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Резюме 
Твердофазным иммуноферментным анализом 
(SPIBIO, Франция) проведено количественное опре-
деление концентраций дезацил-грелина в образцах 
сывороток крови крыс в ходе хронической алкого-
лизации (6 мес) и последующей отмены приема ал-
коголя (через 1 и 7 суток). Дезацил-грелин выявлен 
во всех исследованных образцах опытных и кон-
трольной групп. Данные анализировали разными 
методами параметрической и непараметрической 
статистики. В ходе хронической алкоголизации от-
мечено почти 2-кратное снижение средних значений 
концентрации дезацилгрелина в сыворотке крови. 
При отмене этанола уровень полипептида градуаль-
но повышался c максимумом на 7-е сутки отмены, 
но не достигая контрольных величин. Обсуждаются 
возможности использования динамики дезацилгре-
лина в качестве биохимического маркера алкоголи-
зации и ее последствий.

Грелины представляют собой пептиды, состоя-
щие из 28 аминокислот. В последние годы начали 
складываться представления о существовании 
единой сигнальной грелиновой системы, прини-
мающей участие в эмоциогенных механизмах цен-
тральной нервной системы (ЦНС) [2, 3]. В систему 
включены 3 пептида, биосинтез которых контро-
лируется одним геном. Гены грелина у грызунов 
(мышь) и человека близки по строению и имеют 
в своем составе по 5 экзонов [2]. Продуктами экс-
прессии грелинового гена являются 3 формы пеп-
тидов, а именно: ацилированный грелин, дезацил-
грелин и обестатин (рис. 1). Кроме того, к системе 
грелинов относят грелиновые рецепторы.

Для ацилированного грелина характерна уни-
кальная для олигопептидов посттрансляционная 
модификация, состоящая в присоединении остат-
ка октановой кислоты к аминокислотному остатку 
серина путем сложноэфирной связи [11]. Это при-
сутствие ацильного (алкильного) остатка является 
необходимым для связывания грелина с соответ-
ствующим рецептором в ЦНС, так называемым GHS 
(growth hormone secretagogue) рецептором типа 1 а 

(GHS-R1a). Последний часто также обозначают как 
рецептор грелина (GRLN-R) [2, 11].

Сравнительно недавно опубликован ряд работ, 
подтверждающих участии грелиновой системы 
в механизмах подкрепления и формирования алко-
гольной и наркотической зависимости [3, 9]. Речь 
идет о модулирующем действии грелина и его раз-
ных форм (ацилированный грелин, дезацилгрелин, 
обестатин) на дофаминергическую систему под-
крепления (награды) [3, 7]. Однако этот вопрос на-
ходится только на начальном этапе исследований. 
При этом важно оценить как роль разных форм гре-
линов в регуляторных механизмах ЦНС, так и воз-
можную их причастность к формированию и под-
держанию зависимости, тем более что грелины 
имеют как центральные, так и периферические (же-
лудок, кровь) точки приложения. Целью настояще-
го исследования было изучение динамики профи-
лей дезацилгрелина в сыворотке крови крыс в ходе 
экспериментальной хронической алкоголизации 
и после ее отмены.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы 

В работе использовали 50 половозрелых крыс-
самцов линии Вистар с начальной массой 180– 200 г, 
полученных из питомника Рапполово РАМН (Ленин-
градская область). Животных содержали в стан-
дартных пластмассовых клетках в условиях вивария 
при свободном доступе к пище в условиях инвер-
тированного света 8.00–20.00 при температуре 
22 ± 2 оС. Все опыты проведены в осенне-зимний 
период.

В течение 6 мес животных подвергали полуна-
сильственной алкоголизации 15 %-м раствором эта-
нола в качестве единственного источника жидкости 
при свободном доступе к брикетированному сухому 
корму. Контрольная группа крыс (группа I) в качестве 
источника жидкости получала воду. Эксперимен-
тальные животные были разделены на три группы: 
с алкоголизацией в течение 6 мес (группа II), с отме-
ной этанола через 24 ч (группа III) и с отменой эта-
нола через 7 дней после алкоголизации (группа IV). 
После алкоголизации или ее отмены крыс декапи-
тировали, собирали вытекшую кровь, инкубировали 
в течение 30 мин при +4 оС и далее центрифугирова-
ли при температуре +4 оС и ускорении 400 g в тече-
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ние 10 мин. Полученные образцы сыворотки крови 
замораживали и хранили при –90  оС до проведения 
иммуноферментного анализа.

Концентрации дезацилгрелина в образцах сыво-
роток крови определяли путем твердофазного им-
муноферментного анализа с использованием тест-
системы «rat unacylated ghrelin enzyme immunoassay 
kit, SPIBIO» (Франция).

Для статистической обработки полученных ко-
личественных данных и построения графиков при-
меняли пакеты программ Graph Pad Prizm v.4; SPSS 
Sigma Stat 3.0 и Minitab 14. В качестве статистиче-
ских критериев использовали традиционные по-
казатели описательной статистики. Для сравнения 
контрольной и экспериментальных групп исполь-
зовали однофакторный дисперсионный анализ 
ANOVA, а также критерии попарных сравнений групп 
Стьюдента-Ньюмена-Кейлса и Данна. Из непара-
метрических критериев использовали критерий 
Краскела–Уоллиса для сравнения групп. Для оцен-
ки соответствия распределений случайных вели-
чин гауссовым применяли критерий нормальности 
Колмогорова–Смирнова.

РЕзуЛьТАТы ИССЛЕДОВАНИй 

Всего в эксперименте было использовано 
50 крыс, в том числе в контрольную группу вошли 
10 крыс, 40 крыс подвергали полунасильственной 
алкоголизации 15 %-м раствором алкоголя в каче-
стве единственного источника жидкости. 13 крыс 
были обследованы непосредственно после процеду-
ры хронической алкоголизации. Наконец, 13 и 14 жи-
вотных составили группы, где дезацилгрелин опре-
деляли через 1 и 7 сут после отмены этанола.

С помощью высокочувствительного иммуно-
ферментного метода дезацилгрелин выявлен в об-
разцах сывороток всех обследованных животных. 
Распределение концентраций дезацилгрелина в об-
разцах сывороток отражено в форме диаграмм (ри-
сунке 2, а основные статистические показатели со-
ответственно в таблице 1.

Использование в опыте небольших выборок, 
а также их неравнозначность вынудило прибегнуть 
к оценке нормальностей распределений каждой 
выборки, то есть соответствия гауссовым распре-
делениям для оценки правомочности использова-
ния традиционных параметрических критериев при 

■ Рисунок 1. Основные формы грелина (дезацилгрелин, 
ацилированный грелин) и их энзиматические превра-
щения [12]

n Таблица 1. Основные показатели описательной статистики различных экспериментальных групп животных 
(нг/мл дезацилгрелина)

Группа N M SD SEМ CIM R Max Min Me. С25% С75%

I 10 0,986 0,343 0,108 0,245 0,932 1,374 0,443 1,035 0,778 1,286

II 13 0,476 0,265 0,0734 0,160 0,860 0,875 0,0148 0,552 0,205 0,654

III 13 0,497 0,251 0,0695 0,151 0,965 1,154 0,189 0,486 0,311 0,559

IV 14 0,669 0,291 0,0777 0,168 0,877 1,137 0,261 0,663 0,373 0,925

Примечание. n — число животных в группе; М — средний показатель для экспериментальной группы; SD — стандартное откло-
нение; SEМ — стандартная ошибка среднего; CIM — доверительный интервал 95%; R — размах значений между наибольшим 
и наименьшим; Мах — наибольшее значение в группе; Min — наименьшее значение в группе; Ме. — медиана; С25 % — цен-
тиль 25 %; С75 % — центиль 75%

■ Рисунок 2. Распределение концентраций дезацил-
грелина в сыворотке крови при экспериментальной 
хронической алкоголизации По оси абсцисс — концен-
трация дезацилгрелина (нг/мл); по оси ординат: 1 — 
контрольная группа; 2 — хроническая алкоголизация 
в течение 6 мес; 3 — 1-е сут после отмены этанола; 
4 — 7-е сут после отмены
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статистической обработке количественных данных. 
Для этого были проведены оценки каждой выборки 
с помощью критерия Колмогорова–Смирнова, а ре-
зультаты представлены в таблице 2.

Поскольку распределения в трех эксперимен-
тальных группах соответствовали условиям нор-
мальности, было признано рациональным для 
оценки значимости различий применить однофак-
торный дисперсионный анализ ANOVA. Результаты 
дисперсионного анализа приведены в таблице 3. 
По результатам дисперсионного анализа четырех 
исследованных групп следует вывод о значимости 
различий между всеми группами (Р < 0,001).

В дополнение к тривиальному варианту диспер-
сионного анализа (ANOVA) были также проведены 
попарные сравнения групп между собой с помощью 

критерия Стьюдента–Ньюмена–Кейлса и попарные 
сравнения каждой опытной группы с контрольной 
с помощью критерия Данна для неравнозначных 
групп. Соответствующие результаты приведены 
в таблицах 4 и 5.

Поскольку контрольная группа не соответствова-
ла критерию нормальности (табл. 2) и группы были 
не равны по объему, было признано целесообраз-
ным также оценить первичные данные с помощью 
менее мощных, но более универсальных непараме-
трических критериев. Значимость различий между 
медианами в группах оценивали при помощи непа-
раметрического критерия Краскела–Уоллиса, а зна-
чимость различий между средними — непараме-
трического критерия Фридмана. Соответствующие 
данные приведены в таблицах 6 и 7.

n Таблица 2. Оценка соответствия распределений концентраций дезацилгрелина нормальному (гауссову распре-
делению) в опытных и контрольных выборках с помощью критерия нормальности Колмогорова–Смирнова

Экспериментальная группа K-S Dist. P Соответствие нормальности

I =0,276 =0,030 Не соответствует

II =0,192 >0,200 Соответствует

III =0,199 =0,169 Соответствует

IV =0,132 >0,200 Соответствует

Примечание. K-S Dist. — «максимальное отклонение» для критерия нормальности Колмогорова–Смирнова; Р — уровень значимости

n Таблица 3. Результаты оценки значимости различий между экспериментальными группами путем однофак-
торного дисперсионного анализа

Характер дисперсии DF SS MS F P

Дисперсия между группами 3 1,827 0,609

7,468 Р < 0,001«Остаточная» дисперсия 46 3,752 0,0816

Общая дисперсия 49 5,579

Примечание. DF — число степеней свободы; SS — сумма квадратов; MS — средние квадратов; F — F-статистика; Р — уровень 
значимости

n Таблица 4. Попарное множественное сравнение групп (критерий Стьюдента–Ньюмена–Кейлса)
Сравнение групп D. M. p q P P < 0,050

I и II 0,511 4 6,012 <0,001 Значимо

I и III 0,489 3 5,758 <0,001 Значимо

I и IV 0,317 2 3,790 0,010 Значимо

II и IV 0,194 3 2,491 0,194 Не значимо

III и IV 0,172 2 2,214 0,124 Не опред.

II и III 0,0215 2 0,272 0,849 Не опред.

Примечание. D.M. — разность между средними; р — число степеней свободы; Р — уровень значимости

n Таблица 5. Множественное сравнение относительно контрольной группы (критерий Данна для неравнозначных групп)
Сравнение групп D.M. q P < 0,050

I и II 0,511 4,251 Значимо

I и III 0,489 4,072 Значимо

I и  IV 0,317 2,680 Значимо

Примечание. D.M. — разность между средними; P —  уровень значимости

n Таблица 6. Оценка различий между медианами с по-
мощью критерия Краскела-Уоллиса

Значение Р 0,0025

Аппроксимация распределением Гауссово (нормальное)

Значимы ли значения медиан 
(P < 0,05)?

Да

Число групп 4

Показатель (статистика) Краскела-
Уоллиса

14,30

Таблица 7. Оценка различий между средними при помо-
щи непараметрического критерия Фридмана

Значение Р 0,0087

Аппроксимация распределением Гауссово (нормальное)

Значимы ли различия между сред-
ними  (P < 0,05)?

Да

Число групп 4

Показатель (статистика) Фридмана 11,64
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Проведенные эксперименты и последующая об-
работка данных показывают, что в ходе эксперимен-
тальной хронической алкоголизации концентрация 
дезацилгрелина в сыворотках крыс была достовер-
но снижена по сравнению с контрольной группой. 
Во всех случаях концентрации дезацилгрелина на-
ходились в интервале от 0,148 до 1,374 нг/мл. Сред-
ние величины составили соответственно 0,956 нг/мл 
и 0,476 нг/мл, тогда как медианы выборок составили 
1,035 нг/мл и 0,552 нг/мл. Уровень значимости раз-
личий не превысил P < 0,001.

При отмене этанола в качестве единственного 
источника жидкости наблюдали градуальное повы-
шение концентрации дезацилгрелина. Показатели 
у исследованной группы после первых суток отмены 
не имели значимых отличий от показателей в ходе 
алкоголизации. Средние значения и медианы двух 
выборок составили соответственно 0,476 нг/мл; 
0,497 нг/мл; 0,552 нг/мл и 0,486 нг/мл. После 7 суток 
отмены этанола наблюдали значимое повышение 
концентрации дезацил-грелина (Р < 0,001). В по-
следней исследованной группе среднее зна-
чение и медиана составили соответственно 
0,669 и 0,663 нг/мл.

ОБСуЖДЕНИЕ ПОЛучЕННых РЕзуЛьТАТОВ 

Исходя из сложившихся в последнее десятиле-
тие представлений о регуляторной системе грели-
нов, наибольшее внимание исследователей было 
обращено, прежде всего, на ацилированную фор-
му грелина, являющуюся специфическим лигандом 
для рецепторов подкорковых ядер головного мозга 
[3, 5]. Не ацилированную форму грелина, или деза-
цилгрелин, первоначально принимали за предше-
ственник или продукт метаболизма ацилированной 
формы. В последнее время дезацилгрелину отво-
дят самостоятельную роль в механизмах системной 
и местной регуляции [10]. Обестатин представляет 
собой полипептид из 23 аминокислотных остатков 
вместо 28 у остальных производных грелинового 
гена, он пока исследован недостаточно.

Грелины, прежде всего, относятся к гормонам 
пищеварительной системы, поскольку секретиру-
ются главным образом клетками желудка и, в мень-
шей степени, других отделов желудочно-кишечного 
тракта [2]. В кровотоке грелины циркулируют в виде 
двух основных молекулярных форм: ацилированной 
и дезацилированной [4, 6]. Дезацилгрелин пред-
ставляет собой наиболее стабильную и долгожи-
вущую форму грелина, циркулирующую в плазме 
крови. Относительное содержание дезацилгрелина 
к общему грелину, по данным разных авторов, со-
ставляет от 60 до 90 %, тогда как ацилированный 
грелин составляет лишь 10 % общего содержания 
обеих форм грелина [6, 10]. Помимо этого ацили-
рованный грелин быстро деградирует в образцах 
плазмы или сыворотки и достоверное его определе-

ние часто связано с определенными методически-
ми трудностями [4, 10]. Несмотря на это, дезацил-
грелин исследован заметно меньше по сравнению 
с ацилированной формой. Разные формы грелинов 
обладают различной способностью проникать через 
гематоэнцефалический барьер.

Данные о связи содержания грелинов в крове-
носном русле с потреблением алкоголя немного-
численны и касаются главным образом ацилирован-
ной формы, которая во всех отношениях наиболее 
исследована. Отмечено снижение содержания аци-
лированного грелина как при острой, так и хрони-
ческой алкоголизации в эксперименте [1, 3, 7, 9]. 
Клинические исследования продемонстрировали 
снижение уровня грелина у пациентов с выраженной 
алкогольной зависимостью и возрастание уровня 
грелинов в период отмены алкоголя [7, 9]. Одни ав-
торы указывают на отсутствие связи между уровнем 
грелинов и пристрастием к алкоголю, другие кон-
статируют наличие такой связи [9]. В целом различ-
ные исследователи склоняются к мнению, что изме-
нение секреции грелинов может отражать процессы 
развития пристрастия к повышенному потреблению 
пищи, алкоголя и психостимуляторов. Существуют 
также данные о том, что в эксперименте голодание 
способствует повышению уровня пептида, тогда как 
состояние сытости связано, наоборот, со снижени-
ем уровня грелина в крови [5].

Исследование содержания дезацилгрелина 
на системном уровне в условиях контролируемого 
эксперимента по хронической алкоголизации про-
демонстрировало определенную динамику концен-
трации пептида. Оценка первичных количественных 
данных с помощью всесторонних и всеобъемлющих 
статистических показателей позволяет уверенно го-
ворить о значимом снижении концентрации пептида 
в сыворотке крови при хронической алкоголизации 
и последующем росте его уровня в ходе отмены 
алкоголя. Важным фактом также является доказа-
тельство возможности определения дезацилгрели-
на в образцах сывороток при традиционных физио-
логических приемах получения образцов, несмотря 
на относительную нестабильность грелинов в сыво-
ротке и плазме крови [4, 10]. Можно также говорить 
о том, что концентрация дезацилгрелина в сыво-
ротке экспериментальных животных может служить 
биохимическим маркером хронической алкоголиза-
ции и достаточно адекватно отражать ее уровень.

ВыВОДы 

1. Высокочувствительный иммуноферментный 
метод определения дезацилгрелина позволя-
ет выявить его у всех экспериментальных крыс 
и определять пептид в образцах сывороток кро-
ви, полученных при декапитации.

2. Определяемые концентрации дезацилгрелина 
в сыворотках сопоставимы с соответствующими 
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величинами, полученными другими исследова-
телями для образцов плазмы.

3. Экспериментальная хроническая алкоголизация 
значимо (вдвое) снижает концентрацию деза-
цилгрелина в сыворотке крови крыс.

4. При отмене алкоголя после его хронического по-
требления концентрация дезацилгрелина в сы-
воротке крови постепенное возрастает, однако 
не достигая уровня контрольных животных через 
7 дней отмены.

5. Содержание дезацилгрелина в сыворотке экспе-
риментальных животных может рассматриваться 
как достаточно стабильный маркер хронической 
алкоголизации в условиях эксперимента.
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searCh of markers of alCoholization among 
ghrelin derivatives

Khokhlov P. P., Bychkov E. R., Roik R. O., Lebedev A. A., 
Shabanov P. D.

◆ Summary: The quantitative determination of unacylated 
ghrelin in rat sera in the course of prolonged (chronic) alcohol-
ization during 6 months followed by alcohol withdrawal (in 1 and 
7 days) was made by means of the rat unacylated ghrelin en-
zyme immunoassay kit (SPIBIO, France). Unacylated ghrelin 
was revealed in all samples both in control and experimental 
groups. The row data were treated by means of parametric 
and nonparametric statistic tests. The level of unacylated 
ghrelin was shown to double reduce in the course of pro-
longed alcoholization in rats. Ethanol withdrawal recovered the 
polypeptide content gradually with maximal indexes in 7 days 
after alcohol abolition but lower than in control rats. The pos-
sibilities of the use of unacylated ghrelin as a biochemical 
marker of alcoholization and its consequences are discussed.

◆ Key words: ghrelin; unacylated ghrelin; alcoholization; al-
cohol withdrawal; biochemical markers.
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