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Проведенные в последние годы исследования показали, что цикличе-
ский аденозин-3', б'-моиофосфат (цАМФ) играет важную роль во внутри-
клеточной регуляции креатиисинтезирующего фермента гуанидииацетат-
N-метилтрансферазы—ГУАМТ (КФ 2. 1.1.2) [1—12] и 198] и стимулируе-
мой гормонами продукции креатина 113, 14]. Креатин является энергетиче-
ским субстратом, регулирующим в сердце и мышцах продукцию энергии, 
необходимую для сократительных процессов [15—22], и транспорт этой 
энергии из мест ее синтеза к месту утилизации [17, 19, 23]. 

Однако креатин не принимает участия в регуляции метаболизма энер-
гии в основных местах его синтеза — печени, почках, поджелудочной же-
лезе. Эта функция креатина, как, впрочем, и другие функции, необходима 
для организма в целом [24, 25]. В связи с этим изучение цАМФ-опосредуе-
мой гормональной активации биосинтеза креатина согласуется с присущей 
цАМФ функцией у многоклеточных организмов — удовлетворять потреб-
ности целого организма в источниках энергии и пищи за счет внутрен-
них ресурсов [26]. 

История вопроса. Исторической предпосылкой, приведшей к пониманию 
причастности цАМФ к регуляции ГУАМТ и, следовательно, к синтезу био-
логически важного креатииа послужили работы конца 40-х и начала 50-х го-
дов Борсука и Дубнова [27], Фиданцы [28] и Когена [29, 30] по изучению 
метилирования гуанидинуксусной кислоты in vitro в среза и гомогенатах 
ткани печени. 

Как сообщили в 1947 г. Борсук и Дубнов [27], усиливающее действие 
АТФ на биосинтез креатииа в полной креатинсиитезирующей системе (гуа-
нидинуксусная кислота, L-метионин АТФ), инкубируемой в атмосфере 
95% 0 2 : 5%С0 2 , было неодинаковым в различных гомогенатах печени 
от опыта к опыту. Однако в среднем выход синтезированного креатина в 
гомогенатах и срезах печени морской свинки был в 2 раза выше, когда до-
бавляли АТФ в концентрации 1,5-10~? М [27]. Ионы Mg2+ также требова-
лись для активации ГУАМТ [29 ], почти полностью присутствующей в на-
досадочной жидкости после центрифугирования гомогената печени [301. 
АТФ и ионы Mg2+ могли требоваться для внутриклеточного синтеза 
S-аденозилметионина [31 ], первичного метильного донора, образующегося из 
АТФ и метионииа под воздействием S-аденозилметионинсинтетазы (метио-
нин-Б-аденозилтрансферазы, КФ 2. 4.2.13). Однако в опытах Борсука и 
Дубнова стимулирующее влияние АТФ на синтез креатина in vitro иа-

1 В данном обзоре термин «активация» ГУАМТ под воздействием циклического 
АМФ (цАМФ) употребляется в смысле повышения активности фермента безотноситель-
но к тому, имеется ли увеличение скорости синтеза фермента de novo или активация 
цАМФ уже образованного, но неактивного энзима. 
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блюдалось не только в гомогенатах, но и в срезах печени [27], где, как 
известно, сохраняется неповрежденной клеточная мембрана и где присут-
ствует мембраниосвязаниая аденилциклаза [32]. Срезы печени млекопи-
тающих превращали гликоциамии (гуанидинуксусную кислоту) в креатин 
в присутствии метионина. Метилксантин (кофеин) был не способен выступать 
в качестве донора метилы-юй группы в реакции метилирования гуанидин-
уксусной кислоты [33]. 

Борсук и Дубнов заключили, что АТФ требуется для трансметилирова-
ния гуанидинуксусиой кислоты. Функция кислорода как в срезах, так и в 
гомогенатах ткани состоит, по мнению упомянутых выше авторов, в под-
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Рис. 1. Структурные фор-
мулы аденозин-З'-монофос-
фата (З'-АМФ) и цикли-
ческого адеиозин-3',5'-мо-
иофосфата (3',5'-АМФ). Схе-
матическое изображение 
первых опытов по связи 
3 \ 5 ' - А М Ф с регуляцией 
панкреатической ГУАМТ 

in vivo. 
1 — контроль; 2 — ПОЖП; 3 — 
110ЖП + введение теофиллина 
(3 мг на 100 г массы); 4 — 
ПОЖП -f введение З'-АМФ; 5 — 
ПОЖП -(- введение теофиллина 
(3 мг на 100 г массы) + введе-
ние З'-АМФ. Интенсивность 
креатининпикратной реакции 
[ 5 5 ] в тест-пробах обозначена 

числом крестов. 

держании окисления [27], которое снабжает клетки АТФ. Окисление под-
держивали добавляемые в инкубационную среду фумаровая, а-кетоглута-
ровая и яблочная кислоты, которые также стимулировали синтез креатина 
in vitro. 

Примерно в это же самое время в 1948 г. Фидаица [281 показал, что 
инкубация тканевых срезов печени в атмосфере 95% 0 2 : 5% С0 2 в присут-
ствии гуанидинуксусиой кислоты и метилксантинов (кофеина, теобромина 
или теофиллина) приводит к дополнительному синтезу креатииа in vitro. 
Фиданца предположил, что это связано с утилизацией метальных групп 
метилксаитинов, которые выступают в качестве метальных доноров [28]. 

Спустя 10 лет, в 1957 г., условия, в некотором отношении подобные 
описанным выше, были использованы Сатерлендом и Роллом при исследова-
нии образования цАМФ в гомогенатах печени и фракциях клеточных оболо-
чек (particulate fractions), содержащих мембраносвязаиную аденилциклазу 
[34]. Обычная система для продукции цАМФ тканевыми препаратами содер-
жала трисбуфер, АТФ, ионы магния, кофеин и NaF 1.32, 35, 36 I. Кислород, 
как и в системе синтеза креатина, был обязательным компонентом системы 
синтеза цАМФ. Анаэробные условия снижали образование цАМФ из АТФ, 
а кофеин, фторид натрия и фумаровая кислота стимулировали его. Эффект 
тестировали по увеличению активности фосфорилазы гликогена в пе-
чени [35]. 

Подобно стимуляции энзиматического синтеза креатина, образование 
в печени активной фосфорилазы гликогена требовало добавления АТФ, 
ионов м а г н и я , к о ф е и н а [37]. Р а б о т ы , п р о в е д е н н ы е в к о н ц е 40-х годов, 
по активации биосинтеза креатииа в печени с помощью АТФ, Mg2+ [27], 
метилксаитинов (кофеина, теофиллина, теобромина) [28] не навели на мысль 
о возможном превращении АТФ в гомогенатах и срезах печени в цАМФ 
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важнейший внутриклеточный регулятор, который, как выяснилось, и ока-
зывал стимулирующее влияние на активность ГУАМТ. Прямых доказа-
тельств участия цАМФ в регуляции креатинобразующего фермента не су-
ществовало вплоть до 1972 г. 

Наше наблюдение, сделанное в 1970 г., состояло в том, что активность 
панкреатической ГУАМТ в гомогенате поджелудочной железы крысы, 
предварительно стимулированная перевязкой общего желчного протока 
(ПОЖП), резко повышалась после введения животным теофиллина. Этот 
эффект был менее выраженным, если одновременно с теофиллином крысам 
вводили адеиозин-З'-монофосфат (З'-АМФ) (рис. 1). 

Известно, что З'-АМФ, дрожжевая адениловая кислота, является со-
единением, родственным по структуре циклическому 3', 5'-АМФ [42] 
(см. рис. 1): все пурииовые циклические нуклеотиды превращаются в со-
ответствующие нуклеозид-З'-фосфаты после обработки растительной 
РНК-азой [38]. З'-АМФ служит материалом для синтеза цАМФ [39]. 

Поскольку теофиллин и другие метилксантины задерживают эизима-
тическую инактивацию цАМФ 132, 40, 41 ], то наблюдавшееся нами повы-
шение активности гуанидинацетат-Ы-метилтраисферазы после введения 
крысам теофиллина и снижение активности после одновременного с тео-
филлином введением З'-АМФ могли осуществляться через механизм изме-
нения внутриклеточной концентрации цАМФ. Многие гормоны оказывают 
влияние на метаболизм подобно экзогенно введенному теофиллину [43, 44]. 
Сопоставление обнаруженных нами наблюдений in vivo с ранее показан-
ным Фмдаицой фактом дополнительного синтеза креатииа in vitro в при-
сутствии метилксаитинов (кофеин, теобромин, теофиллин) подкрепляло 
предположение о причастности цАМФ к внутриклеточному контролю ак-
тивности креатинобразующего фермента. 

Связь активации ГУАМТ поджелудочной железы крыс с ПОЖП. 
В 1948 г. Сатерленд и де Дюв [45, 46] впервые показали, что перевязка 
панкреатического протока у животных приводит к увеличению содержа- . 
ния глюкагоиа на единицу массы ткани по сравнению с таковым в нормаль-
ной ткани поджелудочной железы [45, 46]. ПОЖП у крыс, адекватная 
перевязке панкреатических протоков у других животных, приводит одно-
временно к застою желчи в печени и панкреатического секрета в подже-
лудочной железе [47]. Она также сопровождается увеличением содержания 
глюкагоиа в поджелудочной железе крыс [48, 49], так как лигирование пан-
креатического протока вызывает атрофию экзокринной ткани без повреж-
дения эндокринной функции островковой ткани, в том числе перифериче-
ски расположенных ос-клеток поджелудочной железы [50, 51 I. Мы избрали 
поджелудочную железу крысы в качестве объекта для исследования актив-
ности ГУАМТ, а не печень, потому что активность фермента, определяемая 
обычным методом [52], в поджелудочной железе крыс оказалось выше, чем 
в печени. Она значительно стимулируется после ПОЖП [1, 2]. Очевидно, 
накапливающийся в железе панкреатический глюкагон, по терминологии 
Сатерленда «первый мессенджер», мог переносить информацию из а-клеток 
на экзокрииные клетки внутри поджелудочной железы как единого органа, 
не перемещаясь, таким образом, с током крови к ткани-мишени [53], по-
добно действию панкреатического глюкагоиа на Р-клетки поджелудочной 
железы или в случае нейрогуморалыюй передачи внутри автономной нерв-
ной системы 153]. По-видимому, в условиях ПОЖП панкреатический глю-
кагон стал действовать на экзокрииные панкреатические клетки подобно 
химически родственному гормону секретину и, вызывая внутриклеточную 
продукцию «второго мессенджера» — цАМФ, активировал ГУАМТ [2]. 
О д н о в р е м е н н о в в е д е н н ы й т е о ф и л л и н , о ч е в и д н о , п о т е н ц и р у е т д е й с т в и е а к -
кумулированного гормона на активацию фермента. 

Данные по активации панкреатической гуанидинацетат-метилтрансфе-
разы после ПОЖП хорошо коррелируют с имеющимися в литературе мно-

437 



гочисленными сведениями о накоплении глюкагоиа в поджелудочной железе 
животных с лигированным протоком 145, 46, 48—51, 54]. 

Связь активации ГУАМТ в поджелудочной железе и печени крыс с 
цАМФ in vivo. Из табл. 1 видно, что активность ГУАМТ в поджелудоч-
ной железе крыс наиболее значительно повышается после введения цАМФ. 

После введения других 
иуклеотидов (5'-АМФ; З'-
АМФ) активность ГУАМТ 
составляет приблизительно 
50 % от активности фер-
мента после введения 
цАМФ. 

Среди испытанных на-
ми гормонов наиболее вы-
ражен и ое сти м у л и р у ющее 
действие на активность 
панкреатической гуанидин-
ацетат-Ы-метилтраисфе р а-
зы in vivo оказывали ад-
реналин и АКТГ. Эти дан-
ные косвенно согласуются 
с тем, что адреналин стиму-
лирует адеиилциклазу эк-
зокринных клеток подже-
лудочной железы и свя-
занную с этим продук-
цию цАМФ [561. 

Когда цАМФ был вве-
ден крысам внутрибрюшинио через 2 ч после ПОЖП и животные были 
декапитированы через 4 ч, активность ГУАМТ увеличилась в 3 раза по 
сравнению с таковой в контроле [6, 7]. 

Для получения дополнительной информации о роли цАМФ в регуля-
ции креатинсинтезирующего фермента в поджелудочной железе in vivo 
была изучена активация ГУАМТ теофиллином. Известно, что введение 
теофиллина животным повышает в тканях концентрацию цАМФ [57 ] путем 
специфического ингибирования цикло-3', 5'-АМФ-фосфодиэстеразы 140], 
гидролизующей цАМФ до 5'-АМФ. Активность ГУАМТ после введения 
крысам теофиллина увеличивается при сравнении с таковой у интактных 
животных в среднем в 2 раза и почти в 4 раза по сравнению с исходной ак-
тивностью фермента у животных, подвергшихся контрольной лапарото-
мии. Достигнув максимума к 60-й минуте, в дальнейшем активность ГУАМТ 
в гомогенатах поджелудочной железы крыс снижается и через 5 ч стано-
вится даже ниже исходного значения. Активность ГУАМТ в гомогенатах 
поджелудочной железы крыс, не обработанных теофиллином, повышает-
ся через 1 ч, достигая максимума через 3 ч с последующим снижением к 
4—6 ч. 

При комбинированном введении крысам АКТГ, секретина, адрена-
лина, глюкагоиа с теофиллином максимальный суммирующий эффект на 
активность ГУАМТ был получен при совместном введении глюкагоиа и 
теофиллина. Это позволяет предположить, что глюкагон или родственный 
ему гормон оказывает свое влияние на активацию ГУАМТ через цАМФ. 
Доказательством причастности цАМФ к внутриклеточной регуляции пан-
креатической ГУАМТ были опыты с блокированием активности и секреции 
фермента, индуцированных цАМФ и теофиллином, посредством З'-АМФ. 

Этот структивный аналог цАМФ подавляет увеличение активности 
панкреатической ГУАМТ, вызванное введением цАМФ или теофиллина 
(табл. 2). З'-АМФ полностью блокирует секрецию фермента с желчыо и 

Т а б л и ц а 1 

Влияние циклического 3',5'-АМФ, теофиллина, 
З'-АМФ, 5'-АМФ, гидрокортизона, адреналина, 

секретина, инсулина, АКТГ на активность ГУАМТ 
и поджелудочной железе крыс in vivo через 3 ч после 

перевязки общего желчного протока [2] 

Активность 
ГУАМТ, 

Вещество, Число мкмоль креа-
введенное в брюшную полость животных тина на 1 г 

сухой ткани 
за 4 ч 

при 37° С 

0,9% NaCl 6 3,48—0,27 
Циклический 3 \5 ' -АМФ 4 8,95—0,82 
Теофиллин 7 8,51— 1,20 
З'-АМФ 5 4,95—0,46 
5'-АМФ 5 3,35—0,46 
Гидрокортизон 8 4,67=t(),45 
Адреналин 4 7 ,76^1 ,45 
Секретин 4 6,04— 1,29 
Инсулин 8 6,18=t0,37 
АКТГ 4 7,50=1=0,81 
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панкреатическим секретом в условиях стимуляции секретином и билопти-
ном (см. табл. 2). 

Из табл. 2 видно, что для секреции ГУАМТ в общий желчный проток, 
вызванной секретином и билоптином, требуется цАМФ. З-'АМФ, по-видимо-
му, конкурентно занимает рецепторный центр, соответствующий цАМФ, 
и блокирует секрецию фермента, выполняя роль метаболического антаго-
ниста. 

Полученные данные согласуются с концепцией Шрамма [58, 591 о 
важной роли цАМФ в секреции макромолекул ферментов при физиологи-
ческих условиях. Вместе с тем отмеченный факт, вероятно, должен при-

Т а б л и ц а 2 

Влияние циклического 3', 5-АМФ и З'-АМФ на индукцию ГУАМГ в поджелудочной железе 
крыс и на секрецию фермента печенью и поджелудочной железой после ПОЖП и воздействия 

стимуляторами in vivo [2] 

Введенное соединение 

Активность ГУАМТ 
в поджелудочной железе , 

мкмоль креатина на 1 г 
сухой ткани за 4 ч при 37° С 

Активность ГУАМТ 
в застойной желчи 

и панкреатическом секрете, 
мкмоль х 1 0 г креатина 

за 2 ч при 37° С * 

Циклический 3'-5'АМФ 
З'-АМФ 
Теофиллин + 3', Б'-АМФ 
Теофиллин + З'-АМФ 
Секретин 
Секретин + З'-АМФ 
Секретин + теофиллин 
Секретин 4* теофиллин + З'-АМФ 
Билоптин + теофиллин 
Билоптин + теофиллин + З'-АМФ 

13,0=1=0,67 (4) 
5,29—0,41 (4) 

12,40^=0,65 (3) 
4,34=1=0,99 (5) 
6,04=!= 1,20 (4) 
6,19=t 1,16 (4) 

1,15 
0 
1,22 
0 

0,52=!= 0,21 (5) 
0 
0,98 
0 
1,40 
0 

П р и м е ч а н и е . Звездочкой обозначено, что креатин был определен диацетиль-
ным методом. Представлены средние данные (М=£т). В скобках — число опытов. В каж-
дый опыт брали секрет, полученный от 3—4 крыс. 

влечь внимание патофизиологов и клиницистов к важной роли цАМФ как 
«второго мессенджера» в действии гормональных влияний на секрецию фер-
ментов с желчью и панкреатическим секретом в условиях патологии: сти-
мулируемая гормонами секреция ферментов печенью и поджелудочной 
железой в общий желчный проток при обтурации камнем, опухолью или 
иным препятствием для нормального оттока секрета. 

Влияние М^-О^'-дибутирилцикло-З', 5'-АМФ на активацию ГУАМТ 
в печени и поджелудочной о/селезе крыс in vivo. Одним из критериев участия 
цАМФ в действии гормона на тот или иной физиологический процесс явля-
ется способность цАМФ имитировать действие этого гормона на клетки 
ткани-мишени [53, 601. 

Однако в некоторых экспериментальных системах цАМФ оказывается 
неэффективным, что может быть связано с его быстрой деградацией под дей-
ствием цикло-3', 5'-АМФ-фосфодиэстеразы [41, 44]. Поэтому более обна-
деживающие результаты дает исследование с применением производных 
цАМФ и в первую очередь №-0-'-дибутирилцикло-3', 5'-АМФ. 

Данные о стимулирующем влиянии Ы6-02 '-дибутирил-3', 5'-АМФ и 
теофиллина на активность ГУАМТ в печени и поджелудочной железе in 
vivo приведены в табл. 3. 

Полученные данные показывают, что стимулирующее влияние дибу-
тирил-цАМФ на активность ГУАМТ in vivo проявляется не только в под-
желудочной железе, но и в печени. Необходимо отметить, что у млекопи-
тающих печень является главным местом синтеза креатииа 133, 61 1. Струк-
турное сходство дибутирилцикло-3', 5'-АМФ с известными ингибиторами 
фосфодиэстеразы может объяснять присущую ему устойчивость к действию 

439 



циклонуклеотидфосфодиэстеразы [62, 63]. Подобно ингибиторам фосфоди-
эстеразы, дибутирил-цАМФ может повышать внутриклеточную концентра-
цию цАМФ и по крайней мере часть эффектов этого соединения связана с 
эндогенной генерацией цАМФ [64]. 

Влияние секретина и глюкагоиа на активацию ГУАМТ в поджелудоч-
ной о/селезе и печени крыс in vivo. Секретин, полипептидный гормон, син-
тезируемый в тонком кишечнике, по своей химической структуре подобен 

Т а б л и ц а 3 
Влияние дибутирилцикло-3',5'-АМФ, цАМФ и теофиллина на активность ГУАМТ в печени 

и поджелудочной железе крыс [6, 7] 

Креатин на 1 г ткани за 2 ч, мкмоль 

Услопия' Введенные соединения 
печень 

поджелудочная 
печень железа 

Интактные крысы, декапи- 0,9% NaCl 0,31=1=0,03 (3)* 0,48=^0,02 (3)* 
тированиые через 2 ч пос- Дибутирил-З', 5 ' -АМФ+ 
ле инъекции + теофиллин 0,69=^0,04 (4)* 0,57=1=0,02 (4*) 

Дибутирил-З' ,5'-АМФ + 
0,69=^0,04 (4)* 

+ теофиллин цик-
логексимид 0(4) 0(4) 

Дибутирил-З,5'-АМФ + 
0(4) 

+ теофиллин + акти-
номицин 0 (4) 0 (3) 

И11ъекци я одновреме нно Контроль — 3,76=!= 0,036 (4) 
с ПОЖП и декапитация 
крыс через 4 ч 3',5'-АМФ — 8,14=1=0,23 (4) 

Инъекция через 2 ч после Контроль — 5,42=1=0,23 (6) 
ПОЖП и декапитация Теофиллин 10,28=1=0,24 (3) 
крыс через 4 ч Дибутирил-З',5'-АМФ 13,61 — 0,48 (4) 

П р и м е ч а н и е . Звездочкой обозначена активность ГУАМТ в расчете на 1 г сы-
рой ткани, остальные значения активности ГУАМТ выражены на 1 г сухой ткани. В скоб-
ках — число опытов. 

глюкагону [65]. 14 аминокислотных остатков из 27 у секретина и 29 у 
глюкагоиа, включая N-концевой гистидин, находятся в одном и том же 
положении у обоих гормонов [99 J. 

Ранее было показано, что секретин, введенный крысам в отдельности 
или совместно с теофиллином, повышает активность панкреатической 
ГУАМТ в меньшей степени, чем теофиллин или андреналин [2]. В то же 
время известно, что секретин активирует аденилциклазу экзокриниых кле-
ток поджелудочной железы, вызывая продукцию цАМФ [66, 67], который 
является медиатором действия этого гормона на экзокрииные панкреати-
ческие клетки [68 J. 

Специфическое расположение 27 аминокислотных остатков в молеку-
ле секретина остается «понятным» только для экзокриниых клеток подже-
лудочной железы и, по-видимому, для жировых клеток. В этом смысле он 
является передатчиком информации от эндокринных клеток слизистой обо-
лочки двенадцатиперстной кишки к клеткам поджелудочной железы. 

Оказалось, что после замораживания и последующего оттаивания под-
желудочных желез крыс, предварительно обработанных большой дозой 
секретина (2 ед.), активность ГУАМТ в гомогенате поджелудочной железы 
увеличивается в 6 раз по сравнению с контролем (обработка 0,9% NaCl). 
Введение секретина совместно с теофиллином приводит к еще большему 
повышению активности ГУАМТ при данных условиях. 

М о ж н о п р е д п о л а г а т ь , ч т о з а м о р а ж и в а н и е и о т т а и в а н и е п р и в о д я т л и б о 
к конформационным изменениям структурных компонентов мембраны 
(аденилциклазы) для секретина, либо к изменению самого секретина. Не 
исключено, что замораживание и оттаивание панкреатических клеток вы-
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зывают активацию цАМФ-зависимой протеинкииазы, подобно тому, как 
это было показано при исследовании влияния глюкагоиа на активность ки-
назы фосфорилазы «в» [69]. Известно также, что замораживание и оттаи-
вание ткани вызывают увеличение каталитической активности аденил-
циклазы 170]. 

Способность структурного аналога секретина — глюкагоиа резко сти-
мулировать активность панкреатической ГУАМТ при совместном введении 
с теофиллином in vivo подтверждает предположение о том, что глюкагон 

Т а б л и ц а 4 

Влияние глюкагоиа и инсулина на активность ГУАМТ 
в печени интактных крыс 16, 7] 

Вводимый агент 

Креатин на 1 г сырой ткани за 2 ч, 
мкмоль 

Вводимый агент 

контроль введение инсу-
лина 

0,9% NaCl 0,11=1=0,03 (4) 2,02=1=0,11 (5) 
Глюкагон 0 , 9 7 ± 0 , 2 4 ( 7 ) 2 , 7 2 ± 0 , 2 0 ( 3 ) 
Глюкагон + . цик-

0 , 9 7 ± 0 , 2 4 ( 7 ) 

логексимид 0,20=!= 0,06 (4) 0,89=1=0,27 (8) 

цАМФ 

Рис. 2. Зависимость повы-
шения активности ГУАМТ 
печени крыс от возраста 
после рождения. Прежде-
временная индукция ГУАМТ 

циклическим АМФ [12]. 
1 — индукция ГУАМ'Г печени 
крыс без введения цАМФ; 2 — 
п р е ж де в р е мен н а я и н ду к ци я 
ГУАМТ печени крыс после вве-
дения им цАМФ (100 мкг на 
крысу). По оси абсцисс —воз-
раст животных; Э — эмбрионы; 
Н — новорожденные, + 1, -j-2, 
+ 3 — дни после рождения. По 
оси ординат — активность 
ГУАМТ (в мкмоль на 1 г 

влажной ткани). 

является потенциальным регулятором цАМФ-
опосредуемой активности активации ГУАМТ 
печени, так как в клетках печени нет ре-
цептора для секретина [71 ]. Секретин не 
стимулирует аденилциклазу клеток печени 
крысы 172]. 

Таким образом, по нашим данным, не 
наблюдается принципиальных расхождений в 
способности полипептидных гормонов, род-
ственных по своей структуре (секретин, глю-
кагон), активировать ГУАМТ в клетках под-
желудочной железы. Это показывает, что 
«общие фрагменты» пептидных гормонов, 
имеющих родственную структуру, могут вне-
сти вклад в образование вторичного внут-
риклеточного сигнала, в данном случае цАМФ, на основе какого-то об-
щего физико-химического механизма. Подобная картина наблюдалась 
при исследовании влияния аналога АКТГ-меланоцитстимулирующего 
гормона на способность продуцировать увеличение уровня цАМФ в над-
почечниках и стимулировать стероидогенез [73]. 

Поскольку, однако, главным методом синтеза креатина у млекопита-
ющих является печень [61 ], а глюкагон специфически связывается с ре-
цептором на поверхности клеток печени [74—76] и, стимулируя аденил-
циклазу [77], вызывает аккумуляцию цАМФ, то можно полагать, что сис-
тема глюкагон — цАМФ ответственна за контроль синтеза креатина в пе-
чени млекопитающих. По-видимому, глюкагон активирует не только фос-
форилазу печени, ускоряя гликогеиолиз [37], ио и другие ферменты пе-
чени, в частности креатинобразующий энзим — ГУАМТ. 

Как видно из табл. 4, глюкагон в 9 раз увеличивает активность 
ГУАМТ в печени интактных крыс. Предварительная обработка крыс ин-
сулином в 2,8 раза повышает этот эффект глюкагоиа. Ингибитор синтеза 
белка циклогексимид предотвращает увеличение активности ГУАМТ. 

То, что глюкагон, введенный крысам совместно с теофиллином, оказы-
вает дополнительное стимулирующее влияние на панкреатическую гуани-
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динацетат-метилтрансферазу [6,7], свидетельствует о том, что цАМФ опо-
средует действие этого гормона на синтез фермента. 

Трудно оценить с точки зрения единого механизма действия роль ин 
сулина в повышении активности ГУАМТ печени. Если исключить примесь 
глюкагоиа в препарате инсулина, то прямое стимулирующее влияние ин-
сулина на активность ГУАМТ печени кажется необычным феноменом этого 
гормона. По-видимому, каждый из двух панкреатических гормонов дей-
ствует на индукцию ГУАМТ печени независимо друг от друга. Вместе с тем 
эффекты обоих гормонов могут быть взаимосвязаны на уровне избиратель-
ного синтеза ГУАМТ. Ясно, однако, что влияние глюкагоиа осуществляет-
ся через цАМФ-опосредуемую активацию синтеза фермента, в то время как 
инсулин может осуществлять свое действие на уровне транскрипции мат-
ричной ДНК или транспорта ДНК-подобной РНК из ядра в цитоплазму 
или путем активации неактивного фонда полирибосом. 

Следует иметь в виду, что инсулин в наших экспериментах применял-
ся в дозе, которая вызывает «гипогликемический стресс». Недавно было по-
казано [781, что индуцированный инсулином «гипогликемический стресс» 
сопровождается повышением уровня глюкагоиа и цАМФ в плазме крови. 
Как выяснилось, это действие инсулина in vivo опосредовано (3-адренер-
гической стимуляцией и выбросом катехоламинов в кровь [78]. Возможно 
поэтому в наших опытах действие глюкагоиа спустя 1 ч после введения ин-
сулина суммируется с высвобожденными из тканей катехоламинами и как 
конечный результат наблюдается максимальная стимуляция ГУАМТ пе-
чени через посредство цАМФ. 

Роль цАМФ и глюкагона в постнатальной активации ГУАМТ пе-
чени крыс. Контроль ГУАМТ печени цАМФ наиболее наглядно проявляет-
ся на примере постнатальной активации фермента. На рис. 2 видно, что 
активность ГУАМТ печени крыс обнаруживает резкое повышение начиная 
со 2-го дня постнатального развития крыс. Максимальное повышение 
активности наблюдается на 3-й день после рождения. 

Внутрибрюшинное введение однодневным крысятам цАМФ в дозе 
100 мкг на крысу вызывает преждевременное повышение активности 
ГУАМТ (см. рис. 2). Подобно цАМФ, стимулирующее действие на актив-
ность ГУАМТ печени крыс оказывает глюкагон и дибутирил-цАМФ. 

Преждевременное повышение активности ГУАМТ в печени крыс под 
действием цАМФ может объясняться активацией образованного, но еще 
неактивного фермента или быстрым увеличением скорости синтеза фермен-
та вследствие укорочения лаг-фазы перед началом повышения. Эффекты 
глюкагоиа и цАМФ на активность ГУАМТ in vivo коррелируют. Сходным 
образом действует и дибутирил-цАМФ. Интересно отметить, что ингиби-
тор синтеза белка пуромицин не блокирует повышение активности фермен-
та, вызванное цАМФ in vivo. 

Стимулирующее влияние глюкагона, адреналина и кофеина на актив-
ность ГУАМТ печени и поджелудочной железы крыс in vitro. Активность 
фермента в разрушенных клеточных препаратах — гомогенатах и суспен-
зиях ткани печени — повышается под действием глюкагона и адреналина 
(эпинефрина) in vitro. Активность фермента заметно повышается в ответ 
на добавление глюкагоиа в концентрации от 10" 9 до 10"7 М и адреналина 
в концентрации от 10~7 до 10"5 М. Возможно, что повышение активности 
ГУАМТ в гомогенатах печени в присутствии гормонов является следстви-
ем активации фермента, а не синтеза de novo. 

Способность гормонов стимулировать активность ГУАМТ в разрушен-
ных клеточных препаратах in vitro наблюдается в опытах не только с го-
могеиатами печени, но и с гомогенатами и суспензиями поджелудочной 
железы. Инкубация суспензии ткани поджелудочной железы крыс с S-аде-
иозилметиоиином и гуанидинуксусиой кислотой в присутствии адренали-
на (0,01—0,05 мкмоль в пробе) в среднем в 2 раза увеличивает активность 
ГУАМТ. 
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Стимуляция ГУАМТ в разрушенных клеточных препаратах демон-
стрируется in vitro в опытах с гомогеиатами печени, инкубируемыми в при-
сутствии кофеина (рис. 3). Метилксантины (кофеин, теофиллин) ингибиру-
ют цАМФ-фосфодиэстеразную активность [40, 41 ] и этим предотвращают 
гидролиз цАМФ; пул цАМФ в клетке возрастает. На рис. 3 видно, что ак-
тивность ГУАМТ печени в присутствии кофеина (10~5 М) увеличивается 
в 5 раз. 

Предпринятая нами попытка обнаружить стимуляцию креатинсин-
тезирующего фермента в печени и поджелудочной железе крыс при инку-
бации ферментных пре-
паратов с цАМФ не 
увенчалась успехом. В 
концентрации от 10~8 - ^ (4) 
до 10"2 М цАМФ не 
влияет на активность 

2,0 

i ,6 

1,4 

1,2 

1,0 

0,6 

0,4 

0,2 

(6) 

I 
(5) 

Ё 1 

10 м 
Рис. 3. Влияние кофеи и а 
на активность ГУАМТ в Рис. 4. Влияние кофеина на активность ГУАМТ в го-

могенате поджелудочной железы крыс [6, 7]. 
А — зависимость активности фермента от концентрации кофеина 

По оси абсцисс - концентрация в п Р о б а х ; Б ~ в л и я н и е олигомицина на эффект кофеина, а -
кофеина в пробах. По оси орди- контроль; б — кофеин 10"* М; в — кофеин и Mg + 5 мМ; г — 

кофеин, Mg2"*" и олигомиции (2 мкг/мл). По оси абсцисс — 
концентрация кофеина. По оси ординат — активность фер-

мента (в мкмоль на 1 г влажной ткани за 4 ч). 

гомогенате печени крыс in 
vi tro 

кофеина в пробах. По оси орди 
пат — активность фермента 
(в мк/моль на 1 г влажной тка 

ни за 2 ч). 

панкреатической ГУАМТ in vitro или даже ингибирует активность 
фермента. 

Однако инкубация суспензии поджелудочной железы крыс в среде, 
содержащей 10" 0—10"6 М кофеин, приводит к увеличению активности 
фермента с максимумом при концентрации кофеина 10"7 М (рис. 4, А). 
Следует отметить, что суспензии или гомогенаты готовили из поджелудоч-
ных желез крыс, подвергнутых ПОЖП, т. е. в присутствии аккумулирован-
ного гормона. Поэтому, возможно, концентрация метилксаитина, необхо-
димая для максимальной стимуляции панкреатического фермента, оказа-
лась на 2 порядка меньше (10~7М), чем для фермента из гомогената пече-
ни интактных крыс (10~5 М). 

Добавление 5 мМ Mg2+ в инкубационную среду, содержащую 10" 7М 
кофеин, дополнительно увеличивает образование креатина из S-аденозил-
метионииа и гуанидинуксусиой кислоты, а добавление ингибитора син-
теза АТФ олигомидина полностью подавляет активацию ГУАМТ кофеи-
ном и Mg2+ (рис. 4, Б). Это доказывает, что активация ГУАМТ in vitro 
требует АТФ. Известно, что одним из каналов использования цАМФ явля-
ется активация цАМФ-зависимой протеинкиназы, фосфорилирующей белки 
путем переноса фосфата с АТФ [79—82]. 

На основании изложенного можно предположить, что механизм ак-
тивации креатинсинтезирующего фермента цАМФ имеет в качестве опо-
средуемой стадии участие цАМФ-зависимой протеинкиназы: 
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Влияние ингибиторов синтеза РНК и белка на активацию ГУАМТ 
печени и поджелудочной железы. Все гормональные эффекты глюкагона, 
катехоламинов, метилксаитинов, а также влияние цАМФ или дибутирил-
цАМФ как в опытах in vivo, так и in vitro на активность ГУАМТ блокируют-

ся ингибитором синтеза белка — цик-
логексимидом или ингибитором син-
теза РНК актиномицином D. Этот 
факт имеет важное значение для по-
нимания механизма регуляции креа-
тинобразующего фермента цАМФ, а 
также для выяснения периода жизни 
ГУАМТ в клетке. Быстрая блокиров-
ка индуцированного глюкагоном и 
цАМФ повышения активности фермен-
та характерна для ферментов с боль-
шой скоростью «оборота» в клетке 
[831. 

Роль цАМФ в регуляции био-
синтеза креатина в ткани семенни-
ков.: А МФ-опосредуемая стимуляция 
ГУ А М Т хориональным и гонадопгроп-
ным гормоном. Если глюкагон и 
адреналин активируют ГУАМТ в 
печени и поджелудочной железе че-
рез посредством цАМФ [2, 6], то в 
семенниках крыс циклический иук-
леотид выполняет функцию «второго 
посланника» хорионального гонадот-
ропного гормона (ХГТГ) [101. 

Изотопными исследованиями бы-
ла показана способность семенников 
крыс к синтезу креатииа [84]. 

Известно, что ХГТГ человека 
специфически связывается с рецепто-
ром в гомогенате семенников и те-
стикулярной интерстициальиой ткани 
крыс [85, 86] и, стимулируя аде-
нилциклазу, вызывает увеличение 
продукции цАМФ 187—89 J. Послед-
ний как «второй посредник» не толь-
ко приводит к усилению внутрикле-
точного синтеза стероидов [90], но 
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Рис. 5. Влияние комбинированного 
введения ХГТГ и дибутирил-цАМФ, 
циклогексимида, актиномицина и тео-
филлина на активность ГУАМТ семен-

ников крыс 110]. 
а — контроль; б — введение в течение 5 дней 
ХГТГ; в — введение на 6-й день одновременно 
с ХГТГ дибутирил-цАМФ; г — то же + вве-
дение циклогексимида; д — то же введение 
актиномицина Д; е — введение на 6-й день 
одновременно с ХГТГ теофиллина. По оси ор-

динат — активность фермента (в мкмоль). 

и, очевидно, участвует в регуляции ферментов семенников. 
На рис. 5 видно, что после однократной виутрибрюшиипой инъекции 

дибутирил-цАМФ активность ГУАМТ под влиянием ХГТГ резко возраста-
ет. Это повышение предотвращается введением циклогексимида и актино-
мицина. 
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В опытах in vitro при инкубации гомогенатов семенников крыс с 
S-адеиозилметионином и гуанидинуксусиой кислотой в присутствии ХГТГ 
последний не только не стимулирует, но даже подавляет активность ГУАМТ 
[10]. Нечувствительность тестикуляриой ГУАМТ к ХГТГ в гомогенатах 
из цельной ткани семенников, возможно, объясняется тем, что процедура 
гомогенизации могла нарушить целостность мембраносвязанной аденилцик-
лазной системы или системы проведения гормонального сигнала. Подоб-
ная картина утраты способности отвечать образованием цАМФ на добав-
ление гоиадотропииа наблюдалась в гомогенате семенников лосося [91]. 

Теофиллин, инъецированный крысам в дозе 6,2 мг, также подавляет 
увеличение активности ГУАМТ семенников, вызванное ХГТГ (см. рис. 5). 
Эти данные согласуются со сведениями о способности метилксаитинов по-
давлять цАМФ-опосредуемую стимуляцию стероидогеиеза в семенниках 
188, 92]. 

Полученные данные показывают, что ХГТГ стимулирует ГУАМТ 
семенников крыс in vivo через посредство цАМФ. 

Стимулирующее влияние норадреналина iv vitro на активность 
ГУАМТ в эпифизе млекопитающих: роль цАМФ. Гомогенаты эпифиза не-
половозрелых и молодых крыс (20—25 дней; 30—32 дня) имеют высокую ак-
тивность ГУАМТ, сравнимую с активностью фермента в печени и подже-
лудочной железе взрослых крыс [11 ]. Исходя из данных о том, что адренер-
гический нейротрансмиттер — норадреналин, добавленный к гомогенату 
ткани эпифиза крыс, повышает активность аденилциклазы и содержание 
цАМФ [93], можно было ожидать, что ГУАМТ эпифиза крыс контролирует-
ся системой норадреналин — цАМФ. 

Известно, что аденилциклаза присутствует в эпифизе крыс в более вы-
сокой концентрации по сравнению с другими отделами мозга и активирует-
ся катехоламинами [93, 94]. 

Инкубация гомогенатов крысиных и бычьих эпифизов с S-адеиозил-
метионином и гуанидинуксусиой кислотой в присутствии норадреналина 
(10"в—10"5 М) увеличивает активность пинеальной ГУАМТ 1.9, 11]. Сти-
муляция норадреналином ГУАМТ из эпифизов крупною рогатого скота 
предотвращается при одновременном внесении в инкубационную среду 
циклогексимида и пуромицина [11]. 

Стимулирующее действие норадреналина и, возможно, других катехол-
аминов осуществляется через посредство цАМФ, так как аденилциклазная 
система эпифиза в определенных чертах сходна с адреиергическим ре-
цептором 194]. 

Введение крысам адреналина (эпинефрина) и теофиллина вызывает 
повышение активности ГУАМТ в эпифизе. Аналогичный эффект вызывает 
введение самого цАМФ. В то же время введение норадреналина не приводит 
к повышению активности ГУАМТ в эпифизе крыс. Вопрос о том, почему 
норадреналин оказывает стимулирующее влияние на активность ГУАМТ 
in vitro и не оказывает никакого влияния in vivo, неясен. Известно, однако, 
что развитие толерантности по отношению к пирокатехоламииам (изопро-
теренолу) в эпифизе крыс in vivo связано с индукцией фосфодиэстеразы и со 
снижением реактивности аденилциклазы [95, 96]. 

Таким образом, изучение специфичности действия различных пеп-
тидных гормонов и нейротрансмиттеров на активность ГУАМТ из различ-
ных органов показало, что активация фермента этими гормонами в тканях-
мишенях является специфическим органотропным свойством соответству-
ющего гормона, который вызывает стимуляцию креатинообразования в 
каждой ткани через цАМФ-опосредуемую активацию (глюкагон и адрена-
лин — печень, секретин и адреналин — поджелудочная железа, хорио-
нальный гонадотропии — семенники, норадреналин—эпифиз) 19]. 

Однако поскольку главным методом синтеза креатииа у млекопитаю-
ющих является печень [33, 61 ], регуляция ГУАМТ печени глюкагоном и 
адреналином через посредство цАМФ имеет принципиально важное физио-
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логическое значение. Анализ имеющихся в литературе данных по механиз-
му действия глюкагона и адреналина на клетки печени, а также результаты 
наших собственных исследований позволили нам схематически изобразить 
механизм передачи информации с этих гормонов на биосинтез креатина у 
млекопитающих (рис. 6). 

Глюкагон и адреналин стимулируют аденилциклазу плазматических 
мембран клеток печени и вызывают повышение концентрации цАМФ внут-
ри клетки печени. Кофеин и теофиллин, предотвращая распад цАМФ до 
5'-АМФ, увеличивают время жизни цАМФ в клетке или повышают его эн-

догенную концентрацию. цАМФ повышает активность ГУАМТГв печени 
и продукцию креатина. Мобилизуемый креатин поступает в кровь и утили-
зируется клетками мышц, сердца, нервной и жировой ткани с образованием 
фосфорилкреатина, пригодного для АТФ-генерирующих процессов. 

Нарушение цАМФ-опосредуемой гормональной регуляции ГУАМТ при 
наследственной мышечной дистрофии. Креатинурия является ярким био-
химическим симптомом мышечных дистрофий [97]. Спонтанная экскреция 
эндогенного креатина дала основание сформулировать концепцию «креати-
нурового диабета» по аналогии с понятием «сахарный диабет». 

В настоящее время еще неясно, является ли креатинурия при наслед-
ственной мышечной дистрофии нарушением внутриклеточного синтеза креа-
тииа или дефектом проницаемости мембран мышечных клеток. В связи с 
этим представляло интерес выяснить возможное нарушение гормонально-
го контроля кретинобразующего фермента ГУАМТ печени при наслед-
ственной мышечной дистрофии, в частности нарушением регуляции систе-
мой глюкагон — цАМФ. 

Опыты были выполнены на мышах мутантиой линии 129/Re-dy с на-
следственной мышечной дистрофией. 

Оказалось, что ткань печени мышей с наследственной мышечной дистро-
фией в прогрессирующей и терминальной стадиях заболевания характери-
зуется низкой базальной активностью ГУАМТ и снижением или полной ут-
ратой способности отвечать повышением активности фермента in vitro в 
ответ на добавление глюкагона и адреналина [98]. 

Этот д е ф е к т м о ж е т быть связан: а) с недостаточностью рецептор лого 
центра для глюкагоиа и адреналина или уменьшением их количества; 
б) с недостаточностью в системе проведения гормонального сигнала через 
мембрану; в) с недостаточностью гормоночувствительиой аденилциклазы, 

Мембрана клетки печени 

Экспорт в мышцы.сердие.нервную 
ткань,жировую ткань и т.д. 

Рис. б. Схема цАМФ-опосредуемого влияния глюкагона 
и адреналина на биосинтез креатина в печени млекопи-

тающих. 
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что приводит к снижению внутриклеточного уровня цАМФ; г) с ускорением 
высвобождения субстанции, инактивирующей глюкагон или адреналин. 

Заключение. Связь между цАМФ и синтезом биологически важного кре-
атина очевидна. Метаболическим участком, в котором действуют глюка-
гон, адреналин и другие гормоны через посредство цАМФ на про-
дукцию креатииа, предположительно является механизм N-метилирования 
гуанидинуксусиой кислоты S-аденозилметионином. 

Доказательства участия цАМФ в регуляции креатинсиитезирующего 
фермента ГУАМТ основываются на следующих критериях [53, 100]. 

Первое, стимуляция активности ГУАМТ под действием глюкагона и 
адреналина наблюдается в разрушенных клеточных препаратах печени 
и поджелудочной железы — гомогенатах и суспензиях. При этом глюкагон 
и адреналин способны вызывать повышение активности фермента как in 
vitro, так и in vivo. Время, в течение которого обнаруживаются эффекты 
глюкагоиа и адреналина на активацию ГУАМТ, согласуется с эффектами 
этих гормонов на аккумуляцию цАМФ. 

Способность глюкагона и адреналина повышать активность ГУАМТ в 
гомогенатах коррелируют с многочисленными литературными сведениями 
о накоплении цАМФ в клеточных препаратах печени (гомогенатах, срезах, 
цельных клетках) при инкубации их с этими гормонами [101—105]. 

Второе, вещества, ингибирующие активность цАМФ-фосфодиэстеразы 
(теофиллин, кофеин), как in vivo, так и in vitro резко потенцируют действие 
глюкагона или секретина на активацию ГУАМТ печени и поджелудочной 
железы. При этом характерно, что в опытах in vitro дозы кофеина, которые 
стимулируют активацию фермента в гомогенате печени и поджелудочной 
железы (10~7— 10" 5 М) были такими же, как и вызываемая гормонами 
(глюкагоиом) продукция цАМФ. 

Третье, дибутирил-цАМФ, введенный интактным крысам отдельно 
или совместно с теофиллином, в 2 раза повышает активность ГУАМТ в 
печени и поджелудочной железе. Эффект дибутирил-цАМФ на активацию 
ГУАМТ семенников крыс in vivo был особенно значительным после предоб-
работки крыс ХГТГ. 

Четвертое, З'-АМФ, структурный аналог и антагонист цАМФ, веро-
ятно, по конкурентному типу подавляет увеличение активности панкреати-
ческой ГУАМТ, индуцированное введением цАМФ.. 3 -АМФ полностью 
блокирует секрецию ГУАМТ печенью и поджелудочной железой, вызван-
ную секретином, билоптином и их совместным введением с теофиллином. 

Молекулярные основы цАМФ-опосредуемой гормональной активации 
ГУАМТ еще недостаточно выяснены. Не совсем ясен механизм различий 
в ответах ГУАМТ на действие гормона in vitro и in vivo, например в се-
менниках и эпифизе крыс. 

Механизм, посредством которого цАМФ увеличивает синтез de novo 
ГУАМТ или активность уже имеющегося фермента, неясен. Однако, не-
сомненно, этот механизм включает в качестве опосредуемой стадии участие 
цикло-3', 5'-АМФ-зависимой протеинкиназы [6, 71. 

В общем, по-видимому, цАМФ проявляет в большинстве случаев спо-
собность стимулировать активацию синтеза de novo ГУАМТ, поскольку 
ингибитор ДНК-зависимого синтеза РНК-актииомицин D и ингибиторы 
синтеза белка — пуромицин и циклогексимид подавляют стимулируемое 
гормонами и цАМФ повышение активности фермента в тканях-мишенях. 

Постнатальная стимуляция ГУАМТ печени глюкагоиом и цАМФ яв-
ляется, очевидно, примером активационного влияния гормона и иуклеоти-
да на биосинтез креатииа. Активация кажется здесь более предпочтитель-
ной, чем de novo синтез молекулы фермента, так как активация не ииги-
бируется пуромицином. 

цАМФ опосредует действие тканево-специфических гормонов на ак-
тивацию ГУАМТ и продукцию креатииа в соответствующей ткани, которая 
подвержена действию данного тканево-специфического гормона (глюкагон 
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и адреналин — печень; секретин и адреналин — поджелудочная железа; 
хориональный гонадотропный гормон — семенники; норадреналин —эпи-
физ) . 

На основании имеющихся данных можно предсказать, что, вероятно, 
и другие гормоны могут включаться в соответствующих тканях-мишенях 
в продукцию креатина через цАМФ-опосредуемую стимуляцию. Так, ока-
залось, что инкубация клеток мочевого пузыря жабы с альдостероном и 
вазопрессиоиом вызывает быстрое увеличение концентрации креатина 
[14]. В опытах с перфузируемым изолированным сердцем крысы показано, 
что после введения эпинефрина (адреналина) вслед за повышением уровня 
цАМФ в сердце с пиком 10 с наблюдается повышение содержания в клетках 
креатина с пиком через 25 с [13]. 
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Б. П. Суриков 

РАСПРЕДЕЛЕНИЕ В ТКАНЯХ И НЕКОТОРЫЕ СВОЙСТВА 
МНОЖЕСТВЕННЫХ ФОРМ КИСЛОЙ ФОСФАТАЗЫ 

Научно-исследовательский институт медицинской радиологии АМН СССР, Обнинск 

С помощью электрофореза в агаровом геле исследован состав множественных форм кис-
лой фосфатазы ряда органов и жидкостей крыс. Показано, что тканевая специфичность со-
става фракций фермента определяется соотношением активностей шести изоформ, разли-
чающихся по электрофоретической подвижности и чувствительности к некоторым инги-
биторам. 

Интерес исследователей к кислой фосфатазе часто ограничивается фер-
ментом простатической железы, что объясняется диагностической ценно-
стью определения кислой фосфатазы в крови при раке простаты HI. Между 
тем во многих тканях человека и подопытных животных обнаружены мно-
жественные формы этого фермента [2—4]. Внимание к кислой фосфатазе 
и ее изоформам усилилось в последние годы благодаря сведениями об уча-
стии лизосом, в которых преимущественно локализуется этот фермент, в 
механизмах злокачественной трансформации клеток тканей [51 и расса-
сывания пухолей [6], иммунных реакциях [7], интоксикациях 18, 9] и др. 

В данной работе представлены результаты сравнительного электрофо-
ретического исследования состава множественных форм кислой фосфатазы 
в жидкостях и некоторых органах крыс. 

М е т о д и к а 

В работе использовали крыс линии Август массой 110—130 г, содержавшихся 
на стандартной диете. Электрофорезу в тонком слое 1,5% агарового геля с мединаловым 
буфером рН 8,6 [10] подвергали надосадочную жидкость (105 000 g, центрифуга 
Spinko-1) гомогеиата тканей с трис-сахарозным буфером или 0,5% раствором дезок-
сихолата натрия [10], а также гемолизат эритроцитов, полученный в соотношении 
1 : 1 с водой, сыворотку крови, лимфу грудного протока [12] и отдиализоваиный бел-
ковый 20-кратный концентрат мочи крыс самцов [13]. Относительную электрофорети-
ческую подвижность фракций кислой фосфатазы определяли в сравнении с подвиж-
ностью альбумина сыворотки крови человека. Фракции кислой фосфатазы выявляли 
инкубацией электрофореграмм в растворе р-нафтилфосфата с прочным синим Б в 
ацетатном буфере рН 4,8. Чувствительность фракций к ингибиторам оценивали при 
инкубации электрофореграмм в растворах DL-тартрата натрия (5 и 10 мМ), NaF 
(5 и 10 мМ) и формальдегида (0,5%) в течение 10 мин, а затем 1 ч в растворе субст-
рата с соответствующим ингибитором. 

Результаты каждого наблюдения получены от 4—6 крыс, обследованных ин-
дивидуально. 

Р е з у л ь т а т ы 

В тканях крыс с помощью электрофореза в агаровом геле обнаружено 
до 6 фракций кислой фосфатазы, различающихся по электрофоретической 
подвижности (рис. 1). Тканевая специфичность изофермеитиого состава кис-
лой фосфатазы определяется главным образом соотношением активностей 
этих фракций. В то же время в тканях с низкой активностью кислой фосфа-
тазы практически отсутствуют анодные фракции фермента. В сыворотке 
крови и лимфе кислая фосфатаза представлена одной малоактивной фрак-
цией. В концентрате мочи состав фракций исследуемого фермента подобен 
экстракту почек по наиболее активным изоформам (см. рис. 1). В гемолиза-
те эритроцитов с помощью данной методики кислая фосфатаза не выявлена. 

Изоферментиые спектры экстрактов тканей, полученных с помощью 
гомогенизирования в строго сопоставимых условиях с трис-сахарозным 
буфером или в присутствии дезоксихолата, существенно различаются 
(см. рис. 1). Как правило, состав фракций кислой фосфатазы экстрактов 
тканей, полученных в присутствии трис-сахарозного буфера в условиях, 
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щадящих субклеточные частицы, что контролировалось с помощью электрон-
ной или фазово-контрастной микроскопии и иммунохимических методик [11 ], 
был беднее, чем в экстрактах, 

I 
тги 
''В 

ж т п • й 

и 1 II II А 

L !!1 1 § 
1 Я 1 § 

п II А 
ш т • Я 

полученных в присутствии дезоксихолата. 
Так, гомогенизирование печени с 
0,5% раствором дезоксихолата нат-
рия увеличивало активность фракций 

а 2 и 3 и приводило к появлению фрак-
ции 1. Увеличение содержания фрак-
ций 2 и 3 после обработки дезокси-

6 холатом наблюдалось также в экст-
рактах селезенки, лимфатических уз-
лов и слизистой оболочки тонкой 

6 кишки, жировой околопочечной ткани 
и семенников. Обработка дезоксихо-
латом не влияла на состав фракций 
кислой фосфатазы в экстрактах го-
ловного мозга, поджелудочной »| желе-

д зы и сердечной мышцы, в f основном 
содержащих фракцию 6 (см. рис. 1). 

Фракции 1, 2, 3 и 4 экстрактов 
е печени, селезенки и слизистой обо-

лочки тонкой кишки, полученных! в 
присутствии дезоксихолата, были 

ж незначительно чувствительны к 
тартрату и NaF, в то время как 
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Относительная электрофоретическая 

подвижность 

Рис. 1. Схемы электрофореграмм 
множественных форм кислой фосфа-
тазы печени (а), селезенки (б), лим-
фатических узлов (в), почек (г), сли-
зистой оболочки тонкой кишки (д), 
головного мозга (е), поджелудочной 
железы (ж), жировой ткани (з), се-
менников (и), сердечной мышцы (к), 
сыворотки крови (л) и мочи (м) 

крыс. 
I — экстракт, полученный с помощью 
т р и с - с а х а р о з и о г о буфера; I I — экстракт, 
полученный с помощью раствора дезокси-
xo.Hi-iT.-i натрия. Здесь и на рис.. 2 интен-
сивность штриховки фракций на схемах 

соответствует их активности. 
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Относительная подвижность 

Рис. 2. Влияние ингибиторов на ак-
тивность изоферментов дезоксихо-
латовых экстрактов печени (а), се-
лезенки (б) и слизистой оболочки 

тонкой кишки (в) крыс. 
I _ контроль; I I — в присутствии N a F 
(10 Мм); I I I — в присутствии DL-тартра-
та (10 мМ); IV — в присутствии формаль-

дегида (0 ,5%) . 

фракции 5 и б существенно угнетались этими ингибиторами (рис. 2). Фор-
мальдегид практически не влиял на активность наблюдаемых фракций 
кислой фосфатазы. 
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О б с у ж д е н и е 

Как видно из представленных данных, состав множественных форм кис-
лой фосфатазы в жидкостях и органах крыс обусловлен набором шести 
фракций, активность которых существенно варьирует в каждом из исследо-
ванных тканей вплоть до полного отсутствия некоторых из них. По данным 
литературы, в печени крыс с помощью электрофореза в полиакриламидном 
геле [2,4, 14 ] или хроматографией на ДЭАЭ-целлюлозе [2] обнаружива-
лось 3—5 изоформ кислой фосфатазы. Подобный же набор фракций наблю-
дали и в других тканях крыс [4, 14 1. При этом, так же как и в нашей рабо-
те, отмечалось повышение содержания анодных фракций фермента в орга-
нах, богатых ретикулоэндотелиальными элементами [4]. Высокое содер-
жание кислой фосфатазы в клетках ретикулоэндотелиальной системы под-
тверждается и данными гистохимических наблюдений. Так, в печени кис-
лая фосфатаза преимущественно локализуется в купферовских, но име-
ется также и в паренхиматозных клетках [151. Высокой фосфатазиой ак-
тивностью обладают ретикулоэидотелиальиые клетки селезенки и лимфа-
тических узлов [16] и макрофаги эпителия канальцев почек [17]. Клетки 
ретикулоэндотелиальной системы богаты лизосомами, чем, очевидно, и 
объясняются высокая активность и преимущественное содержание анод-
ных фракций кислой фосфатазы в органах со значительным содержанием 
клеток ретикулоэндотелиальной системы. Именно анодные фракции кислой 
фосфатазы содержатся в матриксе лизосом [18 ], тогда как катодные преоб-
ладают в мембранах этих субклеточных частиц. Представленные в нашей 
работе данные подтверждают сведения других авторов о наличии существен-
ной активности кислой фосфатазы в микросомах, лизосомах [19, 20] и 
соединительнотканных элементах [20] печени крыс. По нашим данным, во 
всех этих субклеточных и тканевых структурах содержится фракция 6. 

Как по данным наших исследований, так и по сведениям литературы 
[4], анодные фракции кислой фосфатазы, содержащиеся преимущественно 
в лизосомах ретикулоэндотелиальных клеток, относительно резистентны 
к ингибиторам. В то же время имеются данные [19, 21, 22] о чувствитель-
ности к тартрату и фториду именно лизосомальной фосфатазы. Противо-
речия, по-видимому, объясняются особенностями методических приемов, 
в частности различиями в использованных субстратах. 

Чувствительность простатической фосфатазы к тартрату и фториду, 
а эритроцитарной — к формальдегиду используют [1 ] для диагностики рака 
предстательной железы. Полученные нами данные свидетельствуют о том, 
что тартрат и фторид угнетают активность катодных фракций кислой фос-
фатазы многих тканей крыс. Следовательно, постатическая фосфатаза не 
уникальна по своим свойствам и появление в крови угнетаемой этими ин-
гибиторами кислой фосфатазы может быть связано с другими тканями. По 
результатам электрофореза в полиакриламидном геле [14] предстательная 
железа крыс содержит катодные фракции кислой фосфатазы, в большой 
степени угнетаемые фторидом и в меньшей — тартратом. 
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ACID PHOSPHATASE: DISTRIBUTION IN TISSUES AND SOME PROPERTIES 
OF MULTIPLE;FORMS OF THE ENZYME 

D. P. Surinov 

Institute of Medical Radiology, Academy of Medical Sciences, of the USSR, Obninsk 

Composition of multiple forms of acid phosphatase was studied in some tissues and bio-
logical fluids of rat by means of electrophoresis in agar gel. The tissue specificity of the en-
zyme was determined by the ratio of its 6 isoforms, which were differentiated by electro-
phoretic mobility and by sensitivity towards some inhibitors. 
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И. К• Капиносов 

ВЛИЯНИЕ ДЕНЕРВАЦИИ НА УГЛЕВОДНЫЙ ОБМЕН В ПЕЧЕНИ 

Кафедра анатомии человека Запорожского медицинского института 

Исследовали влияние смешанной денервации печени собак на активность глюкозо-6-фос-
фатазы и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, содержание гликогена в гепатоцитах и содержа-
ние сахара в крови. Гистохимическими методами установлено повышение активности фер-
ментов и снижение содеротния гликогена через 1—2 нед после операции. В последующие 
сроки наблюдения (1,3,6 мес и 1 год) активность ферментов и содероюание гликогена в печени 
экспериментальных эюивотных существенно не отличались от контроля. Содеротние сахара 
в крови подопытных собак не отличалось от контроля во все сроки исследования (от 3 дней до 
3 мес). На основании полученных результатов сделано заключение, что смешанная денерва-
ция вызывает незначительные и временные нарушения некоторых сторон углеводного обмена 
печени. Гликемическая функция печени при этом не нарушается. 

Регулирующее влияние центральной нервной системы на углеводную 
функцию печени не вызывает сомнений [1]. Однако при трансплантации 
печени в эксперименте и клинике, сопровождающейся ее денервацией, в 
крови реципиентов поддерживается нормальный уровень сахара. В спе-
циально предпринятых экспериментах по выяснению влияния денервации 
на некоторые стороны углеводного обмена получены противоречивые резуль-
таты. Разными авторами выявлено как значительное накопление гликогена 
12, 3], так и значительное снижение его содержания вплоть до полного ис-
чезновения [4]. Отмечено также резкое изменение активности глюкозо-6-
фосфатазы (Г-6-Ф-азы) и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ), при-
нимающих участие в регуляции углеводного обмена [5, 6]. Изменение 
структуры печеночных клеток и активности некоторых ферментов дало 
основание ряду авторов 17, 5] выдвинуть предположение о морфологиче-
ской и функциональной дедифференцировке клеток денервированной пе-
чени и о возврате в них обменных процессов к эмбриональному типу. В на-
с т о я щ е м и с с л е д о в а н и и п о с т а в л е н а задача изучить влияние денервации на 
некоторые стороны углеводного обмена в печени собак: активность Г-6-
Ф-азы и Г-6-ФДГ, содержание гликогена в паренхиме печени и концентра-
цию сахара в крови. 
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М е т о д и к а 

Активность ферментов и содержание гликогена в паренхиме печени определяли 
гистохимически: Г-6-Ф-азу — по методу Чикуина в модификации Лилли [8], 
Г-6-ФДГ — по методу Хесс и соавт. [9], гликоген — с помощью ШИК-реакции 
[10] и по методу Беста [8] с ферментативным контролем амилазы слюны. Активность 
ферментов и содержание гликогена оценивали полуколичественным методом. Содер-
жание сахара в крови определяли методом Хагедорна — Йенсена [11]. Гистохимиче-
ские исследования выполнены на 23 подопытных и 11 контрольных беспородных со-
баках обоего пола и примерно одного возраста. Биохимические исследования прове-
дены на 5 подопытных и 8 контрольных собаках. Смешанную денервацию печени осу-
ществляли путем двустороннего удаления узлов чревного сплетения, перерезки вет-
вей печеночного нервного сплетения по общей печеночной артерии, пересечения пе-
реднего ствола блуждающих нервов под диафрагмой и рассечения листков малого 
сальника. 

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

При гистохимическом исследовании Г-6-Ф-азы и Г-6-ФДГ, конкури-
рующих за глюкозо-6-фосфат (Г-6-Ф), выявлено усиление их активности 
в паренхиматозных клетках печени через 1—2 нед после денервации. Спу-
стя 1 мес и во все последующие сроки наблюдения (3, 6 мес и 1 год) актив-
ность вышеуказанных ферментов существенно не отличалась от контроля 
(рис. 1, см. на вклейке). Изменения локализации ферментов в печени экс-
периментальных животных по сравнению с контрольными не установлено. 

При изучении содержания и локализации гликогена в гепатоцитах 
денервированной печени выявлено снижение его количества, наиболее чет-
ко выявляющегося через 2 нед после операции. Полного исчезновения глико-
гена ни в одном случае не наблюдалось. В этот же период отмечается вы-
раженная неравномерность локализации гликогена в пределах дольки, 
а иногда и в рядом расположенных гепатоцитах. Отчетливо изменяется и 
характер его внутриклеточной локализации. В печени контрольных живот-
ных гликоген в виде мелких и средних гранул одинаковой величины рав-
номерно заполняет цитоплазму гепатоцитов. После денервации отмечается 
неравномерность его локализации в пределах гепатоцита, вызванная в зна-
чительной степени выраженной вакуолизацией цитоплазмы. Отмечается 
неравномерность гранул, скопление их в крупные конгломераты. Измене-
ния содержания гликогена и характера его локализации наиболее отчетлово 
проявляются при гистохимической окраске кармином по Бесту. При выявле-
нии гликогена при помощи ШИК-реакции гистохимическая картина затуше-
вывается амилазоустойчивыми нейтральными мукополисахаридами. Через 
1 мес после операции содержание гликогена в печени увеличивается, одна-
ко неравномерность его локализации в пределах дольки и в цитоплазме 
клеток еще сохраняется, но она уже менее выражена. В последующие сроки 
наблюдения (3 мес — 1 год) отмечается умеренное увеличение количества 
гликогена в печени экспериментальных животных по сравнению с контроль-
ными без существенного различия в характере локализации (рис. 2, см. на 
вклейке). Следует отметить, однако, что как в печени интактных, так и в 
печени экспериментальных животных в поздние сроки после операции не 
всегда отмечается абсолютно равномерная локализация гликогена по пре-
парату и в пределах дольки. Чаще выявляется умеренное преобладание гли-
когена в центре или по периферии дольки, отражающее функциональную 
неравнозначность различных отделов дольки печени. При очень высоком со-
держании гликогена он распределяется равномерно по препарату и в пре-
делах дольки. 

При биохимическом определении сахара в крови экспериментальных 
собак через 3, 7, 14, 30, 60 и 90 дней после денервации достоверных отличий 
от контроля не установлено (Р>>0,1). 

Анализируя полученные результаты, следует отметить, что изменение 
активности изученных ферментов углеводного обмена носит временный 
характер и сменяется нормализацией, наступающей через 1—3 мес после 
денервации. Усиление активности Г-6-Ф-азы и Г-6-ФДГ при одновремен-
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ном снижении содержания гликогена свидетельствует о том, что Г-6-Ф в 
ранние сроки после денервации образуется преимущественно за счет рас-
пада гликогена. Нарушения углеводного обмена печени даже в начальные 
сроки после денервации выражены не настолько, чтобы вызвать нарушение 
гликемического гомеостаза, о чем свидетельствуют данные о содержании 
сахара в крови. Умеренное нарушение углеводного обмена в ранние сроки 
после денервации обсуловлеио, по нашему мнению, не специфическим влия-
нием отсутствия нервной импульсации, а главным образом нарушением 
внутрипеченочного кровообращения и развивающейся гипоксией, которая 
сопровождается снижением синтеза АТФ в митохондриях 112] и вызывает 
стимуляцию гликолиза. Энергетический дефицит в деиервироваиных тка-
нях приводит к увеличенному распаду гликогена и образованию Г-6-Ф 
с последующим усиленным расщеплением его по пентозо-фосфатному и гли-
колитическому путям. Активация пентозо-фосфатного цикла приводит так-
же к усилению синтеза углеводных компонентов нуклеиновых кислот и 
НАДФ-Н2 , необходимого для синтетических процессов. Поэтому усиление 
активности Г-6-ФДГ расценивается нами не как регрессивный признак уп-
рощения обмена веществ в денервированиой печени и возврата его к эмбрио-
нальному типу 15, 6], а как наиболее ранний признак репаративной ре-
генерации поврежденной ткани. В более поздние сроки после денервации 
(1 мес — 1 год) отмечаются постепенное восстановление внутрипечеиочной 
гемодинамики, а также адаптация клеток к новым условиям кровоснабже-
ния, что сопровождается снижением распада углеводов, усилением процес-
сов синтеза и накоплением гликогена в печени. 

Таким образом, изменения активности некоторых ферментов углевод-
ного обмена и количества гликогена в деиервироваиной печени являются 
временными и обусловлены в первую очередь измененными условиями кро-
воснабжения. Но даже в этих условиях печень выполняет одну из специфи-
ческих функций — поддержание сахара в крови на оптимальном уровне. 
Результаты исследования не подтверждают функциональной дедиффереи-
цировки деиервироваиных клеток печени, по крайней мере относительно 
углеводного обмена. Вместе с тем полученные данные подтверждают необхо-
димость и важность нервной регуляции рассматриваемой функции и долж-
ны быть расценены как поиски резервных возможностей органа для выпол-
нения специфических функций при экстремальных воздействиях, в том чис-
ле и при его трансплантации. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. J1 е й б с о и Л. Г. Сахар крови. М.—Л., 1962. — 2. М е д в е д е в а Н. Б. 
Медичи и й ж. , 1936, № 2, с. 315. — 3. Г о р б а т к о в а И. Е. , Е ф и м и ш и и И. С.— 
В кн.: Прибалтийская конференция центральных науч.-исслед. лабораторий мед. ин-
тов и факультетов. Материалы. Каунас, 1-я, 1965, с. 96.— 4. А с т а х о в а А. М. — 
Арх. анат. , 1965, N° 9, с. 70. — 5. И л ь и н В. С. — В кн.: Молекулярная биоло-
гия. М., 1964, с. 323. — 6. LLI а и ы г и н а К- И. — Borip. мед. химии, 1966, № 3, 
с. 258. - 7. Г р и г о р ь е в а Т. А. — Арх. анат. , 1959, № 3, с. 3. - 8. Л и л -
л и Р. Патогистологическая техника и практическая гистохимия. М., 1969, с. 294, 
461.—9. H e s s R. , S с а г р е 1 1 i D. G., P e a r s e А. Е. — Nature, 1958, v. 181, 
p. 1531. — 10. Н о t с h k i s s R. — Arch. Biochem., 1948, v. 16, p. 1 3 1 . -
11. П р е д т е ч е н с к и й Б . E . , Б о р о в с к а я В. M., М а р г о л и н а Л. Т.— 
Руководство по клиническим лабораторным исследованиям. М., 1960, с. 158. -
12. Н е й ф а х С. А. — В кн.: Проблемы теоретической медицины. Л . , 1968, с. 117. 

Поступила 21/Х 1977 г. 

EFFECT OF DENERVATION ON CARBOHYDRATE METABOLISM IN LIVER 
TISSUE 

/ . К. Kapinosov 
Chair of Human Anatomy, Medical School, Zaporojie 

Activities of glucose-6-phosphatase, glucose-6-phosphate dehydrogenase and content 
of glycogen in liver as well as content of sugar in blood were studied after denervation of dog 
liver tissue. Activities of these enzymes were increased and content of glycogen in hepatocytes 
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was decreased within 1-2 weeks after the denervation. Within a month the enzymatic activi-
ties and content of glycogen in liver tissue approached the control levels; these patterns were 
similar to control ones within the subsequent periods of examination (3-months - 1 year). Con-
tent of sugar in blood was the same within all the periods of study (3 days - 3 months). 

УДК 615.357.631.017:015.272.6 .015.42:612.35 

В. Ii. Сыров, А. Г. Курмуков, А. Д. Сахибов 

ВЛИЯНИЕ ТУРКЕСТЕРОНА И НЕРОБОЛА НА АКТИВНОСТЬ 
БЕЛОКСИНТЕЗИРУЮЩЕЙ СИСТЕМЫ ПЕЧЕНИ МЫШЕЙ 

Лаборатория фармакологии Института химии растительных веществ АН Узбекской ССР, 
Ташкент 

Введение мышам-самцам фитоэкдизона туркестерона ((9,5 мг! 100 г) или анаболиче-
ского стероидного препарата неробола (1 мг! 100 г) стимулировало биосинтез белка в печени 
животных в опытах in vivo и in vitro, что связано с увеличением функциональной активности 
полирибосом и повышением скорости синтеза белковых молекул. Актиномицин D, снимая 
эффект стимуляции синтеза белка в печени мышей, получивших неробол, не оказывает су-
щественного действия при введении туркестерона. 

В последние годы стало известно, что экдизоны широко распростране-
ны в растительном мире [1 ]. Эти соединения интересны тем, что обладают 
не только специфической активностью гормонов линьки и метаморфоза на-
секомых, но и оказывают определенное воздействие на те типы животных, 
которые неспособны к их эндогенному продуцированию [2]. Особого вни-
мания заслуживает биологическая активность экдизоиов по отношению к 
млекопитающим. Так, в работах последних лет 13—5] установлено, что 
многие экдизоны, так же как и производные мужских половых гормонов 
(хлортестостерон и метиландростендиол), при введении эксперименталь-
ным животным оказывают определенное анаболическое действие. 

Известно, что в основе эффекта многих стероидных анаболитиков ле-
жит их способность ускорять процессы синтеза белка в тех или иных орга-
нах и тканях [6, 7]. 

Задачей данного исследования являлось сравнительное изучение влия-
ния фитоэкдизона туркестерона и неробола на активность процессов син-
теза белка в печени мышей. 

М е т о д и к а 

Использованный в опытах туркестерои был выделен в Институте химии расти-
тельных веществ АН Узбекской ССР из местного растения Ajuga turkestanica (Rgl.) [8]. 

Эксперименты проведены на беспородных мышах-самцах массой 18—22 г. Тур-
кестерои в дозе 0,5 мг/100 г и неробол в дозе 1,0 мг/100 г вводили однократно внут-
рибрюшинно в зависимости от цели исследования за 1, 2, 4 и 8 ч до декапитации. 
В опытах с актиномицином D антибиотик применяли за 30 мин до введения испы-
туемых препаратов в дозе 2 мг/кг. Полирибосомы из печени мышей выделяли по опи-
санному в литературе методу [9] с некоторыми изменениями [10]. Функциональную 
активность полирибосом исследовали в бесклеточиой системе синтеза белка по опи-
санию Угаровой и соавт. [11]. Полисомный материал анализировали в градиенте 
плотности сахарозы 10—50% с подслойкой 2,3 М сахарозы. На градиент наносили 
5—7 мг полисом в объеме 0,5 мл и центрифугировали при 26 000 об/мин в роторе 
SW-30 на препаративной ультрацеитрифуге VAC-601 в течение 120 мин. После этого 
градиенты распределяли по 20 капель в пробирки, добавляли 2,0 мл воды и спектро-
фотометр ировал и при 260 им. 

В опытах in vivo использовали смесь 14С-лейцииа и валииа. Меченые аминокис-
лоты вводили мышам по 10 мкКи за 10 ми и до декапитации, после которой печень 
немедленно помещали в жидкий азот. Включение 14С-аминокислот в тотальные, завер-
шенные и незавершенные белки гомогеиата печени, а также активность кислотораство-
римой фракции определяли по описанию Абакумовой и соавт. [12]. Радиоактивные 
образцы осаждали добавлением равного объема 10% ТХУ на холоду, наносили на 
миллипоровые фильтры «Сыипор-2», промывали 50 мл 5% ТХУ И сушили под лам-
пами накаливания. Радиоактивность образцов измеряли на газопроточном счетчике 
«Протока». Время синтеза средней полипептидной цепи рассчитывали по формуле: 
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*C = 2tM-DPmi для 

где / м — время мечеиия полипептида; DPРп — доля радиоактивности растущих пеп-
тидов [13]. tM рассчитывали по формуле: ^лаг» гД е *мж ~ время 
с момента введения метки до погружения печени в жидкий азот; ^0Сб — время с 
момента погружения печени в жидкий азот до полной остановки синтеза белка; 
/ л а г — время с момента введения метки до попадания ее на внутриклеточный пул пе-
чени. По литературным данным, t 0 C Q—^ л а г равно ~ 3 4 с [13], в каждом конкрет-
ном случае определяли по секундомеру. 

Радиоактивность общих белков гомогената и 
кислоторастворимой фракции печени мышей в опытах 

in vivo 

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

Однократное введение туркестерона и неробола увеличивает радиоак-
тивность белков печени в 1,9—2 раза (табл. 1). Активность кислотораство-
римой фракции при этом не меняется, следовательно, концентрация 14С-
аминокислот во внутриклеточном фонде во всех случаях эксперимента оди-
накова, и стимуляция включения метки в кислотонерастворимую фракцию 
свидетельствует об активации белкового синтеза в печени мышей. 

Для выяснения воп-
роса о локализации дейст- Т а б л и ц а 1 
вия изучаемых веществ на 
белоксинтезирующую сис-
тему мы поставили пере-
крестные опыты in vitro 
с полисомами и клеточным 
соком, полученными из пе-
чени контрольных и подо-
пытных животных. 

Из приведенных в 
табл. 2 данных видно, что 
стимуляция синтеза бел-
ка в бесклеточной системе 
является результатом из-
менений только в полири-
босомальном аппарате кле-
ток печени. Так, при те-
стировании «опытных» полисом 
с клеточным соком, полученным 
из печени контрольных живот-
ных, наблюдалось четкое повы-

имп/мии на I мг поНисом 
30000 -

Радиоактивность, 
имп/мин на 1 г печени 

общих белков 
гомогената 

кислотораство-
римой фракции 

Контроль 138 466—2447 70 266—3816 

Введение 
рона 

Введение 

туркесте-

неробола 
264 512=1=6012 
284 120=*= 5479 

72 221=1=1838 
71 088=1=7876 

Т а б л и ц а 2 
Результаты перекрестных опытов с фракциями 
контрольных и опытных белоксинтезирующих 

систем (Л4=±=т) 

10000 -

Рис. 1. Влияние туркестерона (Т) и 
неробола (Н) на включение 14С-ами-
нокислот в белок в бесклеточной 
системе из печени мышей по сравне-

нию с контролем (К). 

Полисомиая 
фракция Клеточный сок 

Включение 
"С-аминокислот, 
имп/мин на 1 мг 

'полисом 

Контрольная 
Контрольный 
«Туркестеро-

новый» 
«Иероболовый» 

12 212=1=374 

13 044=1=481 
13 407=1=597 

«Туркестеро-
иовая» 

«Мер обол о-
вая» 

Контрольный 
«Тур кестер о-

иовый» 
Контрольный 
«Иероболовый» 

23 133=1=301 

24 395—271 
25 561=1=131 
29 181=1=430 

шение функциональной активности полирибосом, наиболее выраженное че-
рез 4 ч после введения препаратов (рис. 1). 

Активность клеточного сока в проведенных экспериментах существен-
но не изменялась, однако следует отметить, что в системе из полирибосом и 
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клеточного сока печени животных, получавших неробол, синтез белка по-
вышался на 14 % (Р < 0,001). При исследовании полирибосомиого профиля 
клеток в норме и под действием препаратов (рис. 2) оказалось, что стиму-
ляция функциональной активности полисом клеток печени под действием 
туркестерона не сопровождается существенными изменениями распреде-
ления рибосом в градиенте плотности сахарозы. Введение неробола приводит 

I05S 

3 -
80S 

20 30 40 20 30 40 

80S 

Рис. 2. Седиментациоииые профили 
полирибосом из печени мышей в ли-

нейном градиенте сахарозы. 
По оси абсцисс — номер фракции; по оси 
ординат — оптическое поглощение; А — 
контроль; Б — животные, получавшие 
туркестерон; В — животные, получавшие 

неробол. 

20 30 40 

к увеличению доли полирибосом и уменьшению содержания димеров и мо-
номеров. Соотношение между транслирующими и нетранслирующими рибо-
сомами в контроле составляет 3,98, при введении туркестерона — 3,80, а 
при использовании неробола оно увеличивается до 7,48. 

Стимуляция функциональной активности и изменение полирибосом-
иого профиля, особенно после применения неробола, позволяют думать, что 
при введении препаратов может активироваться транскрипция и усиливать-
ся синтез иРНК либо эффект препаратов связан с их влиянием на транс-
ляционные процессы. Так, с возрастанием частоты инициации может про-
исходить мобилизация нетраислирующих рибосом, вследствие чего также 
возможны указанные изменения в полирибосомном профиле клеток печени 
после введения неробола. 
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В связи с этим представляло интерес измерение скорости синтеза бел-
ковых молекул в контроле и после введения препаратов. Исследования по-
казали, что под действием препаратов время синтеза средней белковой мо-
лекулы уменьшается (табл. 3). Таким образом, в конечном итоге оба пре-
парата усиливают синтез белка в печени путем ускорения синтеза бел-
ковых молекул. 

Т а б л и ц а 3 
Включение 14С-аминокислот в тотальные, завершенные, растущие на полисомах пептиды 

печени мышей под действием туркестерона и неробола в опытах in vivo ( М ^ т ) 

Радиоактивность полипептидов, имп/мин 
на 1 г печени Доля 

радиоактив-

CD | 
£ с 
К V S c * О № 

тотальных завершенных растущих 

ности расту-
щих поли-
пептидов 

В
ре

м
я 

за
 п

ол
] 

ти
да

, 
с 

1 

Контроль 98 325— 1449 92 383=!= 1251 5942 0,0604 84 

Введение туркестерона 
Введение неробола 

162 523=1= 1777 
168 135—1460 

158 533=1=1383 
165 544+2284 

3990 
2591 

0,0245 
0,0154 

33 
21 

* /мж в наших условиях в контроле равнялось 663 с, у животных, получавших тур 
кестерои, —643 с, у получавших неробол — 647 с. 

Опыты с ингибитором синтеза ДНК-зависимой РНК актиномицином D 
(табл. 4) показали, что он почти полностью снимает эффект неробола, а на 
стимулирующее действие туркестерона заметного влияния не оказывает. 
В связи с этим можно предположить, что в основе стимулирующего дей-
ствия туркестерона и неробола на синтез белка в печени лежат различные 
механизмы. Действие туркестерона, очевидно, не связано с влиянием на 
процессы транскрипции, а скорее является следствием активации процес-
сов синтеза белка, происходящих в цитоплазме,т. е. на уровне трансляции. 

Т а б л и ц а 4 
Влияние актиномицина D на стимуллцию синтеза белка туркестероном и нероболом 

в печени мышей (Л4=1=га) 

Радиоактивность общего Удельная радиоактивность 
Условия опыта белка, имп/мин на 1 мг полирибосом, имп/мин 

печени на 1 мг 

Контроль ( + актииомиции D) 136 791 — 3849 397=^29,7 

Актиномицин D + туркестерон 249 770=!= 4275 743=1=6,1 
Актииомиции D + неробол 144 112=1=3046 428=!= 18,2 

Очевидно, при этом повышается эффективность функционирования пред-
существующих полирибосом, в результате чего повышается абсолютная 
скорость синтеза белка. При этом, по всей вероятности, происходит «сопря-
женная» стимуляция инициации трансляции и элонгации, поэтому нет су-
щественного изменения полисомного профиля клеток печени при парал-
лельном увеличении абсолютной скорости синтеза белка. 

Стимулирующий эффект неробола, судя по опытам с актиномицином D, 
зависит от синтеза мРНК. В результате возрастает доля транслирующих 
рибосом и изменяется полирибосомиый профиль. Соответственно повыша-
ется функциональная активность полирибосом в бесклеточной системе син-
теза белка. Следует полагать, что действие неробола не исчерпывается 
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этими изменениями, поскольку нами также отмечена стимуляция активно-
сти и на уровне факторов клеточного сока (см. табл. 2). 

Следовательно, неробол, вызывая актииомиции D-зависимую стимуля-
цию синтеза белка, в то же время ускоряет процессы трансляции. В этом 
случае возможны два варианта. Вновь синтезированные мРНК могут быть 
более эффективны в системе трансляции или же они не отличаются от пред-
существующих матриц и неробол стимулирует трансляцию через факторы 
клеточного сока; не исключено, что в этом принимает основное участие 
тРНК, так как в наших опытах с антибиотиком в дозе 2 мг/кг ингибиро-
вался синтез не только мРНК, но и всех других клеточных РНК, включая 
транспортные. Регулирующая роль тРНК на уровне трансляции общеиз-
вестна [14]. 

Таким образом, туркестерон и неробол при однократном введении мы-
шам стимулируют синтез белка in vivo и in vitro: в печени животных уве-
личивается функциональная активность полирибосом и в связи с этим воз-
растает скорость синтеза белковых молекул. Усиление синтеза белка под 
действием туркестерона является следствием активации процессов синтеза 
белка на уровне трансляции. Стимулирование биосинтеза белка иероболом 
связано, по-видимому, с синтезом РНК. 
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EFFECT OF TURKESTERONE AND NEROBOLE ON THE ACTIVITY OF PROTEIN 
SYNTHESIZING SYSTEM IN MICE LIVER 

V. N. Si/rov, A. G. Kurmukov, A. D. Sakhibov 

Laboratory of Pharmacology, Institute of Chemistry of Plant Substances, Academy of Sciences 
of the Uzbek SSR, Tashkent 

Protein biosynthesis was stimulated in liver tissue in vivo and in vitro after administra-
tion into mice of either phytoecdizone of turkesterone (0.5mg/100g) or of anabolic steroid 
compound nerobole (1 mg/100 g). Stimulation of protein biosynthesis was due to an increase 
in functional activity of polyribosomes and to elevation in the synthesis of protein molecules. 
Actinomycin D, which inhibited the stimulation of protein biosynthesis in liver tissue of mice 
treated with nerobole, did not affect the phenomenon in mice treated with turkesterone. 
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ВЛИЯНИЕ ЭЗЕРИНА НА СИНТЕЗ Д Н К В ПЕЧЕНИ КРЫСЫ 

Институт токсикологии Министерства здравоохранения СССР, Ленинград 

Введение эзерина в дозе 0,1—0,2 мг на 100 г вызывает снижение включения радиоактив-
ных предшественников в суммарную и ядерную ДНК печени крыс наряду с увеличением ак-
тивности ДНК азы- и торможением холинэстеразы печени. При инкубации срезов печени 
с эзерином 2'10~в М обнаруживается снижение интенсивности синтеза ДНК. Активность 
ДНК-азы в опытах in vitro остается без изменений. Предварительное введение оюивотным 
холинолитика мегпацина (0,1 мг на 100 г) не меняет, а в дозе 0,025 мг на 100 г несколько ос-
лабляет эффект эзерина. 

В последние годы обнаружено, что некоторые ингибиторы холинэсте-
разы изменяют содержание нуклеиновых кислот в тканях животных [1 — 
5]. Однако проведенные исследования были немногочисленны, результаты 
их часто противоречивы [3, 5], а механизм обнаруженных явлений так и 
остается неясным. Учитывая широкое практическое применение антихолин-
эстеразных веществ в качестве инсектицидов и лекарственных препаратов, 
а также обнаружение у некоторых из них мутагенного, эмбриотоксиче-
ского, канцерогенного или антибластического свойств [6—11], нельзя ис-
ключить возможность влияния этих веществ на генетический аппарат, в 
частности на синтез ДНК. 

Задачей настоящей работы является изучение влияния ингибитора 
холинэстеразы эзерина на синтез ДНК в печени крыс. 

М е т о д и к а 

Опыты выполнены на крысах-самцах массы 180—250 г. В опытах in v ivo эзе-
рнн вводили подкожно в дозе 0 ,01—0,2 мг на 100 г массы. За 1 или 2 ч до декапита-
ции внутрибрюшинно вводили изотопы (Всесоюзное объединение «Изотоп»): 14С-ти-
мин (удельная радиоактивность 13,9 и 56 мКи/моль) , 1 4С-тимидин (12,9 мКи/ммоль) , 
3 И-тимидин (15, 18,6 и 25 Ки/ммоль) в количестве 5—10 м к К и на 100 г массы. Хо-
линолитик метации вводили подкожно в дозе 0,1 или 0,025 мг на 100 г за 15 мин до 
введения эзерина (0,1 мг на 100 г). Печень извлекали, быстро отмывали от крови, 
осушали фильтровальной бумагой и измельчали, продавливая через отверстия с 
диаметром 0,9 мм. Измельченную ткань гомогенизировали в десяти объемах холодной 
дистиллированной воды. К гомогеиату добавляли 50% Т Х У до конечной концентра-
ции 5 % . Выделение и количественное определение /ДНК производили методом Цанева 
и Маркова [12]. Белок гомогената определяли по Лоури [13]. При изучении синтеза 
ядерной Д Н К ядра выделяли методом Шаво [14]. 

В качестве основного показателя включения метки в Д Н К была выбрана отно-
сительная удельная радиоактивность, позволяющая учитывать проницаемость кле-
точных мембран для радиоактивного предшественника и представляющая отноше-
ние (в процентах) удельной радиоактивности в импульсах в 1 мин на 1 г к удель-
ной радиоактивности гомогената в импульсах в 1 мин на 1 г белка . Радиоактив-
ность гомогената определяли, внося 0,5 мл гомогената в 10 мл сцинциллятора сле-
дующего состава: 6% нафталина, 0 ,4% 2,5-дифеиилоксазола, 0 ,02% 1,4-ди-(5-фе-
нил-2-оксазолил-бензола) , 10% метанола, 2% этилеигликоля , 81,58% диоксана . Д л я 
определения радиоактивности Д Н К , полученный по методу Цанева и Маркова , кис-
лотный экстракт Д Н К в 1 и. хлорной кислоты нейтрализовали насыщенным раствором 
углекислого калия до р Н 7,0, центрифугировали и 0,2 мл надосадочной жидкости 
вносили в сцинциллятор вышеуказанного объема и состава. Радиоактивность подсчи-
тывали на счетчике «Трикарб» с эффективностью 6 0 % . 

В опытах in v i t ro срезы печени инкубировали в течение 1 ч в сосудах аппарата 
Варбурга (500 мг в пробе) в растворе Кребса — Рингера при 37°С с постоянной аэра-
цией кислородом. Предшественником Д Н К служил 3 Н-тимидин (5 м к К и на пробу). 
Опытные пробы содержали эзерин ( 2 . 1 0 - ° М). Реакцию останавливали, помещая про-
бы в ледяную баню. Срезы промывали 3—4 раза холодным раствором Кребса — Рин-
гера и гомогенизировали. Д И К выделяли указанным выше методом. 

Активность Д Н К - а з ы гомогената определяли после инкубации в течение 1 ч 
при 37°С с экзогенной Д Н К из спермы лосося по приросту оптической плотности при 
длине волн 260 нм в кислорастворимой ф р а к ц и и [15] на 1 г печени. Пробы содержа-
ли 1 мл 0,01 М трис-буфера р Н 7,4, 0,4 мл 0,05 MgS0 4 , 0,4 мл 0 ,1% Д Н К и 0,2 мл 
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5% гомогената печени. При изучении влияния эзерина на активность Д Н К - а з ы in 
vi t ro гомогенат преинкубировали с эзерином (3.10~4 М) в течение 15 мин. 

Активность холинэстеразы определяли методом Хестрина в модификации .Пашо-
кова и выражали в микромолях бутирилхолина, гидролизованного 1 г влажной ткани 
в 1 мин [6]. 

Результаты опытов обрабатывали статистически по методу Стыодента, исключая 
серию опытов по включению уН-тимидина в Д Н К срезов печени, применительно к 
которой использовали критерий Вилкоксона [17]. 

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

Введение эзерина животным вызывает глубокое подавление включе-
ния предшественников в суммарную ДНК печени (табл. 1, см. рисунок). 
Необходимость постановки контрольных опытов к каждому изотопному 

Т а б л и ц а 1 
Влияние эзерина (0,1 мг на 100 г) на включение радиоактивных предшественников и 
суммарную и ядерную ДНК печени крыс (относительная удельная радиоактивность) 

о Суммарная ДИК * Ядерная Д Н К ** 

С
ро

к 
на

бл
] 

де
ни

я,
 ч

 

контроль опыт Р контроль опыт Р 

1 
2 
4 

2 4 

2098— 124 (6) 
3 8 8 0 — 3 1 0 (8) 
3880=!= 310 (6) 
4 8 1 5 ^ 5 1 2 (8) 

1 6 8 5 — 1 2 3 (78%) (6) 
2720=^230 (70%) (7) 
2 1 1 0 ± 2 2 1 (58%) (6) 
4825=!= 485 (101%) (8) 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 
< 0 , 0 6 
> 0 , 0 5 

2 5 4 + 2 2 (16) 1 3 8 ± 1 5 (70%) (16) < 0 . 0 1 

* В качестве радиоактивного предшественника использован 14С-тимин. 
** В качестве радиоактивного предшественника использован 3Н-тимидин. 
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: в скобках — число животных. 

эксперименту диктовалась тем, что радиоактивность проб значительно варь-
ировала в зависимости от партии животных и примененных изотопов. Мак-
симальный и ингибирующий эффект отмечался через 4 ч после введения 
эзерина. Через 1 сут интенсивность включения метки в ДНК у контрольных 
и подопытных животных не различается. 

Аналогичный эффект торможения 
включения предшественников в ДНК 
обнаружен и в ядерной фракции (см. 
табл. 1) через 4 ч после введения эзе-
рина. Таким образом, эзерин в судо-
рожной, но не летальной дозе вызы-
вает подавление синтеза ядерной 
ДНК в клетках печени. 

В опытах in vitro добавление эзе-
рина к срезам печени в концентрации 
2 - 1 0 М подавляет включение аН-ти-
мидииа в ДНК на 40% (410=±=71 и 
230±64%; Р < 0,01). Последнее дает 
основание полагать, что действие эзе-
рина на синтез ДНК в печени лока-
лизуется на тканевом уровне. Поско-
льку в литературе обсуждается воп-

рос о роли ДНК-азы в ДНК-полимеразиой реакции, в изменении содер-
жания ДНК и в ее синтезе [18—21], представляло интерес исследовать 
активность ДНК-азы печени в наших условиях. Было установлено, что 
введение эзерина вызывает достоверное повышение активности ДНК-азы 
на 23% через 2 ч после введения. 

Влияние различных доз эзерина на 
включение меченых предшественников 
в суммарную Д Н К печени крыс через 

2 ч после его введения. 
По оси абсцисс—доза эзерина (в мг на 100 г); 
по оси ординат — включение (в % к контро-

лю). 
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В то же время in vitro эзерин даже в такой высокой концентрации, 
как 3-Ю" 4 М, не изменял активности ДНК-азы гомогената печени. Веро-
ятно, подавление включения предшественников в ДНК, наблюдаемое как 
in vivo с наибольшей выраженностью через 4 ч, так и на срезах, невозмож-
но отнести за счет активации ДНК-азы. 

Исследование активности холинэстеразы в печени животных после 
введения им эзерина показало, что снижение активности холинэстеразы пе-
чени предшествует подавлению синтеза ДНК (табл. 2). 

Т а б л и ц а 2 
Влияние введения эзерина (0,1 мг на 100 г) на активность холинэстеразы печени крысы 

(в мкмоль на 1 г в 1 мин) 

Срок 
наблюдения Контроль Опыт Р 

15 мин 0,75=^0,03 (12) 0,28=1=0,03 (37%) (12) <0 ,01 
30 мин 0,75=?=0,02 (11) 0,28=1=0,03 (37%) (12) <0 ,01 
60 мин 0,67=t= 0,03 (12) 0,38=1=0,03 (57%) (12) <0 ,01 

120 мин 0,57=1=0,02 (12) 0,38=1=0,02 (67%) (14) < 0 , 0 5 
240 мин 0,65=1=0,03 (12) 0,57=1=0,02 (88%) (14) > 0 , 0 5 

24 ч 0,70=1=0,03 (12) 0,75—0,03 (105%) (12) > 0 , 0 5 

Если влияние эзерина на синтез ДНК в печени связано с увеличением 
концентрации ацетилхолина, воздействующего на холинорецепторы печени, 
то защита холинорецепторов путем предварительного введения холиноли-
тика должна нивелировать эффект эзерина. Однако при предварительном 
введении метацина в дозе 0,1 мг на 100 г суммарный эффект скорее отра-
жает действие эзерина, нежели периферического холинолитика (табл. 3). 
При использовании меньшей дозы метацина (0,025 мг на 100 г) подавление 
синтеза ДНК оказывается значительно менее выраженным, чем при дей-
ствии одного эзерина. 

Т а б л и ц а 3 
Совместное действие метацина и эзерина на включение 14С-тимидина в ДНК печени крысы 

(относительная удельная радиоактивность) 

Доза 
метацина. 

мг на 100 г 
Контроль Метацин Метацин и через 15 мин 

эзерин ( 0 , 1 мг на 100 г) 

0,1 
0,025 

1740=1=155 
1200=1=103 

1120=1=142 (65%); Р < 0 , 0 5 
1940=1=105 (160%); Р < 0 , 0 5 

772=1=64 (49%); Я<0,01 
1075=1=99 (89%); Р < 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е. Животных забивали через 2 ч после введения холинолитика ме-
тацина. В каждой группе 8 животных. 

Поскольку предварительное введение холинолитика не снимает эффект 
эзерина на синтез ДНК, можно предполагать, что это действие есть отра-
жение его непосредственного влияния на изученную систему и проявля-
ется, несмотря на блокаду холииорецептора метацином, взятым в заведомо 
блокирующей дозе. 

Возможно также предположение, что изменение синтеза ДНК может 
быть следствием изменения состояния клеточной мембраны, что наблюда-
ется при действии ряда инсектицидов и эзерина 122]. Нельзя также исклю-
чить возможность прямого воздействия эзерина на процессы синтеза ДНК. 
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EFFECT OF ESERINE ON DNA SYNTHESIS IN RAT LIVER TISSUE 

N. L. Elaeva, Yu. N. Strojkoff 

Institute of Toxicology, Ministry of Public Health of the USSR, Leningrad 

Incorporation of labelled precursors into total and nuclear DNA of liver tissue was 
inhibited after administration into animals of eserine at a dose 0.1—0.2 mg/lOOg of body weight. 
Simultaneously, DNAase activity was increased and cholinesterase activity was inhibited in 
liver tissue. The DNA synthesis was inhibited in liver slices, if they were incubated with 
2-10""° M eserine. The DNAase activity was unaltered in vitro. A cholinolytic compound 
metacin, pre-administered into the animals, was ineffective at dose of 1 mg/kg; it slightly de-
creased the effect of eserine at dose of 0.25 mg/kg. 

УДК 612.419.015. 1 .014.40:615.357.453 

Д. И. Бельченко, В. 10. Доманский, Я. Я- Ханина 

ИЗОФЕРМЕНТНЫЙ СПЕКТР И АКТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ 
ФЕРМЕНТОВ ЭРИТРОИДНЫХ И МИЕЛОИДНЫХ КЛЕТОК 

КОСТНОГО МОЗГА КРОЛИКА И ОСОБЕННОСТИ 
ИХ ИЗМЕНЕНИЙ ПОД ВЛИЯНИЕМ ГИДРОКОРТИЗОНА 

Кафедра патологической физиологии Калининского медицинского института 

Миелоидные миелокариоциты кролика обладают более высокой активностью гексоки-
назы (Г К) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) по сравнению с клетками эритроидного ряда. Их 
липолитическая активность более чем в 2 раза выше, чем в эритроидных миелокариоцитах. 
По активности глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ) оба вида костномозговых клеток 
не отличаются друг от друга. Наибольшие различия изоферментного спектра были найдены 
для Г-6-ФДГ, в изоферментных спектрах Г К и ЛДГ в эритроидных и миелоидных миело-
кариоцитах не обнаруо/сено существенных различий. Характер изменений ферментативной 
активности после введения гидрокортизона различен для эритроидных и миелоидных кле-
ток. В миелоидных клетках активность ГК понио/салась, в эритроидных активность ГК 
обнаруживала четкую тенденцию к повышению, липолитическая активность понио/салась. 
Изменения изоферментного спектра Г-6-ФДГ и ЛДГ, вызванные введением гидрокортизона, 
и в миелоидных, и в эритроидных миелокариоцитах имели одинаковую направленность. 

В предыдущих исследованиях были установлены определенные особен-
ности некоторых показателей углеводного обмена, характерные для эритро-
идных или миелоидных миелокариоцитов 11 ], и показано специфическое 
влияние па них гидрокортизона, зависящее от вида костномозговых кле-
ток 121. Настоящая работа посвящена сравнительному исследованию изо-
ферментных спектров и активности некоторых ферментов в эритроидных и 
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К ст. Капиносова И. К. 

Рис. 1. Изменения активности Г-6-Ф-азы в разные сроки после денервации печени. 
а — контроль; б — через 2 мед после операции; о — через 3 мес после операции. Метод Чикуииа . 

Микрофотографии. У». 250 . 

Рис. 2. Изменение содержания и характера локализации гликогена после денервации 
печени. 

а — контроль; б — 2 нед после операции; в — 3 мес после операции. Метод Беста. Микрофотогра* 
фи я. Ув. 250. 
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К ст. Чибисова И. В. и др. 

Рис. 1. Верхняя кривая — флотационная диаграмма липо-
протеидов больной М. от 25/1 1977 г. Плотность раство-
рителя 1,063 г/мл. Скорость вращения ротора 52 640 об/мим, 
снимок сделан через 30 мин после достижения скорости. 

Угол наклона фазовой пластинки 60. 

Рис. 2. Верхняя кривая — флотационная диаграмма липо-
протеидов больной М. от 18/1V 1977 г. Условия ультра-

центр ифугироваиия те же, что на рис. 1. 



миелоидных клетках и характеру их изменений после введения гидрокор-
тизона. 

Опыты поставлены на кроликах породы шиншилла массой 2 ,5—3 кг. У живот-
ных 1-й группы повторными кровопусканиями вызывали развитие эритроидной ги-
перплазии костного мозга, у кроликов 2-й группы повторными инфузиями отмытых 
изогеиных эритроцитов вызывали редукцию костномозгового эритропоэза . При пунк-
ции бедренных и большеберцовых костей получали костный мозг, содержащий в 
основном эритроидные (1-я группа) или миелоидные клетки (2-я группа животных) . 
Миелокариоциты выделяли из пунктата костного мозга гемолитическим методом [3]. 
Методические подробности воспроизведения эритроидной гиперплазии костного мозга 
или редукции в нем эритропоэза , а т а к ж е способа выделения миелокариоцитов изло-
жены в предыдущем сообщении [4]. После выделения миелокариоцитов подсчитывали 
миелограмму в мазках из их взвеси. После суспеидирования в 0,15 М КС1 миелока-
риоциты разрушали пятикратным замораживанием и оттаиванием с последующей го-

Активность Г К, Г-8-ФДГ, ЛДГ (в мкмоль на 1 г белка в минуту) и липолитическая 
активность (в мкг свободных жирных кислот на 1 мг белка в час) эритроидных и миелоидных 

миелокариоцитов и влияние на нее гидрокортизона (Л4=£т) 

Миелоидные клетки Эритроидные клетки 

Фермент исходное 
состояние 

после 
введения 

гидрокорти-
зона 

исходное 
состояние 

после 
введения 

гидрокорти-
зона 

г к 14=*= 1,2 
(18) 

6,7=1=1,1 
(18) 

Р ~ 0 , 0 0 1 

9=1=0,9 
(34) 

Ру -0,002 

12=1=1,1 
(17) 

Р = 0 , 0 5 

Г-б-ФДГ 76—8,4 
(14) 

105=1=8,9 
(14) 

Р 0 , 0 2 

70=1=6,2 
(21) 

111=±= 16,1 
(21) 

Р = 0 , 0 4 

Л Д Г 84=1=14,9 
(12) 

87=2= ц , 7 
(12) 

45=1=10,2 
(15) 

Р х = 0 ,04 

48 
(15) 

Л и и сл и т и ч ее к а я активность 230=1=44,0 
(14) 

Р 1 = О , О О З 

160=1=20 
(19) 

Р = 0 , 1 7 

80=1=10,0 
(17) 

26—7,1 
(14) 

Р < 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а и и е. Р — показатель достоверности различия с исходными данными, 
Р1 — показатель достоверности различия между миелоидными и эритроидными клетками. 
В скобках — число животных. 

могенизацией на льду в течение 7—8 мин. Гомогенат центрифугировали при 7000 g 
и температуре 0—2°С в течение 20 мин. Надосадочиую жидкость использовали в ка-
честве источника ферментов. После получения пунктата костного мозга животным 
вводили гидрокортизон (40—50 мг на 1 кг массы внутримышечно) [5—7] и через 
18—20 ч с помощью повторной костномозговой пункции получали миелокариоциты 
для исследования. Продолжительность этого срока была обусловлена применением 
микрокристаллического препарата гидрокортизона, обладающего замедленной ре-
зорбтивиостыо. Активность гексокиназы (Г К), глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы 
(Г-6-ФДГ) и лактатдегидрогеиазы (ЛДГ) определяли спектрофотометрически с ис-
пользованием спектрофотометра СФ-16. Состав инкубационной смеси при определе-
нии активности Г К : 0,05 мМ трис-НС1-буфер р Н 7,4, 0,2 мМ Н А Д Ф , 10 мМ АТФ, 
5 мМ MgCl2, 0,4 ед. Г-б-ФДГ, 100 мМ глюкозы, экстракт из миелокариоцитов с содер-
жанием белка 50—100 мкг —0,1 мл; общий объем 3 мл. Состав инкубационной смеси 
при определении активности Г-б-ФДГ: 0,25 мМ глицил-глициновый буфер, р Н 7,6, 
глюкозо-6-фосфат — 3 мМ, MgCl2 — 7 мМ, Н А Д Ф — 0,33 мМ, экстракт из миело-
к а р и о ц и т о в — 0,1 мл; общий объем 3 мл. Инкубационная смесь при измерении ак-
тивности Л Д Г : пируват натрия — 0,01 мМ, И А Д . Н — 0,2 мМ, калий-фосфатный 
буфер р Н 7,4—0,033 М; общий объем 3 мл. Липолитическую активность определяли 
описанным методом [8]. 

Спектр изоферментоо Г К, Г-б-ФДГ и Л Д Г исследовали методом электрофореза 
в полиакриламидном геле в описании Мауера [9], реактивы для его проведения исполь-
зовали из наборов «Реанал» (Венгрия) . Д л я разделения изоферментов Г К исполь-
зовали 6 % , Г-б-ФДГ — 7% и Л Д Г — 5,5% гель. Б ы л а разработана камера ори-
гинальной конструкции, позволявшая проводить электрофорез на плоских прямоуголь-
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пых гелевых столбиках, удобных для деиситометрии. Условия электрофореза: при 
разделении изофермеитов Г К и Г-б-ФДГ первые 30 мин 2 мА на столбик геля сечением 
0,3 см2, затем — 5 мА на столбик в течение lV2—2 ч; при разделении изофермеитов 
Л Д Г — 4,5 мА на столбик в течение 2 ч. Электрофорез проводили при температуре 
тающего льда. Изоферменты Г К выявляли в инкубационной смеси следующего со-
става: глюкоза — 100 мМ, АТФ — 2 мМ, MgCl2 — 5 мМ, НАДФ — 5 мМ, нитроси-
ний тетразолий — 400 мкг/мл, феназинметасульфат — 40 мкг/мл, KCN — 2 мМ, 50 мМ 
трис-буфер р Н 7,5. При выявлении изофермеитов Г-б-ФДГ использовали инкубацион-
ную смесь следующего состава: глюкозо-6-фосфат натрия — 15 мМ, НАДФ — 
0,3 мМ, сульфат магния — 5,8 мМ, нитросиний тетразолий — 200 мкг/мл, фе-
назинметасульфат — 20 мкг/мл, 50 мМ трис-буфер рН 7,6. Смесь для выявления 
изофермеитов ЛДГ: лактат натрия — 1 г, НАД — 30 мг, нитросиний тетразолий — 
40 мг, феназинметасульфат — 7 мг, трис-буфер рН 8,3 — до 100 мл. На столбик ге-
ля наносили 0,2 мл экстракта с содержанием белка 250—300 мкг. Количество белка 
в экстрактах определяли по Лоури [10]. 

Р е з у л ь т а т ы 

Данные об активности исследованных ферментов представлены в таб-
лице. Активность ГК и ЛДГ в миелокариоцитах, представленных и а 6 0 ± 
± 4 , 4 % эритроидными клетками, была существенно ниже активности этих 
ферментов в клетках, представленных преимущественно (92=ЬЗ,9%) эле-
ментами миелоидного ряда. 

Липолитическая активность в эритроидных клетках также была зна-
чительно ниже, чем в миелоидных миелокариоцитах. Активность Г-б-ФДГ 

была одинаковой в эритроидных и миелоидных 
костномозговых клетках. В этом отношении ре-
зультаты наших исследований несколько отли-
чаются от данных Д. С. Симкина [11]. 

При исследовании изоферментного спектра 
ГК не было обнаружено различий для эритро-
идных и миелоидных клеток. На электрофоре-
граммах экстрактов из миелокариоцитов обоих 

видов были выявлены три, реже две фракции 
ГК, располагающиеся в зоне медленных пече-
ночных гексокииаз (рис. 1). При электрофорезе 
экстрактов из костномозговых клеток миелоид-
ного ряда были обнаружены две медленные 
фракции Г-б-ФДГ с низкой активностью и две 
быстрые со значительно более высокой актив-
ностью (рис. 2). Что касается миелокариоцитов, 
представленных преимущественно клетками эри-
троидного ряда, то в 80% исследований актив-
ность быстрых фракций — особенно первой 
фракции — была более высокой, а активность 
одной из медленных — третьей — более низкой 
по сравнению с соответствующими фракциями 
миелоидных клеток (см. рис. 2). И в эритроид-
ных, и в миелоидных миелокариоцитах постоян-
но выявляли фракции Л Д Г , — Л Д Г 4 (рис. 3). 
Фракция ЛДГ5 выявлялась редко, однако в эк-
страктах из миелоидных клеток чаще, чем в эк-
страктах из эритроидных (соответственно в 33 и 
8% исследований). Соотношение активностей 
фракций было также примерно одинаковым: 

ЛДГ, < ЛДГ 2 = ЛДГ3 > ЛДГ 4 , хотя в миелоидных клетках чаще, чем 
в эритроидных, наблюдалась высокая активность ЛДГ 4 . 

Таки1У} образом, в результате исследования активности ГК, Г-б-ФДГ 
и ЛДГ и их изоферментного спектра в эритроидных и миелоидных костно-
мозговых клетках были обнаружены главным образом количественные раз-
личия суммарной активности исследованных ферментов. Качественные раз-
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Рис. 1. Изоферменты Г К 
костного мозга и печени 

кролика. 
Ли Б — изоферменты Г К эри-
троидных и миелоидных миело-
кариоцитов; В — изоферменты 

Г К печени. 



личия, касающиеся характеристики изоферментного спектра, были неве-
лики и относились в основном к особенностям изоферментного состава Г-б-
ФДГ в эритроидных и миелоидных миелокариоцитах. Общность изофер-
ментного спектра эритроидных и миелоидных миелокариоцитов можно рас-
сматривать, по-видимому, как следствие происхождения этих клеток от 

+ 

Рис. 2. Изоферменты Г-б-ФДГ эритроидных (Л) и миелоидных (Б) миело-
кариоцитов и их деиситограмма. 

изофермеитов и различия суммар-
ной ферментативной а ктивности, 
видимо, являются следствием спе-
цифической дифференцировки эри-
троидных и миелоидных элемен-
тов. 

Различия ферментных систем 
эритроидных и миелоидных кост-
номозговых клеток проявляются 
та кже и еод и и а ко вым х а р а ктером 
их реакции на введение гидрокор-
тизона. Активность ЛДГ в мие-
лоидных и эритроидных миелока-
риоцитах не претерпевала каких-
либо изменений после введения 
гормона. Липолитическая актив-
ность резко снижалась в эритроид-
ных, а активность Г-б-ФДГ суще-
ственно повышалась и в эритроид-
ных, и в миелоидных клетках. 
Введение гидрокортизона вызыва-
ло снижение гексокиназной актив-
ности в миелоидных миелокарио-

• L J ^ " Ш 

i; . ; . т 

Рис. 3. Изоферменты Л Д Г клеток костно-
го м о з г а к р о л и к о в . 

А — эритроидные миелокариоциты; В — эритро-
идные миелокариоциты после введения гидрокор-
тизона; В — миелоидные миелокариоциты; Г — 
миелоидные миелокариоциты после введения гид-

рокортизона. 
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цитах, в то время как в эритроидных клетках обнаруживалась тенденция 
к ее повышению (см. таблицу). Таким образом, изменения гексокиназной 
и липолитической активности в эритроидных и миелоидных клетках были 
различными. Изменения суммарной активности Г-б-ФДГ после введения 
гормона обнаружили одинаковую направленность в эритроидных и миело-
идных миелокариоцитах. Исследования изоферментного спектра подтвер-
ждают это заключение. Так, после введения гидрокортизона в обоих ви-

дах костномозговых кле-
ток наблюдалось заметное 
повышение активности обе-
их быстрых фракций 
Г-б-ФДГ, причем наиболь-
ший прирост был присущ 
самой быстрой фракции 
(рис. 4). Активность самой 
м е д л е н н о й ф р а к ц и и 
Г-б-ФДГ после введения 
гормона обнаруживала 
тенденцию к снижению. 
В части опытов (3 из 14) 
выявить эту фракцию не 
удавалось. В отдельных 
случаях (3 из 14 опытов) 
отмечали появление одной 
дополнительной быстрой 
фракции. В изоферментном 
спектре ЛДГ эритроидных 
и миелоидных миелокарио-
цитов в большинстве ис-
следований после введения 
гидрокортизона наблюдали 
повышение интенсивности 
ЛДГ 4 (см. рис. 3). 

Результаты наших ис-
следований согласуются с 
данными В. С. Ильина и 
его сотрудников, устано-
вивших торможение тка-
невых гексокиназ после 
введения гидрокортизона 
[5, 7,12]. Изменений ак-
тивности ЛДГ в миело-
кариоцитах мы не наблю-
дали, было отмечено лишь 
увеличение содержания 
ЛДГ4 . По данным Л. И. 
Цапко и М. С. Усатенко 
[13], торможение ЛДГ и 

уменьшение Л Д Г 4 и Л Д Г 5 выявлялись лишь в красной мышце кролика, 
тогда как в смешанной мышце и печени активность и изоферментный состав 
ЛДГ после введения гормона не изменялись, что не противоречит нашим 
результатам. Полученные нами данные об активации Г-б-ФДГ в эритроид-
ных и миелоидных миелокариоцитах в известной мере подтверждаются рез-
кой активацией пентозного цикла в клетках лимфомы мышей после введения 
г и д р о к о р т и з о н а I б I. 

Проведенное нами исследование изоферментного спектра Г-б-ФДГ и 
ЛДГ свидетельствует о том, что механизм влияния гидрокортизона на ме-
таболизм костномозговых клеток проявляется в индуцировании биосиите-

Рис. 4. Изоферменты Г-б-ФДГ эритроидных миело-
кариоцитов после введения гидрокортизона и их 

деисИтограмма. 
Видна дополнительная быстрая фракция. 
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за определенных изофермеитов. Индуцирующее влияние гормона на быст-
рые фракции Г-б-ФДГ и ЛДГ 4 распространялось и на эритроидные, и на 
миелоидные клетки костного мозга. Это позволяет заключить, что представ-
ление об индуцировании синтеза ферментов гидрокортизоном [14, 15] рас-
пространяется и на клетки костного мозга. 

После введения гормона уменьшалось содержание зрелых форм гра-
нулоцитов в костном мозге. Трудно сказать, в какой степени это явление 
связано с изменениями активности и изоферментного спектра исследованных 
ферментов. 
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ISOENZYME SPECTRA AND ACTIVTIES OF SEVERAL ENZYMES 
FROM ERYTHROIR AND MYELOID CELLS OF RABBIT BONE JMAR ROW 
AND PATTERNS OF THEIR ALTERATIONS UNDER Д Н Е EFFECT 

OF HYDROCORTISONE 

D. I. BeTchenko, V. Yu. Domansky, N. Ya. Khanina 

Chair of Pathophysiology, Medical School, Kalinin 

Rabbit myeloid myelocaryocytes possessed higher activities of hexokinase (HK) and lac-
tate dehydrogenase (LDH) as compared with those of erythroid cells. The lypolytic activity 
was twice as high in myeloid myelocaryocytes as in erythroid ones. Both strains of medullar 
cells did not differ in the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD). But the 
isoenzyme spectra of G6PD varied distinctly in these cells; HK and LDH isoenzyme spectra 
were the same both in myeloid and erythroid cells. The enzymatic activity was altered dis-
similarly in myeloid and erythroid cells after administration of hydrocortisone. In myeloid 
cells the HK activity was decreased, in the erythroid cells — the HK activity tended to in-
crease and the lipolytic activity was decreased. Alterations in the isoenzyme spectra of G6PD 
and LDH, caused by hydrocortisone administration, exhibited similar patterns in myeloid 
and erythroid cells. 

УДК 616.833-002-031. 14-1-616.832-0021-07:[б 16 .154 .8+616 .Зб ] -07 

В. В. Михайлов, Ii. Н. Отдельнова 

БИОГЕННЫЕ АМИНЫ И ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ПЕЧЕНИ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ АЛЛЕРГИЧЕСКОМ 

ЭНЦЕФАЛОМИЕЛИТЕ И ПОСТДИФТЕРИЙНОМ ПОЛИНЕВРИТЕ 
У СОБАК 

Московский медицинский стоматологический институт им. Н. А. Семашко, Саратовский 
медицинский институт 

У собак с экспериментальным аллергическим энцефаломиелитом (ЭАЭ) выявлено уве-
личение содеро/сания гистамина и серотонина в крови бедренной артерии и печеночной вены, 
снижение активности гистаминазы в ткани печени. На фоне дыхательной недостаточности, 
сопровождающей паралитический синдром, в крови и ткани печени возрастало количество 
молочной кислоты (УИ/С) и сниотлось содержание гликогена в печеночной паренхиме. Бром-

469 



сульфалеиновым методом установлено снижение концентрационной и очистительной функ-
ций печени у животных с развившимся ЭАЭ. При постдифтерийных полиневритах (ПДП) 
содержание МК в печеночной ткани и ее сосудистом русле не изменялось. Нарушение желче-
выделительной, концентрационной, очистительной функций печени и изменение уровня 
биогенных аминов были выражены в меньшей степени, чем при ЭАЭ. 

Повреждение соматической и вегетативной нервной системы при пост-
дифтерийных полиневритах (ПДП) и экспериментальном аллергическом 
энцефаломиелите ОАЭ) сочетается с изменением содержания биологиче-
ски активных веществ и гормонов в общем кровотоке и тканях [1—4]. 
Наряду с этим многие авторы отмечают патологические изменения метабо-
лической, экскреторной и других функций печени [5—7]. Основываясь на 
данных о регулирующем влиянии печени на концентрацию биологически 
активных веществ и гормонов в крови 18—10], можно предположить, что 
при демиелинизирующих процессах происходит нарушение их инактивации 
в этом органе. 

В связи с этим представляло интерес выяснить, изменяется ли при 
ПДП и ЭАЭ концентрация биогенных аминов в крови и печени и сочетает-
ся ли это с нарушением ее желчевыделительной и очистительной способ-
ности. 

М е т о д и к а 

Опыты ставили па беспородных собаках обоего пола массой от 8 до 20 кг. ПДП 
воспроизводили по методу Фрика [ И ] путем внутримышечного введения инактиви-
рованного дифтерийного токсина из расчета 0,16 Д Л М на 1 кг массы (1 Д Л М для 
морской свинки составила 0,003 мл). При указанной дозировке первоначальные 
признаки П Д П — неустойчивость походки, парез и атрофия мышц, преимущест-
венно задних конечностей, —отмечались через 20—28 дней после введения токсина. 
Клинические симптомы П Д П наблюдались около 2 нед, после чего животные, как 
правило, в ыздор а вливал и. 

ЭАЭ возникал у собак после введения в подушечки лап и под кожу спины 
энцефалитогениой смеси (гомогената гомологичного спинного мозга с полным стиму-
лятором Фрейнда в соотношении 1 : 1) в количестве 6—9 мл. Через 9—10 дней с 
момента иммунизации появлялись парезы вначале задних конечностей, позднее они 
переходили в пара- и тетраплегию. На этом фоне развивалась дыхательная недоста-
точность и животные на 11 — 12-й день погибали. 

Животных наркотизировали этамииалом натрия (25 мг/кг внутривенно), отпрепаро-
вывали артерию и вены печени для взятия проб крови, одновременно иссекали участок 
ткани печени. Гистамии определяли по методу Кониа и Шора [12], гистаминазу — 
по Шору и соавт. [13], серотоиин — по Шнайдеру и Аксельроду [14], 5 - О И У К — 
по Юденфреиду [15]. Гистамин и серотоиин в крови и тканях определяли на спект-
рофлюориметре (спектр возбуждения 365 им, фильтр УФС-1). Спектр флюоресценции 
выделяли монохроматором, ее интенсивность измеряли с помощью фотоумножителя 
ФЭУ-59, соединенного с усилителем постоянного тока. В ряде опытов у наркотизи-
рованных животных печень замораживали жидким азотом, извлекали участки ткани 
и в них определяли молочную кислоту (МК) по Баркеру и Саммерсону [16], пи-
ровипоградную кислоту по Фридеману и Хаугену [17], гликоген по Зейфтеру и со-
авт. [18]. Очистительную функцию печени исследовали бромсульфалеииовым мето-
дом [19] у неиаркотизированных животных, которым за 5—7 дней до постановки конт-
рольного опыта накладывали фистулу желчного пузыря. Пробы печеночной желчи, 
крови и мочи брали во время эксперимента через каждые 30 мин в течение lV2 ч 
при постоянной концентрации красителя в крови, что достигалось капельной инфу-
зией 5% раствора препарата в одну из вен голени. Результаты этой серии опытов вы-
ражали в процентах к контролю, статистически результаты обрабатывали разност-
ным методом. 

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

В I серии опытов мы решили уточнить, сохраняет ли печень способность 
инактивировать биогенные амины при тяжелом прогрессирующем течении 
энцефаломиелита. Как видно из табл. i и 2, в артериальной крови значи-
тельно увеличивается содержание гистамина и намного меньше — серо-
тонииа. Несмотря на нормальную концентрацию гистамина и снижение со-
держания серотонина в крови, притекающей к печени по воротной вене, в 
крови печеночной вены уровень гистамина повышен, а концентрация се-
ротонина приближалась к таковой в контроле. В ткани печени, наоборот, 
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Т а б л и ц а 1 
Содержание гистамина в печени (в мкг/г) и крови (в мкг/мл), активность гистаминазы (в ед.) печени у собак при ЭАЭ и ПДП 

Группа животных Число опытов 
Гистамин 

Число опытов Активность гист-
аминазы Группа животных Число опытов 

a. femoralis v. heratica v. porta печень 
Число опытов Активность гист-

аминазы 

Контрольная 18 0 , 0 4 + 0 , 0 0 6 0 , 0 2 + 0 , 0 0 4 0 , 0 6 + 0 , 0 0 6 2 , 6 4 + 0 , 3 10 1 2 3 + 6 , 9 

Заболевшие ЭАЭ 10 0 , 2 0 — 0 , 0 3 0 , 0 4 + 0 , 0 0 7 0 , 0 6 + 0 , 0 0 1 2 , 6 5 + 0 , 4 10 9 8 , 1 + 4 , 0 
Р < 0 , 0 0 1 Р < 0 , 0 1 Р > 0 , 0 5 Р > 0 , 0 5 Р < 0 , 0 1 

Не заболевшие ЭАЭ 8 0 , 0 4 — 0 , 0 0 9 0 . 0 3 + 0 . 0 0 9 0 , 0 3 + 0 , 0 0 3 5 , 7 + 0 . 8 10 1 6 6 + 1 5 , 1 
Р > 0 , 0 5 Р > 0 . 2 Р < 0 , 0 0 1 Р < 0 , 0 1 Р < 0 . 0 2 
P i < 0 , 0 0 1 Р х > 0 , 0 5 Рг< 0 , 0 0 1 P i < 0 , 0 1 P i < 0 , 0 1 

Животные с ПДП 10 0 , 0 2 = ^ 0 , 0 0 2 0 , 0 1 4 + 0 , 0 0 1 0 , 0 1 5 + 0 , 0 0 1 3 , 6 5 + 0 , 0 4 10 1 3 9 + 1 0 , 0 
Р > 0 , 0 5 Р > 0 , 0 5 Р < 0 . 0 0 1 Р < 0 , 0 1 Р > 0 , 1 
P i < 0 , 0 0 1 Р х < 0 , 0 5 Р х < 0 , 0 5 Р х < 0 , 0 5 P i < 0 , 0 1 
Р , < 0 , 0 0 1 Р , > 0 , 0 5 Р 2 > 0 , 0 5 Р 2 < 0 , 0 5 Р . , < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: Р — по отношению к контролю; Рх — по отношению к группе собак с ЭАЭ; Р 2 — по отношению к группе со 
бак, не заболевших ЭАЭ. 

Т а б л и ц а 2 
Содержание серотонина в печени (мкг/г) и крови (мкг/мл), экскреция 5-ОИУК (мкг/мл) с мочой при ЭАЭ и ПДП у собак 

Группа животных Число опытов 
Серотоиин 

Число опытов 5-ОИУК Группа животных Число опытов 
a. femoralis v. hepatica v . porfa печень 

Число опытов 5-ОИУК 

Контрольная 17 0 ,20+0 ,02 0 ,15+0 ,01 0 ,30+0 ,02 2 , 9 + 0 , 2 20 6 , 0 + 0 , 3 

Заболевшие ЭАЭ 10 0 ,29+0 ,03 0 ,15+0 ,01 0 , 1 2 + 0 , 0 2 7 , 3 + 0 , 8 10 11 ,7+0.4 
Р < 0 , 0 5 Р > 0 , 1 Р < 0 , 0 2 Р < 0 , 0 0 1 Р < 0 , 0 0 1 

Не заболевшие ЭАЭ со-
Р > 0 , 1 

баки 8 0 ,14+0 ,02 0 , 0 9 + 0 , 0 3 0 , 1 3 + 0 , 0 3 5 , 2 + 0 , 4 8 12 ,2+1 ,6 
Р < 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 Р < 0 , 0 2 Р <0 ,001 Р < 0 , 0 0 1 
Р х < 0 , 0 0 1 Р х > 0 , 0 5 Р х < 0,05 P i < 0 , 0 5 Р х < 0,001 

Животные с ПДП 10 0 ,08+0 ,01 0 ,08+0 .01 0 , 0 9 + 0 , 0 1 6 , 2 + 0 , 8 10 8 , 4 + 0 , 3 
Р <0 ,001 Р < 0 , 0 0 1 Р <0 ,001 Р <0 ,001 Р < 0 , 0 5 
Рг< 0,001 Р х < 0 , 0 0 1 Р х > 0 , 0 5 Р£> 0,05 Рг< 0,001 
Р 2 < 0 , 0 0 1 Р 2 > 0,05 Р 2 > 0,05 Р 2 > 0 , 0 5 Р 2 < 0 , 0 5 



было повышено содержание серотонина. Активность гистаминазы заметно 
снижалась. Одновременно мы наблюдали увеличение экскреции 5-ОИУК 
с мочой. Таким образом, на фоне тяжелого энцефаломиелита ткань печени 
не теряет способности ииактивировать серотоиин, в то время как инакти-
вация гистамина существенно нарушается и его количество в крови, от-
текающей от печени, возрастает. 

Т а б л и ц а 3 
Содержание гликогена, МК, ПК и крови и печени собак при ЭАЭ и ПДП 

Исследуемый 
показатель 

Место 
забора проб Контроль Жи потные 

с ПДП 
Животные 
паболоншиг 

ЭАЭ 

Животные 
не заболев-

шие ЭАЭ 

МК, мг/100 мл Бедренная арте-
рия 8 ,8+0 ,6 9 ,59+0,5 26 ,0+2,9 19,7+2,0 рия 

Р> 0,05 Р <0,001 Р <0,001 
Рл <0,001 Р 2 < 0 , 0 5 

Печеночная вена 10,3+0,7 10,7+1,0 26 ,7+3,2 14,2+1,1 
Р > 0 , 0 5 Р <0,001 Р <0,01 

Р г <0 ,001 Р 2 <0 ,001 
Воротная вена 10,7+0,9 11,3+1,4 26,7+2,2 14,3+1,1 Воротная вена 

Р > 0 , 0 5 Р <0,001 Р <0,01 
Л <0,001 Р 2 < 0 , 0 5 

Печень 10,7+0,8 9 ,6+0 ,6 21 ,4+2,3 14,8+1,3 
Р > 0 , 0 5 Р <0 ,001 Р < 0 , 0 2 

Рг< 0,001 Р 2 < 0 , 0 5 
ПК, мг/100 мл Бедренная арте- 1,9+0,1 2,1 + 0,1 2 ,2+0 ,3 1,5+0,1 

рия Р > 0 , 0 5 Р > 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 
Р 3 > 0 , 0 5 Р 2 < 0 , 0 0 1 

Печеночная вена 2 , 0 + 0 , 3 2 ,0+0 ,1 2 ,0+0 ,2 1,2+0,1 
Р > 0 , 0 5 Р > 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 

P j > 0 , 0 5 Р 2 < 0,05 
Воротная вена 1,9+0,08 2 ,1+0 ,08 1,7+0,2 l,2=t0,08 Воротная вена 

Р > 0 , 0 2 Р > 0 , 0 5 Р <0,001 
P t > 0 , 0 5 Р 2 < 0 , 0 5 

Печень 1,6±0,08 1,4+0,07 0 ,9+0 ,1 1,4+0,1 
Р < 0,05 Р <0 ,01 Р > 0 , 0 5 

Р х <0 ,001 Р 2 < 0 , 0 5 
Гликоген, г% Печень 1,8+0,1 2 ,2+0 ,1 1,3+0,2 3 ,2+0 ,3 

Р < 0 , 0 2 Р < 0 , 0 5 Р <0,001 
Р г <0 ,001 Р.,<0,001 

П р и м е ч а н и е . Число наблюдений в контроле — 15, в опытных сериях — 10. 
Р —достоверность различия по отношению к контролю; Рл —достоверность различия по 
отношению к группе собак с ПДП; Р 2 — достоверность различия по отношению к группе 
собак с ЭАЭ. 

Поскольку паралитический синдром при ЭАЭ осложняется недостаточ-
ностью внешнего дыхания, то можно было предположить, что нарушение 
инактивации биогенных аминов в печени может быть связано с угнетением 
аэробных процессов в ее ткани. В связи с этим мы исследовали содержание 
в крови и ткани печени МК, пировиноградной кислоты (ПК) и гликогена. 
Из табл. 3 видно, что в сосудах печени заметно возрастает количество МК, 
повышается коэффициент МК/ПК, снижается содержание гликогена. Полу-
ченные данные свидетельствуют, что при тяжелом ЭАЭ нарушению обмена 
биогенных аминов сопутствует активация гликолиза и гликогеиолиза в 
печени. 

Известно, что биогенные амины и степень оксигенации крови влияют 
на функциональное состояние печени [20, 21 ], поэтому в следующей серии 
экспериментов мы решили уточнить, насколько изменяется желчевыдели-
тельная, концентрационная и очистительная функция печени у собак, 
страдающих ЭАЭ. Результаты опытов (табл. 4) показали, что на фоне раз-
вития паралитического синдрома у животных появляется феномен исто-
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щения желчевыделеиия — на 
протяжении опыта в каждой 
последующей пробе количе-
ство желчи было меньше, чем 
в контроле. При этом кон-
центрационный показатель и 
клиренс были снижены во 
всех пробах. Указанные на-
рушения можно было рас-
сматривать как результат ды-
хательной недостаточности, 
развивающейся при парали-
че скелетной мускулатуры, 
однако и у незаболевших жи-
вотных, у которых паралити-
ческий синдром не развивал-
ся, в крови и печени также 
заметно увеличивалось содер-
жание МК и несколько сни-
жалось содержание пирувата. 
Но активация гликолиза в 
ткани печени здесь не пре-
пятствовала образованию гли-
когена. При этом содержа-
ние гистамина и серотонина в 
крови не менялось либо сни-
жалось, а их концентрация 
в печеночной ткани повыша-
лась. Несмотря на указан-
ные нарушения, желчевыде-
лительная, концентрационная 
и очистительная функции не 
только не угнетались, но да-
же значительно возрастали. 

Таким образом, измене-
ние содержания биогенных 
аминов и активности анаэроб-
ного гликолиза в печени при 
ЭАЭ, по-видимому, не опреде-
ляют нарушение изучаемых 
функций печеночных клеток; 
последнее связано, вероятно, 
с распространенной демиели-
низацией нервной системы. 
Это обстоятельство побудило 
нас провести исследование на 
модели другого демиелинизи-
рующего заболевания—ПДП, 
характеризующегося повреж-
дением иинервационных при-
боров, в основном мышц зад-
него пояса, и проявляющего-
ся кратковременными паре-
зами мускулатуры этой час-
ти тела без каких-либо явле-
ний асфиксии. Результаты 
опытов показали, что при 
ПДП содержание биогенных 
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аминов в крови не меняется либо снижается, а в печени их концентра-
ция возрастает на фоне несколько повышенной активности гистаминазы. 
У собак, страдающих ПДП, мы не обнаружили каких-либо существенных 
изменений содержания ПК и МК в крови и печени. Тем не менее у всех 
животных мы наблюдали угнетение желчевыделения и снижение концент-
рационной и очистительной функции печени, но оно было выражено в 
меньшей степени, чем при ЭАЭ. 

Таким образом, угнетение желчевыделительной, концентрационной 
функции печени при ЭАЭ и ПДП связаны, по-видимому, с развитием про-
цессов демиелииизации в нервной системе и нарушением нервного влияния 
на этот орган. При этом большая степень поражения функции печени при 
ЭАЭ вызывается, вероятно, воздействием дополнительных факторов, обу-
словленных асфиксией. 
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BIOGENIC AMINES ANR THE FUNCTIONAL STATE OF DOG LIVER TISSUE 
IN EXPERIMENTAL ALLERGIC ENCEPHALOMYELITIS 

AND IN POSTDIPHTHERITIC POLYNEURITIS 

К. V. Mikhailov, N. N. OtdeVnova 

Institute of Stomatology, Moscow, Medical School, Saratov 

Severity of paralytic syndrome correlated with impairments in some functions of liver 
tissue (bile secretion, concentrating and detoxieating capacities) as well as with content of bio-
genic amines, lactic and pyruvic acids in liver and in blood, flowing in and out the liver tis-
sue in dogs with experimental allergic encephalomyelitis and with postdiphtheritic polyneu-
ritis. The alterations observed were due to development of demyelinization in the nerves and 
to the effects of additional factors, caused by insufficiency in external respiration. 
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А. Праьикявичюс, Л. Лукоилявичюс, В.-Я. Йокубаускене 

АЦЕТИЛИРОВЛНИЕ СУЛЬФАНИЛАМИДА И СОДЕРЖАНИЕ 
КОФЕРМЕНТА А В СЕРДЕЧНОЙ МЫШЦЕ И ПЕЧЕНИ 

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ НЕКРОЗЕ СЕРДЕЧНОЙ МЫШЦЫ 

Каунасский медицинский институт 

Окклюзия коронарных артерий в первые сутки подавляет интенсивность ацетилиро-
вания сульфаниламида и уменьшает содержание кофермента (КоА)А в миокарде и печени. 
В течение 1—6 суш после окклюзии ацетилирование сульфаниламида и содержание КоА в 
исследуемых тканях увеличиваются. К 12-м, суткам ацетилирование в миокарде нормали-
зуется, а в печени остается увеличенным,. Содержание КоА колеблется в пределах нормы. 

Интенсивность реакций ацетилирования в тканях зависит как от ко-
личества кофермента (КоА) А, так и от состояния всей сложной ферментной 
системы ацетилирования, компоненты которой распределены во всех час-
тях клетки II, 2]. 

В литературе имеются отдельные работы, освещающие процессы аце-
тилирования и содержание КоА в отдельных органах в норме и при раз-
личной патологии 1.3—8]. Однако сведений об изучении этих показателей 
при развитии некроза сердечной мышцы в доступной нам литературе найти 
не удалось. 

Целью нашей работы является изучение ацетилирования сульфанила-
мида in vivo и содержания КоА в некротической и интактной зонах сер-
дечной мышцы и печени после воспроизведения экспериментального некроза 
сердечной мышцы (ЭНСМ). 

М е т о д и к а 

В работе использовали кроликов-самцов массой 2,5—3,5 кг, находящихся в 
одинаковых условиях вивария. Животные были распределены на 2 группы: в 1-й груп-
пе животных исследовали ацетилирование сульфаниламида in vivo, во 2-й — аце-
тилирование парааминобензойной кислоты (ПАБК) in vitro (определяли содержание 
КоА в тканях). Каждая группа животных была разделена на следующие подгруппы: 
а) интактные животные; б) торакотомированные животные, которых умерщвляли 
через 1, 3, 6, 9, 12 и 24 ч после оперативного вмешательства; в) животные, исследо-
ванные через 1, 3, 6, 9 и 12 ч и 1, 3, 6, 9 и 12 сут после окклюзии коронарной артерии. 

Некроз сердечной мышцы воспроизводили временной (60 мин) окклюзией левой 
нисходящей ветви венечной артерии [9]. Развитие ЭНСМ контролировали электрокар-
диографически и гистологически. 

Об интенсивности ацетилирования судили по ацетилированию сульфаниламида, 
введенного животному внутрибрюшинно. Количество ацетилированного сульфанилами-
да в тканях определяли по методу Хельмрика и соавт., модифицированному Сытин-
ской [10]. С этой целыо животному вводили теплый (45°С) раствор сульфаниламида, 
приготовленный на 1,5% глюкозе, из расчета 30 мг сульфаниламида на 100 г массы. 
Через 30 мин после инъекции кроликов умерщвляли, изучаемую ткань быстро извле-
кали, навеску отмытой от крови ткани измельчали и гомогенизировали в стеклянном 
гомогенизаторе с водой. В гомогенатах тканей определяли количество свободного 
и ацетилированного сульфаниламида. Интенсивность ацетилирования выражали в 
микрограммах ацетилированного сульфаниламида на 1 мг белка, определяемого 
методом Лоури [11]. 

О содержании КоА судили по скорости ацетилирования П А Б К прокипячен-
ным экстрактом исследуемых тканей. Определение проводили по методу Каплаиа и 
Липмана [12] с ранее указанными модификациями [13]. Скорость ацетилирования 
выражали в микрограммах ацетилированной П А Б К на 1 мг белка за 1 мин. 

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

Окклюзия коронарных артерий и развивающийся вследствие этого очаг 
некроза в миокарде нарушают снабжение кислородом сердечной мышцы, 
печени, почек, мозга и других органов [14 ]. В результате этого нарушают-

475 



ся окислительно-восстановительные процессы в тканях, что должно отра-
жаться на реакции ацетилирования и содержании КоА. 

Полученные данные представлены в табл. 1 и 2. Поскольку влияние 
торакотомии на скорость ацетилирования ПАБК до 24 ч является значи-
тельным, то в течение 1 сут за контроль принимали торакотомированных 
животных. 

Т а б л и ц а 1 
Ацетилирование сульфаниламида (в мкг на мг белка за 30 мин) в сердечной мышце и печени 

кроликов при развитии ЭНСМ 

Ацетилированный сульфаниламид 
Длитель- Число Длитель- Число 

ность 
ЭНСМ 

Животные живот- сердечная мышца ность 
ЭНСМ ных 

некротическая зона интактная зона 
печень 

Интакт-
ные 9 — 0,221=1=0,016 0,349=1=0,023 

1 Ч I 6 — 0,226=1=0,021 0,305=1=0,019 
II 6 0,171^0,012 0,162=1=0,014 0,359=1=0,014 

Р <0,01 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 
3 ч I 7 0,254=1=0,018 0,336=1=0,011 

11 7 0,163—0,019 0,214=1=0,015 0,519=1=0,023 
Р <0,01 > 0 , 1 <0,001 

6 ч 1 7 0,257=1=0,009 0,328=1=0,018 
II 7 0,180=1=0,013 0,202=1=0,008 0,529=1=0,015 

Р <0,001 <0,001 <0,001 
9 ч I 7 0,254=1=0,018 0,310=1=0,016 

II 7 0,205—0,014 0,216=1=0,015 0,438=1=0,009 
Р < 0 , 0 5 > 0 , 1 <0,001 

12 ч I 7 0,243=1=0,017 0,321=1=0,020 
II 7 0,212=1=0,014 0,219=1=0,016 0,428=1=0,018 

Р < 0 , 0 5 > 0 , 2 <0 ,01 
1 сут I 7 0,220=1=0,018 0,346—0,019 1 сут 

II 7 0,288=t0,018 0,290=1=0,009 0,418=1=0,021 
Р < 0 , 0 2 <0 ,01 < 0 , 0 5 

3 сут II 7 0,293=1=0,021 0,296=1=0,015 0,534=1=0,034 3 сут 
Р < 0 , 0 2 <0 ,01 <0,001 

6 сут II 7 0,279=1=0,013 0,282=1=0,016 0,487=1=0,015 
Р <0 ,02 < 0 , 0 2 <0,001 

9 сут II 7 0,257=1=0,016 0,264=1=0,015 0,462=1=0,024 
Р > 0 , 1 > 0 , 1 <0 ,01 

12 сут II 6 0,236=1=0,018 0,224=1=0,020 0,489=1=0,007 
Р > 0 , 8 > 0 , 8 <0,001 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: I — животные, у которых была выполнена то-
ракотомия, II — животные с ЭНСМ; Р вычислено по сравнению с контролем. 

В дальнейшем контролем служили интактные животные. 
В течение первых часов после окклюзии коронарных сосудов ацетили-

рование сульфаниламида и содержание КоА как в ишемической, так и в 
интактной зоне сердечной мышцы уменьшаются. Наиболее выраженное 
уменьшение ацетилирования (35,2 и 29,9%) в ишемической зоне миокарда 
происходит через 3—6 ч после воспроизведения ЭНСМ, а в интактной зо-
не — через 1 и 6 ч (28,4 и 21,3% соответственно). В то же время через 6 ч 
содержание КоА в некротической зоне уменьшается на 52,2%, а в итакт-
ной — на 30,9%. К 12-му часу эксперимента наблюдается тенденция к нор-
мализации реакции ацетилирования в обоих зонах миокарда, а к 24-му часу 
интенсивность ацетилирования сульфаниламида у подопытных животных 
становится достоверно повышенной (30,5%). На 3—6-е сутки эксперимента 
интенсивность ацетилирования сульфаниламида и содержание КоА в сер-
дечной мышце остаются достоверно повышенными, а к концу эксперимен-
та возвращаются к контрольным величинам. Аналогичная направленность 
наблюдается и в изменении содержания КоА в сердечной мышце. При этом 
следует отметить, что уменьшение интенсивности ацетилирования суль-
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фаниламида и содержания КоА в первые часы после воспроизведения ЭИСМ 
является более выраженным в ишемической зоне, чем в интактной (рис. 1 
и 2). 

Гипоксия, развивающаяся при ЭИСМ, затрагивает процессы ацетилиро-
вания не только в сердечной мышце, но и в печени, где, по нашим данным, 
интенсивность ацетилирования сульфаниламида в первые часы эксперимен-

Т а б л и ц а 2 

Ацетилирование ПАБК (в мкг на 1 мг белка за 1 мии) в сердечной мышце и печени 
кроликов при развитии ЭНСМ 

Длитель-
ность 

ЭНСМ 
Животные 

Число 
живот-

ных 

Ацетилированная ПАБК 
Длитель-

ность 
ЭНСМ 

Животные 
Число 
живот-

ных 
сердечная мышца 

некротическая зона интактная зона 
печень 

1 Ч Иитакт-
иые 8 — 14,0—0,43 25,0=1=2,01 

1 6 26,7=!= 1,67 41,2=1=0,94 
II 6 22,1=!= 1,99 23,7=!= 1,08 38,6=1=2,04 

Р > 0 , 1 > 0 , 1 > 0 , 2 
3 ч I 6 28,2— 1,21 49,2=1=1,42 

II 7 23,4=^0,50 26,4=!=0,72 43,9=1=1 „48 
Р <0,01 > 0 , 4 < 0 , 0 5 

6 ч I 6 18,6^=2,03 37,6=1=1,67 
II 6 8,87=1=0,48 12,8=t 1,18 23,8=^=2,19 

Р <0,01 < 0 , 0 5 <0,001 
9 ч I 6 20,0=t= 1,45 37,0=1=1,58 

II 7 12,8^:0,39 13,7=^0,55 31,2=1=1,60 
Р <0,001 <0 ,01 < 0 , 0 5 

12 ч 1 6 21,0=1=1,51 38,0=1=0,48 
И 7 17,0—0,71 2l ,8=t l ,01 36,7=1=2,24 

Р < 0 , 0 5 > 0 , 6 > 0 , 6 
1 сут 1 6 14,2=1=2,49 24,8=1=2,80 1 сут 

И 7 10,5=1=0,58 13,5=1=0,43 23,6— 1,71 
Р <0,001 > 0 , 2 > 0 , 6 

3 сут II 8 24,3— 1,97 26,9=!= 4,55 34,1=1=2,98 3 сут 
Р <0,01 < 0 , 0 2 < 0 , 0 5 

6 сут II 7 19,5=t 1,10 19,2=1=2,23 32,1=1=1,38 6 сут 
Р <0,001 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

9 сут II 6 13,1— 1,12 14,2=1=1,32 24,2=1=0,89 9 сут 
Р > 0 , 4 > 0 , 8 > 0 , 8 

12 сут II 8 13,6—1,17 13,2=1=0,85 26,8=1=1,63 12 сут 
Р > 0 , 8 > 0 , 6 > 0 , 4 

та увеличивается (рис. 3). Наиболее активным (на 54,3 и 61,2% выше конт-
роля) процесс ацетилирования становится через 3—6 ч после окклюзии 
коронарных сосудов. Некоторая тенденция к нормализации отмечается че-
рез 24 ч, но в дальнейшем интенсивность ацетилирования сульфаниламида 
опять увеличивается и остается повышенной до конца эксперимента. При 
изучении содержания КоА в печени при ЭНСМ отмечается волнообразное 
его изменение. В первые часы эксперимента наблюдается тенденция к умень-
шению, что наиболее выражено к 6-му часу, где уменьшение составляет 
36,7'%. В дальнейшем содержание КоА возвращается к контрольным вели-
чинам, а на 3-й сутки ЭНСМ повышается на 36,0%. Через 6 сут содержа-
ние КоА увеличивается на 28,8%, а через 9 и 12 сут оно не отличается от 
контроля. 

Так как ацетилирующую способность тканей определяли методом на-
грузки сульфаниламидом с максимальным вовлечением ферментных систем, 
обеспечивающих ацетилирование ароматических аминов, пониженное ко-
личество ацетилсульфаниламида в миокарде может быть обусловлено не-
сколькими факторами, самыми важными из которых являются синтез КоА 
и содержание АТФ, цитрата, ацетата, цистеина и ферментного белка. Рез-
кое уменьшение содержания КоА в сердечной мышце и печени, по-видимо-
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Рис. 1. Изменение содержания КоА (1) и аце-
тилирования сульфаниламида (2) в некроти-
ческой зоне сердечной мышцы после воспро-

изведения ЭНСМ. 

му, может быть обусловлено гипоксией и нарушением обмена веществ в сер-
дечной мышце. Это согласуется с работами авторов, отметивших уменьше-
ние содержания КоА при гипоксических условиях в сердечной мышце и 

печени 115, 16]. При остром 
инфаркте миокарда наблюдает-
ся уменьшение продукции ин-
сулина, содержания макроэргов 
[17], а также изменение содер-
жания катехоламииов 1.18, 19]. 
В то же время установлено, 
что введение крысам адренали-
на вызывает уменьшение содер-
жания КоА в сердце, печени и 
других органах [20]. Исходя 
из этого, можно предположить, 
что гиперкатехоламинемия в 
какой-то степени обусловливает 
уменьшение содержания КоА, 
которое может привести к по-
давлению ацетилирования су-
льфаниламида в миокарде. Не 
исключено также, что при 
ЭНСМ в течение первых часов 
уменьшается и активность ари-
ламинацетилазы сердечной мыш-
цы. 

В остром ишемическом пе-
риоде интенсивность ацетилиро-
вания сульфаниламида в печени 
увеличивалась, в то время как 
содержание КоА уменьшалось. 
Известно, что печень обладает 
большой приспособляемостью к 
действию повреждающих фак-
торов. Вероятно, при гипокси-
ческих условиях печень отве-
чает повышением ацетилирую-
щей способности. 

Усиление ацетилирования 
сульфаниламида в печени пос-
ле окклюзии коронарных арте-
рий может способствовать по-
вышению антитоксической и 
адаптационно-компеисат о р и о й 
функций печени за счет акти-
вации энзиматической системы 
ацетилирования. Вероятно, оп-

ределенное влияние на ацетилирование сульфаниламида и содержание 
КоА оказывает и активация кортико-адреналовой функции при некрозе 
сердечной мышцы. 

Рис. 2. Изменение содержания КоА (1) и аце-
тилирования сульфаниламида (2) в интактной 
зоне сердечной мышцы после воспроизведе-

ния ЭНСМ. 

2 

Рис. 3. Изменение содержания КоА (./) и аце-
тилирования сульфаниламида (2) в печени 

после воспроизведения ЭНСМ. 
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ACETYL AT ION OF SULFANILAMIDE AND CONTENT OF COENZYME A IN HEART 
AND LIVER TISSUE IN EXPERIMENTAL NECROSIS OF HEART MUSCLE 

A. Prashkyavichus, L. Lukoshyavichus, V. N. Yokubauskene 

Medical School, Kaunas 

Sulfanilamide acetylation was inhibited and content of CoA was decreased in myocardium 
and liver tissue within the first day after occlusion of coronary arteries. Within 1-6 days after 
the occlusion the sulfanilamide acetylation and content of CoA were increased in the tissues 
studied; at the 12th day the reactions of acetylation were normalized in myocardium but re-
mained at an increased level in the liver tissue. The content of CoA was similar to the va-
lues found in the normal state. 

УДК 616. 155.392-092.9-07:610.42-008.931:577. 152.322 

А. И. Свирновский, Т. В. Шаманская, В. И. Левин, А. В. Бакун 

НУКЛЕАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ В ЛЕЙКОЗНО ИЗМЕНЕННОЙ 
ЛИМФОИДНОЙ ТКАНИ 

Белорусский научно-исследовательский институт гематологии и переливания крови, Минск 

Изучена активность ДНК-азы / , ДНК-азы / / , РНК-азы 1 и РНК-азы II в тимусе и 
селезенке мышей высоколейкозной линии AKR и низколейкозной С57В1 2- и 6-месячного воз-
раста, а также при спонтанном лейкозе мышей AKR, в селезенке мышей AKR с первой и мно-
гократной генерацией этого лейкоза, в селезенке мышей С57В1 после перевивки им стандарт-
ного штамма лейкоза La. Установлено неоднонаправленное и несопряженное изменение фер-
ментативной активности в процессе развития лейкоза и опухолевой прогрессии. 

Интерес к изучению нуклеаз при опухолевом росте, в частности при 
лейкозах [1—4], определяется их значением в метаболизме нуклеиновых 
кислот 15, 6]. Однако заключение об изменении нуклеазноц активности в 
опухолях и прежде всего о ее снижении базируется на фактах и представ-
лениях, которые нуждаются в дополнительном анализе, возможном при 
получении данных динамического наблюдения за изменением активности 
этой группы ферментов в предопухолевой и опухолевой ткани на различных 
этапах заболевания. В связи с этим мы провели комплексное исследование 
активности ДНК-азы I (деоксирибонуклеат 5'-олигонуклеотидогидролаза, 
КФ 3.1.4.5.), ДНК-азы II (деоксирибонуклеат З'-олигонуклеотидогидро-
лаза, КФ 3.1.4.6), РНК-азы I (рибонуклеат З'-пиримидинолигонуклеоти-
догидролаза, КФ 3.1.4.22) и РНК-азы II (рибонуклеат З'-олигонуклеотидо-
гидролаза, КФ 3.1.4.23) в лимфоидной ткани в процессе становления и 
развития лейкоза, а также в период прогрессии опухолевых свойств лейкоз-
ных клеток. 
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М е т о д и к а 

Опыты выполнены на мышах линии AKR, заболевающих спонтанным лейкозом 
во втором полугодии жизни, и мышах низколейкозной линии С57В1 (400 животных). 
Активность ферментов определяли в гомогенатах тимуса и селезенки 2- и 6-месяч-
ных животных обеих линий (т. е. у здоровых мышей и в предлейкозном для линии 
AKR периоде), при спонтанном лейкозе A K R , в селезенке мышей AKR с лейкозом 
первой генерации, развившимся после трансплантации клеток спонтанного лейкоза 
сингенным животным, а также с длительно пассированным лейкозом, в селезенке мы-
шей С57В1 с перевиваемым штаммом лейкоза La. Эти формы лейкоза характеризуются 
различной скоростью роста составляющих их морфологический субстрат клеток, ко-
торые находятся на разных стадиях опухолевой прогрессии. 

Определение гистогеиетических признаков лейкозных клеток имело важное зна-
чение для установления исходных органов, клетки которых подверглись опухолевой 
трансформации. Тип лейкоза определяли в препаратах, окрашенных по Романовско-
му — Гимзе, и с помощью цитохимических реакций на гликоген, пероксидазу, липи-
ды, кислую фосфатазу, неспецифическую эстеразу, а также с помощью теста цитоток-
сичности путем обработки взвеси лейкозных клеток антисывороткой, содержащей ан-
титела к тета-антигену. 

При спонтанном лейкозе AKR трансформация клеток происходила на уровне 
предшественников тимоцитов. Лейкозные клетки, выделенные из увеличенного тимуса, 
сохраняли на своей поверхности тета-аитиген, характерный для Т-клеток. Аналогич-
ные клетки инфильтрировали селезенку, в которой в 2 раза увеличивалось число тета-
положительных клеток. При пассировании лейкоза в первой и последующей генера-
циях Т-прииадлежность лейкозных клеток сохранялась. Если гликоген при спонтан-
ном лейкозе выявлялся только в 14% клеток селезенки, то в последующих генера-
циях количество PAS-положительных клеток возрастало в 2 и более раз. Эти данные 
также подтверждают лимфоидный тип лейкоза у мышей AKR. Одновременно лейкоз-
ные клетки у мышей AKR, как и у C57BI, давали отрицательные реакции на перок-
сидазу, липиды, кислую фосфатазу и неспецифическую эстеразу. 38% клеток лейко-
за La содержали гликоген в крупногранулярной форме, но не имели на своей поверх-
ности тета-антигена (он выявлялся только у 3% клеток). Это может быть обусловлено 
отсутствием субпопуляционной дифференцировки лимфоидных клеток при этой форме 
лейкоза либо их принадлежностью к клеткам В-типа. 

В основу определения активности нуклеаз положен метод [7] с модификациями 
применительно к объекту исследования [8]. О нуклеазной активности судили по на-
коплению в гомогенатах кислоторастворимых продуктов ферментативного распада 
добавленных в пробы Д Н К или Р Н К . Использовали препараты высокомолекулярной 
Д Н К из эритроцитов цыплят (фирма «Reanal», Венгрия) и препараты дрожжевой Р Н К 
(фирма «Sigma», США). Последние перед опытом очищали [9]. Для определения Д Н К - а з 
использовали 5% водные гомогенаты тканей, для определения Р Н К - а з — 2 , 5 % го-
могеиаты. Содержание Д Н К в пробах 0,23 мг/мл, Р Н К 0,3%. Пробы инкубировали 
30 мин при 37 С в фосфатном буфере рН 5,6 или 7,8 для Р Н К - а з и в трис-буфере 
рН 7,5 или ацетатном буфере pIT 5,5 для Д Н К - а з . В трис-буфер вносили ионы 
магния. При определении РНК-азиой активности реакцию останавливали с помощью 
0,75% раствора уксуснокислого уранила в 25% хлорной кислоте, при определе-
нии Д Н К - а з —добавлением 12% хлорной кислоты. В контроле гомогенаты и нуклеи-
новые кислоты инкубировали раздельно. Расчет вели по приросту поглощения в 
пробах при 260 им на 1 мг белка, который определяли по Лоури [10]. 

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

Активность ДНК-азы I в тимусе мышей AKR в предлейкозном периоде 
повышается в 2 раза по сравнению с ее величиной у 2-месячных животных 
(см. рисунок). Сопоставление с аналогичными данными у мышей низколей-
козной линии, у которых активность фермента достоверно не изменяется, 
позволяет считать, что наблюдаемые сдвиги обусловлены не просто возраст-
ными изменениями в тимусе, а характерны для предлейкозного периода. 
Еще больше увеличивалась активность ДНК-азы I в тимусе при спонтанном 
лейкозе, свидетельствуя о том, что лейкозиая трансформация клеток ти-
муса сочетается с повышением активности фермента. Этому заключению не 
противоречит факт снижения активности фермента в селезенке по мере при-
ближения к заболеванию лейкозом и при уже развившемся лейкозе, так 
как при спонтанном лейкозе происходит, как уже отмечалось, инфильтра-
ция селезенки, в которой в норме обнаруживается высокая активность 
ДНК-азы I, клетками тимусного происхождения с более низкой фермен-
тативной активностью. По-видимому, различия, обнаруживаемые в норме 

480 



между двумя лимфоидными органами, отражают функциональную и био-
химическую гетерогенность сходных в морфологическом отношении кле-
ток тимуса и селезенки. Этот вывод базируется и на проведенных ранее ис-
следованиях других биохимических показателей, изменяющихся в процес-
се развития экспериментального лейкоза [11]. 

В период опухолевой прогрессии (при многократно пассируемых лей-
козах AKR и С57В1) активность ДНК-азы I в селезенке возрастает, од-
нако и в этих случаях она не отличается достоверно от активности фер-
мента в нормальной селезенке. Вместе с тем следует специально подчерк-
нуть наличие достоверной обратной корреляции между активностью фер-
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генерацией лейкоза; 8 — селезенка мышей AKR с многократно пассируемым лейкозом; 9 и 10 — 
соответственно тимус и селезенка 2-месячных мышей C57BI; 11 и 12 — тимус и селезенка 6-месячных 

мышей C57B1; 1'д — селезенка мышей C57B1 с перевитым лейкозом La. 

мента и размерами лейкозной инфильтрации в тимусе (г = 0,567; Р < 0,05) 
и селезенке (г = 0,656; Р < 0,05) при спонтанном лейкозе, в селезенке мы-
шей AKR при длительно пассируемом лейкозе (г = 0,664; Р < 0,05) и в 
селезенке мышей С57В1 при лейкозе La (г = 0,782; Р < 0,01). 

Активность ДНК-азы II в предлейкозном периоде у мышей AKR су-
щественно не изменяется, но повышается при спонтанном лейкозе, а затем 
в процессе опухолевой: прогрессии снижается до нормальных величин. 
При быстро развивающемся лейкозе La, клетки которого в течение более 
длительного времени подвергались опухолевой прогрессии, активность ДНК-
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азы II оказалась ниже нормального уровня. Однако и здесь отмечается об-
ратная корреляция между активностью фермента и массой лейкозно из-
мененной селезенки (г • 0,836; Р < 0,001). 

Резко выраженные различия в активности щелочной РНК-азы в тиму-
се и селезенке 2-месячиых мышей AKR обусловили неодинаковую степень 
ее изменения в этих органах и при спонтанном лейкозе. Важно подчеркнуть, 
что в тимусе не наблюдалось достоверных изменений активности фермента 
ни в предлейкозном периоде, ни при спонтанном лейкозе. Правда, нуж-
но отметить, что по мере старения у мышей С57В1, не заболевших лейкозом, 
активность этого фермента повышается. Снижение активности щелочной 
РНК-азы в лейкозно измененной селезенке очень велико. Однако при всех 
формах лейкоза у мышей AKR констатирована обратная достоверная кор-
реляция между величиной органа и активностью фермента (для тимуса г = 
— 0,515; Р < 0,1, для селезенки г = 0,775; Р < 0,01 при спонтанном лей-
козе; для селезенки мышей с первой генерацией лейкоза г = 0,700; Р < 
С 0,05 и для селезенки с длительно пассируемой генерацией лейкоза г = 

0,719; Р С 0,05). У мышей С57В1 с лейкозом La корреляция, наоборот, 
была положительной (г = 0,711; Р < 0,05). Если сравнивать активность 
щелочной РНК-азы в селезенке мышей AKR с многократной генерацией 
лейкоза, имеющего тимусное происхождение, с активностью ее в ткани 
нормального тимуса, то различия оказываются минимальными. 

Активность кислой РНК-азы в тимусе мышей AKR с возрастом не по-
вышается, как это наблюдается у мышей низколейкозной линии, у которых 
возрастная атрофия тимуса сочетается с ростом РНК-азной активности в 
этом органе. Однако активность кислой РНК-азы возрастает в тимусе мы-
шей AKR при спонтанном лейкозе, но не изменяется в селезенке. В про-
цессе опухолевой прогрессии активность фермента отчетливо снижается, 
что подтверждается и очень низкой активностью его в селезенке при лейкозе 
La, преобладающая часть клеток которого находится в митотическом цикле. 

Таким образом, изменение активности нуклеаз в лимфоидиой ткани в 
процессе опухолевой трансформации и прогрессии происходит не всегда 
однонаправленно и сопряженно. Это определяется их многообразной ролыо 
в регуляции обмена нуклеиновых кислот, зависит от стадии процесса, часто 
от размеров органов, клеточного цикла и от сопоставления с соответст-
вующими исходными величинами. 
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NUCLEASE ACTIVITY IN LEUKEMIC LYMPHOID TISSUE 

A. / . Svirnovsky, Т. V. Shimanskaya, V. I. Levin, A. V. Bakun 

Institute of Hematology and Blood Transfusion, Minsk 

Activities of DNAase I, DNAase II, RNAasc I and RNAasc II were altered in lym-
phoid tissue during development of lymphoid leukosis in mice of AKR strain, during survival 
of the leukemic cells as well as in leukemic spleen tissue of mice C57BI with transplantable 

482 



I 
eukosis La. The enzymatic activity correlated with the step of the process, the rate of leu-

kemic cells proliferation, with dimensions of organs. Variations in the enzymatic activity, 
as compared with normal state, were dissimilar in development of leukosis; activity of the 
enzymes was either increased or decreased apparently due to their multiple functions in meta-
bolism of nucleic acids. 

УДК 616.13-004.6-07:616.153.963'915-074 

E. H. Левашова, H. M. Лобова 

РАСЩЕПЛЕНИЕ ЛИПОПРОТЕИДЛИПАЗОЙ ФРАКЦИИ 
ЛИПОПРОТЕИДОВ ОЧЕНЬ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ 

ИЗ СЫВОРОТКИ КРОВИ ЗДОРОВЫХ И БОЛЬНЫХ 
АТЕРОСКЛЕРОЗОМ ЛЮДЕЙ 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Институт кардиологии 
АМН СССР им. А. Л. Мясиикова, Москва 

Изучали расщепление in vitro липопротеидлипазой фракции липопротеидов очень низ-
кой плотности (Л О МП) с Sf 100—400 S сыворотки крови больных атеросклерозом и здоровых 
людей. У значительной части обследованных больных обнаружено уменьшение интенсивности 
расщепления фракции ЛОНП по сравнению с интенсивностью расщепления этой фракции 
у здоровых лиц. Низкие уровни расщепления ЛОНП чаще всего наблюдались у больных с по-
вышенной концентрацией ЛОНП в сыворотке крови. Высказано предпололсение о неравномер-
ном увеличении содержания отдельных компонентов, входящих в состав фракции ЛОНП 
с Sf 100—400 S, при гиперлипопротеидемии. 

В патогенезе атеросклероза существенную роль играют липопротеиды 
плазмы крови. Показано, что липопротеиды, относящиеся к классам очень 
низкой плотности (ЛОНП) и низкой плотности (ЛИП), могут проникать в 
стенку сосудов и откладываться там, принимая участие в формировании ате-
роматозных бляшек [1—3]. Не исключена возможность того, что одним из 
факторов, способствующих отложению липопротеидов, может являться из-
менение состава фракций липопротеидов в целом или отдельных их ком-
понентов. Имеющиеся в литературе данные по этому вопросу немногочислен-
ны и неоднозначны 14—8.1. Наличие подобных изменений должно сказаться 
на характере расщепления липопротеидов соответствующими липазами. 
Поэтому мы предприняли сравнительное изучение in vitro гидролиза липо-
протеидлипазой ЛОНП (sf 100—400 S) сыворотки крови больных атеро-
склерозом и здоровых людей. Предварительное сообщение об этой работе 
было опубликовано ранее 19]. 

М е т о д и к а 

Исследование проводили у 62 больных атеросклерозом коронарных артерий 
мужчин в возрасте от 30 до 62 лет, находившихся на лечении в клинике Института 
кардиологии АМН СССР им. А. Л. Мясиикова. Основанием для диагноза атеро-
склероза коронарных артерий служили типичные приступы стенокардии, перенесен-
ный инфаркт миокарда, подтвержденный ЭКГ, а также данные коронароаигиографии. 
У больных не отмечалось признаков недостаточности кровообращения и исключались 
заболевания, дающие вторичную гиперлипопротеидемию (ГЛП), — диабет, гипоти-
реоз, нефротический синдром, алкоголизм. Обследованные находились на обычной 
для них диете (стол № 10 по Певзиеру) и не получали каких-либо препаратов, влия-
ющих на уровень липидов в крови. Кровь для исследования брали вне приступов 
стенокардии и не ранее чем через 4—6 мес от момента перенесенного инфаркта. 
Контрольную группу составили 22 донора (мужчины в возрасте 25—35 лет), признан-
ные практически здоровыми при амбулаторных обследованиях. У доноров отсутство-
вали клинические признаки атеросклероза и такие риск-факторы, как гипертония, 
ожирение, ГЛП. 

У больных и здоровых мужчин определяли содержание отдельных классов 
липопротеидов в сыворотке крови с помощью аналитического ультрацеитрифугирова-
ния [10] и при наличии ГЛП классифицировали ее по Фредриксону [11]. Резуль-
таты исследований показали, что из 62 больных у 11 была ГЛП типа 11а, у 23 — 
типа 116, у 17 — типа IV. У 11 больных ГЛП отсутствовала. 
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Фракцию Л О Н П с s/ 100—400 S выделя-
ли препаративным ультрацентрифугированием 
по Густафсону [12]. Чистоту выделенной фрак-
дни проверяли с помощью аналитического уль-
трацентрифугирования. Концентрацию фракции 
Л О Н П определяли по площади пиков на диаг-
раммах флотации [13]. Липопротеидлипазу выде-
ляли из постгепариновой плазмы крыс путем 
образования комплекса с субстратом (интрали-
пидом) и последующей солгобилизации фермен-
та, как описано у Филдинга [14]. Был получен 
фермент с удельной активностью 6—8 ед. на 1 мг 
белка. Об интенсивности расщепления Л О Н П 
судили по количеству микромоль свободных 
жирных кислот, образующихся за 20 мин реак-
ции, с помощью рН-стата фирмы «Радиометр» 
при рН 8,0 и 37°С. Титрование проводили 
0,02 и. NaOH. В ячейку прибора вносили 2,7 мл 
0,145 М NaCl, подщелоченного до рН 8,0 и со-
держащего 140 мг бычьего сывороточного аль-
бумина. Туда же добавляли 0,7 мл раствора 
Л О Н П (1 мг). Устанавливали рН инкубацион-
ной смеси равным 8,00 с помощью 0,1 и. 
NaOH. Расщепление липопротеидов начинали, 
добавляя в пробу 0,1 мл раствора фермента с 
активностью 0,12 ед. Общий объем смеси со-
ставлял 3,5 мл. Активность фермента определя-
ли в аналогичных условиях, но субстратом при 
этом служил иитралипид, активированный сы-
вороткой крысы [15], в количестве 24 мг три-
глицеридов на 1 мл инкубационной смеси, как 
указано ранее [16]. За единицу активности фер-
мента принимали его количество, которое осво-
бождает 1 мкмоль свободных жирных кислот за 
1 мин при расщеплении активированного интра-
липида. 

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

Из таблицы следует, что уровень рас-
щепления фракции ЛОНП, полученных от 
больных атеросклерозом, достоверно ниже 
такового у здоровых людей. Правда, ис-
следованные группы больных атероскле-
розом и здоровых отличаются по возрасту. 
Мы не могли подобрать группу доноров, 
соответствующую по возрасту группе боль-
ных, так как у людей старше 40 лет трудно 
без специальных ангиографических иссле-
дований исключить бессимптомно проте-
кающий атеросклероз. В связи с этим 
можно было бы предположить, что наблю-
даемые в условиях наших экспериментов 
различия в уровнях расщепления ЛОНП 
связаны с возрастными изменениями их 
свойств. Однако мы не выявили какой-ли-
бо связи между возрастом и интенсивно-
стью расщепления ЛОНП липопротеидли-
пазой. Вместе с тем у больных с различ-
ными типами ГЛП снижение уровня рас-
щепления выражено неодинаково. Наи-
большее снижение интенсивности расщеп-
ления ЛОНП наблюдалось у больных с 
ГЛП типа IV и Пб, т. е. у больных с по-



вышенными концентрациями ЛОНП в сыворотке крови, меньшее сниже-
ние — у больных с нормальными концентрациями ЛОНП (без ГЛП и с ГЛП 
типа Па). При этом снижение расщепления было статистически мало зна-
чимым. 

Рассмотрение гистограмм частоты встречаемости лиц с определенным 
уровнем расщепления ЛОНП показывает, что примерно у половины обсле-
дованных больных имеют место такие уровни расщепления (см. рисунок, 
А — В)у которые не наблюдаются у здоровых (см. рисунок, Г). Наиболее 
часто низкие уровни расщепления ЛОНП наблюдаются у больных с ГЛП 
типа IV и 116 (см. рисунок, Б я В). Низкие уровни расщепления ЛОНП 
реже всего встречаются у людей с нормальными концентрациями ЛОНП 
в сыворотке крови — больных без ГЛП и 
с ГЛП типа На (см. рисунок, А). Сниже-
ние гидролиза триглицеридов в ЛОНП 
может быть обусловлено изменением соста-
ва и структуры мицелл ЛОНП, изменением 
в этих липопротеидах количественного со-
отношения активаторов или ингибиторов 
фермента. Однако фракция ЛОНП сильно 
гетерогенна и однозначное решение этого 
вопроса встречает принципиальные труд-
ности. Тем не менее обращает на себя 
внимание то, что уменьшение степени гид-
ролиза ЛОНП наблюдается у людей с 
повышенной концентрацией этой фракции 
липопротеидов в сыворотке крови. В свя-
зи с этим можно допустить, что при уве-
личении концентрации ЛОНП в сыворот-
ке крови повышение содержания отдель-
ных компонентов ЛОНП происходит не-
равномерно и поэтому изменяется соот-
ношение активаторов и ингибиторов ли-
попротеидлипазы, входящих в состав этой 
фракции. Действительно, в состав ЛОНП 
входят компоненты, одни из которых яв-

Частота встречаемости (в %) отдельных уровней 
расщепления Л О Н П с sу 100—400 S липопроте-
идлипазой у больных атеросклерозом и доно-

ров. 
По оси абсцисс—количество жирных кислот (в мкмоль), 
освобождающихся за 20 мин гидролиза ЛОНП липопро-
теидлипазой. А — больные без ГЛП и с ГЛП типа Па; 
Б — больные с ГЛП типа Пб; В — больные с ГЛП типа 
IV; Г — доноры. Заштрихованы гистрограмма доноров и 
соответствующие ей участки на гистограммах больных. 

ляются активаторами липопротеидлипазы, а другие — ингибиторами. В 
частности, Ла Роза и соавт. 117], Браун и соавт. 118], а также Хэйвел 
и соавт. [19] показали, что апопротеид С„ ЛОНП активирует, а апоп-
ротеид СП1 ингибирует липопротеидлипазу. Высказанное предположение 
согласуется сданными Карлсона [20], который показал, что у людей с ГЛП 
типа IV и V относительное содержание апопротеида С1П во фракции 
ЛОНП больше, а относительное содержание апопротеида С и меньше, 
чем у людей без ГЛП. При сравнении ЛОНП здоровых людей и людей с 
ГЛП IV и V типов было обнаружено уменьшение соотношения апо-
Сц/апо-Cm во фракции ЛОНП с увеличением содержания фракции 
ЛОНП в сыворотке крови. 

Выражаем глубокую благодарность проф. Е. Н. Герасимовой и проф. 
В. О. Шпикитеру за ценные советы и постоянное внимание к данной ра-
боте. 
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CLEAVAGE OF THE FRACTION OF VERY LOW DENSITY LIPOPROTEINS, 
CATALYZED BY LIPOPROTEIN LIPASE, FROM BLOOD SERA OF NORMAL PEOPLE 

AND OF PATIENTS WITH ATHEROSCLEROSIS 

E. N. Levitova, N. M. Lobova 
Institute of Biological and Medical Chemistry, A. L. Myasnikov Institute of Cardiology, 

Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

In vitro experiments showed that blood sera of the patients with atherosclerosis contained 
rather often the fraction of very low density lipoproteins (VLDL) with s/ 100-400 S, wicli 
were cleaved by the lipoprotein lipase at the decreased rate as compared with that of normal 
people. The decrease in cleavage of the VLDL fraction was usually observed in patients with 
the increased concentration of the lipoprotein fraction in blood sera. These data suggest that 
separate constituents occurring, in the VLDL fraction (s/ 100-400 S) may be nonuniformly 
increased in hyperlipoproteinemia. 

УДК 012.172.015.1-06:612.275.1 

Ф. 3. Меерсон, M. Г. Пшенникова, Л. П. Голубева, 
Е. Янишевски, Э. Г. Краузе, А. Волленбергер 

ВЛИЯНИЕ АДАПТАЦИИ К ВЫСОТНОЙ ГИПОКСИИ И]ХОЛОДУ 
НА АКТИВНОСТЬ АДЕНИЛЦИКЛАЗЫ МИОКАРДА* КРЫС 

Лаборатория патофизиологии сердца Института общей патологии и патологической физио-
логии АМН СССР, Москва; Отдел клеточной и молекулярной кардиологии Центрального 
института исследования регуляции сердца и кровообращения АН ГДР, Берлин-Бух, ГДР 

Базальнал активность аденилциклазы сердечной мышцы крыс, адаптированных к хо-
лоду, увеличена, а крыс, адаптированных к высотной гипоксии, не отличалась от конт-
роля. Способность аденилциклазы активироваться норадреналином, фторидом натрия и 
5-гуанилилимидоди,фосфатом оказалась в значительной степени сниженной у крыс, адапти-
рованных к обоим факторам среды. 

Роль аденилциклазной системы в регуляции функций организма и, в 
частности, сократительной функции сердца известна II—31. Однако из-
менения активности этой системы в процессе адаптации к факторам внешней 
среды мало изучены. Так, активность аденилциклазной системы сердечной 
мышцы при адаптации к высотной гипоксии и холоду не исследована. 
Между тем физиологические данные об изменении адренергической регу-
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ляции сердца при обоих этих состояниях 14, 51 позволяют думать, что ада-
птация может существенным образом влиять на аденилциклазную систему 
сердечной мышцы. 

В настоящей работе изучали активность аденилциклазы сердечной мыш-
цы у крыс, адаптированных к высотной гипоксии и холоду, а также влия-
ние па эту активность норадреналина, фторида натрия (NaF) и деривата 
ГТФ 5'-гуанилилимидодифосфата [ГФФ (NH)O I. Для этой цели исполь-
зовали фракцию грубых частиц гомогената миокарда, которая содержала 
аденилциклазный комплекс рецептор — фермент, способный активировать-
ся катехоламинами и другими стимуляторами. 

М е т о д и к а 

Работа проведена на белых беспородных крысах-самцах в возрасте 3—4 мес, 
разделенных на 3 группы. 1-я группа — крысы, адаптированные к высотной гипоксии 
в барокамере 5 раз в неделю по 6 ч в день в течение 5—б нед на «высоте» 6000 м 
над уровнем моря; данная «высота» достигалась постепенно в течение первых 5 дней 
адаптации. 2-я группа — крысы, адаптированные к холоду в помещении с темпера-
турой около 0°С (от + 3 ° С до —2°С) в течение 38 дней; длительность ежедневного 
пребывания животных в этом помещении увеличивали постепенно от 30 мин до 5 ч 
в течение первых 18 дней адаптации. В последующие 20 дней длительность ежеднев-
ной адаптации составляла 5 ч. 3-я группа — контрольные крысы, не подвергавшиеся 
действию изучаемых факторов. 

Д л я определения активности аденилциклазы сердечной мышцы ткань желудочков 
сердца гомогенизировали при 0°С в течение 4 с в гомогенизаторе «Ultra-Turrax» (ФРГ) 
и затем с помощью ступенчатого центрифугирования получали фракцию грубых 
частиц миокарда [6]. В этой фракции определяли активность аденилциклазы [7]. 
Модифицированная инкубационная среда для определения активности фермента в ко-
нечном объеме 150 мкл имела состав: 40 мМ трис-HCl, рН 7,5, 5,5 мМ К О , 15 мМ 
MgCI2, 8 мМ фосфоэнолпируват, 20 мкг пируваткиназы, 2 мМ цАМФ, 8 мМ амипофил-
лин, 1,5 мкг сывороточного альбумина человека, 0,4 мМ. 14С-АТФ (1—3 мКи/мМоль), 
фракция частиц миокарда (200—400 мкг белка). Реакцию вели 15 мин при 30°С и 
прекращали 3-минутным нагреванием. Образующийся 14С-цАМФ определяли по ме-
тоду Кришна и соавт. [8]; для оценки выхода использовали 8Н-цАМФ. Радиоактивность 
регистрировали с помощью сцинтилляторного счетчика фирмы LKB (Швеция). Белок 
определяли по методу Лоури и соавт. [9]. Используемые вещества: норадреналин 
гидрохлорид (фирма «Schucnardt», ФРГ); пируваткиназа, цАМФ, фосфоэиолпируват 
и ГФФ (ЫН)Ф (фирма «Boehringer, Mannheim», ФРГ); 3Н-цАМФ и 14С-АТФ (фирма 
«Amercham», Англия). 

Р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и я 

В таблице представлены данные об исходной активности аденилцикла-
зы миокарда и ее изменениях при действии эффективных стимуляторов в 
дозах, вызывающих максимальную активацию фермента. Из таблицы сле-
дует, что базальная активность аденилциклазы миокарда при адаптации к 
холоду существенно увеличена по сравнению с контролем, а при адапта-
ции к высотной гипоксии, напротив, имеет тенденцию к снижению. При 
действии высокой концентрации (10~4 М) норадреналина прирост активно-
сти фермента в абсолютных величинах (в пикомолях цАМФ) при адаптации 
к холоду уменьшен примерно на одну треть, а при адаптации к гипок-
сии — в 2 раза по сравнению с контролем. 

В результате максимально достижимый уровень активности фермента 
при действии высокой концентрации норадреналина оказывается при адап-
тации к холоду увеличенным, а при адаптации к гипоксии — уменьшенным 
по сравнению с контролем. При действии других эффективных стимуля-
торов — фторида натрия и ГФФ (NH)O — прирост активности аденил-
циклазы у адаптированных к холоду животных существенно не отличается 
от контроля, однако вследствие высокой базальной активности фермента ма-
ксимально достижимый уровень его активности в этом случае, как и при 
действии норадреналина, существенно выше, чем в контроле (см. таблицу). 

У животных, адаптированных к гипоксии, прирост активности аденил-
циклазы миокарда в ответ на действие NaF и ГФФ (М-])Ф оказался умень-
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шейным примерно в 3 и 2Ч2 раза соответ-
ственно, и в результате максимально 
достижимый уровень активности фер-
мента был снижен примерно в 1V2—2 
раза по сравнению с контролем (см. 
таблицу). 

На рисунке представлена зависи-
мость стимулирования аденилциклаз-
ной активности миокарда иорадренали-
номот концентрации этого медиатора. 
Видно, что полумаксимальная актива-
ция фермента для контрольных живот-
ных достигается при концентрации 
1,2+0,1 • 10"7 М. Для фермента из мио-
карда крыс, адаптированных к высотной 
гипоксии, эта величина достигается при 
концентрации норадреналина 9,7-10"7М 
и для фермента из миокарда крыс, 
адаптированных к холоду, — при кон-
центрации 4-10"6 М, т. е. при концент-
рации норадреналина, примерно в 30 
раз большей, чем концентрация, необ-
ходимая для такой же активации фер-
мента в контроле. 

Таким образом, при обоих изучае-
мых вариантах адаптации активиру-
емость аденилциклазы миокарда в оп-
ределенной степени снижена по срав-
нению с контролем. Однако при адапта-
ции к холоду это явление реализуется 
в условиях повышенной базальной ак-
тивности фермента, поэтому сочетается 
с увеличением уровня его максимальной 
активности при действии естественного 
стимулятора норадреналина. При адап-
тации к гипоксии снижение активируе-
мости аденилциклазы миокарда проис-
ходит на фоне субнормальной или нор-
мальной базальной активности и поэ-
тому сочетается со значительным сни-
жением уровня максимальной актив-
ности фермента при действии норад-
реналина. 

О б с у ж д е н и е р е з у л ь т а т о в 

При действии холода и увеличенном 
высвобождении норадреналина из окон-
чаний симпатических нервов возникает 
адаптационная реакция, приводящая к 
росту интенсивности метаболизма и нап-
равленная на поддержание нормальной 
температуры тела [10, 11]. Показано, 
что в механизме этого увеличения теп-
лопродукции наряду с повышенным вы-
делением катехоламинов определенную 
роль может играть увеличение актив-
ности аденилциклазы в тканях. Ис-
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следование синтеза цАМФ в жировой ткани и скелетных мышцах 
при адаптации к холоду показало, что в начальной стадии адапта-
ции способность аденилциклазы из скелетной мышцы активироваться 
катехоламинами и NaF повышена при неизменной величине базаль-

Зависимость активации аденилциклазы 
миокарда норадреналином от концентра-

ции медиатора. 
По оси ординат — активность аденилциклазы в 
относительных величинах; по оси абсцисс — мо-
лярная коп пдчпра цп я порадрспалнпа. Мри нычке-
лен ии активности максимальную активность при 
стимуляции норадреналином ( У м а к с ) принимали 
за 1; из величин активности фермента,получен-
ных при действии возрастающих концентраций 
норадреналина, вычитали величину базальной 
активности (1/0, см. таблицу). Каждая точка — 
среднее из 6 опытов. Вертикальные черточки — 
квадратичная ошибка среднего. Зависимость ак-
тивности фермента от концентрации лигаида вы-
числяли в соответствии с отношением Михаэли-
са — Ментеи. / — контроль, 2 — адаптация к 

гипоксии, 3 — адаптация к холоду. 

ной активности; при более длительном действии холода эта способность 
нормализуется [11, 12]. Наши данные свидетельствуют, что в сердечной 
мышце при сформировавшейся адаптации к холоду наблюдаются выражен-
ное увеличение базальной активности аденилциклазы, некоторое снижение 
ее активируемости норадреналином и значительное увеличение максималь-
но достижимого уровня активности фермента при действии высоких концент-
раций этого медиатора. Очевидно, что сердце не играет существенной роли 
непосредственно в процессе генерации тепла, и роль этого органа в адап-
тации к холоду определяется тем, что он обеспечивает совоевремениое 
возрастание минутного объема, необходимое для доставки к тканям увели-
ченного количества кислорода. В связи с этим можно думать, что высокий 
уровень базальной активности аденилциклазы миокарда играет роль в той 
стационарной мобилизации сократительной функции сердца, которая яв-
ляется компонентом адаптации к холоду. 

В настоящее время трудно решить, что лежит в основе наблюдаемого 
нами снижения способности аденилциклазы миокарда адаптированных к 
гипоксии животных стимулироваться норадреналином — уменьшение ин-
тенсивности связывания этого медиатора (З-адренорецепторами или снижение 
чувствительности к катехоламинам самой системы рецептор — фермент 113 1. 
При оценке полученных данных следует иметь в виду, что у животных в 
исследуемой стадии адаптации к гипоксии, как показали результаты про-
веденных ранее физиологических исследований, имеет место увеличенное 
влияние на сердце адренергического звена регуляции. Это проявляется в 
виде увеличения основных параметров сократительной функции сердца по 
сравнению с контрольным уровнем и снимается блокатором Р-адренорецеп-
торов пропранололом [14]. В условиях такого повышенного симпатико-
адреналового влияния на сердце выход катехоламинов в кровь и поступ-
ление в миокард из нервных окончаний увеличены. Эти данные дают воз-
можность полагать, что значительная часть адренорецепторов миокарда за-
нята эндогенным медиатором и не реагирует с добавляемым экзогенным 
медиатором. Известно, что после инкубации эритроцитов в присутствии 
больших концентраций изопротеренола выделенная из них аденилциклаза 
обладает сниженной чувствительностью к подобным симпатомиметикам [13]. 
Авторы объясняют это уменьшением количества свободных пунктов связы-
вания на адренорецепторах. Однако неясно, может ли реализоваться ана-
логичная ситуация при адаптации. Для выяснения механизма обнаружен-
ного нами снижения ответа аденилциклазного комплекса на норадреналин, 
NaF и ГФФ (№~1)Ф в условиях in vitro необходимы изучение действия ка-
техоламинов на содержание и синтез цАМФ в интактном сердце адаптиро-
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ванных животных, а также определение стабильности комплекса рецептор — 
фермент. Такого рода исследования выполняются нами в настоящее время. 
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EFFECT OF ADAPTATION ТО HIGH ALTITUDE HYPOXIA'AND COOLING 
ON ACTIVITY OF ADENYLATE CYCLASE FROM RAT MYOCARDIUM 

F. Z. Meerson, M. G. Pshennikova, L. Yu. Golubeva, E. Yanishevsky, E. G. Krause, 
A. Vollenberger 

Laboratory of Heart Pathophysiology, Institute of General Pathology and Pathophysiology, 
Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow, Department of Cellular and Molecular 
Cardiology, Central Institute for Investigation of the Heart and Circulation Regulation, 

Academy of Sciences of the GDR, Berlin-Buch 

Activity of adenylate cyclase from heart muscle was increased in rats adapted to cooling 
as compared to control animals; the enzymatic activity did not alter in rats adapted to high 
altitude hypoxia. Activation of adenylate cyclase by noradrenaline, sodium fluoride and 
by 5'-guanilyl imidodiphosphate was significantly decreased in rats adapted to both environ-
mental changes. 

УДК 616 .981 .553-092.9-07:616-008.954.52-074 

H. П. Чеснокова 

К ВОПРОСУ О ВЗАИМОСВЯЗИ АКТИВНОСТИ 
ХОЛИНЕРГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ С МЕТАБОЛИЗМОМ 

КАТЕХОЛАМИНОВ ПРИ БОТУЛИНИЧЕСКОЙ ИНТОКСИКАЦИИ 

Кафедра патологической физиологии Саратовского медицинского института 

В опытах на депанкреатизированных кошках показано, что обратимое торможение 
активности холинергических процессов сопровождается снижением экскреции с мочой адре-
налина, усилением выброса ванилилминдальной кислоты, истощением запасов катехоламинов 
в надпочечниках у возрастанием содержания норадреналина в ряде органов и тканей. 

Сходные изменения возникали на паралитичесаой стадии ботулинической интокси-
кации. Развитие у предварительно депанкреатизированных животных боту линической или 
столбнячной нейроинтоксикации, сопровождающихся необратимым торможением освобож-
дения ацетилхолина в мионевральных синапсах, резко усугубляло нарушения метаболизма 
катехоламинов. Последнее проявлялось снио/сением общего уровня исследуемых соединений в 
различных органах и тканях. 

Как установлено ранее, при ботулинической интоксикации у кошек воз-
никают выраженные нарушения обмена катехоламинов, характеризующие-
ся усилением экскреции адреналина, ванилилминдальной кислоты, сниже-
нием выброса норадреналина с мочой, мобилизацией катехоламинов из над-
почечников, фазными изменениями соотношения адреналина и норадрена-
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лина в различных органах и тканях в соответствии с тяжестью клиниче-
ских проявлений интоксикации [1]. 

Известно, что ботулинический токсин является классическим блока-
тором освобождения ацетилхолина в мионевральных соматических и веге-
тативных холинергических синапсах [2—4). 

В связи с этим для выяснения механизмов развития вегетативной дис-
топии при ботулизме необходимо было уточнить, не связаны ли обнаружен-
ные изменения обмена катехоламинов при экспериментальной ботулини-
ческой интоксикации со специфической блокадой освобождения ацетил-
холина под влиянием ботулинического токсина. 

Для частичного решения этого вопроса были поставлены опыты по 
изучению влияния обратимого торможения холинергических процессов у 
депанкреатизированных животных на метаболизм биогенных аминов. Было 
также выяснено влияние предварительного торможения синтеза ацетил-
холина у депанкреатизированных животных на обмен катехоламинов при 
последующем развитии прогрессирующих форм столбнячной и ботулини-
ческой пейроиитоксикаций, вызывающих необратимое торможение осво-
бождения ацетилхолина в мионевральных синапсах 13—5]. Литературные 
данные свидетельствуют о том, что максимальные нарушения синтеза аце-
тилхолина и снижения активности холинергических структур наблюдаются 
обычно спустя 6—7 сут после депаикреатизацйи по А. В. Кибякову [6—7]. 

М е т о д и к а 

Опыты поставлены на кошках массой 3—4 кг. Проведено несколько серий ис-
следований на здоровых кошках, депанкреатизированных животных, а также на кош-
ках, предварительно депанкреатизированных и затравленных ботулиническим или 
столбнячным токсином. 

Опыты на депанкреатизированных кошках поставлены на 7—8-е сутки после 
операции в период максимального дефицита ацетилхолина и торможения холинерги-
ческих процессов в организме. Опыты на затравленных животных поставлены через 
1V2—2 сут после внутривенного введения ботулинического токсина типа С в дозе 
2,5 мг/кг на фоне паралитического синдрома, а также через 2—3 сут после введения 
столбнячного токсина в той же дозировке на фоне клиники тяжелого генерализо-
ванного столбняка. 

Ряд экспериментов проведен на кошках, затравка которых производилась боту-
линическим или столбнячным токсином на 6—7-е сутки после депанкреатизации. Во 
всех модификациях экспериментов изучали экскрецию с мочой ванилилминдальной 
кислоты, адреналина, норадреналина, а также содержание катехоламинов в раз-
личных органах и тканях (надпочечниках, гипоталамусе, двигательной зоне коры 
головного мозга, мозжечке, спинном мозге, мышце, сердце, печени, почках). Содер-
жание катехоламинов определяли общепринятым триоксииндоловым методом в мо-
дификации В. В. Меньшикова [8]. Д л я исследования экскреции ванилилминдальной 
кислоты использован метод низковольтного электрофореза с последующим проявле-
нием диазотированным паранитроанилином и спектрофотометрией [9]. 

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

Как показали результаты исследований (табл. 1), обратимое нарушение 
синтеза ацетилхолина у депанкреатизированных животных сочеталось с 
выраженными нарушениями экскреции катехоламинов и их метаболитов -
снижением экскреции адреналина и усилением выброса ванилилминдальной 
кислоты с мочой. Изменений со стороны экскреции норадреналина обнару-
жить не удалось. После однократного введения компенсаторной дозы аце-
тилхолина (0,5 мл на 3 кг массы в разведении 1 : 1000) депанкреатизирован-
ным кошкам мы не обнаружили изменений в выделении адреналина и нор-
адреналина в течение последующих суток, в то время как экскреция вани-
лилминдальной кислоты снижалась. 

Усиление экскреции ванилилминдальной кислоты - основного продук-
та метилирования и окислительного дезамииироваиия катехоламинов 
свидетельствовало об активации процессов распада их в тканях в период 
максимального нарушения активности холинергических процессов. В свя-
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зи с этим целесообразно было выяснить, как отражается депанкреатизация 
на балансе тканевых катехоламинов. Как оказалось (табл. 2), в исследуемый 
период у депанкреатизированных животных имело место истощение запа-
сов катехоламинов в надпочечниках, возрастание содержания норадренали-
на в гипоталамусе, спинном мозге, седалищных нервах. В то же время в 
коре головного мозга, мозжечке, икроножных мышцах, сердце, печени, 
почках выявить сколько-нибудь выраженных изменений содержания ад-
реналина и норадреналина не удалось. Однократное введение ацетилхоли-
на не отражалось на содержании катехоламинов во многих тканях депан-
креатизированных животных в течение первых суток после внутривенного 
введения препарата. 

Далее представляло интерес сопоставить обнаруженные изменения об-
мена катехоламинов у депанкреатизированных животных, характеризую-
щихся обратимым торможением холинергических процессов, с теми нару-

Т а б л и ц а 1 

Содержание катехоламинов и ванилилминдальной кислоты в суточной моче 
депанкреатизированных кошек 

Серия опытов Адреналин, 
мкг/сутки р 

Норадрена-
лин, 

мкг/сутки 
р 

Ванилил-
миндальная 

кислота, 
мг/сутки 

р 

Контроль (10) 
Депанкреатизация (10) 
Депанкреатизация + 

+ ацетил холи и (10) 

0,97=!= 0,09 
0,68—0,08 

0,67=^0,08 

< 0 , 0 5 

< 0 , 0 5 

1,90=1=0,1 
1,84=!= 0,29 

1,66=1=0,19 

> 0 , 5 

> 0 , 5 

0,33—0,04 
0,48=1=0,03 

0,24=^0,033 

<0 ,01 

< 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . С — рассчитано по отношению к контролю. В скобках — чис-
ло животных. Здесь и в табл. 2—4. 

шениями, которые возникают на паралитической стадии ботулииической 
интоксикации в условиях «необратимого» торможения холинергических 
процессов. 

Как обнаружено ранее [1 ], паралитическая стадия интоксикации со-
провождалась снижением экскреции норадреналина и усилением экскреции 
ванилилминдальной кислоты с мочой. Что касается содержания катехол-
аминов в тканях на поздней стадии интоксикации (табл. 3), то оно харак-
теризовалось преобладанием норадреналина над адреналином за счет рез-
кого возрастания уровня норадреналина (в гипоталамусе, мозжечке, серд-
це) или снижения содержания адреналина (в коре, спинном мозге, печени, 
почках). 

Таким образом, изменения обмена катехоламинов возникали в обеих 
модификациях эксперимента — в случае обратимого и необратимого тор-
можения активности холинергических процессов. Естественно, нельзя было 
ожидать полной идентичности обнаруженных нарушений обмена катехол-
аминов. В случае ботулииической интоксикации возникала более выражен-
ная, нежели у депанкреатизированных животных, блокада холинергиче-
ских процессов, приводившая к развитию асфиксического синдрома. Од-
нако, как установлено ранее, гипоксическому фактору не может быть 
отведена ведущая роль в генезе обнаруженных изменений метаболизма 
катехоламинов при ботулииической интоксикации. 

Представляло интерес выяснить, как отразится предварительная де-
панкреатизация на содержании катехоламинов в тканях кошек при после-
дующем развитии у них ботулииической интоксикации (табл. 4). В этой мо-
дификации экспериментов возникали сходные с предыдущей серией, но еще 
более выраженные нарушения обмена катехоламинов: содержание адре-
налина в большинстве исследуемых органов и тканей было значительно 
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Т а б л и ц а 2 

Содержание катехоламинов в органах и тканях кошек на фоне депанкреатизации 

Депанкреатизация Депанкреатизация-}- ацетилхолин 

Орган, ткань адреналин, норадреналин, Р адреналин, норадреналин, п 
мкг'г Р мкг/г мкг/г P Pi мкг/г г Pi 

Г и п о т а л а м у с 0 , 0 9 ± 0 , 0 0 9 > 0 , 5 0,50=1=0,080 < 0 , 0 0 1 0.28=1=0,021 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 0 , 3 7 — 0 , 0 5 0 < 0 , 0 0 1 > 0 , 1 
К о р а 0,08=1=0,020 > 0 . 5 0 , 1 5 — 0 , 0 3 1 > 0 , 1 0,11=1=0,015 < 0 , 0 1 > 0 , 1 0 ,31 — 0 , 0 2 4 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
М о з ж е ч о к 0 , 0 9 — 0 , 0 1 7 > 0 , 5 0,20=1=0,014 > 0 , 5 0,11=1=0,015 > 0 , 0 5 > 0 , 1 0,30=1=0,031 < 0 , 0 2 > 0 , 0 5 
С п и н н о й мозг 0 , 0 7 — 0 , 0 1 1 > 0 , 5 0 , 3 0 ± 0 , 0 6 6 < 0 , 0 0 1 ! 0,24=1=0,013 < 0 , 0 0 1 < 0 . 0 0 1 0,61=1=0,060 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
И к р о н о ж н ы е м ы ш ц ы 0 , 0 6 — 0 , 0 1 2 > 0 , 1 0,19=1=0,035 > 0 , 5 0,11=1=0,014 > 0 , 1 < 0 , 0 5 0,26=1=0,031 > 0 , 0 5 > 0 , 1 
С е р д ц е 0,10=5=0,015 > 0 , 1 0,21=1=0,014 > 0 , 5 0,14=1=0,016 < 0 , 0 1 > 0 , 0 5 0,26=1=0,019 < 0 , 0 5 > 0 , 1 
П е ч е н ь 0,09=1=0,012 > 0 , 5 0 , 2 2 — 0 , 0 5 > 0 , 5 0 , 1 2 — 0 , 0 0 7 > 0 , 5 < 0 . 5 0,23=1=0,032 > 0 . 1 > 0 , 5 
П о ч к и 0,07=1=0,001 > 0 , 5 0,27=1=0,040 > 0 , 1 0,11=1=0,016 > 0 , 5 > 0 , 1 0,30=1=0,030 > 0 , 5 > 0 , 5 
Н а д п о ч е ч н и к и 92,8=1=7,9 < 0 , 0 0 1 26,9=1=2,4 < 0 , 0 0 1 108.2=!= 10,2 < 0 . 0 0 1 > 0 , 5 26,6=1=2,40 < 0 , 0 0 1 > 0 , 5 

П р и м е ч а н и е . Р р а с с ч и т а н о по о т н о ш е н и ю к к о н т р о л ю (см. т а б л . 3); Рг — к г р у п п е д е п а н к р е а т и з и р о в а н н ы х ж и в о т н ы х . В к а ж д о й г р у п п е 
о б с л е д о в а н о по 10 ж и в о т н ы х . 

Т а б л и ц а 3 

Содержание катехоламинов в органах и тканях кошек на поздней стадии столбнячной и ботулииической интоксикации 

Контроль Столбнячная интоксикация Ботулиническая интоксикация 

Орган, ткань адреналин, норадреналин, адреналин, норадреналин, адреналин, норадрена- п мкг/г мкг/г мкг/г Р мкг/г Р мкг/г Р лин, мкг/г г 

К о р а 0,06=1=0,006 0 ,21 — 0 , 0 1 3 0,22=1=0,013 < 0 , 0 0 1 0,14=1=0,013 < 0 , 0 1 0,03=1=0,004 < 0 , 0 0 1 0 , 1 5 + 0 , 0 1 9 < 0 , 0 1 
Г и п о т а л а м у с 0,09=1=0,007 0,17=1=0,010 0,20=1=0,08 < 0 , 0 0 1 0,24=1=0,031 > 0 , 0 5 0,11=1=0,006 > 0 , 0 5 0,52=1=0,091 < 0 , 0 0 1 
М о з ж е ч о к 0,08=1=0,008 0,21=1=0,011 0 , 1 5 — 0 , 0 0 9 < 0 , 0 0 1 0,08=1=0,01 < 0 , 0 0 1 0,07=1=0,001 > 0 , 1 0 , 3 1 + 0 , 0 3 0 < 0 , 0 2 
С п и н н о й мозг 0 , 0 7 — 0 , 0 0 5 0,24=1=0,012 0,24=1=0,05 < 0 , 0 1 0,16=1=0,015 < 0 , 0 1 0,04=1=0,007 < 0 , 0 1 0,17=1=0,006 > 0 , 1 
И к р о н о ж н а я м ы ш ц а 0,09=1=0,009 0,20=±=0,01 0,13=1=0,015 > 0 , 2 0,08=1=0,003 < 0 , 0 0 1 0,07=1=0,009 > 0 , 0 5 0 , 2 6 — 0 , 0 3 > 0 , 0 5 
С е р д ц е 0,09=1=0,008 0,21=1=0,009 0,14=1=0,008 < 0 , 0 2 0,11=1=0,013 < 0 , 0 0 1 0 , 0 9 — 0 , 0 1 2 > 0 , 2 0,32=1=0,035 < 0 , 0 1 
П е ч е н ь 0,09=1=0,006 0,22=±=0.013 0,15=1=0,013 < 0 , 0 1 0,09=1=0,015 < 0 , 0 0 1 0 , 0 6 — 0 , 0 0 8 < 0 , 0 1 0 , 2 2 + 0 , 0 3 5 > 0 , 2 
П о ч к и 0,08=1=0,006 0,32=1=0.017 0 , 0 4 + 0 , 0 0 8 < 0 , 0 5 0 , 0 6 — 0 , 0 0 5 < 0 , 0 0 1 0,04=1=0,008 < 0 , 0 1 0,36=1=0,05 > 0 , 2 
Н а д п о ч е ч н и к и 2,66=1=8,9 55,9=1=3,5 41,2=1=3,6 < 0 , 0 0 1 26,5=1=3,4 < 0 , 0 0 1 20,8=1=3,2 < 0 , 0 0 1 13,9=!= 1,2 < 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а н и е . Р р а с с ч и т а н о по о т н о ш е н и ю к к о н т р о л ю . В к а ж д о й г р у п п е о б с л е д о в а н о п о 9 — 1 4 ж и в о т н ы х . 
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ниже контроля. В гипоталаму-
се, мозжечке, икроножных мыш-
цах, сердце уровень адренали-
на снижался и по сравнению с 
группой неоперированных зат-
равленных животных. Одновре-
менно отмечался низкий уровень 
норадреналина в различных ор-
ганах и тканях. 

Таким образом, использо-
вание двух моделей экспери-
мента — обратимого торможе-
ния синтеза ацетилхолина у 
депанкреатизированных живот-
ных и последующее развитие у 
них ботулинической интоксика-
ции, сопровождающейся необ-
ратимым торможением холинер-
гических процессов, резко усу-
губляло изменение метаболиз-
ма катехоламинов. Последнее 
свидетельствует о тесной взаи-
мосвязи обмена катехоламинов и 
активности холинергических 
процессов. В связи с этим не 
исключено, что первичная пре-
синаптическая блокада осво-
бождения ацетилхолина в пре-
ганглионарных холинергичес-
ких симпатических структурах, 
вызываемая ботулиническим 
токсином, влечет за собой и оп-
ределен ные и а р у ше и и я обме и а 
катехоламинов, закономерно со-
п утствующие и нтокси ка ци и. 

Аналогичный вывод о чрез-
вычайной роли активности хо-
линергических процессов в обме-
не тканевых катехоламинов 
был сделан в модификациях 
опытов с воспроизведением 
столбнячной интоксикации на 
предварительно депанкреатизи-
р о ва и н ы х ж и вот мы х. 

Как указано в литератур-
ных данных 15], при столбняч-
ной интоксикации возникает 
блок выброса передатчика в со-
матических холинергических 
синапсах по аналогии с ботули-
нической интоксикацией. 

Развитие столбнячной ин-
токсикации на фоне обратимо-
го торможения активности хо-
линергических процессов сопро-
вождалось такими же рельефны-
ми изменениями баланса катехол-
аминов в тканях, как и в моди-



фикациях опытов с ботулииической интоксикацией у депанкреатизирован-
ных животных: уровень адреналина снижался практически во всех тканях 
по сравнению с группой иеоперироваиных затравленных животных. При 
этом содержание норадреналина оставалось значительно ниже нормы в 
большинстве исследуемых структур. 

Таким образом, во всех модификациях опытов было отмечено, что боль-
шее или меньшее торможение активности холинергических процессов со-
провождается изменением обмена катехоламинов в тканях, что проявляется 
снижением общего содержания исследуемых соединений в связи с актива-
цией их обмена. 
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ON THE RELATION BETWEEN ACTIVITY OF CHOLINERGIC PROCESSES 
AND CATECHOLAMINE METABOLISM IN BOTULINIC INTOXICATION 

N. P. Chesnokova 

Chair of Pathophysiology, Medical School, Saratov 
Reversible inhibition of cholinergic processes in cats after pancreatectomy was accom-

panied by decreased urinary excretion of adrenaline, increased excretion ofvanilyl mandelic 
acid, exhaustion of catecholamine stores in adrenal glands and increased content of noradre-
naline in some tissues. Similar alterations occurred in the paralytic step of botulinic intoxica-
tion. Metabolism of catecholamines was much more distinctly impaired in previously pancrea-
tectomized animals after development of botulinic and tetanic neurointoxications, which were 
accompanied by irreversible inhibition of acetylcholine liberation in myoneural synapses. 
Impairments of catecholamine metabolism were manifested in a decrease in total content of 
the substances studied in various tissues. 
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В. К. Гуркало, А. В. Третьяков 

ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ, 
АДЕНИЛАТЦИКЛАЗЫ И АДЕНОЗИНТРИФОСФАТАЗЫ 
МИТОХОНДРИЙ КЛЕТОК ПЕЧЕНИ В ПРОЦЕССЕ 

ГЕПАТОКАНЦЕРОГЕНЕЗА 

Научно-исследовательский институт онкологии им. проф. Н. Н. Петрова Министерства 
здравоохранения СССР, Ленинград 

В процессе гепатоканцерогенеза, вызванного введением крысам 2-ацетиламинофлуорена 
и диэтионитрозамина, исследовалось изменение активности маркерных ферментов мито-
хондрий клеток печени. Биохимические параметры сопоставлялись с морфологическими 
изменениями в соответствии с четырьмя стадиями канцерогенеза. Установлены фазные, 
зависящие от стадии канцерогенеза, изменения активности моноаминоксидазы, аденилат-
циклазы и аденозинтрифосфатазы митохондрий. Активность аденилатциклазы цитоплаз-
матических мембран в ходе гепатоканцерогенеза прогрессивно снижалась. Изменения ак-
тивности ферментов, возникающие на стадии стимуляции пролиферации клеточных эле-
ментов печени, сохранялись на дальнейших этапах канцерогенеза. Высказывается предпо-
ложение, что обнаруженные изменения активности ферментов митохондрий отражают из-
менения регуляции клеточного гомеостаза в соответствии с новым типом метаболических 
процессов, свойственных трансформированным, клеткам. 

Известно, что многие митохондриальиые ферменты клеток печени в про-
цессе гепатоканцерогенеза изменяют свою активность II]. В основе этого 
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явления лежат два основных механизма: прямое повреждающее действие 
химических канцерогенов и изменение репродукции митохондрий под их 
влиянием. 

Однако разнонаправленные изменения свойств различных митохондри-
альных ферментов и их неспособность восстанавливать свою активность 
после прекращения действия канцерогена не позволяют считать основным 
в этом механизме ингибирующее действие химических канцерогенов. 

Отсутствие корреляции между изменением активности маркерных фер-
ментов матрикса и митохондриальных мембран в процессе канцерогенеза 
также не позволяет объяснить эти изменения подавлением репродукции ми-
тохондрий. 

На наш взгляд, самым существенным недостатком практически всех 
работ в вышеуказанном направлении является «механическая» привязка 
биохимических изменений, выявляемых в процессе химического канцеро-
генеза, к срокам введения канцерогена. Более правомочным, по нашему мне-
нию, является сопоставление биохимических нарушений с морфологическими 
изменениями применительно к каждому подопытному животному. Подоб-
ный морфофункциональный подход позволил бы ближе подойти к выясне-
нию биохимических механизмов бластомогенной трансформации. 

В связи с этим целыо настоящего исследования явилось изучение из-
менения метаболической активности митохондриальных мембран клеток пе-
чени крыс в процессе гепатоканцерогенеза на основании сопоставления 
биохимических изменений с определенным этапом бластомогенной транс-
формации. 

В качестве гепатотропных канцерогенов были выбраны 2-ацетиламино-
флуорен (ААФ) и диэтилнитрозамин (ДЭНА). 

Об изменении свойств митохондриальных мембран в процессе гепато-
канцерогенеза судили по активности моиоамииоксидазы (МАО, КФ 
1. 4. 3. 4), аденозинтрифосфатазы (АТФ-азы, КФ 3. 6. 1.3) и аденилатцик-
лазы (АЦ-азы, КФ-4. 6. 1. 1). Выбор именно этих ферментов объясняется 
не только тем, что МАО и АД-аза — маркерные ферменты наружных мем-
бран, а АТФ-аза — маркерный фермент внутренней мембраны, но и чрезвы-
чайно важной ролыо этих белков в жизнедеятельности клеток. 

М е т о д и к а 
Опыты выполнены на 100 белых беспородных крысах-самцах. Митохондрии вы-

деляли в 0,25 М сахарозе — 0,05 М трис-НС1-буфере, р Н 7,4, как описано ранее 
[2]. Условия определения активности МАО и АТ-азы описаны в наших работах [3, 
4]. Д л я определения активности АЦ-азы митохондрии выделяли в смеси, содержащей 
2 Л 0 - 3 М MgS0 4 , 2 . 1 0 ~ 3 М NaCl, 2 . 1 0 - 3 М глицил-глициновый буфер, в интервале 
ускорений 800—6000 g. Материал, осажденный при 800 g, многократно промывали 
тем же буфером и использовали как препарат плазматических мембран. При фазово-
контрастной микроскопии осадка цельных клеток и ядер не обнаруживали . Актив-
ность аденозинмонофосфатазы (КФ 3.1.3.2) при р Н 7,5 в препаратах плазматических 
мембран составляла в среднем 0,08 мкмоль Р и /мг /60 мин (против 0,005 мкмоль во 
фракции микросом), активность глюкозо-6-фосфатазы (КФ 3.1.3.9) — 0 , 0 2 мкмоль 
Р н /мг /60 мин (против 0,14 мкмоль Р н /мг /60 мин во фракции микросом), активность 
АТФ-азы — 0,02 мкмоль Р н /мг /15 мин (против 0,14 мкмоль во фракции митохондрий). 
Активность АЦ-азы определяли по модифицированному методу [5]. Инкубационная 
среда в объеме 0,42 мл содержала 1 мкмоль АТФ, 0,005 мкмоль Н 3 -АТФ (отечественно-
го производства, уд. радиоактивность 4,6 мКи/мл) , 3,6 мкмоль M g S 0 4 , 100 мкмоль ко-
феина, 6 мкмоль NaF, 120 мкмоль глицил-глицииа, 200—400 мкг белка . Реакцию 
проводили при 25°С в течение 60 мин и останавливали нагреванием проб на кипящей 
водяной бане в течение 40 с. Затем пробы центрифугировали при 6000 g в течение 
10 мин и 10 мкл надосадочной жидкости наносили на пластинки с ДЭАЭ-целлюло-
зой. В точки нанесения вносили около 30 мкг АМФ («Сигма») в объеме 10 мкл и хро-
матографировали в системе изопропанол—аммиак — вода (7,5 : 1,5 : 1,5) [6]. После 
высушивания пластинки зоны локализации цАМФ устанавливали визуально на 
ультрахемископе, отделяли и вносили DO флаконы С сцинтиллятором для исследова-
ния на счетчике «Mark II». Активность фермента в ы р а ж а л и в импульсах на 1 мг за 
60 мин инкубации. Пластинки с ДЭАЭ-целлюлозой готовили следующим образом. Об-
работанную по общим правилам и уравновешенную 0,005 М трис-НС1-буфером, р Н 
7,4 ДЭАЭ-целлюлозу наносили из суспензии (буфер ДЭАЭ-целлюлоза , 1 : 1 по объе-
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му) в количестве 27 мл на стеклянную пластинку размером 9Х 12 см и высушивали 
при комнатной температуре. Препарат Н3-ЛТФ, используемый в опытах, содержал по 
результатам хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе (растворитель 0,04 и. НС1) АМФ, 
АДФ и АТФ по 30% соответственно. Препарат АТФ («Сигма») содержал практи-
чески 95% основного вещества. Rf для цАМФ составлял 0,42, а для АМФ, АДФ и АТФ 
при хроматографии в системе изопропанол — аммиак — вода — 0,04—0,06. 

Опухоли печени у крыс вызывали введением ААФ и ДЭНА. ААФ, суспенди-
рованный в геле агар-агара, вводили животным зондом по 4 мг на животное в те-
чение 6 мес. Кроме общего свойства — гепатотропности, выбранные канцерогены в 
использованных дозах обладали способностью вызывать малигиизацию различных 
клеточных элементов печени. Так, ААФ вызывал преимущественную бластомоген-
ную трансформацию холангиолярного эпителия, а ДЭНА — гепатоцеллюлярного. 
Печень подопытных животных, забитых на различных этапах канцерогенеза, иссле-
довали микроскопически с целью установления гистологического диагноза. Измене-
ния активности исследованных ферментов соответствовали стадиям канцерогенеза 
(включая и токсическую фазу), выявляемым по критерию максимальной выраженно-
сти морфологического процесса бластомогеиной трансформации. Токсическая фаза 
характеризуется функциональными изменениями и определяется, на наш взгляд, фар-
макологическими эффектами химических канцерогенов и модификацией ими внутри-
и внеклеточных регуляторных влияний. Первая стадия канцерогенеза характеризо-
валась структурными перестройками ткани печени — стимуляцией пролиферации 
эмбриональных предшественников желчных клеток (в случае ААФ) и атипичных 
гепатоцитов (в случае ДЭНА). Определяющим для второй стадии канцерогенеза яв-
лялось формирование доброкачественных опухолей, а для третьей — выявляемые 
гистологически холангио- или гепатоцеллюляриые раки. 

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

На рис. 1 и 2 приведены результаты исследования активности МАО 
и АТФ-азы митохондрий клеток печени в процессе гепатоканцерогенеза, 
вызванного ААФ. Можно видеть, что в токсической фазе АТФ-азная актив-
ность значительно повы-
шена, тогда как каталити-
ческая активность МАО 
не изменяется. Является 
хорошо установленным 
фактом, что в течение пер-
вых недель введения жи-
вотн ым ка и цероген ных 
аминоазосоединений и аро-
матических аминов из ге-
патоцитов исчезают запасы 
гликогена [71. Вероятно, 
вследствие стимуляции 
окисления глюкозы в цик-
ле Кребса и появляется вы-
сокая активность АТФ-
азы, носящая, таким об-
разом, функциональный 
характер. Это предположе-
ние подтверждается и дан-
ными литературы о сти-
муляции окислительного 
фосфорилироваиия на пер-
вых этапах канцерогенеза, 
вызванного ААФ [1 ]. 

На первой стадии ге-
патоканцерогенеза актив-
ность АТФ-азы исчезающе 
мала. Известно, что на этой стадии канцерогенеза, вызванного ААФ, отме-
чаются стимуляция пролиферативных процессов и появление больших масс 
так называемых овальных клеток 18]. Вероятно, в этих клетках как клет-
ках эмбрионального типа процессы гликолиза преобладают над процессами 

Pwc.f Рис. 2 

Рис. 1. Изменение активности солюбилизированиой 
АТФ-азы митохондрий печени крысы в ходе гепа-

токанцерогенеза, вызванного введением ААФ. 
По оси ординат —'активность препарата АТФ-азы|Хв мкмо-
л я х Ри на 1 мг белка за 15 мин инкубации); по оси абсцисс 
(здесь и на рис. 2 и 3): 1 — токсическая фаза, 2 — первая 
стадия, 3 — вторая стадия, 4 — третья стадия канцероге-

неза . 
Каждая точка графической кривой представляет средний ре-

зультат из 6 индивидуальных определений. 

Рис. 2. Изменение активности &МАО митохондрий 
клеток печени крыс в ходе гепатоканцерогенеза, 

вызванного ААФ. 
1 — субстрат серотоиин, 2 — субстрат норадреналин. По 
оси ординат — активность МАО митохондрий ( в нмолях ам-
миака па 1 мг белка за 60 мин инкубации); по оси абсцисс — 
то ж е , что на рис. 1. К а ж д а я точка графической кривой 
представляет средний результат из 5 — 6 индивидуальных 

определений. 
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дыхания и фосфорилирования и митохомдриальные мембраны содержат 
измененный пул ферментов. Кроме того, холангиолярный эпителий, выпол-
няющий в значительной степени лишь структурную роль (формирование 
желчных капилляров), адаптирован, очевидно, к процессам гликолиза. 
На этой же стадии отмечается тенденция к повышению активности митохонд-
риальной МАО. 

На второй стадии канцерогенеза диффузная пролиферация овальных 
клеток сменяется их группированием и образованием адена из холангио-
лярного эпителия, в части случаев доброкачественные опухоли формируют-

ся и из гепатоцеллюлярного эпителия. В этот 
период активность АТФ-азы составляет около 
50% активности фермента интактных крыс. Ак-
тивность митохондриальной МАО по отношению 
к контролю статистически достоверно повышает-
ся. Эта тенденция сохраняется и на стадии фор-
мирования холангиоляриых раков. 

В процессе гепатоканцерогенеза, вызван-
ного ДЭНА, исследовалась активность АЦ-азы 
цитоплазматических и митохондриальных 
мембран (рис. 3). В токсическую фазу (фазу об-
разования атипичных гепатоцитов — «пустых», 
зер н и стоэоз и нофи л ьны х и мел коба зоф и л ьн ы х) 
изменений активности этого фермента не было 
выявлено. На стадии пролиферации атипичных 
клеток активность АЦ-азы митохондрий возрас-
тает вдвое, тогда как активность фермента ци-
топлазматических мембран не меняется. На 
дальнейших этапах канцерогенеза активность 
митохондриальной и цитоплазматической АЦ-
азы прогрессивно снижается и составляет в уз-
лах гепатоцеллюляриых раков 40—50% от 
нормы. 

В связи с тем что в наших наблюдениях мы 
ориентировались на данные гистологического 
исследования, это позволило с большей объектив-

ностью оценить изменения активности ферментов цитоплазматических мем-
бран и митохондрий. Так, если ориентироваться только на сроки введения 
канцерогена, то можно было бы сделать ошибочное заключение о разнона-
правленных изменениях активности АЦ-азы плазматических мембран и ми-
тохондрий в процессе канцерогенеза. Могла бы создаться иллюзия о «шун-
тировании» повышенной активностью АЦ-азы митохондрий практически 
исчезнувшей активности АЦ-азы плазматических мембран. Однако строгая 
«привязка» биохимических результатов, полученных у каждого подопыт-
ного животного, к данным гистологического исследования позволила из-
бежать этой ошибки. 

Полученные в настоящей работе экспериментальные данные позволяют 
сделать вывод, что под влиянием химических канцерогенов возникают мор-
фофункциональиые сдвиги, проявляющиеся в стимуляции процессов про-
лиферации в ткани печени. Именно на этой стадии канцерогенеза выявля-
ются изменения свойств митохондриальных мембран, выражающиеся в ко-
личественном, характерном и для дальнейших этапов канцерогенеза изме-
нении активности маркерных ферментов. Это свидетельствует о том, что клет-
ки, находящиеся в стадии дифференцировки, и клетки, находящиеся в ста-
дии пролиферации, обладают различным набором ферментов, соответствую-
щим их функциональным потребностям. 

Выявленные изменения в основном сохраняются и на последующих ста-
диях бластомогенной трансформации. Это касается активности АТФ-азы 
и МАО. Учитывая исчезающе малую активность МАО плазматических мем-

Рмс. 3. Изменение актив-
ности АЦ-азы митохонд-
рий (У) и цитоплазматичес-
ких мембран (2) клеток 
печени крыс в процессе ге-
п а то к а нцер ore нез а, выз в а и -

лого введением ДЭНА. 
По оси ординат — активность 
АЦ-азы (га ими. на I мг белка за 
60 мин инкубации); по оси абс-
цисс — то же, что на рис. 1. 
Каждая точка графической 
кривой представляет, средний 
результат из 7 индивидуаль-

ных определений. 
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бран опухолевых клеток [9], можно предположить, что повышение актив-
ности митохондриальной МАО отражает структурные и функциональные 
перестройки мембран внутриклеточных оргаиелл на стадии пролиферации. 

В случае гепатоканцерогенеза, вызванного ДЭНА, активность АЦ-азы 
в процессе опухолевого роста прогрессивно снижается. Это свидетельствует 
об уменьшении в трансформированных клетках функционального значения 
внутриклеточного регулятора — циклического аденозинмоиофосфата — 
и отражает известное положение о снижении чувствительности опухолевых 
клеток к регуляторным воздействиям 110]. 

Таким образом, совокупность полученных результатов отражает, на 
наш взгляд, переход трансформированных под влиянием химических кан-
церогенов клеток уже на стадии пролиферации на новый тип регуляции 
клеточного гомеостаза в соответствии с новым типом метаболических про-
цессов, свойственных дедифферемцировке. 
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ALTERATIONS IN ACTIVITY OF MONOAMINE OXIDASE, ADENYLATE CYCLASE 
AND ADENOSINE TRIPHOSPHATASE FROM RAT LIVER MITOCHONDRIA 

IN HEPATOCANCEROGENESIS 

V. K. Gurkalo, A. V. TreVyakov 

N. N. Petrov Institute of Oncology, Ministry of Public Health of the USSR, Leningrad 

Activity of specific mitochondrial enzymes was studied in rat liver during 2-acetylamine 
fluorene or diethylnitrosamine-induced hepatocancerogenesis. The results of enzymatic acti-
vities studied correlated with morphological changes in cancerogenesis. Alterations in acti-
vity of monoamine oxidase, adenylate cyclase and adenosine triphosphatase depended on the 
step of cancerogenesis. Activity of adenylate cyclase in cell membranes decreased gradually 
during the impairment. Change in activity of the enzymes, observed at the step of enhanced 
liver cell proliferation, proceeded at further steps of cancerogenesis. The data obtained sug-
gest that alterations in activity of mitochondrial enzymes are related to modified metabolism 
observed in the impaired cells. 

УДК 616.155.194.17-07: 6 1 6 .155.1 -07 

И. С. Луганова, М. Ii. Блинов, А. С. Абдулкадырова 

ВОЗРАСТНОЙ СОСТАВ ЭРИТРОЦИТАРНОЙ ПОПУЛЯЦИИ, 
СОДЕРЖАНИЕ АТФ И 2,3-Д ИФОСФОГЛИЦЕРАТА 

В ЭРИТРОЦИТАХ ПРИ НЕКОТОРЫХ ФОРМАХ 
ГЕМОЛИТИЧЕСКИХ АНЕМИЙ 

Научно-исследовательский институт гематологии и переливания крови, Ленинград 

Эритроцшпарную популяцию делили на три возрастные группы, используя в качестве 
критерия их устойчивость к осмотическому шоку и активность глюкозо-б-фосфатдегидро-
геназы (Г-б-ФДГ). В норме «старые» эритроциты составляют 8%, «зрелые» — 87%, «мо-
лодые» — 5%. При наследственном микросфероцитозе 70% эритроцитов имеют осмоти-
ческую резистентность и более высокую, чем в норме, активность Г-б-ФДГ. При болезни 
Маркиафавы — Микели среди «молодых» эритроцитов установлены две категории: одна — 
с нормальной осмотической стойкостью, другая — с пониженной. При функциональной ги-
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пербилирубикемии возрастной состав эритроцитарной популяции нормальный. В эритро-
цитах больных врожденным микросфероцитозом содержание АТФ снижено, при болезни 
Маркиафавы — Микели увеличено, у больных функциональной гипербилирубинемией оно 
находится в пределах нормы. Концентрация 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ) в эритроци-
тах больных функциональной гипербилирубинемией не отличается от таковой в норме. 
У больных наследственным микросфероцитозом и болезнью Маркиафавы — Микели между 
уровнем гемоглобина в крови и содеро/санием 2,3-ДФГ существует обратная корреляция. 

Среди гематологических заболеваний большую группу составляют ге-
молитические анемии. Этиология гемолитических анемий разнообразна, 
однако в большинстве случаев повышенный гемолиз связан с биохимиче-
скими нарушениями в эритроцитах. Несмотря на множество этиологиче-
ских факторов, приводящих к повышенной хрупкости эритроцитов, общей 
характерной чертой при всех разновидностях гемолитических анемий явля-
ется укорочение продолжительности жизни красных клеток крови [1.1. 

При адекватной способности регуляторных механизмов эритрона от-
вечать на повышенную деструкцию короткоживущих эритроцитов наблю-
дается интенсификация эритроноэза, в связи с чем анемизация у этих боль-
ных практически отсутствует. При нарушении компенсаторных механизмов 
в результате перенапражения в системе эритрона возникает несостоятель-
ность эритроноэза и как следствие развивается малокровие различной сте-
пени выраженности. 

В обоих случаях можно ожидать изменения качественного состава эрит-
роцитарной популяции, что будет выражаться как в перераспределении 
возрастных категорий клеток, так и в изменении метаболических показате-
лей, определяющих функциональное состояние красных клеток крови. 

Задачей настоящего исследования явилось сравнительное изучение 
возрастного состава эритроцитарной популяции у здоровых людей и боль-
ных наследственной микросфероцитариой гемолитической анемией, болезнью 
Маркиафавы — Микели и функциональной гипербилирубинемией. 

Для оценки физиологического состояния эритроцитов изучали содер-
жание в них АТФ и 2,3-дифосфоглицерата (2,3-ДФГ) — соединений, имею-
щих важное значение для поддержания структурно-химической целости 
эритроцитов, а также их способности осуществлять транспорт газов. 

М е т о д и к а 

Возрастной состав эритроцитарной популяции определяли методом серийного 
осмотического гемолиза, последовательно обрабатывая плотно отцентрифугированные 
эритроциты растворами NaCl снижающейся концентрации (0,56, 0,44 и 0 ,32%) , а 
затем дистиллированной водой. В гемолизатах определяли активность глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ), которая снижается с возрастом эритроцитов [2, 3]. 
Количество А Т Ф и Г-6-ФДГ определяли спектрофотометрически [2], 2 ,3 -ДФГ — не-
энзиматическим методом 14, 5]. 

Биохимические показатели в эритроцитах были изучены у 28 больных наследст-
венной микросфероцитариой гемолитической анемией, у 14 больных болезнью Мар-
киафавы — Микели и у 18 больных функциональной гипербилирубинемией (синд-
ром Жильбера ) . У всех этих больных диагноз был предварительно установлен ком-
плексным клинико-морфологическим, иммунологическим и биохимическим методами. 
Контролем служили эритроциты 25 здоровых первичных доноров крови в возрасте 
от 18 до 50 лет. 

В группе больных наследственным микросфероцитозом у 5 человек в разные 
сроки до изучения биохимических показателей была произведена спленэктомия. 
У 7 больных наблюдалась анемия (уровень гемоглобина колебался от 41 до 83 г/л) . 
Билирубинемия наблюдалась у большинства больных (непрямой билирубин до 
5,12 мг на 100 мл). Количество ретикулоцитов, как правило, было повышенным (от 
35 до 220°/00). Средний диаметр эритроцитов был ниже 6,4 мкм. Осмотическая стой-
кость эритроцитов у всех больных была снижена. Число лейкоцитов и л е й к о ц и т а р н а я 
формула были в пределах нормы. Проба Кумбса была отрицательная . 

У больных болезнью Маркиафавы — Микели уровень гемоглобина колебался 
от 41 до 83 г/л, цветовой показатель был близок к единице, количество ретикулоци-
тов находилось в пределах 45—125°/00- У большинства больных отмечалась умерен-
ная лейкопения и тромбоцитопения. Содержание билирубина в сыворотке крови коле-
балось от нормальных величин до 2,4 мг на 100 мл (реакция непрямая) . Актив-
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ность ацетилхолинэстеразы в строме эритроцитов была значительно снижена, пробы 
Хема и сахарозная — положительные, реакция Кумбса — отрицательная. 

У больных с синдромом Жильбера все гематологические показатели были в пре-
делах нормы. У всех больных наблюдалась гипербилирубинемия (непрямой билиру-
бин от 1,28 до 2,56 мг на 100 мл). 

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

Одним из критериев возраста эритроцитов, как известно, являются 
их осмотическая стойкость и активность ферментов, в частности Г-6-ФДГ, 
параллельное снижение которых наблюдается по мере старения этих клеток 
[ 6 - 9 ] . 

В табл. 1 приведены результаты сравнительного изучения возрастного 
состава эритроцитарных популяций в норме и у обследованных групп боль-
ных. Как видно из табл. 1, у здоровых людей относительно «старые» эритро-
циты (лизирующиеся в 0,56 и 0,44 % растворах NaCl) составляют около 8% 
и активность в них Г-6-ФДГ значительно ниже, чем в основной массе кле-
ток (около 90%), разрушающихся в 0,32% растворе NaCl, а также в неболь-
шой части осмотически стойких «молодых» клеток, имеющих максимально 
высокую активность этого фермента. 

Как и следовало ожидать, при наследственном микросфероцитозе су-
щественно изменена осмотическая стойкость эритроцитов. По нашим дан-
ным, около 70% эритроцитов лизируется в 0,56 и 0,44% растворах NaCl, 
а количество осмотически резистентных клеток почти в 2L/2 раза меньше, 
чем в норме. Судя по активности Г-6-ФДГ, в 0,44 и 0,32% растворах NaCl 
гемолизируются эритроциты одинаковой степени зрелости. Следует отме-
тить, однако, что, несмотря на значительное уменьшение количества осмо-
тически наиболее стойких, лизируютдих в воде клеток, в этой фракции ге-
молизата при микросфероцитариой анемии наблюдается более высокая 
активность Г-6-ФДГ, чем в норме. Это обусловлено, по-видимому, более 
высоким ретикулоцитозом, что свидетельствует об активации регенератор-
ных процессов в системе эритрона при этом заболевании. Эти характерные 
особенности в составе возрастных категорий эритроцитов у больных наслед-
ственным микросфероцитозом сохраняются после спленэктомии и не зави-
сят от степени выраженности анемии. 

При болезни Маркиафавы — Микели в возрастном составе эритроцитар-
ной популяции наблюдаются также некоторые изменения, но они имеют 
иной характер, чем у больных микросфероцитариой анемией. Как видно из 
приведенных данных, в эритроцитах этой группы больных не имеется коли-
чественных изменений в категориях клеток с различной чувствительностью 
к гипотоническим растворам по сравнению с нормой. Судя, однако, по ак-
тивности Г-6-ФДГ в отдельных фракциях гемолизата, качественный состав 
эритроцитарной популяции у этих больных изменен, поскольку менее ус-
тойчивые к осмотическому лизису эритроциты имеют относительно высокую 
активность Г-6-ФДГ, что не позволяет их отнести к категории «старых» 
клеток. Этот факт говорит о том, что наряду с «молодыми», осмотически стой-
кими клетками, имеющими относительно высокую активность Г-6-ФДГ, 
существует еще и другая популяция «молодых» клеток, которые, по-видимо-
му, неполноценны в функциональном отношении, так как их осмотическая 
резистентность снижена. 

Результаты этих наблюдений хорошо согласуются с данными других 
исследователей, также обнаруживших посредством других методов исследо-
вания существование в эритроцитарной популяции больных пароксизмаль-
ной ночной гемоглобинурией по крайней мере двух категорий эритроци-
тов 110]. 

При изучении возрастного состава эритроцитов у больных функциональ-
ной гипербилирубинемией никаких существенных изменений по сравнению 
с нормой обнаружено не было. Можно лишь отметить небольшое перераспре-
деление активности Г-6-ФДГ между категориями клеток, лизирующихся 
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Т а б л и ц а 1 
Возрастной состав эритроцитарной популяции в норме у больных наследственным микросфероцитозом, болезнью Маркиафавы — Микели и функциональной 

гипербилирубинемией 

Осмотический гемолиз 

Исследуемый показатель Обследуемая группа в растворах NaCl 
в дистиллированной 

0 , 5 6 % 0 , 4 4 % 0 , 3 2 % воде 

Процент гемолизированных клеток Здоровые лица (12) 0 ,2+0 ,03 8,0=3=1,51 87 ,0+2,0 4 ,8+0 ,80 
Больные: 

наследственным микросфероцито-
зом (15) 5,4— 1,72 65,7+2,59 26,9+3,52 2 , 0 + 0 , 4 0 

Р <0,01 < 0 , 0 1 <0,001 < 0 , 0 1 
болезнью Маркиафавы — Мике-
ли (9) 0,7—0,19 11,5—2,49 82,7+3,2 5 . 2 + 0 , 8 3 

Р < 0 , 0 5 > 0 , 2 > 0 , 2 > 0 , 2 
функциональной гипербилируби-
немией (18) — 6 ,2+0 ,75 89,6+1,Ю 4 ,2+0 ,44 

Р > 0 , 2 > 0 , 5 > 0 , 2 

Активность Г-б-ФДГ в гемолиза- Здоровые лица 2,7—0,30 2,6—0,20 4 ,8+0,20 5,7=1=0,40 
тах, мкмоль превращенного суб- Больные: 
страта на 1 г НЬ в минуту наследственным микросфероцитозом 2,9—0,17 4 ,4+0 ,22 4 .2+0,28 13,6+1,94 страта на 1 г НЬ в минуту 

Р > 0 , 2 <0 ,001 < 0 , 0 5 <0 ,001 
болезнью Маркиафавы — Микели 4,1 + 0,46 5,1 + 0,37 5 ,2+0,48 13.8+1,61 

Р < 0 , 0 5 <0 ,001 > 0 , 1 <0 ,001 
функциональной гипербилируби-
немией — 2,9+0,19 3 ,9+0,12 9 ,9+1 ,20 

Р > 0 , 2 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 в скобках — число обследованных. 



в 0,32% NaCl и в дистиллированной воде, что, по-видимому, свидетельствует 
о некотором «омоложении» клеточной популяции у этой группы больных. 

Как известно, среди важнейших фосфооргаиических соединений в эрит-
роцитах особая роль принадлежит АТФ и 2,3-ДФГ. Имеются прямые дока-
зательства связи АТФ со структурно-химической целостью эритроцитов 
и значения этого макроэргического соединения- для поддержания формы 
клеток, катионного транспорта, обеспечения синтетических процессов, 
а также роли 2,3-ДФГ в транспорте этими клетками газов 111 —13]. Извест-

Т а б л и ц а 2 
Содержание АТФ и 2,3-ДФГ в эритроцитах в норме и у больных врожденным 

микросфероцитозом, болезнью Маркиафавы — Микели и функциональной 
гипербилирубинемией 

Обследуемые группы 
АТФ 2 , 3 - Д Ф Г 

Обследуемые группы 
мкмоль на 1 г НЬ 

Здоровые лица 
Больн ые: 

и а ел едет ве иным м и к р ое фе р о ц и -
тозом 

Р 
болезнью Маркиафавы — Микели 

Г 
ф у и к ци о и а л ьной гипербилируби-
немией 
Р 

3 ,3^0 ,15 (37) 

2 ,8+0 ,10 (28) 
< 0 , 0 5 

4 ,2+0 ,23 (14) 
<0,01 

3,1 + 0,12 (18) 
> 0 , 5 

14,4+0,46 (28) 

15,1+ 1,46 (18) 
> 0 , 2 

23,0+0,19 (14) 
<0,001 

13,8+0,49 (18) 
> 0 , 2 

но также, что на содержание этих соединений в эритроцитах влияют различ-
ные факторы: степень зрелости клеток, их функциональное состояние, ус-
ловия внешней среды и др. [14, 15]. 

В табл. 2 представлены результаты сравнительного изучения содержа-
ния АТФ и 2,3-ДФГ в эритроцитах здоровых людей, больных наследственным 
микросфероцитозом, болезнью Маркиафавы — Микели и функциональной 
гипербилирубинемией. 

Как видно из табл. 2, в эритроцитах больных наследственным микросфе-
роцитозом наблюдается снижение содержания АТФ, что может быть обус-
ловлено рядом причин. Одной из них является характерное для этих кле-
ток нарушение катионного транспорта, обусловленное структурным дефек-
том мембран 116, 17]. В эритроцитах этих больных, как известно, повыше-
но содержание Na+ , для вытеснения избыточного количества которого уве-
личиваются активность К+ , Ыа^-зависимой АТФ-азы и затраты АТФ 118]. 
Не менее важное значение в снижении-содержания АТФ в эритроцитах 
больных с этой формой гемолитической анемии также могут иметь дефицит 
фосфорибозилпирофосфата и уменьшение активности рибозофосфатпирофос-
фокиназы и АМФ-пирофосфаткиназы, что приводит к нарушению способ-
ности эритроцитов использовать свободные азотистые основания для синте-
за нуклеотидов, в частности АТФ [19]. Независимо от причин, вызывающих 
снижение содержания АТФ, уменьшение количества этого важнейшего сое-
динения может сказываться на функциональном состоянии эритроцитов. 

Согласно нашим данным, среднее содержание 2,3-ДФГ в эритроцитах 
больных врожденной микросфероцитарной гемолитической анемией не от-
личается от нормы. Известно, однако, что одним из существенных факторов, 
влияющих на концентрацию 2,3-ДФГ, является уровень гемоглобина в кро-
ви. Между количеством гемоглобина и концентрацией 2,3-ДФГ существует 
обратная корреляция 112, 20.1, что является важнейшим адаптационным 
механизмом, обеспечивающим, несмотря на уменьшение уровня гемоглоби-
на в крови, снижение его сродства к 0 2 и тем самым улучшение тканевой 
оксигенации. 
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Как указывалось выше, среди обследованных больных наследственным 
микросфероцитозом у 7 человек наблюдалась анемия. При анализе резуль-
татов в зависимости от уровня гемоглобина в крови оказалось, что если у 
больных анемия отсутствовала, то содержание 2,3-ДФГ в красных клетках 
крови не отличалось от нормы. В тех случаях, когда уровень гемоглобина 
был ниже 80 г/л, отмечалось статистически достоверное увеличение концент-
рации 2,3-ДФГ. Таким образом, можно заключить, что при наследственном 
микросфероцитозе, несмотря на структурный дефект мембран эритроцитов 
и некоторое уменьшение содержания в этих клетках АТФ, эритроциты спо-
собны к реализации компенсаторно-приспособительных механизмов, о чем 
свидетельствует повышение концентрации 2,3-ФДГ при снижении уровня 
гемоглобина. 

Как видно из табл. 2, в эритроцитах больных болезнью Маркиафавы -
Микели имеет место значительное увеличение содержания АТФ и 2,3-ДФГ. 
Это связано, по-видимому, как с «омоложением» клеточного состава эритро-
цитарной популяции, так и с постоянно наблюдаемой у больных этой группы 
значительной анемизацией. Интересно отметить, что повышение количества 
АТФ в эритроцитах при болезни Маркиафавы — Микели коррелирует с 
увеличенным содержанием фосфорибозилпирофосфата и активностью фер-
ментов его обменных превращений I19J. 

Эритроциты больных функциональной гипербилирубинемией не отли-
чаются от эритроцитов здоровых ни содержанием АТФ, ни концентрацией 
2,3-ДФГ. 

Итак, в нормальной эритроцитарной популяции существует паралле-
лизм между чувствительностью клеток к гипотоническим растворам и ак-
тивностью Г-6-ФДГ. При наследственном микросфероцитозе наблюдаются 
количественные и качественные изменения возрастного состава эритроцитар-
ной популяции: основную массу клеток (более 70%) составляют осмотиче-
ски нестойкие эритроциты, которые, судя по активности маркерного энзима 
«возраста», являются относительно «молодыми» клетками. Эти результаты 
и данные о сниженном содержании в этих клетках АТФ свидетельствуют 
об их структурно-химической неполноценности. При болезни Маркиафавы— 
Микели отсутствуют статистически достоверные изменения по сравнению с 
нормой в категориях клеток с различной чувствительностью к гипотони-
ческим растворам, однако при этом заболевании изменен качественный сос-
тав эритроцитарной популяции. Наряду со стойкими к осмотическому ге-
молизу «молодыми» клетками, имеющими относительно высокую активность 
Г-6-ФДГ, имеется другая категория «молодых» клеток, которые, по-види-
мому, неполноценны в функциональном отношении, поскольку их осмоти-
ческая резистентность значительно снижена. При функциональной гипер-
билирубииемии существенных нарушений в возрастном составе эритроци-
тарной популяции не наблюдается. 

У больных наследственной микросфероцитариой гемолитической ане-
мией и болезнью Маркиафавы — Микели не обнаружено изменений механиз-
мов внутриклеточной адаптации, о чем свидетельствует увеличение содер-
жания 2,3-ДФГ при снижении уровня в крови гемоглобина. 
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AGE COMPOSITION OF ERYTHROCYTE POPULATION AND CONTENT OF ATP 
AND 2,3-DIPHOSPHOGLYCERATE IN ERYTHROCYTES UNDER SOME FORMS 

OF HEMOLYTIC ANEMIAS 

/. S. Luganova, M. N. Blinov, A. S. Abdulkadyrova 

Institute of Hematology and Blood Transfusion, Leningrad 

The total erythrocyte population was subdivided into three age groups using as criteria 
the stability of red blood cells to osmotic shock and the values of glucose-6-phosphate dehydro-
genase (G6PD) activity. The «old» erythrocytes constituted about 8%, «mature» — 87% and 
«young» — 5% under normal conditions. In hereditary microspherocytosis 70% of erythro-
cytes possessed a decreased osmotic resistance and higher G6PD activity as compared with 
normal state. Two categories of erythrocytes was found among «young» cells in Marchiafava-
Micheli disease; one of them possessed normal osmotic resistance, the other — decreased osmo-
tic resistance. The age composition of the erythrocyte population was normal in functional 
hyperbilirubinemia. Content of ATP was decreased in erythrocytes of patients with heredi-
tary microspherocytosis, it was increased in Marchiafava-Micheli disease and approaced the 
normal level in patients with functional hyperbilirubinemia. Concentration of 2,3-diphospho-
glycerate was similar to the normal level in erythrocytes of patients with functional hyper-
bilirubinemia; an inverse correlation was observed between contents of hemoglobin and of 
2,3-diphosphoglycerate in blood of patients with hereditary microspherocytosis and wi th Mar-
chiafava-Michel / disease. 

УДК 612.452.018.015.3 

H. П. Чеснокова 

ВЛИЯНИЕ АКТИВНОСТИ АДРЕНЕРГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ 
НА СОДЕРЖАНИЕ КАТЕХОЛАМИНОВ В ТКАНЯХ 

Кафедра патологической физиологии Саратовского медицинского института 

В опытах на кошках показано, что демедулляция надпочечников приводит к снижению 
экскреции адреналина и ванилилминдальной кислоты при одновременном увеличении содер-
жания адреналина в различных органах. Предварительная демедулляция надпочечников в 
значительной мере препятствовала тем изменениям метаболизма катехоламинов, которые 
свойственны ботулинической или столбнячной нейроинтоксикации. Последнее дает возмоою-
ность сделать вывод о том, что в генезе обнаруженных изменений метаболизма катехолами-
нов при ботулинической и столбнячной интоксикациях важная роль принадлежит акти-
вации адренергических процессов. 

При ботулинической интоксикации возникают выраженные нарушения 
обмена катехоламинов, характеризующиеся усилением их мобилизации из 
надпочечников, накоплением в гипоталамических структурах, стадийными 
изменениями соотношения адреналина и норадреналина в органах в зави-
симости от тяжести интоксикации 11 1. 

Учитывая литературные данные о том, что в динамике интоксикации 
возникает выраженная вегетативная дистония, характеризующаяся выклю-
чением холинергических влияний и активацией адренергических процес-
сов [2—51, целесообразно было выяснить, не связаны ли обнаруженные на-
рушения обмена биогенных аминов с первичной активацией симпатико-
адреиаловой системы. Для частичного решения этого вопроса были постав-

505/ 



лены опыты на кошках е «обратимым торможением» активности адреиерги-
ческих процессов, а также на предварительно демедуллированпых живот-
ных, затравленных ботулииическим или столбнячным иейротоксииом. 
Указанная модификация позволяла выяснить влияние обратимого подавле-
ния адреиергических процессов на метаболизм тканевых катехоламинов, 
а также на характер изменения обмена катехоламинов при иейроинтоксика-
циях, сопровождающихся активацией симпатико-адреиаловой системы. 

М е т о д и к а 

Опыты поставлены на кошках массой 3—4 кг. Проведе'но несколько серий иссле-
дований: на интактных кошках, демедуллироваиных, а также на предварительно 
демедуллированпых и затравленных ботулииическим и столбнячным токсином. Опе-
рация демедулляции заключалась в удалении одного надпочечника и выжигании моз-
гового вещества другого надпочечника. Опыты на демедуллированпых животных 
поставлены на 7—8-е сутки после операции в период максимального торможения адре-
иергических влияний [6]. Опыты на отравленных животных осуществлены через 
2 сут после внутривенного введения ботулинического токсина типа С в дозе 2,5 мг 
на 1 кг массы животного на фоне паралитического синдрома, а также через 2—3 сут 
после введения столбнячного токсина в той же дозе при развитии клинических про-
явлений тяжелого генерализованного столбняка. Часть экспериментов поставлена 
на кошках, затравленных столбнячным или ботулииическим токсином на 6—7-е сут-
ки после демедулляции. В указанных модификациях экспериментов изучали экскре-
цию с мочой адреналина, норадреналина, ванилилминдальной кислоты, а также 
содержание катехоламинов в различных органах и тканях: надпочечниках, гипота-
ламусе, двигательной зоне коры головного мозга, мозжечке, спинном мозге, мышце, 
сердце, печени, почках. 

Содержание катехоламинов определяли общепринятым триоксииидоловым ме-
тодом в модификации В. В. Меньшикова |7], а экскрецию ванилилминдальной кис-
лоты — методом низковольтного электрофореза [8]. 

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

Результаты опытов, поставленных на демедуллироваиных животных, 
свидетельствовали о том, что «обратимое торможение» активности адреиер-
гических влияний сопровождалось значительным уменьшением выделения 

Т а б л и ц а 1 

Экскреция катехоламинов и ванилилминдальной кислоты в суточной моче 
демедулл и роваиных кошек 

Серия Адреналин, 
м кг/су т 

Норадреналин, 
мкг/сут 

Ванилилмиидальиая 
кислота, мг/сут 

Контроль (14) 0,97+0,087 1,9=1=0,1 0,33—0,04 
Демедулл я ци я (10) 0,43—0,045 1,66—0,23 0 ,15+0,03 Демедулл я ци я (10) 

Р<0 ,001 Я<0 ,01 
Демедулляция + адрена-

лин (10) 0 ,65+0,05 1,73+0,13 0 .47+0,09 лин (10) 
Р 0,02 Р > 0 , 1 

П р и м е ч а н и е . Р рассчитано по отношению к контролю. Здесь и в табл. 2 и 3 
в скобках — число животных. 

с мочой адреналина, а также одного из основных продуктов обмена катехола-
минов — ванилилминдальной кислоты. При этом экскреция норадреналина 
не изменялась (табл. J). 

Естественно было предположить, что удаление основного депо катехол-
аминов — мозгового вещества надпочечников — может привести и к умень-
шению их содержания в тканях. Однако, как показали эксперименты, ко-
личество адреналина резко возрастало в мозжечке, гипоталамусе, коре, 
спинном мозге, икроножных мышцах. В то же время уровень адреналина не 

506/ 



отличался от контроля в сердце и почках. Содержание норадреналина не 
изменялось во всех вышеперечисленных структурах и лишь в печени имело 
место некоторое его снижение. Определение содержания катехоламинов в 
оставшемся после выжигания мозгового вещества надпочечнике свидетельст-
вовало о чрезвычайно низком уровне в нем как адреналина, так и норадрена-
лина (табл. 2 и 3). 

Таким образом, возрастание содержания адреналина в тканях демедул-
лироваиных животных в определенной степени может быть следствием тор-
можения инактивации ка-
техоламинов, о чем свиде-
тельствует снижение экск-
реции с мочой ванилил-
миндальной кислоты — 
продукта окислительного 
дезаминирования и мети-
лирования катехоламинов 
в различных органах и 
тканях. 

В последующих экс-
периментах с введением 
компенсаторных доз адре-
налина д ем е д у л л и р о в а н -
ным животным (см. табл. 
1) отмечено возрастание 
выделения с мочой адрена-
лина и ванилилминдальной 
кислоты, при этом экскреция норадреналина не изменялась. Во многих 
исследуемых органах содержание адреналина снижалось и достигало конт-
рольных величин. Между тем в изменении содержания норадреналина не 
было отмечено какой-либо определенной закономерности: в ряде органов 
его содержание оставалось в пределах контрольных величин, в почках и 
мозжечке снижалось, а в седалищных нервах и гипоталамусе заметно 
превышало контроль (см. табл. 2 и 3). 

Резюмируя вышеизложенное, следует отметить, что удаление мозгового 
вещества надпочечников и связанное с ним торможение активности адренер-
гических влияний [6] закономерно приводит к увеличению содержания адре-
налина в тканях. 

Далее представляло интерес выяснить, какое влияние окажет предва-
рительная демедулляция надпочечников на содержание катехоламинов в 
органах кошек при последующем развитии у них столбнячной или ботулиии-
ческой интоксикации (табл. 4). Как известно, указанные нейроинтоксика-
ции сопровождаются активацией адреиергических процессов 19—11] и оп-
ределенными изменениями обмена катехоламинов [1, 12]. В частности, на 
паралитической стадии ботулииической интоксикации отмечено значитель-
ное преобладание норадреналина в тканях. 

Как показали результаты экспериментов на демедуллироваиных, за-
травленных ботулииическим токсином животных, предварительное тор-
можение активности адреиергических процессов препятствовало развитию 
тех изменений обмена катехоламинов, которые были отмечены нами ранее 
на поздней стадии интоксикации у неоперированных кошек. При этом содер-
жание адреналина не отличалось от контроля во всех исследуемых органах 
и лишь в гипоталамусе оставалось выше нормы, как и в группе демедулли-
роваиных незатравленных животных. Уровень норадреналина не отличался 
от контроля в спинном мозге, мышце, сердце, печени, почках и оставался 
выше контроля в гипоталамусе, коре, мозжечке. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что уровень тканевых кате-
холаминов находится в определенной зависимости от активности симпатико-
адреналовой системы. Причем подавление адреиергических процессов у де-

Т а б л и ц а 2 
Содержание катехоламинов в органах и тканях 

контрольных кошек, мкг/г ( М ± т ) 

Орган, ткань Адремалии Норадреналин 

Кора (14) 
Гипоталамус (14) 
Мозжечок (14) 
Спинной мозг (14) 
Седалищный нерв (10) 
Икроножная мышца (14) 
Сердце (16) 
Печень (14) 
Почки (14) 
Надпочечники (20) 

0,062=0,006 
0,09—0,007 
0,08 ' 0,008 
0 ,07+0,005 
0,05—0,009 
0 ,09+0,009 
0,09+0,008 
0,09+0,006 
0,08+0,0016 
265,9=1=8,9 

0,21 + 0,013 
0,17+0,010 
0,21 + 0,011 
0,24+0,012 
0,3=1=0,012 
0,20+0,010 
0,21 + 0,009 
0,22=1=0,013 
0,32+0,017 
55,9+3,6 
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медуллированных животных 
способствует накоплению ка-
техоламинов в тканях и в 
значительной мере препятст-
вует развитию тех изменений, 
которые свойственны ботули-
нической интоксикации. 

Аналогичный вывод о 
чрезвычайно, важной роли 
активности адренергических 
процессов в метаболизме 
тканевых катехоламинов был 
сделан в модификациях опы-
тов с воспроизведением столб-
нячной интоксикации на пред-
варительно демедуллирован-
ных животных. Как показа-
ли эксперименты, развитие 
генерализованной столбняч-
ной интоксикации,сопровож-
дающейся активацией адре-
нергических влияний, приво-
дит к снижению уровня нор-
адреналина и преобладанию 
адреналина в ряде органов и 
тканей. 

Развитие столбнячной 
интоксикации у демедулли-
рованных кошек сопровож-
далось иными изменениями 
содержа и и я нор а дрена л и н а: 
его содержание резко возра-
стало по сравнению с соот-
ветствующей стадией инток-
сикации у неоперированных 
животных и достигало конт-
рольных величии в коре го-
ловного мозга, мозжечке, 
спинном мозге, икроножных 
мышцах и печени. В гипота-
ламусе его содержание даже 
превысило контрольный уро-
вень. Однако демедулляция 
не отражалась на содержа-
нии адреналина в тканях 
затравленных животных: оно 
значительно превышало конт-
роль и практически не отли-
чалось от тех результатов, 
которые были получены в 
группе неоперированных зат-
равленных животных. 

Резуюмируя приведен-
ные данные, следует отме-
тить, что содержание кате-
холаминов в различных орга-
нах и тканях в значительной 
степени определяется актив-



иостыо симпатико-адреналовой системы. Торможение адреиергичес-
ких процессов в условиях демедулляции надпочечников приводит 
к увеличению суммарного содержания катехоламинов в тканях в основном 
за счет адреналина. Предварительная демедулляция надпочечников в оп-

Т а б л и ц а 4 
Вл и и 11 и с демедул л я ц и и надпочечников на содержание катехоламинов в органах и тканях 

кошек при ботулииической или столбнячной интоксикации 

Ботулиническая иитоксикация 

Орган, ткань адреналин, о норадрена- о D 
мкг/г Р 1 X лин, мкг/г 1 

Гипоталамус 0,21+0,05 <0,001 > 0 , 1 0,62+0,12 <0,001 > 0 , 5 
Мозжечок 0,08—0,02 > 0 , 5 > 0 , 0 5 0,30+0,04 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
Кора 0,06+0,01 > 0 , 5 <0,01 0 ,30+0,03 < 0 , 0 2 <0,001 
Спинной мозг 0,11+0,019 > 0 , 2 5 <0,01 0 ,27+0,03 > 0 , 5 > 0 , 1 
Икроножные мыш-

цы 0,07+0,012 > 0 , 1 > 0 , 5 0,232=0,03 > 0 , 5 > 0 , 5 
Сердце 0,07+0,01 > 0 , 1 > 0 , 1 0,262=0,04 > 0 , 5 > 0 , 5 
Печень 0 ,14+0,03 > 0 , 2 < 0 , 0 5 0,272=0,05 > 0 , 2 > 0 , 5 
Почки 0,07+0,002 > 0 , 5 > 0 , 0 5 0,372=0,03 > 0 , 1 > 0 , 2 5 
Надпочечник, ос- 0,001 > 0 , 2 25,92=1,6 0,001 0,01 

тавшийся после 
выжигания моз-
гового вещества 

Столбнячная интоксикация 

Орган, ткань адреналин, норадрена- п 
мкг/г Р р 1 лин, мкг/г Р Г 1 

Гипоталаму с 0,332=0,04 <0,001 < 0 , 0 5 0,312=0,05 < 0 , 0 5 > 0 , 5 
Мозжечок 0,15+0,02 <0 ,01 > 0 , 5 0,202=0,03 > 0 , 5 <0 ,01 
Кора 0,172=0,02 <0,001 < 0 , 0 5 0,262=0,03 > 0 , 1 <0 ,01 
Спинной мозг 0,222=0,03 <0,001 > 0 , 5 0,332=0,06 > 0 , 1 <0 ,02 
Икроножные мыш-

цы 0,152=0,02 <0 ,01 > 0 , 5 0,182=0,04 > 0 , 5 <0,01 
Сердце 0,162=0,02 <0 ,01 > 0 , 5 0,262=0,006 > 0 , 5 <0 ,02 
Печень 0,152=0,01 <0,001 > 0 , 5 0,262=0,04 > 0 , 5 <0,01 
Почки 0,082=0,01 > 0 , 5 <0,001 0,212=0,03 <0,01 <0,001 
Надпочечник, ос- 16,52=1,4 0,001 0,001 13,12=2,36 <0,001 <0,001 

тавшийся после 
выжигания моз-
гового вещества 

П р и м е ч а н и е. Р рассчитано по отношению к контролю, Рг — к соответст-
вующей стадии интоксикации без демедулляции, число животных в каждой группе со-
ставило от 9 до 12. 

ределеипой степени препятствует возникновению тех изменений метаболиз-
ма катехоламинов, которые были обнаружены ранее при ботулииической 
или столбнячной интоксикации. Последнее дает возможность сделать вывод 
о том, что изменения содержания катехоламинов в тканях при исследуемых 
нейроинтоксикациях могут быть следствием первичной активации адреиер-
гических процессов. 
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EFFECT OF ACTIVITY OF ADRENERGIC PROCESSES ON CONTENT 
OF CATECHOLAMINES IN TISSUES 

N. P. Chesnokova 

Chair of Pathophysiology, Medical School, Saratov 

Demedullation of adrenal glands caused a decrease in excretion of adrenaline and vanilyl 
rnandelic acid with simultaneous increase of adrenaline content in various rat tissues. Pre-
demedullation of adrenal glands prevented distinctly the alterations in catecholamine meta-
bolism, which developed in botulinic and tetanic neurointoxications. The data obtained sug-
gest that activation of adrenergic processes is of importance in genesis of the alterations ob-
served in catecholamine metabolism under conditions of botulinic and tetanic intoxications. 

УДК 612. I 15.1.014.40:577. 1 12.383. 2 

А. Ш. Бышевский, Т. M. J1 any сева, И. А. Мухачева 

ВЛИЯНИЕ ФОСФАТИДИЛСЕРИНА НА ОБРАЗОВАНИЕ 
И ЛИЗИС ФИБРИНА 

Кафедра биохимии Тюменского медицинского института 

Установлено, что фосфатидилсерин тормозит неферментативный этап фибрино-
образования (самосборку фибринмономера), не влияя на активность фактора XIII, на сте-
пень ретракции сгустка и его толерантность к фибринолизу. Активность фибринолизина 
не изменяется в присутствии фосфатидилсерина, но эффект медленнодействующего анти-
плазмина на фибринолизин несколько ограничивается липоидом.. Это приводит к тому, что 
фибринолиз в естественной системе (плазма) фосфатидилсерином активируется. 

Полученные данные согласуются с обоснованным авторами ранее представлением о ме-
ханизме тормоо/сения фосфатидилсерином реакции тромбин — фибриноген. 

Ранее мы показали, что фосфатидилсерин угнетает не только активацию 
протромбина, но и реакцию тромбин — фибриноген [1 ], образуя малоактив-
ные комплексы с тромбином 12]. Так как активность тромбина принято 
оценивать по времени свертывания фибриногена и образование фибрина про-
текает в 2 этапа, один из которых не зависит от тромбина (этап полимери-
зации или самосборки фибрин-мономера) 13—5], в настоящей работе изуча-
ли влияние фосфатидилсерина на неферментативной этап фибринообразо-
вания. 

Одновременно исследовали влияние фосфатидилсерина на фибрииоли-
тический процесс, катализируемый фибринолизином (плазмин, 
КФ 3. 4. 4. 14), который, как и тромбин, является гидролазой. Судя по дан-
ным литературы 16], можно ожидать, что фосфатидилсерин контролирует 
активность многих ферментов этого класса. 

М е т о д и к а 

В экспериментах использовали эмульсию гомогенного препарата фосфатидил-
серина и эмульсию препарата, содержащего наряду с фосфатидилсерином сфииго-
миелин и фосфатиДилэтаноламии. Последние 2 липоида не влияют на гемокоагуляцию 
[1], по обеспечивают стабильность эмульсии фосфатидилсерина, увеличивая дли-
тельность его сохранения в кровотоке [7]. Эмульсии индивидуального фосфатидил-
серина и стабилизированные эмульсии, адекватные по содержанию фосфатидилсери-
на, оказывали в опытах идентичное влияние на изучавшиеся величины. В статье 
приведены данные, полученные при изучении эмульсии стабилизированного фосфа-
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тидилсерина. Т а к а я эмульсия (в связи со стабильностью) является более перспектив-
ным антикоагулянтом для использования in v ivo [7]. 

Индивидуальный фосфатидилсерин и фосфатидилсерин с примесыо сфингомиели-
на и фосфатидилэтаиоламина (соответственно 50,1, 25,6 и 24 ,3%) получали из бычь-
его мозга [8 | , оценивая гомогенность и состав хроматографически [9]. 

Интенсивность самосборки фибрин-мономера изучали 2 приемами: определяли 
время образования сгустка при разведении 0,14 М раствором NaCl фибриногена, 
преинкубированиого с тромбином в 40% растворе мочевины [10], устанавливали 
скорость полимеризации фибрин-мономера, освобожденного от фактора X I I I [11]. 
Активность фактора X I I I определяли, к а к описано ранее [12], а степень ретракции 
сгустка — по объему сыворотки, отделившейся при инкубации (37°С, 1 ч) рекаль-
цифицироваиной плазмы [13]. Толерантность фибрина к плазмину находили по вре-
мени лизиса сгустка, образованного из 2 мл раствора фибрин-мономера в 1 мл рас-
твора фибринолизина (2 мг/мл). Фибринолитическую активность плазмы определяли 
на фибриновых пластинках [14], активность растворов фибринолизина и в л и я н и е на 
нее суммы антиплазминов плазмы — по интенсивности лизиса казеина. Активность 
быстро и медленно действующих антиплазминов оценивали по их влиянию на интен-
сивность лизиса взвеси фибрина фибринолизином [15]. Суммарный аитиплазмии по-
лучали из бычьей плазмы [16]. В опытах использован тромбин без плазмииогена (Кау-
нас) и фибриНолизин (г. Горький) . Во всех экспериментах в среду, где протекает ис-
следуемая реакция , вносили эмульсию препарата фосфатидилсерина в 0,14 М растворе 
NaCl (рН эмульсий 7,4), в контроль — соответствующий объем растворителя . Кон-
центрация фосфатидилсерина в отдельных экспериментах указана при изложении ре-
зультатов исследований. 

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

В присутствии фосфатидилсерина скорость полимеризации образован-
ного в 40% растворе мочевины фибрин-мономера замедляется пропорцио-
нально концентрации фосфолипида (табл. 1). 

Та же закономерность более четко выявилась при использовании в опы-
тах фибрин-мономера, очищенного путем троекратного повторения этапов 
полимеризации и растворения 1 1 1 ]. В этом случае зависимость между пар-

Т а б л и ц а 1 

Время полимеризации фибрин-мономера, образованного в 40% растворе мочевины при 
разбавлении его 0,14 М раствором NaCl, содержащим и не содержащим фосфатидилсерин 

Концентрация 
фосфат идилсери на 
в растворе NaCl, 

мг в мл 
Число опытов Время образования 

сгустка, с ( М ± т ) р 

Парциальное 
торможение 

0,0 6 125— 1,7 0,0 
0,015 3 155=1=9,0 0,05 0,23 
0,030 3 150+3,0 0,05 0,20 
0,060 3 243—2,2 0,05 0,51 
0,120 3 2 5 8 + 5 , 8 0,05 0,57 
0,250 3 305—2,4 0,05 0,60 
0,500 3 311=1=1,5 0,05 0,61 

П р и м е ч а н и е. У к и У0 — соответственно скорость реакции в контроле и опыте. 

циальным торможением (i) и концентрацией фосфатидилсерина в среде, 
где проходила полимеризация, характеризуется гиперболической кривой 
(рис. 1). 

Известно, что стабильность фибрина в значительной степени зависит 
от фактора X I I I , недостаточность или отсутствие которого ведет к наруше-
нию ультраструктуры сгустка фибрина [17]. Внося в плазму, использовав-
шуюся для определения активности фактора XI I I , фосфатидилсерин (1 и 
2 мг/мл), мы не нашли з< м. тиою влияния липоида на скорость растворения 
сгустка фибрина в растворе кислого оксалата аммония: растворение в контро-
ле длилось 37,0±0,24, в опыте—34,0+0,39 и 35,14=0,30 с (при концентрации 
фосфатидилсерина 1 и 2 мг/мл плазмы соответственно). Таким образом, фиб-
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ринстабилизирующий эффект фактора";XIИ не изменяется в присутствии 
фосфатидилсерина. 

Фосфатидилсерин не оказывал влияния на толерантность к фибрино-
лизину сгустков фибрина, образованных из фибрин-мономера (табл. 2). 

Так как устойчивость фибринового сгустка к фибрииолизииу зависит, 
в частности, и от уровня фактора X I I I 15], приведенные данные подтверж-

мг/мп 

Рис. 1. Зависимость парци-
ального торможения (i) 
скорости полимеризации 
фибр и и-мономер а от кон-
центрации фосфатидилсе-

рина. 
По оси абсцисс — концентрация 
фосфатидилсерина в среде, где 
происходит полимеризация фиб-
рин-мономера; по оси ординат— 

парциальное торможение. 

% 100 

50 

ш Ш 
Рис. 2. Влияние фосфатидилсерина на 
интенсивность торможения фибринолизи-

на суммарным аитиплазмином плазмы. 
1 — активность фибрииолизина в контроле (при-
нята за 100%); 2 — активность фибрииолизина 
в присутствии антиплазмииов; 3, 4, и 5 — актив-
ность фибрииолизина в присутствии антиплазми-
иов при разных концентрациях фосфатидилсери-

на (1,9; 2,2 и 4,4 мг/мл соответственно). 

дают, что исследуемый фосфатид не влияет на стабилизацию фибрина этим 
ферментом. 

Одна из качественных характеристик сгустка фибрина — способность 
его к ретракции [18]. В наших экспериментах количество отделяемой сгуст-
ком жидкости не зависело от присутствия в плазме фосфатидилсерина 
(0,3—3,0 мг/мл). 

Казеииолитическая активность фибрииолизина в присутствии фосфати-
дилсерина не изменялась: активность фибрииолизина в контроле — 2,ld= 

Т а б л и ц а 2 
Время лизиса фибринолизином сгустков фибрина, образованных из фибрин-мономера при 

разбавлении его в 0,14 М растворе NaCl, не содержащем (контроль) и содержащем 
фосфатидилсерин (Af=£m, п = 5 ) 

Исследуемый 
показатель 

Концентрация фосфатидилсерина в среде, где происходила 
полимеризация фибрин-мономера, мг/мл Исследуемый 

показатель 
0 , 0 0 , 0 6 0 , 12 0 , 2 5 0 , 5 0 1 , 00 

Время ли-
зиса, с 
Р 

193=1=5,6 183=!= 6,5 
> 0 , 0 5 

196=*= 6,0 
> 0 , 0 5 

208—7,0 
> 0 , 0 5 

206=1=3,5 
> 0 , 0 5 

196=1=8,1 
> 0 , 0 5 

± 0 , 1 мкг тирозина, а в присутствии фосфатидилсерина (0,1—1,6 мг/мл) — 
2,26=Ь0,18 мкг тирозина (Я;>0,05). При исследовании фибриполитической 
активности цельной плазмы обнаружилось активирующее влияние фосфа-
тидилсерина: площадь зон, лизированных донорской плазмой (18 опытов), 
равна 55,0± 1,75 мм2, в присутствии фосфатидилсерина (соответственно 0,1, 
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0,2 и 0,4 мг/мл) площадь зон лизиса равнялась 66,1 ±0,2; 60,0±2,2 и 62,0± 
4=3,2 мм2 (6 опытов в каждом случае, Р<0,05). Активирующий эффект, как 
это видно из приведенных данных, невелик и не зависит от концентрации 
фосфатидилсер ина. 

Отсутствие влияния фосфатидилсерина на изолированный фибриноли-
зин и его активирующее влияние на фибринолитическую активность цель-
ной плазмы побудили нас изучить активность антиплазминов в присутствии 
фасфатидилсерина. Обнаружилось, что суммарный аитиплазмин плазмы, 
заметно подавляющий активность раствора фибринолизина, утрачивает 

Т а б л и ц а 3 

Активность быстро и медленно действующего антиплазминов сыворотки крови (в %) 
в присутствии фосфатидилсерина ( М ± т ) 

Аитиплазмииы 

Концентрация фосфатидилсерина в среде , мг'мл 

Аитиплазмииы 
0 , 0 0 , 04 0 , 08 0 , 1 6 0 , 25 

БЫСТрО ДС ЙствуЮ!11! 1 и 
р 

Медленно действую-
щий 

Р 

80,2=1=3,6 

50,0=1=0,2 

77.1=1=0.2 
> 0 , 0 5 

51,1 — 0,6 
> 0 , 0 5 

75,0=1=0,6 
>0 ,05 

/18,2=1=0,3 
> 0 , 0 5 

83,2=1=^,9 
> 0 , 0 5 

49,1=1=0,1 
> 0 , 0 5 

81,2=1=0,9 
> 0 , 0 5 

40.2=1=0,1 
<0 ,05 

часть ингибирующего влияния в присутствии фосфатидилсерина. Как и в 
опытах с цельной плазмой, эффект фосфатидилсерина мало зависит от кон-
центрации (рис. 2): ингибирующее влияние антиплазминов на фибриноли-
зин снижается в одинаковой степени в присутствии существенно отличаю-
щихся концентраций фосфатидилсерина—2,2 и 4,4 мг/мл. 

Изучение влияния фосфатидилсерина на активность быстро и медленно 
действующих антиплазминов сыворотки позволило установить, что только 
в наибольшей из исследованных концентраций (0,25 мг/мл) липоид достовер-
но ограничивал активность медленно действующего антиплазмина (табл. 3). 

По-видимому, угнетающее влияние фосфатидилсерина на медленно 
действующий аитиплазмин обусловливает активацию им фибринолиза в цель-
ной плазме и активацию изолированного фибринолизина в присутствии сум-
мы антиплазминов плазмы. 

Ранее мы показали, что фосфатидилсерин тормозит реакцию тромбин 
фибриноген по типу сопряженного торможения, образуя малоактивный 
комплекс фермент — субстрат — ингибитор [1,19 ]. Описанное в настоящей 
работе свойство фосфатидилсерина тормозить вторую фазу фибрииообразо-
вания согласуется с представлением о сопрягающем характере ингибитор-
ного влияния фосфолипида на реакцию тромбин —фибриноген: можно до-
пустить, что фосфатидилсерин, способность которого к образованию комп-
лексов доказана прямыми наблюдениями [2 1, может образовывать комплек-
сы и с фибрин-мономером — продуктом ферментативного превращения фиб-
риногена. В этом случае фосфатидилсерин, вступая в связь с 2 компонента-
ми реакции, повышает сродство между ними, что ведет к снижению скорости 
распада комплекса, т. е. к торможению сопрягающего типа. 

Влияние фосфатидилсерина на фибринолитический процесс невелико 
при сравнительно высоких концентрациях липоида. Видимо, в организме 
фосфатидилсерин не может оказывать существенного влияния на актив-
ность фибр инолиза. 
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EFFECT OF PHOSPHATIDYL SERINE ON FORMATION AND LYSIS OF FIBRIN 

A. Sh. Byshevsky, Т. M. Lapuseva, I. A. Mukhacheva 

Chair of Biochemistry, Medical School, Tyumen 

Phosphatidyl serine inhibited non-enzymatic step of fibrin formation (selfassociation 
of monomeric fibrin). But phosphatidyl serine did not affect the factor XIII activity, the 
rate of fibrin clot retraction and its tolerance to plasmin. Activity of plasm in was not altered 
in presence of phosphatidyl serine but influence of slowly acting antiplasmin on plasmin was 
slightly limited by the lipoid. Due to this phenomenon phosphatidyl serine caused the acti-
vation of fibrinolysis in native system (blood plasma). The data obtained support the earlier 
advanced assumptions on inhibition of thrombin-fibrinogene reaction by phosphatidyl serine. 

УДК 612.018:577.175.859.087.4! 

В. П. Зыкова, Е. В. Бочкарева, С. С. Владимиров, Т. Е. Беляева 

ЭКСТРАКЦИЯ, РАЗДЕЛЕНИЕ И КОЛИЧЕСТВЕННОЕ 
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОСТАГЛАНДИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ, 

ТРОМБОЦИТАХ И НЕКОТОРЫХ ТКАНЯХ 

Всесоюзный кардиологический научный центр АМН СССР, Москва 

Описаны модифицированные авторами методические приемы селективной органической 
экстракции и адсорбционно-распределительной колоночной хроматографии простагланди-
нов, позволяющие выделить эти вещества с высоким выходом и дифференцировать их на се-
рии А, Е и F. Приводятся данные, полученные радио иммунологическим методом,, о содержа-
нии простагландинов в плазме крови и тромбоцитах здоровых людей и больных ишемической 
болезнью сердца, а также о содержании этих веществ в плазме крови, жировой ткани и пе-
чени кроликов. 

В последнее время внимание исследователей различных специальностей 
привлекают простагландины, обладающие высокой биологической актив-
ностью и широким спектром действия. В частности, простагландины прини-
мают участие в регуляции деятельности сердечно-сосудистой системы как в 
норме, так и при патологии [1—3]. В связи с этим изучение качественного 
и количественного состава простагландинов у больных атеросклерозом пред-
ставляет не только теоретический, но и практический интерес. Однако изу-
чение простаигландинов связано с некоторыми методическими трудностя-
ми, обусловленными в первую очередь тем, что простагландины присутст-
вуют в тканях и биологических жидкостях в чрезвычайно низких концент-
рациях, порядка 10~9—10~и г, и, следовательно, для их определения тре-
буются высокочувствительные и селективные методы. Кроме того, эти ве-
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щества крайне лабильны, количественная оценка каждого из них возможна 
лишь при соблюдении определенных правил отбора и обработки материала, 
условий его хранения. 

В связи с этим перед нами стояла задача подобрать оптимальные мето-
дические приемы, позволяющие с высокой степенью точности и хорошей вос-
производимостью экстрагировать простагландины из исследуемого мате-
риала, разделять их на группы и определять содержание каждого из них. 

В литературе имеется ряд работ, посвященных методическим подходам 
к изучению простагландинов. На основании предварительного анализа каж-
дого из них мы сочли возможным взять за основу для органической экстрак-
ции простагландинов метод 14]. Для хроматографического разделения 
этих веществ на индивидуальные серии мы использовали методы 15, 6]. 
Изменения, внесенные нами в выполнение каждого из указанных методов, 
подробно описаны ниже. 

М а т е р и а л ы и м е т о д ы 

Препараты меченных тритием 3 Н простагландинов групп А ь Ех и F с радио-
активностью 50—100 мкКи/мл фирмы «Amersham» (Англия). Коммерческие наборы 
для радиоиммуиологического определения простагландинов А, Е и F ) a фирмы «Cli-
nical Assays», США. Кремниевая кислота «Красный химик», Ленинград. Сцинтил-
ляциоиная жидкость следующего состава: 2,5-дифенилоксазол (ППО) — 4 г, 1,4-ди 
(5-фепил-2-оксазил)-беизол (ПОПОП) 200 мг, нафталин сублимированный 60 г, эта-
нол 200 мл, диоксаи сцинтилляционный 800 мл. Все органические растворители, 
кроме диоксана, были перегнаны. 

Органическая экстракция простагландинов 

Обработка крови. Кровь для исследования содержания простагландинов соби-
рали натощак между 8 и 10 ч утра из локтевой вены обычным способом в стеклян-
ные пробирки, содержащие ЭДТА (1 мг/мл крови). Плазму отделяли центрифугиро-
ванием в течение 20 мин при 2000 g. Точно известное количество плазмы (обычно 
I—2 мл) осаждали 4-кратным объемом смеси м е т а н о л — э т а н о л (4 : 1; смесь А). 

Выделение тромбоцитов. Д л я получения тромбоцитов 9 мл крови собирали в 
пробирку, содержащую 1 мл 3,8% раствора цитрата натрия. Эритроциты и лейкоци-
ты отделяли центрифугированием 20 мин при 300—400 g. Плазму отсасывали и тром-
боциты отделяли повторным центрифугированием 20 мин при 2000 g. Тромбоцитиую 
массу дважды промывали физиологическим раствором для удаления следов плазмы и 
разрушали ультразвуком при 35 кГц на аппарате УЗДН-1. К исходному объему до-
бавляли 4-кратный объем смеси А. 

Обработка тканей. При забое животных образцы тканей немедленно помещали 
в жидкий азот, после замораживания хранили при —20°С не более 3—5 дней до на-
чала обработки. Д л я определения простагландинов в жировой ткани и печени навеску 
ткани (1—2 г) гомогенизировали в стеклянном гомогенизаторе в небольшом объеме 
смеси А. Гомогенат ткани количественно переносили в пробирку и доводили объем 
спиртовой смеси до 4-кратного соотношения (объем : вес). Все процедуры по обработке 
анализируемого материала проводили при 2—4°С. Осажденные спиртовой смесыо про-
бы: можно хранить при этой температуре до 10—15 дней [6]. 

В специальных опытах с целыо отработки и выяснения эффективности мето-
дических приемов на всех этапах выделения и очистки простагландинов проводили 
количественную оценку выхода этих веществ, используя 8Н-простагландины серий 
А, Е и F. Процедуры, использованные нами для очистки простагландинов из плазмы 
крови, тромбоцитов и гомогенатов тканей, а также результаты определения радиоак-
тивности на каждом из этапов представлены на схеме. 

Как видно из схемы, денатурированные белки после спиртового осаждения ис-
следуемого образца отделяли центрифугированием в течение 20 мин при 2000 g. 
Осадок дважды промывали 3—5 мл спиртовой смеси и повторно центрифугировали 
при том же режиме. Надосадки объединяли и переносили количественно в дели-
тельную воронку. Для очистки простагландинов от балластных липидов проводили 
двойную экстракцию этой спиртовой фракции двойным объемом петролейиого эфира 
(т. кип. 40—60°С), который затем отбрасывали. Спиртовую фракцию, полученную пос-
ле очистки петролейным эфиром, подкисляли несколькими каплями 1. и. FICI до 
рН 4,3—4,5; контроль за значениями рН осуществляли с помощью рН-метра с микро-
электродами. Подкисленную фракцию экстрагировали двойным объемом хлороформа, 
в который переходят простагландины из спиртовой фракции, так как их р Ка близка 
к указанным выше значениям рН. Д л я более полного количественного выхода про-
стагландинов на этом этапе экстракцию хлороформом проводили дважды. Хлороформ-
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иые экстракты объединяли и промывали двойным объемом дистиллированной воды 
для удаления следов соляной кислоты. Органическую фазу собирали и у п а р и в а л и 
досуха на ротационном испарителе при температуре водяной бани 35—40°С. 

Этапы выделения простагландинов и их выход на каждом этапе по радиоактивной метке 

1. В анализируемый образец внесено 30 198 имп/мин 
(100 % 3 Н - п р оста г л а иди н а 

4 
2. Осаждение пробы четырехкратным объемом смеси ме-

т а н о л — этанол ( 4 : 1); центрифугирование 20 мин 
при 2000 g; объединение супернатаитов после двукрач 
ного промывания осадка спиртовой смесью — 
29 876 имп/мин (99%) 

I 
3. Двукратная экстракция спиртового супернатанта двой-

ным объемом петролейного эфира — 29 813 имп/мин 
(99%) 

I 
4. Добавление 1 п. НС1 до рН 4,3—4,5 и последующая 

двукратная экстракция хлороформом —29 774 имп/мин 
(98,5%) 

I 
5. Промывание объединенных хлороформных экстрактов 

двойным объемом воды для удаления следов HCI — 
28 133 имп/мин (93%) 

I 
6. Упаривание досуха органической фазы, содержащей 

простагландины, на ротационном испарителе 
I 

7. Колоночная хроматография простагландинов 

Предлагаемая схема органической экстракции 
лучать их на последнем этапе с выходом до 93% от 
диоактивиой метки. 

Как у ж е указывалось , за основу органической экстракции простагландинов 
был взят описанный в литературе [4] метод с внесенными нами модификациями, кото-
рые состоят в следующем: при осаждении белков плазмы крови или тканей анализи-
руемых образцов мы применяли смесь метанол — этанол (4- : 1) с последующим 
двукратным промыванием денатурированных белков этой спиртовой смесыо, что дало 
возможность резко увеличить (до 99%) выход простагландинов на данном этапе, 
в то время как в оригинальной методике [4] на этом этапе был использован этанол -
менее полярный растворитель, не позволяющий полностью экстрагировать простаглан-
дины. На неудовлетворительную экстракцию простагландинов этанолом указывается 
также и в другой работе [7]. 

Кроме того, мы изменили р Н среды с 3,0 до 4 ,3—4,5, так как ряд авторов пока-
зали , что значения р Н менее 4,5 нежелательны при работе с простагландинами [6, 8J, 
поскольку при более кислых значениях рН ухудшается хроматографическое разделе-
ние простагландинов, а т а к ж е снижается их стабильность при хранении. Этот факт 
наблюдали в своей работе и мы. Д л я более полного удаления следов кислоты мы вве-
ли дополнительную процедуру отмывки хлороформных экстрактов дистиллированной 
водой, что позволило улучшить разделение простагландинов при хроматографии их 
на кремниевой кислоте. 

Колоночная хроматография простагландинов 

Отработка условий для хроматографического разделения простагландинов на 
индивидуальные серии А, Е и F с помощью хроматографии на колонке с кремниевой 
кислотой представляла наибольшие трудности. Основными факторами, обеспечиваю-
щими стабильность получаемых результатов , при этом являются строго постоянное 
содержание воды, определенный размер частиц [9] и минимальное количество при-
месей других веществ в адсорбенте. Таким требованиям отвечают, например, кремние-
вая кислота «Mall inckrodt» и «Bio-Sil А» фирмы «Bio-Rad» (США). Среди отечест-
венных коммерческих препаратов наилучшие результаты по разделению простагланди-
нов на серии и стабильному выходу мы получили с препаратом водной кремниевой 
кислоты, чистой, ГОСТ 4214-70, Ленинградского завода «Красный химик». 

Хроматографическое разделение простагландинов проводили с использованием 
модифицированных методов [5, G], авторы которых применяли миииколоики с кремние-
вой кислотой, элюируя простагландины с адсорбента смесыо бензол — э т и л а ц е т а т с 
добавлением метанола. 

Однако при строгом воспроизведении этих методов мы не получили удовлетво-
рительных результатов , что связано, вероятно, с более низкой адсорбционной способ-
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белков отбрасывается 

Петролейный эфир от-
брасывается 

Верхняя фаза отбрасы-
вается 

Водная фаза отбрасыва-
ется 

простагландинов позволяет по-
виесенной на первом этапе ра-



иостыо использованной нами кремниевой кислоты. В связи с этим мы увеличили ко-
личество адсорбента (с 0,5 до 1,5 г), объем элюирующих смесей и изменили порядок 
пропускания их через колонку, что позволило нам добиться хороших результатов с 
выходом 94—100% от количеств, внесенных на колонку простагландинов. 

Профиль элюции смеси 
3 Н - пр оста г л а иди н о в (П Г) 
при хроматографическом 
разделении на колонке с 

кремниевой кислотой. 
Внесено 1 мл 8Н-простагланди-
нов п смеси 1 (Ai — 9915 
и мп/мии; E i — 7427 имп/мин; 
F 2 а —5472 имп/мин). Элю-
цию проводили ступенчато сме-
сями I, II и III со скоростью 
0,3 мл/мин. Выход составил 
для простагландина A t —100%, 
для Еш - 96%, для F a 2 - 94% 

внесенной радиоактивности. 
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Подготовка кремниевой кислоты. Кремниевую кислоту измельчали в фарфоро-
вой стунпе и просеивали через лабораторное сито № 3, позволяющее отделить ча-
стицы размером 100—200 меш. Подготовленную таким образом кислоту прокаливали 
при 110—120°С в течение 8—10 ч и хранили в банке с притертой пробкой в эксикаторе 
над прокаленным СаС12 в течение 5—7 дней; при более длительном хранении кислоту 
повторно прокаливали при той же температуре в течение 2—3 ч. 

Элюирующие смеси органических растворителей. Смесь Т — бензол — этилацетат 
(6 : 4); смесь II — бензол — этилацетат — метанол (60 : 40 : 2), смесь I I I — бен-
зол — этилацетат — метанол ( 6 : 4 : 2 ) . 

Подготовка колонки. Использовали стеклянные колонки размером 0,7X 17 см 
с резервуаром для растворителя вместимостью 50 мл. В колонку вносили суспензию 
1,5 г кремниевой кислоты в 3—5 мл смеси I и пропускали через колонку 10—15 мл 
этой смеси для уравновешивания адсорбента. Одновременно готовили и параллельно 
проводили работу на 5—6 колонках. 

Внесение анализируемого образца в колонку. Сухой экстракт простагландинов, 
полученный после органической экстракции, растворяли в минимальном объеме сме-
си 1 и количественно вносили в колонку в объеме не более 3 мл. 

Д л я выбора оптимальных условий и контроля за хроматографическим разделе-
нием простагландинов в специальных опытах с 3Н-простагландинами были отработаны 
условия их разделения на индивидуальные серии. Было найдено, что 3Н-простаглан-
дин А элюируется с кремниевой кислотой 40 мл смеси I, 8Н-простагландин Е — тем 
же объемом смеси II, а 3Н-простаглаидин F 2 a — 45 мл смеси III. Выход простагланди-
нов каждой серии по радиоактивной метке колебался от 94 до 100% (п=37) и не за-
висел от серии простагландина. 

Профиль элюции одного из типичных опытов по разделению смеси 3Н-простаглаи-
динов представлен на рисунке. Как видно, в указанных выше условиях происходит 
четкое разделение 3Н-простагландииов на отдельные серии А, Е и F с выходом 100, 
96 и 94% соответственно. 

На этом основании все дальнейшие опыты по хроматографическому разделению 
простагландинов анализируемых образцов проводили по описанной выше методике. 
Фракции, соответствующие простагландинам А, Е и F полученные после хроматогра-
фии на колонке, упаривали досуха на ротационном испарителе, растворяли в хлоро-
форме и количественно переносили в пробирку. Затем пробы упаривали досуха под 
азотом и хранили плотно закрытыми при —20°С не более 10—15 дней до проведения 
радиоиммуиологического анализа. 

Радио иммунологическое определение простагландинов 

Принцип метода состоит в том, что аитисыворотка, полученная к простагланди-
нам конкретной группы, при ее добавлении к пробам, содержащим эти простагланди-
ны, специфически их связывает. Это связывание происходит в равной мере как с ие-
радиоактивными, так и с мечеными 3Н-простаглаидинами, пропорционально их кон-
центрации в пробе. Добавляя аптисыворотку и 3Н-простагландины к ряду последо-
вательно разбавленных растворов с известной концентрацией немеченых стандартных 
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простагландинов в пробе, проводили реакцию связывания этих веществ антисыворот-
кой. Для осаждения комплекса антител с простагландинами добавляли вторичные 
антитела. По,величине радиоактивной метки в осадке рассчитывали процент связы-
вания 3Н-простагландинов антисывороткой для каждой известной концентрации не-
меченых простагландинов в пробе. На основании этих данных строили калибровочную 
кривую, откладывая па оси ординат процент связывания 3Н-простагландина, а на 
оси абсцисс в логарифмическом масштабе количество немеченого простагландина, 
соответствующее определенному проценту связывания. Все расчеты процента связы-
вания 3Н-простагландина антисывороткой как для построения калибровочной кри-
вой, так и в опытных пробах проводили за вычетом неспецифической сорбции метки 
реактивами, используемыми при постановке опыта (слепая проба), величина счета в 
ней не должна превышать 70—120 имп/мин. 

Содержание простагландинов в исследуемых образцах плазмы крови и тканей 
определяли аналогичным образом: с заменой объема раствора стандартного простаглан-
дина на объем анализируемого образца. По величине процента связывания для этой про-
бы находили соответствующее ему количество простагландина по калибровочной кри-
вой. Для точного расчета содержания простагландина в анализируемых пробах поль-
зовались только линейной частью калибровочной кривой, соответствующей обычно 
30—70% связывания; конечные результаты выражали в пикограммах на 1 мл крови 
или иаиограммах на 1 г ткани. 

Подробное описание радиоиммунологического определения простагландинов да-
но в методическом руководстве фирмы «Clinical Assays», которое и было нами исполь-
зовано для проведения этой части работы. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Прежде всего мы изучили содержание простагландинов в плазме крови 

20 практически здоровых мужчин и сопоставили полученные результаты 
сданными других исследователей (табл. 1). 

Как видно из табл. 1, найденное нами содержание простагландинов А, Е 
и F в плазме крови здоровых людей согласуется с результатами, получен-
ными другими авторами 15, 10 ], что дает основание считать методы, моди-
фицированные нами, адекватными и специфичными. 

На основании этих апробированных методических приемов было опре-
делено содержание простагландинов в тромбоцитах больных ишемической 
болезнью сердца (ИБС). Результаты этих определений представлены в 
табл. 2. 

Анализируя получен-
ные данные, необходимо от-
метить прежде всего выяв-
ленное нами снижение со-
держа н и я п роста г л а иди н а 
Е в тромбоцитах у боль-
ных ИБС по сравнению с 
содержанием этого простаг-
ландина у здоровых людей 
(Р<0,01). Количество прос-
тагландинов А и F в обеих 
группах обследованных лиц 
при этом существенно не ра-
зличалось. Уменьшение со-
держания простагландина Е, обладающего способностью тормозить агрега-
цию тромбоцитов, начального этапа тромбообразования, вероятно, может 
приводить к интенсификации этого процесса у больных ИБС. Это предполо-
жение подтверждается также и тем, что у больных ИБС нарушено количест-
венное соотношение между содержанием простагландина Е — ингибитора 
агрегации и простагландина F — активатора этого процесса: у здоровых 
людей оно равно 1,63, а у больных — 0,99 (см. табл. 2). 

Можно предполагать, что изменение скорости образования простаглан-
дина Е в тробоцитах больных ИБС приводит к дисбалансу в содержании 
простагландинов, обладающих разнонаправленным влиянием на функцио-
нальное состояние тромбоцитов, что может явиться одной из причин ги-
перагрегации у этих больных. 

Т а б л и ц а 1 
Содержание простагландинов (в иг/мл) в плазме крови 

здоровых мужчин 

Источник 

Простагландины 

Источник 
А Е F 

[10] 570—1200 140—950 
[5] 1024—214 378=1=73 84=1=15 

Собственные 
данные [ l l j 1007=1=70 912=1=82,5 494=1=40,6 
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Известно также, что простагландин Е обладает способностью расши-
рять сосуды, а простагландин F — сужать их. В связи с этим количествен-
ное изменение в содержании простагландинов этих двух групп в тромбо-
цитах больных ИБС мо-
жет играть роль в регу-
ляции сосудистого тонуса 
и артериального давления, 
так как тромбоциты явля-
ются одним из источников 
поступления простагланди-
нов в циркуляцию. 

Нами изучено также 
содержание простагланди-
нов в плазме крови, жи-
ровой ткани и печени кро-
ликов, так как эти живот-
ные часто используются в 
модельных опытах для изу-
чения роли гиперхолесте-
ринемии в развитии ате-
росклероза. Исследование 
было проведено на 6 кроликах-самцах породы шиншилла массой тела 
2,5—3 кг, находившихся на обычном пищевом режиме. Найдено, что содер-
жание простагландинов А и Е в плазме кроликов составило 7944=127 и 
933±326 пг/мл соответственно. Содержание простагландинов этих же се-
рий в жировой ткани было равно 3,77=1=1,73 нг/г для простагландина А 
и 3,38=1=1,55 иг/г для простагландина Е. Количество простагландинов А 
и Е в печени равно 7,53+3,40 и 2,85+0,35 нг/г соответвенно. 
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EXTRACTION, SEPARATION AND QUANTITATIVE ESTIMATION 
O F P R O S T G L A N D I N E S IN BLOOD PLASMA, THROMBOCYTES 

AND IN SOME T I S S U E S 

V. P. Ztjkova, E. V. Bochkareva, S. S. Vladimirov, Т. E. Belyaeva 

All-Union Cardiological Research Centre, Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Modified methods, using selective organic extraction and absorption-distributional co-
lumn chromatography, are described for isolation of prostglandines with high yield; the sub-
stances were differentiated by means of the methods used into series A, E, F. Use ol radioim-
munologic method enabled to obtain data on content of prostglandines in blood plasma and 
in thrombocytes of healthy people and of patients with ischemic heart impairments as well 
as on content of these substances in rabbi t blood plasma, fa t ty and livery tissues. 
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Т а б л и ц а 2 

Содержание простагландинов (в пг/мл крови) в 
тромбоцитах здоровых людей и больных ИБС 

Исследуемый 
материал 

Простагландин 

Исследуемый 
материал А Е F E/F 

Тромбоциты 
здоровых 
людей 

1,63 (/?,- 20) 64,7=1=11,8 134=!= 13,6 8 1 , 1 3 , 0 1,63 
Тромбоциты 
больных 
ИБС 

С
Л

 

50,7—4,73 86,0—6,25 86,9^=7,99 0,99 С
Л

 

Р < 0,01 
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Б. А. Кудряше, Ю. А. Пытель, Г. /И. Баскакова, Л. Л. Ляпина, 
Я. Я. Чакалева 

ВЛИЯНИЕ ГЕПАРИНА НА КОНЦЕНТРАЦИЮ САХАРА КРОВИ 
ПРИ АЛЛОКСАНОВОМ ДИАБЕТЕ У КРЫС 

Кафедра физиологии человека и животных МГУ им. М. В. Ломоносова и кафедра урологии 
1 Московского медицинского института им. И. М. Сеченова 

Аллоксан вызывает, у животных развитие диабета и угнетение функции противосвер-
тывающей системы крови. При одновременном применении аллоксана и гепарина диабет или 
не развивался или же возникшая гипергликемия к концу эксперимента резко уменьшалась, 
при этом функция противосвертывающей системы сохранялась. 

В последние годы появились сведения о применении гепарина в комплек-
сном лечении больных сахарным диабетом, особенно при сосудистых ослож-
нениях I I, 21. Однако данные о гипогликемическом эффекте гепарина у боль-
ных сахарным диабетом и здоровых людей разноречивы 13 — 6] и посвящены 
выявлению кратковременного действия гепарина на концентрацию сахара 
в крови [7, 81. Малочисленны и противоречивы данные о действии гепарина 
при экспериментальном диабете у животных 1.9, 10]. 

Цель настоящей работы состояла в изучении влияния гепарина на кон-
центрацию сахара крови и состояние функции противосвертывающей систе-
мы в условиях хронического опыта при аллоксановом диабете у крыс. 

М е т о д и к а 

Опыты были проведены на белых крысах-самцах весом 180—200 г. В I серии эк-
спериментов (40 крыс) диабет вызывали подкожным введением аллоксана однократ-
но в дозе 40 мг/200 г животного. Во II серии опытов (40 крыс) одновременно с алло-
ксаиом и затем 1 раз в день в течение 2 нед вводили гепарин по 100 ЕД/200 г. В III се-
рии экспериментов гепарин начинали вводить через 48 ч после инъекции аллоксана 
на фоне уже возникшей гипергликемии, используя те же дозы этих веществ, что в I 
и II сериях экспериментов. 

IV и V серии были контрольными: в IV серии крысам ежедневно в течение 2 нед 
внутримышечно вводили гепарин в дозе 100 ЕД/200 г, а в V серии — подкожно 0,5 мл 
физиологического раствора NaCl. 

Гепарин и аллоксан растворяли в физиологическом растворе NaCl и вводили 
по 0,5 мл этого раствора в стерильных условиях. Кровь для исследования у животных 
всех серий брали до введения препарата (фон) и затем через 2, иногда 3, 7 и 14 дней 
после начала экперимента в количестве 1,5 мл с 3 ,8% раствором цитрата натрия 
в соотношении 9 : 1 . 

Концентрацию сахара в крови определяли колориметрическим методом с исполь-
зованием серно-тимолового реактива [11]. В бестромбоцитарной плазме крови опре-
деляли ее суммарную фибринолитическую активность (СФА), неферментативиый фиб-
ринолиз (НФ), осуществляемый комплексными соединениями гепарина с белками 
крови и аминами, по методу Кудряшова и Ля пи ной [12] на пластинах нестабилизи-
рованного фибрина, приготовленных по методу Кудряшова и соавт. [13]. 

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

V 40 крыс I серии опытов фоновые колебания концентрации сахара 
в крови до введения аллоксана составляли 110—120 мг/100 мл со средним 
значением 117,3+4,6 мг/100 мл. В этих условиях СФА составляла 37,8 — 
39,8 мм2, НФ плазмы —10,8—13 мм2, причем доля НФ от СФА составляла 
29—32%. Через 2 сут после введения аллоксана погибло 50% животных. 
При вскрытии у погибших крыс было обнаружено большое количество мел-
ких и крупных тромбов в органах, преимущественно в легких. 

Через 2 сут после введения аллоксана у всех 20 крыс, оставшихся в жи-
вых, повысилась концентрация сахара в крови и снизился уровень НФ 
плазмы до 6,5 мм2, или до 15—19%. По степени возникшей гипергликемии 
и последующему течению диабета этих животных можно было разделить на 
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3 группы. Как видно из табл. 1, 
у 8 крыс развился диабет в 
легкой форме, что характе-
ризовалось развитием гипер-
гликемии, не превышающей 
200 мг/100 мл (169+3,5 и 
160+8,5 мг/100 мл через 2 
и 3 сут соответственно). У 5 
крыс уровень сахара превы-
шал 200 мг/100 мл, но был ни-
же 300 мг/100 мл (2384= 
±31,3 мг/100 мл) это форма 
диабета средней тяжести. И у 
7 животных развилась тяже-
лая форма диабета с гипер-
гликемией, которая через 2 
сут достигла 2894=27,4 мг/ 
100 мл и продолжала уве-
личиваться в течение всех 2 
нед эксперимента. 

Возникшая через 2 дня 
после введения аллоксана 
гипергликемия носила стой-
кий характер и сохранялась в 
течение последующих 14 дней 
эксперимента. Такой же стой-
кий характер носило и изме-
нение НФ плазмы крови: в 
течение последующих 14 дней 
НФ составлял 5,4—6,0 мм2 и 
его доля в СФА занимала 20% 
(табл. 2). При легкой форме 
диабета концентрация сахара 
в крови через неделю увели-
чилась до 177=]= 14,1 мг/100 мл, 
а через 14 сут достигла 191=1= 
+24,9 мг/100 мл. При диа-
бете средней тяжести проис-
ходило незначительное умень-
шение концентрации сахара 
в крови через 7 и 14 дней 
(233+28,0 и 207+28,0 мг/ 
/100 мл соответственно). При 
тяжелой форме диабета наб-
людалось постепенное и до-
вол ь и о з и а ч и тел ьное возра-
ста ние кон центр а ции сахара 
в крови к концу опыта (до 
330+17,3 мг/100 мл). 

Во II серии эксперимен-
тов, в которой животным од-
новременно с аллоксаном в 
течение последующих 2 нед 
ежедневно вводил и ге пари и, 
через 2 сут от начала опыта 
из 40 крыс погибло 4 (10%). 
Фоновое содержа и ие сахара 
крови для крыс данной серии 
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было равно 120± 1,8 мг/100мл. 
Через 2 сут было обнаруже-
но, что у 16 животных (40%) 
диабет не развился и концент-
рация сахара крови колеба-
лась в пределах исходного 
уровня (крайние границы 
113±2,2 и 129+4,7 мг/100 мл, 
Р>0,05). У 9 животных было 
отмечено повышение концент-
рации сахара крови через 2 
сут до 170±6,7 мг/100 мл с 
последующим возвращением к 
фоновому уровню: через неде-
лю еще не наблюдалась незна-
чительная гипергликамия 
(146±4,5 мг/100 мл), но раз-
ница между значениями на 
2-й и 7-й дни была недосто-
верна, а через 14 дней содер-
жание сахара в крови стало 
нормальным (122± 10,3 мг/ 
100 мл). У 11 крыс этой серии 
через 2 сут был выявлен диа-
бет средней тяжести: кон-
центрация сахара в крови 
равна 283± 13,6 мг/100 мл. Но 
и в этой группе уже через 7 
дней гипергликемия резко 
уменьшилась (до 198± 
±24 ,5 мг/100 мл), а через 14 
дней концентрация сахара в 
крови достигла исходного 
уровня (1194:5,8 мг/100 мл). 
Тяжелая форма диабета, наб-
людаемая в I серии экспери-
ментов, во II серии нами не 
обнаружена. 

СФА и НФ плазмы кро-
ви во II серии эксперимен-
тов практически не менялись 
на протяжении всего [(времени 
проведения опыта, доля НФ 
от СФА составляла 24—28%. 

В I I I , как и в I, серии 
опытов] через 2 сут после 
введения аллоксана погибло 
50% животных. У оставших-
ся в живых крыс развился 
диабет средней тяжести, и 
уровень сахара крови пре-
вышал 200 мг/100 мл (228± 
± 1 , 9 мл/100 мл), при этом 
доля НФ плазмы крови сни-
з и л а с ь с 2 8 д о 1 5 , 2 % и л и с 
10,9 до 4,2 мм2. В этой серии 
гепарин начали вводить с 
третьих суток на фоне уже воз-



иикшей гипергликемии. На 8-й день после начала эксперимента и через 5 
дней после введения гепарина произошло уменьшение концентрации саха-
ра в крови до 170-h8,1 мг/100 мл и через 14 дней — до нормы (127± 
zh2,2 мг/100 мл). В этой серии опытов уже через 72 ч после начала 
эксперимента доля НФ повысилась и стала достигать 21,2% от СФА, а к 
14-му дню эксперимента уже составляла 35%. 

В IV и V сериях, которые являлись контрольными, крысам вводили 
гепарин и физиологический раствор NaCl соответственно. Обнаружено, 
что в обеих контрольных сериях в течение 2 нед эксперимента концентрация 
сахара в крови колебалась в пределах нормы и различия между полученны-
ми величинами были недостоверны. 

На основании проведенного эксперимента можно заключить, что аллок-
сан в использованных дозах вызывает у животных развитие диабета и угне-
тение функции противосвертывающей системы ПСС, что выражалось в сни-
жении иеферментативиого фибринолиза плазмы по сравнению с исходным 
уровнем. При одновременном применении аллоксана и гепарина диабет или 
не развивался, или же возникшая гипергликемия к концу эксперимента 
резко уменьшалась. При этом функция ПСС не нарушалась. В условиях 
применения гепарина через 48 ч после введения аллоксана, т. е. на фоне 
возникшей гипергликемии, уже через 5 дней с начала применения гепарина 
наблюдалось уменьшение содержания сахара в крови и повышение иефер-
ментативиого фибринолиза в плазме до нормального уровня. 

Таким образом, применение гепарина при аллоксановом диабете у под-
опытных животных сопровождалось положительной корреляцией между сох-
ранением или восстановлением функции противосвертывающей системы и сни-
жением концентрации сахара крови. Последнее, по-видимому, обусловлено 
защитой части Р-клеток поджелудочной железы гепарином или его произ-
водными от действия аллоксана, возникающими в организме. 
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EFFECT OF HEPARIN ON CONCENTRATION OF BLOOD SUGAR IN ALLOXAN 
DIABETES IN RATS 

8. A. Kudryashov, Yu. A. Pyiel, G. M. Bciskakova, L. A. Lyapina, /. J. Chekalova 

Chair of Human and Animal Physiology, M. V. Lomonosov Stale University, Chair of Urology, 
1. M. Sechenov I Medical School, Moscow 

Administration of alloxan caused development of diabetes in animals and inhibited the 
anticoagulation system of blood. Simultaneous or successive treatment with alloxan and heparin 
did not cause development of diabetes. Under these conditions the developing hyperglycemia was 
distinctly decreased and the functions of the anticoagulation system were maintained at the 
normal level. 
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СОДЕРЖАНИЕ И СОСТАВ ГАНГЛИОЗИДОВ МОЗГА 
ПРИ БОЛЕЗНИ ДАУНА 
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рия медицинской генетики АМН СССР, Ленинград 

При болезни Дауна содеро/сание ганглиозидов — характерных компонентов плазмати-
ческих мембран нервных клеток — поню/сено в сером веществе мозга и повышено в белом. По 
всей вероятности, это свидетельствует о задеро1Ске дифференциации нейронов при болезни 
Дауна. В составе ганглиозидов серого и белого веществ мозга в норме преобладает дисиало-
ганглиозид (ш1а, велико таю/се содержание Gmx, Oti и Сколько-нибудь значительных 
изменений в составе ганглиозидов мозга у больных по сравнению с контролем не обнаружено. 

Хромосомные болезни занимают большой удельный вес в структуре при-
чин умственной отсталости (по данным Лаборатории медицинской генетики 
АМН СССР, в нашей стране насчитывается около 1 млн. таких больных). 
Болезнь Дауна, в основе которой лежит трисомия по 21 паре хромосом, 
является одной из наиболее распространенных хромосомных аномалий. 
Несмотря на интенсивные поиски первичных биохимических звеньев, обус-
ловливающих развитие заболевания, эта проблема до настоящего времени 
еще далека от разрешения. Поскольку ведущим клиническим симптомом 
болезни Дауна является олигофрения, то представляется актуальным де-
тальное изучение биохимических характеристик ткани головного мозга, 
в том числе его липидного состава 1.1 ]. Работ по изучению ганглиозидов го-
ловного мозга при хромосомном дисбалансе (трисомиях) в литературе нам 
не встретилось. 

Ганглиозиды представляют собой гликолипиды, содержащие сиаловые 
кислоты. В литературе описан целый ряд наследственных заболеваний, выз-
ванных нарушением синтеза определенных ферментов катаболизма ганглио-
зидов (болезнь Тея—Сакса, GM,-ганглиозидов и некоторые другие). Для 
этих болезней, ведущими симптомами которых является психомоторная де-
генерация и идиотия, характерно резкое изменение содержания и состава 
ганглиозидов 12 I. Ганглиозиды локализованы преимущественно в плазмати-
ческих мембранах нервных клеток. Их содержание является ценным крите-
рием для количественной характеристики синаптических аксо-дендритиче-
ских контактов и степени разветвленное™ нейронов [3]. 

Целью настоящей работы является изучение содержания и состава 
ганглиозидов белого и серого вещества головного мозга при болезни Дауна. 

М е т о д и к а 

Исследовали белое и серое вещество лобной доли больших полушарий больных 
болезнью Дауна post mortem (4 случая). Диагноз был установлен клинически и под-
твержден исследованием кариотипа. В контрольной группе изучали мозг детей, умер-
ших от заболеваний, не связанных с поражением ЦНС. По возможности для исследо-
ваний подбирали случаи, при которых причиной смерти явились однотипные пораже-
ния. 

Ганглиозиды выделяли из ткани мозга по методу Фолча и соавт. [4]. Дополни-
тельную экстракцию ганглиозидов проводили по Сузуки [5]. Экстракт ганглиозидов 
диализовали против дистиллированной воды в течение 5—6 сут, упаривали на рота-
ционном испарителе при 30—35°С, растворяли в смеси хлороформ — метанол 1 : 1 , 
фильтровали через обезжиренный бумажный фильтр, вновь упаривали и определяли 
содержание сиаловой кислоты ганглиозидов по реакции с резорцином [6]. Разделе-
ние ганглиозидов на фракции, гетерогенные по углеводному компоненту, проводили ме-
тодом восходящей тонкослойной хроматографии на отечественном силикагеле марки 
КС К. В качестве растворителя использовали смесь хлороформ — метанол — 2,5 н . 
1МН4ОН (60 : 35 : 8). Содержание отдельных фракций ганглиозидов определяли коли-
чественно [6]. 
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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 

Практически ЕСЯ сиаловая кислота в мозге представлена N-ацетил-
нейраминовой кислотой ( N - A H K ) . Количественное содержание N = A H K 
ганглиозидов в сером и белом веществе мозга больных болезнью Дауна 
и контрольной группы показано в табл. 1. В контрольной группе содержа-
ние ганглиозидов в сером веществе составляет 850—870 мкг сиаловой кисло-
ты на 1 г влажной ткани, при болезни Дауна оно снижено до 650—790 мкг/г. 
Ганглиозиды являются характерными компонентами нервных клеток. Су-
ществует точка зрения, что содержание ганглиозидов является более адеква-
тным критерием для количественной оценки массы плазматических мембран 

Т а б л и ц а 1 
Содержание ганглиозидов в мозге больных болезнью Дауна и в контрольной группе, мкг 

на 1 г влажной ткани 

Ткань мозга 

Болезнь Дауна | Контроль 

Ткань мозга позраст ребенка Ткань мозга 

4 мес G мес 1 0 лет 1 год | 17а года 9 лет 

Серое вещество (кора моз-
га) 

Белое вещество 
700 
536 

650 
538 

790 
59 

853 
301 

870 
353 

875 
128 

нервных клеток по сравнению с существующими гистохимическими метода-
ми 13]. Содержание ганглиозидов в головном мозге человека возрас-
тает главным образом в пренатальный период развития и в первые недели 
после рождения 17]. Более низкое содержание ганглиозидов в коре мозга 
больных можно рассматривать как отвечающее более ранним стадиям онто-
генеза в норме и свидетельствующее о задержке дифференцировки нейронов 
при болезни Дауна. Эти данные согласуются с морфологическими изменения-
ми, обнаруженными при этом заболевании 181. 

Содержание ганглиозидов в белом веществе мозга здоровых детей 1 — 
Iх/2 лет составляет 300—350 мкг сиаловой кислоты ганглиозидов на 1 г влаж-
ной ткани, тогда как в мозге 9-летнего здорового ребенка оно равняется 
130 мкг/г. У одного из детей, больных болезнью Дауна (возраст 10 лет), 
содержание ганглиозидов в белом веществе мозга составляло 59 мкг сиало-
вой кислоты ганглиозидов на 1 г влажной ткани, что значительно ниже, чем 
в мозге здорового ребенка того же возраста и взрослого человека. В настоя-
щее время мы не можем объяснить, чем вызвано столь низкое содержание 
ганглиозидов в белом веществе этого ребенка. У двух других больных детей 
(4 и 6 мес) в белом веществе было обнаружено более высокое содержание 
ганглиозидов (535—540 мкг/г), чем в контроле (300—350 мкг/г). Содержа-
ние ганглиозидов в белом веществе новорожденных выше, чем у детей более 
старшего возраста. С 4—6-месячного возраста оно стабилизируется 19 1. 
Более высокое содержание ганглиозидов в белом веществе мозга новорожден-
ных можно связать с малой степенью миелинизации мозга (для миелина ха-
рактерно очень низкое содержание ганглиозидов). Таким образом, эти дан-
ные также согласуются со сведениями о меньшей дифференцированное™ 
клеточных элементов нервной ткани при болезни Дауна. 

Из представленных в табл. 2 и 3 данных видно, что ни в белом, ни в се-
ром веществе при болезни Дауна не обнаружено сколько-нибудь значитель-
ных изменений в составе ганглиозидов. Основным ганглиозйдом серого 
и белого вещества мозга человека всех возрастных групп является GDla. 
Значительные количества сиаловой кислоты ганглиозидов приходятся также 
на долю G M I , G T J , Gnrb. Содержание ганглиозидов GD 2 , G M 2 , GD 3 
и GQ.значительно ниже. В ткани мозга 10-летнего больного болезнью Дауна 
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содержание GDlcl было очень низким, а содержаниеG D l b , напротив, более 
высоким, чем у других больных этой болезнью или в контрольной группе. 

Для многих заболеваний, связанных с поражением ЦНС, характерно 
увеличение содержания ганглиозидов с укороченной углеводной цепью, 
которые являются минорными фракциями GD2, Gn.u G M 2 , GM 3 . Эти изме-
нения связывают с демиелинизацией и глиозисом. Однако подобное измене-
ние состава ганглиозидов не является, по-видимому, характерным для бо-
лезни Дауна и наблюдалось лишь в одном из четырех случаев. 

Т а б л и ц а 2 
Состав ганглиозидов в сером веществе головного мозга больных болезнью Дауна и детей 

контрольной группы (% N-AHK ганглиозидов) 

Серое вещество голов ного мозга 

Фракция 
болезнь Дуаиа ! контроль 

Фракция Фракция 
возраст ребенка 

4 мес 5 мес 6 мес 1 0 лет ! год 11 /а года 9 лет 

GQ 0,9 0,3 0,9 2,7 1,4 0,9 1,9 
G r i 11,2 11,8 9,3 14,6 9,7 11,3 14,6 
GjDlb 7,9 7,8 9,6 20,0 7,3 7,9 14,5 
0 ^ 2 5,0 5,2 8,3 6,1 4,7 3,6 4,0 
GDI a 56,1 49,2 41,8 34,7 52,6 54,6 44,9 
GjDs 0,7 — 2,6 1,0 1,9 1,3 1,3 
Gmi 16,2 23,4 20,6 19,5 18,4 17,5 16,8 
G m 2 2,0 2,3 6,9 1,4 4,0 3,0 2,0 

Уменьшение относительного содержания GDla и увеличение содержа-
ния GDlb с возрастом наблюдаются в сером и белом веществе мозга детей 
контрольной группы и при болезни Дауна. Полученные результаты согла-
суются с данными других авторов об изменении состава ганглиозидов голов-
ного мозга человека в ходе постнатального онтогенеза [10]. В белом вещест-
ге мозга детей контрольной группы было отмечено увеличение содержания 

Т а б л и ц а 3 
Состав ганглиозидов в белом веществе головного мозга больных болезнью Дауна и детей 

контрольной группы (% N-АИК ганглиозидов) 

Белое вещество голой ного мозга 

Фракция 
болезнь Дауна контроль 

Фракция Фракция 
возраст реоенка 

4 мес 5 мес 6 мес 1 0 лет 1 год | 11 и года 9 лет 

GQ 0,9 1,3 0,7 4,4 2,0 2,0 1,1 
O n 10,7 18,6 8,4 23,4 12,0 10,1 8,5 
GDlb 8,7 13,1 6,7 19,4 10,7 11,2 9,4 
G d 2 4,9 5,7 7,4 8,6 8,2 7,8 7,1 
Gr>ia 55,3 45,5 49,5 27,6 49,3 41,1 42,8 
Gr>3 0,6 — 2,5 1,0 2,7 1,5 3,3 
G mi 17,0 14,6 23,5 13,1 13,8 24,0 26,0 
G M 2 1,9 1,2 4,1 2,5 1,3 2,0 1,8 

фракции G M 1 с возрастом. Так, у годовалого ребенка на долю G M I при-
ходилось 13,8% от суммарной сиаловой кислоты ганглиозидов, тогда как 
у детей старшего возраста его содержание составляло 18,5—26% и было вы-
ше, чем в сером веществе. G M 1 является преобладающим ганглиозидом в 
миелине, где на его долю приходится 60—80% сиаловой кислоты ганглиози-
дов 111]. Увеличение концентрации G M 1 в белом веществе мозга с возрастом 
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связано, по-видимому, с процессом миелинизации, которая в основном за-
канчивается к 2 годам [12]. 

Имеются указания, что ганглиозиды, входящие в состав плазматиче-
ских мембран, по всей вероятности, непосредственно участвуют в связыва-
нии интерферона и необходимы для осуществления его действия на клетки 
[13]. Методом соматической гибридизации удалось закартировать на 21 
хромосоме генетические детерминанты рецепторов интерферона. Так, по-
лучение соматических гибридов фибропластов мыши, содержащих 21 хро-
мосому человека, делает клетки чувствительными к интерферону человека 
114]. Показано семикратное повышение чувствительности трисомных кле-

ток к действию интерферона по сравнению с диплоидными культурами [15]. 
Если допустить, что в формировании рецепторов интерферона участвуют 
определенные фракции ганглиозидов, то можно было бы ожидать значи-
тельных изменений в их относительном содержании при трисомии. Однако 
нами не выявлено заметных различий в составе ганглиозидов нервной тка-
ни больных болезнью Дауна и детей контрольной группы. 

В заключение следует отметить, что изучение 4 случаев больных бо-
лезнью Дауна выявило снижение содержания ганглиозидов в сером вещест-
ве мозга больных, что может свидетельствовать о задержке диффереициров-
ки нейронов при этом заболевании. Данные о содержании ганглиозидов в 
белом веществе мозга больных болезнью Дауна также согласуются с морфо-
логической картиной, наблюдаемой при указанном заболевании. 
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CONTENT AND COMPOSITION OF BRAIN GANGLIOSIDES FROM PATIENTS 
WITH MONGOLISM 

О. B. Kcirpova, E. L. Obukhovay N. F. Avrova, E. / . Shwartz 

I. M. Sechenov Institute of Evolutional Physiology and Biochemistry, Academy of Sciences 
of the USSR, Laboratory of Medical Genetics, Academy of Medical Sciences of the USSR, 

Leningrad 

Content and composition of gangliosides were studied in brain white and grey substances 
of patients with mongolism. Content of gangliosides, which are typical components of plas-
matic membranes of nervous cells, was decreased in brain grey substance of the patients as 
compared with control group, whereas content of the lipids was increased in white substance. 
Differentiation of neurones appears to be inhibited in mongolism. Content of disialoganglio-
side Gftja exceeded the content of other gangliosides in brain white and grey substances in nor-
mal state; content of GMI, G t i , G O I B w a s a l s o increased. Composition of gangliosides from 
brain of the patients with not distinctly altered as compared with that of children of control 
group. 
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М. Н. Перцева, 3. Г1. Желудкова, Л. А. Кузнецова 

О ВЗАИМОДЕЙСТВИИ цГМФ И цАМФ В ИХ ВЛИЯНИИ 
НА УГЛЕВОДНЫЙ МЕТАБОЛИЗМ МЫШЦ 

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

Исследовали влияние различных концентраций цГМФ на эффекты цА МФ в скелетных 
мышцах кур. Обнаружено, что цГМФ (10~~li—10~7 /И), сам по себе не влияя на активность 
фосфорилазы и гликогенсинтетазы мышц, полностью снимает влияние на них цАМФ. Этот 
блокирующий эффект специфичен как для цГМФ, так и для цАМФ. Рассмотрены возмоэюные 
механизмы указанного эффекта цГМФ: 1) усиление гидролиза цАМФ, 2) антагонизм на 
уровне протеинкиназной системы. Показано, что цГМФ (10~х—М) не стимулирует 
активность фосфодиэстеразы при миллимолярной концентрации субстрата — цАМФ. 

Как установлено, в организме животных наряду с циклическим адено-
зинмонофосфатом (цАМФ) присутствует и циклический гуанозиммоносфос-
фат (цГМФ). Однако содержание его в большинстве тканей на 1—2 порядка 
ниже, чем цАМФ II I. 

Если биологическая роль цАМФ как посредника действия гормонов и 
универсального регулятора многообразных процессов в клетке изучена до-
вольно обстоятельно, то функции цГМФ только начинают исследоваться. 
Обнаружено, что цГМФ влияет на многие процессы, которые регулируются 
цАМФ: на липолиз в жировой ткани, гликогенолиз и глюконеогенез в пе-
чени, биосинтез инсулина и др. 1.2—5 .1. Однако характер этого действия за-
висит от концентрации цГМФ. При высоких се значениях (10~3—10~4 М) 
в ряде случаев наблюдается сходный с действием цАМФ эффект, но выражен 
он значительно слабее I I, 61. При применении концентраций, близких к фи-
зиологическим, часто возникают эффекты, противоположные действию 
ц А М Ф I I , 7 ] . 

Антагонизм между этими нуклеотидами обнаруживается и в других ас-
пектах. Так, в условиях действия некоторых гормонов возникают противо-
положно направленные изменения их содержания: катехоламины, в част-
ности, снижают содержание цГМФ и увеличивают количество цАМФ в сер-
дечной мышце 181. 

При совместном применении холинергических агентов, обычно увели-
чивающих содержание цГМФ в тканях, и адреиергических, приводящих к 
накоплению цАМФ, исчезают эффекты, опосредуемые через цАМФ, и про-
являются влияния, реализуемые через цГМФ [9, 10]. 

Модулятор активности протеинкиназ при использовании определенных 
ее субстратов стимулирует фермент, зависимый от цГМФ, и, напротив, ии-
гибирует зависимый от цАМФ 111, 12]. Установлена реципрокность в раз-
витии указанных протеинкиназ в некоторых тканях в ходе онтогенеза 113 I. 

Основываясь на имеющихся фактах, Гольдберг предложил концепцию 
2 универсальных клеточных регуляторов с противоположно направленным 
действием [1]. Внутриклеточная концентрация циклических АМФ и ГМФ 
в некоторых процессах взаимосвязана и изменяется противоположно. Та-
кие взаимоотношения наблюдаются в двунаправленных антагонистических 
системах подобно сокращению — расслаблению сердечной мышцы, клеточ-
ному росту — дифференциации, синтезу — распаду гликогена и т . п . 17, 
8, 14,, 15]. 

Учитывая важную биологическую роль циклических нуклеотидов и 
возможность взаимного их контроля как основы регуляции разнообразных 
клеточных процессов и функций, мы предприняли настоящее исследование 
по изучению влияния цАМФ, цГМФ и их совместного действия на активность 
ключевых ферментов распада и синтеза гликогена фосфорилазы (КФ 2.4. 
1.1) и гликогенсинтетазы (КФ 2.4.1.11) мышечной ткани на различных ста-
диях отногенетического развития. Наряду с этим исследовали фермент рас-
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пада циклических нуклеотидов —фосфодиэстеразу (КФ 3.1.4.17), ее способ-
ность гидролизовать цАМФ, цГМФ и их взаимные влияния. 

М е т о д и к а 

Объектом служили скелетные мышцы (мышцы мог) куриных эмбрионов и цыплят 
породы русская белая. Активность фосфорилазы (формы а) определяли в гомогенате 
мышечной ткани модифицированным методом Кори, описанным нами ранее [16]. 
Гликогенсиитетазу (независимая от глюкозо-6-фосфата — форма 1) исследовали в 
экстракте мышц (800 g) спектрофотометр и чески м способом, в основу которого положен 
метод Барбера и соавт. [17, 18]. 

Активность фосфодиэстеразы определяли методом Ченга 1.19] с некоторыми изме-
нениями, внесенными нами применительно к нашему объекту. Состав инкубационной 
среды (конечная концентрация): 0,5 мМ цАМФ, 0,1 мМ МпС12, 80 мМ трис-HCl рН 
8,45 (этот же буфер использовали для гомогенизации ткани), экстракт мышц (800 g), 
100 мкг/мл яда среднеазиатской эфы в качестве источника 5'-нуклеотидазы. Инкубацию 
проводили в течение 20 мин при 37°С. Реакцию останавливали 55% трихлоруксусной 
кислотой. В безбелковом фильтрате определяли неорганический фосфат амидольным 
методом, представляющим собой микромодификацию метода Фиске — Суббароу |20| . 

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

Как показано нами ранее, цАМФ снижает активность гликогенсинте-
тазы I и увеличивает уровень фосфорилазы а в скелетных мышцах цыплят. 

I II III IV V 

Рис. 1. Влияние цГМФ и ГМФ на эффекты цАМФ и кальция в отношении гликогенсии-
тетазы / скелетных мышц куриных эмбрионов и цыплят. 

По вертикали: активность гликогеисиитетазы в мкмолях Н А Д на 1 г сырой ткани в 1 мин; по го-
ризонтали: / — 13-дневные эмбрионы: У — здесь и в последующих группах — контроль; 2 — цАМФ 
(5.10—« М); 3 — цГМФ (1 • 10 4 М); 4 — цаАФ цГМФ; II — 18-дневиые эмбрионы: У —4 — то же, 
что в / (цГМФ — 1 . 1 0 ~ 4 М); III — 15-дневные цыплята: 1—4 — то же, что в / (цГМФ — 1 . 1 0 - 7 М); 
IV — 2-дневные цыплята: 2 — СаС12 (5. 1 0 — М ) ; 3 — цГМФ (1 . 10—-1 М); 4 — CaCl 2 + цГМФ; V ~ 
15-дневные цыплята: 2 — цАМФ (5-10—4 М); 3 — ГМФ (5-10—4 М); 4 — цАМФ + ГМФ. У и 2 в II, 

III, IV, V - Я < 0 , 0 5 . 

вития только перед вылуплением [18, 21 ]. Согласно нашим представлениям, 
отсутствие указанных эффектов цАМФ в эмбриональной мышце связано с 
состоянием самих ферментов углеводного обмена, которые в этот период, 
по-видимому, еще полностью не сформированы. Протеинкиназная реакция 
не является лимитирующим звеном в данном процессе, поскольку уже на 
эмбриональных стадиях фермент обладает высокой активностью и отчетливо 
стимулируется цАМФ 122, 23]. 

Как следует из рис. I, у 13-дневных эмбрионов цАМФ [1, 2] не изме-
няет активность гликогенсинтетазы, на 18-й день развития (II) и у цыплят 
(///) активность фермента статистически /достоверно понижается. цГМФ в 
широком диапазоне концентраций (от 10 ~4 до 10" 7 М) не влияет на актив-
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ность гликогеисиитетазы ни в эмбриональный, ни в постэмбриональный 
период развития (/, / / , III—3). При сочетанном применении обоих нуклеоти-
дов эффект цАМФ полностью исчезает (//, III—4). Существенно, что бло-
кирующее действие цГМФ на эффекты цАМФ проявляется при низких его 
концентрациях (10"7 М), лежащих в пределах физиологических. Это дей-
ствие, по-видимому, специфично по отношению к эффектам цАМФ, посколь-
ку эффект другого агента — ионов кальция, который также снижает ак-
тивность гликогеисиитетазы в мышцах, не снимается цГМФ (/, IV—2, 4). 
Специфичен этот эффект и в отношении самого цГМФ, так как нециклический 
аналог нуклеотида — ГМФ — не блокирует влияния цАМФ (/, V—2, 4). 

Аналогичное исследование про ведено нами на фосфорилазиой системе 
мышц. цАМФ в зоне концентраций от 5-Ю"4 до 5-10"° М отчетливо акти-
вирует фосфорилазную систему, приводя к увеличению активности формы 

а фермента (рис. 2). Это согласуется с 
данными по исследованию фосфорила-
зы тканей млекопитающих 124]. При 
концентрации 5-10"7 М влияние 
цАМФ не обнаруживается. цГМФ и 
концентрации от 5-10" 5 до 5-10~ п М 
не оказывает сам по себе какого-либо 
влияния на активность фосфорилазы 
(см. рис. 2). Выбрав на основе полу-
ченных данных в качестве оптималь-
ной концентрацию цАМФ, равную 
5-10" 5—5-10"(} М, мы исследовали 
действие различных количеств цГМФ 
на активирующий фосфорилазу эф-
фект этого нуклеотида (см. таблицу). 
Как видно из таблицы, и в данной 
серии определений цАМФ увеличи-
вает активность фосфорилазы, а 
цГМФ практически не изменяет ее. 
При сочетанном воздействии обоих 
иуклеотидов (сопоставление с базаль-
ным уровнем активности фермента) 
влияние цАМФ на фосфорилазу по-

лностью снимается. Если же эти данные по суммарному действию 
сравнить с активностью фермента, уже активированного цАМФ (см. табли-
цу^графы 3 и 10), можно оценить эффект самого цГМФ. Он сводится к от-
четливому снижению активности фосфорилазы, т. е. к эффекту, противо-
положному по знаку действию цАМФ, но близкому в количественном от-
ношении. Сходные результаты получены в других исследованиях 19.1, ко-
торые показали, что ацетилхолин, увеличивающий содержание цГМФ в сер-
дечной мышце, только тогда влияет на фосфорилазу, когда она предвари-
тельно активирована адреналином (цАМФ). Результат этого совместного 
действия выражается в эффекте, противоположном влиянию адреналина 
(цАМФ), — в снижении активности фосфорилазы а. Все эти данные согла-
суются с литературными данными, свидетельствующими, что цГМФ оказы-
вает регулирующее влияние на различные клеточные процессы только тог-
да, когда они предварительно изменены цАМФ [7, 10]. 

Механизм, на котором могут основываться антагонистические взаимо-
отношения между цАМФ и цГМФ, не известен. Высказано несколько пред-
положений, в частности, что цГМФ может блокировать эффекты цАМФ за 
счет усиления его гидролиза, стимулируя фосфодиэстеразу и тем снижая 
действующую концентрацию цАМФ. С целью проверки этого предположения 
были проведены следующие эксперименты. Определяли активность фосфоди-
эстеразы на различных субстратах. Показано, что фермент гидролизует в 
концентрации 5-Ю"4 М 3', 5',-АМФ, 3',5'-ГМФ и не обнаруживает актив-
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Рис. 2. Влияние различных концентра г 
ций цАМФ и цГМФ на активность фосг 
форилазы а скелетных мышц 1-месяч-

ных цыплят. 
По вертикали: активность фосфорилазы в 
мкмолях НФ на 100 мг сырой ткани в 15 мин; 
по горизонтали: концентрация иуклеотидов в 
молях: цАМФ (/) и цГМФ (2). Все определе-
ния проведены на одном гомогеиате мышц, 

полученных от 5 цыплят. 
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мости с 2',З'-АМФ и ди-
бутирильным производ-
ным 3',5'-АМФ. Анало-
гичное отношение к 
указанным иуклеотидам 
установлено и для фер-
мента из некоторых тка-
н ей м л е к о п и т а ю щ и х 
[25]. При меньших 
концентрациях 3', 5'-
ДМФ 11 3', 5'-ГМФ 
(5-10" 5— М О " 4 7 М) в 
наших эксперименталь-
ных условиях фосфо-
д и э сте разнаяак т и в и о ст ь 
не обнаруживается. По-
видимому, используе-
мый нами метод опреде-
ления фосфодиэстеразы 
и едостато ч ио чувстви-
телен, чтобы уловить 
а кти виость фермента, 
работающего при кон-
центрации субстрата ни-
же миллимолярной. 

При совместном 
применении цАМФ и 
цГМФ в равных конеч-
ных концентрациях (по 
5-10~4 М) суммирова-
ния активности фосфо-
диэстеразы не происхо-
дит — она остается в 
пределах активности на 
одном из субстратов 
(рис. 3, I). При умень-
шен и и кон центраци и 
цГМФ до 5-10" 5—1 • 
•10"6 М, при которой 

активность фосфодиэсте-
разы не проявляется в 
наших э к с. п е р и м е н та л ь -
ных условиях, не об-
наружи вается ка кого-
либо влияния этого 
нуклеотида на гидролиз 
цАМФ. Нельзя, конеч-
но, исключить, что в 
зо и е микромолярных 
кон центр а ци й ц A M Ф 
как субстрата возмож-
но стимулирование его 
гидролиза за счет 
цГМФ. Данные литера-
т у р ы по э т о м у в о п р о с у 
противоречивы. Так, в 
различных тканях кры-
сы обнаружено стимули-
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рующее действие низких концентраций цГМФ на распад микромолярных 
количеств цАМФ 126, 27 ]. В то же время есть указания, что цГМФ не влияет 
на скорость гидролиза цАМФ в мозговой ткани крысы [28, 291 или даже 
понижает ее 1301. 

Против фосфодиэстеразного механизма блокирующего эффекта цГМФ 
свидетельствуют, по нашему мнению, следующие соображения. Это действие 
проявляется не только в условиях in vivo с эндогеинообразованиыми, но и 
с экзогенными циклическими нуклеотидами in vitro (как в наших опытах), 

доба вл я ем ы ми в кон центр а ц и я х, 
значительно превышающих физио-
логические. Вряд ли фосфодиэсте-
раза, работающая при микромо-
лярных концентрациях субстрата, 
даже если она стимулирована 
цГМФ, способна так снизить со-
держание цАМФ, чтобы это сказа-
лось на его эффектах. 

Некоторые авторы приходят к 
выводу об отсутствии влияния 
цГМФ на уровень цАМФ в клетке, 
основываясь на данных о неизмен-
ности содержания цАМФ в усло-
виях, сопровождающихся накопле-
нием цГМФ [1, 6, 9]. 

Второе предположение говорит 
о том, что взаимодействие между 
цАМФ и цГМФ определяется на 
уровне цАМФ-зависимой протеин-
киназы [1, 14]. В пользу этого 

свидетельствуют данные о подавлении низкими концентрациями цГМФ 
активирующего действия цАМФ на протеинкиназу скелетных мышц 
1311. Интересны в этом отношении факты, показывающие, что цГМФ 
(10~8—10~10 М) значительно (на 20 -30 %) иигибирует связывание цАМФ 
протеинкиназой скелетных мышц и стимулирует высвобождение уже свя-
завшегося 3Н-цАМФ из комплекса с регуляторной субъединицей этого фер-
мента II ]. Между тем есть сведения и другого характера. В опытах неко-
торых авторов цГМФ не препятствовал реализации действия цАМФ па про-
теинкиназу скелетных и сердечной мышц, их действие было аддитивным 
[32, 33 J. В этой связи следует подчеркнуть, что протеинкиназа мышц, хотя 
и активируется обоими нуклеотидами, обладает значительно большим срод-
ством к цАМФ (Ка — 0,067 мкМ), чем к цГМФ (Ка — 9,9 мкМ) [32]. Ос-
новываясь на этих фактах, трудно объяснить антагонистические отношения 
между циклическими нуклеотидами на уровне регуляторной субъединицы 
протеиикиназы. В-третьих, можно предположить, что антагонизм возникает 
между цАМФ и цГМФ-зависимыми протеинкииазами на уровне их субстра-
тов (в нашем случае фосфорилазы и гликогеисиитетазы). Есть указания, 
что цГМФ-протеинкиназа способна фосфорилировать кииазу фосфорилазы 
б [12]. Все приведенные предположения требуют экспериментальной про-
верки. 

Таким образом, полученные нами экспериментальные данные свиде-
тельствуют о существовании определенной взаимосвязи между цАМФ и 
цГМФ в их влиянии на углеводный метаболизм скелетных мышц. Существен-
но, что блокирующее влияние ЦГМФ специфично и проявляется при кон-
центрациях, близких к физиологическим. Взаимодействия подобного рода 
могут составлять динамическую основу^ регуляции различных клеточных 
процессов и функций с помощью антагонистических систем типа адреиерги-
ческой и холинергической [9, 10, 34 1. 

I il HI 

Рис. 3. Гидролиз цАМФ фосфодиэстеразой 
скелетных мышц 4—6-дневных цыплят в 
присутствии различных концентраций 

цГМФ. 
По вертикали: активность фосфодиэстеразы в 
мкмолях НФ на 1 г сырой ткани в 1 мин.По гори-
зонтали: 1 , 1 — здесь и в последующих группах — 
цАМФ (5. Ю - 4 М); 2 — цГМФ (5. И)—* М); J — 
цАМФ-|-цГМФ; I I / , 1 — цААМФ (5.10—* М) и 
2 — 5 — в присутствии 10, 5, 2,5; 
1 - 2 5 . 1 0 ® М цГМФ; / и / / — каждая в е л и ч и н а -
среднее из определений на 5 цыплятах; III — 
единичные определения на одном экстракте, 

полученном из мышц 5 цыплят. 
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ON THE INTERACTION OF cGMP AND cAMP AND THEIR EFFECT 
ON CARBOHYDRATE METABOLISM IN MUSCLES 

M. N. Pertseva, Z. P. Zheludkova, L. A. Kuzneisova 

I. M. Sechenov Institute of Evolutional Physiology and Biochemistry, Academy of Sciencci 
of the USSR, Leningrad 

cGMP (l()-M0~~7 M) did not affect the activity of phosphorylase and glycogen synthet-
ase from chycken sceletal muscles; but the cGMP prevented completely an effect of cAMP 
on the enzymes. This blocking effect was specific for cGMP (GMP did not exhibit the effect) 
and for cAMP (influence of calcium on the enzyme was not eliminated by cAMP). Possible 
mechanisms of the cGMP effects studied are considered: 1) stimulation of cAMP hydrolysis, 
2) antagonism at the level of proteinkinase system. cGMP (10~M0~~7 M) did not stimulate 
the phosphodiesterase activity at millimolar concentration of its substrate — cAMP. 

УДК 016.36-006.092.9-008.9 

В. H. Гобеев, JI. В. Хрипач, Т. Т. Березов 

НЕКОТОРЫЕ БИОХИМИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ПЕЧЕНИ 
ВЫСОКО Й НИЗКОРАКОВЫХ ЛИНИЙ МЫШЕЙ 

И ПЕРВИЧНЫХ СПОНТАННЫХ ГЕПАТОМ 
Кафедра биохимии Университета дружбы народов им. Патриса Лумумбы, Москва 

Изучены половые различия в частоте развития спонтанных опухолей печени у мышей 
линии СБА, количестве белка митохондрий, активности цитохромоксидазы (ЦО), глюко-
киназы (ГЛК) и гексокиназы {ГК), а также субклеточное распределение последней в первич-
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ных гепатомах и нормальной печени мышей СБА и СЗНА. Показано, что у самцов мышей 
линии СБА опухоли печени возникают в 7 раз чаще, чем у самок. Б первичных спонтанных 
гепатомах активность Г К, ГЛК, ЦО и количество митохондрий существенно изменены, как 
и в перевиваемых штаммах. Однако в отличие от последних в спонтанных гепатомах от-
сутствует связанная с митохондриями ГК. У самцов СБА уже на ранних стадиях жизни 
отмечается снижение активности ГЛК и ЦО по сравнению с таковой у самок СБА и самцов 
СЗНА, т. е. наблюдается значительное снижение активности функциональных параметров 
печени. Введение мышам СЗНА под кожу спины пилюль с о-аминоазотолуолом уже в ранние 
сроки вызывает в печени весь комплекс изменений активности указанных выше ферментов, ко-
торый характерен для гепатом . 

В последние годы при изучении процессов малигнизации, злокачествен-
ного роста и поиске противоопухолевых препаратов в основном используют 
различные штаммы перевиваемых новообразований, в частности гепатомы 
с разной скоростью роста [1,2]. Ранее было показано, что в разных штаммах 
перевиваемых мышиных гепатом некоторые свойства ключевого фермента 
утилизации углеводов — гексокиназы (ГК) — резко отличаются от свойств 
этого фермента как в печени взрослых животных и в регенерирующей пе-
чени 13], так и в печени эмбрионов и нормальных тканях другого гистогене-
за 14]. Выяснено также, что между активностью и субклеточным распре-
делением ГК, количеством митохондрий и скоростью роста разных переви-
ваемцх гепатом существует линейная корреляция 1.5, 6]. Неясно, однако, 
являются ли данные закономерности справедливыми также для первичных 
гепатом или же эти свойства ГК и цитохромоксидазьт (ЦО) представляют 
собой следствие длительного пассирования опухолей и сопутствующей про-
грессии. В настоящей работе делается попытка экспериментального решения 
этих вопросов. 

М е т о д и к а 

Работу по изучению спонтанных гепатом проводили на мышах линии СВА (иод-
штамм ТД П ) обоего пола и разного возраста — от lV2 мес до 2 лет. Опыты по действию 
канцерогена на печень проводили на мышах линии СЗНА. В качестве гепатоканцеро-
гена использовали о-аминоазотолуол (о-ААТ), который вводили мышам под кожу спи-
ны 1 раз в месяц в виде пилюль массой около 10 мг. Часть животных была нам любез-
но предоставлена В. И. Гельштейн, которая рекомендовала данный способ введения 
канцерогена. Контрольным животным делали аналогичную операцию, но без введе-
ния канцерогена. Всех животных содержали на обычном рационе вивария. 

Активность ЦО определяли по окислению восстановленного цитохрома с соглас-
но методике Куперстейиа и Лазарова [7] и выражали во всех опытах в единицах опти-
ческой плотности на 1 мг белка за 1 мин (А Е/мг белка/мин). ГК определяли по вос-
становлению Н А Д Ф при помощи экзогенной глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы по ме-
тодике Итона |8 | . Активность ГК и глюкокиназы (ГЛК) во всех опытах выражена в 
мкмолях ЫАДФ-Н 2 на 1 мг белка безъядерного гомогената в час. Активность Г К оп-
ределяли при концентрации глюкозы I мМ, а Г Л К — 100 мМ. 

Белок определяли биуретовым методом по Гоа [9] с небольшими модификациями. 
В печени и гематомах мышей линии СВА содержится очень большое количество 
липидов. Поэтому использование в качестве растворителя 3% NaOH и обычной схе-
мы измерения экстинкции приводит к большому завышению результатов определения 
белка из-за мутности проб. Чтобы свести до минимума эти ошибки, определение бел-
ка проводили следующим способом: к 0,1 мл суспензии ткани добавляли 3,9 мл ра-
створа, содержащего в 10 н. КОН 1% (по массе) тритона Х-100 и 1% (по массе) де-
зоксихолата натрия; после тщательного перемешивания пробы инкубировали 4—5 ч 
при комнатной температуре до исчезновения мутности и после этого в одну из 
параллельных пробирок с белком добавляли 0,2 мл раствора CuS0 4 (опыт), а в дру-
гую 0,2 мл Н 2 0 (контроль); через 15—20 мин измеряли экстинкцию обеих проб при 
330 им на спектрофотометре СФ-16 соответственно против раствора, содержащего 4 мл 
растворителя с 0,2 мл реактива CuS0 4 или 0,2 мл Н 2 0 . По величине АЕ = ( Е 0 П — Е к о н т р ) 
вычисляли количество белка в 0,1 мл взятого образца, используя формулу Гоа: Р 
= (3,45* АЕ—0,07). Предлагаемая модификация определения белка позволяет получать 
хорошо воспроизводимые результаты в самых различных биологических материалах. 

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

У мышей линии СВА существуют четкие половые различия в частоте 
встречаемости опухолей печени. У 70% (у 33 из 47) самцов 1,8—2-летнего 
возраста обнаруживаются большие опухоли печени, причем у большинства 
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мышей выявляются множественные новообразования во всех долях печени. 
У самок этого же возраста опухоли печени встречаются только у 10% (у 
6 из 58), при этом они преимущественно одиночные и небольших размеров. 

Поскольку ранее нами было показано, что в разных штаммах переви-
ваемых мышиных гепатом, в том числе и в высокодифференцированной ге-
патоме 49, значительная часть ГК прочно связана с мембранами митохонд-
рий, было интересно исследовать субклеточное распределение этого фермен-
та в первичных спонтанных опухолях печени. Данные этого исследования 
представлены в табл. 1. Видно, что ни в самой ткани опухоли, ни в «нормаль-
ных» не пораженных опу-
холью участках печени не 
обнаруживается связанная 
митохондриями ГК. Это 
означает, что по данному 
признаку первичные гепа-
томы сохраняют свойства 
исходной нормальной пе-
ченочной ткани. Хорошо 
известно, что в различных 
нормальных тканях взрос-
лых крыс большая часть 
ГК связана с мембранами 
митохондрий [4, 10], а в 
печени вся ГК представлена только растворимой фракцией 14 1. Б от-
личие от печени взрослых животных печень эмбрионов и новорожденных 
крыс 111 I и мышей 13, 12 I в основном содержит связанную форму ГК. Пред-
ставленные в табл. 1 данные показывают, что при малигиизации гепатоци-
тов появление эмбриональных черт по рассматриваемому признаку не обя-
зательно. В этой связи интересно отметить, что по нашим предваритель-
ным данным в сыворотке мышей со спонтанными гепатомами не удается 
обнаружить и а-фетопротеин. По-видимому, можно заключить, что появле-
ние обоих этих эмбриональных свойств непосредственно ие связано с ма-
лигнизацией гепатоцитов и они являются отдаленными следствиями после-
дующей прогрессии гепатом. 

Из табл. 1 видно также, что активность ГК в гепатомах значительно 
выше, чем в печени опухоленосителей. Это было исследовано более подроб-
но. Одновременно была измерена активность ЦО и ГЛК в тех же опухолях, 
поскольку известно, что в перевиваемых гепатомах активность этих фермен-
тов резко уменьшена [6, 131. Полученные данные суммированы в табл. 2. 
Видно, что в гепатомах активность ГК в 3 раза выше, чем в печени здоровых 
мышей СВА того же возраста и в печени опухоленосителей, а активность 
ЦО уменьшается соответственно в 2,1—2,3 раза и достигает активности в 
перевиваемых гепатомах [6]. Наиболее четкое различие между печенью и 
гепатомами обнаруживается при сравнении отношения ГК/ЦО для соответ-
ствующих тканей. Различий в данной величине у контрольных животных 
и опухоленосителей нет, а в гепатомах это отношение увеличено в 7 раз. 

По активности ГЛК между опытными и контрольными тканями печени 
не удалось выявить существенных различий; во всех случаях, однако, эта 
активность низкая. 

Поскольку в частоте возникновения гепатом отмечаются существенные 
различия в зависимости от пола, представляло интерес сравнить активность 
рассматриваемых ферментов в печени самок и самцов мышей СВА разного 
возраста, а также в печени мышей иизкораковой линии СЗНА. Эти данные 
также представлены в табл. 2. Видно, что по активности ГК все исследо-
ванные группы животных достоверно не отличаются друг от друга. По ак-
тивности ЦО самки СВА и мыши СЗНА не отличались друг от друга, а в пе-
чени самцов СВА активность оказалась несколько ниже, чем у предыдущих. 
Наиболее существенные различия выявляются, однако, между рассматри-

Т а б л и ц а 1 
Субклеточное распределение ГК в первичных 

спонтанных гепатомах мышей (по 
данным 4 опытов) 

Ткань 
Актинность ГК, мкмоль ЫАДФ-Н 2 

на 1 мг белка за 1 ч 

гомогенат суперпатаит осадок 

Печень 
Гематома 

0 ,11 =±=0,02 
0 , 2 8 = ^ 0 , 0 5 

0 , 1 3 — 0 , 0 1 
0 , 2 6 — 0 , 0 3 

— 0 , 0 2 
+ 0 , 0 2 
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ваемыми группами мышей в активности ГЛК — специфического печеноч-
ного фермента, тесно связанного с нормальной физиологией этого органа. 
Уже у I1/2-месячных самцов СВА активность ГЛ значительно ниже, чем 
в печени самок того же возраста и 7-месячных самцов СЗНА, а в печени 7-
месячных самцов СВА активность ГЛК снижается до уровня активности в 
печени старых животных и гепатомах. 

Т а б л и ц а 2 

Активность ГК, ГЛК и ЦО в спонтанных гепатомах и в печени мышей самцов и самок 
разного возраста .пинии СВА и печени мышей с гепатомами 

Ткань ГК ГЛК ЦО г к / ц о 

Печень здоровых крыс (д=5) 0,10=1=0,03 0,40=1=0,1 2,3=1=0,2 0,04 
Печень опухоленосителей (д -11) 0,10=1=0,02 0,40=1=0,15 2,5=1=0,2 0,04 
Гепатомы (/2=11) 0,30=1=0,03 0,30=1=0,06 1,1=1=0,3 0,27 
Печень самок \Ч2 мес (/2=5) 0,14=1=0,02 0,7=1=0,15 3,7=1=0,1 0,04 
Печень самцов 1 х / 2 мес (п = 5) 0 , 1 3 ± 0 , 0 3 0 , 5 + 0 , 1 0 3,1=1=0,1 0,04 
Печень самок 7 мес (п 5) 0 , 1 5 + 0 , 0 3 0 , 6 + 0 , 1 0 3 , 7 + 0 , 1 0 ,04 
Печень самцов 7 мес (/г = 5) 0,10=1=0,02 0,30=1=0,10 3,2=4=0,1 0,03 
Печень самцов СЗНА 7 мес (tv 5) 0,14=1=0,03 0,85=1=0,15 3 , 9 + 0 , 2 0 ,03 

П р и м е н а и и е. В скобках число животных в опыте. Здесь и в табл. 4. Актив-
ность ГК и ГЛК измеряли соответственно при концентрации глюкозы 1 и 100 мМ и выраже-
на в мкмолях на 1 мг белка в час, активность ЦО — в АЕ на 1 мг белка за 1 мин. 

Сниженная активность ГЛК и ЦО, по-видимому, должна сопровож-
даться уменьшением функциональной деятельности печени самцов СВА, 
в частности в отношении метаболизма углеводов и жиров. Действительно, 
печень этих животных часто имеет пастозный вид и содержит необычно боль-
шое количество липидов. 

Т а б л и ц а 3 

Количество белка митохондрий и удельная активность ЦО в печени и гепатомах 

Ткань 
Белок митохонд-

рий, мг на 1 г 
сырой массы 

Белок митохондрий 
Белок гомогената 

ЦО, АЕ на 1 мг 
белка митохонд-

рий за 1 мин 

Гепатома 26=1=4 0,24 5,0=1=0,3 
Печень о п у х о л е н ос и те л я 48=1=5 0,28 7,3=1=0,2 
Печень самцов СВА (возраст 2 года) 50—5 0,36 6,6=1=0,3 
Печень самцов СВА (возраст 7 мес) 52=1=5 0,31 10,0=1=0,3 
Печень самцов СЗНА (возраст 7 мес) 65=1=7 0,33 12,0t!=0,2 

Уменьшение активности ЦО в расчете на белок гомогената печени мо-
жет происходить за счет снижения количества митохондрий или снижения 
удельной активности фермента в самих митохондриях, а также за счет обоих 
процессов одновременно. В табл. 3 приведены данные, проливающие свет 
на этот вопрос. При сравнении гепатом с печенью нормальных животных 
и опухоленосителей видно, что в опухолях уменьшаются количество белка 
митохондрий, а также доля белка митохондрий в общем белке ткани. В то 
же время наблюдается и некоторое уменьшение удельной активности ЦО в 
митохондриях, т. е. снижение активности ЦО в ткани гепатомы является 
в основном следствием убыли количества митохондрий. Снижение коли-
чества митохондрий в клетках должно приводить, по-видимому, к ослабле-
нию их многочисленных функций в тканях, включая и биоэнергетические 
функции, что подробно рассматривалось ранее 1.6 J. При сравнении изучае-
мых показателей у мышей СВА и СЗНА одного возраста (мес) можно отме-
тить как небольшое уменьшение количества митохондрий, так и сниже-
ние удельной активности ЦО в митохондриях мышей СВА. С учетом обоих 
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этих факторов, мощность митохондриальной системы в расчете на сырую 
массу ткани в печени мышей низкораковой линии в 1,5 раза выше, чем в 
печени СВА, что, безусловно, должно сопровождаться снижением функцио-
нальной активности печени последних. В частности, это, по-видимому, яв-
ляется одной из основных причин липидной дистрофии гепатом и печени 
мышей СВА, которая всегда обнаруживается у этих животных. Как видно 
из табл. 3, в печени животных со спонтанными гепатомами и особенно в са-
мих гепатомах наблюдается уменьшение общего количества белка. Сниже-
ние содержания белка и увеличение количества липидов в печени, по-ви-
димому, должно приводить не только к значительным изменениям физико-
химических свойств различных мембранных образований гепатоцитов, но 

Т а б л и ц а 4 

Активность ГК, ГЛК, ЦО и субклеточное распределение ГК в печени мышей СЗНА 
с подкожным введением пилюль с о-A AT 

Ткань 
Белок 

митохонд-
рий, мг/г 

Белок ми-
тохондрий 

Белок 
гомогената 

г 

гомогенат 

К 

супернатант 
ГЛК ЦО 

Печень мышей с 
ложной опе-
рацией (п 7) 7 2 + 1 0 0,33 0,1 1 — 0,03 0,11 + 0,03 0,65=1=0,05 3,6—0,2 

Печень мышей 
через 1 мес 
после одного 
введения о-
ААТ (/?=9) 2 6 + 3 0,21 0,37=1=0,05 0 ,40+0 ,03 0 ,52+0 ,07 3,1=1=0,3 

Печень мышей 
через 4 мес 
после трое-
кратного вве-
дения о-ААТ 
(л=10) 2 5 + 3 0,24 0 ,28+0 ,02 0 ,28+0,02 0 ,62+0,10 3 , 7 + 0 , 5 

П р и м е ч а н и е. Активность всех ферментов выражена, как в табл. 2. 

и к нарушению их нормального функционирования. В частности, это может 
быть основной причиной пастозного превращения печени мышей СВА. 
Представляется также вполне вероятным, что именно увеличение отношения 
липиды/белок в печени мышей СВА и является основной причиной умень-
шения сцепления и ослабления прочности мембран клеток печени у самцов 
линии СВА, описанных В. И. Левенталем [141. Этот вопрос, однако, за-
служивает дальнейшего изучения и уточнения. 

Из приведенных данных следует, что активность ГК, ГЛК, ЦО и коли-
чество митохондрий в первичных спонтанных гепатомах изменяются в том 
же направлении, как и в перевиваемых индуцированных гепатомах мышей 
СЗНА [6]. Кроме того, в нормальной печени мышей высокораковой линии 
СВА по сравнению с печенью мышей низкораковой линии СЗНА уже в ран-
ние сроки жизни в активности ГЛК, ЦО и количестве митохондрий обна-
руживаются изменения в том же направлении, что и в позднее возникающих 
у этих животных гепатомах. Таким образом, создается впечатление, что 
уменьшение мощности митохондриальной системы и уменьшение активности 
функционально связанного с тканью печени фермента — ГЛК — состав-
ляют своеобразный предраковый биохимический фон для последующего раз-
вития у этих животных гепатом. Чтобы проверить это предположение, бы-
ли проведены специальные исследования на мышах линии СЗНА, которым 
под кожу спины 1 раз в месяц вводили пилюли с гепатоканцерогеном -
о-ААТ. Этот способ введения имеет ряд преимуществ. Канцероген всасы-
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вается медленно, и печень подвергается его непрерывному воздействию. 
Вследствие этого наблюдаются минимальное повреждение и стимуляция 
различных эндокринных систем организма. В пользу этого свидетельствует 
по крайней мере то обстоятельство, что печень животных макроскопически 
выглядит нормальной и в ней не обнаруживаются те сильные морфологи-
ческие изменения, которые столь характерны для воздействия многих ге-
патоканцерогенов 115]. 

Результаты опытов приведены в табл. 4. Видно, что уже через месяц 
после однократного введения о-ААТ в печени в 4 раза увеличивается ак-
тивность ГК и в 2,8 раза уменьшается количество белка митохондрий, при-
чем доля митохондриального белка от белка гомогената снижается на 40%. 
Одновременно уменьшается на 40% и общее количество белка в расчете на 
сырую массу ткани. Активность НО в расчете на сырую массу ткани печени 
уменьшается в 2 раза. Активность ГЛК в печени подопытных мышей: ос-
тается без изменений. После троекратного введения о-ААТ активность ГК 
несколько уменьшается, хотя и остается почти в 3 раза выше, чем в печени 
контрольных животных, а количество белка митохондрий и гомогената ос-
тается таким же низким, как и после однократного введения. Таким образом, 
однократное введение печеночного канцерогена о-ААТ приводит к изменени-
ям активности ГК и количества митохондрий, которые характерны и для 
ткани спонтанных гепатом. Кроме того, общее количество белка гомогената 
и митохондрий, а также мощность митохондриальной системы изменяются 
под действием о-ААТ в ту же сторону, что и в печени мышей высокораковой 
линии СВА. 

Совокупность приведенных данных, по-видимому, позволяет сделать 
вывод о том, что ослабление функциональной активности печени мышей СВА, 
выражающееся в снижении активности ГЛК и уменьшении мощности мито-
хондриальной системы, вероятнее всего, представляет собой коканцероген-
ный фон, способствующий, а возможно, и приводящий в последующем к ма-
л и гниза ц и и гепа то цито в. 
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SOME BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS O F LIVER T I S S U E FROM MICE 
O F S T R A I N S W I T H HIGH AND LOW CARCINOMATOSIS AND O F PRIMARY 

S P O N T A N E O U S HEPATOMAS 

1/. N. Gobeev, L. V. Khripach, Т. T. Beresov 

Chair of Biochemistry, P. Lumumba Universi ty, Moscow 

Sex differences in development of spontaneous liver tumors were studied in mice of CBA 
strain. Content of mitochondrial proteins, act ivi t ies of cytochrome oxidase, glucokinase, 
hexokinase as well as subcellular distr ibution of hexokinase were also studied in primary he-
patomas and in normal liver tissue of the mice of CBA and СЗНА strains. Liver tumors oc-
curred in males of CBA strain 7-fold more frequently than in females. Activit ies of hexokinase, 
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glucokinase, cytochrome oxidase and content of mitochondrial proteins were distinctly alterep 
both in primary spontaneous hepatomas and in transplantable strains. But, contrary to the 
transplantable tumors, in spontaneous hepatomas hexokinase, associated with mitochondria, 
was not found. Decrease in activities of glucokinase and cytochrome oxidase was observed at 
the early stages of development of CBA strain in males as compared with females of CBA and 
males of СЗНА strains, i. e. distinct decrease in several functional patterns of liver tissue 
was observed. Subcutaneous administration of orthoamine azotoluene into mice of the СЗНА 
strain caused alteration in activity of these enzymes from liver tissue, which was typical for 
hepatomas, already at the early steps of development. 

УДК 616.13-004.6-092:612.017. I 

A. H. Климов, А. Д. Денисенко, 10. И. Зубжицкий, E. А. Герникова 

ОБНАРУЖЕНИЕ АУТОИММУННОГО КОМПЛЕКСА 
ЛИПОПРОТЕИД—АНТИТЕЛО В ПЛАЗМЕ КРОВИ 

И СТЕНКЕ АОРТЫ ЧЕЛОВЕКА 

Институт экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград 

В тканевой оюидкости пораженной атеросклерозом аорты и плазме крови человека об-
наружен иммунный комплекс липопротеид — антитело. Антигенным компонентом им-
мунного комплекса в большинстве случаев являлся липопротеид очень низкой плотности. Пос-
ле диссоциации комплекса в кислой среде выделен иммуноглобулин G, идентифицированный 
методом двойной иммунодиффузии в агаре, который обладал способностью реагировать в 
реакции связывания комплемента как с ау то логичным и, так и, в некоторых случаях, с изоло-
ги чным и л ипоп роте идам и. 

В последние годы внимание исследователей привлекают иммунологи-
ческие механизмы развития атеросклероза. В ряде работ были получены 
данные, предполагающие наличие в крови человека антител (AT) к антиге-
нам сосудистой стенки 11, 2]. После того как у лиц с миеломной болезнью 
и гиперхолестеринемией в крови были обнаружены иммунные комплексы 
липопротеид (ЛП) — AT, было выдвинуто предположение, что гиперлипид-
емия в ряде случаев объясняется образованием упомянутого выше комп-
лекса 13]. Позднее эта точка зрения распространилась и на атеросклероз, 
в патогенезе которого некоторые авторы стали допускать участие иммуноло-
гических факторов 1.4, 5]. На основании экспериментальных исследований, 
выполненных на кроликах, была сформулирована аутоиммунная теория 
патогенеза атеросклероза, согласно которой при гиперхолестеринемии в 
плазме крови животных появляются измененные ЛП, на которые вырабаты-
ваются специфические AT и в конечном счете образуются растворимые ауто-
иммунные комплексы ЛП—AT. Последние при фиксации в сосудистой стен-
ке вызывают ее повреждение и индуцируют и (или) утяжеляют развитие 
атеросклероза 14, 5.1. Это предположение подтверждается данными о том, 
что у кроликов при алиментарной гиперхолестеринемии в крови увеличи-
вается содержание у-глобулинов 161. В нашем институте было показано с 
помощью реакции Бойдеиа наличие в крови свободных AT к ЛП уже через 
1—4 нед и иммунных комплексов ЛП—AT в более поздние сроки кормления 
кроликов холестерином [4 1. Присутствие подобных комплексов в крови или 
стенке аорты людей без явной патологии иммунной системы не показано. 
Поэтому в настоящей работе впервые предпринята попытка выделить ауто-
иммунный комплекс ЛП—AT из плазмы крови и стенки аорты человека. 

М е т о д и к а 

Для выделения иммунных комплексов использовали плазму крови, полученную 
от практически здоровых мужчин в возрасте 45—55 лет после 14-часового голодания. 
Кроме того, исследовали аорты и образцы крови, взятые при вскрытии лиц, погиб-
ших от различных причин. Из стенки аорты получали тканевую жидиость, как описано 
ранее [7]. Из сыворотки крови и тканевой жидкости стенки аорты выделяли Л П очень 
низкой плотности (ЛПОНП) с помощью ультрацентрифугирования при плотности 
среды 1,006 г/мл 1.8]. Д л я обнаружения комплекса Л П — A T использовали как Л П О Н П 
(верхняя фракция после ультрацентрифугирования), так и суммарную фракцию Л П 
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низкой плотности (ЛПНП) и Л П высокой плотности (ЛПВП) (нижняя фракция после 
ультрацентрифугирования). С этой целыо выделенные ЛП растворяли в буфере Ми-
хаэлиса рН 2,5 (конечный объем 10 мл) и добавляли 5 г сухого BaS0 4 , на котором 
сорбировались Л П [9]. Пробы оставляли на 10 мин при комнатной температуре, после 
чего производили центрифугирование при 3000 об/мин в течение 10 мин. Если ис-
пользовали Л ПОМП, то супернатант нейтрализовали до рН 7,4 с помощью 0,1 н. 

NaOH и использовали его как раствор 
AT. Осадок, содержащий сорбирован-
ные на BaSO^ Л П , суспендировали в 
10 мл буфера Михаэлиса рН 7,4 и ис-
пользовали как антиген. Если для об-
наружения иммунного комплекса ис-
пользовали нижнюю фракцию после 
ультрацентрифугироваиия, то после 
сорбции Л П на B a S 0 4 в кислом бу-
фере рН раствора доводили до 7,4 для 
рекомбинации комплекса и фиксации 
его на BaS0 4 , центрифугировали 10 
мин при 3000 об/мин и супер натант 
отбрасывали, а с сорбированного на 
осадке BaS0 4 иммунного комплекса 
Л П — A T кислым буфером рН 2,5элюи-
ровали AT. Представлена схема вы-
деления AT из иммунного комплекса 
ЛП—А'Г. 

Кроме того, для выделения AT к Л П 
из фиксированных в стенке аорты нерас-
творимых аутоиммунных комплексов 
пользовались следующим приемом. Пос-
ле измельчения ножницами ткань аор-
ты (интима и меди я) вымачивали в 
60 мл нейтрального буфера Михаэлиса 
3—4 раза по 30 мин, что позволяло 
практически полностью элюировать из 
аорты растворимые Л П и иммуноглобу-
лины (по данным двойной иммуиодиф-
фузии в агаре со специфическими анти-
сыворотками и электрофореза в полиак-
риламидном геле), а затем кислым бу-
фером Михаэлиса элюировали AT. По-
лученный элюат нейтрализовали до рН 
7,4 и использовали в качестве AT для 
постановки реакции связывания комп-

лемента (PC К) [Ю]. PC К проводили следующим образом: к 1 мл раствора AT 
добавляли I мл раствора антигена (ЛП, сорбированные на BaS0 4 , или раствор ЛП) 
и 1 мл раствора стандартного комплемента морской свинки в рабочем разведении 1 : 3. 
Концентрация белка, определяемого по Лоури [11], в растворе AT колебалась от К) 
до 300 мкг/мл. Контролем служили пробы, в которые вместо раствора выделенных 
AT добавляли 1 мл буфера или раствор стандартного иммуноглобулина G, а также 
пробы, в которые вместо раствора антигена добавляли суспензию B a S 0 4 в буфере 
или раствор альбумина. Пробы перемешивали и инкубировали 18 ч при 4°С. Содержа-
ние комплемента в пробах с разведением 1 : 2—1. : 64 определяли по лизису бараньих 
эритроцитов гемолитической сывороткой. 

Реакцию двойной иммунодиффузии в агаре производили по методу Оухтерлони 
[12]. Содержание холестерина и триглицеридов в плазме крови определяли с помощью 
автоанализатора АА-2 фирмы «Technicon». 

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

В табл. 1 представлены результаты поисков иммунного комплекса 
ЛП—AT в крови практически здоровых мужчин. Как видно из табл. 1, 
у 12 из 15 обследованных мужчин был обнаружен в крови иммунный ком-
плекс ЛП—AT, причем у 11 из них этот комплекс флотировал при ультра-
цеитрифугировании в плотности 1,006 г/мл, т. е. в комплекс входили 
ЛПНОН, а у I пациента комплекс находился во фракции с d>l ,006. AT, вы-
деленные из комплекса ЛПОНП—AT, в 3 случаях из 6 взаимодействовали 
с изологичными ЛПОНП с фиксацией комплемента. В 1 случае эти AT так-
же специфически взаимодействовали с суммарной фракцией ЛПНП и ЛПВП. 

ill mm УВ I 
Т :\ о (о4 

шШш 
дан г 

Идентификация AT, выделенного из им-
мунного комплекса Л П — A T тканевой 
жидкости аорты человека с помощью двой-
ной иммунодиффузии в агаре со специфи-
ческими аитисыворотками против чело-

веческих и м м у но г л об у л и н о в. 
1 — аитисыпоротка против человеческого имму-
ноглобулина G; 2 — аитисыворотка против че-
ловеческого иммуноглобулина А; 3 — AT, выде-
ленное из иммунного комплекса ЛП — AT; 4 — 
антисыворотка против человеческого иммуногло-

булина М. 
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При одновременном исследовании сыворотки крови и стенки аорты ком-
плекс ЛП—AT был обнаружен в стенке аорты в 7 из 8 случаев (табл. 2). 
В 2 случаях этот комплекс имел плотность меньше 1,006 г/мл, в 3 — боль-
ше 1,006 г/мл и в 2 случаях комплекс обнаружен в обеих фракциях ткане-
вой жидкости стенки аорты. У 3 из этих лиц обнаружен иммунный комплекс, 

Сыворотка (тканевая жидкость) 

Ультрацеитрифигурование (40 000 об/мин, 18 ч, 4° С, d 1,006) 

I 
AT ЛПОНП + комплекс ЛПОНП 

(верхняя фракция) 
I 

Растворение в буфере Михаэлиса 
рН 2 ,5 + В a SO.., 

Центрифугирование (3000 об/мнн, 
10 мин) 

I 

Л П Н П ЛПВП + белки + комплекс 
Л П — AT (нижняя фракция) 

I 
Растворение в буфере Михаэлиса 

рН 2 ,5 + BaS0 4 
Нейтрализация до рН 7,4 

I 
Центрифугирование (3000 об/мин, 

10 мин) 

I 
Осадок (ЛПОНП на 

BaSO.,) — антиген 

Суспендирование 
в буфере Михаэлиса 

рН 7,4 

Супернатант 
AT 

I 
Нейтрализация 

до рН 7,4 

PC К Иммуно-
диффузия 

I . 1 
PC К Определение 

белка 

Осадок (ЛПНП + ЛПВП + комплекс 
ЛП — AT) 

4 
Суспендирование в буфере Михаэли-

са рН 2,5; центрифугирование 
(3000 об/мин, 10 мин) 

I 

Осадок (ЛПНП + ЛПВП Суперна-
на BaSO,) — антиген таит AT \ 

Суспендирование в бу-
фере Михаэлиса рН 7,4 

Нейтрализация 
до рН 7,4 

РСК 
4 

Иммуно-
диффузия 

РСК 
I 

Определение 
белка 

Т а б л и ц а 1 
Обнаружение аутоиммунного комплекса ЛП — AT в крови мужчин 45—55 лет 

Метаболиты в плазме Реакция связывания комплемента 

AT, выделен н 
AT, выделенное 

AT, выделен н юе из комплекса с c l < 1 , 0 0 b из комплекса 
с d > J, 006 

холестерин, мг% триглицер иды, с d > J, 006 
холестерин, мг% мг% мг% 

с аутологич- с аутологич- с изологич- с аутологичными 
•НЫМИ ЛПОНП ными ЛЛНП-f 

л п в п н ы м 1-1 ЛПОНП Л П Н П Л П В П 

183 43 + 
197 55 + 
208 253 + 
213 128 + 
231 94 И" 
257 67 + 
273 227 — 

283 183 + 
284 289 + — + 
285 265 

+ 
289 200 + + + 
293 107 — 

+ 
297 115 + — + 
343 216 + 

+ 
— 

П р и м е ч а н и е. Знак + означает, что атеросклеротические поражения занимают 
менее 5% площади аорты. 
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содержащи й Л ПО Н П, 
и в крови. AT, элюи-
рованные из фиксиро-
ванных в стенке аорты 
нерастворимых иммун-
ных комплексов, специ-
фически взаимодейство-
вали с ЛПОНП в 6 слу-
чаях; у 2 пациентов эти 
AT связывались также 
и с суммарной фракцией 
ЛПНП и ЛПВП. В од-
ном случае AT взаимо-
действовали с изологич-
ными ЛПОНП. 

Вместе с тем ни в 
одном случае выделен-
ные из комплекса им-
муноглобулины, взаимо-
действовавшие с ЛП со 
связыванием комплемен-
та, не давали реакции 
преципитации с ЛП [в 
агаре при постановке 
реакции двойной имму-
нодиффузии. 

Во всех опытах AT, 
выделенные из иммун-
ных комплексов, отно-
сились к классу имму-
ноглобулинов G (см. ри-
сунок). 

В работе приводят-
ся данные о существо-
вании в крови и стенке 
аорты человека иммун-
ных комплексов ЛП— 
AT, в которых реаги-
рующим глобулином 
является иммуноглобу-
лин G, а антигеном в 
большинстве случаев 
служит ЛПОНП. Не 
исключено, что в тех 
случаях, когда комп-
лекс обнаруживается во 
фракции с плотностью 
больше 1,006 г/мл, осо-
бенно при исследовании 
аорты, антигеном также 
служили ЛПОНП, но 
увеличение плотности 
их в связи с присоеди-
нением AT и (или) дру-
гих веществ (например, 
глюкозаминогликанов) 
не позволяло комплексу 
флотировать при плотно-
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сти среды 1,006 г/мл. Косвенным доказательством этого является тот факт, 
что AT, элюнрованные из фиксированных в стенке аорты нерастворимых 
аутоиммунных комплексов, во всех случаях специфически связывались 
с ЛПОНП и лишь в 2 случаях — с ЛП более высокой плотности. Кроме 
того, у пациента 67 лет (см. табл. 2) иммунный комплекс, выделенный 
из стенки аорты, не флотировал при плотности среды 1,006 г/мл, тогда как 
в сыворотке крови он обнаруживался во фракции с d<l ,006. 

На основании имеющихся данных трудно предположить, какой ком-
понент липопротеидной частицы является антигенной детерминантой. Сле-
дует лишь отметить, что в тех случаях, когда антигенной детерминантой 
являются липиды, AT связываются как с изо-, так и с гетерологичными 
ЛП [13], тогда как в наших опытах реакция AT с изологичными ЛП обна-
ружена лишь в 4 из 8 случаев. Кроме того, в нашем исследовании антиген-
ным компонентом иммунного комплекса в большинстве случае является 
ЛПОНП, который, как известно, содержит множественный и меняющийся 
набор аполипопротеидов. Не исключено, что изменение состава последних 
и придает ЛПОНП антигенные свойства. 

Полученные данные позволяют предполагать, что аутоиммунные ме-
ханизмы развития атеросклеротических поражений могут проявляться у 
человека. 
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DETECTION OF AUTOIMMUNE COMPLEX LIPOPROTEIN-ANTIBODY IN HUMAN 
BLOOD PLASMA AND AORTA WALL 

A. N. Klimov, A. D. Denisenko, Ya. N. Zubzhitsky, E. A. Gerchikova 

Institute of Experimental Medicine, Academy of Medical Sciences of the USSR, Leningrad 

An immune complex of lipoprotein-antibody was found in human blood plasma and in 
tissue liquid of aorta, impaired by atherosclerosis. In the majori ty of cases the antigen com-
ponent of the immune complex was lipoprotein of very low density. After dissociation of the 
complex at acid pH, immunoglobulin G was isolated, which was identified by double immu-
nodiffusion in agar gel; the immunoglobulin reacted in RBS both with autological and, in some 
cases, with isological lipoproteins. 
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Д. Б. Цукерман, И. Б. Веревкина, В. 3. Горкин 

ОКИСЛЕНИЕ МОНОАМИНОВ В МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ФРАКЦИИ 
ПОЧЕК БЫКА, 

КАТАЛИЗИРУЕМОЕ МОНОАМИНОКСИДАЗОЙ ТИПА Б 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Окислительное дезаминирование тирамина, серотонина и бензиламина при их инку-
бации с митохондриальной фракцией почек быка блокируют низкие концентрации депрени-
ла, но не хлоргилина. Этот факт, а также характер кривых зависимости величин остаточ-
ной моноаминоксидазной активности от концентрации ингибитора и результаты опытов, 
проведенных методом «смешанных субстратов», свидетельствуют о наличии в митохондри-
альной фракции почек быка только моноаминоксидазы типа Б, что необходимо учитывать 
при исследованиях природы моноаминоксидаз с использованием ферментных препаратов из 
митохондрий почек быка как богатого источника моноаминоксидазной активности. 

В исследованиях природы моноаминоксидазы [амии: кислород оксидо-
редуктаза (дезаминирующая) (флавинсодержащая), КФ 1.4.3.4 1 после об-
наружения свойства многих химических соединений избирательно блоки-
ровать окислительное дезаминирование различных биогенных моноаминов 
1.1—3] важное значение приобрел ингибиторный анализ, на основании ре-

зультатов которого выдвинуты современные представления о существовании 
в организме по крайней мере двух типов моноаминоксидаз - А и Б [4 I. 
Моноаминоксидазами типа А называют аминоксидазы, активность которых 
тормозят низкие (микромоляриые) концентрации хлоргилина (N-1.2,4-
дихлорфенокси 1пропил-Ы-метил-2-пропиниламин гидрохлорид 15, 61; ак-
тивность моноаминоксидаз типа Б тормозят низкие концентрации депре-
нила (Ь1-1-фенилизопропил-Ы-метил-2-пропиииламин гидрохлорид) 1.7 ], по 
не хлоргилина. При патологических состояниях (например, при шизофре-
нии, маниакально-депрессивных психозах) активность моноаминоксидаз 
типов А и Б, которые различаются между собой по субстратной специфич-
ности и, вероятно, по многим физико-химическим свойствам, изменяется 
по-разному. Поэтому в исследованиях природы моноаминоксидаз важное 
значение имеют результаты ингибиториого анализа, позволяющие отнести 
моноаминоксидазы исследуемых объектов к одному из основных типов мо-
ноаминоксидаз и (или) охарактеризовать их количественные соотношения. 

Наиболее богатым источником моноаминоксидазной активности в ор-
ганизме млекопитающих считают митохондрии почек быка 181, которые были 
использованы для получения высокоочищеиных препаратов моноаминокси-
дазы 19 ] и для проведения целого ряда энзимологических исследований 110 1. 

В настоящей работе мы поставили перед собой задачу исследовать тор-
можение моноаминоксидазной активности митохондрий почек быка совре-
менными мощными ацетиленовыми ингибиторами моноаминоксидаз 111 I, 
с тем чтобы охарактеризовать моиоаминоксидазу данного биологического 
об'ьекта в терминах принятой в настоящее время классификации моноами-
ноксидаз [4, 6]. 

М е т о д и к а 

Митохоидриальную фракцию выделяли путем дифференциального центрифуги 
роваиия 10% гомогената коркового слоя почек быка в 0,25 М растворе сахарозы с 
последующим промыванием гипотоническим фосфатным буферным раствором |12| . 
Полученный осадок сохраняли при —20°С. 

Д л я солюбилизации митохондриальных мембран суспензию фрагментов мито-
хондриальных мембран [13], содержащую 10 мг белка в I мл 0,01 М фосфатного бу-
фера рН 7,4, подвергали замораживанию — оттаиванию, а затем воздействию ультра-
звуковых волн (генератор УЗДН-1; 35 кГц) при 0°С общей длительностью 30 мин. 
После этого в суспензию добавляли неионный детергент тритон Х-100 (фирма «Ромм 
и Хаас», США) до конечной концентрации 1,5% и подвергали ультразвуковому воз-
действию еще 15 мин. Затем суспензию центрифугировали (105 000 g, 120 мин, пре-
паративная ультрацентрифуга MSE, Англия); осадок отбрасывали, а надосадочиую 
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жидкость, содержащую обычно 55—65% моноаминоксидазной активности (субстраты 
тирамин, серотоиин, беизиламин, фенилэтиламии, 4-нитрофенилэтиламин) исходной 
суспензии митохондриальной фракции почек быка, использовали в опытах в качестве 
солюбилизированных митохондриальных мембран. 

В качестве субстратов применяли без дополнительной очистки тирамин хлоргид-
рат (Мерк, ФРГ), серотоиин креатининсульфат («Реаиал», Венгрия), дофамин хлоргид-
рат («Ферак», ФРГ), (3-феиилэтиламин хлоргидрат (любезно предоставлен доктором 
М. Сэндлером, Англия). Беизиламин хлоргидрат производства Харьковского завода 
химреактивов использовали в качестве субстрата после двукратной перекристаллиза-
ции из смеси ацетон — вода (10 : 1). 

Ингибиторы моноаминоксидаз хлоргилин и депренил любезно предоставили нам 
доктор Барбер (фирма «Мэй и Бэйкер», Англия) и доктор Мадьяр (Институт фарма-
кологии Медицинского университета, Венгрия) соответственно. 

О скорости окислительного дезаминирования судили по количеству аммиака, 
освобождаемого в ходе инкубации при оптимальных для каждого исследуемого амина 
условиях [14] в присутствии митохондрий почек быка (по 2 мг белка на пробу объемом 
1,8 мл). Инкубацию во всех случаях проводили в 0,1 М фосфатном буфере рН 74. 
Найденные в специальных предварительных опытах оптимальные конечные концен-
трации субстратов были (в мМ): тирамин — 3,6; серотоиин — 6,9; фенилэтиламии — 
1,4; дофамин — 3; беизиламин — 2,8. Длительность инкубации при 37°С в атмосфере 
кислорода составляла 50 мин, в течение которых, как было установлено предвари-
тельными опытами, реакции дезаминирования исследованных биогенных моноаминов 
следовали уравнению нулевого порядка. В опытах с бензиламином в качестве суб-
страта моиоаминоксидазную активность определяли также спектрофотометрическим 
методом, основанным на измерении начальной скорости образования беизальдегида 
в течение 5 мин после начала реакции [14]. Содержание белка определяли колориметри-
чески по Лоури, используя бычий сывороточный альбумин в качестве стандарта. 

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, представленных в табл. 1, при инкубировании 
в атмосфере кислорода с митохондриальными фракциями почек быка было 
обнаружено дезаминирование всех исследованных моноаминов. Среди из-
бранных для этого иссле-
дования моноаминов были 
субстрат моноаминоксидаз 
типа А — серотонин, суб-
страты моноаминоксидаз 
типа Б — (З-фенилэтил-
амин и беизиламин, а также 
биогенные моноамины тир-
амин и дофамин, которые 
служат субстратами для 
моноаминоксидаз обоих 
основных типов 1.4, 6J. 

Было установлено так-
же (см. табл. 1), что солю-
билизированные митохонд-
риальиые мембраны почек 
быка не отличались от ис-
ходной митохондриальной 
фракции по соотношению 
скоростей дезаминирова-
ния инкубируемых с ними 
моноаминов. Таким обра-
зом, проницаемость био-
мембран для моноаминов 
в данном случае не имела 
существенного значения 
как фактор, возможно, 
влияющий на соотношение скоростей дезаминирования аминов митохонд-
риальной фракции. 

Зависимость скорости реакции окислительного дезаминирования от 
концентрации аминов исследовали в специально избранных диапазонах кон-

Т а б л и ц а ! 

Окислительное дезаминирование моноаминов при их 
инкубации с митохондриями (в числителе) или солю-
б и л и з и ро ва иными ми тохо н др и а л ьн ы м и м ем бра нами 

(в знаменателе) ночек быка 

Моноамины 

Освобожде-
ние аммиака, 

мкмоль 
на 1 кг белка 

за 50 мин 

Относитель-
ная скорость 
дезаминиро-

вания, % 

Тирамин 
4,13 
23,2 

100 
100 

Серотонин 
1,23 
7,3 

30 
31 

Дофамин 
1,73 42 

Дофамин 8,32 36 
Беизиламин 

Фенилэтиламии 

2,47 
0,53 
3,7 

60 
13 
16 

П р и м е ч а н и е . В пробы вносили по 2 мг 
белка митохондрий или по 0,2—0,4 мг белка солюби-
лизированных митохондриальных мембран почек быка. 
Оптимальные концентрации субстратов см. в разделе 
«Методика». Представлены средние величины по дан-
ным двух параллельных определений. 
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центраций, в пределах которых явление субстратного торможения не было 
выражено. Эти диапазоны концентраций (в мМ) составляли для тирамина 
от 0,071 до 3,6, для серотонина — от 0,56 до 5,6, для бензиламина и фенил-
этиламина — от 0,28 до 2,8. В пределах каждого диапазона были определены 
величины скорости дезаминирования при 6 различных концентрациях моно-
аминов. Графики зависимости величин, обратных скорости дезаминирования, 
от величин, обратных конечным концентрациям моноаминов в пробах, были 
линейны в пределах указанных диапазонов. Вычисленные по этим графикам 

кажущиеся величины констант Михаэ-
лиса (Км) реакций окислительного дез-
аминирования ряда моноаминов мо-
ноаминоксидазами солюбилизирован-
ных митохондриальных мембран почек 
быка (состав проб и условия опытов 
см. в тексте и в подписи к табл. I) бы-
ли следующими (в мМ): для тирами-

Vi/Vo*IOO 

100 

Торможение хлоргилииом (ХГ) или дел-
реиилом (ДП) окислительного дезамини-
рования тирамина (/), серотонина (2) или 
бензиламина (<?) при их инкубации с ми-

тохондриальной фракцией почек быка. 
Состав проб и условия опытов: в пробы (конечный' 
объем 1,8 мл), содержавшие 0,1 М фосфатный бу-
фер рН 7,4, вносили по 2 мг белка митохондрий и 
один из ингибиторов (отрицательные логарифмы 
конечных концентраций ингибиторов указаны на 
оси абсцисс), после чего пробы преинкубировали 
20 мин при комнатной температуре. Контрольные 
пробы, в которые ингибиторы не добавляли, пре-
инкубировали при тех же условиях. Для измере-
ния скорости дезаминирования в контрольных 
(V0) и в преиикубированных с ингибиторами {V^у 
пробах в них вносили затем соответствующие суб-
страты в оптимальных концентрациях (см. в раз-
деле «Методика»). Скорость дезаминирования бен-
зиламина измеряли спектрофометрически, тира-

I мина и серотонина — по освобождению аммиака. 
3 По оси ординат отложены найденные соотноше-

-ig El] "" 
ния (V^/V0) х 100. Представлены средние вели-
чины по данным 4 параллельных определений. 

на—'1,1; для серотонина — 3,8; для бензиламина — 0,2; для фенилэтил-
амина — 0,24. Таким образом, для бензиламина и фенилэтиламина эти ве-
личины были примерно в 20 раз меньше соответствующей величины для се-
ротонина и примерно в 5 раз меньше кажущейся Км для тирамина. Получен-
ные результаты наводили на мысль о наличии в митохондриальной фракции 
почек быка в качестве преобладающего (или единственного) типа моноамии-
оксидазы именно моноамииоксидазы типа Б, для которой беизиламин и 
фенилэтиламин являются специфическими субстратами, тогда как серотонин, 
тирамин или другие моиоамины окисляются лишь при добавлении их в про-
бы в высоких концентрациях [14]. 

Эта гипотеза получила полное подтверждение при иигибиторном ана-
лизе. Как следует из рисунка, именно депренил, специфический ингибитор 
моноаминоксидаз типа Б, тормозил в низких (в микромолях) концентрациях 
дезаминирование не только бензиламина, но и тирамина и серотонина. Спе-
цифический ингибитор моноаминоксидаз типа А хлоргилин тормозил эти 
реакции лишь при внесении его в пробы в 1000 раз более высоких (в миллимо-
лях) концентрациях. На кривых зависимости величин остаточной фермен-
тативной активности ( V J V q ) от конечных концентраций ингибиторов в про-
бах не было отмечено «плато», характерных для двухфазных систем, содер-
жащих моноамииоксидазы типов А и Б, как это имеет место, например, в 
митохондриальных фракциях мозга или печени [5, 6]. Эти данные свиде-
тельствуют о наличии в митохондриальной фракции почек быка лишь одного 
типа моноамииоксидазы, а именно моноамииоксидазы типа Б. 
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Для исключения возможного (хотя и маловероятного [15]) искажения 
действия ингибиторов моноаминоксидаз благодаря наличию фрагментов 
биомембран изложенные выше опыты были повторены с использованием 

Т а б л и ц а 2 

Торможение ингибиторами моноаминоксидаз дезаминирования моноаминов при их инкубации 
с[митохондриями (в числителе) или солюбилизированными митохондриальными мембранам!: 

(в знаменателе) почек быка 

Торможение дезаминирования, % 
Ингибиторы моиоами-н 

оксидаз 
Концентрация, 

мкМ тирамина серотонина бензиламина 

1000 
79 
79 

91 
75 

69 
67 

Хлоргилин 100 
35 
32 

31 
29 

28 
37 

10 
11 
0 

11 
0 

0 
15 

76 94 66 
1 100 80 88 

0,1 25 0 17 
Дел ре нил 

0,1 
20 20 0 

0,01 0 
10 

0 
5 

0 
0 

П р и м е ч а н и е . Пробы содержали по 2 мг белка митохондриальных фракций 
или по 0,2—0,4 мг белка солюбилизироваиных митохондриальных мембран почек быка. 
Условия преипкубации с ингибиторами моноаминоксидаз см. в подписи к рисунку. Конт-
рольные пробы преинкубировали без добавления ингибиторов. Представлены средние ве-
личины по данным 4 определений. 

Дезаминирование одновременно внесенных в пробы мо-
ноаминов ( «смешанных субстратов» ) митохондриаль-

ной моноаминоксидазой почек быка 

вместо суспензий митохондриальной фракции почек быка солюбилизиро-
ванных митохондриальных мембран почек быка. 

Как видно из данных, представленных в табл. 2, солюбилизировагшые 
митохондриальные мембраны почек быка практически не отличались от 
исходных митохондриаль-
ных фракций по чу ветви- Т а б л и ц а 3 
тельности реакций дез-
аминирования тирамина, 
серотонина и фенилэтил-
амипа к тормозящему дей-
ствию хлоргилииа и деп-
ренила. 

Дополнительное подт-
верждение вывода о нали-
чии в митохондриальной 
фракции почек быка толь-
ко моноаминоксидазтипа Б 
было получено в опытах, 
проведенных методом «сме-
шанных субстратов» с уче-
том теоретической разра-
ботки и способов расчета, 
опубликованных за пос-
ледние годы [17]. Как видно из результатов опыта, представленных в 
табл. 3, при любых попарных сочетаниях моноаминов в пробах с митохонд-
риальными фракциями почек быка величины, выражающие отношение ско-
рости окисления смеси субстратов в пробе к арифметической сумме ско-

Сочетания моноаминов 

Отношение скорости 
дезаминирования 

«смешанных субстра-
тов» к арифметиче-

ской сумме скоростей 
дезаминирования 

соответствующих 
субстратов, инкуби-
руемых порознь, % 

Тирамин + серотоиин 64-
» + беизиламин 68 
» + фенилэтиламии 72 

Серотоиин + беизиламин 30 
» + фенилэтиламии 40 

Беизиламин + фенилэтиламии 22 
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ростей окисления субстратов, инкубированных с митохондриями порознь, 
либо близки к величине 66,7%, либо ниже этой величины [17]. Этот 
результат свидетельствует о взаимной конкуренции субстратов за один ак-
тивный центр (один фермент). 
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OXIDATION OF MONOAMINES IN BOVINE KIDNEY MITOCHONDRIAL FRACTION 
IS CATALYSED BY TYPE В MONOAMINE OXIDASE 

D. B. Zuckerman, / . V. Veryovkina, V. Z. Gorkin 

Institute of Biological and Mcdical Chemistry, Academy of Medical Sciences of the U S S R , 
Moscow 

Oxidative deamination of tyramine, serotonin and benzyl amine in bovine kidney mito-
chondria was inhibited by low concentrations of deprenil (but not clorgylline). These data and 
the patterns of the plots of residual enzymatic activity against concentration of the inhibi-
tors as well as the «mixed substrates» experiments suggest occurrence in bovine kidney mito-
chondria of monoamine oxidase of the В type only, which has to be considered in studies on 
the nature of monoamine oxidases using bovine kidney mitochondria as a rich source of mono-
amine oxidase activity. 

УДК 612.744.2.015. 1 1:577. 152.143 

Л. В. Татьяненко, Л. М. Райхман, И. В. Веревкина, И. В. Васюкова 

УЧАСТИЕ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ ТИПА В 
В РЕГУЛЯЦИИ Са2+, М£2+-ЗАВИСИМОЙ АТФ-АЗЫ 

С А Р КО Г1Л А ЗМ А Т И Ч ЕС К О ГО РЕТИКУЛУМА 

Научно-исследовательский институт по биологическим испытаниям химических соедине-
ний, Купавна Московской сбласти, Институт биологической и медицинской химии 

АМН СССР, Москва 

Альдегиды, образующиеся при окислительном дезаминировании субстратов моноамин-
оксидазы типа Б, ингибируют Са2 +, Mg2+-зависимую АТФ-азу саркоплазмапгического ре-
тику лума. 

Ранее нами было обнаружено, что в мембранных препаратах саркоплаз-
матического ретикулума присутствует моиоаминоксидазная активность [1 ], 
особенности субстратной и ингибиторной специфичности которой указывают 
на ее принадлежность к моиоаминоксидазе (МАО) типа Б, которая специ-
фически окисляет (3-фенилэтиламин или бензиламии и блокируется низкими 
концентрациями депренила. Для того чтобы выяснить, какую функцию вы-
полняет МАО в саркоплазматическом ретикулуме, мы исследовали влияние 
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гомогенного препарата МАО и субстратов этого фермента на активность очи-
щенной Са2+ , Л^2+-зависимой АТФ-азы ^ (Са-АТФ-азы), выделенной из сар-
коплазматического ретикулума. 

М е т о д и к а 

Саркоплазматический ретикулум получали из гомогенатов белых мышц задних 
конечностей кролика путем диффренциального центрифугирования (собирали фракции, 
осаждающиеся при 40 000 g за 90 мин и при 100 000 g за 30 мин). Д л я выделения 
солюбилизировамного препарата Са-АТФ-азы осадок мембран саркоплазматического 
ретикулума обрабатывали в течение 60 мин раствором холата натрия (0,5 мг холата 
на 1 мг белка), как указано в работе [2], и затем центрифугировали 60 мин при 
140 000 g. Надосадочную жидкость отбрасывали, а осадок отмывали от холата раство-
ром, содержащим 0,3 М сахарозы, 10 мМ имидазола, 100 мМ NaCl, рН 7,0, и соби-
рали центрифугированием (60 мин при 140 000 g). 

АТФ-азную активность измеряли рН-метрическим методом [3]. Содержание белка 
в пробах определяли колориметрическим методом Лоури с бычьим сывороточным 
альбумином в качестве стандарта [4.1. Источники получения и характеристики исполь-
зованных в работе аминов и ингибиторов МАО были указаны ранее [5]. Гомогенный 
препарат МАО получали из митохондрий печени крысы [6]. 

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

Результаты проведенных опытов представлены на рисунке. Как видно 
из данных, Р-фенилэтиламин и беизиламин — аминопроизводиые аромати-
ческих углеводородов, являющиеся субстратами для МАО типа Б, сами по 
себе в отсутствие МАО не влияют на 
активность Са-АТФ-азы. Однако, ес-
ли наряду с этими субстратами в сре-
де присутствует МАО, АТФ-азная ак-
тивность тормозится на 30—35%. 
При блокировании МАО специфичес-
ким ингибитором депренилом этого 
торможения не наблюдается. Отсю-
да можно предположить, что обра-
зующиеся под действием МАО продук-
ты окислительного дезаминирования 
|3-фенилэтиламина и бензиламина (со-
ответствующие альдегиды) являются 
ингибиторами Са-АТФ-азы, что подт-
верждается прямыми опытами по дей-
ствию бензальдегида на этот фермент. 
В концентрации 2-Ю" 4 М бензальде-
гид тормозит Са-АТФ-азу более чем 
на 70% (см. рисунок, г). Ингибирую-
щее действие бензальдегида не зави-
сит от присутствия в среде бензил-
амина, Р-феиилэтиламина или депре-
нила. 

Таким образом, физиологическая 
роль МАО в мембранах саркоплазма-
тического ретикулума состоит, по-ви-
димому, в том, что она участвует в ре-
гуляции активности Са-АТФ-азы. Об-
разуя из аминов, являющихся инерт-
ными по отношению к Са-АТФ-азе, альдегиды, которые иигибируют этот 
фермент, МАО может тем самым снижать активность Са-АТФ-азы. Коли-
чество образующихся в сарконлазматических везикулах альдегидов может 
регулироваться изменением либо активности МАО в мембранах везикул, 
либо уровня соответствующих исходных аминов в саркоплазме. В литера-
туре описан ряд случаев, когда влияние аминов на биохимические процессы 
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Торможение активности Са-АТФ-азы 
субстратами и продуктами моиоаминок-

сидазной реакции. 
а — беизиламин ( / ) и |3-феиилэтиламии (2) в 
отсутствие МАО; б — беизиламин и (3-феиил-
этиламин в присутствии МАО; в —бензиламин 
и Р-фенилэтиламин в присутствии МАО, пред-
варительно обработанной депренилом (30 мин), 

г — беиз альдегид. 
Са-АТФ-аза преиикубировалась с аминами, 
МАО или беизальдегидом 30 мин при комнат-
ной температуре. После преиикубации АТФ-
азная реакция инициировалась добавлением 2 
мМ АТФ и регистрировалась рН-метрически 
при 25°. Активность Са-АТФ-азы составляла 
7,3 мкмоль/мг • мин, коп щчгфмцн я п сргд" 
3 мг/мл. Активность МАО составляла 
1050 ед/мг, содержание в среде — 1 мг/мл. 
Концентрация бензиламина и [З-феиилэтил-
амина — 2 мМ, депренила — 0,1 мМ, бензаль-
дегида — 0,2 мМ. Приведенные значения 
средние, полученные в результате 3 опытов. 
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обусловливается образующимися из иих под действием МАО альдегида-
ми [7, 8]. 

Авторы выражают благодарность проф. В. 3. Горкину за постановку 
темы данной работы и обсуждение результатов. 
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PARTICIPATION OF MONOAMINE OXIDASE OF THE В TYPE IN REGULATION 
OF Ca 2 + , Mg2+-DEPENDENT ATPase FROM SARCOPLASMIC RETICULUM 

L. V. TafyanenkOy L. M. Raikhmati, I. V. Verevkina, N. V. Vasyukova 

Aldehydes, formed in oxidative deamination of substrates of the В type monoamine oxid-
ase, inhibited Ca2+, Mg2+-dependent ATPase from sarcoplasmic reticulum. 

УДК 612.112.015.13 

К. Ii. Веремеенко, В. M. Лосицкая, О. П. Голобородько, 
Е. С. Костюченко, И. Е. Вишняк 

ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ 
ЛЕЙКОЦИТОВ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА 

Лаборатория биохимии Киевского научно-исследовательского института отоларингологии 

Изучена способность протеолитических ферментов лейкоцитов крови человека рас-
щеплять различные субстраты. В слабощелочной среде (рН 7}6—8,6) гомогенаты лейкоцитов 
с наибольшей скоростью из белковых субстратов расщепляют щелочной белок протамин, а 
из синтетических — N-бензоил-D L-аргинин этиловый эфир (БАЭЭ). П ротам инрасщепляю-
щая активность угнетается ингибиторами протеиназ — трасилолом, овомукоидом и ин-
гибитором трипсина из сои. Последний вызывает наибольший эффект. Ионы тяо/селых ме-
таллов (Си, Zri) в значительной степени снио/сают протеолитическую активность, опре-
деляемую по расщеплению протамина и БАЭЭ. Наибольшая протеолитическая активность 
(субстрат протамин) обнаружена в лизосомальной и микросомальной фракциях лейкоцитов. 

Лейкоциты крови содержат мощную систему протеолитических фер-
ментов, действующих в кислой, нейтральной и слабощелочной среде [1—3]. 
Изучение ее заслуживает пристального внимания исследователей, так как 
протеиназы лейкоцитов участвуют в воспалительных и иммунных реакциях, 
в процессах фагоцитоза [2, 4—8], в регуляции тонуса и проницаемости со-
судов [2, 9], процессах свертывания крови и фибринолиза 12, 3, 10—12], 
в реакциях полимеризации аминокислот и трансамидироваиия 1.1 ]. 

Для исследования протеолитической активности применяются раз-
личные субстраты. Так, протеиназы лейкоцитов гидролизуют естественные 
белки — казеин и гемоглобин [5, 13—16], альбумин и у-глобулии [8, 17], 
гистон 118.1, фибриноген и фибрин [2, 14], коллаген и эластин 119—22], 
кининоген [23—25], а также синтетические субстраты: И-тозил-Ь-аргинин 
метиловый эфир [4], трет-бутил-оксикарбонил-Ь-аланин-п-нитрофенол [26 I 
Na-кapбoбeизoкcи-диглицил-L-apгииил-(5-иaфтилaмид [27], Ь-лейцин-2-
нафтиламид и ацетил-ОЬ-фенилалаиии-Р-нафтил [28]. В большинстве ци-
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тируемых работ протеолитическая активность лейкоцитов оценивалась на 
основании применения одного, реже 2—3 субстратов. С целыо более углуб-
ленного изучения природы протеиназ лейкоцитов крови нами применен ком-
плекс белковых и синтетических субстратов, а также ряд ингибиторов про-
теолиза. 

М е т о д и к а 
Смешанную популяцию белых клеток выделяли из периферической крови здо-

ровых людей. Протеолитическую активность исследовали во взвеси и гомогенатах 
лейкоцитов, а также их клеточных структурах. Условия выделения клеток из неболь-
шого количества крови (9—12 мл) и гомогенизации их в механическом микроразмель-
чителе тканей РТ-2 описаны нами ранее. Д л я разрушения лейкоцитов применяли так-
же детергенты: тритон Х-100, Na-дезоксихолат, Na-додецилсульфат (конечная концен-
трация — 0 ,1%, длительность воздействия 30 мин при комнатной температуре). Про-
теолитическую активность во взвеси и гомогенатах лейкоцитов изучали по расщеп-
лению различных субстратов. При кислом значении рН среды субстратом служил 
гемоглобин [29]. В слабощелочной зоне в качестве субстратов использовали протамин 
[30], казеин [31], 1Ч-бензоил-БЬ-аргинин-п-иитроанилид — БАПНА [31], БАЭЭ [32], 
Ы-тозил-Ь-аргинии метиловый эфир — ТАМЭ. При исследовании протеолитической 
активности по расщеплению протамина время инкубации составляло 1 ч, по гидро-
лизу остальных субстратов — 3 ч. Активность протеииаз лейкоцитов, определяемую 
по расщеплению гемоглобина и казеина, выражали в микромолях отщепленного ти-
розина в час на 1 мг белка, Б А П Н А — в микромолях отщепленного п-нитроанилида 
в час на 1 мг, протамина — в микромолях образованного аргинина в час на 1 мг; 
эстеразную активность, выявляемую по гидролизу БАЭЭ и ТАМЭ, — в микромолях 
расщепленного субстрата в час на 1 мг белка. 

Протеолиз в лейкоцитах исследовали также в присутствии ингибиторов протеи-
наз: трасилола (200 ед.), овомукоида и ингибитора трипсина из сои (200 мкг в про-
бе), мочевины (конечная концентрация — 1,0 и 2,0 М) и солей двухвалентных ме-
таллов (конечная концентрация — 0,001 М). Ингибиторы протеиназ и мочевину пред-
варительно выдерживали с гомогеиатом в течение 30 мин при комнатной температу-
ре. Клеточные фракции из гомогенатов лейкоцитов выделяли методом дифференциаль-
ного центрифугирования. Получали ядерную (750 g), митохондриальную (6000 g), 
лизосомальную (21 000 g), микросомальную (105 000 g) и растворимую (после 105 000 g) 
фракции. 

Белок в пробах определяли методом Лоури [33]. При изучении протеолитической 
активности по расщеплению протамина и ТАМЭ в пробу брали 0,1—0,15 мг белка; 
БАЭЭ — 0,2—0,4 мг; казеииа, гемоглобина и БАПНА — 0,3—1,0 мг белка. 

В табл. 1—4 приведены средние величины 4—15 опытов, полученные при иссле-
довании лейкоцитов из различных образцов крови. 

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

В смешанной популяции белых клеток крови определяли суммарную 
протеолитическую активность с использованием различных белковых и син-
тетических субстратов (см. табл. 1). Активность измеряли во взвеси и в го-

Т а б л и ц а 1 

Протеолитическая активность лейкоцитов при использовании различных субстратов 

Субстрат рН 

Активность, микромоль в час на 1 мг белка ( М ± т ) 

Субстрат рН 
взвесь гомогенат р * 

Гемоглобин 3 , 0 0,17=t:() ,04 0,26=1=0,03 > 0 , 1 
Протамин 7 , 6 0,21=1=0,02 0 , 7 9 - t : 0 , l 1 < 0 , 0 0 1 
Казеин 7 , 6 0 , 1 4 — 0 , 0 2 0,37=1=0,006 < 0 , 0 1 
БАПНА 7 , 6 0 0 — 

БАЭЭ 7 , 8 1 ,9=^0 ,44 3,8=1=0,34 < 0 , 0 1 
ТАМЭ 8 , 6 — 3,1=1=0,38 — 

ФР — достоверность различий активности во взвеси и в гомогенате лейкоцитов для 
каждого субстрата. 

могенатах лейкоцитов, полученных путем разрушения клеток в механи-
ческом микроразмельчителе тканей РТ-2. Обнаружено, что взвесь и гомоге-
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паты лейкоцитов доноров обладают протеолитической активностью, выявля-
емой как в кислой, так и в слабощелочной среде. В гомогенатах лейкоцитов 
по сравнению с их взвесью обнаружено достоверное повышение активности 
протеиназ, выявляемой по расщеплению протамина, казеина и БАЭЭ. 

Сравнение скорости расщепления ряда естественных и синтетических 
субстратов в гомогенатах позволило установить, что белки гемоглобин (рН 
3,0) и казеин (рН 7,6), которые наиболее часто используются для изучения 
протеолиза, гидролизуются примерно с одинаковой интенсивностью. Про-
тамин, как это было отмечено ранее, расщепляется протеиназами лейкоци-
тов, причем скорость гидролиза данного субстрата в гомогенатах лейкоци-
тов значительно превышает таковую расщепления гемоглобина и казеина 
(см. табл. 1). Для взвеси лейкоцитов эти различия выражены в значительно 

Т а б л и ц а 2 
Протаминрасщепляющая и БАЭЭ-эстеразная активность после разрушения лейкоцитов 

детергентами 

Детергент 

Активность, микромоль в час на 1 мг белка ( М ± т ) 

Детергент протаминрасщеп-
ляющая Р* БАЭЭ-эстеразная р* 

Взвесь лейкоцитов 
Тритон Х-100 
Ыа-дезоксихолат 
Ыа-додецилсульфат 

0,21=1=0,02 
0,86=1=0,28 
0,76=1=0,25 
0,27=1=0,07 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 
> 0 , 2 

1,9=1=0,44 
4,0=1=0,67 
4,0=1=0,55 
1,9=1=0,27 

< 0 , 0 2 
< 0 , 0 1 

*Р — достоверность различия по сравнению с соответствующими данными для взве-
си лейкоцитов. 

меньшей степени. В то же время интенсивность гидролиза гомогеиатами лей-
коцитов синтетических субстратов БАЭЭ и ТАМЭ, будучи примерно оди-
наковой, превышала скорость расщепления белковых субстратов в 4—15 раз. 
В отношении расщепления синтетического субстрата ТАМЭ наши данные для 
гомогенатов лейкоцитов не совпадают с результатами, полученными дру-
гими авторами [4], которые отметили очень слабое расщепление этого суб-
страта экстрактами гранул лейкоцитов человека. 

Из всех исследованных нами субстратов только синтетический субстрат 
БАПНА не расщеплялся как во взвеси, так и в гомогенатах лейкоцитов. 
Отсутствие способности нейтральных протеиназ экстрактов гранул лейко-
цитов человека и лизосомальной фракции лейкоцитов кролика, полученных 
из перитонеального экссудата, расщеплять БАПНА было обнаружено так-
же другими авторами [4, 18, 27 ]. Оии считают, что этот факт свидетельствует 
о нетрипсиноподобиой специфичности протеиназ этих клеточных элемен-
тов. Наши данные также позволяют предположить, что определяемая в 
нейтральной среде протеолитическая активность в лейкоцитах человека от-
личается по специфичности от трипсина. 

Для разрушения белых клеток крови, кроме механической гомогени-
зации, используются некоторые детергенты. Как видно из табл. 2, тритон 
Х-100 и Na-дезоксихолат вызывают повышение как протамиирасщепляющей 
активности, так и способности расщеплять БАЭЭ. Причем величины ак-
тивности ферментов при гидролизе двух исследуемых субстратов после 
разрушения клеток этими детергентами соответственно равны тем, которые 
были показаны для гомогенатов лейкоцитов, полученных путем механи-
ческого разрушения (см. табл. 1). Эти результаты позволяют сделать вывод 
о том, что при исследовании протеолитической активности детергенты три-
тон Х-100 и Na-дезоксихолат не имеют преимуществ по сравнению с разру-
шением клеток в механическом гомогенизаторе. 
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При разрушении лейкоцитов Ыа-додецилсульфатом скорость гидролиза 
протамина и БАЭЭ не изменяется. Кроме того, этот детергент с частью БАЭЭ 
образует комплекс, который выпадает в осадок, после чего в пробе остается 
83% субстрата. Осаждается под действием Ыа-додецилсульфата и часть про-
тамина. Все это позволяет заключить, что данный детергент не может быть 
использован для разрушения лейкоцитов. 

Все остальные исследования были проведены с использованием гомоге-
натов лейкоцитов, полученных путем разрушения клеток в механическом 
микроразмельчителе тканей РТ-2. 

Исследовали распределение протаминрасщепляющей активности среди 
отдельных клеточных элементов лейкоцитов (см. табл. 3). Опыты показали, 
что все изучаемые фракции про-
являют способность гидролизовать 
протамин. Однако скорость этого 
процесса в отдельных клеточных 

Т a ft л и ц а 3 оставшейся 
П ротам и н рас ще пл я ющая а кт и в н осп» кле-

точных фракций лейкоцитов 

Т а б л и ц а 4 
Влияние ионов двухвалентных металлов на 
протеолитическую и эстеразную активность 
гомогенатов лейкоцитов доноров (в процентах 

активности от исходной, приня-
той за 100) 

Активность, 
наномоль 

Исследуемая фракция в минуту 
на 1 мг 

белка ( М ± ш ) 

Гомогенат 13,1— 1,5 
Ядерная 9,6=1=2,3 
Митохондриальиая 15,5=1=2,8 
Лизосомальная 26,8=1=5,0 
Микросомальная 2 5 , 0 ± 5 , 5 
Растворимая 1,4=1=0,8 

Исследуемые соли 

Субстраты 

протамин 

MgCl2 
СаС12 
Bad., 
Си SO 4 
ZnCl > 
ZnS04 
СоС12 

38 
80 
62 
42 
26 
26 
55 

БАЭЭ 

88 
94 

104 
30 
47 
50 
92 

фракциях различна. Фракции лизосом и микросом расщепляют протамин 
в наибольшей степени, их удельная активность выше активности гомогена-
та почти в 2 раза. Растворимая фракция гидролизует протамин слабо. 

Самая высокая активность в лизосомальной фракции была обнаружена 
также для эластазы и кининогеназы — специфических протеолитических 
ферментов, определяемых при нейтральном значении pIT среды 119, 24]. 
Низкая активность нейтральных протеиназ, как и в нашем случае, была по-
казана для растворимой фракции лейкоцитов 116, 19, 24 .1, что обусловлено, 
по-видимому, наличием в ней ингибиторов протеиназ [17, 28]. Однако при 
кислом значении рН среды в растворимой фракции рядом авторов была вы-
явлена значительная активность протеолитических ферментов [5, 17, 23]. 

Мы изучали также действие ионов двухвалентных металлов и ингиби-
торов протеиназ на протеолитическую активность гомогенатов лейкоцитов. 

Согласно полученным результатам (см. табл. 4), ионы легких двухва-
лентных металлов оказывают различное действие на протаминрасщепляю-
щую и БАЭЭ-эстеразную активности. Так, инкубация гомогенатов лейко-
цитов с ионами Mg, Са и Ва практически не вызывает изменений скорости 
гидролиза БАЭЭ. Отсутствие влияния ионов Mg и Са на расщепление син-
тетического субстрата Кта-карбобензокси-диглицил-Ь-аргинил-13-нафтил-
амида гомогенатами лейкоцитов также было показано другими авторами [27 ]. 
В то же время протаминрасщепляющая активность в присутствии этих ионов 
снижается. Наиболее сильное угнетение последней вызывают ионы Mg. 

Ионы тяжелых металлов Си и Zn угнетают обе исследуемые активности. 
На скорость расщепления протамина наиболее сильное угнетающее влияние 
оказывает ZnH"+, на БАЭЭ-эстеразную активность — Си+ + . Доказатель-
ством того, что наблюдаемое торможение является следствием действия имен-
но ионов металлов, служат опыты с добавлением солей цинка с различны-
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ми анионами. Как видно, ZnCI2 и Z n S 0 4 в одинаковой степени ингибируют 
протеолитическую активность, определяемую по гидролизу протамина. 
Аналогичная картина отмечена и для БАЭЭ-эстеразной активности, однако 
торможение ее в присутствии этих солей выражено в меньшей степени. 

Способность ионов тяжелых металлов Си и Zn оказывать сильное уг-
нетающее действие на протеолитическую активность позволяет предполо-
жить, что значительная часть суммарного протеолиза лейкоцитов представ-
лена активностью ферментов, для проявления действия которых необходимы 
сульфгидрильные группы. Интересно отметить, что ионы цинка значитель-
но угнетают и амидазную активность гомогенатов лейкоцитов [27]. 

В отличие от ионов меди и цинка кобальта практически не влияет на 
эстеразную активность и вдвое снижает скорость расщепления протамина 
гомогенатами лейкоцитов. Это свидетельствует о том, что определяемая про-
таминрасщепляющая активность не связана с проявлением действия сыво-
роточной карбоксипептидазы В, которая активируется ионами кобальта и 
способна расщеплять протамин [35]. 

Для более полной характеристики ферментов протеолиза, выявляемых 
по расщеплению протамина, мы использовали также ряд природных инги-
биторов протеиназ. Как оказалось, исследуемые ингибиторы вызывают уг-
нетение скорости расщепления протамина протеиназами гомогенатов лейко-
цитов. Однако их иигибиторный эффект различен. Наиболее сильное влия-
ние на протаминрасщепляющую активность оказывает ингибитор трипсина 
из бобов сои — он снижает ее на 82%. Наименее выраженное ингибирую-
щее действие оказывает поливалентный калликреин-трипсиновый ингиби-
тор трасилол: при его добавлении к гомогенатам лейкоцитов сохраняется 
70% исходной активности. Для овомукоида торможение составляет 48%. 
Значительное угнетение активности нейтральных протеиназ лизатов лейко-
цитов и лизосом соевым ингибитором трипсина было обнаружено ранее при 
использовании других субстратов [18, 19, 23, 24]; влияние трасилола по 
сравнению с воздействием соевого ингибитора, как и по нашим данным, бы-
ло менее значительным [23, 24]. 

Ингибирующее влияние на скорость гидролиза протамина оказывает 
также мочевина. Предварительное выдерживание гомогенатов лейкоцитов 
с мочевиной в концентрации 1 М снижает протаминрасщепляющую актив-
ность на 68%, 2 М мочевина полностью угнетает эту активность. 

Подводя итоги исследований, можно отметить, что гомогенаты лейко-
цитов и их структурные компоненты содержат протеолитические ферменты, 
гидролизующие как белковые, так и синтетические субстраты. Наиболее 
быстро расщепляемыми субстратами являются N-замещенные эфиры арги-
нина — ТАМЭ, БАЭЭ и белок протамин. Эти субстраты могут быть рекомен-
дованы для изучения протеолитических ферментов лейкоцитов при различ-
ных состояниях, связанных с нарушением системы общего и специфическо-
го протеолиза. 
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PROTEOLYTIC ENZYMES IN HUMAN BLOOD LEUKOCYTES 
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Hydrolysis of various substrates by proteolytic enzymes from human blood leukocytes 
was studied. Among the protein substrates used protamine was hydrolyzed at the highest 
rate. Among the synthetic substrates — N-benzoyl-D,L-arginine ethyl ester was the one hyd-
rolyzed most rapidly. Effect of native inhibitors of proteinases and of bivalent metal ions on 
the proteolytic activity in leukocytes was also studied. The highest proteolytic activity, 
estimated by hydrolysis of protamine, was found in lysosomal and microsomal fractions. 
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ЛИПОПРОТЕИДЫ СЫВОРОТКИ КРОВИ 
ПРИ ГЕНЕРАЛИЗОВАННОЙ ФОРМЕ ГЛИКОГЕНОЗА III ТИПА 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Институт педиатрии АМН СССР, 
Москва 

В тканях печени и мышц больной с генерализованной формой гликогеноза III типа, по-
лученных при биопсии, обнаруо!сены значительное накопление аномального по структуре гли-
когена и отсутствие активности амило-1,6-глюкозидазы. Аномальный по структуре гли-
коген обнаружен тако\се в эритроцитах больной. Концентрация липопротеидов сыворотки 
крови, особенно липопротеидов низкой плотности с Sf 12—20 S и 0—12 5, была увеличена. 
На фоне внутривенного введения глюкозы и перорального применения холестирамина парал-
лельно клиническому улучшению наблюдалась тенденция к нормализации спектра липопро-
теидов сыворотки крови. 

Гликогеноз I I I типа является тяжелым наследственным заболеванием, 
вызванным отсутствием активности амило-1,6-глюкозидазы и накоплением 
аномального по структуре гликогена (лимитдекстрииа). Активность фер-
мента может отсутствовать в различных тканях. Различают печеночную 
и мышечную формы гликогеноза I I I типа [1]. В ряде случаев активность 
фермента отсутствует как в печени, так и в мышцах и других тканях, что 
сопровождается особенно тяжелым течением заболевания (генерализован-
ная форма гликогеноза I I I типа). 

В связи с тем, что при гликогенозах наблюдается нарушение не только 
углеводного, но и жирового обмена, представляло интерес исследовать при 
этих заболеваниях липопротеиды сыворотки крови. В настоящем сообщении 
приведены результаты биохимических исследований материала биопсии 
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печени и мышц, а также крови больной М., 7 лет, с характерными призна-
ками гликогеноза I I I типа: значительное отставание в росте, резко выра-
женная гепатомегалия, гипогликемия натощак (15—30 мг/100 мл), гипер-
холестеринемия (400 500 мг/100 мл), нормальная концентрация лактата 
в крови (20—26 мг/100 мл). 

М е т о д и к а 

Ткань печени (20 мг), полученную с помощью игольчатой биопсии, и ткань мышц, 
полученную путем операционной биопсии (150 мг), немедленно замораживали при 
—78°С. В ткани печени определяли активность глюкозо-6-фосфатазы, в ткани печени 
и мышц — активность фосфорилазы, фосфогексоизомеразы, амило-1,6-глюкозидазы и 
кислой а-глюкозидазы [2]. Количество гликогена в печени, мышцах и эритроци-
тах определяли ферментативным методом с помощью препарата амилоглюкозидазы 
[31. 

Содержание глюкозы в крови определяли с помощью специфического глюкозо-
оксидазиого метода. Молочную кислоту в крови находили с помощью п-оксидифенило-
вого реактива. Гликоген из печени и мышц выделяли щелочной обработкой с после-
дующим переосаждением спиртом. Гликоген эритроцитов выделяли после их обработ-
ки Т Х У с последующим диализом безбелкового раствора без осаждения этанолом. 
О структуре гликогена судили по характеру спектра поглощения его комплекса 
с йодом. 

Липопротеиды низкой и очень низкой плотности (ЛНП и ЛОИП соответственно) 
выделяли из! сыворотки крови больной препаративным ультрацентрифугированием 
после доведения плотности сыворотки с помощью NaCl до 1,063 г/мл [4]. Всплывшие 
липопротеиды собирали и подвергали аналитическому ультрацеитрифугированию по 
де Л алла и соавт. |5 | для определения концентрации липопротеидов с коэффициентами 
флотации 100—400 S, 20—100 S, 12—20 S и 0—12 S. 

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

Обследование больной проводили по принятой ранее схеме [51. После 
пероралы-юй нагрузки глюкозой (38 г) гликемическая кривая была дву-
горбой, что часто наблюдается при гликогенозе I I I типа [6], содержание 

Т а б л и ц а 1 

Содержание гликогена (в %) и активность ферментов (в мкмоль Р+ или глюкозы** на 1 г 
ткани/мин) в материале биопсии печени и мышц больной М. 

Показатель 

Печень Мышцы 

Показатель 
больной 

норма по дан-
ным [2] больной норма по дан-

ным [2] 

Гликоген 12,7 2—6 5,4 0,5—1,5 
Глюкозо-6-фосфатаза + 2,0 4—15 
Фосфорилаза+ без АМФ 3,5 1 5 - 5 5 
Фосфорилаза+ с АМФ 68 60—140 
Фосфор и л аза + с АМФ + 

+ Na 2 S0 4 6,6 1 5 - 5 5 
Ф осфо глюкомутаза 64 25—75 105 25—75 
Амило-1,6-глюкозидаза+ + 0 0,4—1,1 0,016 0,3—0,7 
Кислая а-глюкозидаза+ + 1,24 0,6—2,4 0,03 0,03—0,15 

глюкозы было максимальным (162 мг) на 180-й минуте. Содержание лак-
тата в крови при этом значительно увеличивалось (74 мг/100 мл). При на-
грузочной пробе с галактозой содержание сахара в крови повышалось толь-
ко за счет глюкозы, что не характерно для нормы, но характерно для глико-
геноза; концентрация лактата при этом резко увеличивалась (до 
113 мг/100 мл). Данные, полученные при проведении адреналиновой пробы 
натощак, были типичными для этого заболевания: концентрация глюкозы 
и лактата практически не изменялась. 

Содержание гликогена в эритроцитах оказалось повышенным (726 мкг 
на I г НЬ), а максимум поглощения его комплекса с йодом сдвинут в корот-
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коволновую область спектра. Такой характер спектра типичен для аномаль-
ного по структуре гликогена — лимитдекстрина, образовавшегося при 
гликогенозе I I I типа. 

Результаты биохимического исследования ткани печени и мышц при-
ведены в табл. 1. Как видно из представленных данных, не только в печени, 
но и в мышцах больной активность амило-1,6-глюкозидазы практически от-
сутствует. Кроме того, в печени понижена активность глюкозо-6-фосфатазы 
и фосфорилазы, что часто бывает при тяжелом течении заболевания. Кон-
центрация гликогена в ткани печени и мышц резко увеличена. 

Характер спектра поглощения комплекса гликогена мышц больной 
с йодом был типичен для лимитдекстрина: его максимум поглощения уста-

Т а б л и ц а 2 

Концентрация липопротеидов сыворотки крови больной М. до и во время лечения (в мг/ 
100 мл) 

ЛОНП л н п 

Дата Лечебные мероприятия 
1 2 — 2 0S 0— 12S 

Дата Лечебные мероприятия 
1 00 — 4 0 0 S 20 — 100$ 1 2 — 2 0S 0— 12S 

25/1 1977 г. До лечения 69 160 702 789 
22/11 1977 г. Внутривенное введение рас-

твора глюкозы в течение 
2 нед 3 19 407 560 

4/IV 1977 г. Внутривенное введение глюко-
зы и 2-недельный курс хо-
лестирамина 12 202 289 596 

18/IV 1977 г. Курс холестирамина 75 268 214 480 

Норма по данным [11] 2 4 ± 1 8 68=t 19 39=±= 49 312 

иовлен при 390 им в отличие от максимума поглощения комплекса нормаль-
ного гликогена (490 нм). 

Характер спектра поглощения комплекса с йодом полисахарида, вы-
деленного из печени больного, несколько сложнее. Кроме максимума погло-
щения при 395 нм, имеется максимум поглощения в области 455 нм, что можно 
объяснить примесыо полисахарида с более длинными, чем у лимитдекстри-
на, наружными ветвями молекул. Присутствие подобного полисахарида воз-
можно из-за низкой активности фосфорилазы в печени. 

Таким образом, на основании результатов нагрузочных проб, исследо-
вания гликогена эритроцитов и анализа материала биопсии печени и мышц 
у больной был установлен диагноз генерализованной формы гликогеноза 
I I I типа. 

Результаты исследования липопротеидов сыворотки крови представле-
ны на рис. 1, см. на вклейке и в табл. 2. Оказалось, что у больной резко по-
вышена концентрация липопротеидов низкой плотности (ЛНП) с S.f 12—20S 
и 0—12S (702 и 789 мг/100 мл соответственно) и незначительно увеличена 
концентрация липопротеидов очень низкой плотности (ЛОНП) с Sf 20— 
100S и 100—400S. 

Повышение концентрации липопротеидов в сыворотке крови больной 
может быть следствием усиленного синтеза в печени триглицеридов и хо-
лестерина из углеводов, так как из-за значительного накопления в печени 
гликогена синтез последнего заторможен. О нарушении синтеза гликогена 
из гексоз свидетельствуют результаты нагрузок глюкозой и галактозой, 
показавшие резкое увеличение содержания лактата в крови. 

Синтезируемые в печени триглицериды и холестерин поступают в кровь 
в составе ЛОНП. Что касается ЛНП, то, согласно представлениям, изло-
женным Эйзенбергом 18], этот класс липопротеидов является продуктом ка-
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таболизма ЛОНП. Входящие в состав ЛНГ1 2 подфракции находятся между 
собой в метаболических взаимоотношениях, подфракция ЛНП S.f 12—20S 
является непосредственным метаболическим предшественником подфракции 
с Sf 0—12 S. Переход между этими подфракциями и катаболизм ЛНП с 
Sf О—12 S происходят, по-видимому, в печени 18]. 

Значительное увеличение содержания обеих подфракций ЛНП при 
небольшом повышении концентрации подфракций ЛОНГ1 в сыворотке кро-
ви больной М. можно объяснить тем, что скорость перехода ЛОНП в ЛНП 
у нее высокая. Тот факт, что у больной повышена концентрация обеих под-
фракций ЛИП, может указывать на нарушение перехода ЛИП cS f 12— 
20 S в ЛИП с Sf 0—12 S, а также о нарушении распада ЛНП с Sf 0— 
12 S в печени. 

Повторный анализ липопротеидов, сделанный после того, как больная 
в течение 15 дней получала ежедневно внутривенно глюкозу (300 мл 10% 
раствора), выявил понижение концентрации ЛОНП и ЛНП. Это можно 
объяснить тем, что парентерально введенная глюкоза, вероятно, в меньшей 
степени используется печеныо для синтеза липидных компонентов липо-
протеидов, чем глюкоза, введенная перорально. К этому времени общее 
состояние больной несколько улучшилось, понизилась кетонемия и несколь-
ко уменьшились размеры печени. 

Третий анализ липопротеидов был сделан после назначения холести-
рамина (1 г 3 раза в день) в течение 14 дней вместе с глюкозой. Холести-
рамин, как известно, усиливает выделение желчных кислот из организма и 
ускоряет деградацию ЛНП [9]. Четвертый анализ липопротеидов сыво-
ротки крови был сделан еще через 2 нед, в течение которых больная полу-
чала только холестирамин (рис. 2, см. на вклейку). При этом было обна-
ружено снижение концентрации ЛНП (особенно подфракции с S.f 12—20 S) 
и некоторое повышение концентрации ЛОНП, что могло быть вызвано 
побочным действием холестирамина ПО] или отменой внутривенного влива-
ния глюкозы. К этому времени печень по консистенции стала несколько 
мягче, ее размеры продолжали уменьшаться, состояние больной улучшалось.. 

Таким образом, у больной с гликогенозом III типа были выявлены 
нарушения состава липопротеидов сыворотки крови. На фоне гиполипи-
демической терапии холестирамином и внутривенным введением глюкозы 
(последнее у больных с гликогеиовой болезнью, по-видимому, можно так-
же отнести к гиполипидемическим мероприятиям) наблюдались улучшение 
клинической картины заболевания и параллельно с этим нормализация 
спектра липопротеидов сыворотки крови. Тем не менее кратковременность 
наблюдения не дает основания для вывода о терапевтическом эффекте хо-
лестирамина при лечении гликогеиовой болезни. 

Авторы выражают благодарность проф. В. О. Шпикитеру и И. А. По-
повой за ценные советы при обсуждении настоящей работы. 
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LIPOPROTEINS OF BLOOD SERUM IN GENERALIZED FORM OF GLYCOGENOSIS 
TYPE III (LACK OF AMYLO-1,6-GLUCOSIDASE IN LIVER AND MUSCLE TISSUES) 

I. V. Chibisov, I. M. Karmansky, V. V. Shelepina, A. F. Leonfev, E. L. Rosenfeld 

Institute of Biological and Medical Chemistry, Institute of Pediatrics, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

. . Distinct accumulation of glycogen, anomalous in structure, and absence of amylo-1,6-
glucosidase activity were observed in studies of material obtained by biopsy from liver and 
muscle tissues of a patient with generalized form of glycogenosis type III . Anamalous gly-
cogen (limitdextrin) was also found in erythrocytes. Concentration of lipoproteins, especially 
of low density lipoproteins 12-20 S and 0-12 S, was increased in blood serum. Spectrum of li-
poproteins acquired a tendency to normalization simultaneously with clinical improvement 
after intravenous administration of glucose and treatment with cholesterolamine per os. 

УДК 612.123/. 124-087.45 

Т. M. Керимов, Н. В. Перова, С. Н. Сучкова, 
И. А. Щербакова, Е. Н. Герасимова, Э. К. Рууге 

ИССЛЕДОВАНИЕ ЛИПОПРОТЕИДОВ ПЛАЗМЫ 
МЕТОДОМ СПИНОВЫХ МЕТОК 

Физический факультет Московского университета им. М. В. Ломоносова* Всесоюзный кар» 
диологический научный центр АМН СССР, Москва 

Структуру липопротеидов (ЛГ1) плазмы крови мужчин в возрасте 40—59 лет иссле-
довали с помощью метода электронного парамагнитного резонанса спиновых зондов — ими-
ноксильных производных стеариновой кислоты и андростана. Способ упаковки наружного 
монослоя липопротеидных частиц, характер мео/смолекулярных взаимодействий в них сход-
ны с соответствующими характеристиками бислойных биологических и модельных мембран. 
Обнаруо/сена взаимозависимость между концентрацией в плазме крови ЛП отдельных клас-
сов и структурными параметрами распределения зондов в гидрофобной и полярной областях 
препаратов ЛП. Выявленные закономерности могут быть связаны со способностью ЛП высо-
кой плотности акцептировать холестерин из мембран клеток для переноса в печень и по-
следующего катаболизма, а таю/се со свойством Л Г! очень низкой плотности транспорти-
ровать холестерин в ткани, в частности, в сосудистую стенку. 

Одной из важных проблем современной медицинской химии является 
выяснение надмолекулярной организации липидов и белков в липопротеи-
дах (ЛП) плазмы крови. 

По плотности, электрофоретической подвижности, размерам частиц, 
соотношению белковых и липидных компонентов ЛП плазмы крови обычно 
разделяют на классы: липопротеиды очень низкой плотности (ЛПОНП), 
низкой плотности (ЛПНП) и высокой плотности (ЛПВП). Структура и 
функции ЛП тесно связаны. ЛПВП обладают способностью акцептировать 
холестерин с мембран клеток, в частности сосудистой стенки, и транспор-
тировать его в печень — основное место катаболизма холестерина [1,2]. 
Напротив, ЛПОНП и ЛПНП транспортируют холестерин в ткани [3]. На-
рушение спектра ЛП плазмы с увеличением концентрации ЛПНП и ЛПОНП 
является фактором, способствующим развитию атеросклеротического пов-
реждения сосудистой стенки, тогда как повышение содержания в плазме 
ЛПВП рассматривается в настоящее время как антиатерогенный фактор [4]. 

Нами начато систематическое исследование липидных и белковых 
компонентов ЛП плазмы крови, а также белок-липидиых взаимодействий 
в липопротеидных частицах с применением метода спиновых меток и зон-
дов. Этот радиоспектроскопический метод нашел за последние 12 лет ши-
рокое применение в биохимических и биофизических исследованиях [5— 
9]. Спиновые метки и зонды — иминоксильные свободные радикалы [10]— 
п о з в о л я ю т получать сведения о структуре определенных частей биологи-
чески важных макромолекул (например, в местах локализации SIT-, NIT2-
и СООН-групп), а также модельных и биологических мембран. В первом 
случае источником информации служат параметры спектров электронного 
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парамагнитного резонанса (ЭПР) спиновых меток, ковалентно связанных с 
макромолекулой, во втором — параметры спектров ЭПР гидрофобных зон-
дов, встроенных в липидные части мембран. 

В настоящей статье дается общая характеристика спектров ЭПР, ме-
ченных спиновыми зондами ЛПОНП, ЛПНП и ЛПВП, выделенных из 
плазмы крови с различным содержанием ЛП этих классов. Краткое сооб-
щение о полученных нами результатах опубликовано ранее [11]. 

М е т о д и к а 
Исследовали Л П 32 мужчин в возрасте 40—59 лет. Кровь брали из вены утром 

через 14—16 ч после последнего приема пищи в пробирки, содержащие сухую ЭДТА— 
1 мг/мл крови. ЛГ1 плазмы фракционировали посредством препаративного ультрацен-
трифугирования в солевых растворах определенных плотностей [12] на ультрацентри-
фуге фирмы «Вескшап» (США) модели L-5-50, ротор 40,3, скорость 40 ООО об/мин. 
Л П О Н П выделяли в растворе NaCl плотности d = 1,006 г/мл. После снятия верхней 
фракции, содержащей Л П О Н П , выделяли препараты Л П Н П и Л П В П последователь-
ным ультрацентрифугированием после доведения плотностей нижних фракций до 
d~ 1,065 и d— 1,21 г/мл соответственно добавлением сухой соли КВг и растворов NaCl 
и КВг указанных плотностей. При выделении Л П О Н П и Л П Н П время ультрацентрифу-
гирования составляло 18 ч, температура — 14°С, при выделении Л П В П время — 24 ч, 
температура — 17°С. Полученные препараты Л П исследовали в течение недели после 
выделения. 

О содержании Л П отдельных классов в плазме крови судили по концентрации 
холестерина каждого из выделенных классов Л П в пересчете на 100 мл плазмы [13], 
а также по данным электрофоретического фракционирования ЛГ1 в полиакриламидном 
геле. Содержание общего холестерина и триглицеридов в плазме крови определяли 
на автоанализаторе AAII фирмы «Technicon» (США). 

В качестве спин-метки Л П использовали производные стеариновой кислоты и 
андростана, синтезированные фирмой «Syva» (США): 

с н г ( с н 2 ) ш (спг)п - с о о н 

г ^ ч ь г - о 

Im, п 

тп = 12 и 1, П = 3 и 14 

Спиновые зонды вводили в препараты ЛГ1 из концентрированных спиртовых 
растворов (10~2 М), концентрация зондов в исследуемых образцах была 10~4 М. 
Спектры ЭПР регистрировали на спектрометре Е-4 фирмы «Varian» (США), снабжен-
ном температурной приставкой. Условия записи спектров были следующими: СВЧ-
мощность 20 мВт, ВЧ (100 кГц) модуляция 1 гс, развертка магнитного поля 25 гс/мин 
при постоянном времени 0,3 с. Спектры ЭПР регистрировали в интервале температур 
0—50°С. 

Д л я характеристики локального окружения («микровязкости») спиновых зондов 
в препарате использовали следующие величины, вычисленные по спектрам ЭПР ис-
следованных Л П (рис. 1, Б). 

1. Время корреляции: 

Т = 6 , 6 5 Х Ю - 1 0 Д / / + 1 ^ " j / ^ t i — l j c , 

характеризующее вращательную подвижность зонда. 
2. Параметр упорядоченности (порядка): 

Я Ц - Я х J L 
2 (Azz Лхх) а 

Azz — Axx = 25гс, а ~ 17гс, 
1 / 1 \ 

а ' ~ ~3~ (~2~ А Я I I + Д / / - | ) г с ' 

где A z z и А х х характеризуют так называемое сверхтонкое взаимодействие в ими-
ноксильном свободном радикале; а и а ' зависят от полярности окружения >N-^ .0 
фрагмента; S определяет степень хаотичности движения углеводородных цепей фос-
фолипидов в препарате. 
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3. Расстояние между крайними компонентами спектра (АНУ/), а также расстоя-
ние от низкопольного компонента до центра среднего компонента спектра (АН), свя-
занные со скоростью вращательного движения зонда. 

4. Параметр А/В, характеризующий распределение зонда между полярной и 
гидрофобной областью образца. 

Д л я дополнительной характеристики мембранных препаратов применяют про-
никающий внутрь липидной области реагент^— аскорбиновую кислоту [14]. Аскорбат 
восстанавливает иминоксильные радикалы до диамагнитных гидроксилаиионов [10]. 
Кинетика этого процесса (реакция псевдопервого порядка) определяется скоростью 
как прохождения аскорбата через заряженный слой мембраны, так и диффузии его 
через гидрофобную область, зависящей от плотности упаковки углеводородных цепей 
фосфолипидов. \ 

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

По современным представлениям ЛП состоят из гидрофобного ядра 
(нейтральные липиды — тритлицериды и эфиры холестерина) и внешнего 
монослоя (полярные липиды — фосфолипиды и холестерин) с вкрапленными 
в него белковыми компонента-
ми [4]. Это дает основание по-
лагать, что некоторые физико-
химические характеристики ЛП 
(способ упаковки фосфолипи-
дов, их взаимодействие с холе-

Рис. 1. Схематическое расположение 
зондов Im . 7 l и II в фосфолипидном 
слое (А). Спектры ЭГ1Р слабо (а) и 
сильно (б, в, г) иммобилизованных 
спиновых зондов в липопротеидах 

(Б). 
Экстремумы / , 3, 4, 5, 7 соответствуют зон-
ду в гидрофобной области, 2, 4' и 6 — 
зонду в полярной среде с малой вяз-

* \ К О С Т Ь Ю . I's 

стерином и белками, фазовое разделение, фазовые переходы и т. д.) срав-
нимы с соответствующими характеристиками бислойных биологических и 
модельных ii [б ан. 

Использован! ые нами спиновые зонды 112 з> ^i, 14 и 11 мало растворимы 
в полярной среде (не более 10 мкмоль на 1 л воды) и хорошо встраивают-
ся в фосфолипидные области биологических мембран [5, 6, 9]. Показано, 
что зонды Im>n и II ориентируются в мембранах таким образом, что длин-
ная ось молекулы остается перпендикулярной к поверхности мембраны. 
При этом карбоксильная группа зонда Im>n и гидроксильная группа зон-
да II располагаются вблизи заряженного поверхностного слоя мембраны, 
а парамагнитное оксозалидииовое кольцо — в гидрофобном окружении 
углеводородных цепей фосфолипидов (рис. 1, А). В ряде случаев, однако, 
часть спиновых зондов локализуется так, что их парамагнитные фрагменты 
> N — 0 могут быстро вращаться, находясь при этом в полярном окружении. 

На рис. 2 представлены типичные спектры ЭПР меченных спиновыми 
зондами 112> з, 11( ы и II препаратов ЛП, выделенных из плазмы крови с 
уровнем ЛП каждого класса, не превышающим границу нормы [15]. 

Вид спектра ЭПР зонда I 1 2 , 3>N—0, фрагмент которого погружен в 
о 

липиды на небольшую глубину —8 А [16], указывает на высокую молеку-
лярную упорядоченность окружения оксозалидинового кольца зонда, по-
зволяющую ему осуществлять лишь анизотропное вращательное движение. 

В табл. 1 приведены параметры, характеризующие вращательное дви-
жение, зондов I12, а> I.i.,.i4 и II, локализованных в гидрофобной области ли-
попротеидных комплексов. Как видно из табл. 1, (ДНц и 5 для зонда 
112, з), упаковка углеводородных цепей молекул фосфолипидов вблизи по-
лярных головок практически не зависит от класса ЛП, несмотря на боль-
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шие различия в размерах ЛП частиц, составе и относительном содержании 
белковых компонентов. Иная картина наблюдалась для зонда Ilf 14 с боль-
шей глубиной погружения парамагнитного фрагмента в фосфолипидный 
монослой (~22 А). Кроме того, вид представленных на рис. 2 спектров ЭПР 

зонда l l t ы свидетельствует о 
том, что этот зонд иммобилизо-
ван значительно слабее, чем 
I12f з» особенно в ЛПОНП и 
ЛПНП, и характер вращения 
радикала изменяется от почти 
изотропного к анизотропному 
в ЛПВП по сравнению с ЛПНП 
и; ЛПОНП. 

В опытах со спин-мечены-
ми жирными кислотами уста-
новлено [6, 9], что для боль-
шинства исследованных мемб-
ранных препаратов с увеличе-

Рис. 2. Спектры ЭПР Л П О Н П , 
Л П Н П и Л П В П , меченных зондами 

*12.3> U.14» П. 
Препараты ЛГ1 выделены из плазмы кропи 
со следующим содержанием липидов (в 
мг/100 мл): триглицериды плазмы 86, хо-
лестерин: плазмы — 175, ЛПВП — 44, 

Л П Н П — 116, ЛПОНП — 15. 

нием расстояния от поверхности мембраны повышается подвижность угле-
водородных цепей фосфолипидов и уменьшается их упорядоченность; такую 
зависимость мы наблюдали при исследовании ЛПОНП и ЛПНП. 

Т а б л и ц а 1 

Параметры локального окружения использованных спиновых зондов в ЛП различных клас-
сов, выделенных из плазмы крови с нормальными показателями спектра ЛП 

З о н д Показатель 
Температура, 

ЛПОНП л п н п л п в п 

1.12. 3 5 17 0,73 0,78 0,78 
31 0,64 0,69 0,70 

Н„, гс 1,5 63,0 62,5 62,8 
17 58,5 58,5 58,8 
31 54,8 55,3 54,8 

а1, гс 17 15,7 15,3 15,3 
31 15,1 15,0 14,9 

Hi,14 тХ 10°, с 1,5 8,7 8,3 9,7 Hi,14 
17 6,3 6,5 5,1 
31 4,5 4,4 4,3 

11 АН, гс 1,5 22,8 22,8 23,0 
17 16,5 19,0 21,8 
31 15,3 17,3 17,2 

П р и м е ч а н и е. Уровень триглицеридов в плазме — 86 мг/100 мл, холестерина: 
в плазме — 175 мг/100 мл, в ЛПОНП — 15 мг/100 мл, ЛПНП — 116 мг/100 мл и в ЛПВП -
44 мг/100 мл. 

В литературе описаны случаи, когда высокая степень упорядоченности 
углеводородных цепей сохраняется по всей длине молекул фосфолипидов: 
для родопсинсодержащих бактериальных мембран [17] и для вируса Sind-
bis [18], что, вероятно, обусловлено специфическим влиянием на фосфоли-
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пиды других компонентов ^ 
мембран — белков и холестери- * 
на. Такой вариант был харак- к 
терен для ЛПВП. Полученные 4 

нами для зонда 1 т > п данные 
свидетельствуют о различиях в н 
липид-липидиом и белок-липид-
ном взаимодействии в ЛП части-
цах разных классов, а также о 
большей погруженности белко-
вых макромолекул в фосфоли-
пидную оболочку в ЛПВП по 
сравнению с ЛПНП и ЛПОНП. 

При использовании нами 
аскорбиновой кислоты — вос-
становителя иминоксильных ра-
дикалов, оказалось, что, нес-
мотря на примерно одинаковую 
плотность упаковки молекул 
полярных липидов в месте ло-
кализации > N — 0 фрагмента 
зонда 112, з в ЛП частицах раз-
ных классов, потеря парамагне-
тизма происходит с разными 
скоростями. При комнатной 
температуре время полураспада 
равно 76,0 для ЛПОНП, 38,5 
для ЛПНП и 7,6 для ЛПВП. 
Это означает, что суммарная ве-
личина и распределение зондов 
на поверхности частиц сущест-
венно отличаются у ЛП разных 
классов. По-видимому, с увели-
чением относительного содержа-
ния белковых компонентов в 
ЛП более высоких плотностей 
происходит частичная нейтра-
лизация зарядов фосфолипидов 
препарата, вследствие чего ас-
корбат легче проходит через 
поверхностный слой частиц. 

Другой спиновый зонд, ис-
пользованный нами — производ-
ное андростана ( I I ) ,—также 
хорошо встраивается в липид-
ную оболочку ЛП. Длинная ось 
молекулы этого зонда, вокруг 
которой происходит вращение 
оксозолидинового кольца, рас-
положена в плоскости стероид-
ного ядра зонда. На рис. 2 вид-
но, что зонд II по степени им-
мобилизации занимает промежу-
точное положение между зонда-
м и 1 1 2 , 8 И 1т, 1 4 - П р и Э Т О М 

вращательное движение его ма-
ло зависело от класса ЛП (см. 
табл. 1, АН). 
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Изложенное выше касалось только спектров ЭПР зондов, полностью 
погруженных в гидрофобную область ЛП частиц. Однако показанные на 
рис. 1 и 2 спектры представляют собой наложение спектров от зондов, 
парамагнитные фрагменты которых локализованы в двух областях: гидро-
фобной и полярной. Например, экстремумы 2, 4 и 6 на рис. 1, в соответ-

ствуют зонду, расположенному 
в полярной области, а экстре-
мумы У, 5, 4, 5 и 7 — зонду в 
гидрофобной области. Для зон-
дов I l t 14 и II отчетливое раз-
деление двух спектров проис-
ходит только при температуре 
<1СгС. При более высоких тем-
пературах компоненты спектров 

.1,5° ' 

Рис. 3. Спектры ЭПР меченных зон-
дами 112.8 и II Л П О Н П , типичные 
для случаев с гиперальфалипопро-

теидемией. 
(А, холестерин в мг/100 мл; Л П В П — 96, 
ЛПОНП — 12) и с гипоальфалипопротеи-
демией (Б, холестерин, п мг/100 мл: 

ЛПВП — 15, ЛПОНП - 85). 

от зондов в гидрофобной и полярной областях перекрываются. Соотно-
шение между этими компонентами при фиксированной температуре зави-
сит от суммарной концентрации зонда в образце. При избытке радикалов 
в растворе в спектре ЭПР можно заметить вклад синглентного сигнала (см. 
рис. 2). Это означает, что часть зонда, который сам по себе почти нераст-
ворим в воде, собирается микрокапельками. Из-за сильного магнитного ди-
поль-дипольного взаимодействия спектр ЭПР этих капелек представляет 
собой уширенный синглет. 

Эффект уширения отдельных компонентов спектра за счет магнитного 
взаимодействия (рис. 1, г) использовался нами для разделения сигналов 
зондов в гидрофобном и полярном окружении. Такое разделение было не-
обходимо, например, для вычисления ряда параметров, приведенных в 
табл. 1. «Полярная» часть спектра уширялась до исчезновения вследствие 
взаимодействия между зондом и введенным в реакционную смесь парамаг-
нитным «тушителем» ионом феррицианида [7], в то время как часть зонда, 
локализованная полностью в гидрофобной области, оставалась недоступной 
феррицианиду. 

При исследовании на спин-меченых препаратах ЛП, полученных из 
плазмы крови лиц с различным содержанием ЛПОНП, ЛПНП, ЛПВП, 
обнаружено, что чувствительным параметром, сильно взаимосвязанным со 
спектром и содержанием в плазме крови ЛП отдельных классов, является 
распределение молекул зонда между гидрофобной и полярчой областью пре-
парата. В наибольшей степени эта взаимозависимость в наших опытах 
проявилась при исследовании ЛПОНП. На рис. 3 показаны спектры ЭПР 
меченных зондом 112>3 и II препаратов ЛПОНП плазмы крови с нормальным 
спектром ЛП, с увеличением концентрации в плазме ЛПВП, а также с 
увеличением содержания ЛПОНП, сопряженным со снижением концентра-
ции ЛПВП. В табл. 2 приведены соответствующие значения параметра 
распределения А/В. На рис. 3 и в табл. 2 видно, что при повышении со-
держания ЛПВП в плазме крови (гиперальфалипопротеидемия) существен-
но изменена структура ЛПОНП. Фосфолипидкая оболочка последних более 
«плотная», что приводит к резкому увеличению доли зонда в полярной 
среде. Низкое содержание ЛПВП в плазме крови (гипоальфалипопротеи-
демия) сопровождается обратным явлением: фосфолипидная оболочка 
ЛПОНП «разрыхляется» и зонды Ii2,3H II почти целиком располагаются в 
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•гидрофобыой области препарата. При нормальном спектре ЛП плазмы 
крови набблюдается «промежуточный» вариант. 

В табл. 2 приведены параметры распределения А/В зондов I12t 3 и II 
в ЛПОНП при нормальном [13, 151 содержании в плазме ЛПВП (уровень 
холестерина в ЛПБП составил более 30 мг/100 мл и менее 65 мг/100 мл; 
в среднем 43±3,45 мг/100 мл), при гиперальфалипопротеидемии (уровень 
холестерина в ЛПВП выше 65 мг/100 мл; в среднем 78=1=6,09 мг/100 мл) 
и гипоальфалипопротеидемии 
(уровень холестерина в ЛПВП 
менее 30 мг/100 мл; в среднем 
23=1=2,74 мг/100 мл). Как видно 
из табл. 2, значения параметра 
распределения зондов в гидро-
фобной и полярной областях бы-
ли близки для нормо- и гипе-
р а л ьфа л и поп р отеидем и и. При 
гипоальфалипопротеидемии и 
сопровождающей ее повышен-
ной концентрации ЛПОНП (уро-
вень холестерина в ЛПОНП 
54,2± 11,4 мг/100 мл против 
15,4±1,5 мг/100 мл в среднем 
по первым 2 группам) средний 
показатель распределения был 
значительно — в 10—20 раз ни-
же такового при нормо- и гипе-
ральфа л и п о п р отеидем и и. 

Использованные нами зон-
ды \ т > п и II легко проникали в ЛПНП независимо от спектра и уровня 
ЛП плазмы крови. Полярная часть в спектрах спин-меченых ЛПНП практи-
чески отсутствовала. 

Типичные примеры ЭПР-спектров ЛПВП при повышенной и сниженной 
их концентрации представлены на рис. 4. Оказалось, что снижение кон-
центрации ЛПВП сопряжено с существенным уменьшением эффективного 
гидрофобного объема ЛП частицы. По всей вероятности, это связано с «уп-
лотнением» фосфолипидной оболочки, в результате чего происходит увеличе-
ние доли зонда в полярном окружении. Как было указано выше, при ги-
поальфалипопротеидемии и сопряженном с ней повышении концентрации 
ЛПОНП поверхностный слой частиц ЛПОНП оказался, наоборот, разрыхлен-
ным. Перераспределение зондов в ЛПВП было, как правило, менее выра-
женным, чем в ЛПОНП. Однако следует отметить, что основные параметры 
(S, АИц, АН,, т) спектров ЭПР зондов 112)3, 11Д4 и II, встроенных в гид-
рофобные области ЛП частиц, а также доступность этих зондов внешнему 
парамагнитному «тушителю» (феррицианиду) и химическому восстановите-
лю (аскорбату) весьма мало зависели от наличия гиперлипопротеидемил с 
увеличением концентрации в плазме того или иного класса ЛП. По-видимому, 
имеются некоторые различия в структурных характеристиках указанных 
ЛП комплексов, но их выявление требует дальнейших исследований, в 
частности, экспериментов с использованием других типов спиновых зондов. 

Таким образом, из данных ЭПР-спектроскопии вытекает, что ЛП ча-
стицы плазмы крови представляют собой вполне адекватную модель биоло-
гических мембран, состоящую из фосфолипидного монослоя, гидрофобно 
взаимодействующего с ядром ЛП частицы, состоящим из нейтральных 
липидов. В этом монослое углеводородные цепи образуют более «разрых-
ленную» область, в то время как вблизи поверхности полярные части моле-
кул фосфолипидов плотно упакованы и сильно ориентированы. 

Можно предположить, что обнаруженное нами сопряженное и противо-
положное изменение характера упаковки поверхностных слоев ЛП частиц 

Рис. 4. Спектры ЭПР меченных зондами 1 т . Г 1 
и II Л П В П , типичные для случаев с гипе-
ральфалипопротеидемией (Л, холестерин, в 
мг 100 мл: Л П В П —96 , Л П О Н П — 12) и ги-
поальфалипопротеидемией (Б, холестерин, 
в мг/100 мл: Л П В П — 15, ЛПОНП—85). 
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при измеиеиии концентрации ЛПОНП и ЛПВП в плазме крови является 
фактором, влияющим на процесс взаимообмена холестерина ЛП плазмы и 
клеточных мембран. При этом, возможно, «разрыхленная» упаковка частиц 
ЛПОНП и более плотная упаковка частиц ЛПВП при гипоальфалипопроте-
идемии способствуют переходу холестерина из плазмы в ткани, в частности, 
сосудистой стенки, а менее плотная упаковка частиц ЛПВП пригипераль-
фалипопротеидемии является фактором, улучшающим их спообность ак-
цептировать холестерин из клеточных мембран. 
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THE STUDY OF BLOOD SERUM LIPOPROTEINS USING SPIN LABELS 

Т. M. KerimovpN. V. Pero^a, S. N. Suchkova, I. A. Stcherbakova, E. N. Gerasimova, 
g 'E. K. Ruuge 

Faculty of Physics, M. V. Lomonosov State University All-Union Cardiological Research-
Centre, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Lipoprotein structure was studied by means of EPR-spectroscopy of spin probes — 
iminoxyl derivatives of stearic acid and of androstane — in blood plasma of 40-59 years old 
men. The mode of wrapping of external monolayer of lipoprotein particles, the type of their 
intermolecular interactions were similar to corresponding characteristics of bilayer in bio-
logical and model membranes. Correlation was observed between concentration of separate 
lipoproteins in blood plasma and the structural parameters of the probe distribution in hydro-
phobic and polar regions of the lipoprotein preparations. The phenomena observed might be 
related to capacity of the high density lipoproteins to accept cholesterol from cell membranes 
with transfer of cholesterol into liver tissue, where it is subsequently metabolized, as well 
as to the property of the very low density lipoproteins to transfer cholesterol into tissues, par-
ticularly, into vascular walls. 

УДК 616-056.7-02:1616-008.934.54 + 616-008.939.15.1-07 

И. В. Цветкова, А. Б. Козина, Е. Л. Розенфельд, Г. Н. Осипова 

БИОХИМИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА ГАНГЛИОЗИДОЗА TML 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Детская клиническая боль-
ница № 1, Москва 

Исследована активность ряда гликозидаз в лейкоцитах ребенка с подозрением на 
гликолипидоз. Выявлено резкое понижение активности Р-D-галактозидазы и fi-D-фу-
козидазы (менее 10% показателей в контроле) у больного ребенка и понижение актив-
ности этих ферментов до 50% показателей в контроле у его родителей. Полученные 
данные позволили диагностировать у обследуемого ганглиозидоз ГМг. 
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Ганглиозидозы относятся к группе наследственных заболеваний, пе-
редаваемых по аутосомно-рецессивному типу наследования, которые по-
лучили общее название гликолипидозов. По клиническим признакам за-
болевания этой группы очень сходны. Они протекают по типу психомоторной 
дегенерации и заканчиваются леталы-го в раннем детском или юношеском 
возрасте [II. Лечение этих заболеваний в настоящее время невозможно, 
однако точный диагноз типа заболевания чрезвычайно важен, поскольку 
он позволяет проводить пренатальную диагностику при последующих 
беременностях у женщин с отягощенной по тому или иному гликолипидозу 
наследственностью. Точная диагностика типа гликолипидоза стала возмож-
на после того, как было установлено, что гликолипидозы являются так на-
зываемыми болезнями накопления, при которых отмечается дефект того 
или иного фермента, участвующего в катаболизме гликолигшдов. В резуль-
тате изменения чаще всего определенной гликозидазы или иной специфи-
ческой гидролазы нарущается катаболический распад гликолипидов. Это 
приводит к их накоплению в клетках мозга и паренхиматозных органов, 
вызывающему резкое нарушение физиологических функций. Дефект фер-
ментов обнаруживается и в клетках амниотической жидкости в случае за-
болевания плода, на чем основана пренатальная диагностика наследствен-
ных гликолипидозов. 

Среди ганглиозидозов наиболее часто встречается и лучше всего изучен 
ганглиозидоз ГМ2 (болезнь Тея — Сакса), обусловленный недостаточностью 
1\Г-ацетил-|3-В-гексозаминидазы А 11]. В данной работе описан случай био-
химической диагностики другого типа ганглиозидоза, клинически сходного 
с болезнью Тея — Сакса — ганглиозидоза ГМХ, или болезни Лаидинга, 
который описал ее в 1964 г. 12]. Ганглиозидоз ГМХ обусловлен дефектом 
Р-галактозидазы [3], в результате чего происходит накопление ганглио-
зида ГМг в мозге и паренхиматозных органах. Выявление недостаточности 
р-галактозидазы лежит в основе точной диагностики этого заболевания. 

Ниже излагаются результаты исследования активности ряда гликози-
даз в лейкоцитах ребенка с подозрением на гликолипидоз и в лейкоцитах 
его родителей. 

М е т о д и к а 

Лейкоциты выделяли из 5—10 мл венозной крови методом, описанным ранее [4]. Вод-
ный гомогенат лейкоцитов обрабатывали тритоном Х-100 в конечной концентрации 0,1% 
и полученный после центрифугирования экстракт использовали в качестве источника фер-
мента. Активность гликозидаз определяли по расщеплению 4-метилумбеллиферил-гликози-
дов (Koch — Light) и выражали в ианомолях отщепившегося 4-метилумбеллиферона на 

Активность P-D-галактозидазы'и p-D-фукозидазы в лейкоцитах ребенка М. и его родителей 
(в нмоль/мг/ч) 

P-D-галактозидаза 
p-D-фукозидаза с 

п-нитрофеиилфуко-
зидом Обследуемые с метилумбеллифе-

рил гал акто зидом 
с п-нитрофенилга-

лактозидом 

p-D-фукозидаза с 
п-нитрофеиилфуко-

зидом 

Ребенок М. 
Мать М. 
Отец М. 

2,62 (1,5—4,0) 
60 (45—71) 
60 (57—63) 

2,35 (1,7—3,0) 
74,5 (85—64) 

60 

0,75 (0,6—0,9) 
3,8 (2,8—5,0) 

3,2 

Контроль 120 (70—150) 130 (90—170) 7,0 (4,0—10,0) 

П р и м е ч а н и е . В скобках указаны пределы колебаний. 

1 мг белка экстракта в час. Проба обычно содержала 5—50 мкл экстракта и 100 мкл суб-
страта в концентрации 1 мМ, 1шиготовлениого на 0,1 М цитратно-фосфатном буфере рН 4,5. 
При определении активности р-О-глюкуронидазы использовали ацетатный буфер рН 4,8. 
После инкубации в течение 1 ч при 37°С к пробам добавляли 5 мл 0,4 М глицинового бу-
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фера рН 10,4 и измеряли количество отщепившегося 4-метилумбеллифероиа с помощью 
простого флюориметра, изготовленного на основе фотоколориметра ФЭК-56 [5]. Д л я опре-
деления активности P-D-галактозидазы и p-D-фукозидазы, кроме 4-метилумбеллиферил-
гликозидов, использовали также п-нитрофеиил-Р-О-галактозид и п-нитрофенил-(П>фуко-
зид. В последнем случае активность ферментов оценивали по отщеплению пара-нитрофе-
нила, количество которого измеряли с помощью спектрофотометра СФ-4 при 400 нм. Белок 
определяли по методу Лоури |6] . Ц . 

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

Р е б е н о к М., 4 лет, поступил в клинику с явлениями грубого 
тетрапареза, судорогами тонического характера, косоглазием. До 1 года 
развивался нормально, затем появились спастические явления в ногах, 
с 2V2 лет перестал ходить, нарушилось зрение. В 3V2 года был предпо-
ложительно поставлен диагноз метахроматической лейкодистрофии. Ана-
лиз активности гликозидаз и арилсульфатазы А (фермента, дефект которого 
наблюдается при метахроматической лейкодистрофии) дал следующие ре-
зультаты. Активность p-D-глюкозидазы, a-D-галактозидазы, p-D-глюку-
ронидазы, a-D-маннозидазы, a-L-фукозидазы и М-ацетил-Р-Б-гексозами-
нидазы была в пределах величин, соответствующих контролю. Активность 
формы А К-ацетил-Р-О-гексозаминидазы составляла 80% общей активности 
этого фермента, что исключало наличие у ребенка болезни Тея — Сакса. 
Активность арилсульфатазы А также соответствовала контрольным ве-
личинам— 80 нмоль/мг/ч. Нормальные величины колебались от 60 до 
170 нмоль/мг/ч (в среднем 85 нмоль/мг/ч). Таким образом, предполагаемый 
диагноз метахроматической лейкодистрофии не подтвердился. Однако в 
лейкоцитах ребенка было обнаружено резкое понижение активности p-D-ra-
лактозидазы: активность этого фермента составляла примерно 2% нормы 
(см. таблицу). Это указывало на наличие у ребенка ганглиозидоза ГМЛ .Одно-
временно было обнаружено такое же резкое понижение активности p-D-фу-
козидазы. Параллельное снижение этих 2 ферментативных активностей при 
ганглиозидозе ГМ4 отмечено в работе Хиндмана [7]. Оно соответствует совре-
менным данным о том, что отщепление P-D-галактозильиого и p-D-фукозиль-
ного остатков катализируется одним ферментом — одной из форм p-D-ra-
лактозидазы ([81. 

Поскольку ганглиозидозы передаются по аутосомно-рецессивному ти-
пу наследования, у родителей ребенка активность P-D-галактозидазы и 
p-D-фукозидазы должна составлять примерно половину таковой в контроле, 
что подтвердилось в нашем наблюдении. Таким образом, полученные дан-
ные позволили заключить, что у ребенка М. имеется наследственный гаи-
глиозидоз ГМХ. 
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BIOCHEMICAL DIAGNOSIS OF GANGLIOSIDOSIS GMX 

/ . V. Tsvetkova, A. Б. Kozina, E. L. Rosenfeld, G. N. Osipova 

Institute of Biological and Medical Chemistry, Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Pediatric Hospital I, Moscow 

Activity of several glucosidases was examined in leukocytes of a child in which glyco-
lipidosis was suspected. Distinct decrease in activity of (3-D-galactosidase and (3-D-fucosidase 
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(less than 10% of the control level) was found. The enzymatic activit ies were also decreased 
in the leukocytes of his parents (down to 50% of the control levels). The data obtained per-
mi t t ed to identify the disease as gangliosidosis GMX. 
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ВЫДЕЛЕНИЕ И СВОЙСТВА НЕЙРАМИНИДАЗЫ 
ХОЛЕРНЫХ ВИБРИОНОВ 

Институт высокомолекулярных соединений АН СССР, Ленинград 

Описан метод выделения нейраминидазы холерных вибрионов ионообменной сорбцией 
на карбоксильном катионите Биокарб-Т. Молекулярная масса фермента по данным гель-
хроматографии, на сефадексе G-200 составляет 83 ООО. По данным малоуглового рентге-
новского рассеяния размер макромолекулы нейраминидазы в растворе составляет 5,0 нм. 

Нейраминидаза (КФ 3.2.1.18) впервые была обнаружена в культураль-
ной жидкости холерного вибриона 111. Известно, что, кроме холерных 
вибрионов, к продуцентам нейраминидазы относятся возбудители многих 
заболеваний: пневмококки, стрептококки, возбудители газовой гангрены, 
дифтерии и некоторые другие бактерии. Специфичность действия нейра-
минидазы заключается в том, что она отщепляет сиаловые кислоты от мо-

Рис. 1. Выделение нейраминидазы из 
фильтратов холерных вибрионов на 
карбоксильном катионите биокарб-Т 

при ступенчатом изменении рН. 
а —- сорбция нейраминидазы при рИ 5, 1; 
б — десорбция 0,1 М фосфатным буфером 

при рН 7,4. 

^280 рН 

6 

лекул гликопротеинов, расположенных в слизистой оболочке желудочно-
кишечного и дыхательного трактов, а также на поверхности клеточных 
мембран многих других тканей [2]. По этой и по многим другим причинам 
нейраминидаза представляет собой особый интерес для ряда химических и 
медико-биологических исследований [3]. В литературе описано несколько 
препаративных способов выделения нейраминидазы холерных вибрионов 
[4, 5], в том числе метод афинной хроматографии 16]. Это весьма трудоем-
кие многостадийные методы, связанные с использованием дефицитного 
или дорогостоящего сырья. Нами был разработан более простой метод вы-
деления нейраминидазы холерных вибринов, основанный на использовании 
отечественного карбоксильного катионита типа Биокарб [7.1. Коммерческие 
образцы этого ионита, предназначенного для специфической сорбции бел-
ков, широко используются для выделения различных ферментов из естест-
венных источников 18]. 

М е т о д и к а 

В работе использовали фильтрат культур холерных вибрионов классического 
биотипа, штамм 569 В Инабо. Выделение проводили на карбоксильном катионите Био-
карб-Т производства Олайненского завода химических реактивов. Катионит исполь-
зовали в Н+-форме в виде зерен размером 0,10—0,16 мм с коэффициентом набухания 
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в воде 3,5. Через ионообменную колонку с катионитом пропускали фильтрат культур 
холерных вибрионов при рН 5,1 со скоростью 100 мл/ч/см2. При этом иейраминидаза 
полностью сорбировалась на катионите. 

Активность нейраминидазы определяли тиобарбитуровым методом с циклогекса-
ноном [9]; в качестве субстрата использовали овомуцин.Результаты выражали в между-
народных единицах активности (ME). Д л я калибровки брали коммерческий препарат 
нейраминидазы холерных вибрионов фирмы «Calbiochem» с удельной активностью 
500 ME в 1 мл или 50 мкг белка. Параллельно измеряли активность биологическим 
методом [10] и выражали в единицах Р Д Е . Количество белка в препаратах определяли 
по методу Лоури [11]. 

В ряде экспериментов элюаты, полученные с Биокарба-Т, лиофильно высушива-
ли, в связи с чем ферментная активность терялась полностью. Поэтому в дальнейшем 

Зависимость максимальной активности в пике и выхода по элюции от активности исходного 
фильтрата 

Активность фильтрата, 
ед. РДЕ/мл 

Максимальная активность 
в пике, ед. РДЕ/мл Выход по элюции, % 

16 128 5,0 
128 250 8,0 
250 500 13,0 
500 1500 27,0 

1000 4000 60,0 
2000 и выше 80004-10 000 72,0 

П р и м е ч а н и е . Суммарное количество активности, нанесенное на колонку, во 
всех случаях одинаково. 

элюаты нейраминидазы концентрировали ультрафильтрацией через целлюлозную мем* 
браиу на установке типа «Амикои». 

Гель-хроматографию проводили на колонке с сефадексом G-50 (1,9X50 см) и 
с сефадексом G-200 (1 ,6X60 см) в физиологическом растворе с добавлением 0,1% 
СаС12 для стабилизации фермента. Д л я оценки молекулярной массы нейраминидазы 
колонку с сефадексом G-200 калибровали по белкам различной молекулярной массы: 
цитохромом с (13 700), гемоглобином (68 000), у-глобулином (190 000). Д л я определе-
ния формы и размеров макромолекулы нейраминидазы в растворе использовали метод, 
малоуглового рентгеновского рассеяния [2J. 

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

Сорбция нейраминидазы из фильтратов холерных вибрионов на катио-
ните биокарб-Т и последующая десорбция при изменении pIT элюирующего 
раствора представлены на рис. 1; фракции элюата, имеющие нейраминидаз-

ную активность, и активность 
исходного раствора отмечены 
заштрихованной площадью. Из 
рис. 1 видно, что предложенный 
одностадийный процесс приво-
дит х существенному концентри-
рованию и, кроме того, к увели-
чению удельной активности 
нейраминидазы. Однако следует 
отметить, что активность в пи-
ке элюата и суммарный выход 
нейраминидазы зависят от ак-
тивности исходного фильтрата 
(см. таблицу). 

Концентрированные с по-
мощью ультрафильтрации элюа-
ты нейраминидазы использова-

100 V.MJI 

Рис. 2. Гель-хроматография исходного фильт-
рата холерных вибрионов (У) и концентри-

рованных элюатов (2) на сефадексе G-50, 
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ли для получения высокоочищеиного ферментного препарата гель-хрома-
тографией на сефадексе G-50 (рис. 2). Из рис. 2 видно, что элюат нейра-
минидазы, полученный с ионообменной колонки, негомогенен по молеку-
лярной массе. Возможно это связано с частичной инактивацией фермента, 
так как известно, что нейраминидаза 
весьма лабильна при обычных мето-
дах хранения. На рис. 2 линией 1 
представлена гель-хроматография ис-
ходного фильтрата холерных виб-
рионов. Как видно из этого рисунка, 

220 240 260 280 300 320,им 

Рис. 4. Спектры УФ-поглощеиия 
препаратов нейраминидазы. 

1 — выделенный фермент (концентрация 
0,105 мг/мл); 2 — коммерческий образец 
фирмы «Calbiochem» (концентрация 

0,05 мг/мл). 

Рис. 3. Гель-хроматография элюатов 
нейраминидазы на сефадексе G-200. 
1 — после концентрирования методом 
ультрафильтрации; 2 — после лиофиль-

ной сушки. 

в исходном фильтрате содержится незначительное количество высо-
комолекулярных белков, выходящих с объемом задержки на сефадексе 
G-50 в тех фракциях, где выходит нейраминидаза. Основные неактивные 

Рис. 5. Определение радиуса инерции нейраминидазы по дан-
ным малоуглового рентгеновского рассеяния. 
/ — интенсивность рассеяния под углом ср (в мин). 

Рис. 6. Определение активности нейраминидазы химическим [9] 
и биологическим [ Ю1методами. 

примеси, которые отделяются при ионообменной очистке нейраминидазы, 
выходят в области средних и низких молекулярных масс. 

На рис. 3 приведены результаты гель-хроматографии активного концен-
трированного элюата нейраминидазы (кривая 1) и инактивированного в 
процессе лиофилизаиии препарата (кривая 2) на сефадексе G-200. Оценка 
молекулярной массы активной фракции (заштрихованная площадь на ри-
сунке) дает величину 83 000±5000. Кривая 2 показывает, что инактивация 
нейраминидазы при сушке сопровождается уменьшением высокомолеку-
лярной фракции и увеличением пика низкомолекулярных продуктов, мо-
лекулярную массу которых можно оценить как 13 000±5000. Первый, вы-
сокомолекулярный пик активного препарата при электрофорезе в поли-
акриламидом геле при рН 8,9 был гомогенен. 

УФ-спектры полученного высокоочищеиного препарата нейраминидазы 
и коммерческого препарата фирмы «Calbiochem» представлены на рис. 4. 
Как видно на рисунке, эти спектры идентичны. 
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Из данных малоуглового рассеяния рентгеновских лучей оценены раз-
меры молекулы нейраминидазы в растворе. Линейная зависимость логариф-
ма интенсивности рассеяния 1 от квадрата угла рассеяния свидетельствует 
о достаточно компактной структуре белковой макромолекулы в растворе 
(рис. 5). Определенный по углу наклона радиус инерции молекулы нейра-
минидазы составляет 5 ,0±0,3 нм, что по порядку величины соответствует 
размеру белковой глобулы с молекулярной массой 83 ООО. Отметим, что 
близкое значение молекулярной массы (90 000—94 ООО) было найдено для 
нейраминидазы неагглютинирующих вибрионов в работе Вертиева и со-
авт. [13]. 

В процессе работы была установлена корреляция между ферментной 
активностью по отношению к гликопротеидному субстрату—овомуцину и 
активностью фермента по отношению к клеткам эритроцитов, определяемой 
по титру реакции гемагглютинации в присутствии вируса (рис. 6). Из ри-
сунка видно, что титр реакции гемагглютинации, как и многих других био-
логических и физиологических реакций, связан с аналитической концентра-
цией реагента (фермента) логарифмическим законом. 
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ISOLATION AND P R O P E R T I E S OF NEURAMINIDASE FROM CHOLERA VIBRION 

L. 1С. Shataeva, I. A. Chernova, G. V. Samsonov, G. D. Kobrinsky, V. D. Solov'ev, 
1. V. Dotnaradsky 

Institute of High Molecular Compounds, Academy of Sciences of the USSR, Leningrad 

A method is described for isolation of neuraminidase from cholera vibrions using ion 
exchange absorption on carboxyl cationite Biocarb T. Molecular weight of the enzyme, esti-
mated by gel filtration on Sephadex G-200, was about 83000. Diameter of the neuraminidase 
molecule constituted about 5.0 nm in solution as estimated by the method of small angle X-ray 
dispersion. 

Р Е Ц Е Н З И Я 

УДК 612.751.1.016.3(049.8> 

В. II. T о p б e и к о, Б. С. К а с а в и н а. Функциональная биохимия кост-
ной ткани. М., «Медицина», 1977, 272 с. 

Как и другие разделы биохимии, биохимия костной ткани развивается в по-
следние 10—15 лет чрезвычайно интенсивно.Происходит быстрое накопление факти-
ческого материала, разрабатываются и устаревают теоретические концепции. Однако 
интерес к этим вопросам со стороны биохимиков, работающих в других областях, 
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недостаточен в силу прочно укоренившегося взгляда на костную ткань как на одну и$ 
самых инертных в метаболическом отношении тканей животного организма. Что же 
касается травматологов-ортопедов, для которых особенно важны прикладные аспекты 
биохимии костной ткани, то они в своей исследовательской и практической работе по 
традиции используют преимущественно рентгеноморфологические методы и все еще 
слабо ориентируются в новейших достижениях биохиии. Рецензируемая книга адре-
сована и травматологам — ортопедам и биохимикам, работающим в других областях. 
Выход монографии своевремен, так как немногочисленные литературные сведения по 
биохимии костной ткани, изданные за рубежом, мало доступны, в отечественной же 
литературе обобщающих работ по этой проблеме мы не нашли. 

Монография носит обзорный характер, но содержит много собственных данных 
авторов. Эти данные представлены почти во всех разделах, они относятся к вопросам 
углеводного и минерального обмена костной ткани в норме и при некоторых патологи-
ческих состояниях, динамики гликопротеидов и фермент-субстратных взаимоотношений 
в процессах онтогенеза и регенерации. 

Авторы последовательно излагают материалы по структуре и метаболизму био-
полимеров органического матрикса кости, по химическому составу и кристаллическому 
строению минеральных компонентов, по закономерностям минерализации; обсуждается 
роль гормонов, витаминов и ферментов в обмене веществ костной ткани. Отдельная 
небольшая глава посвящена возрастным изменениям костей. Подробно рассмотрено 
влияние некоторых факторов внешней среды — питания, факторов космических поле-
тов (в частности, невесомости и гиподинамии) и облучения — на биохимические про-
цессы в костной ткани. Наиболее обширная последняя глава посвящена локальным и 
общим изменениям метаболизма при патологических состояниях, затрагивающих кост-
ную систему. В этой главе представлены данные о биохимических реакциях, развива-
ющихся в процессе репаративного остеогеиеза после перелома кости, о биохимических 
нарушениях при остеомиелите и ревматоидном артрите, при остеодистрофиях и кост-
ных опухолях, приведены новейшие литературные материалы по наследственным 
заболеваниям, поражающим скелет. 

Монография дает целостное представление о современном состоянии биохимии 
костной ткани. Со всей очевидностью вырисовываются метаболический динамизм кост-
ной ткани, ее активное участие в процессах обмена веществ в организме, в первую оче-
редь в обмене соединительнотканных биополимеров (коллагена и гликозаминогликанов) 
и в минеральном обмене, ее высокая реактивность при различных воздействиях на 
организм и при многих патологических состояниях. 

Монография не лишена недостатков. Слишком лаконична вводная глава, в ко-
торой следовало бы конкретнее изложить структуру костной ткани и структурно-
функциональную характеристику клеточных элементов, дополнив это изложение со-
ответствующими иллюстрациями; неполнота этих сведений затрудняет восприятие по-
следующих глав. Авторы непоследовательны в применении терминологии белково-уг-
леводных биополимеров. Так, на с. 189 они пишут о том, что термин «мукополисахари-
ды» был заменен термином «гликозаминогликаны», однако далее они часто используют 
оба эти термина. На с. 189, приводя данные о содержании в ткани костного регенерата 
гексозамииов, авторы пишут об изменениях «количества гликозаминогликанов», хотя 
хорошо известно, что гексозамины входят в состав не только гликозаминогликанов, но 
и гликопротеинов, и сами же авторы (на с. 197) ссылаются на Солхейма, показавшего, 
что на фракцию гликозаминогликанов приходится лишь 2/3 общего количества гексоза-
мииов ткани регенерата. 

С дидактической точки зрения было бы правильнее сначала охарактеризовать 
ферменты костной ткани и только после этого обсуждать роль гормонов и витаминов, 
поскольку регулирующее влияние последних, как правило, опосредовано ферментами, 
и именно ферменты служат основной точкой приложения регулирующих воздействий. 

В книге содержатся излишние подробности, не имеющие прямого отношения к 
теме, например подробное описание химической структуры кальцитонинаи стомато-
тропного гормона; для соматотропного гормона приведена даже иллюстрация его пер-
вичной структуры. Гораздо больший интерес для читателя-биохимика, который легко 
может найти эти сведения в других источниках, представило бы краткое изложение 
основных методических подходов к исследованию биохимии костной ткани. В связи 
с особенностями костной ткани (твердость, высокая концентрация минеральных ком-
понентов) ее биохимический анализ сопряжен со специфическими трудностями, и вклю-
чение в монографию некоторых методических указаний было бы весьма полезным. 

В тексте монографии довольно много опечаток. 
Несмотря на отмеченные недостатки, книга В. П. Торбенко и Б. С. Касавиной, 

несомненно, заслуживает внимания. Она позволит биохимикам расширить свой круго-
зор в области биохимии костной ткани и будет способствовать дальнейшему внедре-
нию биохимических идей и методов в травматологию-ортопедию. 

Л. И. С л у ц к и й 
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