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Длительное (1,5—2 мес) внутривенное введение кроликам гомологичной суммарной 
фракции пре-$-и ^-липопротеидов, выделенной из крови интактных животных, вызывает 
значительные изменения липидограммы сыворотки крови кроликов- реципиентов, проявля-
ющиеся в повышении концентрации всех компонентов липидного спектра плазма, увеличении 
содержания в крови пре-^-липопротеидов и $-липопротеидов и уменьшении содеро/сания 
а-липопротеидов. Эти изменения могут, быть связаны не только с избыточным введением 
атерогенных липопротеидов, но и с нарушениями липидного обмена, обусловленными вос-
произведенной у подопытных животных гиперлипопротеидемией. 

Длительное внутривенное введение гомологичных атерогенных липо-
протеидов (АЛП) кроликам впервые осуществлено А. Н. Климовым и 
соавт. [2, 3 j , которым удалось получить у животных-реципиентов атерома-
тозные изменения сосудов и тем самым доказать атерогенность пре-p- и (3-ЛП. 
Детальное изучение влияния введения АЛП на особенности липидного об-
мена в этих исследованиях не проводилось. Между тем подобное исследова-
ние может пролить свет на некоторые биохимические механизмы эксперимен-
тального атерогенеза. 

Целью настоящей работы было изучение липидограммы крови и мио-
карда кроликов, подвергавшихся длительному парентеральному введению 
суммарной фракции npe-j3- и (3-ЛП. 

М е т о д и к а 
Исследования проведены на 41 кролике породы шиншилла весом 2—3,5 кг. 26 опыт-

ным животным внутривенно вводили АЛП, 15 интактных кроликов использовали для конт-
рольных исследований. 

Суммарную фракцию пре-(3- и р-ЛП, выделенную из сыворотки крови интактных кро-
ликов-доноров описанным методом [4], растворяли в физиологическом растворе NaCl 
и вводили кроликам-реципиентам в течение 1,5—2 мес по 2—3 раза в неделю. 

До введения АЛП и после завершения эксперимента определяли содержание в сыво-
ротке крови опытных животных суммарной фракции пре-p- и Р-ЛП [11], фосфолипидов, 
свободного и эстсрифицироваииого холестерина, свободных жирных кислот, триглицери-
дов и липопротеидограмму. Кроме того, определяли сырой вес а-ЛП, выделенных из 2 мл 
сыворотки [12]. Следует отметить, что определение сырого веса а -ЛП не отражает их 
истинное содержание в крови животных, поскольку выделяемая этим методом фракция 
а -ЛП содержит примесь других сывороточных белков. Однако с учетом того, что выделение 
а -ЛП из равных количеств сыворотки крови кроликов проводилось до и после введения 
АЛП одним и тем же методом, представлялось возможным сравнить содержание этого клас-
са липопротеидов в крови животных до начала эксперимента и по его завершении. Спектр 
липопротеидов крови исследовали электрофорезом в полиакриламидном геле [13] с по-
следующей деиситометрией электрофореграмм. Для определения концентрации индиви-
дуальных липидных фракций из 0,25 мл сыворотки крови получали экстракт общих ли-
пидов и отмывали его от нелипидных примесей [14]. Фракционирование общих липидов 
проводили методом проточной горизонтальной тонкослойной хроматографии [9] в системе 
н-гексан — диэтиловый эфир — ледяная уксусная кислота (75 : 15 : 1,25) с использованием 
в к а ч е с т в е с о р б е н т а с и л и к а г е л я м а р к и 1 \СК- С о д е р ж а н и е л и п и д н ы х ф р а к ц и й о п р е д е л я л и 
спектрофотометрически на СФ-16 [16]. Таким же образом определяли количество свобод-
ного и эстерифицированного холестерина в суммарной фракции пре-p- и Р-ЛП, выделенной 
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из сыворотки крови кроликов-доноров. Зная эти ве-
личины, можно было рассчитать количество обще-
го холестерина, вводимого с АЛП. Перед выделе-
нием суммарной фракции липопротеидов определяли 
их концентрацию в сыворотке крови кроликов-до-
норов. Зная их содержание и объем использован-
ной сыворотки, рассчитывали количество введен-
ных липопротеидов. 

После декапитации подопытных и контроль-
ных животных иссекали пробы миокарда левого и 
правого желудочков, левого и правого предсердий и 
межжелудочковой перегородки сердца кроликов, 
отмывали их от крови ледяным физиологическим 
раствором NaCl и взвешивали на аналитических ве-
сах. Одну навеску исследуемого отдела миокарда 
гомогенизировали на льду в смеси из 2 частей хло-
роформа и 1 части метанола, получали отмытый от 
нелипидных примесей экстракт общих липидов и 
определяли концентрацию свободного и эстерифи-
цированиого холестерина по описанному выше ме-
тоду. Вторую навеску гомогенизировали в физио-
логическом растворе NaCl и в полученном гомоге-
нате определяли содержание белка [15]. Концент-
рацию липидных фракций в миокарде выражали в 
миллиграммах на 1 г тканевого белка. 

Результаты исследований обрабатывали стати-
стически [8]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Результаты исследования липидограм-
мы сыворотки крови опытных кроликов 
представлены в табл. 1. До введения сум-
марной фракции пре-Р- и Р-ЛП липидо-
грамма крови животных значительно не 
отличалась от приводимой в литературе 
[5, 10 I. Длительное введение АЛП обусло-

вливало статистически достоверное увели-
чение концентрации всех компонентов ли-
пидного спектра плазмы крови (Р от 0,012 
до <0 ,001) . Одновременно наблюдалось из-
менение липопротеидограммы сыворотки 
крови кроликов-реципиентов, проявляв-
шееся в увеличении содержания суммар-
ной фракции ripe-(3- и Р-ЛП и уменьшении 
содержания а -ЛП. 

Концентрация в сыворотке крови сво-
бодного холестерина повышалась несколь-
ко быстрее, чем эфиров холестерина (в 2,4 
и 2,2 раза соответственно). Преимуществен-
ное увеличение уровня свободного холе-
стерина может иметь значение в атероге-
иезе [17]. Далее, известно, что понижение 
концентрации а - Л П в сыворотке крови 
ускоряет развитие атеросклероза при воз-
действии атерогенных факторов [18]. 
Уменьшение содержания а - Л П после вве-
дения кроликам суммарной фракции АЛП 
наблюдалось и в наших опытах. Вероятно, 
эти изменения липидо- и липопротеидог-
раммы крови кроликов-реципиентов могут 
способствовать возникновению атероматоз-
ного поражения сосудов подопытных жи-



вотных при увеличении концентрации в крови атерогенных фракций ли-
попротеидов. 

Не вызывает сомнения, что увеличение содержания в сыворотке крови 
подопытных кроликов липидных фракций связано с повышением в ней ко-
личества пре-Р- и (3-ЛП, являющихся главными транспортными формами 
липидов в организме человека и животных. Можно предположить, что по-
вышение концентрации липидов в крови кроликов-реципиентов обусловлено 
внутривенным введением избыточных количеств АЛП. В таком случае можно 
вычислить ожидаемое увеличение содержания в крови суммарной фракции 
пре-Р- и Р-ЛП и холестерина, зная объем циркулирующей плазмы у подо-

Т а б л и ц а 2 
Содержание свободного и эстерифицированного холестерина (в мг на 1 г тканевого белка) 
в мышце различных отделов сердца подопытных ( я = 2 6 ) и контрольных ( /г= 15) кроликов 

Отдел миокарда 
Свободный холестерин Эстерифицированный холесте-

рин 

опыт контроль опыт контроль 

Левый желудочек 
Левое предсердие 
Правый желудочек 
Правое предсердие 
Межжелудочковая перего -

родка 

6,67=t0,88*** 
7,92=1= 1,11 *** 
6,70=1=0,80*** 
10,30=!= 1,21*** 

8,94=!= i,4<2*** 

2,96=1=0,45 
2,53=t 0,40 
3,26—0,31 
3,87=1=0,37 

3 ,28+0 ,36 

4,63=!=0,86* 
6,36=!= 1,30** 
5,72=!= 1,10* 
9,47=t 1,75* 

7,87=t 1,82** 

2,16—0,40 
2,21=1=0,40 
2,67=!= 0,49 

f 4,91=1=0,73 

2,38=!= 0,38 

пытных животных [1] и исходное содержание в ней суммарной фракции 
АЛП и холестерина, а также количество АЛП и холестерина, введенных 
животным. При этом следует учесть, что экзогенно введенные Л П в орга-
низме животных-реципиентов подвергаются распаду в соответствии с перио-
дом их полужизни, который для р-ЛП здоровых кроликов равен 14 ч 17]. 
Кроме того, происходит отложение части введенного холестерина в органах 
и тканях подопытных животных [2]. Об этом, вероятно, и свидетельствует-
наблюдавшееся нами увеличение количества холестерина в сердечной мыш 
це всех исследованных отделов сердца животных-реципиентов (табл. 2). 
В связи с этим можно было ожидать, что фактическое содержание АЛП 
и холестерина в крови подопытных кроликов будет меньше, чем расчетное 
количество. ! 

Т а б л и ц а 3 
Изменение содержания холестерина и суммарной фракции пре-p- и Р-ЛП (в мг) в полном 

объеме плазмы крови кроликов после введения гомологичных АЛГ1 

Группа 
опытных 
кроликов 

Исходное количество Расчетное количество Фактическое количество 
Группа 

опытных 
кроликов пре-р-

и Р-ЛП холестерин пре-р-
и Р-ЛП холестерин пре-Р-

и Р-ЛП холестерин 

Группа А 
( 1 = 1 2 ) р 

Группа Б 
(/г=14) 

Р 

267=±40,8 

269=!= 38,5 

98,6=!= 18,1 

103,0=1=9,70 

578=1=97,9 

886=1=86,8 

147=1=20,4 

215=1= 16,7 

1195=1=179 

<0 ,01 
589=1=48,8 

<0 ,01 

337=1=29,8 

<0 ,001 
157=1=18,6 

< 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . Р — различие между фактическим и расчетным количеством. 

Как видно из табл. 3, у некоторых экспериментальных животных (14 
из 26, группа Б) определенное в сыворотке крови суммарное содержание 
пре-p- и Р-ЛП и холестерина действительно было статистически достоверно 
ниже ожидаемой расчетной величины. Однако у других подопытных кро-
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ликов (12 из 26, группа А) фактическое их содержание статистически зна-
чимо превосходило расчетные значения. 

Таким образом, сопоставление фактического и расчетного содержания 
суммарной фракции пре-Р- и Р-ЛП и холестерина дает основание предполо-
жить, что длительное внутривенное введение кроликам АЛП и возникаю-
щая при этом гиперлипопротеидемия, возможно, вызывают у некоторых 
животных-реципиентов такие вторичные изменения липидного обмена, ко-
торые приводят к дальнейшему повышению в крови уровня АЛП и липидов. 
Наше предположение подтверждается изменениями метаболизма липопро-
теидов, обусловленными развитием экспериментальной гиперхолестерине-
мии [6, 7]. Следует отметить, что увеличение концентрации липопротеидов 
в крови животных-реципиентов, возможно, связано со снижением скорости 
их распада. Действительно, установлено, что скорость распада апопротеида 
введенных донорских липопротеидов низкой плотности у кроликов с ги-
перлипопротеидемией существенно ниже, чем у животных с неизмененной 
концентрацией липидов в крови [191. Замедление скорости распада р-ЛП 
показано при экспериментальном атеросклерозе у кроликов [7]. 

Поскольку мы не учитывали катаболизм, экскрецию и отложение в 
тканях введенных животным липопротеидов и холестерина, то расчетные 
величины ожидаемого увеличения суммарной фракции АЛП и холестерина 
в крови кроликов-реципиентов были безусловно значительно завышены и не 
соответствовали истинному содержанию этих веществ в плазме крови. По-
этому не исключено, что повышение содержания суммарной фракции ripe-P-
и Р-ЛП и липидов в крови животных группы Б связано не только с введени-
ем липопротеидов извне, но и с изменениями липидного обмена, вызванными 
возникшей гиперлипопротеидемией. 

Таким образом, длительное внутривенное введение кроликам суммар-
ной фракции пре-[3- и р-ЛП вызывает значительные изменения липидограм-
мы сыворотки крови подопытных животных, обусловленные, вероятно, не 
только избыточным введением АЛП, но и возникающими при этом наруше-
ниями липидного обмена. Предполагаемые изменения обмена могут быть 
связаны с замедлением катаболизма липидов. Можно предположить также, 
что обменные изменения, приводящие к значительному повышению содер-
жания АЛП и холестерина сверх расчетных величин, обусловлены гипер-
липопротеидемией, воспроизведенной у подопытных кроликов. 
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EFFECT OF PROLONGED ADMINISTRATION OF ATHEROGENIC FRACTIONS 
OF LIPOPROTEINS ON LIPID SPECTRA IN RABBIT BLOOD AND MYOCARDIUM 

M. N. Kalinkin, D. I. BeVchenko 

Chair of Pathophysiology, Medical School, Kalinin 

Homologous total fraction of pre-р and (^-lipoproteins, isolated from intact animal blood 
and administered intravenously into rabbits within 1.5-2 months, caused distinct alterations 
in lipid spectra of rabbit-recipient blood serum. The phenomenon was manifested as an in-
crease in concentration of all the lipid components in blood plasma, elevation in content of pre-P 
and ^-lipoproteins in blood and decrease in content of a-lipoproteins. The alterations were ap-
parently related not only to excessive administration of atherogenic lipoproteins but to impair-
ments in lipid metabolism, similar to lipoproteinemia, reproduced in other experiments. 

УДК .615.916426.51.0 15.43 

P. В. Меркурьева, JJ. И. Бушинская, Б. В. Аулика, 
И. С. Шатерникова, Е. И. Проценко, А. А. Кулыгина, 

Н. Д. Экслер 

А К Т И В Н О С Т Ь Л И З О С О М А Л Ь Н Ы Х И Ц И Т О П Л А З М А Т И Ч Е С К И Х 
ФЕРМЕНТОВ ПРИ Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О М ДЕЙСТВИИ 
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Ингаляционное воздействие сероуглерода приводит к нарушению активности ферментов 
лизосомального и цитоплазматического происхождения и изменению содерэюания углевод-
содержащих биополимеров (гликозаминогликаны, гликопротеиды) в тканях различных ор-
ганов (печеньу почки, головной мозг, аорта) кроликов. Обсуждается возможная роль обнару-
женных нарушений в проявлении нейротропного и гепатотропного эффектов, а также в 
возникновении некоторых видов отдаленных последствий (аллергенного, эмбриотоксиче-
ского) при воздействии сероуглерода как одного из факторов окружающей среды. 

Одним из проявлений токсического действия химических загрязни-
телей, относящихся к числу липотропных веществ, и, в частности, сероугле-
рода может быть непосредственное влияние этих соединений или их метабо-
литов на биологические мембраны. Изменение структурной целостности и 
проницаемости биомембран может быть в свою очередь одной из основных 
причин дисбаланса различных ферментных систем в клетке. 

Несмотря на большое число работ в этой области, механизмы, затраги-
вающие ферментные системы различной локализации в клетке при воздей-
ствии факторов окружающей среды, до сих пор окончательно не выяснены. 
Нерешенным остается вопрос о роли ферментов лизосомального происхож-
дения и энзимов, не связанных с клеточными органеллами, в развитии не-
посредственного токсического эффекта, а также в возникновении ряда от-
даленных последствий (эмбриотоксический, атерогенный, канцерогенный, 
аллергенный и другие виды биологических эффектов). 

Изучение этого вопроса представляет тем больший интерес, что изме-
нение активности лизосомальных ферментов, осуществляющих катаболиче-
скую фазу обмена ряда биологически важных соединений, в том числе угле-
водсодержащих биополимеров, белков и т. д. [ 1 , 2 ] , может способствовать 
нарушению обмена многих физиологически важных структурных элементов, 
например гаиглиозидов мозга, гликозаминогликанов, гликопротеидов и др. 
Подобные нарушения, чреватые неблагоприятными последствиями для 
функционального состояния клетки, могут привести к развитию предпатоло-
гических и болезненных явлений [3, 4, 5] . 

Не менее существенная роль в биологическом действии факторов окру-
ж а ю щ е й с р е д ы м о ж е т п р и н а д л е ж а т ь и р а с т в о р и м ы м ф е р м е н т н ы м с и с т е м а м , 
осуществляющим обмен белково-связанных углеводов, которые являются 
минорным компонентом клеточных мембран [6, 7, 81. Особый интерес в 
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этом плане представляет исследование активности фермента цитозоля — 
альдолазы нейраминовой кислоты, катализирующей расщепление свобод-
ной N-ацетилнейраминовой кислоты, которая наряду с другими моносаха-
рами (гексозамины, нейтральные гексозы, фукоза и др.) относится к числу 
мембраносвязаиных углеводов и является структурным компонентом гли-
копротеидов [9, 101. 

В настоящей работе изложены результаты исследования активности 
ферментов, локализованных в лизосомах и растворимых в цитозоле, а так-
же содержания углеводов, связанных с белками, на экспериментальной мо-
дели ингаляционного действия одного из распространенных химических 
загрязнителей — сероуглерода. Это соединение оказывает явно выраженное 
нейротропное и гепатотропное действие, а также способствует возникнове-
нию атерогенного, эмбриотоксического и гонадотоксического эффектов 
[11, 12, 13 ]. Метаболические механизмы действия сероуглерода на изучаемые 

ферментные системы лизосом и цитозоля не выяснены. 

М е т о д и к а 

Эксперимент выполнен на 32 кроликах, подвергавшихся в течение б нед постоянному 
ингаляционному воздействию сероуглерода — на уровне пороговой дозы (0,2 мг/м3) и в 
10 раз большей (2 мг/м3). Биохимическое исследование проводили в печени, почках, голов-
ном мозге, аорте и сыворотке крови кроликов через 1, 2 и 6 нед действия сероуглерода в 
высокой дозе и через 6 нед после начала воздействия его в малой концентрации. 

В гомогенатах тканей определяли активность ферментов лизосомального происхож-
дения: гиалуронидазы (КФ 3.2.1.21) [14], 1\1-ацетил-|3-0-глюкозаминидазы (КФ 3.2.1.30) 
[15], (З-глюкозидазы (КФ 3.2.1.21), (З-галактозидазы (КФ 3.2.1.23) [16] и кислой фосфа-
тазы (КФ 3.2.3.2) [17]. Активность отдельных ферментов определяли во фракции лизосом 
печени и иадосадочной фракции с добавлением тритона Х-100 (конечная концентрация 0,1 %) 
и без детергента, что позволяет оценить степень прочности связи энзимов с лизосомальиыми 
мембранами и эффект лабилизации [1]. 

Наряду с этим определяли содержание гексуроиовых кислот в тканях [18], что от-
ражает суммарное количество гликозаминогликанов, активность растворимого фермента 
гиалоплазмы — альдолазы N-ацетилнейраминовой кислоты [19], а также содержание уг-
леводов, связанных с белками — N-ацетилиейраминовой кислоты [20], амииосахаров и 
гексоз [21 ]. Содержание N-ацетилнейраминовой кислоты и активность альдолазы этой 
кислоты определяли в различных отделах головного мозга кроликов — сером, белом ве-
ществе и обонятельных луковицах. В сыворотке крови исследовали активность гиалурони-
дазы и кислой фосфатазы, а также концентрацию N-ацетилиейрамииовой кислоты, гексоза-
минов, гексоз гликопротеидов по методам, указанным выше. Результаты обработаны ста-
тистически. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Исследование ферментных систем лизосомального происхождения у по-
допытных кроликов показало, что изменение энзиматической активности 
находится в зависимости от вида фермента, его органной принадлежности, 
дозы и времени воздействия сероуглерода (рис. 1). Наиболее существенные 
изменения обнаружены со стороны гиалуронидазы и 1М-ацетил-Р-0-глюко-
заминидазы, активность которых в ткани печени и почек на ранних сроках 
действия сероуглерода снижалась, а впоследствии нарастала, превышая в 
ряде случаев нормальный уровень. 

Активность кислых гликозидаз — (i-глюкозидазы и Р-галактозидазы, 
а также кислой фосфатазы изменялась преимущественно в сторону повыше-
ния, что особенно заметно проявлялось под влиянием высокой дозы сероуг-
лерода (2 мг/м3) в ткани головного мозга и почках, где активность указан-
ных ферментов превышала контрольный уровень в среднем в 2,2—2,4 раза. 
Исключение составляет р-галактозидаза печени, активность которой через 
6 нед воздействия сероуглерода в малой дозе (0,2 мг/м3) была понижена в 
5,7 раза по сравнению с контролем. 

Изменение активности лизосомальных гликозидаз печени происходит в 
основном за счет свободной (не связанной с лизосомами) активности, что 
дает основание сделать предположение о лабилизации мембран лизосом под 
действием сероуглерода. 
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Определение содержания гликозаминогликанов в печени подопытных 
кроликов показало, что изменение активности лизосомальных ферментов, 
принимающих участие в реакции их гидролитического расщепления, со-
провождалось накоплением гексуроновых кислот, что особенно заметно в 
ранние сроки действия сероуглерода (в 4,2 раза; Р < 0,001). 

В почечной ткани кроликов через 6 нед воздействия сероуглерода на-
блюдается достоверное понижение содержания белково-связанных углево-

дов — гексоз и гексозаминов (рис. 2). 
Накопление гексуроновых кислот 
(в 3,5 раза) отмечено в ткани аорты 
кроликов через 6 нед действия серо-
углерода. 

Обнаруженные изменения содер-
жания углеводов, связанных с белка-

I 2 3 
2 3 

Ш Л П 

2 6 1 2 6 1 2 6 
Контроль Контроль Контроль 

Б 
и г 

Рис. 1. Активность лизосомальных фер-
ментов в тканях кроликов в зависимости 
от времени воздействия сероуглерода 

(2 мг/м3). 
Л - М-ацетил- |3-0-глюкозаминидаза (в мкг 
n-иитрофенола на 1 мг белка в час); Б — гиа-
л у р о н и д а з а (в мкг N-ацетилглюкозамина на 
1 мг белка за 18 ч); В — fJ-глюкозидаза (в мкг 
n-нитрофеиола на 1 мг белка в минуту); Г — 
(5-галактозидаза (в мкг гс-нитрофеиола на 1 мг 
белка в минуту) . I — печень, II — почки, 

I I I — головной мозг. 
По оси абсцисс — срок воздействия (в нед); 
по оси ординат — активность ферментов в 

указанных выше единицах . 

Рис. 2. Изменение содержания углеводов, 
связанных с белками, в тканях кроликов че-
рез 6 нед ингаляционного воздействия серо-

углерода." 
А — концентрация сероуглерода 2 мг/м1 , Б — 

концентрация сероуглерода 0,2 мг/ма . 
По "оси ординат — изменение (в % от контроля): 
1 — гексозамины; 2 — гексозы, связанные с бел-

ками; 3 — N-ацетилнейраминовая кислота. 
Черные столбики — печень, заштрихованные —поч-
ки, светлые — головной мозг, столбики в рамке — 
статистически достоверные изменения ( Р < 0 , 0 5 ) . 

ми, и активности лизосомальных гликаногидролаз и, следовательно, катабо-
лизма гликозаминогликанов в ткани головного мозга, почек и печени при ин-
токсикации сероуглеродом может способствовать нарушению функциональ-
ного состояния центральной нервной системы и органов детоксикации. Это 
касается, в частности, выделительной функции почек, поскольку в настоя-
щее время установлено участие гликозаминогликанов в осуществлении 
проницаемости структур мозгового вещества почек и процессах реабсорбции 
воды [22]. Известно также, что увеличение концентрации гликозаминогли-
канов, метаболизм которых имеет большое значение в обеспечении нормаль-
ной деятельности сосудистой системы, может быть связано с усиленным от-
ложением этих биополимеров в соединительнотканной интиме сосудов, что 
характерно для склеротических изменений сосудистой стенки и возникнове-
ния предынфарктных состояний [231. 
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Следует отметить, что на отдельных сроках действия сероуглерода в 
одном и том же органе наблюдалось разнонаправленное изменение активно-
сти функционально связанных гликозидаз — гиалуронидазы и N-ацетил-Р-
D-глюкозамииидазы, когда повышение активности одного фермента сопро-
вождается понижением активности другого. Можно полагать, что этот фе-
номен, имевший место в печени кроликов через 6 нед, в почках через 2 и 
6 нед и в ткани головного мозга через 2 нед воздействия сероуглерода в боль-
шой дозе (см. рис. 1), является, по-видимому, выражением адаптационных 
реакций со стороны ферментных систем лизосом жизненно важных органов. 
Наиболее чувствительной к воздействию сероуглерода ферментной системы 
лизосом в ткани головного мозга, согласно полученным результатам, явля-
ется гиалуронидаза, активность которой через 2 нед действия сероуглерода 
в большой дозе была достоверно снижена на 68 % по сравнению с ее величи-
ной у контрольных кроликов. Аналогичные, но менее выраженные изме-
нения выявлены в эти же сроки эксперимента в ткани почек. 

Содержание N-ацетилнейраминовой кислоты (НК) в тканях и сыворотке крови и активность 
альдолазы ПК в тканях и сыворотке крови кроликов, подвергавшихся воздействию серо-

углерода в концентрации 2 мг/м3 

Объект исследо-
вания 

Биохимические 
показатели 

Время воздействия, ("нед.) 

Объект исследо-
вания 

Биохимические 
показатели контроль 1 2 3 

Печень НК 5 7 + 2 (7) 7 3 + 7 (4) 8 3 + 3 (4)* 6 7 + 7 (5) 
Альдолаза И К 21 + 4 (7) 12+2 (4)* 19=1=3 (4) 12+1 (5)* 

Обонятельные 
луковицы 
мозга НК 9 7 + 8 (5) 131 + 6 (4)* 123+26 (3) 9 2 + 2 (4) 

Альдолаза НК 17+3 (4) 21 + 7 (4) 18+4 (3) 14+2 (5) 
Серее вещество 

мозга НК 122+2 (13) 9 2 + 1 9 (4) 123+17 (4) 120+4 (5) 
Альдолаза НК 18+2 (11) 11 + 2 (4)* 13+3 (4) 10+2 (5)* 

Белее вещество 
мозга НК 122+2 (13) 119+5 (4) 109+6 (4) 107+7 (5) 

Альдолаза НК 18+2 (11) 19+4 (4) 9 + 2 (4)* 13+2 (5) 
Сыворотка кро-

ви НК 71 + 2 (21) 6 8 + 2 (4) 9 4 + 4 (7)* 8 3 + 5 (5)* 

П р и м е ч а н и е . * 0,05. Содержание N-ацетилнейраминовой кислоты выраже-
но в мг%. Активность альдолазы НК выражена в процентах расщепления свободной 
N-ацетилнейрамииовой кислоты. В скобках число животных. 

Сравнительный анализ полученных данных показал, что изменение 
активности лизосомальных ферментов при действии сероуглерода сопровож-
дается нарушением активности ферментной системы, не связанной с субкле-
точными структурами — альдолазы N-ацетилнейрамииовой кислоты. Наи-
более существенные и ранние изменения характерны для коры головного 
мозга, в которой обнаружено одновременное снижение (в среднем на 35 %) 
как активности фермента (Р <С 0,01), так и содержания N-ацетилнейрами-
новой кислоты (Р < 0,001) уже через неделю действия сероуглерода в вы-
сокой концентрации. Достоверное угнетение активности альдолазы N-аце-
тилнейраминовой кислоты наблюдалось и в более отдаленные сроки — через 
6 нед после начала эксперимента (см. таблицу). Выявленные нарушения, 
по-видимому, указывают на понижение интенсивности обмена N-ацетилней-
раминовой кислоты в коре головного мозга при воздействии сероуглерода. 

Представленные результаты свидетельствуют о высокой чувствитель-
ности обмена белково-связаииых углеводов и особенно N-ацетилнейрамино-
вой кислоты в тканях головного мозга к токсическому действию сероуглеро-
да. Это предположение находится в соответствии с имеющимися в литературе 
сведениями, что через N-ацетилиейраминовую кислоту ганглиозидов мозга 
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осуществляется связь некоторых видов нейротоксинов со структурами цент-
ральной нервной системы [24 I. Подтверждением этого служат и результаты 
проведенного нами сравнительного анализа результатов биохимического и 
нейрофизиологического исследований головного мозга экспериментальных 
животных при изучении первичных и вторичных ответов вызванного потен-
циала зрительной коры головного мозга. Так, понижение амплитуды пер-
вичного ответа вызванного потенциала, которое расценивается как повыше-
ние возбудимости центральной нервной системы, сопровождается снижением 
активности альдолазы N-ацетилнейраминовой кислоты в белом веществе 
(через 2 нед) и в сером веществе головного мозга кроликов (через 6 нед) 
при ингаляционном поступлении в организм сероуглерода (2 мг/м3). Такое 
соотношение, возможно, обусловлено нейрохимическими механизмами ней-
ротропного влияния сероуглерода на центральную нервную систему. 

Согласно современным представлениям, изменение архитектоники и 
стабильности биомембран является одним из факторов, определяющих ак-
тивность мембраносвязанных ферментов [231. Установленное нами наруше-
ние активности кислых гидролаз лизосомального происхождения и изме-
нение обмена углеводсодержащих биополимеров в печени, почках и головном 
мозге экспериментальных животных может рассматриваться, по нашему 
мнению, как один из механизмов действия сероуглерода, который, по-ви-
димому, оказывает повреждающее влияние на целостность и проницаемость 
мембран лизосом. Эти нарушения могут служить материальной основой не-
благоприятных отдаленных последствий для организма в целом, в частно-
сти эмбриотоксического эффекта, возникновение которого под влиянием 
сероуглерода доказано в экспериментальных условиях [13]. Возможно, 
что нарушения обмена веществ под влиянием химических загрязнителей мо-
гут способствовать возникновению предрасположенности организма к раз-
витию тех или иных патологических состояний, тем более что в настоящее 
время известны наследственные энзимопатии, вызванные генетическим де-
фектом изученных нами лизосомальных гидролаз [251. Потенциальная опас-
ность токсических факторов окружающей среды для человека, с точки зре-
ния возможного возникновения отдаленных последствий [26], обусловли-
вает необходимость дальнейших исследований в этой области, что позволя-
ет более полно расшифровать биологическую значимость изменения фермент-
ных систем различной клеточной локализации при воздействии химических 
факторов окружающей среды. 
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ACTIVITY OF LYSOSOMAL AND CYTOPLASMIC ENZYMES IN EXPERIMENTAL 
INTOXICATION WITH CARBON DISULFIDE 

R. V. Merkur'eca, L. I. Bushinskaya, В. V. Aulika, /. S. Shaternikova, E. I. Protsenko, 
A. A. Kulygina, N. D. Exler 

A. N. Sysin Institute of General and Communal Hygiene, Academy of Medical Scienccs 
of the USSR, Moscow 

Activity of lysosomal enzymes and content of carbohydrate containing biopolymers 
(glycosaminoglycans, glycoproteins) were altered in various tissues (liver, kidney, brain, aorta) 
of experimental animals intoxicated with carbon disulfide. Possible role of the impairments 
observed, related to neurotropic and hepatotoxic effects, is discussed. Subsequent develop-
ment of atherogenic arid embryotoxic effects of carbon disulfide — one of contaminators of sur-
roundings— are considered. 

УДК 6 10.361.(Я 1.014.4 1.07:547.963.4 

H. П. Суббота, A.M. Белоус 

К О Н Ц Е Н Т Р А Ц И Я ЦИТОХРО/УЮВ ПРИ Р А З Л И Ч Н Ы Х СРОКАХ 
И Н И З К О Т Е М П Е Р А Т У Р Н Ы Х У С Л О В И Я Х Х Р А Н Е Н И Я 

ГОМОГЕНАТОВ КОРЫ П О Ч К И К Р Ы С Ы 

Институт проблем криобиологии и криомедицииы АН УССР, Харьков 

Показано понижение концентрации цитохромов (а, с + сх) в гомогенатах коры поч-
ки крысы, зависящее от сроков и условий их низкотемпературного хранения. Подобраны оп-
тимальные условия для длительного хранения б ио мате риала, при которых концентрация 
исследованных цитохромов изменяется в незначительной степени. 

Для решения ряда медицинских и биологических задач, связанных 
с исследованием биоэнергетики клеток и тканей, возникает необходимость 
в длительном хранении соответствующего биоматериала, поскольку не всег-
да удается произвести определение исследуемых параметров в день опыта. 
В связи с этим представляет значительный интерес изучение изменения кон-
центрации цитохромов при различных сроках и условиях низкотемператур-
ного хранения биоматериала. 

Цель данной работы — исследовать изменение концентрации цитохро-
мов при низкотемпературном хранении гомогеиатов коры почки и подобрать 
наиболее оптимальные условия длительного хранения их под защитой ди-
метилсульфоксида (ДМСО), глицерина и полиэтиленоксида с молекулярным 
весом 100 (ПЭСМ00). 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на 50 беспородных белых крысах (самцы и самки) массой 150—180 г. 
Гомогенат получали на холоду (2—4°С) при соотношении ткани и среды выделения 1 : 2. 
Среда содержала (в мМ): сахароза — 300, версен — 0,2, Ф и — 2, рН 7,4. В течение всего 
опыта гомогенат хранили в холодной комнате на льду. Концентрацию цитохромов в ткане-
вых гомогенатах коры почки определяли методом дифференциальной спектрофотометрии. 
Запись спектров производили при добавлении 50 мг ткани на 1 мл среды инкубации (сос-
тав среды инкубации соответствует составу среды выделения). Для определения концентра-
ции использовали а-полосы дифференциального спектра поглощения цитохромов (восста-
новленные минус окисленные). Спектры регистрировали при комнатной температуре. В од-
ну из кювет добавляли 3 мМ цианида, 40 мкМ ДНФ, 5 мМ сукцииата, в другую — 240 мкМ 

156 



ДИФ, 4,8 мМ амитала. Концентрацию цитохромов в гомогенатах определяли по Евтодиен-
ко и Моховой [1 ]: 

А Р х 2 , 3 
С ~ КХ1 • 

где С — концентрация цитохрома (в мМ); D — оптическая плотность; К—миллимоляр-
ный десятичный коэффициент поглощения (в ед. опт. пл/см/мМ). Для цитохрома а К= 14, 
для цитохромов C+Cj / ( = 1 8 . Определяли также величины: 

А Р б б 4 Х 2 , 3 A D 5 6 0 X 2 , 3 
1 9 х / 22 X/ 

в которые преимущественный вклад дает поглощение цитохромов сг и с соответственно. 
Длина оптического пути (/) в наших экспериментах равна 0,7 см. 

Гомогенат коры почки перед замораживанием выдерживали 30 мин на холоду в 10% 
растворе ПЭО-ЮО и глицерина или 15 мин — в 10% растворе ДМСО. Замораживание про-
водили медленно, со скоростью 1—2°С в 1 мин до —12°С либо быстро — 300—400°С в 1 мин 
до —196°С. При двухэтапном режиме на 1-м этапе замораживание проводили со скоростью 
1—2°С в 1 мин до конца плато кривой термограммы равномерного охлаждения гомогената, 
на 2-м — быстоо, со скоростью 300—400°С в 1 мин до —196°С (рис. 1). Материал хранили 
24 ч при —196 С и 2 ч при —12°С, после чего производили оттаивание на водяной бане при 
37°С. Полученные данные обработаны методом вариационной статистики [2]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
На рис. 2 представлены данные об изменении концентрации цитохромов 

при хранении гомогеиатов коры почки на холоду (2—4°С). 
Как видно из приведенных данных, хранение гомогената на льду в те-

чение даже 3 ч вызывает некоторое снижение концентрации цитохромов, а 
через 24 и 48 ч это снижение значительное. Можно предположить, что эти 

изменения связаны со «старением» мемб-
ран, нарушением их проницаемости либо 
выходом ферментов из мембран. Например, 
Чех [3], изучая изменение концентрации 
цитохромов при хранении мышцы свиньи 
при 1°С, показал, что спустя 24 ч теряется 
33 % цитохрома с, а через 48 ч — 47 %. 

Следует отметить, что'«при хранении 
сгомогената в узкой пробирке (толщина 

лоя гомогената не менее 2 см) с притертой 

Ю 2 0 3 0 мин. 
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Рис. 1. Кривые скоростей 
замораживания гомогена-

та коры почки крысы. 
1 — одноэтапно; 2 — двух-

этапно. 
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Рис. 2. Изменение концентрации цитохро-
мов а (1) и с+с1 (2) при хранении гомоге-

иатов коры • почки крысы па,,холоду. 

пробкой снижение концентрации исследованных цитохромов было нес-
к о л ь к о м е н е е в ы р а ж е н н ы м , чем п р и х р а н е н и и в п о с у д е с ш и р о к и м г о р л о м 
(толщина слоя 0,4—0,5 см). 

Поскольку в последнее время для длительного хранения биоматериала 
широко используют низкие температуры, мы применили несколько вариан-

157 



тов замораживания биоматериала и хранили его различное время. При этом 
использовали режимы замораживания — отогрева, описанные нами ранее 
при изучении дыхания и окислительного фосфорилирования в гомогенате 
коры почки крысы [4.1. 

На рис. 3, а показано изменение концентрации цитохромов при медлен-
ном замораживании гомогената (1—2°С в 1 мин) до —12°С, хранении при 
этой температуре и быстром отогреве. Как видно, концентрация цитохрома а 
при таких условиях хранения уменьшалась на 23%, а концентрация цито-
хромов с + сг — на 35%. При быстром одноэтапном замораживании 
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Рис. 3. Концентрация цитохромов а 
(1) и c+cj . (2) при медленном (до 
— 12°С, Л) и быстром (до —196°С, Б) за-
мораживании и хранении гомогенатов 
коры почки крысы и быстром отогреве. 

Рис. 4. Влияние криопротекторов 
ДМСО (Л), глицерина (Б) и ПЭСЫОО 
(Б) на изменение концентрации цито-
хромов а (1) и с-\-сх (2) при быстром 
одноэтапном замораживании гомогена-

тов коры почки крысы. 

гомогената (рис. 3, б) концентрация цитохрома а понижалась на 15%, а 
цитохрома с + с1 — на 47 %. 

С целыо предупреждения выявленных выше криоповреждений в цито-
хромной системе и поиска оптимальных условий хранения гомогенатов мы 
использовали низкотемпературные криопротекторы — ДМСО, глицерин, 
ПЭО-ЮО (рис. 4). Было выяснено, что ДМСО оказывает наиболее выражен-
ный криозащитиый эффект при быстром одноэтапном замораживании гомо-
генатов; в этом случае проявляется его некоторое стабилизирующее действие 
на систему цитохромов. При этом несколько уменьшалась только коицеит-
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Рис. 5. Влияние криопротекторов ДМСО 
(Л), глицерина (Б) и ПЭО-ЮО (Б) на из-
менение концентрации цитохромов а (У) 
и с-\-сг (2) при двухэтапном заморажива-

нии гомогенатов коры почки крысы. 

Рис. 6. Изменение концентрации цитохро-
мов а и с-\-сг через 24 ч (/) и 2 мес (2) 
хранения при —196°С гомогенатов коры 
почки под защитой ДМСО (Л) и глицери-

на (Б). 

рация цитохрома а, в то время как концентрация цитохромов с + сг не 
изменялась. Глицерин также был эффективен, однако его криозащитное 
действие было несколько хуже — концентрация исследованных цитохро-
мов понижалась в среднем на 12—18%. ПЭО-ЮО был неэффективен: кон-
ц е н т р а ц и я ц и т о х р о м о в о с т а в а л а с ь п р а к т и ч е с к и т а к о й ж е , к а к п р и з а м о р а -
живания гомогенатов без криопротекторов. 

На рис. 5 показано изменение концентрации цитохромов при двухэтап-
ном замораживании гомогенатов коры почки крысы. В этом случае ДМСО 
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оказывал также наиболее выраженное криозащитное действие — концентра-
ция цитохромов с + сх понижалась на 7%, что соответствует уменьшению 
поглощения 550 нм, в которое преимущественный вклад дает цитохром с. 
Глицерин предохранял цитохромы от разрушения на 90—92%. ПЭО-ЮО 
и в этом случае был малоэффективен. 

Поскольку двухэтапный режим замораживания с 10% глицерином 
и ДМСО оказался весьма эффективным, мы хранили гомогенаты коры почки 
при —196°С в течение 2 мес (рис. 6). Было выяснено, что при хранении гомо-
генатов под защитой глицерина концентрация цитохрома а и с + сх умень-
шается в незначительной степени (на 4%), а при хранении под защитой 
ДМСО — на 14 и 17% соответственно. Следовательно, при длительном хра-
нении биоматериала более оптимальным является хранение его при —196°С 
в 10% растворе глицерина. 

Более низкая эффективность ДМСО, чем глицерина, при длительном 
хранении материала может объясняться несколькими причинами, в частно-
сти влиянием ДМСО на структурное состояние липидов и белковых компо-
нентов мембран [5] либо эффектом «микрорасслаивания» жидкой фазы мем-
бран и цитоплазмы клетки [3, 6]. 

Таким образом, в процессе замораживания и хранения биоматериала 
концентрация цитохромов в дыхательной цепи митохондрий изменяется по-
разному в зависимости от условий и длительности хранения гомогенатов. 
Низкотемпературная инактивация системы цитохромов, локализованных в 
митохондриальной мембране, может быть обусловлена несколькими причи-
нами. Низкотемпературное воздействие изменяет структурное состояние 
мембран, которое может в свою очередь нарушать ассоциативные связи меж-
ду отдельными ферментами или их комплексами. Не исключено, что умень-
шение концентрации цитохромов при 2—4°С связано с их выходом в меж-
мембраиное пространство, где они подвергаются неполному окислению либо 
распаду на более мелкие фрагменты, теряя при этом свои специфические 
свойства. Выявленные нами ранее изменения дыхательной активности мито-
хондрий при замораживании и низкотемпературных условиях хранения био-
материала [4] позволяют предположить, что одной из причин, ведущих 
к значительному нарушению дыхательной активности митохондрий, явля-
ется уменьшение концентрации цитохромов в электротранспортной цепи [3 ]. 

Результаты: настоящей работы позволяют рекомендовать для низкотем-
пературного хранения гомогенатов определенные условия с целью последую-
щего изучения в них концентрации цитохромов. При небольших сроках хра-
нения (до 48 ч) следует применять 10% раствор ДМСО, используя при этом 
одно- или двухэтапный режим замораживания и быстрый отогрев. Для дли-
тельного хранения гомогенатов (до 2 мес) следует использовать двухэтапный 
режим замораживания гомогенатов, применяя в качестве криоиротектора 
10% раствор глицерина. 

Авторы выражают глубокую благодарность заведующему отделом био-
энергетики проблемной межфакультетской лаборатории биоорганической 
химии и молекулярной биологии им. Н. А. Белозерского Московского уни-
верситета члену-корр. АН СССР В. П. Скулачеву за предоставление воз-
можности выполнения данной работы и канд. физ.-мат. наук Е. Н. Моховой 
за помощь в освоении методов и участие в обсуждении полученных резуль-
татов. 
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CONTENT OF CYTOCHROMES IN RAT KIDNEY CORTEX AT VARIOUS PERIODS 
AND LOW-TEMPERATURE CONDITIONS OF STORAGE 

N. P. Subbota, A. M. Belous 
Institute of Cryobiology and Cryomedicine Problems, Academy of Sciences 

of the Ukrainian SSR, Kiev 
Content of cytochromes (а, с + с г ) was decreased in rat kidney cortex homogenates, de-

pending on periods and conditions of storage. Optimal conditions were choosen for prolonged 
storage of the biomaterial. Under these conditions concentrations of the cytochromes were 
altered only slightly. 

УДК 612*398.132 

А. А. Криневская, А. И. Лукаш, H. В. Пушкина, 
/С. Б. Шерстнев 

СПОНТАННОЕ Д Е З А М И Д И Р О В А Н И Е у - Г Л О Б У Л И Н А 

Кафедра биохимии Ростовского университета 

Препарат у-глобулина сыворотки крови человека инкубировали в термостате при 
37°С в течение 15, 30, 45, 60 и 72 сут. В нулевое время, и указанные сроки в белке опреде-
ляли количество легкогидролизуемых и трудногидролизуемых амидных групп и прирост ами-
нокислот. В каждый срок контролировали стерильность препарата. Установлено спонтан-
ное дезамидирование у-глобулина в процессе его инкубации, которое приводит к увеличению 
отрицательного заряда и изменению электрофоретической подвижности белка. Атаку-
емость белка протелином возрастает по мере уменьшения количества амидных групп в 
белке. Предполагается, что спонтанное дезамидирование является одной из причин. «ста-
рения» белковых молекул. 

До настоящего времени не установлены молекулярные механизмы, ле-
жащие в основе «старения» белковых молекул. Робинсон и соавт. предполо-
жили, что спонтанное дезамидирование белков определяет время их жизни 
и соответственно старение организма [1 ]. В своих выводах авторы основы-
вались на опытах с низкомолекулярными синтетическими пентапептидами 
[2, 3] . В то же время известно, что амидированность тканей изменяется в 
ходе индивидуального развития и при патологических состояниях организ-
ма [4—61. Для раскрытия биологической значимости этих процессов пред-
ставляется важным определение возможности спонтанного дезамидирова-
ния нативного высокомолекулярного белка. Объектом нашего исследования 
мы выбрали у-глобулин сыворотки крови. 

М е т о д и к а 
Использовали ампулированный противокоревой у-глобулин сыворотки крови челове-

ка, полученный в Ростовском научно-исследовательском институте эпидемиологии, микро-
биологии и гигиены, серия 205-2. Каждая ампула содержала 1,5 мл 10,16% раствора белка 
в 0,9% NaCl. Ампулы помещали в термостат при 37°С. В нулевое время и через 15, 30, 45, 
60 и 72 сут вскрывали по 10 ампул. Одновременно в каждый срок контролировали стериль-
ность препаратов. Из раствора каждой ампулы белок осаждали 6% трихлоруксусной кис-
лотой (ТХУ). В безбелковом центрифугате прирост аммиака определяли модифицированным 
методом Зелигсона [7]. Одновременно определяли содержание Фолин-положительных про-
дуктов расщепления белка [8]. Осадок последовательно промывали этанолом, смесью эта-
нола с эфиром (1 : 2), трижды эфиром и высушивали при 37°С. В препарате определяли 
фракции амидных групп после гидролиза в 1 и. Н 2 5 0 4 при 100°С в течение 10 и 180 мин 
|9]. Одновременно в препаратах у-глобулина после ферментативного гидролиза его проте-
лином 1 , лишенным амидазной активности, определяли дикарбоновые аминокислоты в ав-
томатическом анализаторе аминокислот ААА-881 «Микротехна» (ЧССР). Содержание ами-
нокислот рассчитывали на аминиый азот пробы [10]. Условия ферментативного гидролиза: 
отношение фермент : субстрат 1 : 200, рН 8,0, 0,01 М Са2+, инкубация 24- ч при 37°С. 
Электрофорез у-глобулина каждой пробы осуществляли в колонке для изоэлектрического 
фокусирования в трис-глициновом буфере рН 8,4 в градиенте сахарозы. Атакуемость у-гло-
булина протелином определяли инкубированием белка пробы с ферментом в течение 1 ч. 
В пробах определяли прирост а минного азота [10]. 

1 Протелин — препарат протеолитических ферментов бактериального происхожде-
ния, аналогичный препарату проназа. Получен в Институте органической химии АН СССР. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

у-Глобулин содержит 127 амидных остатков [11]. Исследуемый нами 
препарат, по нашим данным, содержал 119,1 моль амидов на 1 моль белка. 
По скорости гидролиза в 1 и. H 2 S 0 4 при 100°С различают две фракции 
амидов — легкогидролизуемые (ЛАГ) и трудногидролизуемые (ТАГ). В 
указанных условиях гидролиза первые освобождают весь аммиак за 10— 
20 мин, вторые—за 2—3 ч Т а б л и ц а 1 

Прирост дикарбоновых аминокислот в У-глобулине, 
инкубированном при 37°С, моль кислоты на 1 моль 

аминного азога 

[91. Нами показано, что 
источником ЛАГ в белках 
является аспарагин, источ-
ником ТАГ — глутамин 
[12, 13 1. В исследованном 
нами у - г л о б у л и и е количе-
ство ЛАГ было равно 
33,1 моль, ТАГ—86,0 моль 
амидов на 1 моль белка. 
Ход спонтанного дезамиди-
рования у - г л о б у л и н а пред-
ставлен на рис. 1. Рассчи-
танный период полужизни 
суммы амидов (САГ) был 
ТАГ — 65 сут. 

Уменьшению ЛАГ и ТАГ в препаратах белков соответствует прирост 
аспарагииовой и глутаминовой кислот (табл. 1). Прирост аспарагиновой 
кислоты соответствует дезамидированию ЛАГ, прирост глутаминовой 

Время инку-
бации, сут 

Прирост аспа-
рагииовой кисло-

ты 
Прирост глутами-

новой кислоты 

0 0,042 0,097 
15 0,060 0,095 
30 0,069 0,118 
45 0,067 0,120 
60 0,075 0,152 

равен 60 сут, фракции ЛАГ — 36 сут, 

САГ ЛАГ ТАГ 

144 

15% 

630 

21% 

495 

13% 
12% 

426 

Со
 

33% 
20% 

23% 207 16% 
28% 

256 

138 
110 92 66 

42% 

36 

537 

в°/о 

493 

22Ъ 

385 

13% 

336 

8% 

310 

29% 

220 

О 15 30 45 60 72 О 15 30 45 60 72 О 15 30 45 60 12сут. 

Рис. 1. Изменение амидированности у-глобулина при инкубации. 
Цифры в столбиках — амидные группы (в мкмоль на 1 г белка); проценты — изменения по 

отношению к предыдущему сроку. Все изменения достоверны (Я<0,001) .^ 

кислоты — ТАГ. Это еще раз подтверждает наши представления о том, 
что в белковых молекулах аспарагин дезамидируется за 10—20 мин, а 
глутамин — за 2—3 ч [12, 13]. 

Уменьшение общей амидированности у-глобулина соответствует увели-
чению количества свободного аммиака в пробах. Спонтанное дезамидирова-
ние белка приводит к увеличению его отрицательного заряда и изменению 
свойств. Это подтверждается сдвигом субфракций белка к катоду при элект-
рофорезе (рис. 2). 

Изменение свойств у-глобулина увеличивает его атакуемость проте-
лином на 11,3% к 15-му дню и на 36% к 60-му дню инкубации белка при 
37°С. 

13 т а б л . 2 п р е д с т а в л е н ы д а н н ы е о с о д е р ж а н и и в п р е п а р а т е у - г л о б у л и н а 
на разных этапах его инкубации низкомолекулярных Лоури-положитель-
ных соединений — пептидов и ароматических аминокислот. Отсутствие ста-
тистически достоверного их прироста (3,7% за 72 сут) позволяет исключить 
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протеолиз из числа факторов, ответственных за обнаруженную модифика-
цию свойств у-глобулина. Не найдено и микробного загрязнения препаратов 
на всех этапах инкубации. 

Эти данные делают наиболее вероятным предположение о том, что мы 
наблюдаем спонтанное дезамидирование белка в процессе его длительного 

существования в условиях, 
приближающихся к физио-
логическим (0,9% NaCl, 
рН 7,2, 37°С). 

Робинсон [1] на осно-
вании данных литературы 
обнаружил корреляцию 
между содержанием ами-
дов в белках и длитель-
ностью их полужизни. По-
лученные нами данные на 
нативном белке — у-глобу-
лине сыворотки крови че-
ловека — дают возмож-
ность предположить, что 

спонтанное дезамидирование может быть одной из причин «старения» бел-
ковых молекул, в первую очередь дезамидируется аспарагин. 

В работе [14] показана меньшая устойчивость дезамидированного ци-
тохрома с. Аналогичные результаты, полученные нами на у-глобулиие, по. 

Рис. 2. Электрофоретический спектр у-глобулина в раз-
ные сроки инкубации. 

1 — 0 сут; 2 — 45 сут; 3 — 72 сут. 

зволяют предположить, что изменение нативной конформации белка при его 
дезамидировании вследствие модификации электростатических и водород-
ных связей, в которых участвуют амиды и карбоксильные группы, может 
быть фактором, способствующим устранению «стареющих» белков из сферы 
биохимических процессов. 
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Т а б л и ц а 2 
Содержание (в % к белку) растворимых в 6% ТХУ 
Лоури-положительных соединений в препаратах у-гло-

булина при инкубации 

Время инкубации, сут 

0 15 30 45 60 

1 
72 

Лоури-гюложи- % 
тельиые сое-
динения 7,2 7,3 7,9 8,2 9,9 10,9 

Р > 0 , 1 > 0 , 1 > 0 , 1 > 0 , 1 > 0 , 1 
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SPONTANEOUS DEAMIDATION OF y-GLOBULIN 

A. A. Krichevskaya, A. / . Lukash, N. V. Pushkina, К. B. Sherstnev 

Chair of Biochemistry, State University, Rostov 

y-Globulin from human blood serum was incubated in thermostat at 37° within 15, 30, 
45, 60 and 72 days. Amount of readily and poorly hydrolyzed amide groups as well as an 
increase in amino acid content were estimated in the protein at zero time and at these periods. 
The sterility of the preparation was examined in each case. Spontaneous deamidation of y-glo-
bulin, observed during incubation, caused an increase in negative charge and altered electro-
phoretic mobility of the protein molecule. y-Globulin was attacked by prolhelin more effec-
tively as amount of amide groups was decreased in the protein. Spontaneous deamidation ap-
pears to be one of reasons of the protein molecules ageing. 

УДК 616.1БЯ. 686.2.01-07:616.831-008.939.53-074 

В. JI. Зубер 

ИНТЕНСИВНОСТЬ О Б М Е Н А О Т Д Е Л Ь Н Ы Х Ф Р А К Ц И Й ФОСФОЛИГ1ИДОВ 
МОЗГА ПРИ Г И П Е Р Ф Е Н И Л А Л А Н И Н Е М И И 

Лаборатория биохимии нервной системы и обмена веществ Ленинградского университета 
им. А. А. Жданова 

Исследовано влияние острой и хронической форм гиперфенилаланинемии на содержа-
ние и интенсивность обмена отдельных фракций фосфолипидов головного мозга растущих 
крыс. Острая форма приводила к сниоюению метаболической активности фосфолипидов, 
но не влияла на их содержание. Хроническая гиперфенилаланинемия вызывала более резкие 
изменения в обмене фосфолипидов мозга, что проявлялось в снижении их содержания и ин-
тенсивности обмена. Полученные данные позволяют следать заключение о развитии деми-
ешнизации мозга при хронической гиперфенилаланинемии. 

Демиелинизирующие заболевания нервной системы представляют собой 
одну из актуальных проблем современной неврологии. Этиология и патоге-
нез большинства демиелинизирующих заболеваний остаются пока еще не 
выясненными. К числу заболеваний, сопровождающихся демиелинизацией, 
относится фенилкетонурия. Возможности исследования изменений, разви-
вающихся непосредственно в мозговой ткани человека при фенилкетонурии, 
весьма ограничены. Вследствие этого особую ценность приобретает изучение 
демиелинизации в экспериментальных условиях при гиперфенилаланине-
мии, являющейся моделью фенилкетоиурии. 

Ряд изменений, наблюдаемых при гиперфенилаланинемии у животных— 
увеличение уровня фенилпировиноградной кислоты в моче и повышение 
уровня фенилаланина в плазме крови [1—4 1, снижение уровня серотонина в 
мозге 15—8], изменения на электроэнцефалограммах [9], снижение способнос-
ти к обучению [10 ] — указывает на сходство этой экспериментальной модели 
с фенилкетонурией у человека. Установлено также, что введение фенилала-
нина животным в высоких концентрациях приводило к уменьшению массы 
мозга и снижению содержания и интенсивности обмена галактолипидов и 
холестерина t i l —15]. Количество миелина, выделенного из мозга растущих 
животных при гиперфенилаланинемии, было на 20—25% ниже нормы 1.14, 
1 5 ] , ч т о с в и д е т е л ь с т в о в а л о о р а з в и т и и д е м и е л и и и з и р у ю щ е г о п р о ц е с с а . В 
литературе имеются лишь предварительные данные о влиянии высоких 
концентраций фенилаланина на содержание и обмен отдельных фракций фос-
фолипидов мозга [11,16.1. Между тем изучение фосфолипидов при гиперфенила-
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ланинемии представляет несомненный интерес, так как они являются необ*' 
ходимыми структурными компонентами миелиновых оболочек, подвергаю-
щихся разрушению при различных демиелинизирующих заболеваниях. 

.л 

М е т о д и к а 1JJ Чп 

f В настоящей работе изучали содержание и интенсивность обмена фосфолипидов голов-
ного мозга 20-дневных крысят при острой и хронической формах гиперфенилаланинемии. 
При острой форме 20-дневным животным вводили фенила лапин подкожно 2 раза в день с 
интервалом 30 мин из расчета 0,6 мг/100 г массы. В хронических опытах использовали 
15-дневных крысят, которым вводили феиилаланин 4 раза в сутки в течение 5 дней, в ре-
зультате чего каждое животное получало ежедневно 2,4 мг фенилаланина на 1 г массы. 
Контрольным животным вводили физиологический раствор. Животных забивали на 5-й 
день после первого введения фенилаланина в возрасте 20 дней (масса 25—30 г). 

Общие липиды выделяли из головного мозга по методу Фолча [17]. Фосфолипиды 
отделяли от цереброзидов и сульфатидов в системе растворителей хлороформ — метанол — 
концентрированный аммиак (80 : 20 : 0,4) по методу О'Брайена [18]. После трехкратной 
элюции в хлороформ-метаноловой смеси ( 2 : 1 ) фосфолипиды разделяли на отдельные фрак-
ции в системе растворителей хлороформ — метанол — 7 н. аммиак (65 : 35 : 5). Метод тон-
кослойной хроматографии позволил разделить фосфолипиды мозга на 7 фракций — сфин-
гомиелин, фосфатидилсерин, фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин, фосфатидная кис-
лота, монофосфоинозитид и кардиолипин. Содержание фосфолипидов определяли по фос-
фору [19]. В качестве радиоактивного предшественника биосинтеза фосфолипидов исполь-
зовали ацетат-2-14С (30 мкКи/100 г массы), экспозиция с которым равнялась 1 ч. Радио-
активность фосфолипидов определяли на газопроточном счетчике «Протока». Д л я каждой 
фракции определяли удельную радиоактивность (УА) и относительную удельную радио-
активность (ОУА), которую выражали в процентах по отношению к УА гомогената мозга. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

При острой форме гиперфенилаланинемии не было обнаружено досто-
верных изменений в содержании исследуемых фракций фосфолипидов. 
Напротив, многократные инъекции фенилаланина вызывали отчетливое 
снижение содержания большинства фракций фосфолипидов (табл. 1). 

Т а б л и ц а 1 
Содержание фосфолипидов мозга контрольных и подопытных животных при хронической 

гиперфенилаланинемии 

Фракция фосфолипидов 

Содержание фосфолипидов 

Фракция фосфолипидов 
мкг Р/г влажнов ткани % к липидному Р 

Фракция фосфолипидов 
контроль 

(п-6) 
гиперфенила-

ланинемии | 
(/г = 8) 

контроль 
гиперфенила-
ланинемия 

Сфингомиелии 114,0=1=5,6 70,6=1=3,4 7,3 5,6 
Фосфатидилсери и 174,0=1=6,2 111,0+8,1 11,1 8,8 
Фосфатидилхолин 628,0+21,0 620,0+15,6 40,0 49,0 
Ф осфати ди л эта иол а м и и 494,0+13,2 334,0+12,6 31,4 26,5 
Монофосфоинозитид 77 ,0+2,5 70,0+3,0 4,9 5,6 
Фосфатидная кислота 39 ,2+2,4 20,1+1,2 2,5 1,6 
Кардиолипин 44,0+1,8 29,2+0,7 2,8 2,0 

Количество сфингомиелина и фосфатидилсерина при хронической фор-
ме гиперфенилаланинемии уменьшалось на 36 и 38 % соответственно, со-
держание фосфатидилэтаноламина и кардиолипина снижалось в среднем 
на 32 %, количество фосфатидной кислоты — на 48 %. Абсолютное содержа-
ние монофосфоинозитида и фосфатидилхолина практически не изменялось, 
хотя их процентное содержание увеличивалось. 

Данные о влиянии различных форм гиперфенилаланинемии па интен-
сивность обмена фосфолипидов представлены в табл. 2. 

Из приведенных данных следует, что в головном мозге контрольных и 
подопытных животных наиболее интенсивно обменивались кардиолипин, 
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фосфатидная кислота и фосфатидилхолин. Наиболее медленное включение 
радиоактивной метки наблюдалось во фракции сфингомиелина и фосфати-
дилсерина. При обеих формах гиперфенилаланинемии обнаружено отчет-
ливое снижение интенсивности обмена большинства фосфолипидных фрак-
ций. При многократном введении фенилаланина наиболее сильно снижалась 
УА сфингомиелина, фосфатидилсерина, фосфатидной кислоты и кардиоли-
пина. При острой и хронической формах гиперфенилаланинемии не обнару-
жено статистически достоверных изменений в интенсивности обмена фосфа-

Т а б л и ц а 2 
Удельная радиоактивность фосфолипидов мозга при острой и хронической 

гиперфенилаланинемии 

Фракция фосфолипидов 

Удельная радиоактивность, имп/мин/мг углерода 

Фракция фосфолипидов контроль 
(п = 10) 

острая гиперфе-
нилаланинемии 

(п =8) 
хроническая ги-
перфенилалани-

немия (/1 — 8) 

Сфингомиелии 251=1=25 207+21 110+12 
Фосфатидилссрин 305=1=28 240+18 182+14 
Фосфатидилхолин 574+49 562+43 540+50 
Фосфати ди л =>та нол а м и и 368+30 312+21 292+12 
Монофосфои нозитид 231 + 25 247+22 223=1=18 
Фосфатидная кислота 706^=68 564+28 435+18 
Кардиолипин 913+82 765—60 517+18 

ОУА в % 

100 

75 

50 

101 

85 82 

42 

58 

I 
-_99_ 

87 
82 

86 

тидилхолина и монофосфоинозитида. О снижении обновляемое™ углерод-
ного скелета фосфолипидов при гиперфенилаланинемии также свидетельст-
вуют данные об их ОУА, представленные на рисунке. 

Из приведенных данных следует, что при исследованных формах ги-
перфенилаланинемии наблюдалось снижение включения радиоактивного 
углерода в изучаемые фрак-
ции фосфолипидов мозга 
растущих животных. При 
хронической форме гипер-
фенилаланинемии эти из-
менения были более резки-
ми по сравнению с острой 
формой. Так, если при низ-
ких концентрациях фени-
лаланина в мозге ОУА фос-
фолипидов снижалась в 
среднем на 13— 18%, то 
при высоких концентраци-
ях 1( фенилаланина обмен 
фосфолипидов уменьшался 
на 40—50 % по сравнению 
с контролем. Таким обра-
зом, хроническая форма 
гиперфенилаланинемии яв-
ляется более адекватной 
модел ыо фенил кетон у р и и 
по сравнению с острой фор-
мой. При многократных инъекциях фенилаланина наиболее сильно сни-
жалась обновляемость фосфолипидов, преимущественно локализованных 
в миелине, — сфингомиелина, фосфатидилсерина и фосфатидной кислоты. 
Не было обнаружено статистически достоверных изменений ОУА моно-
фосфоинозитида и фосфатидилхолина. 

Таким образом, при хронической форме гиперфенилаланинемии на-
блюдалось снижение содержания и интенсивности обмена в первую очередь 

90 93 

см ФС ФЭА ФК КЛ 

Относительная удельная радиоактивность фосфолипи-
дов мозга при острой и хронической гиперфенилала-

нинемии (в % по отношению к контролю). 
Светлые столбики — острая гиперфепилаланииемия; заштри-
хованные — хроническая. СМ — сфингомиелии; ФС — фос-
фатидилсерин; ФХ — фосфатидилхолин; МФИ — монофос-
фоинозитид; ФЭА — фосфатидилэтаноламин; ФК —- фосфа-

тидная кислота; КЛ — кардиолипин. 
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так называемых мнелнновых фосфолипидов — фосфатидилсерина и сфин-
гомиелина. Этот факт наряду с данными о снижении содержания и интен-
сивности обмена цереброзидов и сульфатидов при хронической гиперфенила-
ланинемии [12], уровень которых является показателем миелинизации 
нервной системы, свидетельствует о том, что при высоких концентрациях 
фенилаланина в головном мозге растущих животных развивается демиели-
низация. 
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THE INTENSITY OF METABOLISM OF SOME BRAIN PHOSPHOLIPID FRACTIONS 
IN HYPERPHENYLALANINEMIA 

V. L. Zuber 

Laboratory of Nervous System Biochemistry and Metabolism, A. A. Zhdanov State 
University, Leningrad 

Effect of acute and chronic forms of hyperphenylalaninemia on intensity of metabolism 
and content of some phospholipid fractions was studied in brain of growing rats. Acute form 
of hyperphenylalaninemia caused a decrease in metabolic activity of phospholipids but did 
not affect their content. In chronic hyperphenylalaninemia more distinct alterations in brain 
phospholipids metabolism were manifested as a decrease in their content and in their metabolic 
intensity. The data obtained suggest that brain demyelinizatiori developed in chronic hyper-
phenylalaninemia. 

УДК 615.214.015.45:612.822. 

Т. Г. Щеколдина, О. Е. Ватолкина, Р. Е. Либинзон 

В Л И Я Н И Е П С И Х О Т Р О П Н Ы Х П Р Е П А Р А Т О В НА А К Т И В Н О С Т Ь 
ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ цАМФ КОРЫ ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫСЫ 

Научно-исследовательский институт по биологическим испытаниям химических соединений, 
лаборатория биохимии, Купавна Московской области 

Изучено действие различных групп психотропных препаратов на активность фос-
фодиэстеразы цАМФ. Показано, что почти все изученные психотропные средства являются 
ингибиторами фосфодиэстеразы цАМФ. Наиболее сильное ингибирующее действие оказы-
вают нейролептики — производные фенотиазина и бутирофенона. 

Система циклических иуклеотидов является важным фактором регуляции 
физиологических и биохимических функций. По мнению ряда исследовате-
лей, фосфодиэстераза цАМФ может служить важной «мишеныо» для многих 
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лекарственных препаратов [1, 2] . В нашем предыдущем сообщении [3] 
представлены данные о влиянии сердечно-сосудистых препаратов на фосфо-
диэстеразу цАМФ мозга. В настоящей работе излагаются данные о влиянии 
психотропных средств на тот же ферментный препарат. 

М е т о д и к а 

Препарат фосфодиэстеразы цАМФ получали из коры головного мозга крысы, как опи-
сано ранее [3]. Активность фосфодиэстеразы с низким сродством к субстрату определяли 
с помощью 5'-нуклеотидазы [3]. Инкубационная среда для определения активности фер-
мента содержала 0,05 М имидазольный буфер, рН 7,6, цАМФ, ферментный препарат, яд 
среднеазиатской эфы в качестве источника б'-нуклеотидазы, испытуемые вещества; конеч-
ный объем — 2 мл. Инкубацию проводили при 30°С. 

В предыдущей статье были представлены данные о зависимости скорости гидролиза 
цАМФ от времени, концентрации фермента и субстрата [3]. Настоящую работу проводили 
при следующих условиях: время реакции — 20 мин, содержание белка — 0,2 мг/мл; 
влияние лекарственных препаратов исследовали при 8 концентрациях в пределах Ю - 7 — 
Ю - 2 М с использованием концентрации цАМФ 1Х10~4 М. Эффективность влияния ле-
карственных препаратов на ферментативную активность фосфодиэстеразы оценивали по 
величине остаточной активности, выраженной в процентах относительно контрольных 
проб без лекарств, и значениям JЬ{] (концентрация соединения, ингибирующая активность 
фермента на 50%), которые определяли по кривой ингибирования. Исследования проводили 
одновременно в 3 параллельных пробах, эксперименты повторяли 3—5 раз. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Для исследования влияния лекарственных средств на фосфодиэстеразу 
цАМФ мозга с низким сродством к субстрату было изучено 17 психотропных 
препаратов. Все изученные препараты (за исключением ипразида) оказа-
лись ингибиторами этого фермента. 

Влияние психотропных препаратов на активность фосфодиэстеразы цАМФ (концентрация 
цАМФ 1,0Х10~ 4 М) 

Препараты 

Остаточная активность (в %) 
при концентрации препарата 

1.0 м Препараты 1.0 м 

10"3 М 10~ 4 М 1(Г 5 М 

I. Нейролептики: 
производные фенотиазина: 
френолон 
фгорфеиазин 
трифтазин 
метеразин 
аминазин 
левомепромазик 

производиые бутирофенона 
галоперидол 
дроперидол 

II. А нтидепрессанты: 
имизин 
фторацизин 
пиразидол 
азафен 
ипразид 

III. Транквилизаторы'. 
седуксен 
амизил 

IV. Психостимуляторы: 
сидиофен 
кофеин 

t 
26,7 58,2 1 , 6 Х 1 0 - 5 

15,6 28,1 66,5 1 , 6 Х 1 0 - 5 

— 29,6 57,3 1 ,8Х10" 6 

11,6 17,5 56,8 3 , 2 Х 1 0 " 6 

16,6 42,5 86,3 5 , 6 Х 1 0 - 5 

21,4 70,3 125,3 3 ,5X10"* 

31,5 71,4 101,8 3 , 9 Х 1 0 - 4 

41,7 73,9 112,7 1,0Х10~4 

13,3 51,3 77,5 2,5Х Ю - 4 

32,5 64,2 92,1 2 , 2 Х 1 0 - 4 

34,5 87,6 99,0 4 , 5 Х 1 0 - 4 

36,3 83,8 110,9 5 ,6Х10" 4 

77,3 87,6 79,4 > ! , 0 Х 1 0 " 3 

19,8 35,7 93,4 7 , IX Ю - 6 

42,6 64,0 83,9 7 ,9Х10" 4 

48,8 76,9 86,3 1 ,0Х10- 3 

55,5 96,6 100,1 1 ,ЗХ10- 3 
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Нейролептики представлены 6 производными фенотиазина и 2 произ-
водными бутирофенона. Производные фенотиазина по химическому строе-
нию можно разделить на 2 группы: соединения, содержащие при атоме азо-
та фенотиазинового ядра диалкиламиноалкильную цепь (аминазин, левоме-
промазин); соединения, у которых атом азота боковой цепи является частью 
ядра пиперазина (френолон, трифтазии, метеразин, фторфеназин). 

У препаратов 1-й группы сильнее выражено седативное, у препаратов 
2-й группы — антипсихотическое действие [4]. В наших экспериментах 
лекарственные соединения, относящиеся ко 2-й группе, оказались более 

сильными ингибиторами (в 2—10 раз), 
чем фенотиазины 1-й группы (см. таб-
лицу). 

Полученные результаты согласуют-
ся с литературными данными об ами-
назе, трифтазине, метеразине и фторфе-
назине [5—7]. Данных о левомепрома-
зиие и френолоне в литературе мы не 
обнаружили. 

Галоперидол и дроперидол — про-
изводные бутирофенона — ингибирова-
ли фермент в меньшей степени, чем 
большинство изученных производных 
фенотиазина. 

Все изученные антидепрессанты 
оказывают менее выраженное ингиби-
рующее влияние на активность фосфо-
диэстеразы цАМФ, чем нейролептики. 
Имизин в концентрации 10"3 М вызы-
вает 80 % торможение активности фер-
мента, что хорошо согласуется с литера-

турными данными [61. Сведений об азафеие, фторацизине и пиразидоле в 
литературе мы не нашли. Следует отметить, что антидепрессант пирази-
дол — новый лекарственный препарат, недавно синтезированный в Со-
ветском Союзе [81. 

Лекарственные соединения, относящиеся к транквилизаторам (амизил) и 
психостимуляторам (кофеин, сиднофен), являются относительно слабыми 
ингибиторами фосфодиэстразы цАМФ (15 0 = 7Х 10"4 — 1 X 10"3 М). Про-

изводное бензодиазепииа — транквилизатор седуксен (диазепам) ингиби-
ровал фермент более активно, чем изученные психостимуляторы и амизил. 

На рисунке представлена зависимость степени торможения активности 
фосфодиэстеразы цАМФ от концентрации фторфеназина, фторацизина и 
сиднофена. 

Полученные результаты позволяют предположить, что терапевтиче-
ский эффект психотропных лекарственных веществ в значительной мере свя-
зан с ингибированием фосфодиэстеразы цАМФ и повышением концентрации 
цАМФ в мозге. Особенно это касается нейролептиков и антидепрессантов. 
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Влияние лекарственных соединений на 
активность фосфодиэстеразы цАМФ. 

1 — фторфеназин; 2 — фторацизин; 3 — 
сиднофен. 
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EFFECT OF PSYCHOTROPIC PREPARATIONS ON THE ACTIVITY OF cAMP 
PHOSPHODIESTERASE IN BRAIN CORTEX 

T. G. Shekoldina, 0. E. Vatolkina, У?. Libinzon 

Laboratory of Biochemistry, Research Institute for Biological Testing of Chemical Substances, 
Kupavna, Moscow Region 

Effect of various psychotropic preparations on cAMP phosphodiesterase activity was 
studied. Almost all the psychotropic drugs studied were shown to inhibit the enzymatic acti-
vity. Neuroleptics — derivatives of phenothiazine and butyrophenone — caused the stron-
gest inhibitory effect. 
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Ц Е Р Е Б Р О З И Д Ы ГЛИОМ МОЗГА Ч Е Л О В Е К А 

Институт нейрохирургии им. акад. Н. Н. Бурденко АМН СССР, Москва 

Цереброзиды глиом мозга человека codepotcam значительное количество глюко церебро-
зидов, составляющее в среднем около 14 % от общего количества цереброзидов. Глюкоце-
реброзиды обнаружены также в прилежащей к опухоли ткани мозга, но в значительно 

меньших количествах. 

Гликолипиды являются важными пластическими веществами мозга 
[1—71. Наряду с фосфолипидами они входят в состав мембран, что пред-

ставляет особый интерес при исследовании опухолевой ткани, так как нео-
пластическая дегенерация клеток характеризуется изменением их мембран. 

В нашей лаборатории в течение ряда лет проводится исследование це-
реброзидов глиом мозга человека. Целью этих исследований является вы-
яснение сходства и различий в составе цереброзидов мозга и глиом мозга. 

Ранее нами было изучено содержание цереброзидов в ткани глиом, 
а также был обнаружен фермент, расщепляющий цереброзиды 13, 8—10]. 

Целыо данной работы явилось изучение углеводного компонента це-
реброзидов глиом. При этом представляло интерес выяснить, являются ли 
все цереброзиды глиом галактоцереброзидами, так как известно, что при 
некоторых заболеваниях нервной системы, а именно липидозах, в ее ткани 
появляются цереброзиды, содержащие глюкозу [11]. 

М е т о д и к а 

В работе были использованы глиальные опухоли мозга человека, полученные во время 
нейрохирургических операций. В основном рассматривались опухоли астроцитарного ря-
да. Кроме того, исследовалась ткань мозга больных, не имевших опухоли, полученная на 
секции. 

Ткань опухоли тщательно очищали от крови. Цереброзиды экстрагировали последо-
вательно ацетоном, эфиром, смесью хлороформа с метанолом в соотношении 2 : 1 , как было 
описано ранее [3]. Для освобождения от водорастворимых липидов экстракт дважды про-
мывали 0,1% водным раствором СаС12. Выделенные цереброзиды гидролизовали 3 н. Н 2 5 0 4 
и определяли содержание в гидролизате по углеводному компоненту цветной реакцией с 
орцииом [13]. Таким образом было определено общее количество цереброзидов, которое 
выражали в мг на 1 г влажной ткани. 

Глюкоцереброзиды определяли в нейтрализованных гидролизатах цереброзидов по 
глюкозе специфическим ферментативным методом с глюкозооксидазой [14] и выражали в 
мг на 1 г ткани, а также в % от общего количества цереброзидов. Для определения возмож-
ных примесей ганглиозидов использовали метод определения ганглиозидов по N-ацетил-
нейраминовой кислоте с резорцином [15]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Известно, что цереброзиды нормального мозга являются галактоце-
реброзидами. Однако в последние годы появились данные об обнаружении 
в ткани мозга небольших количеств глюкоцереброзидов [16—18]. 
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В настоящей работе, прежде чем исследовать цереброзиды глиом, мы 
изучили содержание цереброзидов в ткани мозга человека, составившее в 
белом веществе 32,8=1=0,98 (п = 6), а в сером веществе — 7,15±0,29 (п = 
= 7) мг/г влажной ткани. Эти данные согласуются с полученными нами ра-
нее, а также с данными других авторов 18, 19, 20]. Глюкоцереброзиды не 
были нами найдены ни в белом, ни в сером веществе. 

Результаты изучения церебрози/дов глиом мозга человека приведены в 
табл. 1. 

Т а б л и ц а 1 
Цереброзиды глиом 

Исследуемый показатель Мг/г влажной ткани 
% от общего количества 

цереброзидов 

Цереброзиды (общее количество) 
Глюкоцереброзиды 

1,76^0,16 (14) 
0,217+0,02 (14) 

100 
13,7+1,37 

П р и м е ч а н и е . В скобках — количество случаев. 

Как видно из табл. 1, общее содержание цереброзидов в глиомах зна-
чительно ниже, чем в ткани мозга. Это было показано нами ранее и согласу-
ется с данными других авторов [1, 4 ]. 

Из табл. 1 видно также, что цереброзиды глиом содержат значительное 
количество глюкоцереброзидов, составляющее в среднем около 14 % от об-
щего количества цереброзидов, в то время как в ткани мозга глюкоцеребро-

зиды отсутствуют. В от-
Т а б л и ц а 2 

Цереброзиды глиальных опухолей мозга и прилежащей 
к ним ткани мозга человека 

дельных случаях количе-
ство глюкоцереброзидов в 
глиомах достигало 22 % от 
общего количества цереб-
розидов. I 

Для того чтобы убе-
диться, что определяемая 
нами глюкоза не обуслов-
лена возможным присутст-
вием в исследуемых пробах 
других гликолипидов, мы 
проводили контроль на 
ганглиозиды, которые оп-
ределяли, как было указа-
но выше, резорциновым ме-
тодом [15]. Однако ган-
глиозиды не были нами об-
наружены. 

Результаты исследова-
ния содержания церебрози-
дов в ткани опухоли и при-
лежащей к ней ткани моз-
га приведены в табл. 2. 

Как видно из табл. 2, глюкоцереброзиды присутствуют не только в 
опухолевой ткани, но обнаруживаются и в ткани мозга, прилежащей к опу-
холи, однако в количествах, менее значительных. Таким образом, изменения 
в составе цереброзидов, характерные для опухолевой ткани, имеются уже и 
в прилежащей к опухоли ткани мозга. 

Возможно, что определяемая нами фракция глюкоцереброзидов вклю-
чает также и некоторое количество дигексозилцерамидов, которые были най-
дены Лоу и соавт. в опухолях мозга [21], а Свеинерхольмом в ткани эм-
брионального мозга [22]. 

Ткань 

Общее коли-
чество це-

реброзидов, 
мг/г влажной 

ткани 

Глюкоцер 

мг/г влажной 
ткани 

еброзиды 

% от общего 
количества 
церебрози-

дов 

Опухоль 1,76 0,200 11,0 
» 1,42 0,207 14,0 

Мозг 5,53 0,086 1,6 
Опухоль 2,88 0,202 7,1 

» 2,82 0,202 7,1 
Мозг 14,80 0,459 3,1 
Опухоль 1,34 0,206 15,3 

» 1,50 0,163 10,8 
Мозг 5,86 0,138 2,3 
Опухоль 1,21 0,165 13,7 

» 0,72 0,153 21,1 
Мозг 10,20 0,268 2,6 
Опухоль 1,05 0,202 19,2 

» 1,00 0,158 15,7 
Мозг 2,27 0,078 3,6 
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Присутствие в ткани глиом цереброзидов, содержащих в качестве угле-
водного компонента не галактозу, как в ткани мозга, а глюкозу, представля-
ет определенный интерес и дает основание для ряда предположений. 

Во-первых, появление глюкоцереброзидов может быть связано с нару-
шением механизмов биосинтеза цереброзидов в ткани глиом. Возможно, что 
в ткани глиом может происходить синтез цереброзидов не только из галакто-
зы, как в ткани нормального мозга, но также и из глюкозы, которая, как 
известно, с большой скоростью потребляется тканыо опухоли [23]. 

Кроме того, как уже было отмечено, глюкоцереброзиды найдены в тка-
ни эмбрионального мозга [22], а Хоши, Вильяме и Кишимото обнаружили 
значительное количество глюкоцереброзидов в мозге крыс в раннем постна-
тальном периоде развития, предшествующем миелинизации [24]. С увели-
чением возраста животного количество глюкоцереброзидов уменьшалось, а 
галактоцереброзидов увеличивалось. Глюкоцереброзиды также были най-
дены Абе и Нортоном в мозге 15—20-дневных крыс [25]. Анализ получен-
ных нами результатов и сопоставление их с данными литературы позволяют 
высказать предположение, что глюкоцереброзиды могут быть характерными 
компонентами растущей нервной ткани — как нормально развивающегося 
мозга, так и глиальной опухоли. 
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CEREBROSIDES OF HUMAN BRAIN GLIOMAS 

G. M. Popova 

N. N. Burclenko Institute of Neurosurgery, Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Moscow 

Cerebrosides of human brain gliomas contained much glucocerebrosides, which consti-
tuted about 14% of the total cerebrosides content. Glucocerebrosides were also found in tis-
sue, adjoining to brain tumor, but in significantly low amounts. 
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Активность аланил-тРНК-синтетазы и валил-тРНК-синтетазы в камбаловидной 
мышце кролика значительно выше, чем в икроножной. Многократное введение нормальным 
оюивотным инсулина или развитие у них в течение 2 нед аллоксанового диабета не приводили 
к достоверным изменениям активности этих ферментов в обоих типах мышц. 

Важным этапом биосинтеза белка является присоединение аминокислот 
к транспортным РНК, катализируемое аминоацил-тРНК-синтетазами (АРС-
азами). В печени инсулин стимулирует синтез белка и повышает активность 
АРС-аз II, 2] , при диабете происходят противоположно направленные 
изменения [3, 4 1. В скелетных мышцах, как и в печени, введение инсулина 
вызывает повышение синтеза белка; диабет снижает скорость включения 
аминокислот в мышечные белки [5, 6] . Вопрос о влиянии инсулина на 
активность АРС-аз в скелетных мышцах изучен недостаточно. В красных 
мышечных волокнах синтез белков протекает интенсивнее, чем в белых 
[7 1. Исследование соотношения активностей АРС-аз в разных типах мышц 
и влияния гормонов на активность этих ферментов имеет существенное зна-
чение для выяснения участия АРС-аз в гормональной регуляции синтеза 
белка в мышечных клетках. 

В настоящей работе исследована активность валил-тРНК-синтетазы 
(КФ 6.1.1.9) и аланил-тРНК-синтетазы (КФ 6.1.1.7) в интактной камбало-
видной (красной) и икроножной (смешанной, с преобладанием белых воло-
кон) мышцах кролика. Наряду с этим определена активность АРС-аз в обе-
их мышцах при аллоксановом диабете и введении нормальным кроликам 
инсулина. 

М е т о д и к а 

В опытах были использованы кролики-самцы массой 2,5—3,0 кг. Протамин-цинк-
инсулин (Минский завод эндокринных препаратов) вводили внутримышечно в течение 
5 дней 2 раза в сутки по 5 ЕД на 1,0 кг массы тела. За 90 мин до забоя животного ему 
вводили инсулин (завод медицинских препаратов Ленинградского мясокомбината) из рас-
чета 5 ЕД на 1,0 кг массы тела. Диабет вызывали однократной внутривенной инъекцией 
120 мг аллоксана (фирма «Calbiochem») на 1,0 кг массы тела. На 12-е сутки после вве-
дения аллоксана кроликов декапитировали. В опыт брали животных с концентрацией 
глюкозы в крови 400 мг% и выше. Концентрацию глюкозы определяли ортотолуидино-
вым методом [8]. Измельченные мышцы гомогенизировали в 0,25 М растворе сахарозы. 
Растворимую фракцию цитоплазмы получали последовательным центрифугированием 
гомогената при 12 000 g в течение 20 мин и при 105 000 g в течение 90 мин. В надосадочной 
жидкости определяли содержание белка микробиуретовым методом [9] и активность 
АРС-аз по скорости присоединения меченых аминокислот к тРНК. В состав инкубацион-
ной смеси для определения активности валил-тРНК-синтетазы [10] добавляли 0,5 мкК 
1~14С-валина, а также 300 мкг нефракционированной дрожжевой тРИК, полученной из Но-
восибирского института органической химии Сибирского отделения АН СССР, или 200 мкг 
нефракционированной животной тРНК, выделенной из печени быка по методу Брунгра-
бера [11]. Условия определения активности аланил-РС-азы были аналогичными, за ис-
ключением того, что вместо валима в среду добавляли 0,5 мкК Ь^С-аланина, 400 мкг 
дрожжевой или 500 мкг бычьей тРНК. Отдельные образцы как животной, так и дрожжевой 
нефракционированной (суммарной) тРНК несколько отличаются друг от друга по акцеп-
торной активности, поэтому при анализе результатов исследования сравнивали только 
такие серии опытов, которые проводили с использованием одного и того же препарата 
тРНК. Реакцию останавливали добавлением 5 мл 5% холодной трихлоруксусной кислоты 
(ТХУ). В холостые пробы ТХУ добавляли до прибавления раствора фермента, запускаю-
щего реакцию. Радиоактивность осадка, собранного на миллипоровые фильтры и про-
мытого 50 мл 5% ТХУ, измеряли на сцинтилляционном счетчике фирмы «Nuclear Chicago» 
(США). Активность фермента выражали в импульсах в минуту на 1 мг тРНК на 1 мг белка 
при 30 мин инкубации. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Скелетные мышцы состоят из двух типов мышечных волокон — крас-
ных и белых, различающихся по физиологическим, биохимическим и гисто-
логическим характеристикам [12, 13]. Камбаловидную мышцу (m. soleus) по 
ее строению и функциям относят к красным, медленным, мышцам, а икро-
ножную (m. gastrocnemius), состоящую из двух частей (gastrocnemius la-
teralis), содержащую преимущественно белые волокна, и gastrocnemius 

Активность АРС-аз в мышцах кролика при диабете и введении в организм инсулина 
( . М ± т ) 

Активность АРС-аз, имп/мин/мг тРНК/мг 
Акцептируемая амино-

кислота Мышца белка Акцептируемая амино-
кислота 

дрожжевая тРНК тРНК бычьей печени 

Камбаловидная: 
контроль 8554-53 8224-74 
диабет 8684-60 7464-46 

1-14С-аланин контроль 7394-56 7364-48 
инсулин 712±47 7044:63 

Икроножная: 
контроль 4 0 8 ± 3 9 4824-49 
диабет 4 2 6 ± 5 5 4734-47 
контроль 4 2 2 ± 3 9 5464-43 
инсулин 4 7 2 ± 3 8 646±52 

Камбаловидная: 
контроль 1145-1-48 6634-31 
диабет 11544-52 5844-36 

I-14 С-вал и и контроль 11764-71 7034-65 
инсулин 1249±95 684 ± 5 7 

Икроножная: 
контроль 6624-39 3964-30 
диабет 6154-30 3794-38 
контроль 6234-58 4964-50 
инсулин 6194-59 6294-65 

medialis, в которой имеется незначительное преобладание красных волокон 
относят к мышцам смешанного, быстрого, типа. В наших опытах использо-
вались m. soleus и латеральная часть gastrocnemius. 

Как видно из таблицы, активность обеих АРС-аз в интактной камбало-
видной мышце выше, чем в икроножной (при использовании как дрожжевой, 
так и бычьей тРНК), что соответствует данным Шорта и Голдберга [7, 14] 
о более высоком уровне включения меченых аминокислот в белки красных 
мышц по сравнению с белыми. 

При добавлении в инкубационную смесь дрожжевой т Р Н К активность 
валил-РС-азы выше активности аланил-РС-азы на 34% в камбаловидной 
мышце и на 62% в икроножной. При использовании бычьей т Р Н К в качестве 
акцептора аминокислот соотношения между активностями АРС-аз в обеих 
интактных мышцах были обратными: аланил-РС-аза оказалась активнее 
валил-РС-азы. Это, по-видимому, связано с тем, что изоакцепторный состав 
специфичных к аланину и валину тРНК, выделенных из разных источников, 
различен [15]. 

Достоверных изменений активности аланил-РС-азы и валил-РС-азы в 
обеих мышцах при диабете и введении нормальным животным инсулина по 
сравнению с АРС-азами контрольной группы животных не наблюдалось. 

Вул и соавт. [16] нашли, что диабет приводит к суммарному снижению 
(на 20%) активности АРС-аз в скелетных мышцах крыс при измерении ами-
ноацилирования т Р Н К в системе, содержащей 15 аминокислот. Авторы пред-
полагают, что сниженное образование аминоацил-тРНК ферментами из 
мышц диабетического животного с диабетом обусловлено торможением 
активности одной или нескольких АРС-аз. Важно отметить, что диабет вы-
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зывает разнонаправленные изменения концентраций отдельных аминокислот 
при суммарном снижении их содержания в мышцах. Концентрация ряда 
аминокислот (7 из 15 исследованных) в клетках мышц снижается, тогда как 
концентрация аланина не изменяется, а валина даже несколько возрастает 
[16]. 

В наших прежних исследованиях [17] было установлено, что через 
30 дней после денервации мышц кролика активность алаиил- и валил-РС-аз 
в камбаловидной мышце резко снижается, а в икроножной возрастает, в 
результате чего исчезают различия в величинах активности этих АРС-аз 
между разными типами денервированных мышц. 

Таким образом, активность аланил-РС-азы и валил-РС-азы коррелиру-
ет с интенсивностью синтеза белка в интактных и денервированных разно-
специализированных мышечных клетках. Однако эти ферменты не участву-
ют в реализации регулирующего действия инсулина на синтез белка в ске-
летных мышцах. 
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Activities of alanyl- and valyl tRNA synthetases were considerably higher in rabbi* 
Tiuscle soleus than in muscle gastrocnemius. Repeated injections of insulin into normal rabbits 
as well ms impairment of animals by experimental alloxan diabetes within two weeks did not 
alter significantly the activity of the synthetases in red and mixed muscles. 
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Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И Е И М Е Т А Б О Л И З М ФОСФОЛИПИДОВ 
НЕЙРОНОВ И Н Е Й Р О Г Л И И 

Лаборатория биохимии нервной системы Физиологического института, Ленинградский уни-
верситет им. А. А. Жданова 

Исследовали процентное распределение и интенсивность обмена отдельных фракций 
фосфолипидов в нейронах и нейроглии, выделенных из коры головного мозга методом диф-
ференциального ультрацентрифугирования в градиенте плотности сахарозы и фиколла 
со степенью обогащения 90 и 80% соответственно. Для нейронов характерно более высокое 
процентное содержание монофосфоинозитидов и лизофосфатидилхолинов по сравнению 
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с нейроглией. В нейроглии выше содержание фосфатидных кислот и сфингомиелинов. Наи-
большей удельной радиоактивностью при введении ацетата-2иС как в нейронах, так и 
в нейроглии обладают фосфатидные кислоты. Для нейронов характерен более высокий уро-
вень обмена отдельных фракций фосфолипидов. 

Выяснение молекулярных механизмов функциональной деятельности 
нейронов, а также их метаболической взаимосвязи с нейроглией является 
одной из актуальных проблем современной нейрохимии. Более углубленное 
изучение биохимических процессов, происходящих в нейронах и нейроглии, 
позволит приблизиться к пониманию не только нейрохимических механиз-
мов деятельности головного мозга, но и даст возможность направленно при-
менять фармакологические препараты при неврологических заболеваниях, 
вызванных нарушениями метаболизма в системе нейрон — нейроглия. 
Особое место в этих исследованиях занимает изучение метаболизма мембран-
ных липидов нервных и глиальных клеток. Как известно, одним из важней-
ших компонентов биологических мембран являются фосфолипиды, которые 
участвуют не только в структурной организации последних, но и являются 
естественными регуляторами тончайших биохимических процессов, проис-
ходящих в нервных клетках [1 ]. Имеющиеся в литературе данные о количе-
ственном содержании и метаболизме фосфолипидов в нейронах и нейроглии 
немногочисленны и противоречивы [2—И ]. Следует отметить, что исследо-
вания метаболизма отдельных фракций фосфолипидов выполнены в основном 
в опытах in vitro или на культурах клеток, за исключением работ [3, 11 ], 
где авторы применили 3 2Р в качестве радиоактивного предшественника 
фосфолипидов. 

В настоящей работе представлены данные о процентном распределении 
и интенсивности обмена отдельных фракций фосфолипидов в нейронах и 
нейроглии, выделенных из коры головного мозга методом препаративного 
ультрацентрифугирования в градиенте плотности сахарозы и фиколла. 

М е т о д и к а 

В основу выделения обогащенных нейронами и нейроглией фракций был положен ме-
тод Селлинжера [12] в нашей модификации. Модификация была предпринята с целыо полу-
чения большего количества нейронального материала, а также большей степени очистки 
нейроглии. Д л я получения нейронов и нейроглии в количестве, необходимом для выделе-
ния фосфолипидов, исследования их состава и метаболизма брали около 3 г коры головного 
мозга. 

Опыты ставили на белых крысах-самцах весом 120—140 г, которым подкожно вводили 
сроком на 1 ч ацетат-214С. Крыс декапитировали и быстро извлеченный мозг помещали на 
предварительно охлажденные стеклянные пластинки. Освобожденную от белого вещества 
кору мелко измельчали и помещали на 15 мин в раствор, содержащий 7,5% поливинилпир-
ролидона (ПВП), 1% бычьего сывороточного альбумина (БСА) и 10 мМ СаС12. Обработан-
ную таким образом ткань пропускали последовательно трижды через нейлоновые сита с раз-
мером отверстий 258 и 82 мк, а затем через металлическое сито — 58 мк. Полученную после 
пропускания через сита клеточную суспензию наслаивали на градиент, содержащий б мл 
1,0 М сахарозы над 5 мл 1,75 М сахарозы. Растворы сахарозы готовили на 1% БСА. Цент-
рифугирование проводили в течение 30 мин при 20 000 об/мин в ультрацентрифуге VAC-60, 
используя ротор SWOUT 50X3. В результате центрифугирования получали 2 слоя и оса-
док. Верхний слой на 1,0 М сахарозе представляет собой остатки миелиновых оболочек, 
второй слой на 1,75 М сахарозе состоит из большего количества глиальных и нейрональных 
клеток, а также капилляров. Осадок представлен телами нейронов, количество которых не-
значительно и не позволяет проводить хроматографическое и изотопное исследование фос-
фолипидов. Слой, содержащий нейроглию, нейроны и капилляры, собирали с помощью пас-
теровской пипетки, суспендировали в среде, содержащей 7,5% ПВП, 5% фиколла, 1% БСА, 
пропускали дважды через металлическое сито 58 мк и наслаивали на градиент, содержащий 
3 мл 30% фиколла, 6 мл 1,2 М сахарозы и 5 мл 1,65 М сахарозы. Пробы центрифугирова-
ли при 20 000 об/мин в течение 30 мин. В результате центрифугирования получили 2 слоя 
и осадок. Верхний слой на 30% фиколле представляет собой миелин, слой на 1,65 М саха-
розе содержит значительные количества нейроглии с примесями нейронов и капилляров — 
это так называемая сырая фракция нейроглии. Осадок, содержащий значительное количест-
во тел нейронов с примесями глии и капилляров, подвергали дальнейшей очистке. Д л я это-
го его суспендировали в 0,25 М сахарозе, фильтровали через металлическое сито 58 мк и 
наслаивали на градиент, состоящий из 6,0 мл 1,0 М сахарозы и 5 мл 1,75 М сахарозы. 
После центрифугирования в течение 30 мин при 20 000 об/мин получен осадок, содержащий 
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90% тел нейронов и слой на 1,75 М сахарозе, который преимущественно состоял из капил-
ляров и глиальных клеток. Полученный осадок нейрональных тел объединяли с ней-
ронами, полученными после первого центрифугирования. «Сырая» глиальная фракция, 
содержащая до 60% глиальных клеток, также подвергалась дальнейшей очистке. 
После субсидирования в 10% фиколле и фильтрования через металлическое сито 58 мк 
«сырую» глиальиую фракцию наносили на градиент, состоящий из 30% фиколла и 1,5 М 
сахарозы. Пробы центрифугировали 90 мин при 25 000 об/мин. В результате цент-
рифугирования получали слой на 1,5 М сахарозе, который содержал 80% нейроглиальиых 
клеток и незначительный осадок, состоящий из нейронов и капилляров. Схема выделения 
и очистки нейронов и нейроглии из коры головного мозга представлена на рис. 1. После 
выделения фракции нейронов и нейроглии отмывали от сахарозы физиологическим раство-

(7,5% ПВГ1,Ю мМСа+0% БСА) 
Клеточная суспензия 

Тела нейронов (90%) 

Рис. 1. Схема препаративного выделения нейронов и нейроглии из ко-
ры головного мозга методом ультрацентрифугирования в градиенте 

плотности сахарозы и фиколла. 

ром и отбирали аликвоты для определения белка по методу Лоури [13]. Большая часть по-
лученных фракций оставлялась для экстракции липидов [14]. После выделения липидов 
проводили разделение фосфолипидов на отдельные фракции методом двухмерной тонко-
слойной хроматографии [15]. Хроматографирование проводили, используя в качества ад-
сорбента силикагель, нанесенный на пластинки размером 20X20 см с толщиной слоя 0,5— 
0,6 мм. На предварительно активированные в течение 1 ч при 105—110° пластинки наносили 

аликвоту липидного экстракта в хлороформ—метаноле (2:1), содержащую 40—60 мкг липид-
ного фосфора. Пластинки помещали в хроматографическую камеру с системой растворителей 
хлороформ — метанол — 7 н. NH 4 OH ( 1 2 : 7 : 1). По прохождении фронта растворителей на 
расстояние 17—18 см пластинку вынимали, сушили в течение 10—15 мин при пониженном 
давлении, поворачивали на 90° и помещали в камеру с системой растворителей хлороформ — 
метанол — ледяная уксусная кислота — вода (80 : 40 : 7,4 : 1,2). Разделение вели парал-
лельно на 2 пластинках. Идентификацию отдельных фракций фосфолипидов проводили ме-
тодом инфракрасной спектроскопии [16]. 

После проявления в парах йода пятна, соответствующие фракциям фосфолипидов, 
собирали с одной пластинки для количественного определения, а со второй — в сосуды для 
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подсчета радиоактивности. Сжигание фосфолипидов до неорганического фосфора проводи-
ли в 0,7 мл 72% хлорной кислоты при 200° в течение 40 мин. В охлажденные пробы добав-
ляли до 4 мл Ы 2 0 и после центрифугирования определяли фосфор фосфолипидных фракций 
по методу Бартлетта [7]. Радиоактивность подсчитывали на сцинтилляциоином счетчике 
СБС-1 в толуольном сцинтилляторе, содержащем 4 г 2,5-дифеиилоксазола и 300 мг 1,4-
ди-(5-фенил-2-оксазолилбензола) в 1 л толуола. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Полученные методом дифференциального ультрацеитрифугироваиия 
обогащенные фракции подвергали микроскопическому контролю. При этом 
оказалось, что нейрональная фракция очищена на 90 %, а нейроглиальная — 
на 80%. Нейрональная фракция представлена телами нейронов с частично 

Рис. 2. Нейрон с частично сохранившимися отростками. 
Микрофотография после окраски крезиловым фиолетовым. Ув. х 1350. 

сохранившимися отростками (рис. 2). Данные электронно-микроскопиче-
ского исследования позволяют заключить, что мембраны как в нейроиаль-
ной, так и в нейроглиальной фракции хорошо сохранены. Это особенно важ-
но при изучении метаболизма мембранных компонентов, так как различия в 
обмене могут быть обусловлены разной степенью повреждения клеточных 
мембран. 

В табл. 1 представлены данные о выходе нейрональиого и нейроглиаль-
ного белка, а также о содержании общих липидов и фосфолипидов. 

Т а б л и ц а 1 
Выход белка, содержание общих липидов и фосфолипидов в нейронах и нейроглии 

Исследуемый показатель Нейроны Нейроглия 

Белок, мг/г коры 2 ,4+0 ,2 22 ,8+1,6 
Общие липиды, мг/м г белка 0,27+0,04 0,47+0,02 
Фосфолипиды, мкг Р/мг белка 7 ,1+0 ,6 13,9+1,5 
Фосфолипиды, % от общих липидов 61,0=^5,0 69 ,0+8,0 

Как видно, примененная нами схема выделения и очистки нейронов и 
нейроглии позволила получить из 1 г коры головного мозга в среднем 2 , 4 ± 
± 0 , 2 мг нейрональиого и 2 2 , 8 ± 1 , 6 мг нейроглиального белка. Исходя из 
содержания белка в одной клетке, которое в среднем равно в нейронах 
100 пг на клетку, а в нейроглии — 307 пг на клетку, а также учитывая сте-
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пень обогащения нейрональной и нейроглиальной фракций, полученных 
методом ультрацентрифугирования в градиенте концентрации сахарозы и 
фиколла [18 ], можно рассчитать количество выделенных клеток. По нашим 
данным, это количество для нейронов колеблется в пределах 2,2X 107, а 
для нейроглии — 5,9X 107. 

Содержание липидов в нейроглии выше, чем в нейронах, более чем в 
1V2 раза; то же самое можно сказать и о содержании фосфолипидов. Если в 
нейронах содержание липидного фосфора колеблется в пределах 7 , 1 ± 
± 0 , 6 мкг/мг белка, то в нейроглии оно составляет 13 ,9±1,5 мкг/мг белка, 
что почти в 2 раза выше, чем в нейронах. В то же время процентное содержа-

ние фосфолипидов по отно-
Т а б л и ц а 

Процентное распределение отдельных фракций 
фосфолипидов в нейронах и нейроглии 

Фракция фосфолипидов Нейроны Нейроглия 

J1 и зофосфатиди л хол и и 3 ,9+0 ,4 1 ,9+0,5 
Сфингомиелии 6 ,7 +0 ,6 9 ,5+0 ,5 
Фосфатидилсерин 9 ,1+1 ,7 7,1 + 0,7 
Ф о с( j) а ти д и л х о л и и 46,1 + 2,1 46,9+2,1 
Монофосфоинозитид 7 ,7+1 ,0 5 ,9+0 ,4 
Фосфатидил этанол амин 25,1=1=2,9 24 ,9+3 ,6 
Фосфатидные кислоты 1,8+0,5 3 , 6 + 0 , 7 

Т а б л и ц а 3 
Удельная активность отдельных фракций фосфолипидов 

нейронов и нейроглии (имп/мин на 1 мг С, п=6) 

шению к общим липидам в 
нейронах и нейроглии раз-
лич ается нези ачительи о. 
Однако в процентном рас-
п редел ени и отдел ьи ых 
фракций фосфол и 11 идов 
нейронов и нейроглии 
наблюдаются от л ич и я 
(табл. 2). 

Из приведенных в 
табл. 2 данных видно, что 
наибольшие различия в 
процентном отношении на-
блюдаются для фракций 
лизофосфатидилхо л и и о в, 
сфингомиелинов, монофос-
фоинозитидов и фосфатид-
иых кислот. Несмотря на 
противоречивость даниых 
о процентном распределе-
нии фракций фосфолипидов 
в нейронах и нейроглии 
12, 4, 5], что, по-видимо-

му, во многом определя-
ется различиями в методах 
выделения и очистки ней-
ронов и нейроглии и в 
методах анализа фосфоли-
п идов, можно отметить, 

что для нейронов характерен более высокий процент моиофосфоинозити-
дов и лизофосфатидилхолинов по сравнению с нейроглией, а для нейро-
глии — более высокое содержание сфингомиелинов и фосфатидных кислот. 
Более высокое содержание монофосфоинозитидов отмечено в нейронах не 
только крыс, но и голубей, черепах и кроликов [4, 191. 

Несомненный интерес представляет исследование особенностей метабо-
лизма фосфолипидов в нейронах и нейроглии, так как именно такой подход 
позволит приблизиться к пониманию роли отдельных фракций фосфолипи-
дов в функциональной деятельности головного мозга. Для этого было изу-
чено включение 14С во фракции фосфолипидов нейронов и нейроглии 
(табл. 3). 

Представленные в табл. 3 данные свидетельствуют о том, что через 
60 мин после введения ацетата-2-14С наибольшей удельной радиоактивностью 
как в нейронах, так и в нейроглии обладают фосфатидные кислоты. Это не 
удивительно, так как они являются не только непосредственными предше-
ственниками фосфоглицеридов, но и принимают активное участие в процес-
сах, связанных с транспортом ионов через мембраны и секрецией нейро-
медиаторов 115, 20 ]. Уровень удельной радиоактивности фосфатидных кис-

Фракция фосфолипидов Нейроны Ней роглия 

Л изофосфатидил хол и и 1060+221 492+117 
Сфингомиелии 613+34 372+ 120 
Фосфатидилсери н 719=1=274 326=1=23 
Фосфатидилхолин 747=1= 106 640+153 
Мои офосфои и о з и ти д 902=1=69 414+98 
Фосфатидил этанол ами н 682=1=69 157+25 
Фосфатидные кислоты 2313=1=722 1208+96 
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лот в нейронах в среднем в 2 раза выше их радиоактивности в нейроглии. 
В нейронах также высока степень включения 14С в сфингомиелины по срав-
нению с нейроглией. Удельная радиоактивность сфингомиелинов в нейро-
нах достигает 613±34 имп/мин мг С и превышает уровень активности сфин-
гомиелинов нейроглии в 2 раза. Такое различие в метаболической активно-
сти сфингомиелинов связано с двойственностью функций, которые они вы-
полняют в нервной системе: с одной стороны, динамическая функция, свя-
занная с высоким уровнем метаболизма в телах нейронов, и с другой 
структурная функция в мембранах нейроглии и миелине [3]. Это еще раз 
подтверждает тезис об универсальности фосфолипидов, в которых наряду 
с белками наиболее ярко проявляется единство структуры и функций биоло-
гических молекул 11 I. Этим свойством обладают и фосфатидилсерины, ко-
торые метаболируют значительно интенсивнее в нейронах, чем в нейроглии. 
К тому же при исследовании включения меченных 14С серина и этаноламииа 
в фосфолипиды нейронов и нейроглии было показано, что фракция, обога-
щенная нейронами, значительно быстрее включает радиоактивный пред-
шественник в фосфолипиды [6]. Высокая степень обмена лизохолинфосфа-
тидов в нейронах объясняется не только тем, что они являются предшествен-
никами фосфатидилхолинов, но и тем, что они функционируют как основ-
ной источник холипа нервной ткани, потребность в котором выше в нейро-
нах, чем в нейроглии [21 ]. Включение ацетата-2-14С в фосфатидилхолииы 
нейронов незначительно превышает включение радиоактивного углерода в 
фосфатидилхолииы нейроглии. В нейронах наблюдается более высокий 
уровень обмена монофосфоииозитидов и фосфатидилэтаноламинов. Так, 
удельная радиоактивность монофосфоииозитидов в нейронах превышает 
их радиоактивность в нейроглии в 2 раза, а фосфатидилэтаноламинов -
в 4 раза. Такие резкие различия в удельной радиоактивности фосфатидил-
этаноламинов можно объяснить тем, что в нейронах синтез как диацильных, 
так и плазмологенных форм этих фосфолипидов протекает значительно эф-
фективнее, чем в нейроглии [9 1. 

Представленные данные свидетельствуют о том, что примененная нами 
схема выделения нейронов и нейроглии из коры головного мозга позволяет 
получить достаточное количество клеточного материала для дальнейшего 
биохимического анализа. Обнаружено, что для нейронов характерен более 
высокий уровень обмена отдельных фракций фосфолипидов по сравнению с 
нейроглией. Это указывает на более интенсивное протекание мембранных 
процессов в нервных клетках в единой функциональной системе нейрон -
нейроглия. 
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DISTRIBUTION AND METABOLISM OF PHOSPHOLIPIDS IN NEURONS 
AND NEUROGLIA 
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University, Leningrad 

Ratio and intensity of metabolism of phospholipid separate fractions were studied in 
neurons and neuroglia, isolated from brain cortex by differential ultracentrifugation in density 
gradient of sucrose and Ficoll with the rate of enriching up to 90% and 80%, respectively. 
Neurons were characterized by the higher ratio of monophosphoinositides and lysophosphati-
dyl cholines as compared with neuroglia. Content of phosphatide acids and sphingomyelins 
was higher in neuroglia. The most specific radioactivity was observed in phosphatide acids 
both in neurons and neuroglia if 2- l4C-acetatc was administered. Neurons were shown to have 
higher metabolism of the separate fractions of phospholipids. 
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ОСОБЕННОСТИ М Е Т А Б О Л И Ч Е С К О Й Р Е А К Ц И И 
Ц Е Н Т Р А Л Ь Н О Й Н Е Р В Н О Й СИСТЕМЫ НА СТРЕСС 
ПРИ ОСТРОЙ А Л К О Г О Л Ь Н О Й И Н Т О К С И К А Ц И И 

Кафедра биохимии Дагестанского медицинского института, Махачкала 

Метаболическая реакция на стресс центральной нервной системы (образование и 
связывание аммиака в головном и спинном мозге) существенно изменяется при остром алко-
гольном опьянении. Нарушается дезамидирование белков мозга, понижаются интенсивность 
образования аммиака и содержание мочевины, изменяется содержание у-аминомасляной 
кислоты, дикарбоновых аминокислот и их амидов. 

Патогенетические механизмы утомления при острой и хронической ал-
когольной интоксикации до сих пор не выяснены. В литературе нет сведений 
об особенностях метаболической реакции на стресс центральной нервной 
системы пораженного алкоголем организма. 

В то же время изучение этого вопроса представляет определенный тео-
ретический и практический интерес. В связи с этим нами предпринято срав-
нительное исследование метаболической реакции центральной нервной си-
стемы на стресс у интактных животных и животных в состоянии острого ал-
когольного опьянения. 

М е т о д и к а 

Наблюдения проведены на белых крысах-самцах весом 150—180 г. Острое алкоголь-
ное отравление вызывали пероральным введением 1 мл 96% этилового спирта на 1 кг веса 
тела. Спустя 1 ч после приема алкоголя, когда изменения обмена в головном и спинном моз-
ге были четко выражены, подопытных животных заставляли выполнять тяжелую физиче-
скую работу — плавать в воде при температуре 28—30°С с грузом, составляющим 10% от 
веса тела. Это вынуждало крыс активно двигаться до полного утомления, так как прекра-
щение движений влекло за собой погружение под воду и гибель. Преимуществом модели 
было и то, что в работу вовлекалась вся скелетная мускулатура, благодаря чему развиваю-
щееся утомление было генерализованного характера и охватывало обширные области го-
ловного и спинного мозга. 

Чтобы отдифференцировать изменения в центральной нервной системе, вызванные 
утомлением, от изменений, являющихся следствием периода врабатывания и адаптации к 
физической нагрузке, мы, как и многие авторы [1—4], вели исследование в динамике: 
через 15 мин после начала плавания, на высоте развития утомления и в восстановительном 
периоде — через 1 ч пссле прекращения работы. Одновременно проводили наблюдения за 
животными контрольной группы, не получившими алкоголя. 
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Т а б л и ц а 1 

Изменение некоторых показателей азотистого обмена головного мозга при развитии утомления у интактных крыс 

Период наблюдения 

Аммиак Глутамин Аспартат Глутамат ГАМК Мочевина Амидные группы суммарных белков, 
мкг на 1 мг белка 

Период наблюдения 

мг на 100 г ткани суммарные лабильные прочносвя-
занные 

До плавания 

15 мин плавания 

Утомление 

После 1 ч отдыха 

0,52+0,01 

0 ,94+0,03 

2,5—0,05 

1,5+0,04 

6,15+0,09 

12,1+0,20 

10,9+0,1 

10,7+0,15 

37,4+0,92 

40,2+0,64 

34,8+0,71 

35+0 ,83 

113+1,6 

99+2,11 

77— 1,0 

100+0,91 

18+0,27 

23,1 + 0,53 

23=!= 0,53 

21+0,39 

30=±0,8 

32,6—0,73 

49,2+0,86 

5 ,0+0,04 

4,61—0,08 

3 ,8+0 ,08 

4 ,3+0,09 

1,8+0,04 

1,69— 0,04 

0,72+0,02 

1,4+0,08 

3,2+0,07 

2,92+0,09 

3,08+0,07 

2,9— 0,11 

Т а б л и ц а 2 

Показатели азотистого обмена спинного мозга при развитии утомления у интактных крыс 

Период наблюдения 

Аммиак Глутамин Аспартат Глутамат ГАМК Мочевина Амидные группы суммарных белков, 
мкг на 1 мг белка 

Период наблюдения 

мг на 1 00 г ткани суммарные лабильные прочносвя-
занные 

До плавания 0,61+0,02 5,7+0,07 39,8+0,91 91+1,56 8 ,6+0 ,23 26—0,5 4 ,5+0,07 1,5=1=0,06 3,0+0,11 

15 мин плавания 0,85+0,02 9,4+0,09 45+0,77 84,8+0,56 14,5+0,44 33,6—0,94 4 ,2+0,64 1,6=1=0,00 2,6—0,57 

Утомление 4,63+0,10 5,8+0,07 30+0 ,64 81,4+0,81 16+0,28 24,5+0,48 1,7+0,01 0 ,78+0,00 0,92+0,03 

После 1 ч отдыха 2 ,8+0,04 8,2+0,09 24+0 ,48 76+2,33 16,3^=0,65 1,82+0,06 1,22+0,04 0,6+0,04 



В соответствующие сроки крыс умерщвляли мгновенным погружением в жидкий воз-
дух. В головном и спинном мозге определяли содержание свободного аммиака фенол-ги-
похлоритным методом [5], глутамина по А. И. Силаковой [6], дикарбоновых аминокислот 
и у-амииомасляной кислоты (ГАМК) методом электрофореза [7], мочевины по Г. Бухнер 
[8] и амидных групп суммарных белков по 3. С. Гершеновичу и А. А. Кричевской [9]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Исследования показали, что у контрольных животных уже в первые 
15 мин плавания наблюдается резкое и прогрессирующее накопление ам-
миака в тканях спинного (на 39%) и особенно головного (на 81 %) мозга 
(табл. 1 и 2). Одновременно значительно увеличивается содержание мочеви-
ны (на 10% в головном и на 29% в спинном мозге), ГАМК (соответственно 
на 28 и 69%), аспартата и глутамина и наблюдается дезамидирование сум-
марных белков мозга с некоторым изменением коэффициента лабильности 
амидных связей, особенно в спинном мозге. 

Развитие утомления сопровождается резким увеличением содержания в 
головном мозге глутамина, мочевины и ГАМК. В спинном мозге концентра-
ция глутамина и мочевины существенно не изменяется, а уровень ГАМК 
возрастает значительно больше, чем в головном мозге (на 86%; в головном 
мозге на 28%). Уровень аспартата в головном мозге почти не изменяется, а 
в спиипом — резко понижается. Происходят глубокие изменения в амиди-
рованности белков центральной нервной системы с изменением соотношения 
лабильных и прочносвязанных амидных групп (коэффициента лабильности); 
при этом коэффициент лабильности в головном мозге понижается с 0,56 до 
0,23, в спинном мозге, напротив, возрастает с 0,5 до 0,84; содержание амид-
иого азота суммарных белков головного мозга понижается на 25%, а спин-
ного мозга — на 62 %. 

Иная картина наблюдается у животных при реакции на стресс в со-
стоянии острой алкогольной интоксикации (табл. 3 и 4). И в головном, 
и в спинном мозге подопытных крыс в отличие от контрольных стрессорная 
реакция характеризуется не повышением, а, напротив, резким снижением 
уровня аммиака в мозговой ткани. Такое снижение более выражено и раз-
вивается быстрее в головном мозге. Даже после 1 ч отдыха исходный уро-
вень аммиака не восстанавливается. 

Так же изменяется содержание глутамина. Если у животных контроль-
ной группы в условиях стресса содержание глутамина увеличивается и он 
выступает как фактор детоксикации огромных количеств накапливающегося 
аммиака, то в состоянии опьянения глутамин эту функцию не выполняет. 
Напротив, происходит его интенсивное дезамидирование и он, по-видимо-
му, является одним из мощных источников образования аммиака. 

Изменения содержания ГАМК тоже противоположного характера. 
У контрольных животных развитие утомления сопровождается значитель-
ным накоплением ГАМК в мозге, особенно спинном. У подопытных крыс 
содержание ГАМК в головном мозге резко понижается — более чем в 2 ра-
за, удерживаясь на этом низком уровне даже после 1 ч отдыха. В спинном 
мозге наблюдается лишь незначительное повышение уровня ГАМК, особен-
но на высоте развития утомления. 

Обращают на себя внимание и характерные изменения содержания 
мочевины в головном и спинном мозге у крыс разных групп. Если у кон-
трольных животных реакция на стресс сопровождается нарастанием со-
держания мочевины в тканях мозга, то у крыс в состоянии опьянения ее 
уровень резко понижается (в 3 раза и более). 

Весьма демонстративны различия и в реакции амидных групп суммар-
ных белков мозга. У контрольных животных реакция на стресс протекает 
на фоне значительного и все возрастающего дезамидирования белков. 
При острой алкогольной интоксикации, напротив, повышается амидиро-
ванность белков, особенно значительно в тканях головного мозга. 

182 



Т а б л и ц а 3 

Изменения некоторых показателей азотистого обмена головного мозга при развитии утомления у крыс в состоянии алкогольного опьянения 

Период наблюдения 

Аммиак 
j 

Глутамин 
1 

Аспартат Глутамат ГАМК Мочевина Амидные группы суммарных белков, 
мкг на 1 мг белка 

Период наблюдения 

мг на 100 г ткани суммарные лабильные прочносвя-
занные 

До плавания 4,65+0,24 21,9+0,73 11,3+0,32 
1 

32,8+0,45 16,3+0,31 60,4+0,79 2,22+0,041 0 ,98+0,038 1,24+0,054 

15 мин плавания 1,46—0,07 6,72+0,45 18,3+0,50 29,2+1,21 6,84+0,32 13,1+0,79 4 ,06+0,04 1,14+0,03 2 ,92+0,21 

Утомление 3,20+0,12 13,1+0,12 21,9+0,48 52,8±0,98 9,52+0,50 20,5+0,93 3,77+0,05 1 , 6 2 ± 0 , 0 9 2 , 1 5 ± 0 , 1 2 

После 1 ч отдыха 2,34+0,10 9,06+0,19 15,4+0,60 45,4+0,89 6,78+0,20 19,4+0,65 3 ,34+0,06 1,09+0,02 2 ,25+0 ,07 

Т а б л и ц а 4 

Изменения некоторых показателей азотистого обмена спинного мозга крыс при развитии утомления в состоянии алкогольного опьянения 

Период наблюдения 

Аммиак Глутамин Аспартат Глутамат ГАМК Мочевина Амидные группы суммарных белков , 
мкг на 1 мг белка 

Период наблюдения 

мг на 100 г ткани суммарные лабильные прочносвя-
занные 

До плавания 6,21+0,23 15,6+0,39 16,3+0,32 56,5+0,41 6,79+0,17 41,9+0,78 2,13+0,066 0,75+0,02 1,37+0,07 

15 мин плавания 3,47+0,07 7,98+0,13 21,9+0,65 28 ,4+1,0 7,78+0,37 23,4+0,64 3,16^=0,05 1,78+0,05 1,38+0,06 

Утомление 4,58+0,14 7,58+0,11 19,7+0,74 34,1+1,18 8,27+0,46 17,7+0,66 2 ,99+0,03 1,71+0,06 1,28—0,07 

После 1 ч отдыха 3,15+0,03 8,71+0,08 18,3=^0,45 26,3+0,58 7,61 + 0,23 21,3+0,60 4,17+0,08 2,24+0,06 1,93+0,09 



Полученные данные свидетельствуют о существенном изменении ха-
рактера метаболической реакции центральной нервной системы на вы-
полнение физической работы и развитие утомления у животных в состоя-
нии острой алкогольной интоксикации. 
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CHARACTERISTICS OF METABOLIC RESPONSE OF CENTRAL NERVOUS SYSTEM 
ON THE STRESS IN ACUTE ALCOHOL INTOXICATION 

Ya. J. Vexler, К. M. Magomedova, V. M. Lugoveiz 

Chair of Biochemistry, Dagestan Medical School, Makhachkala 

In a state of acute alcohol intoxication metabolic response on the stress of the central 
nervous system was distinctly altered in rats (formation and binding of ammonia in brain and 
medulla spinalis). The following effects were observed: deamidation of brain proteins was 
impaired, the intensity of ammonia formation was decreased, content of urea decreased and 
(dynamics of gamma aminobutyric acid, dicarbonic amino acids and their amides was altered. 

УДК 012.438.015.1:577.152.271-06:576.851:556 

С. H. Силуянова, В. В. Еременко 

Ф О С Ф О Р И Л И Р О В А Н И Е Т И М И Д И Н А С У Ч А С Т И Е М Т И М И Д И Н К И Н А З Ы 
И З ЗОБНОЙ Ж Е Л Е З Ы И П Е Ч Е Н И К Р Ы С В ПРИСУТСТВИИ Ф А К Т О Р А 

И З CL. P E R F R I N G E N S ( W E L C H I I ) 

Кафедра биохимии I Московского медицинского института им. И. М. Сеченова 

Показано активирующее влияние фактора CPW, выделенного из культуры CL. perf-
ringens (welchii), на латентную тимидинкиназу из печени крыс после 42 дней развития 
животного. Фактор CPW активирует в З1!2 раза и латентную тимидинкиназу из зобной 
железы крыс, появляющуюся в ходе инволюции органа. Полученные данные подгпверлсдают 
предположение о том-, что механизм увеличения активности тимидинкиназы в пролифе-
рирующих тканях связан с активацией латентных ферментов. 

Работами ряда авторов [1—3] показано повышение активности тими-
динкиназы в ткани регенерирующей печени через 18 ч после гепатэктомии; 
через 32 ч активность фермента достигала максимума, а затем заметно сни-
жалась. Это увеличение активности могло быть или следствием активации 
фермента, или обусловливаться синтезом de novo. 

Шиозака и соавт. [4 1 обнаружили в фильтрате культуры С1. рег-
fringens белковый фактор, активирующий in vitro тимидинкиназу из пече-
ни и не влияющий на ферментативную активность препаратов из регене-
рирующей печени и саркомы Йосиды. Авторы предположили, что актива-
ция тимидинкиназы связана с существованием неактивной формы фермента, 
которая активируется фильтратом культуры CI. perfringens. Цель на-
стоящей работы — изучение влияния фильтрата культуры CI. perfrin-
gens welchii SR-12CPW на активность тимидинкиназы из зобной железы 
крысы. 
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М е т о д и к а 

Тимидинкиназу получали из зобной железы крыс по описанному ранее методу [5]. 
Д л я получения препаратов фактора Н (из печени крысы) 3 г ткани гомогенизировали в 
27 мл трис-ЫС1-буфера в течение 15 мин и надосадочную жидкость использовали для даль-
нейшей очистки. Выделение и очистку фактора Н производили по методике, описанной 
Фоиде и Окуда [6], с незначительными модификациями: стабилизирующим агентом был 
тимидин вместо АТФ, так как последний вызывал частичную инактивацию фактора в про-
цессе инкубации; время инкубации было снижено с 30 до 20 мин; фракционирование сульфа-
том аммония проводили дробно в пределах 0—30 и 30—40% насыщения, что позволило по-
высить удельную активность фактора на этом этапе в 2 раза. Д л я получения фильтрата 
CPW NCTC 6784 культуры выращивали на среде следующего состава: мясная вода — 
500 мл, сухой дрожжевой экстракт — 5 г, триптический гидролизат казеина — 50 мл, 
пептон — 10 г, NaCl — 5 г, глюкоза — 20 г, К Н 2 Р 0 4 — 2 г, вода водопроводная — до 1 л . 
Величина рН после стерилизации составляла 7,2—7,5. Д л я засева использовали 16—18-
часовую культуру, выращенную на той же среде, дозы засева составляли около 10% по 
объему. Культуры выращивали в 3-литровых бутылях, содержащих по 2 л среды, или в 
пробирках объемом 60 мл. Д л я создания анаэробных условий в среду добавляли мясной 
фарш и вату. Посев производили сразу же после автоклавирования и охлаждения среды. 
Культуру выращивали в течение 76 ч при 37°С. Культуральную среду отделяли от клеток 
центрифугированием при 10 000 об/мии в течение 15 мин при 4°С. Полученная надосадоч-
ная жидкость была использована для получения белкового фактора. Белковый фактор вы-
деляли первоначально по методике, описанной Шиозака и соавт. [4], с незначительными 
изменениями:трис-малеатный буфер заменяли трис-ЫС1-буфером, рН реакционной смеси был 
доведен с 6,5 до 7,0, время инкубации снижено с 30 до 20 мин. В последующем методика вы-
деления была несколько изменена. Центрифугат культуральиой среды 76-часовой культуры 
CPW фракционировали сульфатом аммония. С этой целыо к надосадочной жидкости мед-
ленно, при постоянном помешивании добавляли до концентрации 0,665 г/мл сульфат ам-
мония (95% насыщения), смесь оставляли на ночь. Выпавший осадок белка отделяли цент-
рифугированием, затем растворяли в 10—15 мл 5 мМ трис-НС1-буфера рН 7,0 и обессоливали 
пропусканием через колонку сефадекса G-25, предварительно уравновешенную 5 мМ трис-
HCl-буфером рН 7,0. Аликвота фракции была обработана предварительно охлажденным 
(до —10°) ацетоном до конечной концентрации 86%. Выпавший осадок белка собирали 
центрифугированием при 12 000 об/мин в течение 15 мин и растворяли в 5—10 мл трис-НС1-
буфера. Дальнейшую очистку фактора производили фракционированием сульфатом аммо-
ния. С этой целыо к фракции, полученной после диализа через колонку, добавляли суль-
фат аммония до концентрации 0,279 г/мл (50% насыщения), выдерживали 30 мин, выпав-
ший осадок белка собирали центрифугированием при 10 000 об/мин в течение 15 мин и 
растворяли в 5 мл 5 мМ трис-НС1-буфера рН 7,0 с последующим диализом в течение 8 ч 
против дважды сменяемого указанного выше буфера. С целыо дальнейшей очистки диали-
зованную фракцию подвергали обработке гидроксилапатитом из расчета 2 мг сухого геля 
на 1 мг белка при постоянном помешивании в течение 5 мин. Суспензию центрифугировали 
при 10 000 об/мин в течение 15 мин. Гель отбрасывали, а надосадочную жидкость снова 
подвергали фракционированию сульфатом аммония от 0—70% насыщения (добавляли соль 
до концентрации 0,437 г/мл). Смесь оставляли на 1 ч, затем центрифугировали при 
10 000 об/мин в течение 15 мин, осадок отбрасывали, а надосадочную жидкость диализо-
вали против 5 мМ трис-НС1-буфера рН 7,0. Диализованная надосадочиая жидкость была 
использована как белковых фактор фильтрата культуры CPW. Рост бактерий определяли 
по изменению оптической плотности культуральиой жидкости, которую измеряли иа ФЭК-
56 с зеленым фильтром в кюветах с длиной оптического пути 5 мм. 

Состав инкубационных проб для определения активности тимидинкиназы: 2-14С-ти-
мидин — 0 , 1 мкм (30 000 и мп/мин), АТФ — 10 мкМ, Мg (СН8СОО)2 — 10 мкМ, 0,05 М 
трис-НС1-буфер рН 7,0, фактор Н — 0,01 мг, фактор CPW — 0,01 мг, белок тимидинки-
иаза из зобной железы — 0,006—1,3 мг. Объем пробы 0,5 мл. Пробы инкубировали в те-
чение 20 мин при 37°С. Реакцию останавливали погружением проб в кипящую водяную 
баню на 3 мим. Продукты реакции разделяли по методу Филипповича и Романцева [7]. 
Образцы проб (0,05 мл) наносили иа кусочки бумаги АЕ-81 (3X3 см), высушенную бумагу 
помещали в водоиасыщенный н-бутанол (из расчета 25 мл на 1 диск) и интенсивно встряхи-
вали в течение 20 мин. Затем бутанол сливали, диски заливали новой порцией водонасыщен-
ного н-бутанола и процедуру отмывки повторяли. Отмытые от нуклеозидов диски высуши-
вали эфиром, помещали в 12 мл сцинтилляционной жидкости [4 г 2,5-дифенилоксазола и 
0,2 г в 1 л толуола 1,4-бис-2 (феиилоксазолил) бензола] и радиоактивность в образцах под-
считывали в жидкостном сцинтилляционном счетчике «Picker Nuclear» с эффективностью 
счета для 14С около 90%. Белок определяли по методу Лоури [8] после осаждения трихлор-
уксусной кислоты (ТХУ). Без осаждения ТХУ определяли намного большие количества 
белка. Различные результаты, обнаруженные этим методом, указывают на то, что ббльшая 
часть балластного материала была низкого молекулярного веса. 

Диск-электрофорез белкового фактора из фильтрата культуры CPW проводили в 7% 
полиакриламидиом геле с использованием 0,05 М трис-НС1-буфера рН 8,6 [9]. На трубки 
геля наносили белок, концентрация которого была 100 мкг/мл. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 

Данные по очистке фактора CPW представлены в табл. 1. Как видно 
из табл. 1, фактор был очищен в 1100 раз с выходом 10%. Полученный 
препарат исследован па гомогенность с помощью дискового электрофореза 
в полиакриламидном геле, и были выявлены две зоны. Биологическую 
активность фактора CPW определяли по степени активации латентной ти-

Т а б л и ц а 1 
Очистка фактора из фильтрата культуры CPW 

Этап очистки 
Активность, 

ед 
Количество 

белка, мг 
Удельная 

активность, 
ед/мг 

Выход, % 

Фильтрат культуры 38,4 12 400 3,1 100 
Обработка сульфатом аммония 

0 - 9 5 % 30,2 130 232,5 78 
Обработка ацетоном 0—86% 10,46 30 348,76 27 
Обработка сульфатом аммония 

0 - 5 0 % 7,2 18,3 395 18 
Обработка гелем фосфата кальция 6,8 4,9 1382,5 17 
Обработка сульфатом аммония 

0 - 7 0 % 4,1 2,4 3455,5 10,6 

Т а б л и ц а 2 
Очистка фактора Н из препаратов зрелой печени крысы 

Этап очистки 

Удельная активность, ед/мг 
Активность, 

ед. 
Количе-

ство бел-
ка, мг 

Выход, 
% Этап очистки в отсутствие 

фактора CPW 
в присутст-

вии фактора 
CPW 

Активность, 
ед. 

Количе-
ство бел-

ка, мг 
Выход, 

% 

Грубый экстракт 0,03 0,26 132,6 510 100 
Осаждение при рН 5,0 0,09 1,08 126,36 117 87 
Обработка сульфатом аммо-

ния 0—40% 0,36 5,4 102,6 19 77 

мидиикиназы (фактора И), выделенной из экстракта зрелой печени крысы. 
Этапы очистки латентной тимидинкиназы представлены в табл. 2. 

Как видно из табл. 2, фактор из печени был очищен в 21 раз по срав-
нению с исходным экстрактом с выходом 77 %. На каждой стадии очистки 

активность тимидинкиназы была 
очень низкой перед обработкой 
фермента фактором CPW. В то же 
время активность фермента замет-
но повышалась после обработки 
указанным выше белковым факто-
ром. Активность фермента в клет-
ках микроорганизмов обычно силь-
но колеблется в зависимости от 
условий выращивания, присутст-
вия индукторов и репрессоров, а 
также от времени выращивания. 
Поскольку сведения относительно 
образования фактора CPW отсутст-
вуют, мы провели ряд опытов с 
целью изучения влияния некоторых 
параметров на накопление этого 
фактора в растущих культурах. 

Результаты опытов по изуче-
нию динамики роста, изменения 
активности белкового фактора и 

Зависимость содержания фактора CPW от 
возраста культуры и условий среды. 

По оси абцисс — время роста культуры (н ч). 
1 — рост (в ед. экстиикции); 2 — удельная актив-

ность (в н-моль/мг); 3 — концентрация белка (в мг). 
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рН культуральиой жидкости представлены на рисунке, из которого вид-
но, что фактор CPW в культуральиой среде накапливается главным обра-
зом после прекращения роста культуры, достигая максимума к 76 ч. Од-
новременно с ростом происходит закисление среды, и значение рН к кон-
цу роста становится равным 4,5. При посеве микроорганизма на среду при 
рН 5,0 роста не происходит. Выращивание CPW в условиях поддержа-
ния исходного значения рН на уровне 7,0 путем добавления раствора 
NaOH не влияло ни на 
рост, ни на изменение ак-
тивности фактора. Иными 
словами, активность фак-
тора CPW зависит не от 
изменения рН среды, а от 
возраста культуры. При 
оп редел е н и и содержа и и я 
белка в среде на всем про-
тяжении роста культуры 
было установлено, что кон-
центрация его повышается 
и достигает максимума к 
64 ч роста (см. рисунок, 
кривая 3), когда четко 
обозначился лизис культу-
ры (см. рисунок, кривая 
1). Наблюдающиеся изме-
нения активности фактора 
в культуре в зависимости 
от фаз роста свидетельст-
вуют о том, что содержа-
ние фактора в культуре 
регулируется каким-то ме-
ханизмом, проявление ко-
торого связано с возра-
стом культуры. 

Работами Шиозака бы-
ло показано, что фильтрат 
из культуры CI. perfringens 
актив и р у ет т и ми д и н к и и аз у 
из зрелой крысиной пече-
ни [4]. 

В связи с этим представляло интерес изучить влияние фактора из куль-
туры CPW на препараты из печени в зависимости от возраста животного. 
Нами были взяты ферментные препараты из печени 14-, 21-, 42-дневных 
и зрелых крыс. Полученные данные суммированы в табл. 3. 

Как видно из табл. 3, латентная тимидинкиназа (фактор Н) появляет-
ся в печени крыс после 42 дней, о чем свидетельствуют дан ные по макси-
мальному фосфорилированию тимидина в этот период времени. 

Дальнейшие исследования были предприняты с целыо изучения влия-
ния фактора CPW на активность тимидинкиназы из зобной железы крысы. 

Из данных литературы [4, 10.1 известно, что фактор из культуры 
CI. perfringens не влиял на активность тимидинкиназы из регенерирующей 
печени и саркомы Йосиды. В связи с тем что зобная железа — это орган, 
развитие которого тесно связано с возрастом животного, представляло 
интерес изучить зависимость активности тимидинкиназы в зобной железе 
ОТ ь о з р а с т а . Д л я э т о г о и с п о л ь з о в а л и м о л о д ы х ж и в о т н ы х м а с с о й до 200 г 
и зрелых крыс, у которых зобная железа подверглась частичному жиро-
вому перерождению. Полученные данные представлены в табл. 4. 

Т а б л и ц а 3 
Влияние фактора CPW на тимидинкиназу из печени 

животных разного возраста 

Удельная активность кина-
зы, ед/мг 

Животные 
в присутст- в отсутст-

вии CPW вие CPW 

14-дневные (70 г) 0,09 0,03 
21-дневные (100 г) 0,18 0,06 
42-дневные (150—200 г) 0,42 0,12 
Массой до 300 г 5,2 0,35 

П р и ] 
I М К М 

0,15 мг белка. Содер-
(30 000 имп/мин). 

Т а б л и ц а 4 

Влияние фактора CPW на активность тимидинкиназы 
из зобной железы крысы 

Условия определения 
активности тимидинкиназы 

Удельная активность тими-
динкиназы, имп/мин мг бел-

ка 

Условия определения 
активности тимидинкиназы нормальная 

зобная желе-
за 

зобная желе-
за с частич-
ным жировык» 
перерожде-

нием 

В отсутствие фактора CPW 
В присутствии фактора 

CPW 

528 000 

517 000 

176 000 

645 300 

П р и м с ч а и и е. В пробу вносили 2-14С-тими-
дин (0,025 М, 22 000 имп/мин). 
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Как видно из табл. 4, если фермент выделяется из нормальной ткани 
зобной железы, то фактор CPW никакого влияния на активность тимидин-
киназы не оказывает. В случае, когда выделение фермента осуществляется 
из ткани в стадии инволюции, то происходит увеличение активности ки-
назы, причем после добавления в инкубационную среду фактора CPW актив-
ность тимидинкиназы из инволюционной ткани увеличивается в 3V2 раза 
и становится в 1V2 раза выше, чем в нормальной ткани. 

Таким образом, можно провести некоторую параллель, сопоставив 
результаты по активации латентной тимидинкиназы из печени взрослых 
крыс и тимидинкиназы из зобиой железы крыс в ходе инволюции этого 
органа. По-видимому, в процессе старения и инволюции органа появляется 
латентная тимидинкиназа, которая не способна фосфорилировать тимидин. 
Действие фактора CPW заключается в том, что он активирует эту латент-
ную тимидинкиназу. В связи с этим полученные данные подтверждают пред-
положение о том, что механизм увеличения активности тимидинкиназы 
в пролиферирующих тканях связан с активацией латентных ферментов. 
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EFFECT OF THYMIDINE KINASE FROM RAT STRUMOUS GLAND AND LIVER 
ON THYMIDINE PHOSPHORYLATION IN PRESENCE OF CPW FACTOR FROM 

CLOSTRIDIUM PE R FRINGE NS/WELCH11 

S.N. Siluyanova, V. V. Eremenko 

Chair of Biochemistry, I. M. Sechenov I Medical School, Moscow 

Factor CPW, isolated from CI. perfringens/welchii was shown to activate latent thy-
midine kinase (factor N) from liver tissue of rats beginning from 42 days age. CPW factor 
activated 3.5-fold also thyrnidrnne kinase from rat strumous gland; the enzyme was observed 
during involution of the tissue. The data obtained suggest that increase in thymibine kinase 
activity in proliferating tissues is related to activation of latent enzymes. 

УДК 615.917'558.1 .07:616.831/ .831-008.939.6'915 

H. П. Таранова 

Г Л И К О Л И П И Д Ы ГОЛОВНОГО И СПИННОГО МОЗГА МОРСКИХ 
СВИНОК ПРИ И Н Т О К С И К А Ц И И Т Р И К Р Е З И Л Ф О С Ф А Т О М 

Кафедра биохимии I Ленинградского медицинского института им. акад. И. П. Павлова 

Экспериментальную модель нейропаралитинеской формы интоксикации трикрезил-
фосфатом воспроизводили на морских свинках путем его однократного внутрикооюного вве-
дения. У 66% животных развивались средняя и тяо/селая формы заболевания с глубокими 
парезами и параличами задних конечностей. Содеро/сание специфических для миелина га-
лактолипидов (цереброзидов-]-сульфатидов) в стволе головного мозга и пояснично-крест-
цовом отделе спинного мозга этих оюивотных снио/салось соответственно на 9,0 и 22,9%, 
что подтверо/сдает деструкцию миелина. В пояснично-крестцовом отделе спинного мозга 
обнаружено также снижение содержания ганглиозидов (на 19,1%), локализующихся глав-
ным образом в нейроналышх мембранах, что свидетельствует о дегенеративных изменениях 
не только в миелине, но и в нейрональных структурах. 
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Значительное место в патологии нервной системы занимают демиели-
низирующие заболевания в результате хронической интоксикации фосфор-
органическими соединениями (ФОС), широко применяемыми в промыш-
ленности и сельском хозяйстве. Наиболее выраженным нейротоксическим 
действием, не связанным с их антихолииэстеразными свойствами, обладают 
диизопропилфторфосфат, мипафокс и трикрезилфосфаты, среди которых 
наиболее токсичен триортокрезилфосфат. Они вызывают специфическую 
вторичную демиелинизацию нервной ткани, что приводит к развитию стой-
ких парезов и параличей конечностей [1—3]. 

Поскольку, по современным представлениям об ультраструктуре мие-
лина, отводят главную роль в его молекулярной организации липидным 
ансамблям [4], при исследовании механизма демиелинизирующего дей-
ствия ФОС становится очевидной необходимость выявления нарушений 
в липидном составе миелина. Несмотря на стереотипность клинической 
картины отравлений у людей, экспериментальной модели иейропаралити-
ческой формы интоксикации у млекопитающих долгое время не суще-
ствовало и исследования проводились главным образом на курах [5—9]. 
Разработанная Зильбером 12, 10 J и Дворкиным [11] экспериментальная 
модель демиелипизации, вызванной трикрезилфосфатом у морских свинок, 
дает возможность всестороннего и систематического исследования его 
повреждающего действия на нервную систему млекопитающих. 

Задачей настоящей работы было исследование количественных изме-
нений содержания галактолипидов (цереброзидов + сульфатидов) и ган-
глиозидов в головном и спинном мозге морских свинок при хронической 
и нтокс и к аци и т р и к рез и л фосфатом. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на взрослых морских свинках-самцах, которым однократно 
внутрикожно вводили трикрезилфосфат (промышленная маслоподобная смесь, содержащая 
37% ортоизомера трикрезилфосфата) в дозе 2,0—2,2 мл/кг массы. Степень тяжести заболе-
вания у подопытных животных оценивали по критериям, приведенным в табл. 1. Через 
25—30 дней после введения трикрезилфосфата животных с тяжелой симптоматикой нейро-
паралитического действия забивали и извлекали стволовую часть головного мозга и пояс-
нично-крестцовый отдел спинного мозга для биохимического анализа. 

Т а б л и ц а 1 
Оценка тяжести клинических проявлений нейротоксического действия трикрезилфосфата 

у морских свинок 

Степень 
Форма заболевания тяжести Клинические проявления 

Легкая (восстанавли- + Малоподвижность задних конечностей, атак-
вающаяся) ++ сия 

Выраженная слабость мышц задних конеч-
ностей, затруднение при передвижении, умень-
шение межпальцевого расстояния, увеличение 
длины свободно свисающей лапы, легкие па-
резы задних конечностей, потеря в массе до 
1 2 - 1 5 % 

Средняя (мембраноток- +++ Слабость мышц задних конечностей, меж-
сическая пальцевое расстояние отсутствует, длина сво-

бодно свисающей лапы увеличена максимально 
(до 45—50 мм), передвижение затруднено, вы-
раженные парезы задних конечностей, кахек-
сия, потеря 15—20% веса, резкое ослабление 

Н - + + + 
тонуса межреберных мышц 

Тяжелая (часто легаль- Н - + + + Межпальцевое расстояние отсутствует, паль-
ная) цы сомкнуты и согнуты в кулак, длина свобод-

но свисающей лапы максимальная, глубокие 
парезы и параличи задних конечностей, кахек-
сия, потеря в массе до 20%, тонус межребер-
ных мышц резко ослаблен, дыхание нарушено 
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Липиды экстрагировали из гомогената ткани смесыо хлороформ — метанол (2 : 1' 
и 1 : 2) по методу Фолча в модификации Сузуки [12]. 

Содержание ганглиозидов в верхней водной фазе после ее диализа против дистиллиро-
ванной воды определяли по количеству N-ацетилнейраминовой (N-AHK) кислоты, приме-
няя резорциновый метод Свеинерхольма [13]. Содержание галактолипидов (церебрози-
дов + сульфатитов) в нижней хлороформной фазе определяли колориметрически по коли-
честву галактозы, используя метод Радина [14], но применяя для развития цветной реакции 
вместо аитрона орцииовый реактив (0,1 г орцина в охлажденной смеси 20 мл Ы 2 0 и 50 мл 
концентрированной Н 2 5 0 4 ) . Для каждой пробы ставили дополнительный контроль на мут-
ность из-за присутствия других липидов. Для этого аликвот хлороформной фазы обраба-
тывали так же, как пробу, не добавляя в цветной реактив орцина. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Первой задачей нашей работы было воспроизведение эксперименталь-

ной модели нейропаралитической формы хронической интоксикации три-
крезилфосфатом, в которой путем однократного внутрикожного введения 
его маслоподобного технического препарата создавали «депо» этого веще-
ства. Постепенное длительное всасывание трикрезилфосфата из «депо» 

Т а б л и ц а 2 
Воспроизводимость нейропаралитической формы интоксикации у морских свинок при 

однократном внутрикожном введении трикрезилфосфата (2,0—2,2 мл/кг) 

Летальный исход 
от острой инток-

сикации 

Форма заболевания 
Общее количество жи-

вотных 
Летальный исход 
от острой инток-

сикации легкая ( + и + + ) средней тяжести ( + + + ) тяжелая 
( + Н- + -И 

62 
100% 

10 
16,1 

1 1 
17,7 

19 
30,6 

22 
35,5 

имитировало хроническую интоксикацию. У всех животных в течение 
первых 7—8 дней после введения препарата наблюдали признаки острой 
интоксикации (ухудшение общего состояния, потеря 12—15 % массы, рас-
стройство функций желудочно-кишечного тракта), в результате которой 
часть животных погибла. В течение последующих 2—3 нед общее состоя-
ние животных улучшалось и их масса восстанавливалась. Через 21—-25 дней 
после введения трикрезилфосфата появлялись симптомы его нейропара-
литического действия на фоне вторичного резкого снижения массы тела 
и ухудшения общего состояния. В качестве сравниваемых показателей 
для оценки степени повреждения миелина были взяты клинические тесты, 
обозначаемые как «межпальцевое расстояние» и «длина свободно свисаю-
щей лапы», отражающие состояние функции нервно-мышечного аппарата 
дистальных и проксимальных отделов задних конечностей. Степень тяжести 
демиелинизирующего заболевания у животных оценивали по критериям, 
разработанным Зильбером [2, 10] и Дворкиным [11 I, с учетом невроло-
гических симптомов, принятых для оценки степени повреждения миелина 
при других демиелинизирующих заболеваниях [15]. 

Данные о воспроизводимости экспериментальной демиелииизации, 
вызываемой трикрезилфосфатом, представлены в табл. 2. 

Учитывая, что мы наблюдали симптомы иейротоксического действия 
трикрезилфосфата у 84% животных, причем у 66% среднюю и тяжелую 
формы заболевания, следует признать, что воспроизводимость эксперимен-
тальной модели нейропаралитической формы хронической интоксикации 
трикрезилфосфатом при однократном введении очень велика. Кроме того, 
для биохимических исследований эта модель особенно ценна тем, что дает 
возможность количественной оценки степени тяжести заболевания. 

Для биохимического анализа были выбраны в соответствии с невроло-
гической симптоматикой наиболее повреждаемый пояснично-крестцовый 
отдел спинного мозга, а также стволовая часть головного мозга у живот-
ных со средней и тяжелой формами заболевания. 
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Результаты определения содержания суммарных галактолипидов (це-
реброзидов + сульфатидов), представленные в табл. 3, свидетельствуют 
о том, что хроническая интоксикация приводит к отчетливому снижению 
(на 22,9 %) содержания этих специфических для миелина компонентов в 
спинном мозге. Содержание галактолипидов в стволе головного мозга 
также снижается, но в значительно меньшей степени, чем в спиппом мозге 
(на 9,0%). 

Содержание ганглиозидов, выраженное в микрограммах N-ацетил-
нейраминовой кислоты (N-AHK) на 1 г ткани (табл. 4), также снижается 

Т а б л и ц а 3 

Содержание галактолипидов в головном и спинном мозге морских свинок в норме и при 
хронической интоксикации трикрезилфосфатом (в мкг галактозы на 1 г ткани) 

Головной мозг 
(ствол) 

Спинной мозг (пояснич-
но -крестцовый отдел) 

Контроль (12) 7,8— 0,2 11,8=4=0,5 
Трикрезилфосфат (13) (-|- + и + + + + ) 7,1=1=0,2 9,1=1=0,4 
Снижепие, % 9,0 22,9 

Р <0,02 <0,01 

II р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 4 в скобках дано число животных. 
Т а б л и ц а 4 

Содержание ганглиозидов в головном и спинном мозге морских свинок в норме и при 
хронической интоксикации трикрезилфосфатом (в мкг N-AHK/r ткани) 

Головной мозг (ствол) Спинной мозг (поясиич-
но-крестцоиый отдел) 

Контроль (11) 293=1=14 173=±= 12 
Трикрезилфосфат (13) ( + - | - + и + + + + ) 297=1= 15 140=±=9 
Снижение, % — 19,1 

Р <0,05 

на 19,1 %) в спинном мозге морских свинок со средней и тяжелой формами 
заболевания, но не изменяется в стволе головного мозга. 

Несмотря на то что цереброзиды, по современным представлениям, 
являются специфическими для миелина липидами 1.4], их содержание 
в нервной ткани при демиелинизации, вызываемой ФОС, до сих пор не ис-
следовано. Единственная работа, выполненная на цыплятах [71, показала, 
что трикрезилфосфат вызывает заметное снижение (на 30 %) количества 
цереброзидов в седалищном нерве (в расчете на нерв) и снижение содержа-
ния в них длинноцепочечных жирных КИСЛОТ С 2 2 : 0, С 2 4 : о И С 2 4 : v 

Обнаруженное нами отчетливое снижение содержания галактолипидов 
в спинном и головном мозге морских свинок при интоксикации трикрезил-

фосфатом хорошо коррелирует с результатами морфологических исследо-
ваний, показавших преимущественную локализацию повреждений миелина 
в спинном мозге [2, 16], а также наличие очагов демиелинизации в неко-
торых отделах головного мозга, в частности в продолговатом мозге морских 
свинок [21. 

Результаты исследования позволяют предполагать, что выявляемые 
морфологическим анализом дегенеративные изменения в структуре миелина 
обусловлены нарушением обмена цереброзидов и сульфатидов — необхо-
димых компонентов для формирования и поддержания структуры миели-
повых мембран. Снижение содержания цереброзидов наряду с накоплением 
эфиров холестерина характерно для демиелинизирующих заболеваний ауто-
иммунной природы: рассеянного склероза [17, 181, экспериментального 
аллергического энцефаломиелита [19] и др. Имеются основания полагать, 
•что потеря цереброзидов характерна также для демиелинизации, вызы-
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ваемой другими причинами, в частности отравлением ФОС, а возможно, 
и другими веществами. 

Мы исследовали и содержание ганглиозидов, которые локализуются 
почти исключительно в сером веществе, преимущественно в нейронах, 
аксонах и синапсах. Ганглиозиды тесно связаны с функциональной дея-
тельностью центральной нервной системы [20 I, однако они оказались вне 
поля зрения исследователей, изучающих нейротоксическое действие три-
крезилфосфата и других ФОС. Нами обнаружено достоверное снижение со-
держания ганглиозидов в спинном мозге при интоксикации трикрезилфос-
фатом, хотя при аллергической демиелинизации подобных изменений мы 
не нашли [19]. 

По-видимому, частичную потерю ганглиозидов в спинном мозге можно 
рассматривать не только как биохимическое доказательство наличия де-
структивных изменений в нейрональных структурах, вызываемых три-
крезилфосфатом, но и как одну из возможных причин морфологических 
изменений синаптических и аксональных мембран, описанных у цыплят 
[21—23], бабуинов [24] и приматов [25]. 

Принимая во внимание установленный нами ранее факт снижения 
содержания ганглиозидов в головном мозге кроликов при острой интокси-
кации ФОС [261, можно сделать вывод о том, что нарушения в обмене ган-
глиозидов являются важным звеном в патогенезе как острых, так и хрони-
ческих отравлений различными ФОС. 
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BRAIN AND SPINAL CORD GLYCOLIPIDS OF GUINEA PIGS AFTER INTOXICATION 
WITH TRICRESYLPHOSPHATE 

N. P. Taranova 

Chair of Biochemistry, I. P. Pavlov I Medical School, Leningrad 
Experimental neuroparalytic form of chronic intoxication with tricresylphosphate (TCP 

was induced in adult guinea pigs by means of single intracutaneous administration of TCP 
(industrial mixture containing 37% of ortho-isomer) at a dose of 2.0-2.2 ml/kg of body weight.. 
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Moderate and severe forms of the impairment, accompanied by paresis and paralysis of hind 
extremities was developed in 66.1% of the treated animals. Content of galactolipids (cerebro-
sides + sulphatides) and gangliosides was determined in brain stem, lumbar and sacral parts 
of spinal cord of intact and impaired animals. Content of galactolipids was distinctly decreased 
in spinal cord (by 22.9%) and in brain stem (by 9.0%). Total gangliosides were decreased by 
19.1% in spinal cord, but its content was altered in brain stem. These alterations appear to 
reflect destructive processes not only in myelin membranes but also in structures of neurones. 

УДК 616.633.233422. f t 

Г. В. Воскобойников, К. П. Хансон 

С О Д Е Р Ж А Н И Е Т И О А М И Н О С О Е Д И Н Е Н И Й В М О Ч Е Б О Л Ь Н Ы Х 
ПРИ О П Р Е Д Е Л Е Н И И С ПОМОЩЬЮ ЙОД-АЗИДНОГО Р Е А Г Е Н Т А 

И ПО Р Е А К Ц И И С СЕЛЕНИСТОЙ КИСЛОТОЙ 

Центральный научно-исследовательский рентгенорадиологический институт Министерства! 
здравоохранения СССР, Ленинград 

Показано, что использование йод-азидной реакции позволяет количественно оценить 
концентрацию и величину выведенных тиоаминосоединений с суточной порцией мочи. Най-
дено, что концентрация тиокетонов в моче онкологических больных составляет 11—15 мкг-
же тиомочевины на 1 мл, что на порядок нио/се предела чувствительности реакции с селе-
нистой кислотой. При всех исследованных нами локализациях опухоли ни концентрация 
тиокетонов в моче, ни величина выведения их за сутки статистически не отличается от 
соответствующих величин, полученных у больных с неонкологическими заболеваниями. По-
явление и интенсивность окраски, наблюдающейся в ряде случаев при добавлении к моче 
селенистой кислоты, по-видимому, определяется не концентрацией в ней тиоаминосоеди-
нений,, а какими-то иными факторами. 

В 1965 г. Коконов предложил новый метод диагностики рака желудка 
[1 ]. Сущность его заключается в том, что при добавлении к моче больных 
раком нескольких капель селенистой кислоты появляется кирпично-крас-
ная окраска. В моче здоровых людей либо лиц, страдавших неопухолевыми 
заболеваниями, это не наблюдается. Появление окраски в моче больных, 
раком желудка обусловлено, по мнению Коконова, повышенным содержа-
нием в ней соединений типа тиомочевины, тиоэтаноламина либо их производ-
ных. Эти наблюдения были подтверждены в последующем рядом исследова-
телей [2—61. По наблюдению Лорман, положительная реакция мочи с 
селенистой кислотой при опухолях желудочно-кишечного тракта обнару-
живается в 98% случаев [4]. Более того, появление положительной реак-
ции на тиоаминосоединеиия в ряде случаев предшествует клиническим и 
рентгенологическим проявлениям заболевания. При других локализациях 
опухоли автор наблюдала положительную реакцию на тиоаминосоединеиия 
в 67,7 % случаев. Однако Косяков обнаружил, что статистически значимое 
повышение частоты появления положительной реакции мочи на тиоамино-
соединеиия наблюдается только при раке желудка, причем и при этой ло-
кализации опухоли в ряде случаев концентрация тиоаминосоединений 
в моче не отличалась от нормы [2]. Кроме того, по его мнению, цветная 
реакция мочи с селенистой кислотой обусловлена, очевидно, не только 
тиоаминосоединениями. 

В связи с изложенным представляется, безусловно, важным попытать-
ся количественно оценить содержание тиоаминосоединений в моче онколо-
гических больных и сопоставить эти данные с результатами Коконова, 
что и явилось задачей данного исследования. 

М е т о д и к а 

Цветную реакцию мочи с селенистой кислотой на тиоаминосоедииения по Коконову 
проводили, как описано автором [1 ]. Определение тиоаминосоединений в моче посредством 
йод-азидного реагента выполняли следующим образом. По 8—10 мл суточной порции мочи 
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центрифугировали для осаждения взвесей в течение 20 мин при 12 000—15 ООО об/мин и в 
случае необходимости фильтровали через милллипоровый фильтр с величиной пор 0/22 мк 
для удаления микробных загрязнений. Д л я анализа отбирали по I мл прозрачной мочи, к 
которой затем добавляли равный объем 11% раствора однозамещениого фосфорнокислого 
натрия. К полученному раствору приливали последовательно по 1 мл раствора азида нат-
рия, содержащего 160 мг NaN ; l в 1 мл, и по 1 мл раствора йода, содержащего 16,2 мг йода 
в 1 мл раствора йодистого калия (35 мг KI в 1 мл). Реакцию проводили в течение 12 мин 
при комнатной температуре и периодическом встряхивании. Избыток йода оттитровывали 
затем 0,001 и. гипосульфита натрия, добавляя в среду несколько капель 0,5% раствора 
крахмала в качестве индикатора. В контрольных опытах вместо мочи использовали 1 мл 
дистиллированной воды. 

Д л я построения градуировочной кривой использовали растворы тиомочевипы в кон-
центрации 10—40 мкг мл. Расчет содержания тиоаминосоединений в моче производили в 
микрограмм (миллиграмм) эквивалентах тиомочевипы по величине прореагировавшего йода. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Определение тиоаминосоединений по методу Коконова осуществляется 
путем визуального сопоставления интенсивности развившейся окраски с 
таковой в стандартных растворах тиомочевипы и оценивается в баллах. 

Этот метод является по существу ка-
чественным и не позволяет оценить 
концентрации указанных соединений 
в весовых либо молярных единицах 
и рассчитать величину их экскреции с 
суточной порцией мочи. Для преодо-
ления вышеизложенных затруднений 
нами предпринята попытка отработать 
методику количественного определе-
ния тиоаминосоединенийв моче, осно-
ванную иа йод-азидиой реакции. 

Известно, что йод-азидная реак-
ция обладает строгой специфичностью 
к соединениям серы в форме тиокето-
нов и меркаптанов. Реакция высоко-
чувствительна и позволяет при не-
обходимости произвести раздельное 
определение тиокетонов и меркаптанов 
[7]. Нижний предел чувствитель-

ности йод-азидной реакции к тиомочевине оценивается величиной 
0,005 мкг [7]. 

При наличии в реакционной среде соединений со связью ^ C = S либо 

^ С — S H реакция азида натрия с йодом протекает по следующему сум-

марному уравнению: 
2NaN 3 + I2->- 2NaI + 3 N 2 [7] 

Эта реакция ранее была использована для определения содержания 
в крови цистеииа, глютатиона и эрготионеина [8 .1, а также в качестве теста 
на отравление сероуглеродом [9, 10]. 

Предварительные опыты показали, что йод-азидная реакция чувстви-
тельна к рН среды, однако при стандартной концентрации водородных 
ионов, обеспечиваемой раствором добавленного фосфорнокислого натрия, 
наблюдается четкая корреляция между количеством добавленной тиомоче-
випы и величиной прореагировавшего йода (см. рисунок). Эта закономер-
ность сохраняется также и при увеличении концентрации тиомочевипы 
в 2 раза и более (40—80 мкг/мл и более) при соответствующем увеличении 
количества йод-азидного реагента. Практически представляется рациоиаль-

ю 20 30 
Добавлено мочевины, миг 

Градуировочная кривая зависимости ко-
личества прореагировавшего йода от ко-

личества добавленной тиомочевипы. 
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Т а б л и ц а 1 
Величина ошибки при повторных определениях 

тиомочевипы йод-азидным методом 

Тиомочевина, мкг 

Внесено 10 15 20 

10,87 15,97 21,47 
Найдено 10,20 14,97 19,85 

9,32 14,57 19,85 
Среднее 10,13 14,83 20,39 
% 101,3 98,9 102 

Т а б л и ц а 
Влияние NaCl на йод-азидную реакию 

Внесено тио-
мочевипы, мкг 

Концентрация NaCl 
в среде, % 

^Определено тиомоче-
випы, % от добав-

ленной 

15 0 100,0 
15 0,5 101,2 
15 1,0 102,0 
15 2,0 100,8 
15 3,0 103,0 

ным в случаях с высоким содержанием в пробе тиоаминосоединений раз-
водить мочу водой соответ-
ственно в 2—4 раза и бо-
лее, с тем чтобы на тит-
рование опытной пробы 
использовалось не менее 
25—30 % объема гипосуль-
фита натрия, расходуемого 
на титрование контрольной 
пробы. 

В результате повтор-
пых анализов йод-азидным 
методом растворов, содер-
жащих известные количе-
ства тиомочевипы, было 
обнаружено, что в исполь-
зуемом диапазоне концент-
рации (10 — 40 мкг/мл) 
средняя ошибка из 3—5 
определений не превышает 
1—2%, хотя ошибка от-
дел ы I о го on р еде л е и и я 
иногда достигает 6 — 
8% (табл. 1). 

В опытах Косякова было показано, что появление окраски в моче 
при добавлении к ней селенистой кислоты отчетливо зависит от концентра-
ции солей 12]. В связи с этим нами было проведено определение влияния 
различных концентраций NaCl на йод-азидную реакцию (табл. 2). 

Оказалось, что присутствие в среде NaCl в пределах концентраций, 
встречающихся в моче людей, не влияет на определение тиоаминосоеди-
нений посредством йод-азидной реакции. Таким образом, результаты ме-
тодических опытов подтвердили пригодность йод-азидной реакции для ко-
личественного определения содержания тиоаминосоединений в моче людей. 

В последующих опытах было обследовано 84 человека: 30 человек с не-
опухолевыми заболеваниями и 54 человека с опухолями различной лока-
лизации. Для обследования отбирали больных, не подвергавшихся ранее 
лечению. 

Обследованные больные с неопухолевыми заболеваниями (ишемиче-
ская болезнь сердца) были сгруппированы по полу и разделены на две воз-
растные группы (до 50 и старше 50 лет). 

Было найдено, что концентрация тиокетонов в моче неонкологических 
больных составляет в среднем 11—15 мкг-экв тиомочевипы иа 1 мл. При 
этом оказалось, что концентрация тиокетонов в моче мужчин достоверно 
выше, чем в моче женщин соответствующей возрастной группы (табл. 3). 

Выведение тиокетонов с суточной порцией мочи составляло у мужчин 
в среднем из 15 определений 22,1 + 1,1 мг-экв тиомочевипы и оказалось 
в 2 раза выше, чем у женщин, у которых выведение тиокетонов с мочой 
за сутки составляло в среднем из 15 определений лишь 13,06zh0,56 мг-экв 
тиомочевипы. Однако при этом не было обнаружено существенных разли-
чий между двумя возрастными группами одного пола ни по концентра-
ции тиокетонов, ни по выведению их с суточной порцией мочи. Эти на-
блюдения позволили нам в последующем группировать результаты лишь 
по полу больных и по локализации опухоли. 

При определении содержания тиоаминосоединений йод-азидным мето-
дом в моче больных с различной локализацией опухоли было обнаружено, 
что концентрация тиокетонов составляет в среднем 11 —18 мкг-экв тио-
мочевипы на 1 мл и не отличается существенно от таковой в моче больных 
с неонкологическими заболеваниями (табл. |4). 1 
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Тем не менее при некоторых локализациях опухоли в моче больных 
отмечалась положительная реакция с селенистой кислотой по Коконову 

Т а б л и ц а 3 
Содержание тиоаминосоединений в моче больных ишемической болезнью сердца ( М — т ) 

Пол Возраст, годы Число обследопамиых 
Содержание тиокетонов, 

вины 

на 1 мл 

мкг-экв тиомоче-

на диурез 

М. До 50 8 15,15+1,15 20,08+0,69 
ж . 10 11,00+0,80 13,09+0,69 

2,96 8,02 
м. Старше 50 7 15,21+1,00 24,44+1,56 
ж . 

Старше 50 
5 11,30+0,81 12,99=!= 0,93 

3,05 6,58 

Т а б л и ц а 4 
Содержание тиоаминосоединений в моче больных с онкологическими и неонкологическими 
заболевай и SIM и при определении с помощью йод-азидной реакции и по методу Коконова 

(М±т) 

Диагноз Пол 

Ч
ис

ло
 

об
сл

е-
до

ва
нн

ы
х Концентрации 

тиокетонов, 
мкг/экв тиомоче-

випы на 1 мл 
мочи 

Число больных с 
положительной 

реакцией по 
Коконову 

Выведение тиоке-
тонов за сутки, 
мг-экв тиомоче-

випы 

Ишемическая болезнь М. 15 15,2+0,74 2 22,11+1,1 
сердца ж . 15 11,1 + 0,91 1 13,06=5=0,56 

Рак желудка М. 8 16,7+2,26 5 14,67=!= 1,54 
ж . 4 11,58+1,85 3 9,31+0,51 

Рак прямой кишки м. 12 13,64+1,67 3 13,15=!= 1,16 Рак прямой кишки 
ж . 3 18,93=^9,39 1 12,88+5,09 

Рак толстой кишки м. 4 17,22+3,31 2 16,54+2,80 
ж . 4 8,92+2,30 0 10,19+1,91 

Рак пищевода м. 4 11,05+0,70 1 14,92+2,53 
ж . 1 — 0 — 

Рак легких м. 6 13,06+3,40 1 18,85=!=2,46 
ж . 2 — 0 — 

J1 имфо г р а н ул ем ато з м. 5 15,14+2,03 1 15,13+0,78 
ж . 1 — 0 — 

значительно в большем проценте случаев, чем в моче неонкологических 
больных. В частности, при раке желудка положительная реакция по Ко-
конову обнаружена у 8 из 12 обследованных больных, т . е. в 67 % случаев. 
В то же время при других локализациях рака желудочно-кишечного тракта 
частота появления окраски при добавлении к моче селенистой кислоты ока-
залась значительно ниже и не превышала 20—25%. Так, при раке прямой 
кишки реакция оказалась положительной в 4 из 15 случаев, при раке тол-
стой кишки — в 2 из 8, при раке пищевода — в 1 из 5. 

Достаточно очевидно, что при оценке содержания тиоаминосоединений 
в моче посредством интенсивности развивающейся окраски по Коконову 
было невозможно учесть величину экскреции этих соединений за сутки. 
Использование для этих же целей йод-азидного реагента позволило показать, 
что экскреция тиокетонов с суточной порцией мочи при ряде локализаций 
опухоли оказалась даже ниже, чем в контрольной группе больных, и только 
при раке легких и толстой кишки достигала такого же уровня, как и при 
ишемической болезни сердца. 

Таким образом, полученные в наших опытах данные не дают основа-
ния думать ни о повышении концентрации тиоаминосоединений в моче онко-
логических больных, ни об увеличении экскреции этих соединений. В то ж е 
время мы также наблюдали более высокую частоту положительной реакции 
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мочи с селенистой кислотой по Коконову при опухолях желудка по срав-
нению с мочой больных с неонкологическими заболеваниями, что согла-
суется с наблюдениями других авторов [1—6]. 

Сопоставление результатов двух методов исследования (табл. 5) дает 
основание считать, что появление и интенсивность окраски при добавлении 
к моче селенистой кислоты определяются, по-видимому, какими-то иными 
факторами, а не концентрацией в ней тиоаминосоединений. Аналогичное 
сомнение ранее было высказано также Косяковым [21. В самом деле, 
данные табл. 5 показы-
вают, что при всех ис-
следованных локализациях 
опухоли наблюдаются слу-
чаи положительной реак-
ции мочи с селенистой кис-
лотой при сравнительно 
невысокой концентрации 
в ней тиокетонов, опреде-
ляемых по йод-азидному 
методу, и, напротив,— 
отрицательная реакция 
при более высокой кон-
центрации тиокетонов в 
моче. 

Таким образом, прове-
денные опыты показали 
п р и годи ость й од- азид и о й 
реакции для количествен-
ного определения содер-
жания тиоаминосоедине-
ний в моче. Метод опре-
деления тиокетонов и мер-
каптанов в моче посред-
ством йод-азидной реакции является высокочувствительным и специфич-
ным для указанных соединений. Более того, при необходимости возможно 
раздельное определение тиокетонов и меркаптанов, основанное на том, 
что предварительное внесение в пробы раствора йода вызывает превраще-
ние сульфгидрильиых групп в дисульфиды, которые не инициируют йод-
азидную реакцию [71. 
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USE OF IODINE-AZIDE AND SELENOUS ACID REAGENTS FOR ESTIMATION 
OF ТНЮAMINES CONTENT IN URINE OF PATIENTS 

G. V. Voskoboytiikov, K. P. Hanson 
Laboratory of Biochemistry, Central Research Institute of Radiology, Ministry of Public 

Health of the USSR, Leningrad 
Iodine-azide reagent enabled to evaluate quantitatively content of thioamines excreted 

within a day. Concentration of thioketones in urine of patients was 11-15 fxg/eqv of thiourea 

Т а б л и ц а 5 
Сопоставление содержания тиокетонов в моче 

онкологических больных при определении с помощью 
йод-азидной реакции и по методу Коконова 

Диагноз 
Концентрация тиокето-

нов, мкг-экв тиомочеви-
пы на 1 мл мочи 

Реакция по 
Коконову 

20,3 ++ 
Рак желудка 15,3 +++ Рак желудка 

16,6 — 

Рак прямой 9,8 ++ 
кишки 11,7 ++ 

23,5 — 

20,6 — 

Рак пищевода 10,9 ++ 
12,4 — 

Рак толстой 12,7 +++ 
кишки 18,8 — 

Рак легкого 17,5 ++ 
18,3 — 

1 Гк 



per 1 ml, at the same time their excretion within a day accounted for 13.06±0.56 mg/eqv 
in women and 22.11±1 Л mg/eqv in men. Neither concentration of thioketones in urine nor 
their excretion in patients with various tumors studied were distinct from these patterns in 
urine of non-oncologic patients. Comparison of these two methods suggests that development 
of color on addition of selenous acid to urine is not due to reaction with thioamines present 
but to interaction with other unknown substances. 

УДК 612.627-06:612.621.31 

H. Д. Фанченко, JI. С. Минина, Р. Н. Щедрина 

ОСОБЕННОСТИ ЭСТРАД И О JI - Р Е Ц Е П ТО Р Н О ГО ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 
В Ц И Т О З О Л Е Ф А Л Л О П И Е В Ы Х Т Р У Б Ч Е Л О В Е К А 

Всесоюзный научно-исследовательский институт акушерства и гинекологии, Москва 

Изучены физико-химические параметры эстрадиол-рецепторного взаимодействия в 
цитозоле фаллопиевых труб человека (константы скорости ассоциации и диссоциации, по-
лупериод жизни эстрадно л-рецепторного комплекса, константа равновесия, величина из-
менения свободной энергии связи), а также рассчитано количество цитоплазматических 
связывающих мест на клетку. 

Охарактеризована специфичность взаимодействия рецептор ной системы цитозоля 
маточных труб с 13 соединениями. Показано, что стероид-рецепторное взаимодействие 
определяется в основном наличием гидроксилов в 3-м фенольном и 17$-положениях. Ближай-
шее окружение этих гидроксилов также играет существенную роль в степени проявления 
сродства стероидов к исследуемой системе. 

Для ряда оргаиов-мишеней человека, таких, как матка и молочные 
железы, в литературе имеется фактический материал по характеристике 
эстрадиол-рецепториой системы 11—6]. В то же время сведения об эстра-
диол-рецепторной системе маточных труб человека ограничены данными 
о суммарном количестве рецептирующих мест и кинетических параметрах 
процесса диссоциации стероид-рецепторного комплекса [7—91. Четкое 
представление о свойствах эстрадиол-рецепторного взаимодействия в фал-
лопиевых трубах как одного из звеньев репродуктивной системы необ-
ходимо для понимания закономерностей функционирования этой системы 
и подходов к путям ее коррекции в патологических случаях. 

Настоящая работа посвящена изучению кинетических, термодинамиче-
ских параметров и специфичности эстрадиол-рецепторного взаимодействия 
цитозоля фаллопиевых труб человека. 

М е т о д и к а 

Различные сегменты маточных труб, полученные при гистерэктомии по поводу миомы 
матки от 24 женщин (в возрасте 37—59 лет), не содержали выявляемых макроскопически 
патологически измененных участков. Ткань после иссечения немедленно помещали иа лед, 
снимали серозную оболочку и подвергали мягкому гомогенизированию в стеклянном гомоге-
низаторе с 4-кратным объемом холодного буфера. Гомогенат фильтровали через капроновый 
фильтр и центрифугировали при 105 ООО # в течение 1 ч. Цитозоль хранили в присутствии 
2 мМ меркаптоэтанола при —30°С. Осадок использовали для определения Д Н К [10]. 

В опытах использовали следующие реактивы: 2,4,6,7-3Н-эстрадиол-17|3 с удельной 
активностью 100 Ки/ммоль, фирма «Amersham»; эстрадиол-17р, диэтилстильбэстрол, си-
нэстрол, эстрои, эстриол, 17а-этиннлэстрадиол фирма «Calbiochem»; 3-бензоат эстрадиола, 
17|3-валерианат эстрадиола, 2Вг- и 4Вг-эстрадиолы, 17- и 3-дезоксиэстрадиолы, 3-дезокси-
эстрадиол были любезно предоставлены канд. хим. наук Г. С. Грииенко и канд. хим. наук 
К- К. Пивиицким. Буфер трис-HCl, рН 7,4, содержащий 1 мМ ЭДТА и 0,25 сахарозу. 
Уголь активированный Norit А, многократно промытый водой, высушенный 24 ч при 
100°С; использовали 0,25% суспензию в буфере, содержащем 0,1 % желатина. Сциитилля-
тор: 5 г ППО, 0,5 г ПОПОП в 1 л толуола. Количество радиоактивности в пробах (в имп/ 
мин) просчитывали на жидкостном сцинтилляционном счетчике Tricarb с эффективностью 
счета 54%. 

Определение констант скорости диссоциации (/е_ ,) проводили по методу [11 ] с исполь-
зованием избытка немеченого гормона (см. рисунок). Полупериод жизни комплекса опре-
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деляли по формуле Г»/, = - g для реакций первого порядка [12]. Для опреде-
ления равновесной константы ассоциации (Д'асс) эстрадиола с выделенной рецептор ной 
системой использовали принцип насыщающего анализа. Расчет /Сасс и концентрации свя-
зывающих мест производили по методу Скэт-
чарда [13]. Диапазон концентраций меченого 
эстрадиола—0,05—0,75 пМ. Разделение сво-
бодной и связанной фракций стероидов осу-
ществляли адсорбцией на суспензии угля. 
Для учета неспецифического связывания па-
раллельно с уН-эстрадиолом использовали 
100-кратный избыток немеченого эстрадиола 
[14]. Для расчета констант скорости ассоциа-
ции (k + 1) использовали общепринятую фор-

/е+1 мулу для обратимых реакций /<аСс = ~ь—~~• 11
 -1 

Изменение свободной энергии связи эстра-
диола с рецептором (AG) рассчитывали, ис-
ходя из второго закона термодинамики 
AG=AH—TAS и следствия из него A G = — R T 
In Л г

а с с . Определение относительного сродст-
ва анализируемых стероидов проводили по 
описанному методу [15] с использованием 
кривых вытеснения эстрадиола и двух кон-
центраций исследуемого препарата. Для вы-
числения молярных процентов сродства по 
отношению к эстрадиолу ответ на внесенную дозу исследуемого соединения находили по 
спрямленной стандартной кривой, построенной в логарифмических координатах [16]. 

Статистическую обработку результатов и расчеты физико-химических параметров про-
водили на программируемом калькуляторе Wang 720С. Нами была разработана специаль-
ная программа для определения параметров графика Скэтчарда и клеточного содержания 
рецепторов с одновременной статистической обработкой на основе регрессионного анализа. 
Эта программа не требует никакой предварительной обработки результатов, в качестве ис-
ходных данных в ней использованы сцинтилляционный счет, удельная активность меченого 
компонента, эффективность счета, объем реакционной смеси и концентрация ДНК. 

Равновесные К а Сс процесса связывания анализируемых препаратов с эстрадиол-ре-
цепторной системой вычисляли по методу [17] с применением программы, разработанной 
в нашей лаборатории, используя в качестве исходных данных К а с с эстрадиола, внесенную 
дозу меченого эстрадиола, количество связанного 3Н-эстрадиола, оставшегося после вытес-
нения исследуемым соединением и молярный процент сродства анализируемого препарата. 

Для вычисления с помощью регрессионного анализа и обычной статистической 
обработки использовали модификации соответствующих стандартных программ для Wang 
720С. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

1. Физико-химические характеристики эстрадиол-рецепторного цито-
золя труб человека. 

Анализ процесса диссоциации эстрадиол-рецепторного комплекса цито-
золя маточных труб был проведен при инкубации 3Н-эстрадиол-рецептор-
ного комплекса с избытком немеченого эстрадиола при 30°С и 0°С в течение 
2 ч. Комплекс был стабилен в равновесных условиях в течение инкубации. 
Полученные в данном исследовании величины К"1 и Туг ([0,123=1=0,014 I X 
X 10""3 С " 1 и 97 мин соответственно) эстрадиол-рецепторного комплекса 
маточных труб человека существенно отличаются от величин, представ-
ленных в единственной посвященной этому вопросу публикации [81. Пара-
метры, полученные нами, свидетельствуют о большей прочности эстрадиол-
рецепторного комплекса цитозоля труб, выделенного из использованных 
нами тканей. Представляется, что разница литературных и полученных нами 
данных связана с особенностями использованной ткани (степень пораже-
ния труб при данном виде патологии). При 0°С диссоциация эстрадиол-
рецепторного комплекса не обнаружена. 

Значения /Сасс, k~{, AG, Q, полученные в опыте с инкубацией при 30°С 
в течение 7 ч, составляли соответственно [0,563=1=0,1271-10° Mr 1 ; 0,692- 10б 

q-щ-!. 51 кдж/моль; 2900 связывающих мест на клетку. 

*Ю2 имп/мин 

5 -

4 1 м I I I I I I I I I 1 I II 1 I I 1 I I I I I 
20 40 60 80 100 

Типичная кривая диссоциации 3Н-эстра-
диол-рецепторпого комплекса цитозоля 

фаллопиевых труб человека. 
По оси абсцисс — время Г(п мии); по оси ор-
динат— количество а Н - э с т р а д н о е а (и И М П / М И Н ) . 
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Показано [8], что установление равновесия в системе эстрадиол — ре-
цептор цитозоля маточных труб человека происходит через 4 ч. Д л я ис-
следования систем, содержащих, кроме эстрадиола, соединения с неизве-
стной скоростью взаимодействия с рецепторами, требуется заведомо боль-
шее время. Однако после 8 ч инкубации отмечается заметная деградация 
комплекса, в связи с чем была выбрана 7-часовая инкубация для изучения 
систем в состоянии равновесия. 

В литературе отсутствуют термодинамические параметры эстрадиол-
рецепторного взаимодействия фаллопиевых труб человека. Величина /<асс 
аналогичного комплекса матки человека [18, 191 на порядок выше анало-
гичных величин, полученных нами для труб. 

Характеристика сродства ряда стероидов к эстрадиол-рецепгорной системе цитозоля 
фаллопиевых труб человека 

Соединение Касс M _ 1 Сродство, мол % 

Этинил-эстрадиол (0,929=t= 0,093) X 10° 160,0=2= 15,2 
Эстрадиол (0,563=1=0,127) X 10° 100 
Диэти лети л ьбэстрол (0,266—0,026) X 10° 49,0=1=4,0 
Синэстрол (0,136—0,026)Х 10° 25,4=1=4,9 
Бензоат эстрадиола (0,526—0,154) X 108 9,73—2,84 
Эстриол (0,468=1=0,032) X I О8 8,61=1=0,57 
Валерианаг эстрадиола (0,104=1=0,005) X I О8 1,96—0,07 
Эстрон (0,929=^0,070) X I О7 1,74=1=0,12 
2Вг-эстрадиол (0,345—0,043) X 107 0,65=1=0,08 
4Вг-эстрадиол (0,28l=t 0,082) X К)7 0,536=1=0,156 
17-дезоксиэстрадиол (0,228=1= 0,043) X I О7 0,430=1=0,082 
3-дезоксиэстрадиол (0,189± 0,053) X 107 0,370=1=0,096 
3-дезоксиэстрон (0,14+0,01)Х 10° 0,028=1=0,002 

Величина AG взаимодействия эстрадиола с рецепторной системой труб 
свидетельствует, что определяющими в образовании комплекса являются 
водородные связи. Это согласуется с литературными данными об опреде-
ляющих связях стероид-рецепторного взаимодействия [21 ]. 

При определении содержания рецепторов в клетке были получены 
данные (см. табл. 1), соответствующие литературным [7—9]. 

2. Специфичность эстроген-чувствительной системы цитозоля маточ-
ных труб человека. 

При исследовании сродства широкого ряда препаратов к рецепторной 
системе матки человека [20] были отобраны 13 наиболее активных соеди-
нений и проанализировано их сродство к рецепторной системе фаллопие-
вых труб. Результаты, выраженные в виде молярных процентов сродства 
по отношению к сродству эстрадиола и в величинах 7(аСС анализируемых 
соединений с исследуемой системой представлены в таблице. 

Полученные данные позволяют высказать определенные соображения 
о закономерностях взаимодействия эстрогенов с эстроген-рецепториой си-
стемой фаллопиевых труб человека. Стероид-рецепторное взаимодействие 
определяется в основном наличием гидроксилов в 3-м фенольном и 17|J-
положеииях. Модификация стероидов по этим положениям меняет стероид-
рецепторное взаимодействие, причем степень изменения диктуется характе-
ром модификации. Так, окисление 17fi-OH группы или ее этерификация 
валериановой кислотой резко понижает сродство стероида к рецепторной 
системе (соединения 7,8; см. табл. 2), однако это снижение значительно 
меньше, чем при удалении гидроксила из положения 17 (соединение И). 
Удаление гидроксила из 3-его фенольного положения приводит к значи-
тельно большему подавлению сродства стероидного препарата к исследуе-
мой системе, чем этерификация бензойной кислотой (соединения 12, 5). 
О значимости обоих гидроксилов для стероид-рецепторного взаимодей-
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ствия убедительно свидетельствует минимальное сродство к рецепторной 
системе маточных труб человека 3-дезоксиэстрона (соединение 13). 

Следует обратить внимание на то, что ближайшее окружение гидрокси-
лов в положениях 17 и 3 играет существенную роль в степени проявления 
сродства стероидов к исследуемой системе. Так, гидроксилирование 16а-по-
ложеиия, бромирование положений 2 и 4 снижает стероид-рецепторное 
взаимодействие,, в то время как введение этинильной группы в 17а-положе-
ние приводит к резкому увеличению сродства стероида к исследуемой си-
стеме (соединения 6, 9, 10, 1). По всей видимости, значимость изменения 
ближайшего окружения 3-го фенольного и 17р-гидроксилов неравнознач-
ны, в то время как места мета-бромирования кольца А для стероид-рецеп-
торного взаимодействия, вероятно, равноценны. 

Исследованные нестероидные соединения [3, 4 J обладают относительно 
высоким сродством к рецепторной системе фаллопиевых труб, более вы-
раженным при применении диэтилстильбэстрола. 

Сравнить полученные нами данные с опубликованными другими авто-
рами не представляется возможным, поскольку в доступной нам литературе 
отсутствуют характеристики сродства эстроген-чувствительной системы 
цитозоля маточных труб человека. 
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CHARACTERISTICS OF ESTRADIOL-RECEPTOR INTERACTION IN CYTOSOLE 
OF HUMAN FALLOPIAN TUBES 

N. D. Fanchenko, L. S. Minina, R. N. Schedrina 

Institute of Obstetrics and Gynaecology, Moscow 

Physico-chemical parameters (the rate constants of association and dissociation, half 
life of the estradiol-receptor complex, equilibrium constant, alteration of free energy of the 
bond) of estradiol-receptor interaction were studied in cytosole of human Fallopian tubes. 
Amounts of the cytoplasmic binding sites per cell were estimated. Specific interaction of the 
tube cytosole receptor system with 13 substances was examined. Steroid-receptor reaction 
has mainly been determined by presence of hydroxyl groups in the 3-d phenol and 17P-positions. 
Nearest surroundings at the hydroxyls was also important for manifestation of the affinity of 
the steroids to the system studied. 
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УДК 612.648'74.015.1 

Я . П. Ларионов, Н. /И. Кротенко 

С Р А В Н И Т Е Л Ь Н О Е И С С Л Е Д О В А Н И Е И З М Е Н Е Н И Й А Т Ф - А З Н О Й 
АКТИВНОСТИ А К Т О М И О З И Н А И АКТИВНОСТИ Г Л И К О Л И Т И Ч Е С К И Х 

ФЕРМЕНТОВ С К Е Л Е Т Н Ы Х М Ы Ш Ц 
В Р А Н Н Е М ГЮСТНАТАЛЬНОМ П Е Р И О Д Е Р А З В И Т И Я 

Красноярский медицинский институт 

В постнатальном периоде резко увеличивается АТФ-азная активность актомио* 
зина и активность ферментов гликогенолиза. Выявлена высокая степень корреляции меж-
ду АТФ-азной активностью актомиозина, фосфофруктокиназой, фосфогексоизомеразой, 
енолазой, пируваткиназой, лактатдегидрогеназой и «связанной» фракцией альдолазы. При 
изучении кинетических характеристик фосфофруктокиназы (Кш и коэффициент Хилла) 
не обнаружено их изменений в постнатальном периоде. /7редполагается, что в процессе 
становления сократительной функции важная роль принадлео/сит возникновению струк-
турных комплексов между сократительными белками и гликолитическими ферментами. 

В предыдущей работе 1.11 было показано, что в период становления со-
кратительной функции скелетных мышц, который у крыс приходится на 
2-ю декаду постиаталы-юго периода, резко увеличивается активность фер-
ментов гликогенолиза. Это соответствует представлению, что гликолитиче-
ский механизм выполняет специальную роль в энергетическом обеспечении 
сократительной функции 12, 3] . В настоящее время имеются убедительные 
доказательства существования в клетке адсорбционных комплексов между 
сократительными белками и ферментами гликолиза, а также их важной 
роли в процессе сокращения 14, 51. Показано также наличие высокой сте-
пени корреляции между М£2+-АТФ-азной активностью актомиозина и 
активностью фосфофруктокиназы в сердечной и скелетной мышцах, причем 
эта корреляция не нарушалась при длительной тренировке, несмотря на 
противоположные изменения АТФ-азной активности актомиозина в раз-
личных типах мышц [6]. В связи с этим представлялось важным сопоста-
вить активность гликолитических ферментов с А^2 +-АТФ-азиой актив-
ностью актомиозина в постнатальном периоде развития, поскольку вы-
явление высокой степени корреляции в момент становления сократитель-
ной функции подтвердило бы наличие структурной взаимосвязи сократи-
тельного и гликолитического комплексов. 

М е т о д и к а 

В работе использованы белые крысы, которых брали в опыт непосредственно после 
рождения, 10-, 15- и 30-дневные животные, а также взрослые крысы весом около 200 г. 
Животных забивали дека пита цией, мышцы бедра и голени отмывали от крови в холодной 
0,25 М сахарозе и использовали для выделения актомиозина и определения активности 
гликолитических ферментов. Для выделения актомиозина в группе новорожденных объеди-
няли мышцы от 18 животных, в группах 10- и 15-дневных крыс — от 3 животных, а в груп-
пе 30-дневных — от 2 животных. Навески ткани гомогенизировали в среде выделения 
[7]. Выделение актомиозина и определение его Mg2+-АТФ-азной активности проводили по 
описанному методу [6], активность рассчитывали в микромолях фосфора на 1 мг белка в 
минуту. Фосфор определяли колориметрически [8], белок — по Лоури |9] . Методы экст-
ракции гликолитических ферментов и определения их активности описаны ранее [1, 10]. 
Активность рассчитывали в микромолях на 1 г ткани в минуту. Для определения К м
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двум субстратам: АТФ и фруктозо-6-фосфату, а также коэффициента Хилла для фосфо-
фруктокиназы использованы графические методы [11]. Для выделения альдолазы, которая 
характеризуется высоким сродством к сократительным белкам, использован метод много-
кратной экстракции растворами с низкой и высокой ионной силой [4] в модификации (1 ]. 
В качестве растворов с низкой ионной силой использовали 0,3 М сахарозу и 0,002 М ЭДТА 
рН 7,2. Активность, определяемую в этой фракции, обозначали как «растворимую». Альдо-
лазу, адсорбнрооаилую па клеточных структурах и не экстрагируемую раствором с низкой 
ионной силой, выделяли 0,1 М фосфатным буфером рН 7,2. Активность этой фракции обоз-
начали как «связанную». Коэффициент корреляции (г) и достоверность корреляции (Р) 
рассчитывали общепринятыми методами [12]. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Данные об изменении активности 
гликолитических ферментов и Mg2+-
АТФ-азы актомиозина в первые дни 
после рождения представлены в табли-
це. Можно видеть, что активность 
Mg2+-ATO-a3bi и всех гликолитических 
ферментов, за исключением гексокина-
зы, многократно возрастает, причем 
максимально она повышается в период 
становления сократительной функции— 
во 2-ю декаду постнатального периода 
развития. Активность гексокиназы в от-
личие от других гликолитических фер-
ментов не увеличивается после рожде-
ния, это позволяет исключить ее из 
комплекса ферментов, связанных с сок-
ратительным комплексом и ответствен-
ных за срочное образование энергии. 
Группу коррелирующих с АТФ-азой 
ферментов, по-видимому, можно увели-
чить, поскольку ферменты центрального 
участка гликолитического пути, начи-
ная с триозофосфатдегидрогеназы и 
кончая енолазой, синтезируются в эк-
вимоляриых соотношениях. Складыва-
ется впечатление, что формирование 
гликолитического механизма в онтоге-
незе согласовано с развитием сократи-
тельного аппарата. 

Высокая степень корреляции может 
быть достигнута, например, при адсорб-
ц ио I г и ом вз аи м оде йств и и а ктом иоз и -
па и мультиэнзимного гликолитического 
комплекса. Такое предположение под-
тверждают данные Петте о наличии в 
клетке адсорбционного комплекса между 
актомиозином и гликолитическими фер-
ментами и возможности образования 
таких комплексов in vitro [4]. Исполь-
зование растворов с низкой и высокой 
ионной силой позволяет выделять из мы-
шечного гомогената фракции ферментов, 
различающихся по степени взаимодейст-
вия с клеточными структурами: «раство-
римую» и «связанную». Показано, что 
порог ионной силы, при котором «свя-
занная» альдолаза десорбируется из ис-
кусственного комплекса с F-актииом in 
vitro и освобождается из гомогената, 
одинаков, что дало основание предполо-
жить существование таких комплексов 
in vivo и их важную физиологическую 
роль. В пользу этого свидетельствует 
обнаруженное нами 3-кратное увеличе-
ние степени связывания альдолазы в 
постнатальном периоде развития 11 I. 
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Можно предположить два варианта распределения гликолитических 
ферментов в клетке: 1-й — «связанная» и «растворимая» фракции находятся 
в состоянии динамического равновесия; 2-й — «связанная» и «раствори-
мая» фракции являются представителями отделов клетки, которые могут 
функционировать раздельно. Очевидно, в условиях динамического равно-
весия «растворимая» и «связанная» фракции альдолазы должны в равной 
степени коррелировать с Mg2+-АТФ-азной активностью актомиозина, 
несмотря на изменения степени связывания. Однако из материалов таблицы 
следует, что коэффициент корреляции между Л^2 +-АТФ-азой актомио-
зина и альдолазой достаточно высок только для «связанной» фракции фер-
мента. Корреляция «растворимой» фракции альдолазы с Mg2+-AT®-a3oft 
актомиозина недостоверна. Полученный результат позволяет думать, что 

Определение К м
 и коэффициента Хилла фосфофруктокиназы развивающейся скелетной 

мышцы. 
1 (ромбы) — новорожденные; 2 (кружки) — 10-дневные крысы; 3 (квадраты) — красная мышца; 

4 (треугольники) — белая мышца. 

высокая степень корреляции между АТФ-азной активностью актомиозина 
для большинства гликолитических ферментов обусловлена их тесным функ-
циональным взаимодействием, которое необходимо в процессе срочного 
обеспечения энергией сократительной функции. В основе этого взаимодей-
ствия лежит адсорбция гликолитического комплекса на сократительных 
белках. 

Резкое увеличение связывания альдолазы с клеточными структурами 
в постнатальном периоде развития, по-видимому, обусловлено изменением 
физико-химических свойств сократительных белков. Об этом свидетель-
ствует многократное увеличение Л^2 +-АТФ-азной активности актомио-
зина в скелетной мышце после рождения. Весьма вероятно, что механизм, 
обусловливающий увеличение степени связывания гликолитических фермен-
тов и прирост АТФ-азной активности актомиозина, один и тот же и связан 
с увеличением доли Н-меромиозииа в сократительном комплексе. 

A priori невозможно исключить изменения в онтогенезе структуры 
самих гликолитических ферментов, в связи с чем на следующем этапе 
были исследованы основные кинетические параметры фосфофруктокиназы 
в постнатальном периоде развития. Выбор фермента для этой цели был об-
условлен его важным значением для регуляции всей гликолитической цепи. 
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а также тем, что его кинетические характеристики хорошо изучены [141. 
Результаты определения К м и коэффициента Хилла [10] представлены 
на рисунке, из которого следует, что основные характеристики фосфо-
фруктокиназы, определяющие ее сродство к субстрату и чувствительность 
к аллостерическим эффекторам, не меняются в развивающейся скелетной 
мышце. Более того, не удается обнаружить изменений свойств фосфо-
фруктокиназы и в процессе дифференцировки мышцы на красный и белый 
типы. 

Со времени установления центральной роли АТФ в энергетике мышцы 
[15, 161 возникло представление, что гликолиз включается эпизодически 

в условиях, когда энергия окислительного фосфорилирования оказы-
вается недостаточной для восполнения запасов АТФ. В оценке удельной 
роли окислительного фосфорилирования и гликолиза особое значение имел 
тот факт, что при окислении 1 моль глюкозы образуется более 30 моль 
АТФ, а в процессе гликолиза — лишь 2 моль. Столь значительное раз-
личие в эффективности аэробного и анаэробного пути синтеза АТФ отводило 
гликолизу второстепенную роль. При этом от внимания исследователей 
ускользало, что гликолиз благодаря возможности структурной связи с со-
кратительными белками обладает преимуществами перед митохондриями 
вследствие резкого укорочения пути АТФ к активным центрам миофибрилл. 
Необходимость гликолиза в энергетике мышц была отмечена Кори 131, 
который высказал предположение, что конфигурация сократительных 
белков определяет активность гликолитического комплекса. Высокая сте-
пень корреляции активности гликолитических ферментов с А^2 +-АТФ-
азой актомиозина в постнатальном периоде развития, обнаруженная в 
данной работе, в полной мере соответствует представлению о наличии 
комплекса, который необходим для сопряжения процессов произвольного 
сокращения и энергообеспечения в скелетной мышце. 
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DYNAMICS OF ACTOMYOSIN ATPASE ACTIVITY AS COMPARED 
WITH GLYCOLYTIC ENZYMES ACTIVITY IN SCELETAL MUSCLES 

AT EARLY POSTNATAL PERIOD OF DEVELOPMENT 

N. P. Larionov, N. M. Krotenko 

Medical School, Krasnoyarsk 

ATPase activity of actomyosin and activity of glycogenolytic enzymes were distinctly 
increased during postnatal period of development. Direct correlation was observed between 
the actomyosin ATPase and phosphofructokinase, phosphohexoisomerase, enolase, pyruvate 
k i n a s e , l a c t a t e d e h y d r o g e n a s e a n d «bound» f r a c t i o n of a l d o l a s e . K i n e t i c p a t t e r n s of p h o s p h o -
fructokinase (Km and Hil l ' s coefficient) were not altered at the postnatal period. Forma-
tion of complexes between the contractile proteins and glycolytic enzymes appears to be im-
portant in development of contractile function. 
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УДК 615.33-002.44-07:016.33-008.931:577.152.313 

Г. Г. Иванов 

Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И Е И Н Е К О Т О Р Ы Е СВОЙСТВА Щ Е Л О Ч Н О Й 
ФОСФАТАЗЫ В СЛИЗИСТОЙ О Б О Л О Ч К Е Ж Е Л У Д К А Ч Е Л О В Е К А 

ПРИ Я З В Е Н Н О Й Б О Л Е З Н И 

Лаборатория хирургической гастроэнтерологии ЦНИЛ Свердловского медицинского инсти-
тута на базе Курганской областной больницы Курган 

Активность щелочной фосфатазы в слизистой оболочке желудка при язве двенадцати-
перстной кишки наиболее высока в области привратника по малой кривизне и постоянно 
понижается по мере удаления от него. При локализации язвы в желудке активность фер-
мента высока по всей малой кривизне и становится максимальной в зоне язвы. По ингиби-
рующему действию L-фенилаланина и степени инактивации при нагревании в течение 15 мин 
при 56 С щелочная фосфатаза слизистой оболочки 'желудка приближается к свойствам ки-
шечной фосфатазы. Б отличие от последней щелочная фосфатаза о/селудка устойчива к 
нагреванию при 65°С в течение 5 мин, сохраняя при этом 50% исходной активности. 

Ранее было показано, что язвенная болезнь желудка характеризуется 
увеличением активности щелочной фосфатазы в зоне язвы и в прилежащих 
к язве участках слизистой оболочки по малой кривизне [1 ]. Известно, что 
неизмененной слизистой оболочке желудка человека при гистохимическом 
исследовании щелочная фосфатаза не выявляется. В случаях, когда ее 
активность проявляется, это, как правило, связано с энтеролиза-
цией 1.2—4]. 

Учитывая, что щелочная фосфатаза часто определяется в желудочном 
содержимом больных язвенной болезнью и отсутствует у здоровых [5], 
мы сочли важным изучить некоторые свойства фермента одновременно 
в слизистой оболочке желудка, а также в желудочном и дуоденальном со-
держимом для выяснения источника ее происхождения. Это важно потому, 
что в определенных случаях (при недостаточности пилорического клапана) 
фермент может быть заброшен в желудок в составе дуоденального содер-
жимого 16J. Поданным ряда авторов 1.7, 8] , щелочная фосфатаза печени, 
костной ткани, кишечника и плаценты отличается разной чувствитель-
ностью к L-фенилаланину, мочевине и температурному воздействию, что 
позволяет дифференцировать тот или иной изоэнзим в сыворотке крови. 
В связи с этим представляло интерес сравнить действие этих факторов 
на щелочную фосфатазу слизистой оболочки желудка и тонкой кишки. 

М е т о д и к а 

Были изучены электрофоретическис свойства, влияние срока хранения гомогената, 
температуры, L-фенилаланина и мочевины на активность щелочной фосфатазы слизистой 
оболочки желудка человека, желудочного и дуоденального содержимого при язвенной 
болезни. Кроме того, изучена активность фермента по малой и большой кривизне желудка 
в различных участках слизистой оболочки в зависимости от удаленности от привратника. 
Фермент выделяли из слизистой оболочки гастроэктомированных препаратов желудка в 
0,25 М сахарозе с последующей экстракцией бутанолом [9], а также в глициновом буфере 
без применения бутанола. Все операции по выделению фосфатазы проводили на холоду, 
активность определяли с использованием в качестве субстрата паранитрофенилфосфата 
натрия [10] и фенолфталеинфосфата натрия [11]. Активность фермента выражали в микро-
молях паранитрофенола на 1 мг белка за 1 мин инкубации при 37°С в слизистой оболочке 
желудка или в микромолях паранитрофенола и соответственно фенолфталеина на 100 мл 
желудочного и дуоденального содержимого. Влияние различных условий воздействия иа 
активность фермента выражали в процентах инактивации. 

Исследовано 34 резецированных желудка, из них в 16 определена желудочная лока-
лизация язвы. Электрофорез проводили в буферной системе при рИ 8, 9 и 7% концентрации 
геля в аппарате фирмы «Reanal», модель 69 ВНР с соответствующим набором реактивов. В 
качестве субстрата для проявления активности использования ^-глицерофосфат натрия в 
трис-буфере с последующей окраской 0,5% раствором нитрата серебра [12]. 

Для изучения термолабильности фермента часть гомогената нагревали при 56°С в те-
чение 15, 30 и 60 мин; другую порцию гомогената начинали нагревать при 60°С, постепенно 
(в течение 15 мим) повышая температуру до 65°С, и выдерживали при данной температуре 
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5 мин, после чего пробирки быстро охлажда- — 
ли до комнатной температуры.Те же процеду- л и 
ры проводили с желудочным и дуоденальным s 
содержимым. s g 

L-фенилаланин вносили в пробу в ко- ^ = 
печной концентрации 0,005 М, добавляли ю <& 
субстрат и инкубировали при 37°С в течение ? 

30 мин, после чего определяли активность 
фермента. Мочевину вносили в пробу в кон-
центрации 3 М и выдерживали при комнат-
ной температуре в течение 18 мин до начала 
определения. 

Р е з у л ь т а т ы 
и о б с у ж д е и и е 

Исследование активности щелоч-
ной фосфатазы по малой кривизне же-
лудка в зависимости от удаленности 
от привратника выявило определен- g 
ную закономерность, связанную с ло-
кализацией язвы в желудке или две-
надцатиперстной кишке. Так, при яз-
ве двенадцатиперстной кишки в неиз-
мененной слизистой оболочке наи-
большая активность щелочной фосфа-
тазы выявляется в участке, непос-
редственно примыкающем к приврат- % 
нику, и прогрессирующе понижается g 
по мере удаления от него. Если в * 
первом участке активность фосфатазы 
принять за 100%, то на расстоянии 
3 — 5 см по малой кривизне она со-
ставляет 53%, а на расстоянии 5 — 
7 см — 36 % и в участке, удаленном £ 
больше чем на 7 см,— лишь 32,5%. * 
Активность щелочной фосфатазы по 
большой кривизне желудка не зави- ^ 
сит от удаленности от привратника и g 
на первых двух участках значитель- 5 
но ниже, чем по малой кривизне. >, 

Иные соотношения выявляются * 
при локализации язвы в желудке. 
В этом случае понижения активности 
щелочной фосфатазы по малой кри-
визне по мере удаления от приврат-
ника не наблюдается, а в отдельных 
наблюдениях она даже увеличивает-
ся по мере приближения к язвенно-
му дефекту. Сравнение средних дан-
ных показывает (табл. 1), что актив-
ность щелочной фосфатазы на рас-
стоянии до 7 см по малой кривизне 
практически одинакова, а наиболее 
высокая активность отмечается в зоне 
язвы. Следует отметить, что в иссле-
дованных нами случаях язва желуд-
ка никогда не располагалась на рас-
стоянии, больше чем 5—7 см по ма-
лой кривизне, чем, вероятно, иобъяс-
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няется низкая активность 
фосфатазы в участке, уда-
ленном более чем на 7 см 
от привратника. 

Таким образом, рас-
пределение активности ще-
лочной фосфатазы в слизи-
стой оболочке желудка по 
малой кривизне зависит от 
локализации язвы в желуд-
ке или двенадцатиперстной 
кишке. Если сравнить по-
лученные нами данные с 
щелочными зонами, выяв-
ленными Сарреч [13] при 
язвенной болезни, можно 
проследить определенную 
связь активности щелочной 
фосфатазы с этими зонами. 
Так, если в норме щелоч-
ная зона в желудке не 
распространяется выше 3— 
4 см от привратника, то 
при язве двенадцатиперст-
ной кишки она простирает-
ся до 5—7 см. При лока-
лизации язвы в желудке 
распространение щелочных 
зон зависит от высоты ло-
кализации язвы по малой 
кривизне; при этом верх-
няя граница зоны, как 
правило, располагается на 
2—3 см выше язвы. Такая 
же картина выявляется и 
при изучении активности 
щелочной фосфатазы при 
язве желудка. При язве 
двенадцатиперстной кишки 
самая низкая активность 
фермента определяется на 
расстоянии 5—7 см от при-
вратника, т. е. примерно 
там, где заканчивается ще-
лочная зона. 

Изучение активности 
щелочной фосфатазы в за-
висимости от срока хране-
ния гомогената при 4°С 
показало, что через 24 ч 
она составляет 101±8,0%, 
через 48 ч — 90 ,4±7 ,2 %, 
через 72 4 — 75,0+13,4% 
и через 144 ч—61,0± 10,0 % 
первоначальной активно-
сти. Эти данные показыва-
ют относительную устой-
чивость фермента при дли-



тельном хранении гомогената и полное сохранение активности в тече-
ние 24 ч. 

Воздействие различных факторов на активность щелочной фосфатазы 
варьирует в зависимости от метода выделения фермента и применяемого 
субстрата. Так, фосфатаза слизистой оболочки желудка, выделенная па 
сахарозе с применением бутанола, полностью ингибируется при 60—65°С, 
в то время как фермент, полученный с применением глицинового буфера, 
в этих условиях теряет лишь половину своей активности. При использова-
нии в качестве субстрата феиолфталеинфосфата натрия фермент оказывается 
в 2 раза менее чувствительным к действию температуры (табл. 2). Нагрева-
ние при 56°С в течение 15 мин инактивирует щелочную фосфатазу слизи-
стой оболочки на 73—80%, что совпадает с данными других авторов [7, 8] 
для кишечной фосфатазы. Удлинение времени нагревания, как это видно 
из табл. 2, не вызывает дальнейшего угнетения активности. 

Иигибирующее влияние L-феиилаланина на активность щелочной фос-
фатазы слизистой оболочки желудка несколько ниже, чем на кишечный 
фермент, тем не менее щелочную фосфатазу 
слизистой оболочки желудка можно отнести к 
L-фенилаланинчувствительиым ферментам. По 
чувствительности к иигибирующему действию 
мочевины щелочная фосфатаза слизистой обо-
лочки желудка сходна с печеночной фосфа-
тазой. 

Нами не выявлено различий во влиянии 
изученных факторов на активность фермента из 
неизмененной слизистой оболочки и оболочки из 
зоны язвенного дефекта. 

Анализируя данные табл. 2, можно заклю-
чить, что щелочная фосфатаза слизистой оболоч-
ки желудка человека при язвенной болезни по 
влиянию на нее нагревания при 56°С в течение 
15 мин и действию L-феиилаланина близка к 
кишечной фосфатазе, но в отличие от последней 
обладает свойством сохранять определенную 
активность после прогревания при 60—65°С. 
Таким же свойством обладает и щелочная фос-
фатаза желудочного содержимого больных яз-
венной болезнью, тогда как фосфатаза дуоде-
нального содержимого при данной температуре 
инактивируется полностью. Такое различие в 
активности щелочной фосфатазы желудочного и дуоденального содержи-
мого позволяет применить данный тест для практических целей выявления 
процента заброса дуоденального содержимого в желудок. 

Впервые щелочная фосфатаза, устойчивая к тепловой денатурации 
при 65°С в течение 5 мин, была обнаружена в плаценте, а затем в 1968 г. 
в сыворотке крови больного раком легкого [14] и по фамилии больного 
получила название Regan-изоэнзима. 

Определение как общей, так и термостабильной щелочной фосфатазы 
в желудочном содержимом больных язвенной болезнью показало, что ак-
тивность термостабильной фракции (нагревание при 60—65°С) всегда 
ниже общей активности. Наиболее часто и в более высоких концентрациях 
термостабильная фракция фермента обнаруживается в желудочном содер-
жимом больных с пострезекционным желчным рефлюкс-гастритом, затем — 
при язвенной болезни желудка и реже — у больных язвенной болезнью 
двенадцати п ерстной к ишки. 

Изучение электрофоретических свойств щелочной фосфатазы слизи-
стой оболочки и желудочного содержимого больных язвенной болезнью 
показало, что как общая, так и термостабильная фракция фермента разде-

+ 
Электрофорез щелочной фос-
фатазы в 7% полиакриламид-

иом геле рН 8,9. 
А — щелочная фосфатаза слизи-
стой оболочки желудка; гомоге-
нат на 0,25 М сахарозе, бутано-
ловая экстракция; Б — то же на 
глициновом буфере без бутано-
ла; В — нативиое желудочное 
содержимое. 1 — общая актив-
ность; 2 — после прогревания 
при (30—65°С в течение 5 мин. 
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ляется на две четкие полосы, одна из которых малоподвижна и распола-
гается близко к катоду, т. е. недалеко от линии старта, другая, более по-
движная, расположена ближе к аноду (см. рисунок). Медленно движу-
щаяся фракция имеет более интенсивную окраску и широкую полосу, 
чем быстродвижущаяся. Обнаруженная у одного из больных язвой желудка 
в сыворотке крови термостабильная фракция (60—65°С) при электрофорезе 
соответствует быстродвижущейся фракции щелочной фосфатазы слизистой 
оболочки желудка. 

Выявление фосфатазной активности в слизистой оболочке желудка 
и особенно ее термостабильной фракции, составляющей почти 50% общей, 
по нашему мнению, связано с определенными структурными изменениями 
слизистой оболочки желудка при язвенной болезни, а именно с ее энтеро-
лизацией. Определение отдельных фракций фермента в желудочном содер-
жимом отражает характер изменений в слизистой оболочке желудка и поз-
воляет высказать предположение о наличии структурных изменений сли-
зистой оболочки у данного больного, а высокая активность термостабиль-
ной фракции является показанием для фиброгастроскопии с биопсией. 

Возможно, что и неизмененная слизистая оболочка здоровых в какой-то 
мере обладает фосфатазной активностью, о чем свидетельствует выявление 
ферментативной активности иа значительном удалении от привратника 
по большой кривизне желудка при язве двенадцатиперстной кишки. С боль-
шой осторожностью упоминают об этом и другие исследователи [15]. Если 
это предположение правильно, то физиологическая и биохимическая роль 
щелочной фосфатазы в слизистой оболочке желудка остается неясной 
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DISTRIBUTION AND SOME PROPERTIES OF ALKALINE PHOSPHATASE 
IN HUMAN GASTRIC MUCOSA UNDER ULCEROUS IMPAIRMENT 

G. G. Ivanov 

Laboratory of Surgical Gastroenterology, Central Research Laboratory, Mcdical School, 
Sverdlovsk, Regional Hospital , Kurgan 

In duodenal ulcer alkaline phosphatase activity was the highest in mucosa of pyloric 
region of curvatura ventriculi minor and it decreased distinctly in the tissues removed from py-
lorus. In cases of gastric ulcer, the enzymatic activity was high throughout the curvatura 
ventriculi minor reaching the maximal value at the ulcerous zone. Alkaline phosphatase from 
gastric mucosa resembled the enzyme from intestine in its inhibition patterns with 1-phenyl-
alanine and in inactivation properties at 56° within 15min ;bu t , as distinct from the latter, 
the enzyme was more stable at 65° within 5min , maintaining 50% of the initial activity. 
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УДК 612.112.94.015.641.31 

А. В. Сергеев, С. Н. Быковская, /И. О. Раушенбах 

Б И О С И Н Т Е З Г ! И Р И Д О К С А Л Ь - 5 - Ф О С Ф А Т А В Л И М Ф О Ц И Т А Х , 
С Т И М У Л И Р О В А Н Н Ы Х А Л Л О А И Т И Г Е Н AM И IN VITRO 

Онкологический научный центр АМН СССР, Москва 

Изучено влияние различных степеней Вв-авитаминоза на пролиферацию, цитолити-
ческую активность и скорость биосинтеза пиридоксаль-5'-фосфата (ПФ) в лимфоцитах 
мышей BALBlc, стимулированных in vitro аллогенными облученными клетками мышей 
СЗН. У животных, содержавшихся на В0-авитаминозной диете в течение 7—22 дней, про-
лиферативная и цитолоитическая активность не была нарушена, однако активность пи-
ридоксалькиназы в стимулированных лимфоцитах в ответ на введение в кулыпуральную 
среду пиридоксаля повышалась в 2l!2—3 раза. Содеражание о/сивотных в течение 45 дней 
на диете без пиридоксина приводит к значительному снио/сению цитолитической актив-
ности стимулированных лимфоцитов; индукция пиридоксалькиназы в стимулированных 
лимфоцитах при этом отсутствует. ПФ в отличие от пиридоксаля при добавлении его 
в культурную среду в концентрации 2,5 • W ~ y М частично восстанавливает нарушенные 
В -авитам инозом функци и Т-л имфо цшпов. 

Пиридоксаль-5'-фосфат (ПФ) является одной из основных кофермент-
ных форм пиридоксина и в составе пиридоксальзависимых ферментов 
участвует в многочисленных биосинтетических процессах клетки 1.1 ]. 
Образование ПФ в тканях млекопитающих контролируется пиридоксаль-
кииазой — ПК (КФ 2.7.1.35). Оптимальный уровень содержания пири-
доксина и его коферментных форм имеет решающее значение для нормаль-
ного функционирования лимфоидной ткани. При недостатке витамина В 0 
в организме животных нарушается как гуморальный, так и клеточный 
иммунитет [2 1. Экспериментальный В «-авитаминоз приводит к снижению 
образования антител в сыворотке крови крыс в ответ на первичное и вто-
ричное введение антигена 131 и вызывает уменьшение числа антителообра-
зующих клеток в селезенке [4]. У В «-дефицитных животных отмечается 
ослабление реакции гиперчувствительности замедленного типа в ответ 
на введение дифтерийного токсина [51 и резко замедляется отторжение 
аллотрансплаитата 16 I. Было показано снижение цитотоксической функ-
ции Т-лимфоцитов, полученных из грудного протока крыс, содержавшихся 
на В «-авитаминозной диете [7]. 

Противоопухолевый и трансплантационный иммунитет связан с функ-
цией Т-лимфоцитов. Однако механизм цитолитической активности лимфо-
цитов до настоящего времени не выяснен. В последние годы была пред-
ложена модель первичного иммунного ответа Т-лимфоцитов в виде смешан-
ной культуры клеток 2 доноров [8.1. Реагирующие лимфоциты при кон-
такте с облученными аллогенными лимфоцитами пролиферируют и обра-
зуют клон иммунекомпетентных Т-лимфоцитов. Стимулированные таким 
образом лимфоциты обладают высокой цитолитической активностью про-
тив соответствующих клеток-мишений. Смешанная культура лимфоцитов 
представляет собой удобный объект для изучения роли биосинтеза ПФ 
в пролиферативной и цитотоксической функции Т-лимфоцитов. 

М е т о д и к а 
Экспериментальные животные. Опыты проводили на мышах-самках BALB/c (Н—2;|) 

и СЗН (Н—2к), полученных из питомника «Столбовая» АМН СССР, массой 23—25 г. При 
исследовании влияния недостатка витамина В0 па функцию лимфоцитов мышей BALB/c 
животных переводили па искусственный рацион, лишенный пиридоксина [9]. Животные 
контрольной группы ежедневно получали с искусственным кормом пиридоксин из расчета 
20 мкг витамина на мышь. Воду мышам давали ad libidurn. С целыо ускорения развития 
, В 0 - а п и т а м и п о з а мышам о п ы т н о й г р у п п ы в в о д и л и в п у т р и б р ю ш и л по 1 р а з в с у т к и и ;юп и ко-
ти пи лги цразид из расчета 80 мкг на мышь в течение первых 3 дней опыта. 

Культура лимфоцитов. Селезенки мышей BALB/c и СЗН извлекали и стерильных ус-
ловиях и осторожно растирали в стеклянном гомогенизаторе с 20 мл культуральиой среды 
(см. ниже). Суспензию фильтровали через марлю и затем подсчитывали число живых лим-
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фоцитов, используя окраску эозин-трипановый синий. Клетки мышей СЗН облучали дозой 
1000 Р. Лимфоциты мышей BALB/c и СЗН (облученные) смешивали в соотношении 2 : 1 
и разливали во флаконы (фирма «Sani Glass»). В 10 мл культуральиой среды содержалось 
30-106 клеток. Через культуральную среду продували С0 2 и флаконы помещали в термо-
стат при 37°С. Контролем служили монокультуры лимфоцитов мышей BALB/c или облу-
ченные лимфоциты мышей СЗН. Культуральиая среда содержала 100 мл среды RPM1 
1629, 20% инактивированной эмбриональной телячьей сыворотки, 2.10~~3 М/глутамииа, 
5• 10—3 М ^2-оксиэтилпиперазин-№-2-этансульфокислоты,3'10~б М 2-меркаптоэтаиола, 
пенициллин и стрептомицин по 100 ЕД на 1 мл среды. 

Определение цитолитической активности лимфоцитов. Для определения цитолити-
ческой активности лимфоцитов из смешанной культуры в качестве клеток-мишеней ис-

пользовали моиослойную культуру опухолевых 
L-клеток, имеющих общий локус гистосовместимо-
сти с клетками мышей СЗН. Число лизированных 
клеток-мишеней определяли с помощью изотопа 
Na 2

5 J Cr0 4 , выделяющегося в среду из погибших 
клеток по методу Бруинера и Серотини [10]. На-
кануне опыта 10-Ю6—1S- 10е L-клеток инкуби-
ровали в 1 мл среды 199, содержавшей 10% бычь-
ей сыворотки, с 150 мкКи Na 2

5 1 Cr0 4 . Инкубацию 
проводили на водяной бане с энергичным переме-
шиванием раствора каждые 5 мин при 37°С в те-
чение 1 ч. Затем клетки трижды отмывали в 10 мл 
среды 199, содержавшей 10% бычьей сыворотки. 
5-104 меченых L-клеток в 0,5 мл среды 199, со-
державшей 10% бычьей сыворотки, разливали по 
пробиркам и помещали в термостат. На следующий 
день надосадочную жидкость отсасывали и к мо-
нослою L-клеток добавляли иммунные или конт-
рольные лимфоциты в соотношении 1 : 10 в 0,5 мл 
среды /?РМ1 1629, содержавшей 10% эмбриональ-
ной телячьей сыворотки. Пробы инкубировали в 
течение 18 ч. Из каждой пробирки отсасывали по 
0,4 мл иадосадочной жидкости и радиометрию об-

разцов проводили на гамма-счетчике фирмы «Nuclear Chicago» (США). Каждое опреде-
ление проводили в 5 параллельных пробах. Процент специфического цитолиза рассчи-
тывали по формуле: 

Освобождение б1Сг в опыте — спонтанное освобождение 61Сг 
Полное освобождение б1Сг — спонтанное освобождение 6 1 Сг* 

где полное освобождение б1Сг было определено после добавления к монослою L-клеток 
1% раствора додецилсульфата. 

Определение пролиферативной активности лимфоцитов. О скорости пролиферации 
лимфоцитов судили по количеству 3Н-тимидина, включившегося в Д Н К клеток. С этой 
целью 5- 104—2* 10б клеток из культуральных флаконов инкубировали в 1 мл среды RPMI 
1629, содержавшей 5% эмбриональной телячьей сыворотки, с 1 мкКи 3Н-тимидина (удель-
ная радиоактивность 10 мкКи/мл) в течение 6 ч при 37°С. Затем клетки дважды отмывали 
холодным 0,9% раствором NaCl и оставляли на ночь в 10%» растворе трихлоруксусной 
кислоты. Осадок переносили на фильтр и промывали 5 мл 10% ТХУ. Фильтры помещали 
во флаконы с 5 мл сцинтилляциониой жидкости (4,0 г ППО и 0,2 г ПОПОП в 1 л толуола). 
Радиометрию образцов осуществляли на бета-счетчике «Mark-П». Каждое определение 
проводили в 2—3 параллельных пробах. Отношение числа импульсов за 1 мин в опыте 
к числу импульсов за 1 мии в контроле условно принимали за индекс пролиферации. 
В предварительных опытах было установлено, что в данных условиях инкубации скорость 
включения 3Н-тимидина в Д Н К лимфоцитов прямо пропорциональна количеству клеток 
в пределах 5-Ю 4—2-10 6 и времени инкубации в пределах 3—8ч. 

Определение активности ПК в лимфоцитах. Д л я определения активности ПК из 
культуральных флаконов отбирали по I мл среды (5- 10б—5-10° клеток), доводили объем 
до 5 мл 0,9% раствором NaCl и центрифугировали при 1500 g. После повторного от-
мывания NaCl к осадку лимфоцитов добавляли 1 мл 0,1 М калий-фосфатного буфера рН 5,8 
и пробы гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе. Активность фермента определя-
ли по ранее описанному методу [11]. В предварительных опытах было установлено, 
что скорость образования ПФ в ПК-й реакции прямо пропорциональна количеству кле-
ток в пределах 2-10Г)—2• 10е (рис. 1) и времени инкубации в пределах 30—90 мии. 

Определение ПФ в тканях. Определение ПФ в ткани печени и селезенки проводили 
с помощью апофермента триптофаназы из Е. coli V7 tA по ранее описанному методу [12]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Содержание мышей BALB/c на искусственной диете, лишенной пи-

ридоксина, в течение 7—45 дней привело к постепенному снижению массы 
тела животных, веса печени и селезенки (см. таблицу). Количество ПФ 

Рис. 1. Образование ПФ в ПК-й 
реакции в зависимости от количест-

ва клеток. 
Время инкубации фермента с субстра-

том 60 мин. 
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Б селезенке мышеи опытной группы 
снизилось через 7, 22 и 45 дней опы-
та соответственно на 17, 32 и 55% 
контроля. Часть животных к 6-й не-
деле опыта погибли от клонико-то-
нических судорог, являющихся ха-
рактерным признаком глубокого де-
фицита пиридоксина в организме. 
Активность П К в ткани печени и се-
лезенки В 0-авитаминозных мышей 
практически не изменилась (см. таб-
лицу). 

Лимфоциты, полученные из се-
л езено к ж и вот н ы х, соде р ж а вш и хс я 
на искусственной диете без пиридок-
сина в течение 7—21 дня, нормально 
реагировали на аллоантиген в сме-
шанной культуре. Скорость проли-
ферации стимулированных лимфоци-
тов опытной группы не отличалась 
от скорости пролиферации лимфоци-
тов контрольной группы. Цитолити-
ческая активность лимфоцитов также 
не была изменена. 

Активность П К в лимфоцитах, 
полученных от контрольных живот-
ных и культивируемых in vitro, рав-
нялась 12—13 Е/10° клеток и не из-
менялась в процессе пролиферации 
лимфоцитов в ответ на аллоантиген-
ное стимулирование (рис. 2). Актив-
ность фермента в лимфоцитах, взятых 
от животных, содержавшихся на В6-
авитаминозной диете в течение 7 
дней, мри введении в среду пиридок-
саля в концентрации 2,5-10~4 М воз-
растала на 3-й день инкубации in 
vitro в среднем в 2V2 — 3 1 / 2 раза 
(см. рис. 2). Концентрация пиридок-
саля вводимого в инкубационную 
среду была установлена в предвари-
тельных опытах. Через 3 нед экспе-
римента индукция фермента в ответ 
на аллоантигенное стимулирование и 
добавление в среду пиридоксаля не 
обнаруживалась. Величина Км» опре-
деленная методом Лайнуивера — Бер-
ка, для препаратов П К из лимфоци-
тов с нормальной и повышенной 
активностью была одинаковой и со-
ставляла 2 ,5-10" б —5Х 10" 5 М. 

Значительные изменения проли-
феративиой и цитолитической актив-
ности лимфоцитов были обнаружены 
у животных, содержавшихся иа дие-
те без пиридоксина в течение 45 
дней. Лимфоциты этих животных 
реагировали иа аллоантиген, однако 
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эта реакция была выражена очень слабо. Пик пролиферации лимфоцитов 
был сдвинут с 4-го к 7-му дню инкубации, и включение метки в Д Н К 
клеток составляло только 50 % контроля (рис. 3). Пик цитолитической ак-
тивности лимфоцитов был также сдвинут с 4-го к 7-му дню инкубации, и 
величина специфического лизиса L-клеток не превышала 30—40 % контро-
ля при стандартном соотношении лимфоцитов и клеток-мишеней (рис. 4), 

Части животных, содержав-
шихся на В в-авитаминозной диете 
в течение 40 дней, внутрибрюшин-
но инъецировали 50 мкг пиридок-

2 3 4 5 
Дни инкубации 

Рис. 2. Активность ПК в стимулироваи-
ных лимфоцитах. 

А, В — лимфоциты получены из селезенок жи-
вотных, содержавшихся па диете с добавлени-
ем пиридоксина (контроль); Б, Г — лимфоци-
ты получены от животных, содержавшихся на 
Вв-авитамииозиой диете в течение 7 дней; В, 
Г — в культуральиую среду in viiro добавлен 

пиридоксаль в концентрации 2,5• 10 1 М. 

3 4 5 6 

Дни инкубации 

Рис. 3. Влияние недостатка в диете пиридок-
сина (45 дней авитаминоза) на пролиферацию 

лимфоцитов, стимулированных iv vitro. 
А — лимфоциты получены от мышей, содержав-
шихся на диете с добавлением пиридоксина; Б— 
Д — лимфоциты получены от мышей, содержав-
шихся иа Вп-авитамииозной диете в течение 45 
дней; В — мышам за 5 дней до забоя введено 
50 мкг пиридоксаля; Г, Д — в систему in vitro 
добавлено соответственно пиридоксаля и ПФ в 

концентрации 2 ,5 .10 4М. 

саля за 5 дней до забоя. Лимфоциты, полученные от этих животных, про-
лиферировали в смешанной культуре in vitro почти с такой же скоростью и 
в те же сроки, как и лимфоциты, полученные от контрольных животных 
(см. рис. 3). Однако цитолитичес-
кая активность лимфоцитов была 4 0 
резко снижена во все сроки инку-
бации (см. рис. 4). Пиридоксаль, 

jоо 

^ 60 
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 60 
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£ 40 
% 
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Ш 
4 5 6 1 

Дни инкубации 

Рис. 4. Влияние недостатка в диете пири-
доксина (45 дней авитаминоза) на цитоли-
тическую активность лимфоцитов, стиму-

лированных in vitro. 
Обозначения те же, что иа рис. 3. 
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Рис. 5. Активность ПК в стимулированных 
лимфоцитах. 

А — лимфоциты получены из селезенок контроль-
ных животных; Б — Г — лимфоциты получены из 
селезенок животных, содержавшихся на В„-авита-
минозиой диете в течение 45 дней; В — животным 
за 5 дней до забоя введено внутрибрюшинио 50 мкг 
пиридоксаля; Г — в систему in vitro добавлен пи-

ридоксаль в концентрации 2 , 5 - Ю - 4 М. 

добавленный непосредственно в систему in vitro в концентрации 2,5-10~4 

М, не восстанавливал ни пролнферативной, ни цитолитической активности 
лимфоцитов (см. рис. 3, 4). В отличие от этого ПФ, введенный в систему 
in vitro, частично восстанавливал как способность лимфоцитов к пролифе-
рации (см. рис. 3), так и их цитолитическую активность (см. рис. 4). 
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Активность ПК в лимфоцитах, полученных от животных, содержав-
шихся на В 0 авитаминозной диете в течение 45 дней, повышалась на 30— 
40% только в случае введения пиридоксаля внутрибрюшинно (рис 5). 

Лимфоидная ткань млекопитающих крайне чувствительна к недостат-
ку пиридоксина. При В (.-авитаминозе у животных и человека быстро раз-
вивается лимфопеиия и наблюдается атрофия ткани тимуса [131. В на-
ших экспериментах нарушение функции Т-лимфоцитов отмечалось на позд-
ней стадии В (.-авитаминоза, когда количество ПФ в печени и селезенке 
животных снижалось до критического уровня. При этом изменения носили 
скорее количественный характер: пики пролиферативиой и цитолитической 
активности лимфоцитов были сдвинуты на более поздние сроки инкубации. 
В то же время в лимфоцитах уже в самом начале развития В б-дефицитиого 
состояния были обнаружены изменения в скорости биосинтеза ПФ. Актив-
ность П К в лимфоцитах, полученных от животных, содержавшихся па 
В б-авитаминозной диете в течение 7 дней и стимулированных in vitro ал-
лоантигеиами, повышалась в 21/2—3 раза. Индукция ПК в стимулирован-
ных лимфоцитах в ответ на введение в инкубационную среду субстрата 
(пиридоксаля), по-видимому, носит компенсаторный характер. В селезенке 
В 0-авитаминозных животных и в лимфоцитах, полученных от контрольных 
животных и стимулированных in vitro, изменений в активности фермента 
обнаружено не было. 

Особый интерес представляет факт повышения цитолитической актив-
ности лимфоцитов при добавлении в инкубационную среду ПФ. До настоя-
щего времени остается нерешенным вопрос о возможности проникновения 
фосфорилированиых форм пиридоксина через мембраны лимфоцитов. По-
лученные данные свидетельствуют в пользу того, что ПФ может быть ис-
пользован для устранения нарушенных В 0-авитаминозом функций 
Т-лимфоцитов. 
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B I O S Y N T H E S I S OF PYRlDOXAL-5 ' -PHOSPHATE 

IN LYMPHOCYTES, STIMULATED BY ALLOANTIGENS IN VITRO 

A. V. Sergeev, S. N. Bykovskaya, M. O. Raushenbah 

Research Oncologic Centre, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 
Dynamics of alterations in pyridoxal kinase activity (key enzyme in biosynthesis of py-

ridoxal-5'-phosphate) was studied in lymphocytes of mice BALB/c, stimulated by irradiated 
cells from spleen of mice C3H in vitro. The cytolytic activity of lymphocytes was estimated 
by amount of Na2

6 3Cr04 realised from lysed cell-targets into medium. Maintenance of animals 
on a diet without pyridoxine wilhin 1-3 weeks did not effect on the capacity of lymphocytes 
to proliferate in vitro and on their cytolytic activity. At the same time pyridoxal kinase acti-
vity was increased 2.5-3-fold in stimulated lymphocytes in presence of pyridoxal. K m value 
was 2.5-5.0-10~5 M of pyridoxal for preparations of pyridoxal kinase from lymphocytes either 
w i t h n o r m a l or w i t h increased e n z y m a t i c a c t i v i t y . L y m p h o c y t e s of m i c e , k e p t on the d i e t 
without pyridoxine within 5-6 weeks, were characterized by distinctly decreased proliferative 
and cytolytic activities. Pyridoxal-5'-phosphate, added to incubation mixture in vitro, as 
distinct from pyridoxal, restored partially the impaired functions of T-lymphocytes. 
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УДК 616.831-008.944.52-02:161 П.45-089.87 + 016.839-089.86 + 010-005.1 

Э. А. Ширинян, О. М. Авакян 

В Л И Я Н И Е А Д Р Е Н А Л Э К Т О М И И И Х И М И Ч Е С К О Й СИМПАТЭКТОМИИ 
НА С О Д Е Р Ж А Н И Е KATEXOJI АМИНОВ В Ц Е Н Т Р А Л Ь Н О Й Н Е Р В Н О Й 

СИСТЕМЕ ПРИ ГЕМОРРАГИЧЕСКОМ СТРЕССЕ 

Лаборатория адренергических механизмов Института тонкой органической химии 
им. А. Л. Миджояиа АН Армянской ССР, Ереван 

Определяли содеро/сание адреналина, нор адреналина, дофамина и норметанефрина 
в пробах целого мозга и г и по тала мине с кой области интактных, адреналэктомированных 
и симпатэктомированных крыс через 15 мин, 24 и 72 ч после геморрагического стресса. Во 
все сроки исследования в мозге животных 3 групп обнаруо/сено стабильное повышение содер-
жания дофамина. Изменения оборота норадреналина в центральной нервной системе 
(ЦНС) в ранние постгеморрагические периоды связаны с состоянием симпатико-адрена-
ловой системы на периферии, чего не удалось обнаружить в поздние сроки после стресса. 

Многочисленными исследованиями установлено, что при массивной кро-
вопотере изменяется содержание катехоламинов в крови, сердце, селезен-
ке и надпочечниках [1—81. При этом происходят значительные функцио-
нальные, гемодинамические и метаболитические изменения в ЦНС [91, 
однако влияние геморрагического стресса на содержание моноаминов в 
мозге изучено недостаточно [1 ]. Возрастающий интерес к важной роли мо-
ноаминов в организации приспособительных реакций организма делает 
целесообразным исследования не только их содержания в участках мозга, 
обеспечивающих гомеостаз, но и связи изменений в ЦНС с состоянием сим-
патико-адреналовой системы на периферии. 

В настоящей работе представлены результаты изучения влияния ге-
моррагического стресса не содержание катехоламинов и норметанефрина 
в целом мозге и гипоталамусе интактных, адреналэктомированных и сим-
патэктомированных крыс. 

М е т о д и к а 

Геморрагический стресс вызывали у интактных (1-я группа), адреналэктомирован-
ных (2-я группа) и симпатэктомированных (3-я группа) крыс-самцов весом 250—300 г 
путем острого кровопускания (3% крови к весу тела в течение 20 мии под легким эфир-
ным наркозом) из препарированной правой бедренной артерии, после чего на сосуд 
накладывали лигатуру. Через V 4 , 24 и 72 ч после операции животных обезглавливали 
и в пробах целого мозга (без гипоталамической области) и в гипоталамической области 
определяли содержание адреналина, норадреналина, дофамина и норметанефрина три-
о кс и и идол ь мы м методом [10], используя спектрофотофлуориметр фирмы «Hitachi». Конт-
ролем для 1-й группы служили ложиооперированные крысы. 

Двустороннюю адреналэктомию проводили под легким эфирным наркозом. В после-
операционный период животные вместо воды получали раствор, содержащий 1% NaCl 
и 5% глюкозы. Опыты на данной серии животных ставились иа 3-й день после адренал-
эктомии. Контролем служили адреналэктомированные животные с имитацией процедуры 
кровопускания. 

Химическую симпатэктомию осуществляли посредством внутрибрюшинного введе-
ния 30 мг/кг 6-ОН-дофамина фирмы «Serva», растворенного в физиологическом растворе 
с 0,1% аскорбиновой кислотой. Животных подвергали кровопусканию через 48 ч. Конт-
ролем служили симпатэктомированмые крысы с имитацией процедуры кровопускания. 

Так как вышеуказанные эксперименты были поставлены в разные времена года, 
то для более точной интерпретации данных было проведено дополнительное исследование 
содержания мопоамииов одновременно у контрольных животных всех 3 групп. 

Результаты были обработаны статистически с применением t-критерия Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 

Данные опытов с контрольными животными (см. рисунок, нулевые от-
метки) свидетельствуют о том, что сама адреналэктомия или введение 
6-оксидофамина не приводит к достоверным изменениям содержания дофа-
мина, норадреналина и норметанефрина в целом мозге. 
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Геморрагический стресс вызывал в целом мозге стабильное увеличение 
уровня дофамина у животных всех исследуемых групп, хотя у симпатэкто-
мированных крыс в первые 15 мии содержание дофамина не изменялось, 
а в дальнейшем повышение его уровня было наименьшим. В конце экспе-
риментального периода у животных всех 3 групп концентрации исследуе-
мых веществ в мозге превышали контрольные показатели. При этом в пер-
вые сутки после стресса направление изменений содержания норадрена-
лина и норметанефрита у животных 3-й (симпатэктомироваиной) группы 
резко отличалась от такового у животных 1-й (интактной) группы: началь-

Мкг/г А 

Влияние геморрагического стресса на содержание дофамина (/1), но-
радреналина (Б) и норметанефрина (Б) в мозге интактных (/), адре-

налэктомированных (2) и симпатэктомированных (3) крыс. 
Показатели, находящиеся пне заштрихованных полос, статистически достовер-
ны ( Р < 0 , 0 5 ) . Данные о количестве опытов в каждой серии те же, что в 

таблице. 

ному повышению уровня медиатора (на 20%), сопровождающемуся рез-
ким снижением содержания его метилированного метаболита у крыс 1-й 
группы, соответствовали обратные изменения их содержания у симпатэк-
томированных животных. Первоначального накопления норадреналина не 
наблюдалось и у адреналэктомированных животных. 

В таблице представлены изменения содержания исследуемых аминов 
в гипоталамической области. При сопоставлении контрольных данных 
видно, что при адреналэктомии происходит достоверное уменьшение уров-
ня норадреналина. 

Геморрагический стресс приводил у интактных и адреналэктомирован-
ных животных к понижению содержания норадреналина в гипоталамиче-
ской области лишь в отдаленные постгеморрагические периоды. При сим-
патэктомии уже па 15-й минуте после воздействия отмечалось снижение 
концентрации норадреналина на 25 %, а к 72 ч исследования уровень медиа-
тора в гипоталамической области превышал контрольный показатель на 60 %. 
При адреналэктомии изменение содержания адреналина и дофамина (в ос-
новном в сторону увеличения в отличие от норадреналина) возникало позже, 
чем у животных 1-й группы. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что сама химическая сим-
патэктомия не приводит к изменению содержания катехоламинов в ЦНС. 
Это согласуется с представлением [111 о непроницаемости гемато-энцефа-
литического барьера для 6-ОН-дофамина у взрослых крыс. Снижение уров-
ня норадреналина в гипоталамической области при адреналэктомии, отме-
ченное также другими исследователями, рассматривается как показатель 
развития выраженной адреиаловой недостаточности 112 ]. 

С н и ж е н и е с о д е р ж а н и я н о р а д р е н а л и н а в г и п о т а л а м и ч е с к о й о б л а с т и в о 
всех исследуемых сериях при геморрагическом стрессе соответствовало из-
менениям при других стрессовых воздействиях [13—171 и особенно при 
циркуляторно-гипоксических состояниях 118 -201. Подобное понижение 

Мкг/г 
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концентрации медиатора объясняется в литературе превалирующим воз-
растанием высвобождения по сравнению с процессом синтеза норадренали-
на [15, 21 I. Свидетельством одновременной активации синтеза и метабо-
лизма норадреналина является повышение концентрации его предшествен-
ника — дофамина в наших опытах и данные литературы о резком возраста-
нии его метаболита — 4-окси-З-метоксифенилэтиленгликоля в гипотала-
мической области при шоковых состояниях 1.22 I и ишемии головного моз-
га [21 I. При этом у симпатэктомированных животных постгеморрагиче-
ское усиление оборота медиатора наступает раньше, чем у крыс интакт-
иой и адреналэктомироваиной групп. 

Влияние геморрагического стресса на содержание адреналина, норадреналина и дофамина 
(мкг/г сырой ткани) в гипоталамической области интактных, адреналэктомированных 

и симпатэктомированных крыс 

Группа животных!', Время, про- о о 
IIopадреналин Дофамин подвергнутых шедшее после 

г. (- Адреналин IIopадреналин Дофамин 
кровопотере кровопотери Ж 2 

У о 

Интактныс Контроль 27 0,17=t= 0 , 0 3 1,65—0,08 0,81=1=0,04 
15 мии 8 0,30=1=0,04* 1,69=1=0,14 1,04=1=0,15 
2 v, 7 0,75^:0,19* 0,63=1=0,10** 1,11=1=0,11* 

24 ч 9 0,24=1=0,07 0,54=1=0,08** 1,12=1=0,20 
72 ч 10 0,27=1=0,09 1,30=1=0,20 0,50=1=0,07** 

Адреиалэктомиро- Контроль 21 0,26=1=0,05 1,35=1=0,09° 0,67=1=0,1 
ванные 15 мин 6 0,36=1=0,09 1,13=1=0,08 1,00=1=0,2 

24 ч 5 0,45=1=0,06* 0,90=1=0,10* 1,22=1=0,2* 
72 ч 5 0,51=1=0,07* 0,95=1=0,09* 1,20=1=0,2* 

Симпатэктомиро- Контроль 14 0,20=1= 0,03 1,49=1=0,10 
ваиные 15 мии 6 0,23=1=0,03 1,10=1=0,06* 

24 ч 6 0,19=1=0,01 1,04=1=0,10* 
72 ч 6 0,21=1=0,03 2,37=1=0,12** 

П р и м е ч а и и е. Звездочками отмечены достоверные различия по сравнению с соот-
вествующими контрольными показателями (1 звездочка — Я<0,05 ; 2 з в е з д о ч к и — Ж 
<0,01). Кружочком отмечено достоверное различие (Я <0,05) содержания норадреналина 
в контроле у адреналэктомироваиной группы по сравнению с соответствующим показате-
лем иитактной группы. 

Начальное постгеморрагическое повышение содержания норадренали-
на и резкое снижение концентрации норметанефрина в целом мозге у жи-
вотных интактной группы явились для нас неожиданностью, так как в ли-
тературе имеются сведения, что под действием различных стрессориых фак-
торов в мозге происходит снижение содержания норадреналина [14, 23— 
26 ] и возрастание его оборота [22, 25, 27—29]. Подобного повышения 
уровня норадреналина в других 2 группах не выявлено, по-видимому, в 
связи с уменьшением активности тирозии-гидроксилазы при адреналэкто-
мии [30] и захвата норадреналина мозговой тканью при химической сим-
патэктомии [31 ]. Одинаковая во всех группах направленность сдвигов 
исследуемых показателей через 72 ч после кровопотери в сторону увели-
чения может указывать на то, что изменения оборота норадреналина в позд-
ние постгеморрагические сроки не связаны с состоянием симпатико-адре-
наловой активности на периферии, что имеет место в 1-е сутки после 
воздействия. 

Стабильное увеличение содержания дофамина является одной из ха-
рактерных особенностей изменений содержания моноаминов мозга при ге-
моррагическом стрессе, так как под действием других стрессоров кон-
ц е н т р а ц и я и о б о р о т д о ф а м и н а у м е н ь ш а ю т с я 16, 26, 29, 32 , 3 3 1 и л и не из-
меняются 1.24, 25, 27, 32, 34]. То обстоятельство, что содержание дофа-
мина в мозге адреналэктомированных и симпатэктомированных крыс во 
все сроки после кровопотери существенно не изменяется, свидетельству-
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ет о том, что оно мало связано с состоянием симпатико-адреналовой си-
стемы на периферии. Увеличение содержания дофамина в мозге при гемор-
рагическом стрессе может иметь для организма положительное значение, 
так как отмечено, что дофамин играет важную роль в выведении животного 
из стрессового состояния [35]. 
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EFFECT OF ADRENALECTOMY AND CHEMICAL SYMPATHECTOMY 
ON THE CONTENT OF CATECHOLAMINES IN CENTRAL NERVOUS 

SYSTEM IN HEMORRHAGIC STRESS 

E. A. Shirinyan, О. M. Avakyan 

Laboratory of Adrenergic Mechanisms, Institute of Fine Organic Chemistry, Academy 
of Sciences of the Armenian SSR, Yerevan 

Content of adrenaline, noradrenaline, dopamine and normetanephrine was estimated by 
means of trihydroxyindole method in samples of brain and its hypothalamic part from intact, 
adrenal- and sympathectomized rats within 15min, 24 and 72 hrs af ter hemorrhagic stress 
(3% blood of body weight within 20min). Stable increase in dopamine content was observed 
in brain at all the periods studied. Alterations in the noradrenaline turnover in central nervous 
system were related to the state of peripheral sympathoadrenal system at early posthemorrha-
gic steps; the phenomenon was not found at the later periods after stress. 
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ТИАМИН И ОБМЕН П И Р У В А Т А У К Р Ы С - О П У Х О Л Е Н О С И Т Е Л Е Й 

Отдел регуляции обмена веществ АН Белорусской ССР, Гродно 

Исследованы количественное соотношение двух субстратов — пиру вата и лактата, 
а также активность ферментов их метаболизма — п и руват дег и дроге на зы, лактатде-
гидрогеназы, аланин-аминотрансферазы и пируваткиназы — в ткани печени на фоне ро-
ста опухоли и интенсивной тиаминотерапии. Гиамин в дозе 12,5 мг на 1 кг массы, вводи-
мый ежедневно крысам-опухоленосителям (карциносаркома Уокера 256), оказывает норма-
лизующее действие на активность изучаемых ферментов, количественный состав изофер-
ментов лактатдегидрогеназы и содеро/сание лактата в крови и пирувата в печени. 

В процессе роста опухоли в организме происходят глубокие изменения 
в углеводном обмене, обусловленные, с одной стороны, интенсивным гли-
колизом в раковых клетках, а с другой — сопутствующими канцерогенезу 
нарушениями в других смежных звеньях обмена 1.1 ]. И то и другое при-
водит к значительному повышению в крови и тканях количества кетокислот 
12] и увеличенному выведению их с мочой 13 J. Некоторые авторы склонны 
объяснять это нарушением окислительных процессов в организме, в част-
ности торможением активности мультифермеитного комплекса пируватде-
гидрогеназы 1.2, 41. Таким образом, исследовали витамины — предшест-
венники коферментов, входящих в состав комплекса пируватдегидрогеназы 
151, лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и ее изоферментов [61, а также процессы, 
ответственные за биосинтез соответствующих апофермептных белков или 
самих ферментов [71. Определяющими перечисленные нарушения в обме-
не могут быть и сами субстраты упомянутых реакций [21, и другие кофак-
торы 181. Содержание пировиноградной кислоты в крови и тканях живот-
иых-опухоленосителей исследовали неоднократно [2, 8, 9], но чаще всего 
без одновременного сопоставления с другими показателями, характеризую-
щими вероятные пути обмена этой кислоты. Мы определяли соотношения 
содержания двух субстратов — пирувата и лактата и активность фермен-
тов их метаболизма — пируватдегидрогеназы, ЛДГ, аланин-аминотран-
сферазы и пируваткиназы — на фоне роста опухоли и интенсивной тиами-
нотерапии как воздействия, специфическим образом контролирующего ак-
тивность окислительного декарбоксилирования пирувата [51. 

М е т о д и к а 
Опыты проведены на 72 крысах-самках, содержавшихся на обычном рационе ви-

вария. Карцииосаркому Уокера 256 перевивали внутримышечно в область задней правой 
конечности. Через 24 ч после перевивки опухоли половине животных этой группы начи-
нали ежедневные инъекции тиамина подкожно в дозе 12,5 мг на 1 кг массы. Через 4 , 8 
и 12 дней после перевивки исследовали ткань печени и кровь, которую собирали в ге-
паринизированные пробирки на холоду. Белки крови немедленно осаждали 6% хлорной 
кислотой. Лактат и пируват определяли при помощи ЛДГ [10]. Для оценки содержания 
субстратов в печени крыс ткань помещали в жидкий азот через 30 с после их декапитации 
и затем готовили гомогенат на 6% хлорной кислоте в разведении 1 : 5. Растворимую фрак-
цию гомогената печени получали путем измельчения ткани на холоду в 0,02 М трис-
буфере рН 7,6 в разведении 1 : 20 и центрифугирования в течение I ч при 105 000 g 
(центрифуга VAC-601). В полученном с ул ер натайте исследовали активность пируваткина-
зы (КФ 2.7.1.40) [ И ] , прямой и обратной ЛДГ (КФ 1.1.1.27)[11 ] и аланин-аминотранс-
феразы (КФ 26.1.1.2) 112]. Для определения активности пируватдегидрогеназы (КФ 
1.2.4.1) свежую ткань печени гомогенизировали на холоду в 0,15 М КС1 в течение 1 мии 
в стеклянном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком в разведении 1 : 10. Активность 
фермента определяли спектрофотометр и чес к и [13] и выражали в миллимикромолях 
восстановленного феррицианида на 1 г ткани за 1 мин инкубации при 25°С. Изоферменты 
ЛДГ разделяли электрофоретически в 7,5% полиакриламидном геле [14]. Все реактивы 
фирмы «Reanal». Гель после электрофореза инкубировали в течение 1 ч при 37°С в среде 
по описанному ранее методу |15.|. Количественную оценку активности изоферментов 
проводили денситометр и чески и выражали в процентах но отношению к суммарной ак-
тивности всех фракций фермента. Цифровой материал обрабатывали статистически [16]. 
Каждая приведенная величина представляет среднюю арифметическую и ошибку срод-
ней 7—9 определений. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

По мере роста опухоли в печени и крови животных-опухолеиосителей 
отмечается достоверное увеличение содержания пирувата (табл. 1). Нами, 
так же как и другими авторами [2, 171, установлено, что активность пи-
руватдегидрогеназы и аланин-амииотрансферазы в печени ингибируется на 
8—12-е сутки роста опухоли (табл. 2). Таким образом, из полученных ре-
зультатов следует, что по мере роста опухоли в печени отмечается накоп-
ление пирувата с одновременным угнетением активности указанных вы-
ше ферментов и обратной Л Д Г (табл. 3). Все три фермента являются ви-
таминозависимыми, а обмен витаминов в организме крыс-опухоленосителей, 
как это показано рядом авторов 12, 3, 18 1, существенно нарушается. На-
ми при исследовании обмена тиамина установлено, что у животных с опу-
холями в процессе роста карциносаркомы Уокера 256 концентрация тиа-

Т а б л и ц а I 
Содержание пирувата и лактата (в мкмоль/г ткани) в печени и крови крыс-опухоленосителей 

(опыт 1) и крыс после введения им тиамина в дозе 12,5 мг/кг (опыт 2) ( М ± т ) 

о X. Соде р ж а 11 и е п и р у в а т в Содержание лактата 

Ткань 

Д
ен

ь 
и 

сл
ед

ов
; 

ни
я контроль опыт 1 опыт 2 контроль 0 п ыт 1 опыт 2 

Печень 4-й 
Р 

8-й 
Р 

1 2-й 
Р 

0 , 104 ± 0 , 0 0 9 

0 , 104 ± 0 , 0 0 9 

0 . 104 ± 0 , 0 0 9 

0 , 1 8 0 ± 0 , 02 
< 0 , 0 0 1 

0 , 3 0 9 ± 0 , 0 3 
< 0 , 001 

0, 179 + 0, 03 
< 0 , 05 

0, 08-2 ± 0 , 01 

0 , 0 8 9 ± 0 , 0 2 

0 , 1 6 8 ± 0 , 0 2 
< 0 , 05 

3 , 9 2 ± 0 , 3 

3 , 9 2 + 0 , 3 

3 , 9 2 ± 0 , 3 

3 , 1 3 ± 0, 3 
< 0 , 05 

6 , 0 + 0 , 3 
< 0 , 05 

4 , 58 + 0 , 25 

5 , 0 ± 0 , 3 7 
< 0 , 05 

5, 25 + 0 , 37 
< 0 , 0 1 

4 , 1 2 ± 0 , 3 7 

Кровь 4-й 
Р 

8-й 
Р 

1 2-й 
Р 

0, 1 3 0 ± 0 , 02 

0 , 1 30 ± 0 , 0 2 

0 , 1 3 0 ± 0, 02 

0, 185 ± 0 , 0 3 

0, 300 ± 0 , 0 3 
< 0 , 0 0 1 

0 , 4 7 7 + 0, 02G 
< 0 , 001 

0, 073 ± 0 , 01 
< 0 , 001 

0, 135 ± 0 , 0 3 

0, 2 9 8 ± 0, 03 
< 0 , 001 

1 , 0 2 ± 0 , 18 

1 , 6 2 ± 0, 18 

1 , 6 2 ± 0 , 18 

1 , 0 С ± 0 , 23 

2 , 5 7 ± 0 , 2 3 
< 0 , 0 0 1 

6 , 2 5 ± 0 , 7 3 
< 0 , 001 

1 , 6 0 ± 0 , 18 

1 , 7 5 ± 0 , 1 9 

1 , 85 ± 0, 08 

мина в печени на 4-й день роста опухоли составляла 70'%, на 8-й день 
46 %, иа 12-й день — 23 % уровня витамина в печени интактных животных. 
Эти данные послужили одним из обоснований для проведения курса вита-
минотерапии. Введенный витамин оказывает нормализующее действие на 
пируватдегидрогеиазу в ткани печени крыс-опухоленосителей (см. табл. 2). 
Следует отметить, что активность фермента не достигает уровня, характер-
ного для интактных крыс. Эти данные можно трактовать двояко: вводимая 
доза тиамина недостаточна или примененный витамин не единственный 
фактор, который лимитирует активность фермента в организме животных 
с опухолями [81. Активность ключевого фермента гликолиза — пируват-
киназы — во все сроки опыта у невитаминизированиых животных-опухо-
леносителей не изменяется. Тиамин оказывает угнетающее действие на этот 
фермент только в период наиболее интенсивного роста опухоли. Известно, 
что тиамин не имеет прямого отношения к обмену фосфоэнолпирувата как 
кофактор, поэтому полученные результаты можно связывать лишь с ка-
кими-то опосредованными эффектами, например вмешательством витамина 
в обмен макроэргов, контролирующих эту реакцию [5, 191. Количество 
молочной кислоты практически не изменялось в печени и резко возрастало 
в крови крыс-опухоленосителей, не получавших тиамина. Аналогичные 
данные приводились в литературе относительно давно [1 ]. Особенно резкие 
отличия между двумя опытными группами обнаружились в количестве лак-
тата в крови (см. табл. 1). Показатель этот, всегда весьма резко меняющий-
с я в х о д е к а н ц е р о г е н е з а [ 2 0 ] , п р а к т и ч е с к и н е о т л и ч а л с я от т а к о в о г о , х а -
рактерного для здоровых животных, если крысам-опухоленосителям инъ-
ецировали тиамин. Полученные результаты в какой-то мере можно объ-
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Т а б л и ц а 2 

Активность ферментов в печени крыс-опухоленосителей (опыт 1) и крыс после введения им тиамина в дозе 12,5 мг/кг (опыт 2) (М— т) 

= < _ nU 

Активность пируватдегидрогеназы, мкмоль в 
1 мин на 1 г ткани 

Активность пируваткиназы, мкмоль Н А Д на 1 г 
ткани 

Активность аланин-трансаминазы, мкмоль пировино-
градной кислоты на 1 г ткани за 20 мин 

= < _ nU 
контроль опыт 1 опыт 2 контроль опыт 1 опыт 2 контроль опыт 1 опыт 2 

4-й 
8-ft 
Р 
12-й 
Р 

1,15=5=0.19 
1,19— 0,11 

1,2—0,15 

0,92=^=0.22 
0,86—0,1 

0,25=5=0,02 
<0,001 

0,97=5=0,16 
0,67=5=0,06 

<0,01 
0,76=5=0,06 

<0,001 

5,7=5=0,7 
5,9—0,7 

5,8=5=0,6 

5,7=1=0,7 
5,4=5=0,9 

5,5=5=0,5 

4,9=5=0,3 
3,2=1=0,4 
<0,001 

5,4=5=0,5 

34,5=1=1,8 
34 ,2±3 ,3 

34,5=1=1,8 

40,1=5=8,5 
17,5=5=1,6 

<0 ,01 
9,3=?=0,14 

<0 ,01 

32,3=5=1,0 
23,3=5=2,8 

<0 ,01 
8,6=5=0,19 

<0,01 

Т а б л и ц а 3 

Активность ЛДГ (субстрат — молочнокислый натрий) (в мкмоль НАД на 1 г ткани), соотношение Н- и М-субъединиц ЛДГ в печени крыс-опухолено-
сителей (опыт 1) и крыс после введения им тиамина в дозе 12,5 мг/кг (опыт 2) ( М — т ) 

£ 5 

Активность Л Д Г Соотношение Н- и М- субъединиц Л Д Г 

£ 5 
контроль опыт 1 опыт 2 

контроль опыт 1 опыт 2 

£ 5 
контроль опыт 1 опыт 2 

Н-субъединицы М-субъеднницы Н-субъединицы М-субъединицы Н-субъединицы М-субъединицы 

4-й 
8-й 

Р 
12-й 

Р 

0,13=1=0,01 
0,14=5=0,02 

0,13=1:0,01 

0,10=5=0,01 
0,07=1=0,004 

<0,001 
0,15=5=0,01 

0,09=1:0,01 
0,08+0,003 

<0,01 
0,11=1=0,01 

7,4=5=0,75 
9,5=5=0,7 

9,4=1=0,87 

92,6=5=8,6 
90,5=5=9,1 

90,6=1=10,2 

6,0=5=0,35 
4,4=5=0,27 

<0,001 
3,2=1:0,26 

<0,001 

94=5=8.2 
95,6=5=8,4 

96 ,8±9 ,3 

7,4=5=0,42 
5,9=1=0,37 

<0,001 
5,3=1=0,35 

<0,001 

92,6=5=8,1 
94,1=5=8,4 

94,7=1=9,3 



яснить уже отмеченным ранее действием тиамина на активность пируват-
дегидрогеназы (см. табл. 2), а также повышением интенсивности окисле-
нии пирувата в крови [21. Эти изменения, однако, недостаточно объясняют 
наблюдавшуюся картину. По-видимому, следует допустить, что тиамин 
существенно влияет на обмен пирувата в других тканях и в самой ткани 
опухоли 12, 81, или предположить, что данный витамин опосредованно 
действует на активность ЛДГ, а также на количественный состав изофер-
ментного спектра этого фермента. В одной из работ 1.21 I отмечено увели-
чение как общей активности ЛДГ, так и изоферментов печеночного типа 
при В гнедостаточности. У животных с опухолями, получавших тиамин, 
отмечается нормализация количества Н- и М-субъединиц ЛДГ (см. табл. 3). 

При сопоставлении концентрации субстратов с направленностью из-
менений в изофермеитиом спектре ЛДГ выявлена определенная зависимость. 
Уменьшение количества пирувата сопровождается увеличением количе-
ства Н-субъединиц в ткани печени (см. табл. 3). Возможно, важным зве-
ном в изменении активности изоферментов ЛДГ являются сдвиги в кон-
центрации субстратов. Известно, что восстановление пирувата в лактат, 
катализируемое Л Д Г у (Н 4), значительно ингибируется уже небольшими 
концентрациями пирувата [6 I в результате субстратного ингибирования 
и образования непродуктивного тройного комплекса пирувата с НАД- и 
Н-субъединицами 122 I. 

Полученные данные дают также основания предполагать, что тиамин 
в организме крыс-опухоленосителей оказывает специфическое действие 
на все тиаминзависимые ферменты, а не только на пируватдегидрогеназную 
реакцию, что, возможно, и приводит к нормализации обмена пирувата, 
дальнейшей утилизации этого субстрата в митохондриях и восстановле-
нию нарушенного общего энергетического цикла клетки. Кроме того, по-
ложительный эффект тиамина, возможно, связан с нормализацией процессов 
глюкоиеогенеза в результате полного использования таких субстратов, 
как лактат и пируват, вместо аминокислот, которые в организме с опухолью 
используются в основном для синтеза глюкозы i l l . 
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THIAMINE THERAPY AND PYRUVATE METABOLISM IN TUMOR CARRYING 
RATS 
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Correlation between pyruvate and lactate contents as well as between enzymes partici-
pating in turnover of the substrates (pyruvate- and lactate dehydrogenases, alanine aminotrans-
ferase, pyruvate kinase) were studied in rat liver tissue simultaneously with tumor growth 
and intensive thiaminotherapy. Thiamine, administered into rats carrying carcinosarcoma 
Woker-256 at a daily dose 12.5mg/kg body weight, exhibited the normalizing effect on acti-
vity of enzymes studied, on quantitative content of LDH isoenzymes and on content of lactate 
in blood and of pyruvate in liver tissue. Possible effect of thiamine on pyruvate metabolism 
in tumoral impairment is discussed. 

УДК 616.981.553-092.9-07:б 16.24-008.4-002-07 

В. В. Моррисон 

ОБ И З М Е Н Е Н И И У Р О В Н Я ГИСТАМИНА И СЕРОТОНИНА 
В А П П А Р А Т Е В Н Е Ш Н Е Г О Д Ы Х А Н И Я ПРИ Б О Т У Л И Н И Ч Е С К О Й 

И Н Т О К С И К А Ц И И У К О Ш Е К 

Кафедра патологической физиологии им. А. А. Богомольца Саратовского медицинского 
института 

Общая ботулиническая интоксикация у кошек, сопровождающаяся тяжелой дыха-
тельной недостаточностью, характеризуется резкими нарушениями метаболизма гиста-
мина и серотонина в аппарате внешнего дыхания. При местных формах ботулинической 
интоксикации, когда имеет место лишь односторонний паралич диафрагмы и мео/среберных 
мышц, обнаруо/сено отчетливое повышение содеpoicaния гистамина в пораотенных мышцах 
и регионарных им отделах спинного мозга. Codepoicanue серотонина повышалось в исследуе-
мых тканях лишь на поздних стадиях местной ботулинической интоксикации. 

Клиническая картина ботулинической интоксикации характеризуется 
развитием паралича скелетной и в первую очередь дыхательной муску-
латуры 11—31. Паралитическое действие токсина ботулизма на моторную 
иннервацию обусловлено действием яда на двигательные нейроны спинно-
го мозга [4, 5 ] и блокированием освобождения ацетилхолина с пресинап-
тических образований холинергических синапсов 16, 71. 

Исходя из важной модулирующей роли гистамина и серотонина в про-
цессах освобождения ацетилхолина в холинергических синапсах 18—12 1, 
влияния их на процессы клеточной проницаемости, электрогенеза [13— 16] 
и функцию дыхания [17], представляло интерес выяснить, как изменяется 
содержание указанных биологически активных веществ в аппарате внеш-
него дыхания при ботулинической интоксикации. 

М е т о д и к а 
Опыты проводили на 65 кошках массой 2,5—4 кг. Ботулинический токсин типа С 

(1 ДЛМ для мыши — 0,0006 мг сухого токсина) вводили внутривенно в дозе 2,2 мг/кг 
для получения общей формы интоксикации. Исследования проводили через 3 сут на фоне 
генерализованного паралитического синдрома. Для получения местной формы интокси-
кации ботули нический токсин вводили односторонне в межреберные мышцы и диафрагму 
в дозе 0,15 мг/кг. Через сутки развивался паралич лишь указанных мышц. Исследова-
ния проводили на ранней (4—5 сут) и поздней (14—15 сут) стадиях ботулинической 
интоксикации. 

Содержание биогенных аминов в тканях определяли спектроАлуориметрическими 
методами: гистамин — с использованием ортофталевого альдегида [18], серотонин — с 
нингидрином [19]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
В предварительных опытах было изучено содержание гистамина и се-

ротонина у здоровых животных, а также у кошек через 4 сут после вве-
дения в диафрагму и межреберные мышцы 0,2 мл стерильного физиологи-
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ческого раствора. Так как у животных этих групп содержание биологи-
чески активных веществ статистически не различалось, то они были объ-
единены в одну контрольную группу 

При генерализованном ботулизме, сопровождавшемся развитием тя-
желой дыхательной недостаточности, у экспериментальных животрых уве-
личивалось содержание гистамина в межреберных мышцах, шейном и груд-
ном отделах спинного мозга и снижался его уровень в диафрагме 
(табл. 1). 

Т а б л и ц а 1 

Изменение содержания гистамина (в мкг на 1 г ткани) при экспериментальной ботулиниче-
ской интоксикации у кошек 

Местный ботулизм 

Исследуемая ткань Контроль Общий Исследуемая ткань Контроль ботулизм ранняя поздняя 
стадия стадия 

Диафрагма 0,45и=0,049 0,26=1=0,035 0,58=1=0,035 0,88=1=0,091 Диафрагма 
(19) (10) (20) (10) 

р < 0 , 0 1 <0 ,001 <0,001 
Межреберные мышцы 0,31=1=0,013 0,52=1=0,051 0,54=1=0,029 0,53=1=0,058 Межреберные мышцы 

(17) (10) (10) (9) 
Р <0,001 <0,001 <0 ,01 

Спинной мозг (шейный отдел) 0,25=1=0,01 0,74=1=0,081 0,34=1=0,014 1,09=1=0,22 
(15) (9) (10) (10) 

Р <0,001 <0,001 <0 ,001 
Спинной мозг (грудной отдел) 0,38=1=0,017 0,76=1=0,046 0,45=1=0,019 1,07=1=0,201 Спинной мозг (грудной отдел) 

(12) (9) (10) (10) 
<0,001 <0,001 <0,001 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2: в скобках — число наблюдений, Р рассчитано 
по сравнению с контролем. 

Т а б л и ц а 2 

Изменение содержания серотонина (в мкг на 1 г гкани) при экспериментальной 
ботулииической интоксикации у кошек 

Исследуемая ткань Контроль Общий 
ботулизм 

Местный 

ранняя стадия 

ботулизм 

поздняя 
стадия 

Диафрагма 0,95=1=0,035 0,83=1=0,068 0,71=1=0,04 1,17=1=0,054 Диафрагма 
(20) (10) (9) (10) 

Р > 0 , 1 <0,001 <0,001 
Межреберные мышцы 0,72=1=0,033 0,87=1=0,031 0,74=1=0,034 1,38=1=0,047 Межреберные мышцы 

(20) (10) (10) (10) 
Р <0,01 > 0 , 5 <0,001 

Спинной мозг (шейный отдел) 1,72=1=0,074 1,41=1=0,188 1,08=1=0,038 2,16=1=0,145 
(16) (10) (10) (10) 

Р > 0 , 1 <0,001 <0,001 
Спинной мозг (грудной отдел) 1,5=1=0,04 1,8=1=0,114 1,14=1=0,057 2,32=1=0.27 

(16) (Ю) (9) (10) 
Р < 0 , 0 1 <0,001 <0,001 

Наряду с этим отмечено увеличение содержания серотонина в межре-
берных мышцах и соответствующих грудных сегментах спинного мозга. 
Количество серотонина в диафрагме и шейном отделе спинного мозга при 
генерализованном паралитическом синдроме при ботулизме не претерпе-
вало значительных изменений по сравнению с контролем (табл. 2). 

Таким образом, развитие генерализованной ботулинической интокси-
кации характеризуется выраженными изменениями содержания гистамина 
и серотонина в различных тканях аппарата внешнего дыхания. 

Развитие общей ботулинической интоксикации сопровождается тяже-
лой дыхательной недостаточностью и респираторным ацидозом [20, 21], 
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которые, как известно, могут играть определенную роль в изменении со-
держания биогенных аминов [221. Поэтому для исключения роли гипок-
сического фактора в нарушении содержания гистамина и серотонина мы 
и зучали содержание указанных веществ при местной форме ботулиниче-
ской интоксикации, когда отмечалось лишь одностороннее поражение ды-
хательных мышц. Учитывая данные о возможности распространения ток-
сина ботулизма по нервным стволам в спинной мозг 1.23, 24 I, мы опреде-
ляли содержание биогенных аминов не только в пораженных мышцах, но 
и в соответствующих сегментах спинного мозга. 

Как видно из табл. 1 и 2, на ранней стадии местного ботулизма имеет 
место отче тливое повышение концентрации гистамина во всех изучаемых 
тканях. Н а этой стадии отмечено также некоторое снижение уровня се-
ротонина $ диафрагме, шейном и грудном отделах спинного мозга. 

Более выраженные нарушения обмена гистамина обнаружены в аппа-
рате внешнего дыхания на поздней стадии местной интоксикации, когда 
его содержание еще больше увеличивалось и было довольно высоким, осо-
бенно в нервной ткани. Через 14-—15 сут после внутримышечного введения 
токсина ботулизма в сублетальных дозах в отличие от ранней стадии ин-
токсикации отмечено значительное накопление серотонина в дыхательных 
мышцах и регионарных им отделах спинного мозга. 

Анализируя полученные данные, можно отметить, что введение боту-
линического токсина сопровождается закономерными изменениями со-
держания гистамина и серотонина как при общих формах интоксикации, 
осложненных развитием асфиксического синдрома, так и при местных, не 
сопровождающихся развитием выраженной гипоксической гипоксии. По-
следнее дает основание думать, что гипоксический фактор не играет до-
минирующей роли в механизмах нарушения обмена гистамина и серото-
нина при ботулинической интоксикации. 

Учитывая исключительно широкий спектр действия гистамина и се-
ротонина, можно предположить, что обнаруженные нами изменения мета-
болизма биологически активных субстанций в нервной и мышечной ткани 
могут иметь отношение к нарушениям функционального состояния нервно-
мышечного аппарата, имеющим место при ботулинической интоксикации. 
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ON ALTERATION IN HISTAMINE AND SEROTONIN CONTENT JN EXTERNAL 
RESPIRATORY SYSTEM OF CATS WITH BOTULINIC INTOXICATION 

V. V. Morrison 

A. A. Bogomoletz Chair of Pathophysiology, Medical School, Saratov 

General botulinic intoxication in cats, accerrpanicd by severe respiratory insufficiency, 
was characterized by distinct impairments in histamine and serotonin metabolism in external 
respiratory system. Pronounced increase in content cf histamine wss observed in impaired 
muscles and their corresponding regional centers of medulla spinalis, when botulinic intoxica-
tion had the local type with unilateral paralysis of diaphragm and intercostal muscles. Content 
of serotonin was increased in the tissues studied only at the later steps of local botulinic in-
toxication. 

УДК 617.735-002.156.092.9-07:617.735-008.931: 577.152.314 

А. А. Усова, И. А. Остапенко, P. H. Этингоф 

Б Е Л К О В Ы Й И Н Г И Б И Т О Р ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ Ц И К Л И Ч Е С К И Х 
Н У К Л Е О Т И Д О В В С Е Т Ч А Т К Е ПРИ ЕЕ 

НАСЛЕДСТВЕННОЙ Д Е Г Е Н А Р А Ц И И 

Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И. М. Сеченова АН СССР, Ленинград 

У крыс с наследственной дегенарацией сетчатки (линии Hunter u. Campbell) термоста-
бильная фракция белков этой ткани, полученная от 2—3-месячных животных, обладала край-
не слабым ингибиторным свойством или, совсем не тормозила активность фосфодиэстеразы 
(ФДЭ). Аналогичные фракции, полученные из сетчатки крыс линии Wisiar, кролика, ля-
гушки и миноги, подобно сетчатке быка, содержали компонент, тормозящий активность 
фермента. В течение постнатальной жизни (с J2-го дня до 3-го месяца) содержание ин-
гибиторного компонента в сетчатке здоровых крыс существенно уменьшалось. Электрофо-
ретическое распределение термостабильных белков сетчатки было различным у больных 
и здоровых крыс 8—10-месячного возраста и отличалось от такового у здоровых оюивотных. 
У больных крыс полосы, соответствующие ингибитор ному компоненту, были менее выраже-
ны, элюат белка из этих полос или активировала ФДЭ (линия Campbell), или не влиял на 
активность фермента (линия Huntar). 

Наследственная дегенерация сетчатки (пигментный ретинит) — одно 
из тяжелых заболеваний, обусловливающих слепоту у человека. Причина 
и механизм развития болезни остаются пока неизвестными. Подобные на-
следственные заболевания, связанные с деструкцией фоторецепторов, при-
водящие к прогрессирующей потере зрения, описаны и у ряда животных, 
в частности крыс и мышей. Получено несколько линий крыс (с пигменти-
рованными и непигментированными глазами), у которых течение болезни 
в значительной мере сходно с таковым у людей [1, 2 1. В опытах на этих 
животных выявлено биохимические изменения, происходящие при развитии 
болезни [3, 4] . Показано, что одним из ранних признаков заболевания яв-
ляется нарушение обмена циклических нуклеотидов в сетчатке; при этом 
существенно уменьшается активность фермента, обусловливающего распад 
нуклеотидов, —фосфодиэстеразы (ФДЭ) 15—7]. 

Ранее в сетчатке быка нами был обнаружен особый характерный для 
этой ткани белок, по ряду свойств сходный с активатором ФДЭ мозга, ио 
являющийся ингибитором фермента 1.8, 91. Учитывая возможную роль 
нарушений обмена циклических нуклеотидов в развитии болезни и специ-
фичность для сетчатки белка — ингибитора ФДЭ, представляло интерес 
выяснить вопрос о наличии этого белка в сетчатке больных крыс в процессе 
развития заболевания. Параллельно подобное исследование проводили на 
здоровых крысах, поскольку наличие белка — ингибитора ФДЭ — ранее 
было обнаружено только в сетчатке быка. Кроме здоровых крыс, для изу-
чения вопроса о наличии ингибитора использовали сетчатку ряда других 
животных. 
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М е т о д и к а 

Объектом исследования являлась сетчатка крыс линии Wistar, крыс с наследствен-
ной дегенерацией сетчатки линии Hunter (пигментированные глаза) и линии Campbell 
(непигмеитированные глаза), а также сетчатка крупного рогатого скота, кроликов, лягу-
шек и миног. Приготовление гомогената сетчатки, выделение термостабильйой фракции 
белка «суперматант рН 5,9», определение активности ФДЭ, определение фосфата и белка 
и электрофорез белков термостабильной фракции проводили, как в работах [8, 9]. 

В предварительных опытах было показано, что 90—95% термостабильных белков 
экстрагируется в «супернатант рН 5,9» при однократной обработке сетчатки крыс. 

Ингибиторное действие белков тер моста бил ь и ой фракции проверяли на частично 
очищенном препарате ФДЭ мозга [10], удельная активность которого была равна 
55 имоль цАМФ на 1 мг белка в мин. Ингибиторную активность фракции термостабиль-
иых белков сетчаток выражали в количестве белка (в микрограммах), необходимого для 
50% торможения активности фермента (Иг,0). Суммарное количество белка-ингибитора 
в сетчатке (в условных единицах) рассчитывали как отношение всего количества термо-
стабильного белка в сетчатке к И 5 0 . Для сравнения содержания ингибитора в сетчатке 
крыс разного возраста в ряде опытов рассчитывали его количества на единицу площади 
сетчатки (100 мм2). Площадь сетчатки принимали равной половине площади глазного 
яблока. 

С целыо идентификации ингибиторного компонента в термостабильной фракции 
белков сетчатки после электрофоретического разделения белков участки гелей, соответст-
вующие отдельным белковым полосам, вырезали, гомогенизировали в воде, осаждали 
гель (при 10 000 g в течение 20 мии), надосадочную жидкость концентрировали путем 
испарения в токе воздуха и проверяли ингибиторное действие отдельных элюатов на ак-
тивность ФДЭ. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 
В I серии опытов выясняли, обладают ли термостабильные фракции 

белков сетчатки разных животных (подобно аналогичной фракции сетчат-
ки быка) ингибирующим действием иа активность ФДЭ. Из результатов, 

приведенных в табл. 1, в 
которой суммированы дан-
ные о влиянии «супериа-
тантов рН 5,9», полученных 
из сетчатки изученных жи-
вотных , на активность 
ФДЭ, следует, что все пре-
параты обладали ингиби-
торным действием. Следует, 
однако, отметить, что во 
всех случаях для 50 % тор-
можения активности фер-
мента необходимо было от-
носительно большое коли-
чество белка. Это обстоя-

тельство могло быть связано с применением неочищенных фракций тер-
мостабильных белков, содержащих наряду с ингибитором много других 
белков [8], а также с качеством препарата ФДЭ. 

Указывалось, что при наследственной дегенерации сетчатки на ран-
них стадиях болезни выявлено нарушение обмена циклических нуклеоти-
дов в этой ткани, в частности уменьшение активности ФДЭ [5 71. В связи 
с этим представляло интерес выяснить, сохраняется ли в пораженной сет-
чатке ее специфический белок, связанный с ФДЭ-системой 1.9 1, т . е . ин-
гибитор фермента, и если это подтвердится, то выявить динамику измене-
ний его активности в процессе развития заболевания. Изучение этого во-
проса проводили параллельно на двух линиях больных крыс, отличающих-
ся по скорости развития заболевания и соответственно по степени наруше-
ний в обмене циклических нуклеотидов в отдельные периоды болезни 1.6 .1, а 
также по наличию пигмента в эпителии глаза. 

В качестве, контроля использовали крыс линии Wistar, выявляя на-
личие в сетчатке у них ингибиторного компонента в те же сроки постна-
тального развития, что и у больных животных. 

'Г а б л и ц а 1 
Влияние «супернатантов рН 5,9» из сетчатки 
разных животных на активность ФДЭ (М— т ) 

Животное 
Число опытов и 
использованных 

животных 
(в скобках) 

Идо. мкг 

Кроли к з (7) 56=!= 4 
Лягушка 5 (50) 69=1=9 
Минога 2 (30) 85=t 6 
Крыса линии Wi-

2 (30) 

star (возраст 3 
мес) 4(16) 52=!= 8 
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Полученные результаты по наличию ингибитора, выходу белка в тер-
мостабильную фракцию и общему содержанию ингибитора в сетчатках 
больных и здоровых животных представлены в табл. 2. 

Очевидно, что ингибиторные свойства «супериатантов рН 5,9» (оце-
ниваемые по И б 0 ) сетчатки здоровых крыс, существенно не менялись в воз-
расте от 12 дней до 1 года. Количество термостабильных белков, извлекае-
мое из сетчатки, резко снижалось к 1-му месяцу жизни, а затем, к 3-му 
месяцу, относительно стабилизировалось. Указанные изменения приводи-
ли к постепенному уменьшению относительного количества ингибитора в 
сетчатке. 

Т а б л и ц а 2 
Влияние «супериатантов рН 5,9» на активность ФДЭ и содержание белков в термостабильной 
фракции сетчатки крыс разного возраста — здоровых (линия Wistar) и больных (линии 

Hunter и Campbell) ( М ± т ) 

Число опытов Общие количество 
и использо- белка в терм оста - Количество ингиби-
ванных жи- И60, мкг бильной фракции на тора на 100 мм 

В оз р а ст вотных (в 100 мм- сетчатки, сетчатки , усл. ед. 
жи потных скобках) мкг 

линия крыс 

Wistar | Hunter Wistar Hunter Wistar Hunter Wistar | Hunter 

10 дней 2(11) 37 156 _ 4,6 
12 дней 2 (9) 44. — 302 — 8,2 — 

14 дней 1 (4) — 40 — 387 — 9,1 — 

15—16 дней 3 (15) — 59 — 374 — 5,4 — 

1 мес 3 (17) 3(15) 5 0 + 2 40—5 100 55 2,0 1,4 
Г1/2 мес 3 (11) з (15) 4 2 + 3 38=»= 2 73 70 1,7 1,8 
2 мес 3 (13) 3 (12) 50=t 7 315=!= 39 90 272 1,8 0,9 
2V2 мес 2 (8) 4 (17) 49—4 147=!= 17 55 70 1,1 0,5 
3 мес 3 (12) 3 (14) 52=t8 197=!= 12 35 48 0,7 0,2 
6 мес 2 (8) 

3 (14) 
60 — 33 — 0,5 — 

11 мес 2(7) 60 — 30 — 0,5 — 

линия Campbell 
2 мес 1 (22) 140 0,23 
2 V a мес 2 (8) 200 0,23 
3V2 мес 3 (20) не обнаружено Не обнаружено 

У больных крыс линии Hunter ингибиторная активность до I1/2-ме-
сячного возраста была примерно такой же, как у здоровых, а затем резко 
снижалась (для И б 0 требовалось в 4—8 раз больше белка); при этом ко-
личество термостабильных белков в сетчатке резко возрастало у 2-месяч-
ных животных. В остальные изученные сроки жизни разница в показателе 
у больных и здоровых крыс была не столь выражена. 

Увеличение И б 0 может быть результатом как снижения иигибиториой 
активности, так и уменьшения содержания ингибиторного компонента во 
фракции из-за увеличения доли других термостабильных белков. При срав-
нении результатов у больных крыс 2-месячного возраста (см. табл. 2) 
можно предположить, что в данном случае оба фактора объясняют указан-
ный феномен. Сопоставляя содержание ингибиторного компонента на еди-
ницу площади сетчатки у больных животных этой линии и у здоровых 
крыс, обращает на себя внимание резкое уменьшение его количества у жи-
вотных 1V2—3 мес жизни (см. табл. 2). 

Нужно отметить, что у крыс линии Campbell наблюдается полное от-
сутствие иигибиториой активности в термостабильной фракции сетчатки 
к З1 /2 мес жизни, т. е. в тот период, когда в сетчатке крыс линии Hunter 
еще имеется некоторое количество ингибитора. Связаны ли эти отличия с 
присутствием гранул пигмента у крыс этой линии или с темпами развития 
болезни, пока неясно. 

Полученные данные об изменениях относительного количества ин-
гибиторного компонента (рассчитанные на площадь сетчатки) в процессе 
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постнатальной жизни интересно сопоставить с динамикой изменений ак-
тивности ФДЭ, модулятором которой он является. На рис. 1 , а приведе-
ны сравнительные данные у здоровых крыс. Величина активности ФДЭ 
в сетчатке этих животных, определенная ранее [61, рассчитана на I мг 
белка (удельная активность; рис. 1). Как следует из данных 17], характер 

Рис. 1. Активность ФДЭ и содержание ингибитора в сетчатке 
в течение постнатальной жизни. 

а — сетчатка здоровых крыс линии Wistar; б — сетчатка больных крыс 
линии Hunter. / — активность ФДЭ (данные работы lG Л); II — со-

держание ингибитора, в усл. ед. 

колебаний активности ФДЭ в течение постнатальной жизни не меняется 
при пересчете активности иа площадь сетчатки, поэтому кривые на рис. 1 
в п о л не со 11 остав и м ы. 

Сравнивая величину активности ФДЭ и содержания ингибитора в сет-
чатке, следует отметить обратную зависимость этих параметров. Как пра-
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вило, чем меньше количество ингибитора, тем выше активность ФДЭ, при 
низкой активности ФДЭ содержание ингибитора высокое. На основании 
этих фактов можно предполагать, что ингибиторный компонент имеет зна-

боты 16.1) с ее ингибиторными свойствами наблюдали примерно такую 
же картину, как и у здоровых животных (рис. 1, б). Однако сопоставление 
этих параметров в данном случае, особенно на фоне развития патологии, 
т. е. после 2 мес жизни, затруднительно, так как у больных животных воз-
можно нарушение и синтеза белка-фермента и повреждение других регу-
лирующих ферментную активность систем. 

В следующей серии экспериментов мы пытались выяснить, исчезает 
ли белок — ингибитор ФДЭ — в сетчатке больных крыс или изменяются 
лишь свойства белка. С этой целыо 
сравнивали электрофоретическую кар-
тину белков «супериатантов рН 5,9», 
полученных из сетчатки быка, здоровых 
и больных крыс. В этих экспериментах 
использовали взрослых животных (в воз-
расте 8—9 мес). Предварительные опыты 
показали, что «супернатант рН 5,9», ио-
лученный из сетчаток крыс линий Hun-
ter и Campbell этого возраста, не изме-
нял активность ФДЭ, а ИГ)0 для супер-
иатантов из сетчатки быка и крыс линии 
Wistar равнялась соответственно 50 и 
55 мкг. 

По данным, полученным ранее в 
нашей лаборатории [91, белку-ингиби-
тору должна соответствовать хорошо 
выраженная полоса (рис. 2, 1) элект-
рофореграммы, расположенная в усло-
виях наших экспериментов ближе к ано-
ду. Действительно, при нанесении на 
гель термостабильных белков сетчатки 
быка и крыс линии Wistar наблюдали 
отчетливое иигибирующеевлияниеэлюа-
тов этой полосы па активность ФДЭ 
(табл. 3). Белки, элюироваиные из дру-
гих зон геля, не обладали подобным 
свойством. 

Электрофореграммы белков тер-
мостабильиой фракции сетчатки боль-
ных животных отличались у крыс линий Hunter и Campbell, а также от кар-
тины, характерной для здоровых животных. У крыс линии Hunter в обла-
сти расположения ингбиторного компонента оставались, как и у здоровых, 
две полосы, но они были менее выражены. У крыс линии Campbell выяв-
гготто^т. г, ^ п о г т и ттытттк ппт-тя п п л и с а R т о ж е в о е м я на э л е к т р о ф о -

Рис. 2. Гель-электрофорез «супериатан-
тов рН 5,9» из сетчатки разных жи-

вотных. 
а. — сетчатка быка; б — крыс линии Wi-
star; п — крыс линии Campbell; г — крыс 

линии Hunter. 



ментативную активность не наблюдали. Этот факт позволяет полагать, что 
у больных животных причиной отсутствия ингибиторного действия явля-
ется изменение свойств этого белка, а не его отсутствие. 

Совокупность всех 
п олученн ых рез ул ьтатов 
свидетельствует о серьез-
ных нарушениях свойств 
ФДЭ-системы, в частности 
специфического белка сет-
чатки — ингибитора фер-
мента. В дальнейших ис-
с л едов а н и я х п р едп о л а гает-
ся выяснить, в какой 
степени эти нарушения 
коррелируют с изменением 
с и нтез а и п р ев р аще н и я м и 

родопсина и каковы взаимоотношения белков-модуляторов и фермента 
ФДЭ у больных животных. 
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PROTEIN INHIBITOR OF CYCLIC NUCLEOTIDE PHOSPHODIESTERASE 
IN HEREDITARY DYSTROPHY OF RETINA 

A. A. Usova, I. A. Ostapenko, R. N. *Etingof 

Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Academy of Sciences of the USSR, 
Leningrad 

Thermostable protein fraction from retina of rats with hereditary retinal dystrophy 
(Hunter and Campbell strains) did not inhibit cyclic nucleotide phosphodiesterase. At the 
same time an inhibitory component, found in retina of Wistar rat, rabbit, frog and lamprey, 
was similar to the component from bovine retina. Quantity of the inhibitory component in 
normal rat retina decreased considerably within postnatal period (12 days — 3 months). Ther-
mostable proteins, isolated from Campbell rat retina, differed from that of Hunters' one by 
electrophorctic properties while both preparations were dissimilar to the protein of normal 
rat. Protein bands, containing inhibitory component from dystrophic rat retina, appear to be 
less distinct as compared to those of normal rat. These proteins, eluated from the bands of 
Campbell rats, activated phosphodiesterase but the preparations from Hunter rats did not 
influence on it. 

УДК 612.6. 03:612.35.015. 1:577.152.165'133 

В. В. Федуров 

Р Е Г У Л Я Ц И Я ОБМЕНА У Б И Х И Н О Н О В : И С С Л Е Д О В А Н И Е 
В Р Е Г Е Н Е Р И Р У Ю Щ Е Й П Е Ч Е Н И К Р Ы С 

Центральная научно-исследовательская лаборатория Киевского медицинского института 
им. А. А. Богомольца 

По включению С-тирозина в убихинон и 1-иС-ацетата в убихинон и стерины in vivo 
и in vitro утановлено значительное усиление биосинтеза этих соединений в регенерирующей 
печени белых крыс без существенных изменений скорости распада убихинона. Путем ввс-

Т а б л и ц а 3 
Влияние элюатов белков геля на активность ФДЭ 

Номер участка 
геля, 

из которого 
пол учен элюат 

(см. рис. 2) 

Изменение активности ФДЭ 
по сравнению с контролем, % Номер участка 

геля, 
из которого 

пол учен элюат 
(см. рис. 2) 

линии крыс 

Номер участка 
геля, 

из которого 
пол учен элюат 

(см. рис. 2) 
Wistar Campbel l Hunter 

1 — 7 5 + 8 1 0 
2 0 0 0 
3 — 0 0 
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дения животным с субтотальной гепатэктомией специфических ингибиторов — циклогек-
симида, бромистого этидия, окситетрациклина, холестерина и холестерина в сочетании 
с оюелчыо — м последующего определения относительных скоростей включения меченых пред-
шественников в убихинон и стерины в опытах in vitro выявлено ускоренное новообразование 
в цитоплазме и митохондриях регенерирующей печени ферментов, участвующих в синтезе 
этих соединений. Наиболее высокая скорость включения 1-иС-ацетата в убихинон обнаруже-
на через 24 ч, в стерины — через 48 ч, а иС-тирозина в убихинон — через 48 и 72 ч после ге-
патэктомии. Высказано предполоо/сение о кодировании мшпохондриальной ДНК функци-
ональных белков, ответственных за синтез убихинона в митохондриях. Подтверэ/сдена ре-
гулятор пая роль в биосинтезе убихинона ферментов, осуществляющих образование в цито-
плазме предшественников изопреноидных соединений. Обсуждается схема регуляции био-
синтеза убихинона в регенерирующей печени. 

Основные пути биосинтеза и катаболизма убихинона (кофермета Q) 
незаменимого компонента дыхательной цепи митохондрий установлены. В 
цитоплазме из ароматических аминокислот образуется /i-оксибензоат, из 
ацетил-КоА — изопентилпирофосфат, непосредственно на внутренней мем-
бране митохондрии из них синтезируются полипренилфенолы, а из послед-
них — убихинон. Необратимые изменения этого кофермента начинаются с 
окисления боковой цени, часть его фонда выделяется с экскрементами в 
неизмененном виде II, 2] . Для нормальной жизнедеятельности животных 
необходим оптимальный для данных условий уровень убихинона в орга-
нах, так как преобразование энергии окисления в АТФ зависит от концент-
рации этого соединения в митохондриях 11]. Выяснение механизмов, ре-
гулирующих содержание убихинона в тканях, представляет актуальную и 
вместе с тем сложную задачу, вследствие крайней ограниченности знаний 
о свойствах и биогенезе ферментов, осуществляющих образование или раз-
рушение этого соединения, и невысоких скоростей его обмена [31. 

Как было установлено нами ранее, одной из удобных моделей для изу-
чения этих механизмов может быть регенерирующая печень белых крыс, 
в которой наблюдается ускоренное новообразование митохондрий и, по-
видимому, убихинона 15, 61. Цель настоящей работы заключалась в том, 
чтобы на основании определения скоростей включения 14С-тирозииа и 1-14С-
ацетата в убихинон в опытах in vivo и in vitro выяснить основные факторы, 
способствующие накоплению убихинона в регенерирующем участке пече-
ни. Кроме того, мы попытались, используя специфические ингибиторы: 
циклогексемид [7.1, бромистый этидий и окситетрациклин [8—11 1, холе-
стерин и холестерин в сочетании с желчыо [12—14 ] — установить роль 
белоксинтезирующих систем различных отделов клетки в активации об-
разования этого кофермента в печени. Принимая во внимание тесную взаи-
мосвязь биогенеза убихинона с другими изопреноидными соединениями [3 J, 
одновременно в этих опытах исследовали и синтез стеринов. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на самцах белых беспородных крыс весом 140—220 г, содержав-
шихся иа стандартном рационе вивария. Под легким эфирным наркозом у крыс удаляли 
боковую и левую центральную доли печени (65+5%) по Хиггинсу и Андерсену [15]. 
«Ложная» гепатэктомия заключалась во вскрытии брюшной стенки и ушивании опера-
ционной раны. Животных оперировали и брали п опыт (за некоторым исключением) в 
одно и то же время — с 9 до 10 ч. 

В опытах in vivo о скорости биосинтеза или катаболизма убихинона в печени су-
дили по изменению его удельной радиоактивности после внутрибрюшииного введения 
«импульсной» метки — I мкКи на 100 г веса тела равномерно меченого 14С-тирозина 
(315 мКи/ммоль) фирмы «UVVVR» (ЧССР) в 0,25 мл физиологического раствора или 
после внутрибрюшинного введения 50 мкКи на 100 г веса тела 1-14С-ацетата (9,8 мКи/ммоль) 
Всесоюзного объединения «Изотоп». Крыс забивали через определенные интервалы вре-
мени (см. рисунок, табл. 1) и из печени выделяли неомыляемые лнпиды. 

В опытах in vitro о скорости биосинтеза убихинона и стеринов судили по включе-
нию 14С-тирозина или 1-14С-ацетата тонкими срезами удаленных (служили в качестве 
к о н т р о л я ) и л и г и п е р т р о ф и р о в а н н ы х в т е ч е н и е 2 4 , 4 8 и 7 2 ч д о л е й печени крыс с имтакт-
ной регенерацией или обработанных указанными выше ингибиторами. Водный раствор 
циклогексимида фирмы «Koch-Light Lab.» (Англия) вводили внутрибрюшинно сразу 
после операции и повторно через 24 ч из расчета 0,1 мг на 100 г веса тела. В опытах с 
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1-14С-ацетатом части животным циклогексимид вводили через 24 и 48 ч после гепатэкто-
мии. Бромистый этидий фирмы «Oilbiochem» (США) вводили внутрибрюшиино из рас-
чета 1 мг на 100 г веса тела [9, 10], повторно ту же дозу вводили через 48 ч. Оксистетра-
циклин пролонгированного действия («Geoinycinurn) фирмы «Pliva» (Югославия) вводили 
внутримышечно сразу после операции и через каждые 12 ч из расчета 10 мг на 100 г 
веса тела [8—10]. Холестерин Ленинградского мясокомбината начинали скармливать 
с рационом (2%) ежедневно за 4 дня до гепатэктомии. Эмульсию холестерина в бычьей 
желчи из расчета 125 мг на 0,5 мл па 100 г веса тела начинали вводить ежедневно внутрь 

желудка тонким эластичным зондом также за 
4 дня до гепатэктомии и продолжали вводить 
па протяжении всего периода регенерации. 
Бычыо желчь собирали, по возможности, в сте-
рильных условиях от только что убитых жи-
вотных и хранили при 5°С до употребления. 

Тонкие срезы получали с помощью спе-
циально изготовленного прибора вручную 
[16]. 2 г срезов из удаленного или регенери-
рующего участков печени инкубировали в стек-
лянных пробирках диаметром 3 см и высотой 
15 см со шлифом № 29 и герметично закры-
вающейся насадкой в 10 мл фосфатного буфе-
ра Кребса — Риигера, рН 7,4 при 37°С в ап-
парате Варбурга либо с 10 мкКи 1-14С-ацетата, 
либо с 5 мкКи и С-тирозина. Среду инкубации 
постоянно насыщали 100% кислородом [17]. 
Через 3 ч пробирки со срезами опускали в ки-
пящую водяную баню на 3 мин, охлаждали, 
центрифугировали, надосадочную жидкость от-
сасывали, а из осадка выделяли общие пеомы-
ляемые лип иды [18]. 

Из неомыляемых липидов хроматографи-
рованием на тонких слоях силикагеля в бен-
золе выделяли суммарный препарат убихинона 
[18], из которого затем выделяли убихиион-9 
на тонком слое силикагеля, пропитанном 5% 
раствором вазелинового масла в петролейном 
эфире (растворитель 95% водный ацетон). Уби-

хинон-у очищали до постоянной удельной радиоактивности хроматографированием на 
пластинках и пленках силуфол. Количество убихинона определяли спектрофотометр и-
чески [18]. 

Т а б л и ц а 1 
Включение радиоактивной метки из 1-14С-ацетата в убихинон и стерины в оставшихся 

после субтотальной гепатэктомии долях печени крыс 

О I 

Зс 

Изменения удельной радиоактивности 
убихинона в нормальной и регенери-
рующей печени после внутрибрюшин-
ного введения крысам 14С-тирозииа 

(I мкКи на 100 г веса тела). 
А — н интервале 24 ч после введения: 
светлые кружки—контроль; темные круж-
ки и треугольники — через 1 и 2 сут после 
удалении 2/з печени соответственно; Б — в 
течение 3 сут после «ложной» и субтоталь-
ной гепатэктомии, соответственно светлые 
и темные квадраты. 14С-тирозин в этой се-
рии опытов вводили за 24 ч до операции. 

Удельная радиоактивность, 
Срок 

Ингибитор имп/мии/мгХ 10а (М-\-т) 
после гепатэктомии, ч Ингибитор 

убихинон стерины 

0 - (8) 0,7=!= 0,2 1,8=!= 0,3 
24 - (4) 1,7=!= 0,2* 1,9=!= 0,5 

Циклогексимид 
- (4) 0,5=!=0,1** 0,6—0,1** 

48 - (4) l,5=t=0,3* 1,6—0,3 
Циклогексимид повтор-

но (4) 0,6=!= 0,1** 0,6=!= 0,1** 
Бромистый этидий (5) 2,2=5=0,3* 2,8=!= 0,5 
Окситетрациклин (4) 2,9— 1,0* 2,0=!= 1,0 

* Р ^ . 0 , 0 5 по сравнению с крысами, которым 1-14-С-ацетат вводили сразу после ге-
патэктомии. 

** Р ^ 0 , 0 5 по сравнению с регенерирующей печеныо интактных крыс. 
П р и м е ч а л и е. Здесь и табл. 2—4 в скобках — число определений. 

В опытах с 1-14С-ацетатом наряду с убихииоиом определяли включение метки в 
с т е р и н ы . П р е д в а р и т е л ь н о б ы л о у с т а н о в л е н о , что п р и х р о м а т о г р а ф и р о в а н и и ф р а к ц и и 
общих неомыляемых липидов пятна стеринов, осаждаемых дигитонином, на пластинках 
располагаются ниже убихинона |18] . Поэтому после снятия слоя силикагеля с убихи-
ноном весь сорбент нижеьэтой полоски очищали в колонку, которую промывали диэтиловым 
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эфиром. Эфир упаривали в вакууме, остаток растворяли в смеси спирта и ацетона (1 : 1 по 
объему), прибавляли эквивалентный объем 1% спиртового раствора дигитонина и остав-
ляли иа ночь. Осадок стерии-дигитопима промывали до постоянной удельной радиоак-
тивности смесыо ацетона и эфира (1 : 1 по объему), растворяли при легком нагревании 
в метаноле и использовали для определения радиоактивности и количества [18]. 

Радиоактивность убихинона, выделенного из печени крыс, которым вводили «импуль-
сную» метку 14С-тирозииа определяли с помощью сцинтилляциониого счетчика («Nuclear-
Chicago») в Институте ядерных исследований АН УССР. В остальных случаях радиоак-
тивность убихинона и стерииов определяли ранее описанным способом [18]. Результаты 
обработаны статистическим методом [19]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

В первые 6 ч после внутрибрюшинного введения 14С-тирозина иитакт-
ным крысам удельная радиоактивность убихинона значительно повыша-
лась, в интервале 6—24 ч существенно не менялась, а затем равномерно 
и медленно понижалась (см. рисунок, А). Аналогичную динамику изменения 
удельной радиоактивности убихинона печени после введения крысам рав-
номерного меченого 14С-/г-оксибензоата наблюдали Вистанс и соавт. [201. 
При введении 14С-тирозина крысам с субтотальной гепатэктомией удель-
ная радиоактивность убихинона оставшихся долей также интенсивно по-
вышалась в интервале 0—6 ч после введения и достоверно не менялась в 
течение 6—24 ч (см. рисунок, А). Однако абсолютные значения этого по-
казателя у крыс, которым вводили метку через 24 и 48 ч после удале-
ния 2/3 печени, были соответственно в 2 и 8 раз выше, чем у интактных 
животных, что, несомненно, свидетельствует о значительном увеличении 
скорости включения 14С-тирозина в убихинон в регенерирующей печени. 
Следует отметить колебания удельной радиоактивности убихинона в реге-
нерирующей печени, что обусловлено не только индивидуальными особен-
ностями проницаемости клеточных барьеров, но и, возможно, изменения-
ми всасываемости | 4С-тирозииа из брюшной полости. Удельная радиоактив-
ность убихинона печени крыс, которым вводили 14С-тирозии и через 24 ч 
проводили «ложную» гепатэктомию, понижалась равномерно и незначи-
тельно в течение 3 сут после операции (см. рисунок, Б). По-видимому, пе-
риод полужизни убихинона в печени сравним с периодом полужизни ми-
тохондриальных белков. Значимых отличий в динамике уменьшения удель-
ной радиоактивности убихинона в регенерирующих долях крыс, которым 
через сутки после введения метки удаляли 2/3 печени, обнаружено не было. 
Иными словами, существенного изменения распада убихинона в регенери-
рующей печени в это время не наблюдалось. Обнаружено только незначи-
тельное (статистически недостоверное) увеличение удельной радиоактив-
ности убихинона через 24 ч после гепатэктомии по сравнению с таковой 
в удаленных участках. Так как вторичное включение радиоактивного пре-
парата в убихинон маловероятно из-за низкой введенной дозы, этот факт 
в какой-то мере может отражать неодинаковые скорости обмеииваемости 
митохондриального и микросомального его фондов. Известно, что при вве-
дении 14С-я-оксибензоата животным максимальное включение метки на-
блюдается в митохондриальный фонд убихинона 121 I. Ранее нами было об-
наружено достоверное снижение концентрации этого кофермента в микро-
сомальной фракции регенерирующей печени крыс в первые 3 дня после 
гепатэктомии [51. Очевидно, в случае увеличения скорости катаболизма 
только микросомального фонда «средняя» удельная радиоактивность уби-
хинона должна возрасти. 

Включение внутрибрюшинно введенного 1-14С-ацетата в убихинон 
регенерирующими долями печени было также достоверно выше у тех крыс, 
которым метку вводили не сразу, а через 24 и 48 ч после субтотальной ге-
п а т э к т о м и и (см. т а б л . 1). Т а к к а к в к л ю ч е н и е р а д и о а к т и в н ы х п р е д ш е с т в е н -
ников в убихинон в первые часы после их введения отражает в основном 
скорости его биосинтеза 112 1, то приведенные выше данные являются ве-
ским доказательством того, что образование этого соединения в регенери-
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рующей печени значительно увеличивается, тогда как распад и выведение 
существенно не меняются. Этот вывод подтвердился и в опытах in vitro, в 
которых было обнаружено значительное усиление включения обоих меченых 
предшественников срезами регенерирующей печени в убихинон в первые 
3 дня после субтотальной гепатэктомии (табл. 2, 3). Однако максималь-
ное включение 1-14С-ацетата наблюдалось через 24 ч, тогда как 14С-тиро-
зина — через 48—72 ч. Включение 1-14С-ацетата срезами в стерины досто-
верно увеличивалось через 48 ч после гепатэктомии. Известно, что ацетат 
включается только в боковую изопреноидную цепь убихинона, а тирозин 
преимущественно в бепзохиионовое кольцо I I—3]. В связи с этим выяв-
ленные на различных этапах регенерации изменения скоростей включения 
обоих меченых предшественников срезами свидетельствуют, по-видимому, 
о неодновременном усилении активности ферментов, осуществляющих раз-
личные стадии синтеза этого соединения. 

Т а б л и ц а 2 
Включение радиоактивной метки из 14С-тирозина в убихинон срезами удаленных 

и регенерирующих долей печени крыс 

Срок регенерации, ч Ингибитор (число крыс) Содержание, мкг/г 
(М ± т) 

Удельная активность, 
имп/мии/мгх 10а 

(М ±т) 

0 
(удаленные доли) 

- (47) 
Холестерин (3) 
X ол есте р и н + ж ел ч ь (3) 

69,1=1= 1,3 
6 4 , 1 , 3 
6 2 , 1 , 5 

1,7—0,1 
2,5=1=0,2 
1,9=1=0,3 

24 

- (4) 
Циклогексимид (4) 
Бромистый этидий (4) 
Окситетрациклии (4) 
Холестерин (4) 
Холестерин-| желчь (5) 

60,4—4,6 
68,9=1=3,1 
57,5=i= 2,8 
61,1—4,4 
64,2=1=4,9 
65,9=1=4,9 

4,9=1=0,7* 
l,3=t0,3** 
5,5=1=0,6* 
4,5— 1,2* 
6,4=1=0,9* 
3,3=1=0,8 

48 

(5) 
Циклогексимид повтор-

но (2) 
Бромистый этидий (5) 
Окситетрациклии (5) 
Холестерин (4) 
Холестерин+желчь (4) 

45,3— 5,3 

43,7^=5,2 
38,3—7,1 
41,9=1=4,7 
57,3=1=2,9 
56,3=1=2,5 

7,4=1=0,8* 

2,3=1=0,1** 
6,4=1= 1,1* 
6,1=1=1,0* 
8,2=1=0,9* 
7,2=±0,5* 

72 

- (4) 
Бромистый этидий (6) 
Окситетрациклии (4) 
Холестерин (4) 
X ол естер и и + ж сл ч ь (4) 

62,2=1=4,9 
38,6=1=4,4** 
40,9=1=3,5** 
59,3=1=5,4 
52,3=1=5,4 

6,0=1= 1,4* 
5,6=1=0,3* 
4,1=1=0,3* 
4,9=1=0,9* 
2,8=1=0,7** 

* Здесь и в табл. 3 Я ^ 0 , 0 5 по сравнению с контрольными срезами. 
** Здесь и в табл. 3 Р ^ 0 , 0 5 по сравнению со срезами из регенерирующей печени ин-

тактных крыс. 

Активность ферментов регулируется путем изменения скоростей син-
теза или деградации ферментных белков либо путем прямого взаимодей-
ствия какого-либо эффектора с молекулами ферментов. Возможно, все три 
механизма контролируют биосинтез убихинона. Однако в условиях про-
странственной разобщенности этих ферментов обнаруженные на разных эта-
пах регенерации печени существенные различия скоростей включения 14С-
тирозииа и 1-14С-ацетата в убихинон и стерины в опытах in vivo и in vitro 
могут свидетельствовать о том, что изменение их синтеза в различных от-
делах клетки осуществляется неодновременно. Необходимо отметить, что 
для биогенеза функциональных белков митохондрий требуется кооператив-
ное действие ядерного и митохоидриального геномов [22]. Для проверки 
высказанного предположения крысам вводили циклогексимид — ингиби-
тор цитоплазматического синтеза белка 17 ], бромистый этидий и окситет-
рациклии — ингибиторы синтеза белка в митохондриях [8—11 1, холесте-
рин и холестерин с желчыо, являющихся ретроингибиторами синтеза сте-
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ринов 112—14 I, и определяли скорости образования убихинона по включе-
нию 14С-тирозина и 1-14С-ацетата срезами печени. 

Циклогексимид, введенный сразу после операции, практически пол-
ностью подавлял увеличение веса оставшихся долей печени (табл. 4), 
по-видимому, за счет значительного угнетения митотического деления гепа-
тоцитов 1231. Остальные препараты существенного влияния на восста-
новление веса печени не оказали. 

Т а б л и ц а 3 
Включение радиоактивной метки из 1-14С-ацетата в убихинон и стерины срезами удаленных 

и регенерирующих долей печени крыс 

Срок регенерации, ч Ингибитор 

Удельная радиоактивность, 
имп/мии/мгХ 1 О3 (М±Т) 

убихинон стерины 

0 
(удаленные доли) 

- (26) 
Холестерин (4) 
X о л естер и и-|- ж ел ч ь (8) 

1 , 0—0,1 
5 , 4 + 3 , 2 
1 f l i t 0,4 

9,6—1,0 
4 , 9 + 5 , 0 
0 ,9+0 ,3* 

24 

- ( 4 ) 
Циклогексимид (5) 
Холестерин (4) 
X о л естер и н + ж ел ч ь (4) 

9,3—3,3* 
1 ,2+0,1** 

44,0— 14,0** 
3 ,8+0 ,6* 

12,2=!= 2,9 
4,0=!= 1,8** 
2,9=!= 2,3* 
4,5=!= 2,8 

48 

- ( 7 ) 
Циклогексимид повтор-

но (2) 
Циклогексимид за 24 ч 

до декапитации (4) 
Бромистый этидий (6) 
Окситетрациклии (4) 
Холестерин (4) 
Хол естер и н + ж ел ч ь (4) 

5 , 4 + 1,2* 

1,1 + 0,3** 

4 ,4+0 ,7* 
6 ,7+1 ,2* 
4 , 3 + 1 , 9 
6,3=!= 0,4* 
7 ,2+0,9* 

22,1 + 0,2* 

5 ,0+0,7** 

4 , 6 + 1,5** 
46,0+0,2** 
16,9+7,1* 
15,8+8,7 
4 ,0+1,7** 

72 

- (9) 
Циклогексимид за 24 ч 

до декапитации (9) 
Бромистый этидий (4) 
Окситерациклин (4) 
Холестерин (4) 
Хол остер и н + ж е л ч ь (4) 

6 ,5+0 ,6* 

4 ,0+0,1** 
6 ,3+0 ,3* 
4,5=!= 1,2 
6,1=!= 0,5* 
2 , 7 + 1 , 7 

16,6=!= 3,3* 

5,6=!= 1,6** 
20,3+5,0* 
21 ,4+7,1* 

6 ,7+2,7** 
1,9+0,5** 

Концентрация убихинона в пересчете иа 1 г сырого веса ткани в ре-
генерирующих долях печени оказалась несколько ниже, чем в удаленных 
(см. табл. 2). Однако в пересчете на общий вес оставшихся долей его ко-
личество в первые 3 дня после гепатэктомии, несомненно, нарастало [51. 
Не было выявлено существенного изменения концентрации убихинона в 
расчете на 1 г сырого веса при введении холестерина и холестерина с желчью, 
тогда как бромистый этидий и окситетрациклии вызвали достоверное 
уменьшение концентрации убихинона через 72 ч после операции. 

Введение циклогексимида крысам сразу после операции и повторно 
через 24 ч практически полностью снижало активацию включения 1-14С-
ацетата в убихинон и стерины и 14С-тирозина в убихинон в опытах in vivo 
и in vitro, что является убедительным доказательством усиления образо-
вания в регенерирующей печени ферментов, принимающих участие в син-
тезе общих предшественников убихинона и стеринов. При введении этого 
антибиотика через 24 и 48 ч после гепатэктомии включение 1-14С-ацетата 
в убихинон срезами подавлялось незначительно, тогда как в стерины -
значительно. Возможно, этот эффект свидетельствует об усилении образо-
вания в митохондриях ферментов, ответственных за синтез убихинона. 

При скармливании крысам холестерина — аллостерического ингиби-
тора fi-окси-Р-метилглутарил-КоА-редуктазы [12—14 ], осуществляющей 
синтез мевалоновой кислоты, — ключевого предшественника изопреноид-
ных соединений, было обнаружено более эффективное включение 1-14С-
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ацетата и 14С-тирозина в убихинон, особенно в 1-е сутки регенерации, и 
выраженное угнетение включения 1-14С-ацетата в стерины (см. табл. 2, 3) сре-
зами как контрольных, так и регенерирующих долей печени. При введении 
холестерина в сочетании с желчью не было выявлено изменений включения 
1-14С-ацетата и 14С-тирозина в убихинон контрольными срезами (см. табл. 2, 
3). Однако включение метки этими срезами в стерины было подавлено. В 
срезах регенерирующих долей печени крыс, получавших холестерин с 
желчью, включение 1-14С-ацетата в стерины было достоверно снижено в 
течение всего периода изучения, тогда как включение обоих предшествен-
ников в убихинон снижалось только через 72 ч после операции. Эффект от 
введения крысам холестерина и холестерина с желчью иа включение меток 
в убихинон и стерины срезами печени оказался несколько неожиданным. 

Т а б л и ц а 4 
Влияние ингибиторов биосинтеза белка и стеринов на относительное увеличение веса реге-

всс регенерирующих долей 
нерирующих долей печени (отношение —г# ; М — т ) J v у 2 веса удаленных долей ' 

Инг ибитор 
Срок после гепатэктомии, ч 

Инг ибитор 
* 1 24 48 72 

1,19=!= 0,06 1,47+0,08* 2,06=5=0,06* 2,47+0,09* 

Циклогексимид (повтор-
(8) (10) (20) (25) 

Циклогексимид (повтор-
но) 1,20+0,09** 1,35=!= 0,03** — но) 

(В) (4) 
Циклогексимид за 24 ч до 

декапитации • 1,82+0,14 2,97+0,04 
(4) (4) 

Б ром и сты й эти ди й 1,57+0,14 2,11 + 0,10 2,33=!= 0,05 
(4) (16) (18) 

Окситетрациклии 1,68+0,12 1,98+0,09 2,50+0,11 Окситетрациклии 
(4) (17) (12) 

Холестерин 1,43+0,01 1,85+0,01 2 ,43+0,03 Холестерин 
(4) (4) (4) 

Холестерин |-желчь 1,42+0,16 1,96=!= 0,10 2,39+0,18 Холестерин |-желчь 
(9) (8) (8) 

* Я ^ 0 , 0 5 по сравнению с крысами, забитыми через 4 ч после гепатэктомии. 
** Р ^ 0 , 0 5 по сравнению с соответствующим сроком регенарации интактных крыс. 

Обнаруженную нами активацию включения в убихинон меченых предше-
ственников срезами нормальной и особенно регенерирующей печени крыс, 
получавших холестерин и холестерин с желчью, трудно объяснить с точки 
зрения ингибирования ими только |3-окси-|3-метилглутарил-КоА-редук-
тазы[24] . Недавно Вис[25] установил, что скармливание холестерина кры-
сам приводит к нарушению в печени синтеза этого соединения из ланосте-
рина. Этот факт дает возможность предполагать, что даже при значитель-
ном ингибировании активности р-окси-р-метилглутарил-КоА-редуктазы эк-
зогенным холестерином [24 ] включение меток в убихинон должно быть бо-
лее эффективным, чем в стерины [12]. Более интенсивное включение метки 
в убихинон в регенерирующей печени крыс, получавших холестерин, мо-
жет свидетельствовать и о повышении активности ферментов, осуществляю-
щих терминальные стадии образования убихинона в митохондриях. Сле-
дует отметить, что выраженное ингибирование синтеза стеринов при введе-
нии холестерина с желчью можно объяснить, с одной стороны, увеличением 
концентрации холестерина в организме вследствие уменьшения его всасы-
в а н и я из желудочно-кишечного т р а к т а и, с другой—непосредственным дей-
ствием желчных кислот. 

Обработка оперированных крыс бромистым этидием и окситетрацикли-
иом пе вызвала достоверного уменьшения скорости включения меченых 
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предшественников в убихинон ни в опытах in vivo, ни in vitro (см. табл. 1 — 
3). Однако эти факты не исключают полностью ингибирующего действия 
использованных препаратов на синтез ферментов в митохондриях, так 
как их эффект мог оказаться замаскированным. При введении оперирован-
ным крысам этих веществ обнаружено уменьшение содержания убихинона 
в регенерирующей печени через 72 ч после операции (см. табл. 2), что, не-
сомненно, сказывалось на расчетной величине удельной радиоактивности. 
Следует отметить также, что при введении бромистого этидия и окситет-
рациклина наблюдалась активация включения 1 -14С-ацетата в стерины, 
возможно, за счет дополнительной активации начальных стадий их обра-
зования, локализованных в цитоплазме. Дополнительная активация сип-
теза мевалоната также будет оказывать влияние как на концентрацию уби-
хинона в регенерирующей печени, так и на его удельную радиоактивность. 
Поэтому данные о достоверном снижении концентрации убихинона в реге-
нерирующем участке печени при введении бромистого этидия и окситет-
рациклина можно также интерпретировать в том смысле, что синтез фер-
ментов, участвующих в образовании полипренилфенолов и убихинона в 
митохондриях в процессе регенерации значительно увеличивался, а их ко-
дирование осуществляется митохондриалы-юй Д Н К . Необходимо отметить, 
что максимальное включение 14С-тирозина в убихинон срезами регенери-
рующей печени по времени совпадает с усилением включения радиоактив-
ных аминокислот в белки митохондрий 1.4, 8—10]. Эта корреляция сви-
детельствует, что в данный период регенерации происходит формирование 
митохондрий с образованием всех структурных и функциональных компо-
нентов этих органелл. 

Таким образом, в первые 3 дня после субтотальной гепатэктомии в 
регенерирующем участке печени наблюдается активация ферментов, осу-
ществляющих синтез убихинона и стеринов путем ускоренного их образо-
вания. Активация синтеза этих ферментов происходит неодновременно. 
В течение 1-х суток после субтотальной гепатэктомии активируется син-
тез ферментов, осуществляющих начальные этапы образования изопреиоид-
ных соединений [24], затем под контролем ядерных Д Н К -синтез фер-
ментов в митохондриях, осуществляющих образование полипренилфенолов 
и убихинона. 
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REGULATION OF THE METABOLISM OF UBIQUINONE: STUDIES 
IN REGENERATING RAT LIVER TISSUE 

V. V. Fedurov 

Central Research Laboratory, A. A. Bogomoletz Medical School, Kiev 

Distinct increase in biosynthesis of ubiquinone and sterols was observed in regenerating 
liver tissue of rats; the rate of ubiquinone degradation was not altered. This phenomenon was 
characterized by incorporation of 14C-tyrosine into ubiquinone and of I-14C-acetate into ubi-
quinone and sterols in vivo and in vitro. An increased turnover of enzymes, participating in 
synthesis of the substances, was found in cytoplasm and mitochondria of regenerating liver 
after administration into animals with subtotal hepatectomy of specific inhibitors: cyclohexi-
mide, ethidium bromide, hydroxytetracycline, cholesterol and cholesterol with bile; relative 
rates of labelled precursors incorporation into ubiquinone and sterols were then estimated in 
vitro. The highest rate of I-14C-acetate incorporation into ubiquinone was found within 24 hrs 
after hepatectomy, into sterols — within 48 hrs and 72 hrs after hepatectomy. Mitochondrial 
DNA appear to code certain functional proteins responsible for synthesis of ubiquinone in mi-
tochondria. The enzymes, which formed precursors of isoprenoid substances in cytoplasm, 
were shown to regulate ubiquinone biosynthesis. Regulation of ubiquinone biosynthesis in 
regenerating liver is discussed. 

УДК 618.2-07:616.153.962.4-074 

А. В. Соколову Г. А. Козляева, H. В. Меснянкина, 
10. С. Татаринов 

В Ы Д Е Л Е Н И Е И ОЧИСТКА С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О Г О (3, г - Г Л О Б У Л И Н А 

Онкологический научный центр АМН СССР, Москва, кафедра биохимии II Московского ме-
дицинского института им. Н. И. Пирогова 

Из сыворотки ретроплацентарной крови при помощи ионообменной хроматографии 
на ДЭАЭ-целлюлозе, гельфильтрации на сефадексе G-200, хроматографии на гидроксила-
патите, ионообменной хроматографии на КМ-целлюлозе и препаративного изофокусиро-
вания в амфолинах получен специфический для трофобластических опухолей антиген. В про-
цессе выделения выявлены вырао/сенная гетерогенность данного белка и изменение ряда его 
свойств с увеличением степени чистоты препарата. Получен ряд препаратов со степенью 
чистоты 90—95% белка, имму но логически идентичных, но различающихся по электрофо-
ретической подвижности, изоэлектрическим точкам и некоторым другим свойствам. 

Специфический (^-глобулин беременности [1, 2 1, или так называемый 
Pi.r-глобулин (БГГ), привлек особое внимание после обнаружения его в 
сыворотке крови больных с трофобластическими опухолями 13—5]. Была 
установлена связь [51 между БГГ и злокачественными клетками хориои-
эпителиомы матки. В последнее время были получены очищенные препараты 
БГГ из экстракта плаценты человека и сыворотки крови беременных жен-
щин 16, 71. В настоящей работе описан модифицированный метод выделе-
ния и очистки БГГ из ретроплацентарной сыворотки крови. 

М е т о д ы и р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и я 

Моноспецифическая сыворотка против БГГ человека была получена от кроликов, 
иммунизированных фракцией Р,-глобулинов. Схема иммунизации животных, техника 
приготовления моноспецифической аитисыворотки и порядок идентификации БГГ были 
описаны нами ранее [1]. 

Этапы выделения и очистки БГГ показаны нами в таблице. Исходным материалом 
служила ретроплацеитарная кровь, которая поступала к нам из различных родильных 
домов. К одному объему сыворотки, полученной из ретроплацентарной крови (обычно 
брали 500 мл сыворотки), по каплям при перемешивании добавляли 2,5 объема 0,5% 
раствора риванола рН 6,0 и оставляли на сутки при 4°С. Содержание БГГ в исходном 
материале оценивали путем титрования с последующим расчетом на 1 мг белка. Выпавший 
осадок удаляли центрифугированием при 3500 об/мин в течение 40 мин, а к надосадочной 
жидкости добавляли NaCl до получения 3% раствора. Образовавшийся осадок вновь уда-
ляли центрифугированием, супернатапт обрабатывали активированным углем. К раствору 
при перемешивании капельно добавляли равный объем насыщенного раствора сернокисло-
го аммония (рН 7,0). Через 18 ч полученный после центрифугирования осадок растворяли 
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в минимальном количестве 0,005 М трис-ЫС1-буфера pIT 8,0 и проводили гельфильтрацию 
иа колонке с сефадексом G-25, уравновешенной тем же буфером. В результате получали 
375 мл раствора белка с концентрацией околр 2% и титром БГГ 1 : 64, выход составлял 
около 70%, удельная активность увеличивалась в 2 раза. Полученный, материал вводили 
в колонку 6 X 3 0 см с ДЭАЭ-СС-целлюлозой (фирма «Серва»), уравновешенную 0,001 М 
трис-ЫСГбуфером рН 8,0, и после промывания колонки уравновешивающим буфером 
(около 1500 мл) проводили элюцию плавным градиентом NaCl в том же буфере, записывая 
кривую элюции с помощью проточного УФ-спектрофотометра «Увикорд-2» при длине 
волны 278 им (рис. 1, А). Концентрацию хлористого натрия определяли рефрактомет-
рически. Получаемые фракции титровали для выявления БГГ-активности со стандартной 
тест-системой на БГГ (чувствительность 5 мкг/мл). БГГ обнаружен в двух белковых пи-
ках, первый из которых снимался градиентом хлористого натрия 0,05—0,07 М, второй -
0,125—0,15 М. Фракции, соответствующие каждому пику активности, объединяли, кон-
центрировали высаливанием сернокислым аммонием 50% насыщения и диализовали. 
Анализ показал, что выход БГГ составил около 50% исходного количества антигена, 
причем 10—12% его было в первой фракции, где количество БГГ составило 2,4% общего 

Рис. 1. Этапы выделения БГГ ретроплацентарной крови. 
Л — хроматография иа ДЭАЭ-целлюлозе; Б — гельфильтрация на сефадексе G-&00; В — ионообмен-
ная хроматография на биогеле НРГ; Г — ионообменная хроматография иа КМ-32-целлюлозе.-

Здесь и на рис. 2 фракции, содержащие БГГ, отмечены сплошной линией. 

белка, а основная масса белка содержалась во втором пике, где .степень чистоты была 
5,3—6,8%. Анализ БГГ во фракциях показал, что антиген первого'пика при иммуиофо-
резе в агарозе движется как у-глобулин, тогда как из второго ймеет подвижность БГГ 
в свежей сыворотке ретроплацентарной крови. В дальнейшем использовали материал вто-
рой фракции. ( , • // , 

Следующим этапом выДеления была гельфильтрация па сефадексе',1-200. Материал, 
уравновешенный 0,01 М фосфатным буфером рН 7,0 с 0,15 М NaCl', вводили в колонку 
6X120 см с сефадексом G-200, уравновешенную тем же буфером. Результат гельфильтра-
ции представлен на рис. !, Б. БГГ элюировался во фракциях при соотношении 'VJMQ— 
= 1,55, что соответствует молекулярному весу около 140 000 (у стандартного вещества, 
альдолазы, с молекулярным весом 147 000 соотношение VJVq на 'данной колонке равно 
1,48). Полученная фракция после высаливания сернокислым аммонием 6 0 % ' насыщения 
имела чистоту около 18—20%.» 
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После тщательного диализа против 0,005 М натрий-фосфатного буфера материал 
подвергали хроматографии на колонке с гидроксилапатитом. Биогель Н Р Т (фирма «Био-
рад»), уравновешенный буфером, помещали в колонку размером 2 X 2 5 см. После промы-
вания колонки 400—500 мл фосфатного буфера 0,005 М элгацию проводили возрастающими 
концентрациями данного буфера (рис. 1, В). 15—17% БГГ не сорбируется на обменнике, 
и получаемый препарат имеет чистоту 70—75%, но основная масса антигена снимается 
при концентрации фосфатного буфера 0,15 М, имея большую примесь балластных белков 
и чистоту 36—40%. Фракция, не сорбирующаяся на биогеле, после изоэлектрического 
фокусирования имела чистоту 95%, а ее изоэлектрическая точка равнялась 6 , 0 + 0 , 5 . Фрак-

Схема выделения и очистки БГГ 

Этапы выделения и очистки БГГ 

Общий 
белок, % 

БГГ, 
мг 

Степень 
чистоты, 

% исходный материал процедура полученный 
материал 

Общий 
белок, % 

БГГ, 
мг 

Степень 
чистоты, 

% 

Ретроплацеитарная 
сыворотка — — 32 500 160 0,4—0,5 

Ретроплацеитарная Риванол, п о л у н а сы ще н и е Осадок 
сыворотка сульфатом аммония 9 050 112 0 , 8 - 1 , 0 

Осадок ДЭАЭ-целл юлоза ДЭАЭ-1 400 9,6 2,4 
ДЭАЭ-2 1 240 70,6 5,3—6,8 

ДЭАЭ-2 Сефадек G-200 Сефадекс-1 260 48 18—20 
Сефадекс-1 Биогель Н Р Т НРТ-1 4,6 3 73 

НРТ-2 110 36 36—40 
НРТ-2 КМ-32-цел л юл оз а КМ-1 33 19 60 
КМ-1 Изофокусировка l . p l — 4 , 1 2 2,9 2,8 94 

2 . p l — 6 , 0 0,9 0,6 70 
НРТ-1 Изофокусировка З.р1—6,0 1,9 1,8 93 

цию, сорбирующуюся на гидроксилапатите, после уравновешивания 0,01 М ацетатным 
буфером рН 5,5 и осветления раствора центрифугированием, подвергали ионообменной 
хроматографии на микрогранулярной целлюлозе КМ-32. С колонки 2 ,5X20 см, уравнове-
шенной 0,01 М ацетатным буфером рН 5,5 антиген снимали градиентом NaCl от 0,1 до 

Рис. 2. Изофокусировка БГГ в амфолииах. 

0 ,15 М (рис. 1, Г) и после высаливания сернокислым аммонием ло 60% насыщения и диа-
лиза лиофилизировали. Анализ полученного препарата показал, что чистота антигена 
составляла 57—60%. Дальнейшей процедурой очистки антигена было препаративное элект-
рофокусирование в амфолииах. Лиофилизированиый материал растворяли в 1% растворе 
глицерина на деионизированной воде. После центрифугирования при 16 000 об/мин пре-
парат наносили иа колонку ЛКБ-8120, используя амфолины рН 3,0—10,0. Время про-
цедуры, как правило, было равно 72 ч, напряжение последние 24 ч — 800 В, сила тока — 
0,9—1,0 мА. Фракции собирали по 2,5 мл, рН-метрию проводили на титраторе Т Т Т 1 С 
(фирма «Радиметр») при 4°С, используя комбинированный электрод ГК-265с. Преципита-
ционная активность распределялась двумя пиками: 80—85% в пике с изоэлектрической 
точкой 4 ,12±0 ,1 и 15—20% с изоэлектрической точкой 6 , 0 ± 0 , 1 (рис. 2). Степень чистоты 
первой фракции БГГ с pi 4,12 составляла 92—94%, тогда как вторая фракция содержала 
около 70% БГГ и при электрофорезе в акриламидиом геле мигрировала в зоне у-гло-
булииов. Первая фракция сохраняла электрофоретическую подвижность [З-глобулииов 
(рис. 3). 

В процессе ьвделеиия расчет производили грубо по данным спектрофотометрии, 
считая Egg'o равной 10,0, а чувствительность тест-систем на БГГ равной 5 мкг/мл. Коли-
чество белка в конечных продуктах определяли по методу Лоури (см. таблицу). 
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О б с у ж д е н и е 

В процессе очистки БГГ нами использованы типичные методы выделе-
ния белков. Из нативной сыворотки БГГ высаливается в зоне от 15 до 50 % 
насыщения, но уже при удалении основной массы глобулинов для его ко-
личественного осаждения требуется 60 % насыщение. Риванолом из сыво-
ротки осаждается около 10—12% БГГ, тогда как после гельфильтрации на 
сефадексе G-200 БГГ осаждается целиком, но не осаждается 25% спир-
том, что может говорить 
о возможной связанности 
БГГ с у-глобулинами в сы-
воротке. При аналитичес-
ком изофокусировании пре-
паратов после обработки 
риванолом и полунасыще-
нием сернокислого аммо-
ния сыворотки БГГ рас-
пределяется в широких 
пределах с двумя макси-
мумами в зонах с рН 4 , 1 ± 
± 0,2 и рН 6,05 ± 0 , 2 , что 
говорит о большой гетеро-
генности белка, а это очень 
затрудняет его очистку. Исходя из данных о том, что БГГ иден-
тичен Р-гликопротеиду, выделенному из экстрактов Боном [21, можно пред-
положить, что при длительном хранении и в процессе выделения часть уг-
леводных компонентов отщепляется и поэтому изменяется изоэлектриче-
ская точка белка и его подвижность в электрическом поле. 

В отличие от методики, используемой Боном [6] для выделения ана-
логичного белка из плаценты, мы не применяли зонального электрофореза 
и осуществляли ионообменную хроматографию на катионообменнике и пре-
паративное изоэлектрическое фокусирование. Приводимые Боном [61 дан-
ные по гельфильтрации на сефадексе G-150 не соответствуют нашим дан-
ным, но вполне согласуются с данными Лина и соавт. [71. Описываемая 
этими авторами методика выделения специфического Р-глобулина, идентич-
ного БГГ 11], также не включала катионообменной хроматографии. Од-
нако наблюдаемые нами особенности при выделении БГГ, связанные с его 
гетерогенностью, были также отмечены в работе Лина и соавт. [71. 

Таким образом, полученные высокоочищенные препараты БГГ отли-
чаются по изоэлектрическим точкам (р! 4,12 и 6,0) и поведению в электри-
ческом поле, но обладают полной иммунохимической идентичностью. Спе-
цифический коэффициент экстинкции в УФ-свете составляет 11,5 в 0,1 М 
фосфатном буфере (Е*%0 = 11,5). Полученные препараты могут быть исполь-
зованы для разработки высокочувствительных методов определения БГГ в 
биологических жидкостях и изучения физико-химических и биологических 
свойств с учетом степени их чистоты. 

Работа была частично субсидирована Всемирной организацией здра-
воохранения (Женева, грант № R-00556). 
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Рис. 3. Электрофорез БГГ в полиакриламидном геле. 
1 — ретроплацеитарная сыворотка; 2 — очищенный пре-

парат БГГ. 
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ISOLATION AND PURIFICATION OF SPECIFIC P, . gGLOBULIN 

A. V. Sokolov, G. A. Kozlyaeva, N. V. Mesnyankina, Yu. S. Talarinov 

Research Oncologic Centre, Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Chair of Biochemistry, N. I. Pirogov II Medical School, Moscow 

Antigen, specific for trophoblastic tumor, was isolated from retroplacental blood by 
means of ion exchange chromatography on DEAE cellulose, gel filtration on Sephadex G-200, 
chromatography on hydroxylapatite and CM-cellulose and by preparative isofocusing using 
ampholines. Distinct heterogeneity of the protein and alteration in several its properties were 
observed as purity of the preparation was increased in course of isolation. A series of the pro-
tein preparations was obtained with 90-95% purity and with similar immunologic properties 
but the preparations differed in electrophoretic mobility, isoelectric points and some other 
patterns. 

УДК 6 15.917' 2 02.07: li 16.153.915'96 

В. H. Титов, Д. Г. Пицин 

О П А Т О Г Е Н Е З Е Г И П Е Р Л И П О П Р О Т Е И Д Е М И И 
У К Р Ы С ПОСЛЕ В В Е Д Е Н И Я ЭТАНОЛА 

Всесоюзный кардиологический научный центр АМН СССР, Москва 

Однократное введение этанола крысам в дозе 6 г!кг вызывает накопление тр иглице ри-
дов в печени и развитие гиперлипопротеидемии. Усиливается синтез моно- , ди- и тригли-
церидов, повышается синтез апопротеинов липопротеидов очень низкой плотности в пече-
ни. В крови накапливаются липопротеиды очень низкой плотности, нарушается их прев-
ращение в липопротеиды низкой плотности, пониоюает,ся синтез липопротеидов высокой 
плотности. В о/сировой ткани снижается синтез жирных кислот и повышается активность 
гормонально зависимой липопротеидлипазы. Различие потребления пулов ацетил-КоА, 
образованных из экзогенных иС-ацепгата и 'ЛН-лейцина, в синтезе нейтральных липидов и 
фосфолипидов указывает на компартментализацию пулов ацетил-КоА в синтезе жирных 
кислот. 

Введение этанола человеку и экспериментальным животным вызывает 
накопление липидов (триглицеридов) в печени и плазме крови 11—3]. Пред-
ложены различные объяснения происходящих нарушений, однако механизм 
их остается неясным. На протяжении последних лет обстоятельному об-
суждению подвергнуты четыре механизма: усиление синтеза жирных кислот 
в печени в условиях накопления в цитоплазме гепатоцитов избыточного 
количества ацетата и Н А Д - Н ; повышенное поступление жирных кислот 
в печень при усилении липолиза в жировой ткани; снижение окисления жир-
ных кислот в митохондриях и нарушение формирования липопротеидов и 
их секреции в кровь [4—61. В экспериментах на крысах при введении 
этанола показано усиленное поступление в печень 14С-пальмитиновой 
кислоты, освобожденной из жировой ткани 1.7.1. -Алкоголь усиливает син-
тез жирных кислот в печени при использовании 14С-ацетата как предше-
ственника, индуцирует образование триглицеридов из 14С-пальмитиновой 
кислоты 18, 9 1. В цитоплазме гепатоцитов алкоголь под влиянием алко-
гольдегидрогеназы окисляется до ацетальдегида и далее до ацетата. Ак-
цептором протонов служит НАД, при этом отношении Н А Д - Н / Н А Д зна-
чительно увеличивается [101. Образующийся ацетальдегид ингибирует 
окисление жирных кислот в изолированных митохондриях печени и бло-
кирует активность цикла трикарбоновых кислот [И —13]. Хроническое 
введение алкоголя вызывает гепатотоксический эффект, свойственный че-
тыреххлористому углероду, нарушая синтез белковой части липопротеидов 
(апопротеинов) и секрецию их в кровь 1.10, 14].. 

В ранее выполненных исследованиях основное внимание было уделе-
но с и н т е з у ж и р н ы х к и с л о т и ф о р м и р о в а н и ю т р и г л и ц е р и д о в при и с п о л ь з о -
вании в качестве предшественников 14С-ацетата и меченых жирных кислот; 
остальным классам нейтральных липидов и фосфолипидам уделено меньше 
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внимания. Усиленное окисление этанола в цитоплазме гепатоцитов при-
водит к сдвигу окислительно-восстановительного потенциала, нарушению 
функции митохондрий, что может оказать влияние на метаболизм азотсодер-
жащих компонентов, в частности, аминокислот [15]. 

Целью настоящего исследования является изучение влияния однократ-
ного введения этанола на синтез нейтральных липидов и фосфолипидов в 
печени крыс при использовании в качестве предшественников 14С-ацетата 
и 3Н-лейцина, биосинтез белковой части липопротеидов (апопротеинов) 
очень низкой плотности в печени и активность гормональнозависимой липо-
протеидлипазы (триацилглицеролгидролазы) жировой ткани. При про-
ведении этих исследований был использован 3Н-лейции, потому что все 6 его 
углеродных атомов превращаются в ацетил-КоА. Кроме того, в процессе 
метаболизма лейцина образуется |3-окси-Р-метилглютарил-КоА, промежуточ-
ный продукт синтеза холестерина. 

М е т о д и к а 

Работа выполнена на 50 крысах-самцах линии Вистар весом 180—220 г. Поставлены 
2 серии опытов. В каждой серии 10 подопытным животным, голодавшим в течение 14 ч, 
однократно через зонд вводили этанол из расчета 6 г на 1 кг веса тела в виде 50% водно-
го раствора; контрольные животные получали равный объем изотонического раствора. 
Животных декапитировали через 16 ч после начала опыта. За 2 ч до декапитации кры-
сам внутрибрюшинно вводили 2-14С-ацетат и 3,4-3Н-лейцин по 10 мкКи иа 100 г веса 
тела. Собирали кровь, кусочки печени и жировой ткани и промывали их охлажденным 
изотопическим раствором, высушивали фильтровальной бумагой, навески гомогенизиро-
вали в стеклянном гомогенизаторе. Получали общий липидный экстракт и очищали его 
по методу Фолч и соавт. [16]. Липиды из жировой ткани экстрагировали 50-кратным 
объемом хлороформа, растворитель упаривали, количество липидов определяли гравимет-
рически. Препаративное разделение отдельных классов нейтральных липидов выполнено 
на тонком слое силикагеля на пластинах 20X25 см при толщине слоя 0,7—0,8 мм. При-
меняли одномерную двухступенчатую хроматографию в системе эфир — бензол — этанол — 
уксусная кислота (40 : 50 : 2 : 0,2) и гексан — эфир (94 : 6) [17]. Липидные пятна 
проявляли парами йода [18]. Зоны нейтральных липидов последовательно элюировали 
этиловым эфиром и смесыо хлороформ — метанол (4 : 1). Фосфолипиды извлекали смесыо 
хлороформ — метанол (2 : 1) и повторно смесыо хлороформ — метанол — вода ( 3 : 5 : 2 ) . 
Из полученного экстракта в аликвоте, содержащей 20—100 мкг липида, определяли их 
концентрацию фосфорно-ваиилиновым методом [19]. Д л я определения радиоактивности 
липидов элюаты упаривали досуха в сцинтилляционных кюветах, активность по 14С и 3Н 
определяли иа жидкостном сцинтилляционном спектрометре фирмы «Нуклеар Чикаго» 
с использованием внешнего стандарта. 

Для получения липопротеидов очень низкой плотности (ЛПОНП) из печени крыс 
ткань гомогенизировали в 10-кратном объеме буфера с плотностью 1,006 г/мл с последую-
щим центрифугированием на ультрацентрифуге Л-5-65 (Бекман, США), ротор 40, скорость 
40 000 об/мин, температура 15°С, время 18 ч. ЛПОНП, липопротеиды низкой плотности 
(ЛПНП) и липопротеиды высокой плотности (ЛПВП) выделены из сыворотки крови 
последовательным ультрацеитрифугированием при плотности буфера 1,006, 1.063 и 
1,210 г/мл на этой же ультрацентрифуге при использовании ротора Ти-65 [20]. Выде-
ленные липопротеиды рецентрифугировали при этой же плотности буфера. Д л я получения 
апопротеинов выделенные липопротеиды делипидировали охлажденной смесыо этанол — 
этиловый эфир (1 : 3). Преципитированные апопротеины отмывали 5% трихлоруксуеной 
кислотой, содержащей немеченый лейцин в концентрации 1 мг/мл, после чего выделяли 
методом ультрафильтрации. Белок растворяли в 0,1 и. NaOH, количество белка опреде-
ляли по методу Лоури [21]. Пробы белка переносили в кюветы и просчитывали на сцин-
тилляционном спектрометре после добавления тритизола [22]. Активность гормонально 
зависимой липопротеидлипазы жировой ткани определена методом расщепления гли-
церол 1-иС-триолеата [23]. Активность липопротеидлипазы выражали в микроединицах 
(мкед) (имоль образованных жирных кислот) на 1 мг жировой ткани в минуту. Удельная 
активность отдельных классов липидов и белка приведена в импульсах в минуту на 1 мг 
белка или липида. Меченые соединения получены от фирмы «Амершам», большинство ре-
активов — фирмы «Сигма», США. Результаты обработаны методом вариационной статис-
тики с использованием критерия t Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы 

Данные о концентрации липидов в печени и сыворотке крови после 
однократного введения этанола представлены в табл. 1. В ткани печени до-
стоверно увеличивается содержание триглицеридов, в меньшей степени — 

245 



Т а б л и ц а 1 

Содержание липидов в печени и сывоторке крови (в мг на 100 г веса печени или 100 мл крови) крыс в контрольной группе и при введении этанола 

Объект 
исследования Группа животных Фосфолипи-

ды 
Триглицери-

ды 
Свободный 
холестерин 

Эфиры 
холестерина 

Свободные 
жирные 
кислоты 

Диглицери-
ДЫ 

Моноглице-
риды 

Общие 
липиды 

Контрольная (п=20) 1456+21 556— 18 272=1=9 176— 2 9 6 + 5 7 8 + 6 4 2 + 2 2616 

Печень 
Опытная (п=20) Р 1493— 14 1002=±= 28 

<0 ,01 
235+9 110+2 112+7 76+13 51 + 2 

< 0 , 0 5 
3079 

Контрольная 8 5 + 3 32— 1 23— 1 6 9 + 2 19+1 — — 228 

Сыворотка крови 
Опытная 
Р 

101=5= 4 6 2 + 1 
<0,01 

2 3 + 2 

rf i.O 

3 2 + 2 
< 0 , 0 5 

— 300 

Т а б л и ц а 2 

Включение иС-ацетата и 3Н-лейцина (в имп/мин на 1 мг белка) в апопротеины печени и сыворотки крови крыс в контроле и при введении этанола 

Группа животных 
Л П О Н П печени Л П О Н П сыворотки крови Л П Н П сыворотки крови Л ПВП сыворотки крови 

Группа животных 
з н 3 Н , 4 С »Н 14С зН 14С 

Контрольная (п=20) 3163+150 582+47 6621+108 808=±=53 6808+85 493+42 6242± 113 433— 68 

Опытная (я=20) 
Р 

4032+132 
< 0 , 0 5 

675+49 9285+ 134 
<0 ,01 

2347+65 5152=±=91 
<0 ,05 

409— 34 3647+98 
<0,05 

260+41 



свободных жирных кислот. Такие же изменения отмечены и в сыворотке 
крови. Накопление триглицеридов в печени может быть следствием уси-
ленного синтеза или замедленного выведения в кровь в форме ЛПОНП. 
Поэтому мы исследовали синтез всех классов липидов, входящих в состав 
Л П О Н П (рис. I). После однократного введения этанола синтез моно-, ди-
и триглицеридов повышается в 11/2—2 раза, в меньшей степени усилен син-

Имп/м1 

2000 

1000 

на I мг липида 

ФЛ МГ ДГ ТГ СЖК ЭХ СХ 

• | 

Ш 
к о к о к о К О к о к о к 

Рис. 1. Влияние этанола иа включение 14С-ацетата и 3Н-лейцина в 
липиды печени крыс (в имп/мин на 1 мг липида). 

Здесь и на рис. 2: К — контроль; О — опыт; 1 — включение 14С; 2 — 
Н 8 ; ФЛ — фосфолипиды; МГ — моиоглицериды; ДГ—диглицериды; ТГ— 
триглицериды; СЖК — свободные жирные кислоты; ЭХ — эфиры холе-

стерина; СХ — свободный холестерин. 

тез свободного холестерина. Изменений синтеза фосфолипидов и эфиров 
холестерина не отмечено. Данные о радиоактивности отдельных классов 
липидов в сыворотке крови представлены на рис. 2. В сыворотке крови воз-

Имп/мин на I мг 

2000 

'000 

Рис. 2. Влияние этанола на включение 14С-ацетата и 3Н-лейцииа в 
липиды сыворотки крови (в имп/мин иа 1 мг липида). 

растает активность триглицеридов и фосфолипидов, моно- и диглицериды 
не определяются. Повышения удельной радиоактивности свободного холе-
стерина, эфиров холестерина и свободных жирных кислот не отмечено. Дан-
ные указывают, что в течение эксперимента вновь синтезированные тригли-
цериды поступают в кровь. 

Мы исследовали синтез не только липидов ЛПОНП, но и белковой ча-
сти — апопротеинов ЛПОНП (апо-ЛПОНП), играющих важную роль в 
процессе формирования, секреции и метаболизма Л П О Н П [24]. Получен-
ные результаты представлены в табл. 2. При синтезе апопротеинов исполь-
зуется преимущественно пул аминокислот (3Н-лейцйн). В условиях введе-
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ния алкоголя достоверно повышается синтез апо-ЛПОНП, отношение ме-
ток в белке остается прежним. При изучении апопротеинов отдельных 
классов липопротеидов в сыворотке крови отмечено повышение удельной 
радиоактивности апо-ЛПОНП, снижение включения метки в апо-ЛПЫП и 
уменьшение удельной радиоактивности апо-ЛПВП. 

Для выяснения различий в использовании для синтеза липидов в пече-
ни пулов ацетил-КоА, образованного из ацетата и сформированного из эн-
догенных аминокислот и лейцина, мы рассчитали отношение 14С/3Н для каж-

дого класса липидов. Полученные ре-
зультаты представлены в графическом 
изображении на рис. 3. В триглицери-
дах и свободном холестерине это отно-
шение близко к единице, из чего следует, 
что оба пула ацетил-КоА включаются в 
синтез липидов в равной степени. В фос-
фолипидах это отношение значительно 
ниже, чем во всех классах нейтральных 
липидов. Отношение U C/ 8 H меняется и 
в классе моноглицеридов, занимая про-

межуточное положение между фосфоли-
пидами и триглицеридами. Приведенные 
данные указывают на различие в исполь-
зовании пулов ацетил-КоА при синтезе 
отдельных классов липидов. Характер 
представленных кривых указывает на 
усиленное под влиянием этанола потреб-
ление ацетил-КоА, образованного из 
ацетата, для синтеза нейтральных ли-
пидов. 

В дальнейшем исследовании нами 
изучена активность гормонально зави-
симой липопротеидлипазы (триацилгли-

церолгидролазы) эпидидимальной жировой ткани. У контрольных живот-
ных активность липопротеидлипазы жировой ткани составляет 0,30 4= 
+ 0,02 мкед, после введения этанола она повышается до 2,274=0,11 мкед 
(Р<0,01) . 

мг СЖК эх 

Рис. 3. Сопоставление отношения 
14С/8Н в липидах печени крыс в конт-

роле и после введения этанола. 
Светлые кружки — контроль, темные — 
опыт. Остальные обозначения, как на рис. 

I .1 2. 

Т а б л и ц а 3 
Включение 11С-ацетата и 3Н-лейцииа в жировую ткань крыс в контроле и при введении 

этанола (в имп/мин на 1 г ткани и в имп/мин на I мг липидов) 

Группа животных 
Включение на 1 г жировой ткани Удельная радиоактивность 

Группа животных 
зн "С зн " С 

Контрольная (п—22) 22 486— 952 18 960+816 24 ,7+1,0 20 ,2+0,7 

Опытная (п= 22) 
Р 

15 438-1683 
<0,01 

14 086— 1102 
<0,01 

18,0+0,9 
<0 ,05 

14,4+1,3 
<0 ,05 

Поскольку синтез жирных кислот в жировой ткани крыс происходит 
более интенсивно, чем у человека, мы оценили роль жировой ткани в син-
тезе жирных кислот cle novo и возможное участие их в развитии гиперлипо-
л р о т е и д е м и и . П о л у ч е н н ы е д а н н ы е п р е д с т а в л е н ы ь т а б л . 3 . В в е д е н и е э т а н о -
ла обусловливает снижение синтеза жирных кислот в эпидидимальной жи-
ровой ткани крыс. Это согласуется с данными об активации липолиза в жи-
ровой ткани и усиленном поступлении жирных кислот в кровеносное русло. 
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О б с у ж д е н и е 

Рассматривая на основании полученных данных патогенетические меха-
низмы накопления триглицеридов в печени и развитие гипертриглицериде-
мии, можно отметить следующее. Этанол приводит к усиленному синтезу 
жирных кислот de novo из экзогенного и эндогенного ацетата, а также из 
эндогенного аН-ацетил-КоА и усиливает их этерификацию с образованием 
триглицеридов [25, 26 ]. После однократного введения этанола в эндоплазма-
тическом ретикулуме повышается активность ферментных систем, в частно-
сти глицерофосфатацилтрансферазы, что приводит к усилению этерификации 
жирных кислот [27]. В этом процессе участвуют жирные кислоты, как 
синтезированные de novo, так и освобожденные из жировой ткани в про-
цессе гидролиза триглицеридов [7]. Мнения исследователей о включении в 
синтез триглицеридов этих пулов жирных кислот противоречивы. Пока-
зано, что накопление триглицеридов в печени прямо пропорционально до-
зе введенного этанола и образованного из него пула ацетил-КоА [28]. В то 
же время показано повышение синтеза жирных кислот из меченой пирови-
ноградной кислоты и ацетата в перфузируемой печени после однократного 
введения этанола 130 I. Следовательно, отмеченное нами усиление синтеза 
триглицеридов в печени после однократного введения этанола происходит 
путем этерификации жирных кислот, синтезированных в печении поступив-
ших из жировой ткани. 

i После однократного введения этанола повышается активность липопро-
теидлипазы жировой ткани. Полученные данные согласуются с результата-
ми по мобилизации 14С-пальмитата из эпидидимальной жировой ткани крыс 
[7, 31 ]. Усиленное поступление свободных жирных кислот из жировой тка-
ни подтверждается также данными об идентичности жириокислотного соста-
ва триглицеридов жировой ткани и печени при введении этанола [32]. 
Возможно, что в печени накапливаются жирные кислоты, синтезированные 
в других органах, в частности в жировой ткани. Однако нами показано сни-
жение синтеза жирных кислот в жировой ткани после введения этанола. 
Одновременно нельзя исключить усиления синтеза жирных кислот в стенке 
тонкой кишки 1,331. Снижение липолитической активности жировой ткани 
при использовании больших доз никотиновой кислоты, одновременно с вве-
дением этанола, не ослабляет, а даже усиливает жировую инфильтрацию пе-
чени, приводя к нарушению формирования ЛПОНП в печени и их секреции 
в кровь 134]. 

Введение этанола экспериментальным животным обусловливает уси-
ление формирования ЛПОНП в печени. Это заключение сделано на основа-
нии данных о повышении удельной радиоактивности специфического белка 
апо-ЛПОНП одновременно с усилением синтеза триглицеридов. Это сви-
детельствует о дифференцированном влиянии этанола на синтез отдельных 
белков в печени. Введение этанола in vivo и добавление его в перфузат пе-
чени вызывают быстрое снижение синтеза альбумина [35]. В изолирован-
ных микросомах и митохондриях печени однократное введение этанола ии-
гибирует синтез белка [36, 37]. Противоречивы сведения о секреции сфор-
мированных липопротеидов в кровь. Повышение удельной радиоактивности 
апо-ЛПОНП в печени и сыворотке крови крыс указывает на выход вновь 
синтезированных липопротеидов в кровь. Секреция липопротеидов в кровь 
снижается через 2 ч после введения этанола и повышается через 8 ч [28 ]. 
Эксперименты с использованием тритона WR-13 59 показали, что нарастание 
гипертриглицеридемии после введения этанола зависит от поступления ли-
пидов из печени [6 .1. Однако можно полагать, что при длительном введе-
нии этанола процесс выхода в кровь вновь синтезированных Л П О Н П может 
быть нарушен. 

Л П Н П образуются в плазме крови в процессе метаболического превра-
щения Л П О Н П под влиянием гепариизависимой липопротеидлипазы. Сни-
жение удельной радиоактивности апо-ЛПНП указывает на нарушение пре-
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вращеиия ЛПОНП в ЛПНП, что может быть одним из моментов развития 
гиперлипопротеидемии. Это нарушение, по нашему мнению, является след-
ствием снижения активности гепаринзависимой липопротеидлипазы плазмы 
крови. Такое заключение сделано на основании данных о нарушении прев-
ращения ЛПОНП в ЛПНП, повышении концентрации свободных жирных 
кислот в сыворотке крови, повышении активности гормональнозависимой 
липопротеидлипазы жировой ткани, находящейся в реципрокных взаимоот-
ношениях с липопротеидлипазой сыворотки, и данных литературы о сни-
жении синтеза альбумина в печени. При длительном введении этанола эти 
нарушения могут обусловливать развитие гиперлипопротеидемии и у чело-
века [38]. В клинике у большинства алкоголиков отмечен IV тип гиперли-
попротеидемии по классификации Фредриксона. При введении доброволь-
цам 180 мл виски в день отмечено развитие гипертриглицеридемии, на элект-
рофореграмме выявлена промежуточная фракция липопротеидов, что ука-
зывает на нарушение метаболического превращения ЛПОНП в ЛПНП [391. 
Снижение удельной радиоактивности апо-ЛПВП может быть следствием за-
медления его синтеза в печени. Возможно, это отчасти связано с наруше-
нием метаболизма ЛПОНП и поступления апо-ЛПОНП (апопротеина С) 
в ЛПВП. 

Изменения, возникающие в организме после введения этанола, могут 
быть купированы введением специфического ингибитора алкогольдегидроге-
назы — пиразола и применением ^-адреноблокаторов [40]. Это указывает 
на роль симпатико-адреналовой системы в патогенезе нарушений после вве-
дения этанола. Повышением концентрации катехоламинов можно объяснить 
повышение активности гормональнозависимой липопротеидлипазы жиро-
вой ткани и ингибирование гепаринзависимой липопротеидлипазы сыворот-
ки крови [41 ]. С эффектом катехоламинов связано также повышение уров-
ня циклического АМФ в печени с максимумом через 16 ч после введения эта-
нола [42]. 

Таким образом, гиперлипопротеидемия после однократного введе-
ния этанола развивается в результате усиленного синтеза липидов (три-
глицеридов) в печени, синтеза апо-ЛПОНП, усиленной секреции ЛПОНП в 
кровеносное русло, нарушения превращения ЛПОНП в ЛПНП. 

Полученные данные показали, что два пула ацетил-КоА — 14С-ацетил-
КоА, образованный из экзогенио введенного ацетата, и 3Н-ацетил-КоА, об-
разованный в процессе метаболизма 3Н-лейцина, в одинаковой степени уча-
ствуют в синтезе всех классов нейтральных липидов. В синтезе фосфолипи-
дов используется преимущественно 3Н-ацетил-КоА. Этот факт не зависит от 
этанола, так как отношение 14С/3Н в фосфолипидах одинаково как в контро-
ле, так и в опыте. Сопоставляя структуру и пути синтеза фосфолипидов и 
триглицеридов, можно полагать, что различие касается синтеза жирных 
кислот. В фосфолипидах по сравнению с триглицеридами преобладают жир-
ные кислоты с большим числом углеродных атомов и более ненасыщенные. 
Возможно, это различие объясняется неодинаковым участием двух пулов 
ацетил-КоА в синтезе жирных кислот de novo или элонгации жирных 
кислот [43, 44 ]. Однако во втором случае отношение 14С/3Н было бы более 
высоким. Это подтверждается исследованиями, в которых отмечено сниже-
ние активности ферментных систем элонгации и десатурации жирных кис-
лот [45]. Можно полагать, что в синтезе длииноцепочечных ненасыщенных 
жирных кислот de novo и в процессе их элонгации и десатурации в микросо-
мах и митохондриях используется преимущественно пул ацетил-КоА, обра-
зованный, в частности, из аминокислот. Полученные данные указывают 
на компартментализацию пулов ацетил-КоА, принимающих участие в син-
тезе насыщенных и ненасыщенных жирных кислот. В единичных исследо-
в а н и я х , п о с в я щ е н н ы х э т о м у в о п р о с у , о т м е ч е н о р а з л и ч и е в и с п о л ь з о в а -
нии пулов ацетил-КоА в печени [461. Ацетил-КоА, образованный из 14С-
пировиноградной кислоты, быстрее включается в синтез длииноцепочечных 
жирных кислот, чем ацетил-КоА, образованный из ацетата [47]. Эти дан-
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ные согласуются с полученными нами результатами. Однако необходимо 
дальнейшее изучение этого вопроса, по которому имеется крайне ограни-
ченное число работ. 
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ON PATHOGENESIS OF HYPERLIPOPROTEINEMIA IN RATS 
AFTER ADMINISTRATION OF ETHANOL 

V. N. Titov, D. G. Pitzin 

All-Union Cardiologic Research Centre, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Single administration of ethanol at a dose of 6 g/kg of body weight caused accumulation 
of triglycerides in rat liver and development of hyperlipoproteinemia. Synthesis of mono-, 
di-, triglycerides and apoproteins of lipoproteins of very low density was increased in liver 
tissue. Lipoproteins of very low density were accumulated in blood; their transformation 
to lipoproteins of low density was impaired and synthesis of high density lipoproteins was 
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decreased. In fatty tissue synthesis of fatty acids was decreased with simultaneous increase 
in activity of hormone-dependent lipoprotein lipase. Utilization of acetyl CoA pools, formed 
from exogenous 14C-acetate and 3H-leucine, was dissimilar in synthesis of neutral lipids and 
phospholipids; the phenomenon demonstrated that acetyl CoA pools were compartmentalized 
in synthesis of fatty acids. 

УДК 576.851.48.098.31:577.152. 153.042.2 

И. И. Никольская, Н. Г. Лопатина, В. И. Реку нова, 
A.M. Юркевин, С. С. Левов 

О В Л И Я Н И И S - Н У К Л ЕОЗИ Л - L- ГОМО Ц И СТ Е И НО В 
НА А К Т И В Н О С Т Ь Н Е К О Т О Р Ы Х М Е Т И Л А З Д Н К 

Лаборатория энзимологии АМН СССР, Всесоюзный научно-исследовательский витаминный 
институт, Москва 

Исследовано действие S-аденозил-, S-инозил-, S-уридил- и S-цитидил-L-гомоцистеинов 
на активность бактериальных метилаз аденина и цитюзина из клеток Е. coli С К и метилазы 
гуанина, специфической для фага ДДУ1. Показано, что S-аденозил-L-гомоцистеин является 
мощным ингибитором рёакции метилирования и в количестве 10 мкмоль подавляет актив-
ность всех исследуемых ферментов на 98 99%. При использовании суммарных фермент-
ных препаратов не удается обнаружить разницы в сродстве S-инозил-, S-уридил- а S-ци-
тидил-L-гомоцистеинов к различным изученным ДНК-мети лазам. Все перечисленные пре-
параты ингибируют активность метилаз ДНК в равной степени на 55-—65%. Увеличение 
количества ингибитора до 20 мкмоль не усиливает ингибиторного эффекта. Влияние 
S-нуклеозил-L-гомоцистеинов не зависит от вида акцепторной ДНК. 

Пострепликационное метилирование является одной из главных реак-
ций, лежащих в основе модификации и процессинга нуклеиновых кислот, 
что объясняет повышенный интерес к ферментам метилирбванйя. Наиболь-
шее внимание исследователей, изучавших механизмы реакции метилирова-
ния, ее кинетику и действие ингибиторов до сих пор было уделено тРНК-
метилазам [1—7]. Из исследований, посвященных изучению механизма 
действия и влиянию ингибиторов на ДНК-метилазы прокариотов, помимо 
ранних работ Голда и Гурвитца 18 I с метилазами Д Н К из Е. coli, можно 
упомянуть лишь об экспериментах Лаутенбергера и Линна 1.9 .1, выполнен-
ных на очищенных до гомогенного состояния препаратах фермента метили-
рования из клеток Е. coli В. В настоящей работе сообщается о влиянии не-
которых 5-нуклеозил-Ь-гомоцистеинов на активность ДНК-метилаз Е. coli 
СК, Е. coli В и фермента метилирования Д Н К , специфичного для фага 
ДДУ1. 

М е т о д и к а 
В работе использовали донор метильных групп 5-аденозил-Е-метионин-Н:* (SAM-IT*) 

фирмы «Amersham» (Англия) с удельной радиоактивностью 8,4 Ки/ммоль. Д Н К тимуса — 
коммерческий препарат фирмы «Calbiochem» (США). Б-аденозил-Ь-гомоцистеии (S-ADO-
Ису), Б-ииозил-Ь-гомоцистеии (S-Ino-Hcy), Б-уридил-Ь-гомоцистеии (S-Urd-Hcy) и S-
цитидил-Ь-гомоцистеип (S-Gyd-ITcy) синтезированы Рскуповой и соавт. [10]. Бактерио-
фаг Сд выращивали, как описано ранее [11]. Д Н К фага С д выделяли фенольным мето-
дом [12]. Клетки Е. coli СК выращивали по описанной ранее схеме [13]. Клетки Е. co-
li В, зараженные фагом ДДУ1, получали по отработанной ранее методике [14]. Грубый 
клеточный экстракт (ГКЭ) получали при разрушении клеток на ультразвуковом дезин-
теграторе MSE и последующем центрифугировании при 105 ООО g в течение 90 мин. Надо-
садочная жидкость служила ферментным препаратом. В ряде опытов ГКЭ клеток Е. coli 
СК подвергали последовательной обработке стрептомицин сульфатом и сульфатом аммония 
0,6 насыщения и фракционировали иа ДЭАЭ-целлюлозе, как описано нами ранее [15]. 
В этих случаях была использована метилирующая фракция после хроматографии на ДЭАЭ-
целлюлозе (ДЭАЭ-фр). 

Метилирующую активность определяли в стандартной инкубационной смеси [16] в 
присутствии 2 мКи SAM-H3 и 10 мкмоль S-Ado-Hcy и 10 или 20 мкмоль S-Ino-Hcy, S-Urd-
Ilcy и S-Cyd-Hcy. Помимо стандартного контроля, не содержащего акцепторной ДНК, 
вводили контроль, не содержащий ингибитора. Продукты метилирования определяли пос-
ле хроматографии хлорнокислого гидролизата 500 мкг акцепторной Д Н К в системе раство-
рителей и-бутанол — вода — аммиак (00 : 10 : 0,1) по локализации радиоактивности на 
хроматограмме. 
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В задачу проведенной работы входило изучение влияния 4 S-иуклео-
зил-L-гомоцистеинов на ферменты метилирования Д Н К прокариотов. В ра-
боте исследовали метилазы Д Н К , отличающиеся между собой как по при-
надлежности к типу специфичности в отношении хозяина, так и по специ-
фичности к метилируемому основанию. В качестве ферментных препаратов 
использовали ГКЭ Е. coli СК, содержащий метилазы аденипа и цитозина 
[171 и суммарную метилирующую фракцию этого же экстракта после очист-
ки на ДЭАЭ-целлюлозе, и грубый экстракт клеток Е. coli В, зараженных 
фагом ДДУ1. Эта система содержит клеточную метилаз у аденина 19 I и фа-
госпецифическую мети лазу гуанина [14]. 

Влияние различных Б-нуклеозил-Ь-гомоцистеииов на активность ДНК-метилаз 

Характеристика фермента 
Ингиб.ироваиие (в %) по отношению к радиоактивности 

контрольной пробы * в присутствии различных 
количеств ингибиторов, мкмоль 

тип 
специфично-

сти 

метилируе-
мое основа-

ние 
препарат 

S-Ado-
Hcy 

S - I n o - H c y S - U r d - H c y S-Cyd- Hey тип 
специфично-

сти 

метилируе-
мое основа-

ние 
препарат 

10 10 | 20 10 20 10 20 

с к Аден и и г к э ** 98 57 56 62 64 65 61 
с к » ДЭАЭ-фр*** 97 59 61 59 57 62 58 
с к Цитозин г к» 99 63 62 65 65 56 59 
с к Цитсзин ДЭАЭ-фр 98 56 64 54 57 60 64 
в Аден и и г к э 99 64 60 64 61 63 60 
ДДУ1 Гуанин г к э 97 61 58 54 55 57 55 

П р и м е ч а и и е. Инкубационная смесь (0,5 мл) содержала суммарный фермент-
ный препарат метилаз аденина и цитозина СК-специфичности или метилаз аденина и гуа-
нина В-ДДУЬспецифичности (2—4 мг белка), 100 мкг акцепторной Д Н К тимуса или 
фага Сд , 2 мКи SAM-H8 и соответствующее количество З-иуклеозил-Ь-гомоцистеииа; 
чтобы дифференцировать степень ингибирования каждого из ферментов, хлорпокислый 
гидролизат 500 мкг акцепторной Д Н К хроматографировали в растворителе н-бутанол -
вода — аммиак (60 : 10 : 0,1) и определяли локализацию радиоактивности на хроматограм-
ме при последующем элюировании. Одна звездочка — контрольная проба не содержала 
ингибиторов, две звездочки — суммарный ферментный препарат после центрифугирования 
при 105 000 три звездочки — грубый экстракт после фракционирования сульфатом ам-
мония и очистки на ДЭАЭ-целлюлозе. 

Поскольку во всех случаях ферментный препарат содержал смесь двух 
различных метилаз Д Н К , влияние S-нуклеозил-L-гомоцистеинов на каждый 
из ферментов определяли дифференцированно по радиоактивности продук-
тов реакции, разделенных с помощью бумажной хроматографии. Результа-
ты приведены в таблице. Представленье средние 3—4 независимых экспери-
ментов! Отклонение от среднего значения составляет 1,5—2%. 

Обсуждая приведенные даннце, ,следует отметить, что при использова-
нии в качестве субстрата как Д Н К тимуса, так и Д Н К фага Сд были полу-
чены одинаковые результаты. Из этйго следует, что ингибиторное действие 
Б-нуклеозил^-гомоцистеинов, по-видимому, не зависит от свойств акцеп-
торной Д Н К . 

Исходя из данных таблицы очевидно, что S-Ado-Hcy является мощным 
ингибитором всех исследованных метилаз Д Н К . Во всех экспериментах мы 
наблюдали практически полное подавление ферментативной активности. 
Ингибиторное действие S-Ado-Hcy объясняется, вероятно, большим срод-
ством к ДНК-метил азам и не. зависит от специфичности фермента к азоти-
стому основанию: ДНК-метилазы специфичны в отношении цитозина; 
а д е н и п а и г у а н и н а , п о л н о с т ь ю и п г и б и р у ю т с я S - A d o - H c y . В п р о т и в о п о л о ж -
ность этим данным Гильдесхейм и соавт. [41, Венкстерн и соавт. [61, Глик 
и соавт. [7] отмечают различия в сродстве S-Ado-Hcy к различным тРНК-
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метил азам. Поскольку каждая из ДНК-метилазных активностей представ-
лена индивидуальным ферментом, то не вызывает сомнений, что все изучен-
ные ДНК-метилазы бактериального и вирусного происхождения обладают 
общей чувствительностью к S-Ado-Hcy. 

Приведенные выше результаты, равно как и данные Гурвитца [81 об 
ингибирующем действии S-Ado-Hcy, получены либо на ГКЭ, либо на ча-
стично очищенных препаратах. В то же время, по сообщению Лаутенберге-
ра и Линна 1.9], очистка метилазы аденина Е. coli В до гомогенного состоя-
ния определила потерю чувствительности фермента к действию этого инги-
битора. В наших экспериментах частичная очистка ДНК-метилаз Е. coli 
СК не снижает иигибирующего действия S-Ado-Hcy по сравнению с ГКЭ. 

Что касается иигибиториой активности структурных аналогов S-Ado-
Hcy, то следует отметить, что S-Ino-Iicy, S-Urd-Hcy и S-Cyd-Hcy одинако-
во ингибируют все использованные нами метилазы Д Н К как бактериально-
го, так и вирусного происхождения. Увеличение количества ингибитора в 
пробе с 10 до 20 мкмоль не усиливает иигибирующего эффекта. Во всех 
случаях действие ферментов подавляется на 55—65 %. Однако наши данные 
еще не позволяют сделать вывод о равной степени сродства S-Ino-Hcy, 
S-Urd-Hcy и S-Cyd-Hcy к исследуемым ферментам. Присутствие в инку-
бационной смеси как минимум 2 метилаз Д Н К при недостаточной степени 
очистки фермента может усреднить полученные результаты и симулировать 
равный ингибиторный эффект. В то же время не вызывает сомнения сам 
факт, что каждый из исследованных аналогов S-Ado-Hcy является ингиби-
тором метилаз Д Н К . Несомненно также, что модификация основания в мо-
лекуле S-Ado-Hcy заметно сказывается на иигибиторных свойствах полу-
ченных нуклеозидиых аналогов. Так, замена в остатке аденина аминогруп-
пы в положении 6 оксигруппой (S-Ino-Hcy) или замена остатка аденина ос-
татками урацила (S-Urd-Hcy) либо цитозина (S-Cyd-Hcy) приводит к обра-
зованию соединений с пониженной иигибиториой активностью. Эти дан-
ные свидетельствуют о важности аденинового остатка в молекуле S-Ado-
Hcy для проявления иигибиторных свойств. К аналогичному выводу при-
шли Венкстерн и соавт. [61, изучив влияние указанных выше аналогов, 
включая 5-гуанозил-Ь-гомоцистеин, на процесс ферментативного метилиро-
вания т Р Н К . 
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ON THE EFFECT OF S-NUCLEOSYL HOMOCYSTEINES ON ACTIVITY OF SEVERAL 

DNA METHYLASES 

/. / . N ikoV skaya, N. G. Lopatina, V. N. Rekunova, Л. Af. Yurkevich, S. S. Debov 

Laboratory of Enzyrnology, Academy of Medical Sciences of the USSR, All-Union Research 
Institute of Vitamins, Moscow 

It was studied effect of S-adenosyl, -uridyl, -citidyl and -inosyl homocysteines on acti-
vity of bacterial adenine and cytosine methylases from E. coli CK as well as on guanine methy-
lase specific for DDVI phage. S-adenosyl homocysteine was shown to be the strong inhibitor 
of methylation; IOjuM of the substance inhibited all the enzymes studied by 98—99%. Use 
of total enzymatic preparations did not enable to find a difference in affinity of S-uridyl, 
-citidyl and -inosyl homocysteines to various DNA methylases studied. All these prepara-
tions inhibited DNA methylases by 55—65%. Increase in concentration of inhibitor up to 
20 fxM did not elevate the inhibitory effect. Action of S-nucleosyl homocysteines did not de-
pend on the type of acceptory DNA. 

УДК 612.115.3 

Б. А. Кудряшов, Л. А. Ляпина, A.M. Ульянов 

З Н А Ч Е Н И Е КОМПЛЕКСА Ф И Б Р И Н О Г Е Н — Г Е П А Р И Н 
В Ф И Б Р И Н О Л И Т И Ч Е С К О Й АКТИВНОСТИ Э У Г Л О Б У Л И Н О В О Й 

Ф Р А К Ц И И КРОВИ ПОСЛЕ В Н У Т Р И В Е Н Н О Г О В В Е Д Е Н И Я 
ТРОМБИНА ИЛИ П Л А З М И Н А 

Биологический факультет, лаборатория физиологии и биохимии свертывания крови Москов-
ского университета им. М. В. Ломоносова 

Внутривенное введение плазм и на в отличие от тромбина тормозит или не обеспечи-
вает выброса эндогенного гепарина в кровоток. В этих условиях недостаток гепарина во 
фракции эуглобулинов и фракции комплекса фибриноген — гепарин, выделенной из эугло-
булинов, обусловливал отсутствие в них активности неферментативного фибринолиза. 
Экзогенный гепарин, вводимый в кровоток или добавляемый к соответствующим, фракциям, 
обеспечивал образование активных комплексных соединений гепарина. В эуглобулиновой фрак-
ции. плазмы, выделенной из крови животных, которым внутривенно вводили тромбин, око-
ло 70% суммарной фибринолитической активности обусловлено комплексом фибриноген — 
гепарин. 

Гепарин в кровотоке образует с рядом белков плазмы крови и некоторы-
ми биогенными аминами комплексные соединения, которые являются важ-
нейшими гуморальными агентами второй противосвертывающей системы 
(ВПС). Одним из основных свойств комплексов является их способность 
осуществлять неферментативное растворение нестабилизированиого факто-
ром X I I 1а фибрина I I ] . В последнее время установлено, что фракция про-
дуктов деградации фибриногена и фибрина, выделяемая из плазмы крови 
в условиях возбуждения ВПС тромбином, состоит преимущественно из 
комплексов гепарина, среди которых одним из основных является комплекс 
фибриноген—гепарин [2]. С другой стороны, известно, что плазмин, лизи-
рующий в условиях in vitro фибриноген и фибрин до стадии образования 
продуктов деградации [3, 4—6 .1, при его внутривенном введении обуслов-
ливает рефлекторную реакцию организма, направленную иа торможение 
активности ВПС [1, 7, 81. 

Задачей настоящего исследования явилось изучение значения комплек-
са фибриноген — гепарин в фибринолитической активности эуглобулино-
вой фракции крови после внутривенного введения животным тромбина или 
плазмина, а также влияния протаминсульфата на этот процесс. 

М е т о д и к а 

В экспериментах использовали белых крыс-самцов массой 180—200 г. Для внутри-
венного введения применяли растворы 8 ^-гепарина (фирма «Amersham»), тромбина (Ка-
унасское предприятие бактериальных препаратов), плазмина, полученного активацией 
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плазминогена человека (коммерческий препарат отечественного производства) стрепто-
киназой (фирма «Behringwerke A. G.») и протамиисульфата (фирма «Спофа»). В I серии 
опытов животные были разделены на 3 группы. Все они получали внутривенно 3 5S-rena-
рин общей радиоактивностью 1 мкКи на 200 г массы тела и биологической активностью 
2—3 ME на 200 г массы. Через 30 с после внутривенного введения гепарина животные 
1-й группы получали внутривенно тромбин в дозе 60 вроцлавских единиц в объеме 0,5 мл 
на 200 г массы. Крысам 2-й группы внутривенно (контроль) вводили 0,85% раствор NaCl 
в об7>емс 0,5 мл на 200 г массы. Животные 3-й группы получали внутривенно плазмин в дозе 
20 ЕД в объеме 0,5 мл на 200 г массы. 

Во II серии экспериментов животным предварительно за 2—3 мии до введения 3 5S-
гепарина в указанной выше дозе вводили 0,6% раствор протамиисульфата в объеме 0,5 мл 
на. 200 г массы с целыо блокады неферментативной фибринолитической активности (ком-
плексных соединений гепарина). Животным 1-й группы внутривенно вводили тромбин, 2-й 
группы — физиологический раствор. 

Внутривенное введение препаратов и взятие крови производили через v. jugularis 
•с 3,8% цитратом натрия. Кровь брали через 5—7 мии после введения последнего препарата. 

Из полученной бестромбоцитарной плазмы выделяли эуглобулиновую фракцию [9], 
из которой затем получали фракцию комплекса фибриноген — гепарин [10]. Выделение 
производили следующим образом. К 1 мл плазмы (проба 1) добавляли 4 мл дистиллиро-
ванной воды и 1% уксусную кислоту до рН 5,2. Смесь стояла при 4°С в течение 15 мин, 
после чего ее центрифугировали в течение 10 мин при 1800 об/мин. Супернатант 1 отбра-
сывали, а осадок (эуглобулииовая фракция плазмы) растворяли в 1 мл боратного буфера 
рН 7,8. Далее к 1 мл раствора эуглобулиновой фракции добавляли охлажденный 53,3% 
этиловый спир т до 8% насыщения. Через 10—15 мин стояния смеси при 4°С ее центрифу-
гировали в течение 5—10 мин при 1800 об/мин. Полученный осадок 2 представлял собой 
препарат комплекса фибриноген — гепарин, который растворяли в 1 мл боратного буфера 
рН 7,8. 

В I I I серии экспериментов провели дополнительный опыт в условиях in vitro по 
воздействию протамиисульфата на фракцию комплекса фибриноген — гепарин, выделен-
ную из плазмы крови. Для этого к 1 мл фракции этого комплекса добавляли 0,1 мл 0,2% 
раствора протамиисульфата, доводили рН до 2,0—3,0 добавлением 0,1 и. НС1, смесь вы-
держивали при 4°С в течение 10 мин, после чего центрифугировали при 1800 об/мин в те-
чение 10 мии. 

Неферментативную фибринолитическую активность фракций плазмы определяли по 
методу Кудряшова и Ляпиной [11] на пластинах нестабилизированного фибрина, приго-
товленных по методу Кудряшова и соавт. [12]. Для определения радиоактивности, свя-
занной с 35Б-гепарином, пробы обрабатывали по методу Герберга [13]. Определение ра-
диоактивности проводили иа приборе «Mark-11» фирмы «Nuclear Chicago» (США). 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как следует из данных табл. 1, в I серии экспериментов, внутривенное 
введение тромбина вызывало выраженную активацию ВПС. Об этом сви-
детельствует увеличение суммарной фибринолитической активности, нефер-
ментативного фибринолиза (НФ) как в плазме крови, так и в эуглобулино-
вой фракции, появление активной фракции комплекса фибриноген —т ге-
парин, выделенной из эуглобулинов, по сравнению с 2-й (контрольной) 
группой животных, получавших 0,85% NaCl. Так, СФА плазмы в 
опытной группе животных увеличилась в 2,1 раза, НФ плазмы — в 3,7 ра-
за, СФА и НФ эуглобулиновой фракции — соответственно в 5,3 и 10,9 ра-
за по сравнению с контрольной группой. Фракция комплекса фибриноген -
гепарин, выделенная из эуглобулинов, увеличилась в 4,5 раза по сравне-
нию с контролем (см. табл. 1). 

У животных 3-й группы после введения плазмина (20 ЕД) выявлялось 
значительное угнетение функции ВПС, что выражалось в практически пол-
ном отсутствии как ферментативного, так и нефермеитативного фибриноли-
за в исследуемых фракциях. Добавление п ротами дсулЬфата к фракции 
комплекса фибриноген — гепарин полностью блокировало литическую ак-
тивность такого комплекса, выделенного из эуглобулинов, у животных 
всех групп (см. табл. 1). Подобная же блокада НФ, осуществляемого комп-
лексными соединениями гепарина, как в плазме крови, так и в эуглобули-
новой фракции наблюдалась в условиях in vivo (табл. 2). На фойе внутри-
венного введения протамиисульфата НФ у животных всех групп отсутство-
вал. 

Анализ распределения радиоактивности (табл. 3) показал, что во фрак-
ции эуглобулинов содержание З б5-гепарина составляло 49,6% его содер-
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жания в плазме крови в груп-
пе животных, получавших 
тромбин (1-я группа), по 
сравнению с 33,1% в кон-
трольной груп пе животных 
(2-я группа); при этом 35S-
гепарин, входящий в состав 
комплекса фибриноген - - ге-
парин, составляет 67,3 % об-
щей активности З б5-гепарииа 
во фракции эуглобулинов. 
Кол ичество этого комп ле кса 
во фракции эуглобулинов в 
коитрольной гр у пп е и и же 
(см. табл. 3). Добавление 
протамиисульфата к фракции 
комплекса фибриноген — ге-
парин из эуглобулинов пока-
зывает, что практически весь 
гепарин связывается с прота-
минсульфатом и выпадает в 
осадок (см. табл. 3). 

П редва р ител ьное внутр и-
венмое введение протамин-
сульфата вызывает резкое 
снижение содержания мечено-
го гепарина в крови (до 17,7— 
18,5% исходного уровня). 
Снижается также уровень 
35 S-гепарина, входящего во 
фракцию эуглобулинов (до 
27,5 против 45,5% в контро-
ле) и во фракции комплекса 
фибриноген — гепарин, выде-
ленной из эуглобулинов (до 
35,7 против 51,2% в контроле). 

Одн а ко от нос ите л ьн ы й 
уровень 3 5S-гепарина, опре-
деляемый во фракции эугло-
булинов и во фракции комп-
лекса фибриноген — гепарин, 
выделенной из эуглобулинов, 
в этих условиях повышается 
(табл. 4). 

Виутр ивеи но введен н ый 
плазмин обусловливает более 
значительное, чем тромбин, 
включение меченого гепарина 
во фракцию эуглобулинов и 
комплекса фибриноген — ге-
парин из эуглобулинов (см. 
табл. 3). Однако при этом 
необходимо учитывать, что, 
как известно, внутривенное 
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рина из его тканевых депо [2]. Следовательно, фиксируемый нами факт 
увеличения включения индикаторных доз меченого гепарина в исследуемой 
фракции, очевидно, не отражает истинного поведения эндогенного гепари-
на в крови в данных условиях. 

Т а б л и ц а 2 

СФА (в мм'-) и НФ (в мм2) плазмы крови животных, получавших 35S-renapmi и тромбин 
на фоне введения протамиисульфата 

Условия опыта 

Статисти-
ческий 

показа-
тель 

Плазма крови Эуглобулиновая 
фракция Фракция кфг Условия опыта 

Статисти-
ческий 

показа-
тель СФА НФ СФА НФ 

Фракция кфг 

ПротамиисульфатН 3 ^-гепа- м 67,6 0 57 0 0 
рин-!-тромбин — т 4,4 0 5,8. 0 

п 5 5 5 5 5 
Р <0,01 > 0 , 5 <0,01 > 0 , 5 > 0 , 5 

П ротам и нсул ь ф а т + 3 5S- геп а- М 16,5 0 14,5 0 0 
рин-f-NaCl ±т 2,7 0 0,9 0 рин-f-NaCl 

п 6 6 6 6 6 

П р и м е ч а н и е . Статистические показатели рассчитаны относительно контроль-
ных проб с NaCl. 

Т а б л и ц а 3 
Удельная радиоактивность, обусловленная введением 3 5S-renapnna, фракций плазмы 

крови (в % по отношению к удельной радиоактивности плазмы крови; М — т ) 

Условия опыта Плазма 
крови 

Фракция 
эуглобули-

нов по отно-
шению 

к плазме 
крови 

Фракция КФ 
эуглобули-

нов по отно-
шению 

к плазме 
крови 

Супернатант 
фракции 

( КФГ из эу-
глобулинов+ 

+ протамин-
сульфат) 

по отноше-
нию к плаз-

ме крови 

Внутривенное введение тромбина 
(п=6) 100 49,6—4,1 33,4=1=2,8 2,1=1=0,6 

Внутривенное введение 0,85% 
NaCl (/г=3) 100 33,1=1=4,5 21,2=1=3,2 1,3=1=0,4 

Внутривенное введение плазмина 
(/2=6) 100 58,7=1=4,7 52,1=1=4,7 4,1=1=0,8 

Т а б л и ц а 4 
Удельная радиоактивность, обусловленная введением 36S-reriapHHa, фракций плазмы крови 
(в % по отношению к удельной радиоактивности плазмы крови) при внутривенном 

введении протамиисульфата (М—т) 

Условия опыта Плазма крови Фракция 
эуглобулинов 

Фракция КФГ 
из фракции 

эуглобулинов 

Внутривенное введение тромбина 
(60 ЕД) (п=5) 100 78,0=1=5,4 67,4=1=4,7 

Внутривенное введение 0,85% раство-
ра NaCl (п=6) 100 82,1=1=5,6 59,3=1=4,8 

Это следует из данных табл. 1, показывающих отсутствие НФ исследуе-
мых фракций на фоне внутривенного введения плазмина. 

Для проверки этого предположения была поставлена серия опытов, в 
которой к фракциям эуглобулинов и комплекса фибриноген—гепарин, 
выделенного из эуглобулинов, в объеме 1 мл на фоне внутривенного введе-
ния индикаторных доз гепарина (2—3 ЕД) и плазмина (20 ЕД) добавляли 
различные количества гепарина. Установлено, что после добавления гепа-
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рина в дозе 0,2—2 ЕД на I мл в исследуемых фракциях проявлялся НФ ак-
тивностью 20—26 мм2. 

Внутривенное введение гепарина (40 ЕД) на фоне введения индикатор-
ных доз гепарина и плазмина (20 ЕД) также вызывало появление литической 
активности в изучаемых фракциях (табл. 5). 

Т а б л и ц а 5 
Влияние дополнительного к плазмину внутривенного введения гепарина (40 ЕД на 200 г) 

на фибринолитические свойства плазмы 

Условия опыта 
Статистиче-

ский 
показатель 

СФА, мм2 НФ, мм2 

Внутривенное введение плазмина (20 ЕД) и М 6,8 0,8 
0,85% NaCl — т 2,4 0,09 

п 5 5 
Внутривенное введение гепарина (40 ЕД) и плаз-

мина (20 ЕД) 
М 61,2 33,8 Внутривенное введение гепарина (40 ЕД) и плаз-

мина (20 ЕД) пг 4,1 3,3 
п 5 5 
Р <0,001 <0,001 

Внутривенное введение гепарина (40 ЕД) и М 55,5 32,0 
0,85% NaCl ± т 6,9 2,8 

п 4 4 
Р <0,001 <0,001 

Внутривенное введение 0,85% NaCl и 0,85% М 36,0 9,0 
NaCl т 2,7 2,2 

п 10 10 

П р и м е ч а н и е. Статистические показатели рассчитаны относительно проб после 
внутривенного введения плазмина и NaCl. 

Полученные данные подтверждают тот факт, что внутривенно введенный 
плазмин в отличие от тромбина тормозит или не обеспечивает выброса эн-
догенного гепарина в кровоток. При этом именно недостаток гепарина во 
фракции эуглобулинов и комплексе фибриноген — гепарин, выделенном из 
эуглобулинов, обусловливал в них отсутствие активности НФ. Экзогенный 
гепарин, вводимый в кровоток или добавляемый к соответствующим фрак-
циям, обеспечивал образование активных комплексных соединений гепари-
на, проявляющих свое литическое действие в отношении нестабилизирован-
ного фибрина. Полученные данные свидетельствуют также о том, что в 
эуглобулиновой фракции плазмы, выделенной из крови животных, получав-
ших внутривенную инъекцию тромбина, около 70 % суммарной фибриноли-
тической активности обусловлено комплексом фибриноген— 3 5S-renapnH. 
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IMPORTANCE OF FIBRINOGEN-HEPARIN COMPLEX IN FIBRINOLYTIC ACTIVITY 
OF BLOOD EUGLOBULIN FRACTION AFTER INTRAVENOUS ADMINISTRATION 

OF THROMBIN OR PLASM1N 

B. A. Kudryashov, L. A. Liapina, A.M. UVyanov 

Laboratory of Physiology and Biochemistry of Blood Coagulation, Biological Faculty, 
M. V. Lomonosov State University, Moscow 

Intravenous administration of plasmin as distinct from thrombin inhibited or did not 
provide a secretion of endogenous heparin into circulation. In these conditions non-enzymatic 
fibrinolysis was not observed both in fraction of euglobulins and in fibrinogen-heparin complex,, 
isolated from euglobulins, due to insufficiency of heparin. Exogenous heparin, injected into 
circulation or added to corresponding fractions, enabled to produce the active heparin com-
plexes. About 70% of total fibrinolytic activity was due to fibrinogen-heparin complex in 
euglobulin fraction of blood plasma, isolated from blood of animals intravenously adminis-
tered with thrombin. 

УДК 616.391.04-02:577.161.31-07:616-008.939.15-085.356:577.161.5 

И. И. Уласевич 

В Л И Я Н И Е В И Т А М И Н А К НА П Е Р Е К И С Н О Е О К И С Л Е Н И Е Л И П И Д О В 
В У С Л О В И Я Х Е - А В И Т А М И Н О З А 

Кафедра биохимии Алтайского медицинского института, Барнаул 

Содержание малонового диальдегида (МДА) при Е-авитаминозе повышается по срав-
нению с контролем в 2 раза в печени, и почти в 5 раз в мышцах. У животных, получавших 
на фоне Е-авитаминозного рациона по 2 мг викасола в сутки, содерэ/сание МДА в печени, 
сохраняется в пределах нормы, а в мышцах возрастает только в 2 раза. 

Ранее нами была показана функциональная взаимосвязь в животном 
организме родственных по химической структуре витаминов Е и К. Уста-
новлено, что обогащение организма а-токоферолом полностью или частич-
но предохраняет от ряда биохимических нарушений, характерных для К-
витаминной недостаточности II, 2.1. В то же время метаболические измене-
ния, свойственные Е-авитаминозу, можно смягчить и даже устранить с по-
мощью витамина К [3—6.1. 

Природа взаимоотношений а-токоферола и витамина К в организме ос-
тается неясной. Сходство химической структуры и возможность взаимо-
превращений позволяют предположить наличие общих метаболитов, харак-
теризующихся Е- и К-витаминной активностью [7.1. 

Одним из характерных свойств а-токоферола является его антиокси-
дантная активность. Сведений об аитиокислительиом действии викасола в 
организме животных мы не нашли. Целью настоящей работы было выясне-
ние влияния витамина К (викасола) на перекисное окисление липидов в тка-
нях белых крыс, лишенных витамина Е. 

По тесту с тиобарбитуровой кислотой (ТВК) мы определяли малоиовый 
диальдегид (МДА). Несмотря на то что перекиси липидов непосредственно с 
Т Б К не реагируют, хорошая корреляция между содержанием перекисей и 
МДА позволяет использовать этот тест для исследования липопреоксида-
ции 18 1. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили иа беспородных крысах-самцах с исходным весом 70—80 г, распре-
деленных на 4 группы. Животные находились на искусственном рационе, содержащем 21% 
казеина, 58% крахмала, 5% лярда, 5% линетола, 4% солевой смеси [9], 6% пивных 
дрожжей и 1 г витаминной смеси [10]. Казеин подвергали ультрафиолетовому облучению 
в течение 45 мии с целью разрушения витамина Е. Животным 1-й и 2-й групп перорально 
вводили по 2 мг D, L- и а-токоферолацетата в сутки; при этом животные 1-й группы полу-
чали рацион вволю, а 2-й (спаренный контроль) — ограниченное питание, калорийность 
которого была эквивалентной питанию опытной группы (4-й); животные 3-й группы полу-
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чали ежедневно перорально по 2 мг викасола; крысы 4-й группы добавок к диете ие полу-
чали. К концу опыта (6 мес) средний вес крыс 1—4-й групп соответственно составил 419, 
360, 402 и 309 г. Критериями развития Е-авитаминоза, кроме снижения веса, служили 
депигментация зубов и снижение резистентности эритроцитов к перекиси водорода и диа-
луровой кислоте [4]. МДА определяли в гемогенатах печени и мышц по тесту с Т Б К 1.11 I, 
количество МДА рассчитывали по молярному коэффициенту поглощения, равному 156 ООО, 
и выражали в микромолях на 1 мг ткани. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Исследование содержания МДА в гомогенатах печени и мышц показало 
однонаправленные его изменения в этих тканях. 

У животных 2-й группы, получавших витамин Е и ограниченное коли-
чество корма, исследуемый показатель был таким же, как в контрольной 
группе крыс, получавших витамин и корм без ограничения. Эти данные 
свидетельствуют, что изменения содержания МДА в тканях подопытных 
крыс не являются следствием голодания, а связаны лишь с отсутствием или 
наличием в рационе витаминов. 

Влияние викасола на содержание малонового диальдегида в тканях крыс 
при Е-авитаминозе 

Ткань 
Группа животных 

3 Ткань 
1-я 2-я 3-я 4-я 

3 

Печень 
Мышцы 

104=i=20,6 
53,6—4,3 

103—22,2 
54,8=i= 7,6 

103— 11 ? 9 
109=£17,6 

216—23,6 
261 —61,0 <0 ,05 

<0,01 
<0,01 

Как видно из таблицы, Е-авитаминоз приводит к повышению количе-
ства МДА в сравнении с контролем в 2 раза в печени и почти в 5 раз в 
мышцах. 

У животных 3-й группы, получавших викасол, содержание МДА в пе-
чени оставалось в пределах нормы, в мышцах возрастало лишь в 2 раза. 

Таким образом, способность витамина К устранять или смягчать симп-
томы Е-витаминной недостаточности, по-видимому, объясняется наличием 
антиокислительного эффекта у викасола, наиболее четко проявившегося при 
исследовании печени. Этот факт заслуживает дальнейшего изучения в пла-
не взаимодействия жирорастворимых витаминов и их практического ис-
пользования. 
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EFFECT OF VITAMIN К ON PEROXIDATION OF LIPIDS IN E-AVITAMINOSIS 
/ . / . Ulasevich 

Chair of Biochemistry, Altai Medical School, Barnaul 
Content of malonic dialdehyde was increased 2-fold in liver homogenates of E-avitami-

nous animals and 5-fold in muscle homogenates. In animals, maintained at E-avitaminous 
diet but treated with vitamin K, content of malonic dialdehyde in liver homogenates was si-
milar to its content in controls; it increased only 2-fold in muscle homogenates. 
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3, К. Никитина, С. С. Шишкин, С. /3. Томашевич, 
С. С. Дебов 

И З У Ч Е Н И Е Д Е Г Р А Д А Ц И И РИБОСОМНОЙ Р Н К 
В СКЕЛЕТНОЙ М Ы Ш Ц Е К Р Ы С В ПРОЦЕССЕ А В Т О Л И З А 

Научно-исследовательская лаборатория Министерства здравоохранения СССР, Москва 

При сравнительном гистохимическом исследовании содеро/сания РНК из нормальной 
и автолизированной (в течение 72 ч) мышечной ткани обнаружена хорошая сохранность 
нуклеиновой кислоты в процессе автолиза и одновременно признаки деструкции ткани. 
Выявлена зависимость степени полимерности рРНК из автолизированной ткани от тем-
пературы хранения о/сивотных после забоя. Изменение температуры хранения от 0 до 
21°С не вызывало изменения выхода рРНК. При помощи формамидной и температурной 
обработки обнаружены скрытые разрывы в рРНК, количество которых возрастает с уве-
личением времени, прошедшего после смерти животного, и с повышением температуры хра-
нения. Предполагается, что скрытые разрывы в рРНК накапливаются в тканях отвотного 
в процессе автолиза. 

Исследование количественных и качественных изменений РЫК в про-
цессе посмертной деградации тканей может служить удобным подходом к 
изучению механизмов распада этой нуклеиновой кислоты. В предыдущей 
работе было показано, что в течение 3 сут автолиза, проходившего при ком-
натной температуре, содержание pPITK и суммарной Р Н К в мышечной тка-
ни крыс менялось незначительно. При этом отмечалось некоторое изменение 
соотношения между 28S-, 18S- и ББ-компонентами в р Р Н К [1 I. Поскольку 
температура хранения животных после смерти может оказывать влияние 
на интенсивность автолитических изменений в тканях [21, в данной работе 
мы исследовали влияние температуры хранения на свойства р Р Н К , экстра-
гируемой из автолизированных мышц. 

В литературе имеется ряд данных о возможности существования скры-
тых разрывов в молекуле Р Н К , которые могут быть стабилизированы во-
дородными связями или мостиками металлов и не выявляются при обычном 
градиентном центрифугировании 13—5 .1. В связи с этим в данной работе 
было предпринято более детальное исследование р Р Н К на разных стадиях 
автолиза с целыо выяснения вопроса о возможности накопления разрывов 
в р Р Н К в процессе посмертной деструкции ткани. Параллельно с биохими-
ческим анализом проводили проверку сохранности Р Н К в автолизированной 
мышечной ткани гистохимическими методами. 

М е т о д и к а 

В работе использовали мышцы задних конечностей белых беспородных крыс, заби-
тых перед опытом или за 24, 48 и 72 ч до опыта. Тушки животных хранили после забоя 
при 0, 10, 16, 19 и 21°С, используя холодильную камеру «Colora». 

Г исто химическое исследование содержания РНК. Для гистохимического исследования 
содержания РНК кусочки мышечной ткани фиксировали в формалине в течение 12 ч или 
в жидкости Карнуа в течение 2 ч. Обезвоживание и заливку в парафин осуществляли по 
общепринятой схеме. В отдельных случаях фиксированный материал резали па заморажи-
вающем микротоме. Срезы окрашивали метиловым зеленым пиронином [6] и галлоцианин-
хромовыми квасцами [7]. Ферментативный контроль осуществляли РНК-азой фирмы «Re-
anal» (Венгрия). 

Анализ рРНК. рРНК из нормальных и автолизированиых мышц выделяли холодной 
фенольной экстракцией из полисом, как описано ранее [1 ]. Скрытые разрывы в рРНК вы-
являли при помощи температурной и формамидной обработки препаратов но описанному 
методу 1.8J с небольшими модификациями. 

Температурная обработка рРНК. Осадок рРНК растворяли в воде так, чтобы 0,1 мл 
раствора содержал 1—2 опт. ед. E 2 0 0 . 0,4 мл раствора нагревали на водяной бане при раз-
личной температуре (45, 55, 60 и 70°С) в течение 1 мин, затем препараты охлаждали на 
ледяной бане. Контролем к каждой пробе служил непрогретый препарат РНК. На 4,6 мл 
линейного сахарозного градиента (20—5%), приготовленного на 0,01 М натрий-ацетатном 
буфере рН 5,2, содержавшем 200 мкг/мл декстран-сульфата, наслаивали 0,3 мл водного 
раствора РНК и центрифугировали на центрифуге «Spinco L5» в роторе SW50.1 при 
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47 500 об/мин в течение 31 /2 ч. Анализ распределения РНК в градиенте плотности сахарозы 
проводили, как описано ранее [1 | . 

Обработка РНК формамидом. Осадок Р Н К , полученный после переосаждения спир-
том, растворяли в 2 мл раствора формамида разной концентрации (20, 40, 60 и 80%) так, 
чтобы в 1 мл раствора содержалось 1—2 опт. ед. Е2(}0. Растворы формамида перед опытом 
нейтрализовали до рН 7,2 прибавлением Na 2 C0 3 . Затем образцы инкубировали на водя-
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Рис. 1. Препараты нормальной (а) и автолизированной в течение 72 ч (б) мы-
шечной ткани. Ув. X 40. 

ной бане в течение 10 мин при 40°С, после чего к пробам добавляли 8 мл воды. Из по-
лученного раствора осаждали Р Н К прибавлением 25 мл спирта и 1 мл 1% NaCl и оставля-
ли на ночь при —20°С. Контролем служили препараты рРНК, растворенные в воде, а за-
тем переосажденные спиртом. Осадок Р Н К получали центрифугированием и растворяли в 
воде так, чтобы в 0,1 мл раствора содержалось 0,5—1 опт. ед. Е 200. Анализ распределения 
РНК в градиенте плотности сахарозы проводили, как описано выше. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

80-

Исследоваиие содержания Р Н К в нормальной и автолизированной 
мышечной ткани, проведенное ранее биохимическими методами, не выявило 
существенных изменений выхода нуклеиновой кислоты в процессе посмерт-
ной деструкции ткани 11 1. Выполненное в данной работе сравни-
тельное исследование нормальной и автолизированной (в течение 72 ч) 
мышечной ткани при окраске ее метиловым зеленым пироиином и галло-
циании-хромовыми квасцами для обнаружения Р Н К выявилось лишь незна-

чительное снижение интенсивно-
сти окраски а втол из и р ов анн ы х 
препаратов (рис. 1). Равномер-
ность и диффузность окраски при 
исследовании для обнаружения 
Р Н К в посмертно измененных 
образцах сохранились. Сниже-
ние интенсивности окраски наб-
людалось главным образом в мы-
шечных волокнах с наиболее 
поврежденной структурой, осо-
бенно по периферии препарата. 
Вместе с тем в автолизирован-
ных препаратах обнаруживалась 
опр еде л е н и а я дест р у к ци я мы-
шечной ткани, в целом соответ-
ствующая имеющимся в литера-
туре данным об изменении ги-
стологии мышцы после смерти 
12]. Так, в мышечной ткани че-
рез 72 ч после смерти наруша-
лась параллельность мышечных 
волок он, отмеч ал ис ь отдел ы i ые 
продольно расположенные де-
фекты сарколеммы, смазанность 
поперечной исчерченности. Мно-
гие ядра находились на разных 
стадиях пикиотической дегене-
рации. 

Хранение тушек животных 
после смерти при 0, 10, 16, 19 
и 21°С не приводило к зако-
номерному изменению выхода 
р Р Н К из скелетных мышц в за-
висимости от температуры хра-

нения. Суммировав результаты всех измерений, мы обнаружили, что вы-
ход составлял 100±20 мкг р Р Н К на 1 г ткани. На рис. 2 представлены 
кривые распределения препаратов р Р Н К , выделенных из мышцы животных 
через 3 сут после смерти и хранившихся при разной температуре. При 
хранении тушек животных ниже 18°С не происходило заметного измене-
ния полимериости р Р Н К (рис. 2, а—в). Повышение температуры хранения 
приводило к изменению соотношения между 28S-, 18S- и 55-компоиентами 
нуклеиновой кислоты в сторону увеличения иизкомолекулярных компо-
нентов (рис. 2, г, д). В дальнейшем основные эксперименты мы проводи-
ли при температуре хранения 18—20°С. 

В настоящее время в литературе имеется ряд данных, указывающих на 
возможность выявления методами формамидной и температурной обработ-
ки скрытых разрывов в р Р Н К , которые не удается обнаружить при обыч-
ном центрифугировании в градиенте плотности сахарозы 14, 5]. В связи с 
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Рис. 2. Распределение препаратов р Р Н К из ав-
толизированной в течение 72 ч мышечной ткани 

в градиенте плотности сахарозы. 
а — температура хранения животных после забоя 
0°С; б — 10°С; о — 15—17°С; г - 18—20°С; д — 20 — 
22°C. 1 — контрольный препарат; 2 — обработка 

р Р Н К при 70°С в течение 1 мии. 
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этим было проведено сравнительное исследование р Р Н К из нормальной и 
автолизированной ткани указанными методами с целыо выяснения возмож-
ности образования скрытых разрывов в процессе автолиза. На рис. 3 пред-
ставлены кривые распределения препарата р Р Н К из нормальной и автоли-
зированной в течение 3 сут ткани в градиенте плотности сахарозы, предва-
рительно прогретых при разной температуре в течение 1 мин. Увеличение 

Рис. 3. Распределение препаратов р Р Н К из нормальной и автолизирован-
ной в разное время мышечной ткани в градиенте плотности сахарозы. 
а — нормальная ткань; б — через 24 ч после забоя; в — через 48 ч после забоя; г— 
через 72 ч после забоя. / — контрольный препарат; 2—обработка р Р Н К при 70°С 

в течение 1 мим; 3 — обработка Р Н К 80% раствором формамида. 

температуры при прогревании препарата из нормальной ткани от 45 до 
70°С приводило к незначительному росту низкомолекулярных компонентов 
р Р Н К , который не сопровождался появлением дополнительных пиков оп-
тической плотности на градиенте. Незначительная деградация Р Н К из 
нормальной ткани, наблюдаемая при ее температурной обработке, заметно 
отличалась от картины фрагментации р Р Н К , полученной другими автора-
мп 18 .1, и согласуется с представлением о непрерывности основной массы 
молекул р Р Н К 19 I. Были обнаружены некоторые особенности распределе-
ния в градиенте плотности сахарозы препаратов Р Н К , подвергнутых 
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кратковременной температурной обработке; изменение соотношения компо-
нентов, небольшие изменения положения пиков на градиенте (не более 1 
фракции), некоторое количество агрегатов (оптически плотный материал, 
седимеитирующий в области более 28S). Все эти особенности, по-видимому, 
связаны с денатурацией нуклеиновой кислоты, что находится в соответст-
вии с имеющимися в литературе данными [10]. Нужно отметить, что обра-

Рис. 4. Распределение препаратов р Р Н К из нормальной и автолизи-
рованной в течение 72 ч мышечной ткани в градиенте плотности саха-

розы после температурной обработки. 
А — нормальная ткань; Б — ткань после автолиза. 

зование агрегатов наблюдалось и при обработке препаратов Р Н К формами-
дом и предотвращалось добавлением в градиентные растворы 200 мкг/мл 
де кст р а н - с у л ьфат а. 

Температурная обработка р Р Н К из автолизированной ткани при 45 
и 55°С приводила к небольшому изменению соотношения между 28S-, 
18S- и 5Б-компонентами по сравнению с контролем. Дальнейшее повыше-
ние температуры до 60°С вызывало появление фрагментов в области 28S— 
18S и 18S—4S. Обработка препарата при 70°С значительно изменяла рас-
пределение р Р Н К в градиенте и приводила к дальнейшему увеличению 
низкомолекулярных компонентов по сравнению с высокомолекулярными 
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(рис. 4). Несмотря на то что мы использовали очень кратковременную тем-
пературную обработку, нельзя было исключить возможности разрушения 
р Р Н К из автолизированных мышц следовыми количествами РНК-аз , со-
держащихся в полученных препаратах. В связи с этим был проведен ряд 
экспериментов с применением ингибиторов РНК-аз . Добавление к образцам 
нуклеиновой кислоты 200 мкг/мл декстран-сульфата, 90% раствора фенола 
(равный объем) и 5 мкг/мл поливинил-сульфата не оказывало иигибирую-
щего влияния на образование разрывов при последующем прогревании 

А 5 

Рис. 5. Распределение препаратов рРИК из нормальной и автолизиро-
ванной в течение 72 ч мышечной ткание в градиенте плотности сахарозы 

после обработки растворами формамида. 
Л — нормальная ткань; Б — ткань после автолиза. 

этих препаратов при 70°С. Таким образом, описанные изменения нуклеино-
вой кислоты из автолизированной ткани, по-видимому, связаны с выявле-
нием скрытых разрывов в молекулах р Р Н К , а не с действием примесей 
РНК-азы, так как использование ингибиторов РНК-аз не приводит к из-
менению степени деградации биополимера. 

В отдельной серии экспериментов препараты р Р Н К из нормальной и 
автолизированной ткани обрабатывали растворами формамида разной кон-
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центрации (от 20 до 80 %). Было обнаружено, что при концентрации форма-
мида менее 80% не наблюдается изменения распределения р Р Н К из нор-
мальной ткани в линейном градиенте плотности сахарозы (см. рис. 4). 
Обработка тех же препаратов 80 % формамидом вызывала небольшое изме-
нение соотношения между 28S-, 18S- и БЭ-компонентами, которое, по-ви-
димому, можно рассматривать как деиатурационное изменение нуклеино-
вой кислоты под действием формамида. Устойчивость р Р Н К из мышцы 
животного через 3 сут после смерти к действию формамида была значитель-
но ниже устойчивости нуклеиновой кислоты из нормальной ткани. Приме-
нение 60% раствора формамида вызывало изменение соотношения между 
28S-, 18S и бБ-компонентами и фрагментацию Р Н К (рис. 5), а повышение 
концентрации формамида до 80% приводило к дальнейшему переходу вы-
сокомолекулярного материала в область 18S—4S. 

Таким образом, в наших экспериментах было выявлено, что препараты 
рРНК, выделенные из нормальной и автолизированной в течение 3 сут тка-
ни, характеризуются различной устойчивостью к температурной и форма-
мидной обработке. В то время как pPITK из нормальной ткани после обра-
ботки 80 % формамидом или прогревании при 70°С сравнительно мало отли-
чается от контрольного препарата, значительная часть р Р Н К из автоли-
зированной ткани распадается на фрагменты. Поскольку и формамидная, 
и температурная обработка является методом выявления скрытых разрывов 
в Р Н К [3, 8 ], можно считать, что описанное явление связано с существова-
нием точечных разрывов в молекулах Р Н К , выделенных из деструктивно 
измененных тканей. Эти нарушения в молекулах биополимера, по-видимо-
му, стабилизируются за счет водородных связей или мостиков металлов и 
не выявляются без предварительной обработки. 

В следующей серии экспериментов изучалась зависимость количества 
скрытых разрывов в р Р Н К от времени и температуры хранения животных 
после смерти. В препаратах рРНК, выделенных из мышцы животных, хра-
нившихся в течение 3 сут после смерти при 0 или 10°С, не было выявлено 
скрытых разрывов при температурной обработке образцов (см. рис. 2, а, б). 
Как видно из рис. 2, в, увеличение температуры храпения до 15—17°С вы-
зывало увеличение количества сравнительно низкомолекуляриого материа-
ла, образующегося после прогрева образцов. Дальнейшее повышение тем-
пературы до 18 -20° и 20—22°С вызывало заметное нарастание количества 
фрагментов в препаратах рРНК, выявляемых с помощью температурной 
обработки (см. рис. 2, г, д). 

Проведенное исследование зависимости количества разрывов от срока 
посмертной деградации ткани показало, что с увеличением времени автоли-
за увеличивается переход высокомолекулярного материала из области 
28S и I8S в более низкомолекуляриую область (18S—5S), сопровождаю-
щийся заметным образованием фрагментов (см. рис. 3). Эти результаты бы-
ли получены как при прогревании образцов, так и при их обработке форма-
мидом. Интересно отметить, что в срок до 2 сут после смерти не происходи-
ло заметного увеличения количества разрывов в р Р Н К по сравнению с конт-
ролем. Возможно, это связано с развитием в данный период трупного око-
ченения в мышечной ткани, сопровождающегося замедлением автолитиче-
ских процессов 12 1. 

Суммируя описанные выше результаты, можно сделать заключение, что 
в процессе автолиза происходит заметное увеличение скрытых разрывов в 
препаратах рРНК- Эти точечные разрывы могут образовываться и накапли-
ваться или в тканях животного во время хранения трупов, или во время вы-
деления препаратов Р Н К за счет большей активности РНК-аз в автолизи-
рованной ткани, чем в нормальной IT, 11 I. Для проверки последнего пред-
положения в процессе выделения Р Н К был использован ряд ингибиторов 
РНК-аз (макалоид, декстран-сульфат, поливинил-сульфат). Однако ни один 
из этих ингибиторов ие уменьшил количества разрывов в выделенных об-
разцах р Р Н К . Кроме того, выделенные в аналогичных условиях препараты 
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р Р Н К из печени и селезенки, тканей со значительно более высокой актив-
ностью РНК-аз, чем мышцы [12 I, давали после инкубации при 70°С в те-
чение 1 мин распределение в градиенте плотности сахарозы, сходное с рас-
пределением р Р Н К из мышц. Эти данные позволяют считать более вероят-
ным предположение о возникновении разрывов в молекуле нуклеиновой кис-
лоты в процессе хранения материала. Появление некоторого количества 
сегментированных молекул р Р Н К в норме и при патологических состоя-
ниях ткани было описано в литературе [4, 13] и может рассматриваться как 
промежуточный продукт при деградации Р Н К [13]. В связи с этим явля-
ется вполне вероятным предположение о возможности мягкого нуклеазного 
гидролиза р Р Н К в процессе посмертной деградации тканей, приводящего к 
возникновению скрытых разрывов в молекуле нуклеиновой кислоты. Во-
прос о локализации этой нуклеазной активности требует дальнейшей разра-
ботки. 

Проведенное гистохимическое исследование Р Н К в мышечной ткани, 
подтвердившее хорошую сохранность этой нуклеиновой кислоты в процессе 
посмертной деструкции ткани, согласуется с результатами работы 1.14], 
в которой показана хорошая сохранность высокомолекулярной Р Н К при 
хранении почки в течение 2 дней, а также с ранее полученными нами данны-
ми [151 о незначительном распаде полисом в автолизированной ткани. 
Поскольку биохимические процессы, происходящие в тканях при ишемии, 
в достаточной степени близки к автолитическим процессам, сохранность 
полисом и рибосом в клетках миокарда в анаэробных условиях [16] также 
можно считать косвенным подтверждением сделанных нами выводов о не-
значительно изменении Р Н К в процессе автолиза. Однако при гистохими-
ческом исследовании содержания Р Н К в автолизированной мышечной тка-
ни уже через 36 ч после смерти животного Р Н К в миокарде и мышце не оп-
ределялась [17 I. Причина несоответствия этих результатов нашим данным в 
настоящий момент неясна. Можно предполагать, что значительно большая 
деградация Р Н К связана с иным температурным режимом хранения тру-
пов, приводящим к образованию большего количества скрытых разрывов 
в молекуле нуклеиновой кислоты. Последующее воздействие формалина на 
такую Р Н К может приводить к ее фрагментации 118 I и, возможно, вымыва-
нию фрагментированной нуклеиновой кислоты в процессе обработки срезов. 
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DEGRADATION OF RIBOSOMAL RNA IN RAT SCELETAL MUSCLE 
DURING AUTOLYSIS 

Z. K. Nikitina, S. 5 . Shishkin, S. V. Tomashevich, S. S. Debov 

Research Laboratory, Ministry of Public Health of the USSR, Moscow 

Comparative histochemical study of RNA content in normal and autolyzed within 72 hrs 
muscle tissue showed that the nucleic acid well retained during autolysis but the tissue was 
simultaneously destructed. Polymerization of rRNA in autolyzed tissue proved to depend 
on temperature of dead animals storage. An increase of temperature from 0° to 21° did not 
affect the rRNA yield. But amount of latent breaks, which were found in rRNA by methods 
of formamide and temperature treatment, was increased depending on increase in temperature 
and on length of animal storage after death. The latent breaks appear to be accumulated in 
animal tissues during autolysis. 
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ОТНОСИТЕЛЬНОЕ С О Д Е Р Ж А Н И Е а - , (3- И у - Ц Е П Е Й 
РАСТВОРИМЫХ Ф Р А К Ц И Й К О Л Л А Г Е Н А КОСТНОЙ Т К А Н И К Р Ы С 

ПРИ Р А З Л И Ч Н О Й ОБЕСПЕЧЕННОСТИ ВИТАМИНОМ D 

Лаборатория биохимии и физиологии витаминов Института питания АМН СССР, Москва 

Недостаточность витамина D вызывает снижение содержания соле-и кислоторас-
творимого коллагена и увеличение нерастворимого коллагена в эпифизах трубчатых костей 
крыс. При этом наблюдается снио/сение относительного содержания мономерных а-цепей 
и увеличение содержания димерных (р-цепей) и тримерных (у-цепей) субъединиц в обеих 
фракциях коллагена. Полученные данные согласуются с предположением об усилении соз-
ревания костного коллагена при недостаточности витамина D. 

Основным патоморфологическнм проявлением недостаточности вита-
мина D является нарушение минерализации костной ткани. Однако убе-
дительные данные о непосредственном участии витамина D или его актив-
ных метаболитов в процессе кальцификации отсутствуют, и, по мнению боль-
шинства исследователей, нарушения минерализации при рахите обуслов-
лены снижением концентрации кальция и фосфора в плазме крови вследст-
вие замедления находящихся под контролем витамина D процессов всасы-
вания этих ионов в тонком кишечнике и их мобилизации из предобразован-
ной костной ткани [1—3]. 

Поддержание нормальной концентрации кальция и фосфора в плазме 
крови является лишь одним из факторов, влияющих на процессы кальци-
фикации костной ткани. Другим не менее важным фактором является со-
стояние органической матрицы, роль которой принадлежит коллагену 
14—6]. В связи с этим изучение обмена и структуры коллагена костной 

ткани при различной обеспеченности витамином D представляет интерес 
для выяснения патогенеза нарушений минерализации при рахите и возмож-
ном влиянии витамина D на эти процессы. 

Ранее нами [7] было показано, что недостаточность витамина D вызы-
вает значительное (в 3—4 раза) снижение содержания солерастворимого 
коллагена в эпифизах и диафизах крысят при одновременном 3—4-кратном 
увеличении содержания альдегидных групп в этом коллагене и увеличении 
на 10—20% содержания нерастворимого коллагена. Эти изменения наблю-
даются уже на ранних стадиях D-гимовитаминоза, когда концентрация каль-
ция и фосфора в сыворотке крови животных существенно не менялась. 
Введение 500 ME эргокальциферола животным, лишенным витамина D, 
вызывало полную нормализацию исследуемых показателей. 

На основе этих данных было высказано предположение об ускорении 
процессов созревания коллагена костной ткани при недостаточности вита-
мина D и возможной связи этого изменения с нарушением минерализации. 
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В созревании коллагена существенная роль принадлежит возникновению 
межцепьевых поперечных связей между мономерными а-цепями, что ведет 
к образованию димеров а-цепей ^-компонентов и тримеров ^-компонентов 
18, 91. В связи с этим можно предполагать, что если недостаточность вита-

мина D действительно приводит к ускорению созревания коллагена, то это 
ускорение должно сопровождаться уменьшением относительного содержа-
ния а-цепей и увеличением содержания (3- и у-компонентов в растворимых 
фракциях коллагена. Исходя из этого, в настоящей работе было изучено 
относительное содержание а-цепей, |3- и ^-компонентов молекул соле- и кис-
лоторастворимого коллагена костной ткани крыс при различной обеспечен-
ности витамином D методом электрофореза в полиакриламидном геле. 

М е т о д и к а 

Создание экспериментальной недостаточности витамина D. Исследование проводили 
иа крысах отъемышах-самцах массой 40—50 г. Подопытные животные в течение 30—40 дней 
находились на искусственном рационе, лишенном витамина D, следующего состава (в 
процентах): казеин, отмытый от витамина D, — 22, крахмал — 40, глюкоза — 21,2, под-
солнечное масло — б, фильтровальная бумага — 3, смесь водорастворимых витаминов — 
0,1 [10], цистин — 0,2, холима хлорид — 0,2, солевая смесь без кальция и фосфора — 
2 [10], К 2 Н Р 0 4 . З Н 2 0 — 3,2, N a H 2 P 0 4 . 2 H 2 0 — 2,1. Содержание кальция и фосфора в 
рационе с учетом их содержания в казеине составляло соответственно 0,6 и 1,2% (отно-
шение кальций : фосфор 1 : 2 ) . Витамин Е к рациону не добавляли, так как он в доста-
точном количестве содержится в подсолнечном масле (50—70 мг%). Витамин А добавляли 
в подсолнечное масло в количестве 15 000 ME (5 мг) на 1 кг рациона в виде ретинола аце-
тата. Крыс содержали в помещении, лишенном солнечного света, по одному животному в 
клетке. Контрольные животные в дополнение к основному рациону получали в подсолнеч-
ном масле по 0,1 мл раствора эргокальциферола концентрации 240 ME в 1 мл 3 раза в не-
делю, что обеспечивает недельное потребление 72 ME или около 10 ME на крысу в день. 
Часть подопытных крыс в течение 3 дней до забоя получала по 500 ME эргокальциферола. 

Оценка обеспеченности витамином D. Для оценки обеспеченности животных витами-
ном D исследовали концентрацию кальция [11] и фосфора [12] в сыворотке крови, а так-
же способность изолированного отрезка тонкого кишечника к всасыванию кальция против 
концентрационного градиента, которую выражали в виде отношения концентрации 45Са 
внутри вывернутого отрезка тонкой кишки к его концентрации в среде после инкубации 
в течение 90 мии (Сав : Сан) [13]. Фракции солерастворимого, кислоторастворимого и не-
растворимого коллагена извлекали из эпифизов (вместе с метафизами) и диафизов труб-
чатых костей по методу Глимчера [14]. Содержание оксипролипа во фракциях коллагена 
определяли после кислотного гидролиза спектрофотометрически с п-диметиламинобензаль-
дегидом [15]. Фракции соле- и кислоторастворимого коллагена очищали путем многократ-
ных переосаждеиий с диализом и лиофилизировали [16, 17]. Относительное содержание а - , 
(3- и ^-компонентов в очищенных фракциях соле- и кислоторастворимого коллагена иссле-
довали методом электрофореза в полиакриламидном геле с додецилсульфатом натрия [18]. 
Денситометрию гелей проводили на интегрирующем денситометре «Хромоскан-МК 11» 
фирмы «Joyce — Loebl». 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Как видно из табл. 1, нахождение на рационе, лишенном витамина D, 
при соотношении в нем кальция и фосфора, равном 1 : 2, приводило к за-
медлению роста животных. К концу опыта вес крыс, лишенных витамина 
D, составлял 9 3 ± 4 г, а соответствующих контрольных крыс, но получав-
ших в дополнение к рациону физиологические дозы эргокальциферола, — 
111+5 г (Р<0 ,02) . 

Недостаточность витамина D приводила к снижению содержания каль-
ция в сыворотке крови по сравнению с таковой в контроле (см. табл. 1). 

У животных с недостаточностью витамина D наблюдалось также сни-
жение способности тонкого кишечника к активному транспорту кальция 
против концентрационного градиента in vitro почти в 2 раза по сравнению с 
контрольными крысами (см. табл. 1). 

Таким образом, пребывание крыс в течение 5 нед на рационе, лишенном 
витамина D, но полноценном по всем остальным показателям, приводит к 
развитию экспериментального D-авитаминоза. 
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Введение подопытным животным лечебных доз эргокальциферола в 
течение 3 дней до забоя нормализовало концентрацию кальция в сыворотке 
крови и способность тонкого кишечника к активному транспорту его. 

Данные о содержании коллагена и его фракций в эпифизах костей 
крыс при различной обеспеченности витамином D представлены в табл. 2, 

Т а б л и ц а 1 

Обеспеченность подопытных животных витамином D ( М — т ) 

Группа животных 

Показатель контрольная 
(16) — D (20) — D-j-D (13) 

Вес крыс при забое, г 
Р 

Содержание кальция в сыворотке, мг% 
Р 

Содержание фосфора в сыворотке, мг% / ' 
Всасывание 4 5Са в топком кишечнике 

(Сав : Са„) 
Р 

111—5 

10,6=5= 0,1 

8,0—0,33 

2,7=±=0,3 (7) 

93=!= 4 
< 0 , 0 2 
7,0—0,2 
<0,001 
13—0,24 
<0,001 

1,4=!= 0,1 (8) 
<0 ,002 

100—5 

10,8±0,15 

10,0=1=0,25 

3 ,1+0 ,4 (6) 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2: в скобках — число животных в группе; —D — 
группа животных, находящихся на рационе, лишенном витамина D; —D-|-D — группа 
животных, находящихся на рационе, лишенном витамина D, но которым в течение по-
следних 3 дней до забоя вводили по 500 ME эргокальциферола в день. Р — достоверно 
по сравнению с контролем. 

Т а б л и ц а 2 

Содержание коллагена и его фракций в эпифизах костей крыс при различной обеспеченности 
витамином L), мкг оксипролина па 100 мг сухой недекальцинированной кости ( М — т ) 

Содержание коллагена 

Группа животных солераствори-
мого 

кислотораство-
римого нерастворимого суммарного 

Контрольная (16) 
—D (20) 

Р 
— D + D (16) 

Pi 

68=!= 1 1 
27=!= 5 

<0 ,002 
72=!= 8 

<0,001 

5,3—0,48 
2,6—0,07 
<0,001 

5,5=t 0,5 
<0,001 

1720=!= 35 
2094=!= 10 

<0,001 
1915=!= 45 

<0,001 

1793±36 
2124=i= 11 

<0,001 
19934-46 

<0,01 

П р и м е ч а н и е. Р — статистически достоверно по сравнению с контролем; 
Рх — статистически достоверно по сравнению с группой — D. 

из которой видно, что недостаточность витамина D вызывает в костной тка-
ни существенные изменения содержания коллагена и его фракционного со-
става. Они выражаются прежде всего в увеличении суммарного содержания 
коллагена в эпифизах растущих крыс, находящихся па рационе, лишенном 
витамина D, по сравнению с контролем. Еще более выраженные изменения 
выявляются при анализе фракционного состава коллагена. Эти измене-
ния характеризуются значительным (в 2—2V2 раза) уменьшением содер-
жания соле- и кислоторастворимого коллагена при одновременном накоп-
лении метаболически более зрелого нерастворимого коллагена. Введение 
лечебных доз эргокальциферола способствовало восстановлению содержа-
ния солерастворимого и кислоторастворимого коллагена эпифизов костей 
крыс до такового у контрольных животных. 

Изменения фракционного состава костного коллагена при недостаточ-
ности витамина D, выявленные в данном опыте, сходны с описанными нами 
ранее [7]. Отличие между этими опытами состоит в том, что в предыдущем 
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эксперименте животные находились на рационе с соотношением кальция и 
фосфора, равном 1 : 1 , при котором концентрация кальция в плазме крови, 
несмотря на недостаточность витамина D, существенно не снижается. В 
настоящем опыте животные находились на рационе с соотношением кальция 
и фосфора, равном 1 : 2, при котором концентрация кальция в крови жи-
вотных, лишенных витамина D, существенно снижалась. То обстоятельство, 
что состав коллагена изменяется при недостаточности витамина D одинако-
вым образом как в условиях гипокальцемии, так и при сохранении нормаль-
ной концентрации кальция в плазме 
крови, свидетельствует, что эти измене-
ния обусловлены недостаточностью ви-
тамина D, а не опосредованы измене-
нием уровня кальция в крови. 

Результаты исследования содержа-
ния а- , (3- и ^-компонентов в соле- и 
кислоторастворимом коллагене крыс 
при различной обеспеченности витами-
ном D представлены на рисунке и в 
табл. 3. На рисунке приведена деисито-
грамма очищенного солерастворимого 
костного коллагена эпифизов после 
электрофореза в полиакриламидном геле 
(100 мкг белка на гель). 

В табл. 3 представлено относи-
тельное содержание отдельных субъеди-
ниц соле- и кислоторастворимого кост-
ного коллагена. Как видно, основная 
часть (72,5%) солерастворимого коллагена у контрольных животных при-
ходилась на долю мономерных а-цепей, относительное содержание димеров 
(Р-цепей) составляло 20,5%, а тримеров (у-цепей) — 7%. Присутствие (3-
и у-компоиеитов в исследуемой нами фракции солерастворимого коллагена 
обусловлено тем, что для ее извлечения был использован солевой раствор 

Т а б л и ц а 3 
Соотношение а-цепей, (3- и ^-компонентов в костном коллагене эпифизов крыс, % суммы 

а- , р- и у-компонентов ( М — т ) 

Группа животных 
Коллаген Компонент 

контрольная -D 

Солерастворимый а 72 ,5+0,8 59,2+ 1 
Р 20 ,5+0 ,3 26,5+1,1 
У 7,0—0,7 14,3—0,8 

К и с л ото р а ство р и м ы й а 52,9+0,64 41,0+1,2 
Р 19,7+0,53 26,0=5=2 
У 27,4+0,25 33 ,0+1,4 

II р и м е ч а н и е. Приведены средние величины 4 параллельных определений, вы-
полненных на объединенных фракциях, полученных от 16 животных 

высокой ионной силы (1 М NaCl). В кислоторастворимой фракции на долю 
а-цепей приходилось около 50 % всего коллагена, а относительное содержа-
ние у-компонентов (27,4%) превышало содержание димеров. 

Недостаточность витамина D приводила к значительному уменьшению 
относительного содержания а-цепей и одновременному увеличению содер-
жания димеров (р-цепей) и тримеров (у-цепей) в обеих фракциях. 

Эти данные, демонстрирующие увеличение относительного содержания 
поперечносшитых р- и у-субъедиииц при одновременном снижении содержа-
ния мономерных а-цепей, подтверждают высказанное нами ранее предполо-
жение [7.1, что изменение фракционного состава костного коллагена при 

Денситограммы а- , |3- и у-компонентов 
солерастворимого костного коллагена 
крысы, разделенных при помощи элек-
трофореза в полиакриламидном геле. 

1 — контроль; 2 — D-авитаминоз. 
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недостаточности витамина D может быть обусловлено уси лением процессов его 
созревания. В такой интерпретации эти результаты согласуются с данными 
других авторов [19 I об увеличении в костной ткани D-авитаминозных цып-
лят активности лизилоксидазы—фермента, катализирующего окисление 
е-аминогрупп лизильных и оксилизильных остатков в молекуле коллагена 
с образованием альдегидных групп, принимающих участие в образовании 
поперечных сшивок [20]. С этой точкой зрения согласуются также наши 
данные об увеличении концентрации альдегидных групп в солерастворимом 
коллагене эпифизов крыс при недостаточности витамина D. 

Увеличение скорости созревания и изменение фракционного состава 
костного коллагена при недостаточности витамина D могут являться наряду 
со снижением концентрации кальция в крови одной из причин нарушений 
минерализации костной ткани в этих условиях. Это предположение согла-
суется с данными литературы [21J, показывающими, что включение мече-
ного 4вСа происходит в первую очередь во фракцию незрелого солераство-
римого коллагена. Снижение содержания этой фракции при недостаточности 
витамина D может служить одной из причин нарушения кальцификации. 

С другой стороны, ускорение созревания коллагена при недостаточности 
витамина D может быть и компенсаторной реакцией в ответ на нарушение 
минерализации, направленной на поддержание прочности костной ткани 
путем усиления фибриллогеиеза. 
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RELATIVE CONTENT OF a , 0 AND ^-CHAINS OF SOLUBLE COLLAGEN FRACTIONS 
IN BONE TISSUE UNDER VARIOUS SUFFICIENCY OF VITAMIN D 

V. A. Isaeva, V. B. Spirichev 

Laboratory of Biochemistry and Physiology of Vitamins, Institute of Nutrit ion, Academy 
of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Insufficiency of vitamin D caused a decrease in content of salt- and acid soluble collagen 
fractions with simultaneous increase of insoluble its fraction in epiphyses of rat tubular bones. 
At the same time relative content of monomeric a-chains was decreased but content of dimeric 
(p-chains) and trimeric (v-chains) subunits was increased in both collagen fractions. These data 
are in good agreement with assumption on the increased growth of bone collagen under in-
sufficiency of vitamin D. 
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УДК 612.173.1:612.398.145.1 + 61 6 .12-007.64-008.939.633.2 

Ф. 3. Меерсон, Af. 11. Явич, Г. Г. Горач 

М Е Т А Б О Л И З М ПОЛН А 1 - С О Д Е Р Ж А Щ Е Й и Р Н К М И О К А Р Д А 
В НОРМЕ И ПРИ КОМПЕНСАТОРНОЙ Г И П Е Р Ф У Н К Ц И И СЕРДЦА 

Институт общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Институт биологиче-
ской и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Методом аффинной хроматографии на поли-U- целлюлозе в сердечной мышце крысы 
обнаружены 2 фракции ирНК: поли-А + и поли-А~ иРНК. Эти фракции составляют 30 
и 70% всей иРНК соответственно. Соотношение поли-А + /поли-А~ иРНК в миокарде не 
меняется при гиперфункции сердца и его физиологическом старении. Лродолжительность 
о/сизни поли-А + ирИК сердца в норме составляет 4 ч. При гиперфункции миокарда в на-
чале развития этого процесса продоло/сительность о/сизни иРНК сокращается до 2—3 ч, 
при длительной гипертрофии сердца (6 мес) продоло/сительность о\сизни иРНК не отли-
чается от контроля. Скорость синтеза поли-А+ ирНК повышается на ранней стадии ги-
перфункции сердца на 70% по сравнению с нормой и падает ниже нормы в длительно ги-
пертрофированном миокарде. Ускорение синтеза поли-А+ иРНК при создании его гипер-
функции вырао/ссно в большей степени, чем увеличение синтеза рРНК. 

Обнаружение в и Р Н К эукариотов на 3' конце молекулы нетрансли-
руемых поли-А-поеледовательностей позволило отделить и Р Н К от основ-
ной массы РЫК клетки и разработать прямые подходы к изучению ее мета-
болизма [1 ]. Благодаря этому приему в ряде тканей удалось измерить ско-
рость синтеза и распада и Р Н К и определить продолжительность ее жизни 
[2, 3 ] . 

Поли-А-сегмент на конце и Р Н К обнаружен в мышечных клетках 
в миобластах их скелетн ых мышц, в скелетных мышцах куриного эмбрио-
на [4—61. Из тотальной популяции и Р Н К миобластов выделены блоки 
поли-А, содержащие 120—140 нуклеотидов [5]. Показано, что поли-А+ 

и Р Н К миобластов гетерогенна по своей метаболической стабильности. 75% 
этой фракции, в том числе предполагаемая и Р Н К миозина (26S), имеют 
продолжительность жизни около И) ч. Кроме того, существуют более ко-
роткоживущие и Р Н К (менее 6 ч) и долгоживущие (около 20—25 ч) .При 
терминальной дифференцировке миобластов в период интенсивного синтеза 
миозина и специфических ферментов продолжительность жизни указанных 
классов и Р И К увеличивается [7]. Поли-А-последователыюсти открыты 
также в иРНК, направляющих синтез актина и миозина в бесклеточной 
системе белкового синтеза 16, 8, 9] . Установлено, что иРНК, способная 
синтезировать тяжелые цепи миозина, содержит блок поли-А, состоящий из 
170 нуклеотидов 18]. 

В сердечной мышце, а также в скелетных мышцах содержание поли-А+-
фракции иРНК, скорость ее синтеза и распада не исследованы. Цель на-
стоящей работы — выяснить относительное содержание поли-А+- и поли-
А~-фракции иРНК в сердце, а также продолжительность жизни молекул 
поли-А+ и Р Н К в норме и при развитии компенсаторной гиперфункции 
сердца (КГС). 

М е т о д и к а | 

Животные. Опыты были поставлены иа белых крысах-самцах. КГС создавали путем 
коарктации брюшной аорты по ранее описанной методике [10]. Контрольной группой живот-
ных служили молодые крысы (3—4 мес) массой 200—220 г, а в других опытах — старые 
(22—24 мес) массой 450—500 г. Животные с КГС были представлены 2 группами: 1-я груп-
па — ранняя стадия гиперфункции (48 ч после создания стеноза аорты), крысы массой 
200—220 г в возрасте 3—4 мес; 2-я группа — поздняя стадия гиперфункции (6—7 мес 
после коарктации аорты), крысы массой 370—390 г в возрасте 6—бх/2 мес. 

Реактивы, и изотопы. КС1, MgCl2. NaCl, сахароза (СССР), трис-HCl (фирма NBC, 
Англия), тритон Х-100 (фирма «Мегк», Англия), диоксан (сциицилляционмый), толуол 
(сциицилляционный), хлороформ, фенол, этиловый спирт, П110, ПОПОГ1 (СССР), ЭДТА, 
актииомицин D (фирмы «Reanal», Венгрия), додецилсульфат натрия (ДДС-Na), поли-А, 
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поли-U (фирма «Calbiochem», США), целлюлоза (фирмы «Reanal», Венгрия), ионообмен-
ная смола дауэкс-50 Н + (фирма «Serva», ФРГ), пластинки «Silufol» для тонкослойной хро-
матографии (фирма «Kavalier» ЧССР). 

Введение ыС-оротовой кислоты. В качестве меченого предшественника РНК живот-
ным внутрибрюшинно вводили 14С-оротовую кислоту из расчета 50 мкКи на 100 г массы. 

Выделение рибосом сердечной мышцы. Рибосомы сердца выделяли по ранее описан-
ному методу [11]. Сердца гемогеиизировали в 5-кратном объеме буфера 1 (0,250 М КС1, 
0,010 М MgCl2, 0,010 М трис-HCl, рН 7,6) в гомогенизаторе типа Поттсра с тефлоновым пес-
тиком. Гомогенат центрифугировали 15 мии при 15 000 g. Постмитохоидриальный экстракт 
инкубировали 15 мии в ледяной бане с 1% тритоном Х-100, разводили в 5 раз буфером II 
(0,01 М MgCl2, 0,01 М трис-HCl рН 7,6) и центрифугировали 30 мин при 105 000 g. В ре-
зультате снижения ионной силы раствора и последующего центрифугирования рибосомы, 
смешанные с миофибриллами, выпадают в осадок; выход составляет 0,9—1,0 мг на 1 г 
влажной ткани. Выделение рибосом проводили при 4°С, растворы готовили на деиоиизо-
ванной воде. 

Выделение полирибосом. Рибосомы, полученные в буфере с высокой ионной силой, 
содержат большое количество белка (1 мг РНК на 3 мг белка). Нам удалось очистить ри-
босомы от примесей миофибриллярного белка в ступенчатом градиенте концентрации саха-
розы. Для этого обработанный тритоном Х-100 постмитохоидриальный экстракт, полу-
ченный вышеописанным способом, наслаивали на ступенчатый градиент концентрации 1 М 
и 2 М сахарозы (7 мл и 7 мл), приготовленный на буфере I. Полирибосомы осаждали в 
течение 2;1/2 ч при 300 000 g и 4°С в титановом роторе (Ti 60) иа ультрацентрифуге «Spin-
со L-2-65 В». Осадки полирибосодо споласкивали буфером I, замораживали в жидком азо-
те и хранили при —20°С. Сочетая буфер высокой ионной силы, предложенный Хейвудом 
и Ричем для извлечения основной массы рибосом мышечной ткани 112], с последующей их 
очисткой в ступенчатом градиенте сахарозы, нам удалось получить чистые препараты поли-
рибосом (А2б0/А280— 1,85, А260/А 235 — 1»6) с относительно высоким выходом — 0,4— 
0,5 мг полирибосом на 1 г влажной ткани. 

Определение количества РНК. Содержание РНК в рибосомах определяли спектро-
фотометр ически по Спирину [13]. 

Приготовление поли-\]-целлюлозы. Очистку целлюлозы и ее сшивку с поли-U прово-
дили по методу Шелдона и соавт. [14]. Емкость поли-и-целлюлозы определяли по препа-
рату поли-А и выражали в оптических единицах поли-А, связывающихся с 1 г поли-и-
целлюлозы. Были использованы препараты поли-и-целлюлозы емкостью 10—12 ОЕ. 

Фракционирование РНК на колонке с поли-U-целлюлозой. Осадки рибосом растворяли 
в буфере, содержащем 0,250 М NaCl и 0,010 М трис-HCl рН 7,4. Затем добавляли ЭДТА 
до конечной концентрации 0,02 М и ДДС-Na до конечной концентрации 0,5—1%. Смесь 
инкубировали 1 мин при 37°С и разбавляли 0,01 М трис-НС1-буфером рН 7,6 до конечных 
концентраций 0,125 М NaCl, 0,01 М трис-HCl, 0,01 М ЭДТА, 0,25% ДДС-Na и 0,25— 
0,5 мг/мл исходных рибосом. Полученную смесь пропускали через колонку. Материал, 
сорбированный на целлюлозе, элюировали 0,01 М трис-НС1-буфером рН 9,1 при 37°С. 
Радиоактивность фракций поли-А+ РНК и поли-А - иРНК выражали числом распадов в 
1 мин на 1 мг полир и босом. 

Седиментационный анализ РНК. Материал, сорбированный и несорбироваиный па 
колонке с поли-и-целлюлозой, анализировали в градиенте плотности сахарозы (15—30%), 
приготовленной на буфере, содержащем 0,1 М NaCl, 0,01 М трис-HCl рН 7,6, 0,02 М ЭДТА 
и 0,5% ДДС-Na. Фракцию поли-А - РНК предварительно депротеииизировали с помощью 
фенола и хлороформа. К фракции поли-А+ иРНК добавляли в качестве носителя неме-
ченую тотальную РНК сердца, выделенную методом фенольно-хлороформной депротеини-
зации. РНК наслаивали на градиент сахарозы и центрифугировали 18 ч в роторе SW-27.1 
при 113 000 g на «Spinco L-65 В» при 22°С. Градиент раскапывали на фракции и в каж-
дой фракции просчитывали поглощение при А260 и радиоактивность. 

Приготовление кислоторастворимой фракции сердечной мышцы. Для получения кис-
лоторастворимой фракции сердца измельченные ножницами ткани замораживали в жидком 
азоте и растирали в ступках стеклянным пестиком. Растертую массу переносили в пробирки, 
помещали в ледяную баню, добавляли 1,5—2 мл трис-НС1-буфера рН 7,6 и размешивали. 
К гомогенату добавляли равный объем 1 и. НСЮ4 и центрифугировали 10 мии при 1000 g. 
Надосадочная жидкость представляла собой кислоторастворимую фракцию, содержащую 
меченые производные 14С-оротовой кислоты. Эту фракцию нейтрализовали на холоду 1 и. 
КОН до рН 7,0 и центрифугировали. К надосадочиой жидкости добавляли НС1 до конеч-
ной концентрации 0,65 н. и наносили ее на колонку с ионообменной смолой Дауэкс-50 в 
Н+-форме. Фильтрат собирали фракциями по 1 мл. В каждой фракции просчитывали ра-
диоактивность и определяли спектр поглощения в области 220—320 им на спектрофотомет-
ре «Unicam». Анализируя фракции таким образом, установили, что наибольшее количе-
ство меченых УМФ, УДФ и УТФ находятся в 6—7-й фракциях, вытекающих с колонки. 
В дальнейшем эти фракции объединяли и их радиоактивность рассчитывали на 1 ед. опт. пл. 
при А2в0. Хроматографический анализ 6-й и 7-й фракций на тонкослойных пластинках 
<SI 1 ufol» в системе бутанол — уксусная кислота — ацетон — вода показал, что основное 
количество метки связано с пятном УТФ. Радиоактивность пула определяли в интервале 
0,5—10ч после введения животным 14С-оротовой кислоты. 

Измерение радиоактивности проводили в сцинтилляционной жидкости Брея [15] 
на сцинцилляционном счетчике «Mark II фирмы «Nucler Chicago» (США). 
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Введение актиномицина D. Актиномицин D вводили животным внутрибрюшинно 
за час до введения изотопа. Дозы антибиотика, ингибирующие синтез р Р Н К и не влияю-
щие на синтез иРНК, подбирали экспериментально. С этой целью актиномицин D вво-
дили животным в широком диапазоне доз. Через б ч после его введения крыс забивали, 
определяли удельную радиоактивность рибосом сердца и строили график дозовой зави-
симости синтеза р Р Н К от количества актиномицина D. В результате было установлено, 
что для подавления синтеза р Р Н К в миокарде молодых крыс весом 200—220 г требуется 
250 мкг актиномицина D, старых крыс весом 450—500 г — 400 мкг актиномицина D и 
крыс весом 370 г — около 320 мкг актиномицина. 

28S I8S 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Для того чтобы исследовать соотношение поли-А+/поли-А"-фракций 
и Р Н К в сердце, мы применили актиномицин D в дозах, ингибирующих син-
тез р Р Н К и не влияющих на синтез и Р Н К . Дозы актиномицина подбирали 
для каждой группы животных от-
дельно, как это указано в разделе 
«Методика». Зависимость включе-
ния 14С-оротовой кислоты в рибосо-
мы сердца молодых крыс от различ-
ных количеств актиномицина D 
показано на рис. 1. 

Соотноше н ие фракций п о л и -
А+ /поли-А" и Р Н К исследовали че-
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Рис. 1. Включение С14-оротовой кислоты 
ъ рибосомы сердца в зависимости от дозы 
актиномицина D (крысы массой 200 — 

220 г). 
По оси абсцисс — дозы актиномицина D 
<в мкг); по оси ординат — % включения 14С-

оротовой кислоты в рибосомы. 

Рис. 2. Седиментациониое распределение 
фракций РНК, сорбированной и несор-
тированной («проскок») на полии-целлю-

лозе в градиенте плотности сахарозы. 
По оси абсцисс — номера фракций; по оси 
ординат: 1 — поглощение при 260 им; 2 — 
радиоактивность поли-А"'" и Р Н К ; 3 — радио-
активность поли-А— и Р Н К («проскок»). Ж и -
вотным через 1 ч после введения актиномици-
на D была введена 1 4С-оротовая кислота. Пост-
митохоидриальный экстракт сердца наслаива-
ли на градиент плотности сахарозы (15 — 
30%). приготовленный иа буфере, с о д е р ж а -
щем 0,1 М NaCl, 0,01 М трис-HCl , рИ 7,6 , 
0 ,02 М Э Д Т А и 0 ,5% Д Д С - Na . Центрифуги-

рование 18 ч при 113 OOOff и 22°С. 

рез 2, 4 и 5 ч после 14С-оротовой кислоты. Результаты этих опытов представ-
лены в табл. 1. Как видно из табл. 1, содержание поли-А* иРНК в общей 
популяции иРЫК сердца колеблется в пределах 27—33 % и в среднем состав-
ляет 30%. Из полученных данных также следует, что отношение величии 
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включения 14С-оротовой кислоты в иРНК, содержащую поли-А и не содер-
жащую поли-А, не зависит от времени экспозиции метки. Оно колеблется 
в одинаковых пределах через 2, 4 и 5 ч после введения изотопа. Это говорит 
о том, что обе фракции и Р Н К синтезируются с одинаковой скоростью и мало 
различаются по продолжительности жизни. 

Для того чтобы определить, что метка в Р Н К , сорбированной на иоли-
U-целлюлозе и несорбированной, принадлежит действительно и Р Н К и не 
содержит примесей р Р Н К , весь материал был подвергнут седиментацион-
ному анализу в градиенте плотно-
сти сахарозы. Поли-А+ и Р Н К и 
поли-А" иРН К исследовали отдель-
но. Полученные седиментограммы 
представлены на рис. 2. Из рис. 2 

10 часы-

Рис. 3. ^'С-оротовой кислоты 
сердца. 

Включение 
в УТФ 

По оси абсцисс — время (в ч); по оси орди-
нат — радиоактивность У Т Ф (число раепа-
дов/мии/ед . опт. пл. при 260 им), 1 — конт-
роль; 2 — гиперфункция 48 ч; 3— гиперфунк-

ция 6 мес. 

12 часы 

Рис. 4. Распад поли-А+ иРНК в сердеч-
ной мышце крыс. 

По оси абсцисс — время (в ч), по оси орди-
нат — радиоактивность поли-А'1" и Р Н К (чис-
ло распадов/ми н/мг/пол и рибосом), 1 — конт-
роль; 2 — гиперфункция 48 ч; 3 — гипер-
функция 6 мес. Полирибосомы сердца диссо-
циированы в буфере, содержащем 0,125 М 
NaCl, 0 ,010 М трис-HCl р Н 7,6, 0 ,02 М Э Д Т А , 
0,5 — 1% Д Д С - N a и наслоены на колонку с 

поли-U целлюлозой . 

видно, что в обеих фракциях метка распределяется в области 28—10 S с 
максимумом радиоактивности в области 16—14 S. Это совпадает с данными 
литературы о гетерогенности и Р Н К 1.2, 16 I. В то же время интересно отме-
тить небольшой пик радиоактивности в области 26—24 S. Подобный пик 
был обнаружен при исследовании и Р Н К миобластов и скелетных мышц 
куриного эмбриона. Предполагают, что это пик миозииовой и Р Н К [4, 9]. 
По-видимому, он характерен для мышечной ткани. Полученные седимен-
тограммы свидетельствуют о том, что в описанных условиях метится 
только иРНК. 

Соотношение лоли-А+/поли-А~ и Р Н К было исследовано при гипер-
функции сердца и его физиологическом старении. Установлено, что ско-
рость синтеза Р Н К и белков в миокарде при его гиперфункции в начале 
развития этого процесса значительно возрастает 117, 18 1. Наоборот, при 
длительной гиперфункции и гипертрофии сердца, а также при его физиоло-
гическом старении скорость образования Р Н К и белков падает [19]. Таким 
образом, соотношение поли-А+/поли-А~ и Р Н К исследовали при различ-
ных скоростях синтеза Р Н К и белков. Полученные данные представлены в 
табл. 1. Как видно из табл. 1, при гиперфункции сердца как на ранней, 
так и на поздней стадии этого процесса соотношение фракций и Р Н К поли-
А+/поли-А~ не меняется и они соответственно составляют 30 и 70%. Ана-
логичные результаты были получены при исследовании миокарда старых 
животных. 

Следует иметь в виду, что на колонке с поли-и-целлюлозой сорбиру-
ются только большие блоки поли-А —свыше 40 нуклеотидов [20]. Соот-
ветственно фракция поли-А+ иРНК, представляющая 30% тотальной попу-
ляции и Р Н К сердца, должна содержать относительно длинный сегмент 
поли-А. 

10 



В следующей части работы мы исследовали скорость распада и синтеза 
поли-А+ и Р Н К сердца в норме и при его гиперфункции. Предварительно 
была изучена кинетика поступления метки в УТФ пула сердца в норме и 
при гиперфункции. Эти данные представлены на рис. 3. Из полученных 
кривых видно, что характер накопления метки в УТФ сердца в норме и при 
гиперфункции один и тот же . Радиоактивность достигает своего максиму-
ма через 2 ч после введения изотопа, а затем снижается. В течение последую-
щих 8 ч радиоактивность падает на 30 %. При этом уровень включения мет-
ки в УТФ сердца при гиперфункции не отличается от контрольного. Следо-
вательно, скорость синтеза и распада предшественника PITK у всех исследо-
ванных групп животных не меняется и возможные различия в метаболизме 
и Р Н К при гиперфункции сердца будут объясняться только сдвигами в ско-
ростях ее синтеза и распада. 

Время жизни и Р Н К определяли по кинетике включения метки в и Р Н К 
через V2 , 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10 и 12 ч после введения изотопа. Результаты 
этих опытов представлены на рис. 4. Как видно из полученных данных, в 
контрольном сердце радиоактивность и Р Н К достигает своего максимума 
через 4 ч после введения 14С-оротовой кислоты, а затем в течение последую-
щих 4 ч сохраняется на постоянном уровне. Снижение радиоактивности 
и Р Н К через 10 ч, по-видимому, связано с падением количества меченого 
предшественника. При создании гиперфункции сердца (через 48 ч) характер 
включения 14С-оротовой кислоты в и Р Н К несколько изменен — выход кри-
вой на плато наблюдается уже через 2—3 ч после поступления метки 
(см. рис. 4). Выход кривой на плато свидетельствует о том, что количество 
распавшихся молекул и Р Н К равно количеству вновь синтезированных. 
Следовательно, по характеру кривых можно судить об изменении времени 
жизни и Р Н К . 

Таким образом, в норме продолжительность жизни основной массы 
поли-А+ и Р Н К в сердце составляет около 4 ч. При создании гиперфункции 
в начале развития этого процесса скорость распада и Р Н К повышается и 
период ее полураспада составляет 2—3 ч. В миокарде, длительно выполняю-
щем КГС, время жизни молекул и Р Н К заметно не отличается от нормы и 
приближается к 4 ч. 

Данные по включению 14С-оротовой кислоты в и Р Н К позволяют срав-
нить скорость поступления в цитоплазму поли-А+ фракции и Р Н К сердца 
в норме и при гиперфункции. Сопоставляя уровень радиоактивности и Р Н К 
иа плато кривых (через 4—8 ч после введения метки), можно заключить, 
что в миокарде через 48 ч после создания гиперфункции эта величина на 
70 % выше, чем в контроле. В сердце, длительно выполняющем КГС, по-
ступление поли-А и Р Н К в цитоплазму по сравнению с нормой снижено. 

Ранее было установлено, что синтез р Р Н К при гиперфункции миокар-
да также изменяется. Он усиливается в начале развития этого процесса и 
снижается при длительной КГС 117, 19 I. В связи с этим представляло ин-
терес выяснить соотношение скоростей синтеза и Р Н К и р Р Н К при гипер-
функции сердца. Использованные нами методы позволили это сделать. При 
посадке диссоциированных полисом иа колонку с поли-и-целлюлозой 
фракция PITK, не сорбированная на колонке («проскок»), содержит смесь 
pPITK и поли-А" и Р Н К . Радиоактивность поли-А~ и Р Н К можно рассчи-
тать. Она равна удвоенной радиоактивности поли-А+ и Р Н К , так как фрак-
ции поли-А+ /поли-А" и Р Н К в сердце соотносятся как 1 : 2. Таким обра-
зом, вычитая метку поли-А~ и Р Н К из общей радиоактивности «проскока», 
можно вычислить величину, характеризующую включение изотопа в рРНК-
В табл. 2 представлены данные, характеризующие соотношение скоростей 
синтеза поли-А+ и Р Н К и р Р Н К сердца в норме и при гиперфункции. Из 
табл. 2 видно, что иа ранней стадии гиперфункции миокарда синтез и Р Н К 
усиливается в большей степени, чем синтез р Р Н К . При длительной гипер-
трофии сердца скорости образования и Р Н К и р Р Н К снижаются в равной 
степени и соотношение их синтезов не отличается от контроля. 
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Полученные данные позволяют сделать ряд заключений. 
В сердечной мышце взрослых крыс имеются 2 фракции иРНК — содер-

жащая поли-А-сегмент (свыше 40 нуклеотидов) — поли-А+ иРНК и не 
содержащая поли-А — поли-А" Р Н К . Поли-А+ иРН К составляет около 
30% тотальной популяции и Р Н К сердца. Интересно отметить, что подоб-
ное соотношение поли-А+/поли-А" иРНК (30 и 70%) обнаружено в тканях 
печени [2 1. 

Функциональная роль поли-(А)-блоков на конце и Р Н К неизвестна. Воз-
можно, они вовлекаются в процессирование и ядерио-цитоплазматический 
транспорт этих молекул, а также в связывание с рибосомами [1 ]. Имеются 
данные, что при переходе клеток из одного биологического состояния в дру-

Т а б л и ц а 2 

Синтез иРНК и рРНК в миокарде в норме и при КГС 

Время после Радиоактивность полирибо-
Соотношение 

Животные 
пведения сом, распад/мин/мг Соотношение 

Животные 14С-оротоиой рРН K/иР Н К 
кислоты, ч рРН к и Р Н К 

Контроль 4 5 900 930 6.4 Контроль 
6 6 800 920 7.4 

Гиперфункция 48 ч 4 8 800 1 580 5.5 Гиперфункция 48 ч 
6 10 000 1 ООО 6.6 

Гиперфункция 6 мес 4 3 900 620 6.3 Гиперфункция 6 мес 
6 4 600 620 7.4 

гое отношение поли-А+/поли-А" фракций в популяции иРНК может зако-
номерно меняться [2, 21 I. В наших опытах соотношение поли-А+Аюли-А" 
фракций иРНК, обнаруженное в нормальном миокарде, сохранялось при 
возникновении и развитии КГС, а также при физиологическом старении жи-
вотных, т. е. не зависело от уровня синтеза Р Н К и белков в сердце. 

Согласно кинетике включения меченого предшественника в иРНК, 
средняя продолжительность жизни основной массы поли-А+ и Р Н К в мио-
карде составляет около 4 ч. Эти данные сопоставимы с величинами для 
иРНК скелетных мышц, полученными Хаек и Буресовой [221. По кинети-
ке включения в иРНК 3Н-уридина авторы установили, что период полурас-
пада и Р Н К скелетных мышц составляет 2—3 ч. 

В начале создания гиперфункции сердца скорость распада иРНК уве-
личивается и продолжительность ее жизни сокращается до 2—3 ч. Это, 
возможно, связано с появлением короткоживущих молекул иРНК, участ-
вующих в синтезе регуляторных белков. Такие белки могут быть ответ-
ственны за активацию белкового синтеза в миокарде на раннем этапе КГС. 
При длительной КГС скорость распада иРНК не отличается от контрольной. 

Интересно отметить, что скорость распада полирибосом сердца в усло-
виях актиномицинового блока в начале возникновения гиперфункции также 
увеличивается по сравнению с контролем и не меняется при длительной ги-
пертрофии миокарда 123 ]. Эти данные свидетельствуют о снижении метабо-
лической стабильности компонентов белоксинтезирующей системы серд-
ца на ранней стадии КГС. 

В результате развития гиперфункции сердца скорость поступления 
поли-А"1" и Р Н К в цитоплазму изменяется. Так, в начале создания КГС эта 
величина превышает контрольный уровень на 70%, причем скорость син-
теза и Р Н К увеличена в большей степени, чем скорость образования р Р Н К . 
Это коррелирует с обнаруженным нами ранее фактом увеличения при ги-
перфункции количества полирибосом в общей популяции рибосом сердца 
111 I. Об увеличенном образовании и Р Н К по отношению к р Р Н К при ги-
перфункции миокарда говорят также данные Шрайбера и соавт. [241. 
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При длительной гипертрофии миокарда скорость синтеза поли-А+ 

и Р Н К уменьшается по сравнению с нормой, хотя соотношение скоростей 
синтеза поли-А+ и Р Н К / р Р Н К не отличается от контроля. Снижение ско-
рости синтеза при неизменной скорости распада должно вести к некото-
рому уменьшению концентрации иРНК. Это может являться одной из при-
чин снижения скорости синтеза белка и нарушения обновления структур в 
миокарде, длительно выполняющем гиперфункцию. 
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TURNOVER OF POLYA+ CONTAINING mRNA OF MYOCARDIUM IN NORMAL STATE 
AND IN HEART COMPENSATORY HYPER FUNCTION 

F. Z. Meerson, M. P. Yavich, G. G. Gorach 

Institute of General Pathology and Pathophysiology, Institute of Biological and Medical 
Chemistry, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Two fractions of mRNA — polyA+ and polyA~ containing mRNA — were found in rat 
heart muscle by aff ini ty chromatography using polyU cellulose. These fractions constituted 
30% and 70% of total mRNA, respectively. The ratio of polyA+/polyA~ mRNA was not 
altered in myocardium under heart hyperfunction and in physiological ageing. Duration of 
life of polyA+ containing mRNA was 4 hrs in normal heart. At the beginning of myocardium 
hyperfunction the period of mRNA life was decreased down to 2-3 hrs; this pattern of mRNA 
life alteration did not differ from control one in prolonged heart hypertrophy within 6 months. 
The rate of polyA+ containing mRNA synthesis was increased by 70% at the early steps of 
heart hyperfunction as compared with normal state; it decreased below the normal state in 
long-term hypertrophy of myocardium. In development of heart hyperfunction acceleration 
o.f polyA+ containing mRNA synthesis was more distinct than an increase in rRNA synthesis. 



МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 
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Г. Г. Шурда, J1. Е. Панин 

ОБ О П Р Е Д Е Л Е Н И И ИЗОФЕРМЕНТОВ Г Е К С О К И И А З Ы 
В Р А З Л И Ч Н Ы Х Т К А Н Я Х 

Лаборатория биохимии Института клинической и экспериментальной медицины, Ново-
сибирск 

Предложена модификация метода определения изоферментов гексокиназы путем 
электрофореза в полиакриламидном геле. Иммобилизация глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
в геле, использование в качестве катализатора полимеризации рибофлавина и стабилиза-
ция глюкозой позволяют создать лучшие условия для выявления гексокиназной активности. 
Метод прост, обладает высокой разрешающей способностью, является сравнительно бы-
стрым и экономичным. 

Разделение и определение активности изоферментов гексокиназы (ГК) 
основано на различиях в их физико-химических и иммунологических свой-
ствах. Существует несколько методических подходов к определению изо-
ферментного спектра ГК: хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе |1—4| и 
ДЭАЭ-сефадексе [5 1, электрофорез в крахмальном 16—13], агаровом 
[14, 15], полиакриламидном [20—28 I гелях и на ацетат-целлюлозных мем-

бранах [16—19 .1, иммунохимический метод [301. 
Все перечисленные методы дают неплохие результаты, однако они не 

лишены недостатков. Так, хроматография на ДЭАЭ-целлюлозе позволяет 
успешно выделять 4 фракции ГК, но требует много времени для разделения 
и анализа большого числа образцов. Кроме того, этот метод связан с расхо-
дом больших количеств дорогостоящих реактивов. Электрофрез в крахмаль-
ном геле продолжается 16—18 ч, т. е. также требует много времени. Кроме 
того, крахмальный гель непрозрачен, что затрудняет количественную оцен-
ку активности отдельных фракций путем деиситометрии. Иммунохими-
ческий метод определения изоферментов ГК связан с выделеиием и тщатель-
ной очисткой отдельных изоферментов, иммунизацией животных и получе-
нием антител. Для количественного определения изоферментов ГК требу-
ется титрование соответствующими антисыворотками экстрактов тканей. 
Естественно, что этот трудоемкий метод малопригоден для клинических и 
биохимических лабораторий. 

Для разделения изферментов ГК и количественного определения их ак-
тивности мы использовали электрофорез в полиакриламидном геле. Этот 
метод имеет ряд преимуществ. Он характеризуется высокой разрешающей 
способностью, сравнительно коротким временем разделения изоферментов и 
возможностью деиситометрии фореграмм непосредственно в геле. К недо-
статкам данного метода следует отнести затруднение диффузии из среды ин-
кубации в гель вспомогательного фермента — глюкозо-6-фосфатдегидрогена-
зы (Г-6-ФДГ), имеющего большой молекулярные вес, инактивацию персуль-
фатом аммония глюкокииазной активности [27]. Скорость диффузии 
Г-6-ФДГ из инкубационной среды в матрикс геля лимитирует весь процесс 
выявления гексокиназной активности. Для преодоления этого недостатка 
Хард [23 ] и Харрисон [28 ] предложили использовать иммобилизацию 
Г-6-ФДГ непосредственно в полиакриламидном геле. Первый автор счита-
ет, что иммобилизация фермента осуществляется за счет большого молеку-
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лярного веса Г-6-ФДГ. Однако Харрисон 128 I показал, что фиксация фер-
мента происходит за счет образования ковалентных связей с гелем. Чрезвы-
чайно важно, что этот процесс может сопровождаться инактивацией вспомо-
гательного фермента, возрастающей с увеличением времени полимериза-
ции. Д л я сокращения времени полимеризации Харрисон использует повы-
шенные концентрации как персульфата, так и ТЕМЭД. Однако нам уда-
лось получить хорошие результаты, сохранив неизменными концентрации 
реагентов, но заменив персульфат на рибофлавин, который проявляет по 
отношению к ферменту протекторные свойства. Это позволило снизить кон-
центрацию Г-6-ФДГ в геле до 0,5 ед/мл. Использование рибофлавина позво-
ляет лучше сохранить и глюкокиназную активность [27]. К преимущест-
вам этого метода, несомненно, следует отнести то, что иммобилизация вспо-
могательного фермента в геле позволяет выявлять активность ГК во всей 
массе геля и одновременно снижает диффузию интермедиатов многокомпо-
нентной реакции в процессе выявления активности фермента. Для стабили-
зации ГК в процессе электрофореза мы перед полимеризацией вводили в 
гель глюкозу в концентрации 10 мМ для выявления гексокиназной актив-
ности и в концентрации 100 мМ для выявления глюкокиназной активности. 
Использовали разделяющий гель рН 8,2. 

М е т о д и к а 

В работе использовали следующие реактивы: акриламид, бис-акриламид, N, N, N ' N ' -
тетраметилэтилендиамин, рибофлавин, глицин, трис, глицил-глицин, нитротетразолий 
•фиолетовый, АТФ, ЫАДФ (фирма «Reanal», Венгрия), феназииметасульфат (Schuchardt» 
ФРГ), Г-6-ФДГ (фирма «Ferak», Зап. Берлин). 

Электрофорез проводили в вертикальной пластине полиакриламидного геля в ап-
парате с двусторонним водяным охлаж-

дением (рис. 1). 
Полимеризацию геля и процесс 

электрофоретического разделения выпол-
няли по Дэвису [30] в предложенной 
нами модификации. В крупнопористый и 
мелкопористый гели добавляли глюкозу 
в конечной концентрации 10 мМ для вы-
явления ГК или 100 мМ для выявления 
глюкокиназы. Мелкопористый 7,5% (по 
акриламиду) гель рН 8,2 получали пу-
тем фотополимеризации, используя в ка-
честве катализатора рибофлавин. Непос-
редственно перед фотополимеризацией в 
гель добавляли Г-6-ФДГ в количестве 
0,5 ед/мл. Крупнопористый гель (рН 6,7) 
готовили также путем фотополимеризации 
в течение 30 мии. В нем с помощью гре-
бенки из плексигласа формировали лун-
ки для нанесения образца. 

В работе использовали крыс-самцов 
линии Вистар массой 200—240 г. Живот-
ных декапитировали. Все операции про-
изводили в холодной комнате при 0—4 С. 
Ткани быстро извлекали, отмывали от 
крови холодным 0,15 М КС1, гомогени-
зировали в 4-кратном (для печени в 
2-кратном) объеме 0,1 М глицил-глииинового буфера рН 7,4, содержащего 5 мМ 
ЭДТА, 5 мМ меркаптоэтанола и 10 мМ глюкозы. Гомогенат центрифугировали при 45 000 g 
в течение 2 ч. Надосадочную жидкость смешивали с гелем сефадекса в соотношении 1 : 1 
и по 0,2 мл смеси вносили в ячейки из крупнопористого геля. Электрофорез продолжал-
ся 2 j / 2 Ч, после чего пластинку геля извлекали, ополаскивали дистиллированной водой 
и помещали в инкубационную смесь следующего состава: 30 мл 75 мМ глицил-глици-
нового буфера рН 8,2, 5 мМ АТФ, 10 мМ MgCl2, 1 мМ НАДФ, 2 мМ NaN 3 , 10 мМ или 
100 мМ глюкозу, 0,4 мг/мл нитротетразолия фиолетового, 0,04 мг/мл феназинметасуль-
фата (указана конечная концентрация реагентов). Контролем иа специфическую актив-
ность служила инкубационная среда без АТФ. При необходимости раздельного инкуби-
рования фореграмму разрезали бритвой в соответствии с локализацией отдельных образ-
цов. Выявление специфической активности проводили в темноте при 37°С в течение 60— 
90 мин. 

Рис. 1. Аппарат для электрофореза в полиак-
риламидном геле с двусторонним охлажде-

нием. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Предложенный метод был использован для оценки изоферментиого 
спектра ГК в различных тканях. Было показано, что в большинстве иссле-
дованных тканей преобладающей формой гексокиназы является ГК- f 
(рис. 2). Исключение составляет скелетная мускулатура, где наиболь-

Рис. 2. Изоферментиый спектр гексокиназы в различных органах и тканях крысы. 
/ — поджелудочная железа; 2 — надпочечники; 3 — семенники; 4 — почки; 5 — мозг; 6 — 

селезенка; 7 — сердце; 8 — скелетные мышцы. 

шей активностью характеризуется ГК-П. С помощью данного метода уда-
лось показать, что в таких тканях, как почка, селезенка, мозг, надпочечни-
ки, выявляется дополнительная, более медленная, фракция ГК типа I — 
пре-ГК-1. Специфичность окраски в опытах с бессубстратным контролем. 
Выявление этой фракции, вероятно, связано с более высокой разрешающей 

способностью полиакрила-

ГК 

Н И Щ ГЛК 

/ 2 3 

мидного геля. Интересно, 
что в крахмальном геле 
эта подфракция не выяв-
ляется. В мозге представ-
лена главным образом 
ГК-1. Получена характер-
ная картина в семенниках, 
где ГК-1 расщепляется на 
2 фракции, близкие по 
электрофоретической под-
вижности, и выявляется 
менее подвижная форма 
ГК типа ST [32]. ГК-Н 
в различных тканях мы 
идентифицировали по тер-
молабильности этого фер-
мента. Известно, что наг-
ревание растворимой фрак-
ции ткани до 45°С ииак-
тивирует в ней преиму-

щественно этот тип ГК. Результаты анализа свидетельствуют, что ГК-11 
характеризуется высокой активностью в скелетных мышцах, значительная 
активность выявляется также в сердце и селезенке. В почках, надпочечни-
ках, семенниках отмечается низкая активность ГК-П. ГК- I I I довольно 
активна в селезенке. Незначительная активность ГК- I I I выявлена в поч-
ках и надпочечниках. Полученные данные по распределению изофермента 
Г К - I I I согласуются с данными Катцена и соавт. [31 ]. Однако в отличие от 

Рис. 3. Влияние концентрации глюкозы на выявле-
ние глюкокиназной активности в печени. 

Концентрация глюкозы: J — 0,5 мМ; 2— 5 мМ; 3 — 100 мМ, 
ГК — гексокиназа; ГЛК — глюкокиназа. 
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этих авторов в наших условиях I I I тип ГК не ингибируется 100 мМ глюко-
зой. Использование 100 мМ концентрации глюкозы позволяет выявить глю-
кокиназную активность в печени крыс. При концентрации глюкозы 0,5 
и 5 мМ активность этой фракции не выявляется (рис. 3). 

Таким образом, предложенная модификация метода электрофоретиче-
ского разделения изоферментов ГК и определения их активности достаточ-
но проста, обладает высокой разрешающей способностью, воспроизводи-
мостью, является быстрой, экономичной и может быть рекомендована для 
широкого круга исследований как в биохимических, так и в клинических 
лабораториях. 
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ESTIMATION OF HEXOKINASE ISOENZYMES IN VARIOUS TISSUES 

G. G. Shurda, L. E. Paniti 

Laboratory of Biochemistry, Institute of Clinical and Experimental Medicine, Novosibirsk 

A modified method is described for estimation of hexokinase isoenzymes by polyacryl-
amide gel electrophoresis. The best conditions for detection of hexokinase activity were de-
veloped using immobilization of glucose-6-phosphate dehydrogenase in gel, utilization of ribo-
flavin as a catalyst of polymerization and stabilization by glucose. The method is simple,, 
highly reproducible, comparatively rapid and economically reasonable. 
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