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The use of anabolic androgenic steroids (AAS) by athletes is the most significant problem in doping 
control. AAS are almost completely metabolized in the human body as a result of phase I and phase II 
biotransformation reactions, including the participation of cytochrome P450 (CYP) enzyme family. The 
presence of standard substances or certified AAS metabolites reference materials is obligatory for 
determining the spectrum of prohibited substances in the body fluids of athletes. Within the framework 
of this work, the method for the preparation of 6β-hydroxy derivatives of significant in doping control 
AAS was developed using human recombinant CYP3A4 enzyme system and parameters for synthetic 
AAS and their metabolites detection were selected using high-performance liquid chromatography mass 
spectrometry (HPLC-MS/MS).
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Реферат. Экзогенное пероральное введение триптофана посредством воздействия на клетки 
кишечника (энтерохромофинные, эндокриные, клетки иммунной системы и др.), а также катаболи-
зируясь микробиотой может оказывать влияние на гомеостаз не только в желудочно-кишечном 
тракте, но всего организма. Целью исследования явился анализ спектра свободных аминокислот и 
их азотосодержащих метаболитов в микробно-тканевом комплексе и пейеровых бляшках крыс после 
курсового введения триптофана. Животным внутрижелудочно вводили триптофан в дозе 40 мг/кг 
массы в течение 10 дней. 

В результате исследования установлено, что курсовое внутрижелудочное введение триптофана 
не приводит к изменению структуры пула свободных аминокислот в микробно-тканевом комплексе 
тонкого кишечника и пейеровых бляшках крыс, что свидетельствует о сохранении аминокислотного 
баланса. Тем не менее, в микробно-тканевом комплексе тонкого кишечника снижались концентра-
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ции ряда ключевых для энергетического обмена клеток кишечника свободных аминокислот (аспа-
рагиновая кислота, глутаминовая кислота). 

Ключевые слова: микробно-тканевой комплекс тонкого кишечника, Пейеровы бляшки, свобод-
ные аминокислоты, триптофан.

рошо скоординированной и эффективной им-
мунной системы. Микробиота развивает взаи-
мовыгодные отношения с организмом путем 
взаимодействия с кишечным эпителием и ки-
шечной лимфоидной тканью (GALT). Эти сим-
биотические отношения облегчаются наличием 
специфических рецепторов и иммуномодули-
рующей способностью с помощью антигенных 
структур, экспонируемых кишечной микро-
биотой.

Ассоциированная с кишечником лимфо-
идная ткань включает изолированные или 
агрегированные лимфоидные фолликулы 
(бляшки Пейера), внутриэпителиальные лим-
фоциты, макрофаги, дендритные клетки, бры-
жеечные ганглии, секреторные клетки IgA 
(sIgA) и лимфатические клетки. Пейеровы 
бляшки, локализованные в слизистой и под-
слизистой оболочках кишечника, покрыты 
«эпителием, ассоциированным с фолликула-
ми», содержащим специализированные 
«М-клетки». Эти клетки поглощают и транс-
портируют антигены из просвета кишечника в 
кишечные дендритные клетки и Т-клетки. В то 
же время М-клетки инициируют продуцирова-
ние sIgA в слизистой оболочке и гуморальные 
реакции [3]. Таким образом, Пейеровы бляшки 
непосредственно опосредуют взаимодействие 
между кишечной флорой и гуморальным или 
клеточным иммунным ответом. 

Микробно-тканевой комплекс кишечника 
фактически осуществляет антигенную и мета-
болическую интеграцию микробиоты кишеч-
ника с гомеостазом организма человека — фак-
тор, претендующий на одну из ключевых ролей 
в патогенезе практически всех заболева-
ний. Между колониями микроорганизмов 
и подлежащими структурами имеется тесная 
структурная и функциональная взаимосвязь, 
что позволяет их объединить в единый 
микробно-тканевой комплекс (МТК). Таким 
образом, МТК образуют: 1) микроколонии 
бактерий и продуцируемые ими метаболиты;
2) муцины; 3) эпителиальные клетки слизистой 
оболочки; 4) клетки стромы слизистой оболоч-
ки (фибробласты, нейроэндокринные клетки, 
клетки микроциркуляторного русла). Метабо-
лический, иммунологический и нейрогенный 
компоненты обеспечивают экзогенные нутри-
енты и продукты метаболизма и деградации 
микробиома.

Введение. Кишечный барьер, обеспечива-
ющий первую линию защиты организма от па-
тогенных факторов внешней среды, состоит из 
кишечной микробиоты, эпителиальных клеток 
кишечника и иммунных клеток слизистой обо-
лочки, которые тесно связаны через сложную 
сеть цитокинов, антимикробных пептидов и 
продуктов метаболизма [1]. Кишечная микро-
биота включает миллионы микроорганизмов, 
колонизирующих желудочно-кишечный тракт, 
большинство из которых являются бактериями. 
Это большое количество микроорганизмов 
противостоит негативным факторам внешней 
среды благодаря их симбиотическим отноше-
ниям с организмом человека. Эти симбиотиче-
ские взаимоотношения хозяина и комменсала 
развиваются после рождения и обеспечивают 
метаболические, иммунные и антиинфекцион-
ные процессы, посредством которых микро-
биота способствует гомеостазу кишечника и 
организма в целом. 

Молекулярные методы позволили выявить 
разнообразную экосистему, содержащую девять 
бактериальных типов, из которых четыре явля-
ются доминирующими: Firmicutes, Bacteroidetes, 
Actinobacteria и Proteobacteria [2], которые бла-
годаря симбиотическим взаимоотношениям с 
организмом обеспечивают кишечное домини-
рование специфических комменсалов («симби-
онтов»), относящихся к типу Firmicutes и 
Bacteroidetes или Bifidobacteriales. Симбионты 
должны конкурировать с патогенными микро-
организмами или потенциальными патогенами 
(«патобионтами») за существующие ранее ниши 
кишечника («конкуренция ниш»), а также за 
питательные вещества кишечника («конкурен-
ция питательных веществ»). Это обеспечивает 
структурную стабильность микробиоты и на-
зывается «устойчивостью к колонизации». Для 
формирования устойчивости к колонизации 
используется репертуар специфических моле-
кул с критическими антиинфекционными 
функциями, среди которых молекулы с важной 
метаболической и антимикробной и сигналь-
ной ролью, такие как короткоцепочечные жир-
ные кислоты, триптофан и его производные, а 
также бактериоцины.

Микробы-симбионты должны быть при-
няты иммунологически, тогда как кишечные 
патогены должны быть устранены. Эта диффе-
ренциация требует активации чрезвычайно хо-
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Следовательно, анализ влияния на гомео-
стаз макроорганизма экзогенных соединений, 
поступающих через желудочно-кишечный 
тракт и, возможно, модулирующих состояние 
иммунной системы, необходимо сочетать с 
рассмотрения изменений интегральных пока-
зателей, характеризующих как состояние МТК, 
так и GALT, в форме пейеровых бляшек.

Триптофан — незаменимая аминокислота, 
которая содержится в основном в белковой 
пище и его доступность во многом зависит от 
рациона питания. Содержание триптофана в 
белках и плазме крови ниже, чем остальных 
20 протеиногенных аминокислот. Следователь-
но, доступность триптофана ниже для макро-
организма, чем других аминокислот, и по этой 
причине, и вследствие наличия своих специ-
фических физико-химических свойств, он 
играет лимитирующую роль во время синтеза 
белка. Кроме того, триптофан является пред-
шественником множества биологически актив-
ных соединений, включая серотонин, мелато-
нин, триптамин, хинолиновую кислоту и ки-
нуреновую кислоту, одновременно внося вклад 
в обеспеченность организма коферментами 
НАД и НАДФ [4, 5]. 

В отличие от периферических лимфатиче-
ских узлов пейеровы бляшки конститутивно 
формируют ответ на комменсальные микро-
организмы и антигены пищевого происхожде-
ния, поглощаемые М-клетками. Пролифера-
ция лимфоцитов и синтез цитокинов требуют 
адекватного потребления аминокислот из про-
света кишечника. Поскольку транспорт трип-
тофана обеспечивают семейства переносчиков, 
акцептирующих большие нейтральные амино-
кислоты, остается открытым вопрос о возмож-
ном дисбалансе обеспеченности свободными 
аминокислотами лимфоцитов бляшек в усло-
виях поступления избыточного количества 
триптофана. Известно, что хотя триптофан хо-
рошо всасывается, его всасывание снижается в 
присутствии других аминокислот.

С другой стороны катаболиты триптофана 
могут выполнять иммуномодулирующие функ-
ции, например, через кинурениновый или се-
ротониновый пути. Показано, что добавление 
триптофана к пище не приводило к значитель-
ным изменениям концентрации цитокинов в 
сыворотке. Пероральное введение триптофана 
в количестве от 1,0 до 5,0 г/сут в течение 
21 суток не влияло на потребление пищи, мас-
су тела, общие биомаркеры и аминокислотный 
состав крови и мочи [6]. 

Значительная часть триптофана метаболи-
зируется в желудочно-кишечном тракте микро-

биотой кишечника, образующей ряд биологи-
чески активных молекул, включая кинуренины 
и лиганды арилуглеводородного рецептора. 
Скорость-лимитирующими ферментами в этих 
процессах является индоламин-2,3-диок-
сигеназа-1, а продукция серотонина (5-гидро-
кситриптамин) особенно интенсивно идет в 
энтерохромаффинных клетках с участием 
триптофангидроксилазы-1. 

Индоламин-2,3-диоксигеназа (ИДО) экс-
прессируется в некоторых субпопуляциях мие-
лоидных клеток, включая CD11c+, CD8+, ден-
дритные клетки мышей и CD123+ дендритные 
клетки у человека. Основной функцией ИДО 
считается подавление микробной инфекции 
путем снижения доступности триптофана в ин-
фицированной ткани. Экспрессия ИДО в анти-
генпрезентирующих клетках коррелирует со 
слабой пролиферацией Т-лимфоцитов, увели-
чивая апоптоз и ослабляя иммунные ответы in 
vivo. Недостаточность триптофана блокирует 
активацию Т-лимфоцитов. Триптофан стиму-
лирует фагоцитарную активность макрофа- 
гов [7]. 

Таким образом, экзогенное пероральное 
введение триптофана посредством воздействия 
на клетки кишечника (энтерохромофинные, 
эндокриные, клетки иммунной системы и др.), 
а также катаболизируясь микробиотой может 
оказывать влияние на гомеостаз не только в 
желудочно-кишечном тракте, но всего орга-
низма.

Цель работы — анализ спектра свободных 
аминокислот и их азотосодержащих метаболи-
тов в микробно-тканевом комплексе и пейеро-
вых бляшках крыс после курсового введения 
триптофана.

Материалы и методы. Эксперимент про-
веден на беспородных белых крысах-самках, 
массой 120–140 г, при свободном доступе жи-
вотных к пище и воде. Животные были раз-
делены на 2 группы: 1-я группа (контроль- 
ная) — внутрижелудочно в течение 10 дней вво-
дили физраствор; 2-я группа — внутрижелу- 
дочно триптофан в дозе 40 мг/кг массы в 
течение 10 дней. Декапитацию животных осу-
ществляли на 11-е сутки через 24 ч после по-
следнего введения аминокислоты. Все манипу-
ляции с животными проведены с учетом «Пра-
вил проведения работ с использованием 
экспериментальных животных». Для анализа 
использовали безбелковые экстракты микробно-
тканевого комплекса кишечника и пейеровых 
бляшек крыс. Определение свободных амино-
кислот производили методом обращеннофаз-
ной ВЭЖХ с о-фталевым альдегидом и 3-мер-
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каптопро-пионовой кислотой с изократиче-
ским элюированием и детектированием по 
флуоресценции (231/445 нм). Определение 
ароматических аминокислот (тирозина и трип-
тофана) проводили методом ион-парной ВЭЖХ 
с детектированием по природной флуоресцен-
ции (280/320 нм для тирозина и 280/340 нм — 
для триптофана). Все определения проводили 
с помощью хроматографической системы
Agilent 1100, прием и обработка данных — с 
помощью программы Agilent ChemStation A10.01. 
Математическая обработка данных проведена с 
помощью программы Statistica 6.0.

Результаты и их обсуждение. Микробно-
тканевой комплекс кишечника содержит сво-
бодные аминокислоты, которые поступают в 
клетки из просвета кишечника в процессе рас-

щепления пищевых и эндогенных белков, а 
также в некоторой степени синтезированные 
местной микробиотой. Взаимодействие между 
энтероцитами и микрофлорой (включая ее ме-
таболиты) оказывает определяющее влияние на 
метаболизм интестинальных клеток и гомео-
стаз всего организма [9]. Внутрижелудочное 
курсовое введение животным триптофана сни-
жало в микробно-тканевом комплексе тонкого 
кишечника содержание протеиногенных ами-
нокислот: аспарагиновой кислоты (на 32,2 %), 
глутаминовой кислоты (на 23 %), аспарагина 
(на 18 %) и глицина (на 17 %). Уменьшалось 
содержание азотосодержащих производных 
аминокислот — таурина (на 31 %) и 
α-аминомасляной кислоты (на 41 %) (таб-
лица 1).

Таблица 1 — Изменения концентраций свободных аминокислот в микробно-тканевом комплексе 
тонкого кишечника крыс, получавших триптофан (40 мг/кг массы, 10 дней) M ± m, нмоль/г.

Изучаемый показатель Контроль Триптофан

Аспарагиновая кислота 917 ± 91 621 ± 51*
Глутаминовая кислота 1693 ± 112 1308 ± 55*
Аспарагин 726 ± 119 598 ± 52*
Глицин 4734 ± 291 3936 ± 188*
Таурин 4686 ± 541 3219 ± 196*
α-аминомасляная кислота 34 ± 3,7 20 ± 3,9*

* Статистически значимо относительно контрольной группы (р < 0,05).

Известно, что большая часть глутамина и 
почти весь глутамат и аспартат, поступающий 
в энтероциты, катаболизируется. Слизистая 
оболочка тонкого кишечника также играет 
важную роль в утилизации аргинина, пролина 
и аминокислот с разветвленной цепью, а также 
глицина и серина, поступающих перорально, 
только 30–50 % экзогенных аминокислот по-
падают в портальную вену. 

Аминокислоты являются основным источ-
ником энергии для слизистой оболочки тонко-
го кишечника и являются предшественниками 

глутатиона, оксида азота, полиаминов, пурино-
вых и пиримидиновых нуклеотидов, а также 
предшественниками в метаболических циклах 
(аланин, цитруллин и пролин). Треонин и ар-
гинин являются ключевыми в поддержании 
целостности слизистой оболочки кишечника. 

В пейеровых бляшках уровни протеино-
генных аминокислот не изменялись, однако 
наблюдали повышение уровня цитруллина (в 
1,3 раза), снижение концентрации β-амино-
масляной (на 16,7 %) и α-аминомасляной кис-
лот (на 30 %) (таблица 2).

Таблица 2 — Изменений концентраций азотосодержащих метаболитов аминокислот в пейеровых 
бляшках крыс, получавших триптофан (25 мг/кг, 10 дней) M ± m, нмоль/г.

Изучаемый показатель Контроль Триптофан

Цитруллин 136 ± 8,2 169 ± 12,9*
β-аминомасляная кислота 18 ± 0,9 15 ± 0,5*
α-аминомасляная кислота 50 ± 4 35 ± 5,7*

* Статистически значимо относительно контрольной группы (р < 0,05).

Заключение. Таким образом, в данных экс-
периментальных условиях курсовое внутриже-

лудочное введение триптофана не приводит к 
изменению структуры пула свободных амино-
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кислот в микробно-тканевом комплексе тон-
кого кишечника и пейеровых бляшках крыс, 
что свидетельствует о сохранении аминокис-
лотного баланса. Тем не менее, в микробно-
тканевом комплексе тонкого кишечника сни-
жались концентрации ряда ключевых для энер-
гетического обмена клеток кишечника 
свободных аминокислот (аспарагиновая кисло-
та, глутаминовая кислота). Аспарагин и глицин 
могут быть востребованы в синтезе азотистых 
оснований, необходимых в процессах проли-
ферации клеток кишечника. 

Известно, что основную часть триптофа-
на, попадающего в ЖКТ утилизирует микро-
биота кишечника, образуя ряд биологически 
активных молекул (в основном кинуренины, в 

том числе лиганды арилуглеводородного ре-
цептора, а также серотонин). Многие гомеоста-
тически значимые эффекты в метаболических 
осях кишечник–печень и кишечник–мозг ме-
таболитов триптофана могут быть реализованы 
путем воздействия на все многообразие клеток 
кишечника и рецепторы блуждающего нерва. 
Следовательно, метаболические эффекты ами-
нокислот, в данном случае перорально введен-
ного триптофана, на организм необходимо рас-
сматривать не только как поддержание целост-
ности барьера слизистой оболочки кишечника, 
нормального функционирования лимфоидной 
ткани, ассоциированной со слизистой оболоч-
кой кишечника, но и для гомеостаза организма 
в целом.
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Free amino acids in the microbial tissue complex 
and Peyer’s patches after triptofan course introduction
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The aim of the study was to analyze the spectrum of free amino acids and their nitrogen-containing 
metabolites in the microbial-tissue complex and Peyer’s patches of rats after a course of administration 
of tryptophan. The animals were intragastrically injected with tryptophan at a dose of 40 mg/kg body 
weight for 10 days. Сourse intragastric administration of tryptophan does not lead to a change in the 
structure of the pool of free amino acids in the microbial-tissue complex of the small intestine and Peyer’s 
patches of rats, which indicates the preservation of the amino acid balance. However, in the microbial-
tissue complex of the small intestine, the concentrations of a number of free amino acids key for the 
energy metabolism of intestinal cells (aspartic acid, glutamic acid) decreased.

Keywords: microbial-tissue complex of the small intestine, Peyer’s patches, free amino acids, 
tryptophan.
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