по сравнению с контролем, а у са-
мок при введении PalGly увеличивались (табл. 3, 4). Масса легких и почек экспериментальных 
животных не имели существенных сдвигов относительно интактных  самок (табл. 4), в то время 
как у самцов, получавших PalGly, масса легких увеличивалась по сравнению с мышами, которым 
вводили ФХ (см. табл. 3), а у самцов, получавших Pal-5-ALA, масса легких и почек уменьшались 
по сравнению с контролем (табл. 3). Форма надпочечников существенно не отличалась от тако-
вой у интактных животных, в то же время у самцов введение тестируемых веществ приводило  
к укрупнению органа. Масса тимуса самок не отличалась от аналогичного показателя у интакт-
ных мышей, за исключением снижения массы тимуса у группы животных, инъецированных ФХ 
(табл. 4). У самцов массы органа были снижены по сравнению с контролем (табл. 4).

Изменения массы внутренних органов, вызванные как PalGly, так и Pal-5-ALA, характеризо-
вались четкой гендерной зависимостью. В то же время зависимости эффекта от дозы тестируе-
мых веществ не прослеживалось. У самцов PalGly индуцировал увеличение массы надпочечников 
(при введении в дозе 7,5 мкмоль/кг – на 68 %, p = 0,020, а при дозе 37,5 мкмоль/кг – на 111 %, 
p  =  0,005)  и  уменьшение  массы  тимуса  (на  51 %  при  дозе  7,5  мкмоль/кг,  p  =  0,001)  (табл.  3). 
Изменения массы внутренних органов, вызванные введением PalGly, у самок носили иной харак-
тер:  повторное  введение  липида  в  дозе  37,5  мкмоль/кг  приводило  к  гепатомегалии  (на  21 %, 
p = 0,031), а в дозе 75 мкмоль/кг (на 48 % по сравнению с мышами, получавшими ФХ, p = 0,019) –  
к спленомегалии в той же дозе (на 72 % по сравнению с контролем, p = 0,003; на 74 % по сравне-
нию с ФХ, p = 0,042) (табл. 4).

Длительное введение Pal-5-ALA самцам сопровождалось более выраженными, чем при вве-
дении PalGly, изменениями, что выражалось в уменьшении массы сердца (независимо от дозы, 
приблизительно на 27 %, p < 0,025), печени (на 29 % при дозе 37,5 мкмоль/кг, p = 0,003; на 20 % 
при дозе 75 мкмоль/кг, p = 0,038), массы почек (на 26 % при дозе 37,5 мкмоль/кг, p = 0,012), легких 
(на 24 % при дозе 37,5 мкмоль/кг, p = 0,046), инволюции тимуса (независимо от дозы, p < 0,031)  
и адреномегалией (на 44 % при дозе 7,5 мкмоль/кг, p = 0,008) (см. табл. 3). У самок введение этого 
же  липида  на  протяжении  62  сут  приводило  к  уменьшению массы  сердца  (на  19 %  при  дозе  
7,5  мкмоль/кг,  p  =  0,035)  и  спленомегалии  (на  66  %  при  дозе  37,5  мкмоль/кг,  p  =  0,028)  по 
сравнению с таковыми у интактных животных (табл. 4).

Динамика изменения МК внутренних органов имела  схожую направленность,  что и изме-
нение их массы (табл. 5, 6). Вместе с тем зафиксированы и некоторые отличия. У самцов, кото-
рым ежедневно вводили ФХ, отмечался рост МК селезенки на 47 % по сравнению с интактными 
животными, p = 0,027 (табл. 5). У самок после инъекций ФХ отмечалось снижение МК тимуса на 
60 % по сравнению с контролем, p = 0,005 (табл. 6). Длительное введение PalGly самцам помимо 
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повышения МК надпочечников (независимо от дозы, p < 0,031) и инволюции тимуса (уменьше-
ния МК на 48 % при дозе 7,5 мкмоль/кг, p = 0,00008) сопровождалось также повышением МК 
селезенки (на 40 % при дозе 7,5 мкмоль/кг, p = 0,035; на 56 % при дозе 75 мкмоль/кг, p = 0,031)  
(см. табл. 5). У самок, получавших PalGly, зафиксировано снижение МК легких (на 35 % при дозе 
37,5  мкмоль/кг,  p  =  0,022),  сердца  (на  21  %  при  дозе  75  мкмоль/кг,  p  =  0,001)  одновременно  
с увеличением МК селезенки (на 47 % при дозе 75 мкмоль/кг, p = 0,010)  (табл. 6). Длительное 
введение самцам Pal-5-ALA приводило к снижению МК сердца (независимо от дозы, p < 0,033), 
печени (на 14 % при дозе 37,5 мкмоль/кг, p = 0,002), почек (на 8 % при дозе 7,5 мкмоль/кг, p = 0,024; 
на 10 % при дозе 37,5 мкмоль/кг, p = 0,046) и тимуса (на 30 % при дозе 7,5 мкмоль/кг, p = 0,031; на 
24 % при дозе 75 мкмоль/кг, p = 0,020). В то же время МК надпочечников возрастал (независимо 
от дозы, p < 0,038) (см. табл. 5). У самок в результате длительного введения снижался МК сердца 
(на 12 % при дозе 7,5 мкмоль/кг, p = 0,043) и увеличивались МК селезенки  (на 42 % при дозе  
37,5 мкмоль/кг, p = 0,028; на 72 % при дозе 75 мкмоль/кг, p = 0,003) и почек (на 13 % при дозе  
37,5 мкмоль/кг, p = 0,022) (табл. 6).

Заключение. В результате проведенных исследований установлено, что хроническая инто-
кси кация  мышей  PalGly и Pal-5-ALA, а  именно  длительное,  в  течение  62  сут,  ежедневное 
внутрибрюшинное  введение  препаратов  приводит  к  гибели  животных.  При  этом  Pal-5-ALA 
оказался менее токсичным по сравнению с PalGly, о чем свидетельствовала более низкая смерт-
ность животных. 

Количество павших животных не зависело от дозы PalGly или Pal-5-ALA. Следует отметить, 
что введение ФХ также сопровождалось летальными эффектами, и это дало основание полагать, 
что  токсическое  действие  тестируемых  субстанций  вызвано,  как  минимум  частично,  самими 
липосомами. 

Несмотря  на  отсутствие  существенной  разницы  между  числом  павших  самок  и  самцов, 
токсические эффекты PalGly и Pal-5-ALA характеризовались гендерной зависимостью. Наиболее 
чувствительными  к  PalGly органами  у  самцов  оказались  селезенка,  надпочечники  и  тимус,  
у  самок  –  печень,  селезенка  и  (в  меньшей  степени)  легкие.  Действие  Pal-5-ALA сказывалось  
у самцов в основном на сердце, печени, почках, надпочечниках и тимусе, тогда как у самок – на 
сердце,  селезенке,  тимусе  и  (в  меньшей  степени)  на  почках.  Хроническое  ведение  ФХ  также 
вызывало  гибель  отдельных  особей,  что  позволило  предположить,  что  токсическое  действие  
PalGly и Pal-5-ALA при повторном введении в липосомальной форме обусловлено, как минимум 
частично, влиянием самих липосом.
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