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В последние годы описано свыше 10 больных гликогеновой болезнью, которые по 
клиническим данным и данным биохимических исследований in vivo должны были быть 
отнесены к больным гликогенозом I типа (дефект глюкозо-6-фосфатазы). Однако при 
анализе ткани печени этих больных, полученной при биопсии, была выявлена нормаль-
ная активность глюкозо-6-фосфатазы. Было предложено отнести заболевание такого 
рода к гликогенозу типа 16. Высказывается предположение, согласно которому несоот-
ветствие между результатами биохимических исследований in vitro и in vivo вызвано 
отсутствием в печени этих больных специфической пермеазы, которая переносит глю-
козо-6-фосфат из цитозоля на внутреннюю поверхность мембран цитоплазматической 
сети, где локализована глюкозо-6-фосфатаза. 

Гликогеноз I типа, или болезнь Гирке, является одним из наиболее 
изученных заболеваний, относящихся к так называемой гликогеновой 
болезни. 

Возникновение патологических процессов при этом заболевании, на-
следуемом по аутосомио-рецессивному типу, вызвано резким снижением 
или полным отсутствием: активности глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Ф-азы) в 
печени, слизистой оболочке кишечника, а иногда и в почках, а также зна-
чительным накоплением гликогена в печени больных. Признаки заболева-
ния проявляются обычно с первых лет жизни. Характерной особенностью 
этой патологии является внешний вид детей: маленький рост, непропор-
ционально худые конечности, «кукольное» лицо, гепатомегалия. Кроме 
характерных внешних признаков, у больных наблюдаются резкая гипогли-
кемия и высокое содержание лактата в крови натощак. Это вызвано тем, 
что в отсутствие Г-6-Ф-азы не происходит образования глюкозы из Г-6-Ф, 
а последний накапливается и превращается в молочную кислоту, что и 
является причиной гипогликемии и гиперлактатемии. Избыток Г-6-Ф 
активирует гликогенсинтетазу D, что приводит к накоплению в клетках 
печени гликогена. Избыток лактата также оказывает активирующее действие 
на гликогенсинтетазу и также способствует образованию гликогена. По-
этому накопление гликогена (нормального по структуре) при гликогенозе 
I типа является, по-видимому, следствием усиленного синтеза, а не сни-
жения распада гликогена, что характерно для многих других типов гли-
когенозов. Кроме гликогена, в гепатоцитах больных накапливается боль-
шое количество липидов. 

Нагрузки сахарами и гормонами (адреналином и глюкагоиом) приво-
дят к характерным изменениям в содержании глюкозы и лактата в крови 
больных, поэтому проведение этих нагрузок используется для дифферен-
циальной диагностики гликогеновой болезни. При гликогенозе I типа на-
грузка глюкозой вызывает снижение содержания лактата в крови, так 
как избыток глюкозы алиментарного происхождения тормозит фосфоролиз 
гликогена, а содержание глюкозы в крови достигает исходного уровня 
ли ль через 2V2—3 ч. При введении адреналина или глюкагона содержа-
ние глюкозы в крови больных не увеличивается, несмотря на то что эти 
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гормоны активируют фосфоролиз гликогена. Поэтому гликемические кри-
вые у больных плоские, а содержание лактата (и без того высокое) повы-
шается в еще большей степени, что приводит к усилению метаболического 
ацидоза. Эти данные в сопоставлении с данными об отсутствии или резком 
снижении активности Г-6-Ф-азы и аномальном содержании гликогена в 
печени дают обычно основание для постановки диагноза гликогеноза I типа 
однозначно. Оказалось, однако, что наряду с типичными случаями гликоге-
ноза I типа встречаются такие, при которых, несмотря на клиническую 
картину и данные биохимических исследований in vivo, типичные для этого 
заболевания, дефект в активности Г-6-Ф-азы не обнаруживается. Впервые 
подобный случай описан в 1961 г. [1 ]. Изучая больных гликогеиозами, 
авторы поставили диагноз гликогеноза типа 16 больным, однако у 1 из 
них (мальчика 10 мес) активность Г-6-Ф-азы в печени была в пределах нор-
мы. Между тем у него были резко выраженная гипогликемия (10—15 мг 
на 100 мл натощак), гиперлактатемия, ацидоз, плоские гликемические 
кривые и снижение содержания лактата в крови при нагрузке глюкозой. 
У остальных 5 детей Г-6-Ф-аза в ткани печени либо полностью отсутствова-
ла, либо составляла менее 10% от нормы. У данного больного двое 
старших сибсов умерли в детстве. У обоих была гепатомегалия, а одному 
из них был поставлен диагноз гликогеноза. 

Сходный случай был описан в 1964 г. 12.1. Авторы обнаружили кли-
нические признаки гликогеноза I типа с первых же месяцев жизни девоч-
ки, умершей в 26 мес. У этого ребенка наблюдались задержка роста и ум-
ственная отсталось (вероятно, из-за резкой гипогликемии, наблюдавшейся 
уже в первые дни жизни), гепатомегалия, гиперлипемия и кетопурия. 
При введении адреналина содержание глюкозы в крови не увеличивалось, 
а лактата повышалось до 192 мг на 100 мл. При нагрузке галактозой также 
была выявлена типичная для этого заболевания картина. Однако и в этом 
случае, так же как и в первом, энзиматический дефект при анализе ткани 
печени обнаружен не был. Третий случай был описан в 1967 г. итальян-
скими исследователями 13]. У мальчика 13 лет с типичной картиной 
гликогеноза I типа в ткани печени, полученной при биопсии, было обна-
ружено 9,5% гликогена, а активность Г-6-Ф-азы составляла 6 ед. на 1 г 
ткани (при норме от 2 до 10 ед/г). У второго обследованного ребенка с 
диагнозом гликогеноза I типа активность Г-6-Ф-азы в ткани печени от-
сутствовала. Эти авторы пришли к заключению, что у первого ребенка 
имеет место гликогеноз типа 16. В 1968 г. был описан 1.4 .1 еще один боль-
ной гликогенозом; типа 16, т. е. с «функциональным» дефектом Г-6-Ф-азы. 
Авторы, описавшие этот случай, высказали предположение, что при этом 
заболевании изменяется конформация молекул фермента, что приводит 
к его связыванию в клетке. При разрушении ткани in vitro фермент 
освобождается и поэтому может быть обнаружен. В 1971 г. 151 было 
обследовано 23 больных с печеночной формой гликогенозов. У 3 больных 
не было найдено ферментативного дефекта. Между тем у них была типич-
ная картина болезни Гирке — резкая гипогликемия, гиперлактатемия, 
гиперурикемия. По всем признакам эти больные могли бы также быть 
отнесены к группе больных гликогенозом типа 16. В 1972 г. во Франции 
[6] был описан больной, которому по клиническим данным и данным на-
грузочных проб мог быть поставлен диагноз гликогеноза I типа, однако 
ферментный дефект у этого больного не был обнаружен. Попытки объяс-
нить этот факт тем, что в крови больного имелся ингибитор, тормозящий 
активность Г-6-Ф-азы in vivo и являющийся причиной того, что фермент 
«функционально» неактивен, кажутся малоубедительными. Вторичная био-
псия ребенку в возрасте 7V2 мес также не позволила обнаружить энзимати-
ческий дефект [7.1. Следующий случай гликогеноза типа 16 был описан 
Moses 18, 91. Этот автор для выяснения причин несоответствия между дан-
ными, получаемыми им in vivo и in vitro, применил метод [10] с исполь-
зованием меченой 3Н- и 14С-глюкозы, но не получил ожидаемых результатов. 
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3 1977 г. в ГДР были опубликованы данные по обследованию 3 больных 
гликогенозом I типа 1111. У 2 из них активность Г-6-Ф-азы в гомогенате 
печени была резко снижена и составляла не более 4—7% от активности 
этого фермента в норме. У третьего больного активность Г-6-Ф-азы была 
нормальной, так же как и активность других ферментов обмена гликогена. 
Лолагая, что у этого ребенка имеется «функциональный» дефект Г-6-Ф-азы, 
авторы обсуждают вопрос о зависимости активности фермента в клетках 
6т ряда факторов — присутствия ингибиторов, активаторов, кофакторов, 
а также от возможных структурных модификаций молекул фермента. В свя-
зи с тем что Г-6-Ф-аза связана с мембраной цитоплазматической сети и 
Тормозится фосфолипидами, они предположили, что в данном случае речь 
может идти об изменениях структуры фосфолипидов мембран. Поэтому, 
по их мнению, для установления диагноза типа гликогеноза 1а или 16 
необходимо, помимо исследований активности ферментов в тканях, прово-
дить функциональные исследования. 

В 1978 г. в Англии и в СССР появились две новые работы с описа-
нием случаев гликогеноза типа 16. Английские авторы [12 1 обследовали 
ребенка начиная с 11-недельного возраста до 30 мес. У него наблюдались 
все признаки, характерные для гликогеноза I типа. В моче больного, кроме 
значительных количеств молочной кислоты, была обнаружена 2-оксиглу-
Таровая кислота. В ткани печени, полученной при биопсии, было свыше 
]3% гликогена, а активность Г-6-Ф-азы, амило-1,6-глюкозидазы, фосфо-
рилазы и фруктозо-1,6-дифосфатазы была нормальной. Авторы высказали 
ряд предположений, которые могли бы объяснить полученные ими ре-
зультаты. 

1. Мутация фермента вызывает такие изменения структуры белка, 
которые снижают его сродство к субстрату в условиях in vivo, но не in 
vitro, когда реакция протекает в условиях насыщения фермента субстратом. 

2. В связи с тем что Г-6-Ф-аза является гликопротеидом, прочно 
связанным с мембраной эндоплазматической сети, изменение структуры 
фермента изменяет, возможно, характер его связывания с мембраной и 
ориентацию каталитического участка. 

3. Изменения могут касаться структуры самой мембраны. Любое из 
этих изменений должно было бы сказываться на каталитических свойствах 
фермента in vivo и не отражаться на них в условиях in vitro. 

В настоящее время, однако, нет данных, которые служили бы подтвер-
ждением той или иной из высказанных гипотез. 

Нами было обследовано 2 больных 4:1/2 и 6 г/2 лет с клиническими 
признаками гликогеноза I типа — гепатомегалией, гипогликемией и ги-
перлактатемией натощак [13]. У обоих детей признаки заболевания про-
являлись с 6 мес. Гликемические и лактатемические кривые после нагру-
зок глюкозой и адреналином были типичны для гликогеноза I типа. В моче 
больных было обнаружено значительное количество лактата — 2280 мг за 
24 ч у одного и 484 мг за 24 ч у другого при норме, не превышающей 
60 мг за 24- ч. При исследовании ткани печени, полученной при биопсии, 
были обнаружены у обоих больных аномальное содержание гликогена и 
нормальная активность следующих ферментов — Г-6-Ф-азы, фосфорилазы, 
а^ило-1,6-глюкозидазы, фосфоглюкомутазы, фосфоглюкозоизомеразы, фрук-
тозо-1,6-дифосфатазы и кислой а-глюкозидазы. На основании данных, 
полученных с помощью нагрузочных проб с глюкозой и адреналином, био-
химического изучения ткани печени и определения содержания молочной 
кислоты в моче, больным был поставлен диагноз гликогеноза типа 16. 
Диета с заменой сахарозы на глюкозу и одновременное назначение глю-
козы ночью в три приема привели к улучшению состояния больных, сни-
жению содержания лактата в моче до нормы и увеличению в крови со-
держания глюкозы. 

Нам кажется наиболее вероятным интерпретировать наши результаты 
и результаты других авторов о несоответствии между данными, полученны-
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ми in vivo и in vitro, в свете исследований авторов 114, 151, которые по-
казали, что Г-6-Ф-аза является двухкомпонеитной системой, состоящей 
из пермеазы, переносящей Г-6-Ф из цитозоля в цистерны цитоплазматиче-
ской сети, и из фосфогидролазы, расщепляющей Г-6-Ф. Пермеаза высоко-
специфична, и переноса других фосфатов Сахаров, например маннозо-6-фос-
фата, таким путем не происходит 1.16]. Перенос Г-6-Ф осуществляется не 
простой адсорбцией, а активным транспортом. Таким образом, образование 
глюкозы в печени из Г-6-Ф происходит в два этапа: первый из них заклю-
чается в переносе Г-6-Ф из цитозоля через мембрану цитоплазматической 
сети па внутреннюю поверхность последней, где локализована фосфогидро-
лаза, с помощью специфической пермеазы. Лишь после этого Г-6-Ф может 
подвергаться энзиматическому гидролизу. По-видимому, при гликогенозе 
типа 16 отсутствует пермеаза, поэтому in vivo образования глюкозы из 
Г-6-Ф у больных не возникает из-за разобщения фосфогидролазы и суб-
страта, что вызывает явления, характерные для гликогеноза типа 16. 
В размельченной ткани, когда устранена преграда между ферментом и 
субстратом, происходит нормальное расщепление Г-6-Ф. Аналогичная 
картина возможна и для других мембраносвязанных ферментов, разобщен-
ных с субстратом. 

Нарушения транспортных систем могут быть причиной различных врож-
денных пороков обмена, вызванных дефектами мембраносвязанных систем 
ферментов. Известно, например, что активность УДФ-глюкуронилтраис-
феразы печени, связанной с мембранами цитоплазматической сети, зави-
сит от пермеазы, которая переносит УДФ-глюкуроновую кислоту в цистер-
ны цитоплазматической сети [17]. УДФ, УТФ и УДФ-глюкоза, тормозя-
щие фермент в разрушенных микросомах, не оказывают влияния на фер-
мент в клетке, так как не доставляются специфической пермеазой — УДФ-
глюкуронилтрансферазой — к ферменту. 

Роль подобных специфических пермеаз должна учитываться при изу-
чении действия ферментов в клетке. 

Когда статья была сдана в печать, наше предположение было подтвер-
ждено работами японских исследователей, которые также наблюдали ре-
бенка, больного гликогенозом типа 16. В ткани печени, полученной с 
помощью игольчатой биопсии, они обнаружили нормальную активность 
глюкозо-6-фосфатазы. Однако, когда несколько лет спустя ребенок был опе-
рирован и полученная ткань печени была гомогенизирована в растворе 0,25 М 
сахарозы, то активность фермента в этом гомогенате была резко снижена 
и могла быть обнаружена только после его обработки детергентом. Получен-
ные данные подтвердили предположение, что активность глюкозо-6-фосфа-
тазы при гликогенозе типа 16 не меняется, а дефект касается пермеазы, 
из-за отсутствия которой глюкояо-6-фосфат цитозоля разобщен с расщеп-
ляющим его ферментом [18]. 
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ON THE IMPAIRMENT OF GLUCOSE-6-PITOSPHATE T R A N S P O R T 
AS A PROBABLE CAUSE OF GLYCOGENOSIS OF THE lb T Y P E 

E. L. Rosenfeld 

Institute of Biological and Medical Chemistry, Academy of Medical Sciences 
of the U S S R , Moscow 

More than ten patients with glycogen-storage disease, which were classified as pa -
tients with glycogenosis of the I type—deficiency in glucose-6-phosphatase) on the basis 
i f clinical data and biochemical analyses in vivo, were detected within the last few years. 
But act ivi ty of glucose-6-phosphatase was found to be normal in biopsy of samples of the 
liver tissue obtained from these patients. This disease was termed as glycogenosis of the 
l b type. A hypothesis is advanced, according to which the discrepancy in data on bio-
chemical study of the patients in vivo and in vitro is due to absence of a specific per-
mease in liver tissue, which transfers glucose-6-phosphate from cytosol onto the inne-
surface of membranes of cytoplasmic network, where glucose-6-phosphatase is located. 

УДК 61 2.1 2.01 8.014.46:546.28 

К. H. Вервмеенко, H, Ф. Погорелая 

П Р И М Е Н Е Н И Е ^ А Э Р О С И Л О В ПРИ А К Т И В А Ц И И П Р Е К А Л Л И К Р Е И Н А 
П Л А З М Ы КРОВИ 

Лаборатория биохимии Киевского научно-исследовательского института отоларинго-
логии Министерства здравоохранения УССР, Киев 

В предыдущих исследованиях [1, 2] было показано, что при обработ-
ке плазмы крови человека органическими кремнеземами — аэросилами — 
образуется протеиназа, расщепляющая протамин. Активируемый фермент 
нетождествен плазмину и тромбину и проявляет специфическую кииино-
геиазцую активность, т. е. обладает свойствами калликреинов плазмы [2 J. 

Механизм контактной активации прекалликреина с помощью аэроси-
лов и других чужеродных частиц изучен недостаточно. Известно, однако, 
что обязательным условием этой активации является наличие в плазме фак-
тора Хагемана — XII фактора свертывания крови [3—5]. Установлено, 
что фактор Хагемана, находящийся в плазме в неактивной форме, превра-
щается в активную форму, которая и катализирует образование калликреи-
на из неактивного предшественника — прекалликреина 16]. 

Существует мнение, что активация фактора Хагемана происходит под 
влиянием отрицательно заряженных поверхностей силикатов, а в условиях 
организма роль активатора играют карбоксильные анионы поверхности 
коллагена [7, 81. Согласно данным других авторов [9—И], активация 
фактора Хагемана осуществляется при взаимодействии как с положитель-
ными, так и с отрицательными зарядами чужеродной поверхности. 

В настоящей работе изучали механизмы превращения прекалликреи-
на в калликреин в условиях контактной активации плазмы с использова-
нием аэросилов — органических кремнеземов, которые характеризуются 
определенными физико-химическими константами и несут на поверхностях 
функциональные химические группы с кислыми и щелочными свойствами. 
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М е т о д и к а 

Активность контактного калликреииа определяли по методу Веремееико и 
соавт. [12], используя в качестве субстрата протамин. Активность фермента выра-
жали в единицах оптической плотности при 508 им. Активаторами являлись каолин 
и два вида высокодисперсных непористых препарата кремнезема — амииэтоксиаэро-
сил и карбоксиаэросил. Препараты аэросилов синтезированы в Институте физической 
химии АН УССР на основе исходного аэросила с удельной поверхностью 300 м2/г: 
аминэтоксиаэросил содержал аминогруппы (0,58 млмоль/r), несущие положитель-
ный заряд, поверхность карбоксиаэросила приобретала отрицательный заряд благо-
даря наличию карбоксильных групп (0,33 млмоль/г) [13]. 

В опыте использовали 0,5% аэросиловый гель и 0,5% суспензию каолина, при-
готовленные на 0,05 М мединаловом буфере рН 7,6. Источником прекалликреина слу-

Е508 

1 2 3 5 7 70 ЗОмин 

Рис. 1. Активация прекалликреина плаз-
мы аэросилами и каолином. 

Здесь и на рис. 2 и 3: по оси абсцисс — время ак-
тивации (в мии), по оси ординат — оптическая 
плотность при 508 им. Температура 10°С. 1 
карбоксиаэросил, 2 — аминэтоксиаэросил, 3 — 

каолин. Температура 25°С; 4 — каолин. 

1 2 3 5 7 /Омин 
Рис. 2. Действие белков на активацию 
прекалликреина плазмы карбоксиаэро-

силом. 
/ — дезоксирибопуклсаза; 2 — рибоиуклеаза; 

, 3 — лизоцим; 4 — без добавления белков. 

жила нитратная плазма крови человека, полученная центрифугированием смеси 
4,5 мл свежей крови с 0,5 мл 3,8% раствора антикоагуляита при 800 g в течение 
15 мин. Забор крови и постановку опыта проводили в полиэтиленовой посуде. Каж-
дое исследование состояло из опытов, проведенных на трех различных образцах све-
жей плазмы. 

В качестве ингибиторов активации прекалликреина использовали белковые 
вещества и полиамины: лизоцим Олайиского завода химических реактивов, рибоиу-
клеазу фирмы «Reanal», препараты хлоридов полиаминов фирмы «Serva» — спермин, 
спермидин, путресцин. Ингибиторы растворяли в 0,05 М мединаловом буфере рН 7,6 
в концентрации 10 мг/мл. В опытной пробе к 1 мл плазмы добавляли 0,2 мл ингиби-
тора (2 мг), выдерживая 5 мин при 10 или 25°С, а затем добавляли аэросил. В различ-
ные промежутки времени (1 —10 мин) отбирали аликвоты по 0,2 мл и определяли ак-
тивность фермента [12]. 

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

Действие положительно и отрицательно заряженных аэросилов. 
Активация прекалликреина при разной температуре. 

На рис. 1 представлены кривые активации прекалликреина амино- и 
карбоксиаэросилами. Гранулы первых несут на своей поверхности поло-
жительные, вторых — отрицательные электрические заряды при нейтраль-
ной реакции среды. Полученные данные свидетельствуют об отсутствии 
существенных различий в активирующем действии между амино- и карбок-
сиаэросилами. Знак заряда поверхности гранул, очевидно, не является 
решающим при контактной активации фактора Хагемана, предшествую-
щей превращению прекалликреина в калликреин. Очевидно, что адсорбция 
этого фактора каталитически активными поверхностями не основана на 
притяжении между общим зарядом белковой молекулы и зарядом поверх-
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кости. Можно полагать, что основой контактной активации являются взаи-
модействия неионных полярных гидрофильных групп (активирующим дей-
ствием обладают гидрофильные, но не гидрофобные аэросилы) 11 I. Благо-
даря взаимодействиям полярных групп может образовываться комплекс 
силикат — фактор Хагемана, в котором последний деформируется и акти-
вируется. Пока приходится ограничиться констатацией того факта, что 
^ля активации фактора Хагемана требуется жесткая структура с гидро-
фил ыюй поверхностью. 

Данные, представленные на рис. 1, показывают, что при 25°С актива-
ция фактора Хагемана аэросилом протекает настолько быстро, что просле-
дить ее ход невозможно: максимальная активация достигается за первую 
минуту опыта и обнаруживается при первом же определении фермента. 
При 10°С активация замедлена в достаточной степени для того, чтобы на-
блюдать ее течение во времени. Поэтому основные опыты — сравнение 
аэросилов между собой и с каолином — прове/;ены при 10°С. Понижение 
температуры от комнатной до 10°С замедляет не только процесс активации, 
но и реакцию инактивации образовавшегося калликреина ингибиторами 
плазмы (см. рис. 1). 

Максимум, достигаемый при активации прекалликреина, не зависит 
от температуры (см. рис. 1). Остается невыясненным, какой из двух про-
цессов более чувствителен к температуре и лимитирует общую скорость 
процесса — активация фактора Хагемана на поверхности кремнезема или 
превращение прекалликреина в калликреин. Этот вопрос представляет 
интерес, и мы надеемся в будущем его экспериментально решить. 

Действие основных белков и полиаминов на контактную активацию. 

При изучении природы контактной активации нужны сведения не 
только о веществах, способных вызывать активационный переход, но и о 
веществах со свойствами ингибиторов, в особенности специфических ин-
гибиторов. В литературе имеются указания на то, что основные белки тор-
мозят контактную активацию фактора Хагемана [15]. Мы проверили это 
положение на двух основных белках — лизоциме и рибонуклеазе. Белки 
преинкубировали с плазмой крови в течение 5 мин, после чего добавляли 
карбоксиаэросил и в различные промежутки времени определяли актив-
ность фермента. 

На рис. 2 видно, что рибонуклеаза и лизоцим задерживают актива-
цию плазменного прекалликреина; максимум активации обнаружен на 
3^-5-й минуте вместо 1-й минуты в контроле. Кроме того, прирост актив-
ности не достигает уровня, характерного для опытов, в которых ингибитор 
не добавлялся. Лизоцим, имеющий более щелочные свойства (pi 10,1), 
оказывает более выраженное ингибиторное действие по сравнению с рибо-
нуклеазой, p i которой находится при рН 8,0. Полного угнетения активации 
не наблюдается, происходит лишь ее задержка. Точнее, основные белки 
задерживают начало активации, создавая индукционный период; параллель-
но снижается и максимум достигаемой активности. Дезоксирибонуклеаза 
(pi 5,0) — белок, имеющий свойства слабой кислоты, на активацию пре-
калликреина влияния не оказывал. 

После установления факта торможения контактной активации основ-
ными белками возник вопрос, не свойствен ли аналогичный эффект более 
простым органическим основаниям. Проведенные нами исследования по-
казали, что некоторые из них являются эффективными ингибиторами, дру-
гие инертны. На рис. 3 приведены результаты сравнения трех веществ -
путресцина (NH 2—СН 2—СН 2—СН 2—СН 2—NH 2), спермидина (NH2— 
С Н 2—СИ2—СН2— NH—СНо—СН 2—СН2—СН2—NH 0) и спермина (NH2— 
С Н 2—СН 2—СН 2- NH—СН о—СН 2—СН 2—СН 2— NH—СН 2—СН 2—СН о -
— N H o ) . 
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Путресцин (диаминобутан) оказался совершенно неактивным. Спер-
мидин (несколько более сложное основание) дал слабый эффект торможения, 
сходный с эффектом рибоиуклеазы. Спермин (еще более сложный диамин) 
проявил себя как очень мощный ингибитор. В условиях наших опытов 
он полностью подавляет контактную активацию. Все три вещества были 
использованы в одинаковых весовых концентрациях, следовательно, мо-
лярная концентрация была наибольшей для путресцина и наименьшей для 
спермина. 

Различие эффективности спермидина и спермина привлекает особое 
внимание. Эти вещества имеют общий тип строения. По сравнению со спер 

Рис. 4. Торможение активации плаз-
Рис. 3. Влияние полиаминов на акти- менного прекалликреина карбоксиаэ-
вацию прекалликреина плазмы карбок- росилом, инкубированным со спермином. 

с и а э р о с и л о м . Температура 2{3°С: 1 — аэросил — спермин, 
/ - путресцин; 2 —спермидии; 3 — спермин; 2—аэросил. Температура 10°С; 3 — аэросил — 

4 — без добавления полиамииов. спермин; 4 — аэросил. 

мидином молекула спермина усложнена повторением последовательности 
групп —СН2—СН2—СН2—NH2. Это делает молекулу симметричной по 
поперечной оси, проходящей между атомами 7 и 8 линейной последователь-
ности атомов С и N. Таким образом, сравнительно незначительное услож-
нение молекулы без введения каких-либо новых функциональных химиче-
ских групп превращает слабый ингибитор — спермидин — в чрезвычайно 
активный агент — спермин. Тот факт, что данное преобразование делает 
молекулу сильным специфическим ингибитором, показывает, что эта форма 
«узнает» и блокирует определенную структуру, существенную для контакт-
ной активации фактора Хагемана. Из участников этого процесса — фактор 
Хагемана, прекалликреин и кремнезем — наиболее вероятной мишенью 
ингибитора спермина является белок фактора Хагемана. 

Блокирующее действие спермина проявляется очень быстро. Предва-
рительное выдерживание плазмы со спермином в течение 1 мин дает столь 
же полную остановку контактной активации, как и 25-минутное выдер-
живание. 

В специальных опытах карбоксиаэросил инкубировали со спермином 
в течение 15 мин, а затем смесь добавляли к плазме. Опыты показали 
(рис. 4), что смесь карбоксиаэросил — спермин полностью лишена акти-
вирующей способности. Этот результат можно было бы отнести за счет инак-
тивации спермином аэросила, но более вероятное объяснение — быстрая 
реакция между фактором Хагемана и спермином. 

В контрольных опытах проверено отсутствие действия основных бел-
ков и полиаминов на уже активированный фермент. Исследуемые вещества 
добавляли после предварительного контакта плазмы с аэросилом. Ни в 
одном из этих опытов не отмечено задержки протамиирасщепляющего дей-
ствия фермента. 



Возникает интересный вопрос: какие особенности строения спермина 
определяют активность этого вещества? Вероятно, это сочетание групп 
NH 2 И —NIT, разделенных определенным числом —СН2—. Для решения 
этого вопроса требуются дальнейшие работы, в особенности с применением 
специально синтезированных аналогов спермина. 

Авторы выражают признательность акад. АН УССР В. А. Белицеру 
за ценные советы при выполнении работы. 
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USE OF A1RS1LES IN ACTIVATION OF P R E K A L L I K R E I N E FROM BLOOD 
PLASMA 

K. N. Veremeenko, N. F. Pogorelaya 

Laboratory of Biochemistry, Institute of Otorhinolaryngology, Kiev 

Activation of prekallikreine from human blood plasma was studied using silica 
(airsiles), which carried functional groups with acidic and alkaline properties on the 
surface. Prekallikrein was similarly activated by amino- and carboxyairsiles, posses-
sing positive and negative electric charges, respectively, at neutral pH value in a me-
dium. Lysozyme, ribonuclease and spermidine inhibited partially the prekallikreine 
activation; spermine inhibited it completely. 
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В Л И Я Н И Е Ф Л А В О Н О И Д О В НА Н Е К О Т О Р Ы Е СТОРОНЫ АЗОТИСТОГО 
О Б М Е Н А ПРИ Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О Й У Р Е М И И 

Лаборатория экспериментальной фармакологии Харьковского научно-исследователь-
ского химико-фармацевтического института 

Экспериментальными исследованиями установлено, что ряд флавоноид-
ных препаратов оказывает активное влияние на азотистый обмен [1, 2 1. 
Это послужило основанием для использования их в качестве гипоазотеми-
ческих средств при почечной недостаточности [3.1. Одним из характерных и 
наиболее ранних проявлений уремической интоксикации являются функ-
циональные расстройства нервной системы [1 ]. В связи с этим, а также 
С данными о важной роли печени в обезвреживании аммиака изучение 
воздействия лекарственных веществ на нарушенный при уремии азотистый 
обмен представляет большой интерес. 



Мы изучали влияние робинина (кемпферол-7-рамно-З-робинобиозид) 
и гиперина (кверцетин-3-галактозид) на систему превращений аммиака в 
головном мозге крыс при уремической интоксикации, а также на процесс 
мочевинообразования в печени. 

М е т о д и к а 

•! : Опыты проведены на 68 беспородных белых крысах обоего пола массой 220— 
280 г. Уремию у животных вызывали двусторонней нефрэктомией. Флавоноиды вво-
дили внутрибрюшинно в дозе 100 мг/кг (по 50 мг/кг 2 раза в день) в течение 5 дней 
до нефрэктомии и во все последующие дни до наступления коматозного состояния. 
Обмен аммиака в мозге крыс и процесс мочевинообразования в печени изучали после 
наступления уремической комы (спустя 3 сут после нефрэктомии). В качестве показа-
телей обмена аммиака в головном мозге крыс исследовали содержание свободного 
аммиака, глутамина и амидного азота белков. Животных быстро декапитировали 

Влияние робинина и гиперина на превращение аммиака в мозге крыс с экспериментальной 
уремией 

Показатели азотистого обмена, мг на 100 г 

Условия опыта Число Условия опыта крыс аммиак амидиый азот амидиый азот крыс аммиак глутамина белков 

Интактные крысы 12 0,69=^0,25*** 8,28—0,21*** 80,1=1=3,52*** 
Крысы после нефр-

эктомии (контроль) 8 1,43—0,034 10,6—0,26 60,4=1=1,01 
Введение робииипа 9 1,04+0,064*** 12,1=£0,17*** 67,9=1= 1,55*** 
Введение гиперина 8 1,12=1=0,037*** 11,4=1=0,21* 66,4=1= 1,55** 

П р и м е ч а н и е . Одна звездочка — Р<0 ,05 , две звездочки — Р<0 ,01 , три звез-
дочки — Р<0 ,001 . Р дано по сравнению с контролем. 

и немедленно погружали в сосуд с жидким азотом. Замороженный мозг извлекали» 
тщательно измельчали до тонкого порошка, взвешивали и помещали в охлажденную 
5% Т Х У . Белки отделяли центрифугированием и в безбелковых экстрактах опреде-
ляли свободный аммиак и глутамии по методу Селигсои в модификации А. И. Силако-
вой и соавт. [4]. Амидиый азот белков определяли указанным микродиффузионным 
методом после предварительного гидролиза навески замороженной ткани в 1 и. H 2 S 0 4 
в течение 1V2 ч. Пробы окрашивали феиолгипохлоридиым реактивом по методу Броу-
на и соавт. [5]. Полученные результаты выражали в миллиграммах на 100 г влажной 
ткани. 

Процесс мочевинообразования (синтез мочевины и активность аргиназы) изучали 
в срезах печени крыс после их декапитации. Приготовление и биохимическую обра-
ботку срезов производили по методике, описанной Л. Л. Брагинской и Л. И. Геллер 
16, 7] . Д л я конечного определения мочевины в фильтратах использовали уреазиый 
метод Конвея в модификации А. Г. Гииецинского [8]. Синтез мочевины и активность 
аргиназы выражали в миллимолях аммиака на 1 г влажной ткани печени. 

Цифровые "данные обрабатывали по общепринятым методам вариационного 
анализа. 

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

Результаты опытов по изучению обмена аммиака в мозге крыс при уре-
мии и после воздействия флавоноидов приведены в таблице. 

Как ^видно из приведенных в таблице данных, содержание свободного 
аммиака в мозговой ткани при уремической интоксикации более чем в 2 ра-
за (Р<0,001) превышает содержание свободного аммиака в мозге иитакт-
ных крыс. Наряду с этим наблюдается увеличение содержания амидного 
азота глутамина на 27,4% и снижение амидного азота белков на 24,6%. 

В опытах с введением нефрэктомированным крысам флавоноидов на-
блюдалось выраженное снижение накопления свободного аммиака в моз-
говой ткани. Так, со/держание аммиака в мозге крыс, получавших робинии, 
было на 27% ниже, чем у иефрэктомированиых животных, не иолучавших 
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каких-либо препаратов. Под влиянием гиперина содержание свободного 
аммиака снизилось на 22%. Одновременно с этим содержание амидного 
азота глутамина в мозге крыс под влиянием робинина и гиперина увеличи-

эсь соответственно на 14,5 и 7,6%. Уровень амидного азота белков мозга 
ефрэктомированных крыс под влиянием флавоноидов также повысился: 

после введения робинина на 12,4%, после введения гиперина на 10%. 
При изучении процесса мочевинообразования в срезах печени нефрэк-

эмированных крыс установлено, что при уремии у животных повышается 
очевинообразовательная функция печени: синтез мочевины повысился 

на 7,9 мкмоль NH3 на 1 г печени, или на 9,3% (Р<0,02), активность 
аргиназы увеличилась на 23 мкмоль NH8 
на 1 г печени, или на 5% (Р<0,05). При 

ведении нефрэктомированным крысам ро-
бинина наблюдалось некоторое снижение 
синтеза мочевины — на 5,4% (РсС^Об) и 
активности аргиназы — на 5,2% (Р<С 
0,001). Полученные данные представлены 
iia рисунке. 

Проведенные исследования показали, 
что у крыс при экспериментальной уре-
мии, вызванной двусторонней нефрэкто-
мией, происходит значительное увеличе-
ние содержания свободного аммиака 
в мозге и снижение уровня амидного 

ММ NH3 
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азота белков при выраженном увеличении амидного азота глутамина. 
Эти данные свидетельствуют, что образование аммиака в мозге 
при уремии происходит в определенной степени за счет усиления дезамини-
рования белков [9, 10]. Увеличение образования глутамина в мозговой 
ткани крыс можно рассматривать как результат компенсаторной реакции 
по связыванию аммиака, образующегося при уремической коме, подобно 
тому как это происходит и при других коматозных состояниях t i l , 121 
и отравлении различными ядами [13, 14], причем именно для нервной 
системы наиболее специфическим путем обезвреживания аммиака явля-
ется образование глутамина [14.1. 

Полученные нами данные согласуются с результатами других исследо-
вателей [151, показавших, что у морских свинок при уремической коме, 
развившейся после перевязки мочеточников, происходят аналогичные 
изменения азотистого обмена в мозге. 

Помимо изменения обмена аммиака в мозге, нами установлено, что 
при уремии наблюдается активация мочевинообразовательной функции 
печени: у нефрэктомироваиных крыс повышается синтез мочевины и уве-
личивается активность аргиназы в срезах печени. Данные литературы 1161 
свидетельствуют, что у крыс при развившейся уремии наблюдается зна-
чительное повышение образования аммиака срезами печени, что свидетель-
ствует об активации процессов дезаминирования при этой патологии. 
Принимая во внимание общепринятое мнение, что в печени млекопитаю-
щих основным путем обезвреживания аммиака является образование мо-
чевины, полученные данные свидетельствуют, что при уремической инток-
сикации в печени крыс, по-видимому, усиливаются компенсаторные реакции 
по обезвреживанию образующегося в повышенном количестве аммиака 
1утем образования мочевины. 
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Установленный факт, что введение нефрэктомированным крысам фла-
воноидов вызывает снижение содержания аммиака в мозге при одновре-
менном увеличении содержания амидного азота глутамина, свидетельству-
ет, вероятно, о том, что флавоноиды способны активизировать процесс 
обезвреживания аммиака в мозге крыс при уремической интоксикации пу-
тем образования глутамина. Как было установлено, флавоноиды тормозят 
также дезаминирование белков в ткани мозга нефрэктомированных крыс. 
По-видимому, снижение накопления аммиака в мозговой ткани под влия-
нием флавоноидов в некоторой степени может быть обусловлено также их 
способностью тормозить процесс образования аммиака, т. е. определенным 
антикатаболическим действием 117 1. 

Установленное нами угнетающее действие робинина на аргиназную 
активность срезов печени крыс находится в соответствии с данными ли-
тературы об угнетающем влиянии флавоноидов на активность ряда фермен-
тативных систем организма [18—20]. 
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E F F E C T OF F L A V O N O I D S ON SOME P A T T E R N S OF N I T R O G E N METABOLISM 
IN E X P E R I M E N T A L U R E M I A 

V. E. Sokolova, L. A. Lyubartseva 
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Content of free ammonia and glutamine amide nitrogen was increased but content 
of protein amide nitrogen was decreased in brain tissue af ter bilateral nephrectomy of rats 
causing development an experimental uremia; an increased synthesis of urea and acti-
vation of arginase were observed in liver tissue. Flavonoids robinine and hyperine de-
creased the content of free ammonia, increased the content of glutamine amide nitrogen 
as well as of protein amide nitrogen in rat brain; robinine decreased slightly the urea syn-
thesis and the arginase act ivi ty in liver slices of the nephrectomized rats . 
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В клетках печени крыс пируваткиназа (КФ 2.7.1.40) представлена 
двумя основными типами изоформ — Ьи М2 1.1, 2.1. Из них количественно 
преобладающий L-тип чувствителен к действию гормональных и алимен-
тарных факторов, а также к аллостерическому влиянию метаболитов [1, 3]. 
^ак, L-тип активируется фруктозо-1,6-дифосфатом и другими фосфорилиро-
таниыми гексозами, а ингибируется АТФ и L-аланином. Активность М2-
типа относительно стабильна и малочувствительна к действию гормонов 

1, 31. 
В ткани перевиваемых гепатом установлены глубокие изменения изо-

оермеитного состава пируваткиназы [4—6 ]. Так, в быстрорастующих гепато-
мах резко уменьшается содержание L-типа фермента, который заменяется 
Ма- типом 15—7]. Мало известно, как изменяется активность пируватки-
назы в ткани печени при введении канцерогенов и, в частности, в пре-
канцерозном периоде. Имеются лишь данные о повышении активности М2-
типа в печени и гиперпластических узлах, образовавшихся в печени при 
введении химических канцерогенов 18—101. Согласно результатам нашей 
предыдущей работы [11], при гепатоканцерогенезе, индуцированном ди-
этилнитрозамином (ДЭНА), общая активность пируваткиназы претерпевает 
заметные изменения: в первичных гепатомах существенно повышается ак-
тивность М-типа и уменьшается активность L-типа фермента [11]. Уста-
новлено также, что кинетические свойства L-типа пируваткиназы, выделен-
ного из гепатом, индуцированных ДЭНА у крыс, заметно отличаются от 
его свойств в нормальной печени [12]. Резкое повышение активности М-типа 
установлено также в первичных гепатомах, индуцированных 3'-метил-4-
диметиламиноазобеизолом 181. В гепатомах, индуцированных более сла-
бым канцерогеном — N-нитрозоморфилином, повышение активности 
М2- типа оказалось заметно менее выраженным [9]. 

В настоящей работе исследовали изменения активности изофермептов 
пируваткиназы в процессе гепатоканцерогенеза, индуцированного ДЭНА 
у крыс, начиная с начальных этапов введения канцерогена до периода 
сформирования гепатом. В качестве контроля определяли изоферментный 
состав пируваткиназы в нормальной печени. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на крысах-самцах Вистар массой 160—200 г. Гепато-
канцерогенез вызывали введением с питьевой водой ДЭНА по 2,5 мг на I кг массы 
в сутки 6 раз в неделю в течение 8 мес. Исследования проводили с начала введения 
канцерогена до конца 8-го месяца с интервалами 1 мес. 

В конце каждого месяца часть животных декапитировали, извлекали печень 
И отмывали 0,15 М КС!. Навеску печени гомогенизировали в среде, содержащей 
0,01 М трис-HCl-буфер и 0,001 М ЭДТА, 0,15 М КС1 рН 7,5. После первичного цен-
трифугирования при 9000 g надосадочную жидкость подвергали центрифугированию 
при 50 000 g в течение 1 ч. 

Растворимую фракцию (цитозоль) ткани печени разделяли на колонке (20 X 
X 150 мм) с ДЭАЭ-целлюлозой, уравновешенной 0,01 М трис-НС1-буфером pIT 7,5, 
содержащим 0,25 М сахарозу и 0,001 М ЭДТА. Изоферменты пируваткиназы разде-
ляли в градиенте концентрации КС1 (0—0,05 М), собирая фракции элюата по 4 мл, 
зсего 200 мл элюата. Хроматографию проводили при 4—8°С. 

Активность пируваткиназы определяли по нарастанию пировиноградной кис-
лоты [1]. Инкубационная смесь содержала 50 мкмоль трис-НС1-буфера рН 7,5, 
3 мкмоль фосфоэнолпирувата (гексиламмоииевая соль), -2 мкмоль 'АДФ, '5 мкмоль 
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MgSO„, 100 мкмоль KC1, 0,01 мл исследуемой фракции; общий объем инкубационной 
смеси 1,0 мл. Инкубацию проводили при 30°С в течение 3 мин. Затем в водяной бане 
к пробе прибавляли 0,5 мл 0,1% 2,4-динитрофенилгидразина. Спустя 10 мин добав-
ляли 10 мл 2,5% NaOH, а через 10 мин при комнатной температуре измеряли опти-
ческую плотность при 510 нм. Контрольные пробы не содержали АДФ. Стандартные 
кривые получили при использовании растворов пирувата натрия. 

Активность пируваткимазы (как в растворимой фракции, так и в элюате) выра-
жали в микромолях пировииоградиой кислоты, образованной за 1 ч инкубации при 
30°С на 1 мл фракции элюата или на 1 мг белка (условная единица активности). Со-
держание белка определяли по Лоури. 

Параллельно с биохимическими исследованиями проводили гистологическое 
изучение печени и опухолей в лаборатории механизмов канцерогенеза. Препараты 
окрашивали гематоксилин-эозином, по Ван-Гизону и Маллори. 

Результаты исследования подвергали вариационно-статистической обработке 
(t-тест Стыодента). 

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

При хроматографическом фракционировании изоферментов пируват-
киназы у контрольных крыс (рис. 1) были получены два пика (фракции) 
активности. Первый пик (М2-тип) не адсорбировался на ДЭАЭ-целлюлозе 

Рис. 1. Изоферменты пируваткиназы, выделенные при хроматогра-
фическом фракционировании на колонках с ДЭАЭ-целлюлозой. 

1 — нормальная печень (средние данные, 8 крыс); 2 — гепатома с умеренной 
степенью клеточной дифференцировки; L и М 2 — изоферменты пируваткина-

зы. 

и элюировался с балластными белками исходным 0,01 М трис-НС1-буфером 
рН 7,5, содержащим 0,25 М сахарозу и 0,001 М ЭДТА. Второй пик ак-
тивности (L-тип) элюировался при 0,18—0,20 М КС1 (см. рис. 1) и со-
держал 87—88% от общей активности фермента. 

При гепатоканцерогеиезе наряду с изменением общей активности пи-
руваткиназы возникли также изменения в ее изоферментном спектре (см. 
таблицу). Так, в первые месяцы введения канцерогена повышение общей 
активности фермента происходило в основном за счет L-типа изофермента. 
Затем активность снижалась до исходного уровня, а иногда и несколько 
ниже. Первичное обратимое повышение активности пируваткиназы явля-
ется, очевидно, результатом токсического действия канцерогена. На это 
указывают также результаты морфологического исследования, свидетель-
ствующие о том, что в первые месяцы введения ДЭИА наблюдались не-
которые признаки токсического повреждения клеток печени, в частности 
ангулярная вакуолизация. На глубокие нарушения механизмов клеточ-
ного гомеостаза указывают данные [13], подтверждающие, что после двух-
недельного введения ДЭНА крысам клетки печени теряют контроль над 
митотической активностью. С другой стороны, из литературы известно, что 
уже после первых аппликаций канцерогенов (диметил-1,2-бензантрацен) 
крысам изменяется функциональная активность коры надпочечников [14 1, 
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что вызывает нарушения гормонального гомеостаза и изменения активности 
ферментов. 

Через 4 мес в печени отмечались признаки гиперплазии, усиливаю-
щейся к концу 5-го месяца; в этот период в цитоструктуре печени отме-

алась очаговая и узловая гиперплазия. Кроме этого, у половины крыс 

Общая активность пируваткиназы и ее изоферментов (в мкмоль на I мг белка за 1 ч) 
в процессе гепатоканцерогенеза 
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были найдены единичные узелки (диаметром 1—2 мм) высокодифференци-
рованных гепатом. С возникновением гиперпластических явлений и первых 
признаков опухолевого роста на 5-м месяце опыта активность пируваткина-
зы вновь повышалась. В этот период 
наблюдалось повышение активности 
обоих типов изоферментов (рис. 2). 
С прогрессировавшем бластоматозного 
процесса в конце 6—7-го месяца, ког-
да в печени возрастало количество опу-
холевых узлов и гепатом (диаметром 3— 
4 мм), активность изоферментов пиру-
ваткиназы, особенно М2-типа, еще бо-
лее повышалась. Одновременно гипер-
пластические явления заметно умень-
шались. Через 8 мес у большинства 
животных были найдены обширные мно-
жественные опухоли в печени; они до-
стигали диаметра 10 мм и более и не-
редко образовывали крупные конгломе-
раты. Кроме гепатом с высокой степенью 
клеточной дифференцировки, имелись 
также гепатоцеллюляриые карциномы 
с различной степенью дифференциров-
ки, а в единичных случаях — анапла-
стические и смешанные гепатомы, в ре-
зультате чего нормальной ткани пече-
ни оставалось очень мало. В этот период (в конце 7—8-го месяца) общая 
активность пируваткиназы составляла 170—180% от активности нормаль-
ной печени. Примерно в такой же мере была повышена и активность 
Lf типа изофермента. Однако с конца 7-го месяца его активность больше не 
повышалась, в то же время активность М2-типа проявляла явную тенден-
цию к повышению (см. рис. 2). 
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Рис. 2. Изменения активности L- и 
М2-типа пируваткииазы в ткани пе-

чени при канцерогенезе. 
Сплошная линия — активность L-типа, 
пунктирная — активность М 2 -типа. К — 

контроль (100%). 
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В ткани первичных гепатом, иуднцированных ДЭНА, активность пи-
руваткиназы была заметно выше (от 2,35 до 5,0 усл. ед.), чем в нормальной 
печени (1,08—2,27 усл. ед.). Соотношение между L- и М2-типом изофермен-
тов изменялось в зависимости от клеточной дифференцировки [11 1. Так, 
в гепатомах с высокой степенью клеточной дифференцировки активность 
L-типа составляла 81%, М 2 -типа—19% от общей активности пируват-
киназы. В гепатомах с умеренной (до низкой) степенью клеточной дифферен-
цировки активность М2-типа составляла 42—44% от общей активности 
(см. рис. 1). Следует добавить, что изоферменты гепатом выделяли при 
таких же концентрациях КС1, как и изоферменты пируваткиназы нор-
мальной печени. 

Таким образом, результаты данной работы показывают, что изофер-
ментиый состав пируваткиназы изменяется не только в ткани гепатом, ин-
дуцированных ДЭНА, но и уже в процессе гепатоканцерогенеза. Если в 
первые месяцы введения канцерогена изменение активности изоферментов 
пируваткиназы (в основном повышение активности L-типа) можно рассмат-
ривать как реакцию на токсическое действие канцерогена, то сдвиги, воз-
никающие в более поздние сроки опыта, связаны с необластической транс-
формацией клеток печени. Повышение активности L- и М2-типа пируват-
киназы на ранних этапах гиперплазии свидетельствует о ранних изменениях 
в изоферментном составе этого фермента при опухолевом росте. По данным 
литературы [9], в гиперпластических узлах, индуцированных N-флуоре-
нилацетамидсм, значительно повышалась только активность М2-типа пи-
руваткиназы. Можно предполагать, что повышение активности обоих типов 
этого фермента на ранних этапах канцерогенеза в настоящей работе объ-
ясняется тем, что исследованию подвергались не только гиперпластические 
узелки, но и растворимая фракция всей ткани печени. Возможно, что в 
клетках печени, ие затронутых необластической трансформацией, актив-
ность ;L-типа фермента, адаптированного к различным регуляторным фак-
торам 1.1, 3.1, на начальных этапах канцерогенеза не угнетается, а, на-
оборот, повышается. Этому не противоречат и данные о том, что в конце 
опыта, когда в печени преобладала опухолевая ткань, активность L-типа 
больше не повышалась, а понижалась. 

Пируваткиназа играет важную роль в регуляции двух противополож-
ных путей обмена углеводов — гликолиза и глюконеогенеза — в печени 
[15, 16]. Нарушение изоферментного состава пируваткиназы на ранних 
этапах гепатоканцерогенеза приводит к изменению ее регуляторных свойств 
[10] и, следовательно, к нарушению баланса между катаболизмом и ана-

болизмом углеводов в необластических клетках. В литературе [61 имеются 
указания на то, что высокая активность пируваткиназы, по-видимому, яв-
ляется одним из основных факторов, обеспечивающих высокую гликолити-
ческую активность в опухолевой ткани. Существуют также эксперимен-
тальные доказательства [17], позволяющие полагать, что пируваткиназпая 
реакция может конкурировать за АДФ с дыхательной системой митохонд-
рий [17] и что от активности и свойств пируваткиназы зависит не только 
скорость гликолиза, но и эффекты Крэбтри и Пастера в опухолевой тка-
ни [18]. Таким образом, наблюдаемые в данной работе повышение общей 
активности пируваткиназы и изменения в ее изоферментном составе ука-
зывают на глубокую перестройку метаболизма клеток в ходе гепатокан-
церогенеза. 
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A L T E R A T I O N S OF ISOENLYME SPECTRUM OF PYRUVATE K I N A S E 
IN H E P A T O C A R C I N O G E N E S I S 

L. A. KiTdema 
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of the Estonian SSR, Tallin 

Together with an increase in the total activity of pyruvate kinase, alterations in 
the isoenzyme spectrum were observed in hepatocarcinogenesis caused by treatment of 
rats with diethylnitrosamine. The alterations might be divided into two steps: initial, 
reversible changes and changes immediately related to development of the blastomatous 
process. The total activity of pyruvate kinase was gradually increased with appearance 
of hyperplastic symptoms as well as of primary tumoral foci in liver tissue. The M2-type 
of pyruvate kinase tended to exhibit activation. In primary hepatomas the L-type of 
the enzyme was decreased and activity of the M2-type was increased. 

УДК 616.633.75-074 

В. И. Кулинский, JI. И. Кононова, Я. С. Саворенко 

И С С Л Е Д О В А Н И Е О Б М Е Н А Т Р И П Т А М И Н А У Ч Е Л О В Е К А 

Кафедры биохимии и госпитальной терапии Красноярского медицинского института 
и краевая клиническая больница № 1, Красноярск 

Экскреция триптамина с мочой у человека не зависит от величины диуреза. Курс 
лечения неомицином существенно не влияет на экскрецию триптамина, что свидетель-
ствует против гипотезы о его бактериальном происхооюдении. Экскреция триптамина 
возрастает при введении триптофана, ингибиторов моноаминоксидазы и их сочета-
ния. Сиднофен и сиднокарб вызывают гипотриптаминуршо. Высокая гипертриптамин-
урия обнаруоюена при активном хроническом гепатите и циррозе печени. 

Триптамин был обнаружен в моче человека в 1956 г. Вскоре исследова-
ние его экскреции было внедрено как ценный тест для определения актив-
ности моноаминоксидазы (МАО) при лечении ингибиторами этого фермен-
та |1]. Однако устойчивого интереса к триптамину в те годы не возникло, 
что могло быть обусловлено рядом причин. Прежде всего, несмотря на чет-
кую фармакологическую активность триптамина 12 I, его физиологические 
функции оставались неясными. Триптамин не удалось обнаружить в тканях 
нормальных животных [3]. И, наконец, полагали, что триптамин мочи имеет 
в основном бактериальное происхождение [41. В последние годы интерес 
к триптамину значительно возрос. Доказано его наличие в ряде тканей жи-
вотных и человека и получены первые данные о физиологическом значении 
этого соединения [5—8 I. Обнаружены изменения обмена триптамина при 
патологии головного мозга [2, 6 I и соматических заболеваниях [2, 9, 101. 
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В связи с этим стала насущной разработка методических аспектов опре-
деления триптамина в моче человека и изучение его обмена в норме и при 
патологии. Этим вопросам и посвящена настоящая статья. 

М е т о д ы и с с л е д о в а н и я 

К 0,5—5 мл мочи, содержащей 0,1 — 1 мкг (0,06—6 нмоль) триптамина, добавляют 
0,1 мл 7% трилона Б, 0,1 мл 1% аскорбиновой кислоты, 0,05 мл 0,1% ализаринового 
желтого, доводят объем водой до 3—5 мл, подщелачивают, экстрагируют бензолом 
и переводят з норгарман, как описано ранее [11]. Флюориметрию проводят при 
А,х=365 им, ^ = 4 5 0 им. Мы использовали флюориметр ЭФ-ЗМ с повышенной чувстви-
тельностью с первичным фильтром ФК-1 и вторичными В г 2 . Параллельно с мочой 
каждый раз обрабатывают контроль на реактивы и 1 мкг триптамина. На нашем при-
боре показания флюориметра для первого соответствовали в среднем 9 делениям, для 
второго — 60—70 делениям. Стандартные растворы триптамина готовят на 0,01 н. ЫС1 
и сохраняют в холодильнике. Устойчивость маточного раствора, содержащего в 1 мл 
50 мкг триптамина основания (61,4 мкг триптамина хлоргидрата), 6 мес, рабочего рас-
твора (0,5 мкг/мл) — 1 мес. 

Х- V] 
Расчет производят по формуле: ТА = ^ у мкг в сутки, где X — показания 

флюориметра для исследуемой мочи, К — показания для стандарта (I мкг триптамина), 
уг — суточный диурез, V2 — объем мочи, взятый на исследование, ТА — количество 
триптамина в суточной моче (в мкг). 

Градуировочный график линеен в диапазоне 0,05—1 мкг тирамина. Открытие 
добавленного триптамина — 98=^2,4%, выход при экстракционных процедурах 73=t3% 
(/г=14), ошибка параллельных определений =£:4%. 

Определению тирамина в моче мешают флюоресцирующие лекарства: тетрацик-
лин, хинин, допегит, витамин D, фолиевая кислота, мелипрамин. Моча сохраняется 
в холодильнике без потерь в течение еще 1—2 сут; подкисление проб до рН 4,0 не из-
меняет результатов. 

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

В норме экскреция триптамина составляет 146±3,6 мкг (912±22 нмоль, 
п = 111) в сутки. Это больше, чем средние величины, найденные другими 
авторами (79 и 104 мкг) [1, 12]. На нашем материале область допустимых 
значений для нормы с 95% надежностью составляет 72—220 мкг. Данные, 

полученные пятыо разными иссле-
дователями на протяжении 5 лет, 
отклонялись на 2 ,8±5 ,2%. 

Распределение индивидуаль-
ных величии экскреции триптамина 
приведено на рис. 1. Оно являет-
ся одновершинным, симметричным 
и очень хорошо соответствует нор-
мальному распределению (по кри-

Рис. 1. Распределение содержания трип-
тамина в суточной моче. 

По оси абсцисс — суточная экскреция трипта-
мина (в мкг); по оси ординат — частоты слу-
чаев (в %). Столбики — экспериментальные 
данные, точки и кривая — рассчитанное нор -

малыше распределение. 

терию X2 Р > 0,9). Следовательно, статистический анализ данных по со-
держанию триптамина в моче может производиться на основе нормального 
распределения или (при малой выборке) распределения Стыодента. 

У мужчин суточная экскреция триптамина составляет 158±8 мкг, у 
женщин — 142±4 мкг; области допустимых значений соответственно рав-
ны 75—245 и 70—214 мкг. Хотя различие между полами невелико (10%), 
оно статистически значимо (Р < 0,05). Распределение по возрасту: 17— 
20 лет — 153±9 мкг, 21—30 лет — 147+5 мкг, 31—40 лет — 134±5 мкг, 
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60 л е т — 1 3 3 ± 1 4 мкг, т. е. намечается тенденция к небольшому (на 
%) снижению экскреции триптамина с возрастом. 

У 6 человек определения триптамина проводили 6—19 раз на протяже-
и 3 лет. 

Средний коэффициент вариации равнялся 2 4 ± 3 % , что не отличается от 
зброса данных у разных лиц. Эти колебания могут отражать влияние 

сезона года, погоды, режима •питания и индивидуальных ритмов. Сезонные 
тмы концентрации триптофана и серотонина у людей уже описаны 113]. 

Изучена возможная взаимосвязь экскреции три птамина с функцией по-
К. Коэффициент корреляции между выделением триптамина и суточным 

7оо 

400 

че 
диурезом очень мал и не достигает значимости: г8 = +0,20, п ~ 94, 
Р < 0,1. У 5 человек проведены 
пробы с сухоедением в течение 
I ,!> сут и с водной нагрузкой 
(1,5 л воды за 1 ч). Несмотря 
на большие изменения диуреза 
(в 2 -3 раза), экскреция трипта-
мина за б и 24 ч изменяется нез-
начимо (Р = 0,1—0,8). Отсут-
ст: з у ет ко р р ел я ци я трип там и на 
как с диурезом в оба периода 
<rj 0,42, Р > 0,1), так и с 

Рис. 2. Влияние различных веществ 
па экскрецию триптамина с мочой. 
У — ипразид (ипрониазид) в дозах 75 — 
100 -125 мг в сутки; 2 — нуредал (ниала-
мид) в дозе 125 мг ежедневно, стрелкой 
показано введение на его фоне 1 г D, L-
триптофана; 3 — неомицин по 0,75 г ежед-
невно; 4 — сиднофен в дозах 15 — 20 — 25 мг 

в сутки. 
По оси абсцисс — продолжительность кур-
са |в сут); по оси ординат — экскреция 
триптамина (в % к исходным значениям). 

фильтрацией по креатинину (соответственно rs — - -0 , 18 и +0,18, Р > 0,1) 
Это подтверждает правильность выражения результатов по определению 
триптамина в моче не в виде концентрации, а в суммарном выведении за 
сутки или другой период. 

Известна точка зрения, что кишечные бактерии являются главным или 
даже единственным источником триптамина мочи у человека [4]. Однако 
данные, приводимые в пользу этого заключения, весьма противоречивы и 
неубедительны 14]. На нашем материале (п = 14) при проведении курса 
неЬмицина по 0,75 г в сутки (в части случаев дополнительно давался энте-
росеитол по 0,75 г в сутки) через 7 сут наблюдалась лишь небольшая тен-
денция к снижению экскреции триптамина, которая не была статистически 
значима (—18±9 мкг, п = 7, Р < 0 , 1 ) (рис. 2). Так как неомицин обла-
дает широким спектром бактерицидного действия и с успехом применяется 
для проверки вклада кишечных бактерий в образование ряда метаболитов, 
например индикаиа [14] и индолилацетата [14—16], наши данные показы-
вают, что триптамин мочи продуцируется организмом человека. В пользу 
этого представления свидетельствуют также данные, что неомицин, резко 
снижая выделение индикана и индолилацетата, не влиял на экскрецию трип-
тамина у собак с экспериментальными инфицированными карманами в ки-
шечнике [14]. Более того, даже прямое введение триптамина в кишечник не 
влияло на его экскрецию мочой [1]. Многочисленные данные, свидетель-
ствующие, что индолилацетат мочи в значительной мере имеет бактериаль-
ное происхождение [14—16], не противоречат вышеизложенному заклю-
чению, так как бактерии образуют этот метаболит в основном не окисли-
тельным дезамииированием триптамина, а переаминированием трипто-
фана [15]. 
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Суточные изменения экскреции триптамина представлены на рис. 3 (п 
= 15). Максимальные величины экскреции наблюдались утром (8:—10 ч) 
и ночыо (22—8 ч), минимальные — в 12—14 ч (Р < 0,1). Однако в целом 
суточные ритмы экскреции триптамина мало выражены. За первую половину 
дня выделяется в сумме 25,1 % триптамина, за вечерние 6 ч — 23,6%, а за 
ночные 12 ч — 51,3%. 

Нагрузка D, L-триптофаном увеличивает • экскрецию триптамина, что 
подтверждает литературные данные 1 1 1. При обеих исследованных дозах 
(1 и 2 г) максимум экскреции наблюдается через 2 4 ч после приема трипто-
фана, затем скорость его выведения снижается (см. рис. 3). В обоих слу-
чаях за первые 12 ч с мочой выводится 66% дополнительно выведенного три-

тамина. Динамика экскре-
ции триптамина после на-
грузки триптофаном отли-
чается от выведения индо-

15 ' лилацетата полным отсут-
ствием второго пика,. 

ю 

10 12 И 16 18 20 22 24 

Рис. 3. Суточная ритмика эк-
скреции триптамина до и пос-

ле нагрузки триптофаном. 
1 — фоновая экскреция; 2 — трип-
тофан в дозе 1 г; 3 — триптофан в. 
дозе 2 г (внутрь в 8 ч утра). Точ-
ки соответствуют середине иссле-

дованного интервала, 
l jo оси абсцисс — время суток (в ч); 
по оси ординат — скорость э к с -

креции триптамина ( в мкг/ч). 

имеющего бактериальное происхождение [16]. Это является еще одним 
подтверждением того, что триптамин мочи образуется в организме человека. 

Общий прирост содержания триптамина в моче за сутки после нагрузки 
триптофаном является одинаковым у мужчин и женщин. В среднем он 
равняется 1 г + 73=1=8 мкг при дозе триптофана (п = 1 9 , Р < 0,001), 
+ 134=1=13 мкг при дозе 2 г (п = 8, Р <С 0,001), +256=1=16 мкг при дозе 
5 г (я = 6, Р « 0,001), что соответствует 0,015, 0,013 и 0,010% введенной 
/дозы триптофана (в пересчете на L-изомер). Если учесть, что суточное по-
требление L-триптофана равно J г [18], то средняя фоновая экскреция трип-
тамина (146 мкг) соответствует 0,015% потребленного триптофана. Это по-
казывает, что при нагрузке 1—2 г триптофана количество образующегося 
триптамина возрастает пропорционально дозе и лишь при увеличении дозы 
до 5 г намечается снижение скорости образования триптамина. Наши дан-
ные согласуются с тем, что значение Км для декарбоксилирования трипто-
фана — 1,4-10 - 2 М [19] — на 3 порядка выше, чем концентрация трипто-
фана (1—6-10~б М) в печени, головном мозге и уровень свободной амино-
кислоты в плазме крови [3, 17]. Очевидно, что в условиях столь значи-
тельной ненасыщенности декарбоксилазы триптофаном любое увеличение 
его концентрации должно приводить к увеличенному синтезу триптамина в 
организме, а затем к возрастанию его экскреции, как это и наблюдалось в 
описанных экспериментах. 

Если прием 2 г триптофана не индуцирует у человека триптофангидро-
ксилазу [18], то для больших доз этот феномен хорошо известен. Стиму-
ляция же кинуренинового пути приведет к «утечке» триптофана, в резуль-
тате биосинтез триптамина может понизиться, как это уже показано для серо-
тонина [20]. Это обстоятельство может объяснить относительное снижение 
образования триптамина после введения 5г триптофана. Различий между 
эффектом введения 1 г D,L-триптофана и 0,5 г L-триптофана не обнару-
жено (Р > 0,1), что согласуется со стереоспецифичностью декарбоксилазы 
циклических аминокислот [19]. 
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В отличие от триптамина нагрузка 0,25—2 г D, L-триптофана винтер-
вале 2—24 ч не изменяет концентрацию серотонина в крови (п = 22, Р > 
> 0,1—0,5). 

Введение ингибитора МАО нуредала (ниаламида) по 125 мг ежедневно 
монотонно повышает экскрецию триптамина на протяжении 5 сут, однако в 
последующие 3—4 сут наблюдается устойчивое плато (повышение в 51/2 ра-
за, п 14, Р <^0,001, см. рис. 2), свидетельствующее, очевидно, о прак-
тически полном ингибироваиии МАО в организме. В этих условиях в виде 
триптамина с мочой выводилось примерно 0,1% пищевого триптофана. Этот 
факт четко подтверждает, что триптаминовый путь обмена триптофана яв-
ляется минорным, так как в кинуренин превращается 2—12%, в индикан — 
3 - 1 0 % , в серотонин—1—3%, а в виде неизменного триптофана выде-
ляется 0,5—3% [18, 21]. Интересно также отметить, что в индолилацетат 
переходит 0,6—4% триптофана [15, 16, 18, 21], что согласуется с бакте-
риальным происхождением значительной части индолилацетата. 

Нагрузка 1 г D,L-триптофана на 8—10-й день курса нуредала увели-
чивает экскрецию триптамина в 2—Зраза более значительно, чем у интакт-
ных людей (см. рис. 2). Очевидно, вновь синтезированный триптамин также 
меньше метаболизируется в условиях полного ингибирования МАО. 

Введение ипразида в возрастающей дозе (от 75 до 125 мг в сутки, п = 
=f 9) в течение 3 сут вызывает прирост триптамина мочи (Р < 0,001), полно-

стью идентичный эффекту нуредала (см. рис. 2). 
Оба гидразиновых ингибитора МАО увеличивают концентрацию се-

ротонина в крови: ипразид — на 3-й сутки на 81 % (Р < 0,05), нуредал — 
на 4—6-е сутки на 40% (Р < 0,05). Однако на 7—10-е сутки курса нуре-
дала концентрация серотонина возвращается к норме. Это может быть связа-
но с ингибированием лимитирующего фермента биосинтеза триптофангид-
роксилазы накапливающимся серотонином или с активацией других путей 
метаболизма. Введение на фоне нуредала 1 г D,L-триптофана повышает 
концентрацию серотонина в крови на 37% (Р << 0,05). В целом увеличение 
экскреции триптамина при введении ингибиторов МАО было гораздо резче 
выраженным, чем увеличение концентрации серотонина. Это связано, оче-
видно, с тем, что у триптамина в отличие от серотонина практически нет аль-
тернативных путей метаболизма [1, 5, 111. 

Учитывая высокий подъем экскреции триптамина после курса гидрази-
новых ингибиторов МАО, мы решили изучить эффект других психостиму-
ляторов и антидепрессантов. Сиднофен в возрастающих дозах 15—20— 
25 мг в сутки четко снижает выведение триптамина (п = 7, Р < 0 , 0 1 , см. 
рис. 2). Этот результат оказался неожиданным, так как сиднофен явля-
ется ингибитором МАО [22]. Близкий к сиднофену сидиокарб в дозах 
10—15—20—30 мг в сутки вызывает аналогичную, но менее выраженную 
тенденцию (25—14%, п = 1 0 , Р < 0,1). Введение на его фойе 1 г D,L-трип-
тофана не вызывало никакого повышения экскреции триптамина. Концент-
рацию серотонина сиднокарб не изменяет. Вероятно, сиднофен и сидиокарб 
снижают биосинтез триптамина. Четкий эффект нейротропных веществ 
на экскрецию триптамина свидетельствует в пользу значения триптамина для 
деятельности головного мозга. 

Как уже упоминалось, экскреция триптамина изменяется и при сомати-
ческих заболеваниях [2, 9, 10]. Особого внимания заслуживает в этом от-
ношении патология печени, так как активность МАО по отношению к трипта-
мину у человека максимальна в этом органе [23]. Можно было ожидать, 
что при поражении паренхимы печени катаболизм триптамина значительно 
снизится. Это полностью подтвердилось в наших исследованиях: при ак 
тивном хроническом гепатите и особенно при циррозе печени экскреция 
триптамина значительно возрастает (соответственно в 2,1 и 2,7 раза, п = 35, 
I: 0,001). Выражаем благодарность В. Г. Яшунскому за синтез и 
предоставление сиднофена и сиднокарба, Г. П. Шелухе и Т. В. Россие-
вой — за участие в проведении некоторых экспериментов. 
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TRYPTAMINE METABOLISM IN MEN 

V. I. Kulinsky, L. 1. Ко no nova, N. S. Savorenko 

Medical School, Regional Hospital N 1, Krasnoyarsk 

A modified norharmane method was used for estimation of tryptamine iri human 
urine at normal state. Tryptamine excretion did not depend on diuresis. Administra-
tion of neomycin did not affect the tryptamine excretion, which is inconsistent with the 
hypothesis on bacterial origin of the amine. Dynamics of tryptamine excretion was stu-
died after administration of tryptophane, inhibitors of monoamine oxidase and their 
combinations. Sydnophen and sydnocarb caused hypotryptaminuria. Marked hyper-
tryptaminuria was observed in severe chronic hepatit is and liver cirrhosis. 

УДК 616.248-07:616.155.3-008.939.963.32-074 

С. И. Ялкут, С. А. Данилова, О. К. Кульчицкий 

И С С Л Е Д О В А Н И Е АКТИВНОСТИ ФОСФОДИЭСТЕРАЗЫ цАМФ 
В Л Е Й К О Ц И Т А Х Б О Л Ь Н Ы Х Б Р О Н Х И А Л Ь Н О Й АСТМОЙ 

Отдел аллергологии Института проблем онкологии АН УССР, лаборатория клиииче-
' ской биохимии Института геронтологии АМН СССР, Киев 

Исследовали активность фосфодиэстеразы (ФДЭ) цАМФ в лейкоцитах больных 
бронхиальной астмой и здоровых людей и чувствительность фермента к различным 
концентрациям препаратов, вызывающих торможение и стимуляцию его активности: 
теофиллину, папаверину, инталу, имидазолу. Показано, что в межприступном перио-
де бронхиальной астмы активность фермента, была такой же, как у здоровых людей, 
но диапазон чувствительности ФДЭ к действию фармакологических агентов шире. 
Длительная терапия ингибиторами ФДЭ не вызывает развития резистентности. 

Циклический аденозин- и гуанозинмоиофосфат (цАМФ и цГМФ) яв-
ляются универсальными регуляторами процессов клеточного гомеостаза. 
На нормализацию метаболизма этих соединений направлено фармаколо-
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гнческое действие различных препаратов. В частности, терапевтический 
эффект теофиллина связан с накоплением цАМФ в клетке вследствие ин-
гибирования фермента фосфодиэстеразы (ФДЭ), катализирующий превра-
щение циклического нуклеотида в 5'-АМФ. 

Целью данной работы явилось определение активности ФДЭ цАМФ в 
лейкоцитах больных бронхиальной астмой в зависимости от формы заболе-
вания, а также исследование диапазона чувствительности ФДЭ к дей-
ствию стимуляторов и блокаторов in vitro. 

Выбор лейкоцитов в качестве объекта исследований был обусловлен 
следующими факторами. Во-первых, нарушение адренергических механиз-
мов регуляции при бронхиальной астме наблюдается не только в ткани 
бронхолегочного аппарата, но и в других клетках. Например, показано 
[I I, что понижение активности аденилатциклазы, участвующей в образо-
вании цАМФ из АТФ, в лейкоцитах больных бронхиальной астмой аде-
кватно отражает выраженность броихоспастической реакции и чувствитель-
ность к стимуляции Р2-ЗДреномиметиками. Во-вторых, так как активность 
ФДЭ в различных клеточных элементах — нейтрофилах, эозинофилах и 
лимфоцитах — существенно не различается [2], то результаты исследова-
ния активности фермента в лейкоцитах сопоставимы у больных с различной 
лейкоцитарной формулой. 

Исследовали чувствительность ФДЭ к следующим препаратам: теофил-
лину, папаверину, инталу, имидазолу. Первые три соединения блокируют, 
а имидазол стимулирует активность фермента 13—51. 

М е т о д и к а 

Определение активности ФДЭцАМФ проводили в лейкоцитах 18 больных с обо-
стрением бронхиальной астмы (9 мужчин, 9 женщин) и 16 здоровых лиц (9 мужчин, 
7 женщин). Возраст обследованных 30—50 лет. По классификации А. Д . Азо и 
П. К. Булатова, атоническая форма бронхиальной астмы наблюдалась у 5, а инфек-
ционмо-аллергическая — у 13 больных. Частота приступов — от одного до несколь-
ких раз в сутки. Кровь для исследования брали утром, натощак; в течение 12 ч до 
этого больные не принимали фармакологических препаратов. В состав комплексной 
терапии у всех обследованных больных входил эуфиллин. 

Препараты для исследования брали в следующих концентрациях: теофиллин 
ф Ю - \ 1 ,7 .10-», 1,7- 1 0 — М ; папаверин М 0 ~ 4 , М О " 5 М; интал 5- 10~2, 5- Ю~3, 
5- Ю - 4 М; имидазол М О " 4 , М О " 5 , Ы 0 - « М. 

Лейкоциты выделяли в градиенте плотности желатины из 10 мл гепарииизиро-
ваипой крови. Клетки отмывали в кребс-рингер-фосфатной среде (рН 7,2), осаждали 
центрифугированием и разрушали небольшим количеством воды. Надосадочную жид-
кость использовали как источник фермента. Белок определяли методом Лоури. 

Инкубационная смесь объемом 0,4 мл содержала 50 пмоль цАМФ фирмы «Rea-
nal», 0,2 мкКи [8 3 Н] цАМФ фирмы «Amersham», MgCl2 — 8 - 1 0 ~ 3 М, трис-НС1 -
4 - 1 0 ~ 2 M, 200 мкг белка и препарат в исследуемой концентрации. Пробы инкуби-
ровали 30 мин при 37°С. Реакцию останавливали кипячением в течение 3 мин, пробы 
охлаждали и добавляли в качестве свидетелей по 0,01 мл (0,2 мг) растворов 5'-АМФ 
и цАМФ, центрифугировали и 0,1 мл надосадочной жидкости наносили на хромато-
графическую бумагу ФН-1. Нисходящую хроматографию проводили в системе 1 М 
ацетат аммония — 96% этанол (15 : 35). Величина R j в этой системе составляет для 
цАМФ 0,42, для АМФ — 0,14. Пятна, содержащие АМФ и цАМФ, вырезали и поме-
щали во флаконы, содержащие 5 мл сцинтиллятора ЖС-8. Радиоактивность подсчи-
тывали в счетчике «Intertechnique SL-ЗО». Активность фермента выражали в пи ко мо-
лях образовавшегося АМФ на 1 мг белка за I мин инкубации. 

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

Исследование активности ФДЭ цАМФ в зависимости от формы брон-
хиальной астмы и в сопоставлении с данными, полученными на здоровых 
людях, дало следующие результаты. 
Достоверных различий между группами выявлено не было. 

На рисунке приведено процентное отношение активности ФДЭ цАМФ 
после инкубации с исследуемыми препаратами по сравнению с исходным 
уровнем. Как следует из рисунка, диапазон чувствительности ФДЭ к 
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действию как стимулирующих, так и блокирующих агентов у больных с 
атонической и инфекционно-аллергической формами бронхиальной астмы 
шире, чем у здоровых людей. 

Установлено, что независимо от формы бронхиальной астмы активность 
ФДЭ цАМФ во внеприступном периоде не отличается от активности у здо-

ровых лиц. Аналогичные резуль-
таты были получены другими ав-
торами [2]. Однако в той же ра-
боте показано двукратное повыше-
ние активности ФДЭ на высоте 
развития астматического приступа. 
В этой связи обращает на себя вни-
мание установленный нами факт, 
что у больных бронхиальной аст-
мой ФДЭ цАМФ обладает повы-
шенной чувствительностью к сти-
муляции имидазолом. Возможно, 
что эта функциональная особен-

ность фермента имеет место также при действии других факторов, в част-
ности медиаторов гуморального и тканевого гомеостаза, и наряду с изме-
нением чувствительности адренорецепторов может определять дисфунк-

цию адренергической регу-
ляции у больных бронхи-
альной астмой 

Исследование актив-
ности ФДЭ цАМФ при 
инкубации с различными 
концентрациями ингибито-
ров — теофиллина, папа-
верина, интала — позво-
ляет прийти к следующему 
заключению: у больных 
бронхиальной астмой фер-
мент более чувствителен к 
действию изучавшихся 
препаратов, чем у здоро-

Измеиение активности Ф Д Э 
цАМФ после инкубации с ис-
следованными препаратами у 
здоровых лиц (/) и больных 

бронхиальной астмой (2). 
А — тсофиллин; 5 — интал; В — 
папаверин; Г — имидазол. О на оси 
абсцисс соответствует активности 
фермента без добавления препара-

та. 

вых людей. Длительное применение этих соединений в терапевтиче-
ских дозах не вызывает у больных развития резистентности. 

Обследованные 
Активность ФДЭ, 
цАМФ пкмоль на 

I мг белка/мин 

Больные бронхиаль-
ной астмой ] ,1—0,09 

Р > 0 , 1 
атопичсской 1,08—0,1 

Я > 0 , 1 
инфекционно-аллер-

1,14=1=0,11 гической 1,14=1=0,11 
/>>0,1 

Здоровые люди 1,05=1=0,07 
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AC T1VITY OF cAMP P H O S P H O D I E S T E R A S E IN LEUKOCYTES OF P A T I E N T S 
W I T H BRONCHIAL ASTHMA 

/. Yalkut, S. A. Danilova 

Department of Allergology, Insti tute of Oncological Problems, Academy of Sciences 
of [the Ukrainian SSR, Laboratory of Clinical Biochemistry, Institute of Gerontology, 

Academy of Medical Sciences of the U S S R , Kiev 

Activity of cAMP phosphodiesterase was similar in leukocytes of healthy persons 
an(l of the patients with bronchial asthma in the period of remission. The enzymatic 
act ivi ty was independent on the form of the impairment (infectious-allergic or atopic 
types). Sensitivity of cAMP phosphodiesterase to the effect of its inhibitors and stimu-
lates — theophylline, papaverine and imidazole was higher in the patients as compared 
wi:h the healthy persons. Prolonged therapy with the phosphodiesterase inhibitors did 
not lead to development of resistance. 

УДК 576.851.48.004.3:577.133 

И. И. Никольская, Н. В. Аникейчева, С. С. Александрова, С. С. Дебов 

О Б Н А Р У Ж Е Н И Е П Л А З М И Д В К Л Е Т К А Х Е. COLI СК 

Лаборатория эизимологии АМН СССР, Москва 

Показано присутствие кольцевых сверхспирализованных плазмидных ДНК в клет-
ках Е. со U С К. Одна из плазмид п Есо СК-1 имеет длину 21,1 мкм, что соответствует 
молекулярной массе 43,7 мегадальтон, вторая плазмида п Есо СК-2 имеет длину 
14,2 мкм, что соответствует молекулярной массе 29,2 мегадалыпон. При перекрестном 
титровании фага PBV-1-CK на штаммах E.coli, несущих плазмиду RII, и фага 
PBV-1-RI1 на клетках Е. coli СК наблюдается эффективная рестрикция. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что Есо СК — тип хозяйской специфичности 
ДИК, отличен от lisp 11 — типа, обусловленного присутствием плазмид RII и N-15 

Как было показано нами ранее [1 ], клетки Е. coli СК обладают новым 
ранее неизвестным типом специфичности ДНК в отношении хозяина, обо-
значенным в соответствии с принятой номенклатурой Есо СК 12]. Биоло-
гические свойства клеток этого штамма и их антибиотикоустойчивость [31 
позволили предположить в них наличие плазмид, ответственных как за 
хозяйскую специфичность ДНК, так и за резистентность к антибиотикам. 
Одновременно при установлении нуклеотидных последовательностей (сай-
тов), узнаваемых цитозиновыми метилазами Е. coli СК, было обнаружено, 
что сайт узнавания одного из ферментов может быть идентичен или изомерен 
сайту узнавания модифицирующего компонента hsp II типа хозяйской спе-
цифичности ДНК. В этой связи возникло предположение о присутствии 
в клетках Е. coli СК одной из плазмид hsp II семейства. Данная работа 
посвящена обнаружению плазмидного материала в клетках Е. coli СК и 
изучению некоторых особенностей обнаруженной плазмиды. 

М е т о д и к а 

В работе использовали штаммы кишечной палочки СК, К-12, К-12-1100, R-245 
и Л-62 и бактериофаг PBV-1 [4]. Для выделения плазмидиой Д Н К использовали куль-
туру клеток Е. coli СК, взятых в стационарной фазе роста. Клетки лизировали в при-
сутствии стандартной литической смеси описанного состава [5] и обрабатывали, как 
описано ранее [6]. Равновесное центрифугирование в градиенте CsCl проводили 
в течение 44 ч при 40 000 об/мин. 

Скрещивание R+ и R"~ штаммов проводили па твердой среде [ И ] . Плазмиду R I I 
передавали из штамма Е. coli К-12- 1100, R-245, резистентного к тетрациклину, штам-
мам Е. coli J-62 и К-12, резистентным к стрептомицину. Об эффективности передачи 
судили по приобретению реципиентиой тетрациклиноустойчивости. Контрольные 
культуры сеяли на чашки со стрептомицином и тетрациклином. Перекрестное титро-
вание фага PBV-1 проводили стандартно [1]. При электронно-микроскопическом 
исследовании визуализацию Д Н К проводили по методу Клайншмидта [7]. Молеку-
лярную массу плазмиды определяли по методу Ланга [8]. 
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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 

Седиментация в присутствии этидия бромида. Для получения пря-
мых доказательств присутствия плазмиды в клетках Е. coli СК мы прове-
ли фракционирование тотального препарата ДНК с помощью равновесного 
центрифугирования в градиенте CsCl в присутствии этидия бромида. Как 
известно, этот краситель хуже связывается с кольцевыми ковалентио зам-
кнутыми ДИК по сравнению с линейными молекулами и открытыми коль-
цами, в результате чего изоплотностное центрифугирование дает возмож-
ность разделения хромосомной и плазмидной ДНК. Как видно на рис. 1, 
см. вклейку, при равновесном центрифугировании в присутствии этидия 
бромида депротеинизированного экстракта Е. coli СК в пробирке появля-
ются две интенсивно флюоресцирующие полосы. Одна из них локализуется 
в зоне 1,3975 г/см3 и представляет собой линейные молекулы в основном 
хромосомного происхождения. Вторая полоса с величиной р = 1,4025 г/см3 

представляет собой ковалентно замкнутые кольцевые молекулы. 

Эффективность рестрикции фага PBV-1 it клетках с Есо СК и hsp II-типом хозяйской 
специфичности 

Фенотип фага 

Эффективность титрования J на разных штаммах Е. c o l i * 

Фенотип фага 
с к К-12-1100. 

• R - 2 4 5 J-62 • RII К-12 • Я11 J -62 К-12 

PBV-1-CK 100 0,01 0,015 0,01 98 10 
PBV-1-K-12* 1100, R-245.RU 0,004 100 — — — — 

PBV-1.J-62.RII 6,2 93 100 — 91 — 

P B V - b K - 1 2 . R H 0,1 91 — 100 — 92 

* В процентах по отношению к титру фага на гомологичном хозяине. 

Электронная микроскопия. Фракции градиента с плотностью 
1,4025 г/см3, содержащие кольцевую ДНК, экстрагировали изопропано-
лом и диализовали против 0,5 М ацетат-аммонийного буфера рН 7,5. При 
электронной микроскопии образцов по методу Клайншмидта было видно 
большое количество сверхспирализованных кольцевых молекул и неболь-
шое количество открытых колец. Поскольку препараты ДНК готовились 
без добавления формамида, то для оценки размеров плазмиды были при-
годны лишь открытые формы кольцевых молекул. На рис. 2, а и б, см. на 
вклейке, представлены электронограммы двух таких колец, имеющих со-
ответственно размеры 21,1 и 14,2 мкМ. Кольцевые молекулы указанных 
размеров постоянно обнаруживаются в препаратах ДНК, экстрагированных 
из Е. coli СК, что указывает на присутствие как минимум двух разных 
плазмид. Молекулярная масса этих плазмид в соответствии с коэффициен-
том пересчета Ланга [8] (2,07 XIО10 дальтон на 1 см длины) составляет 
43,7 мегадальтон для п Есо СК-1 и 29,2 мегадальтон для п Есо СК-2. 

Перекрестное титрование фага. Для решения вопроса о том, не яв-
ляются ли п Есо СК производными так называемого hsp II семейства 
плазмид 191, мы провели перекрестное титрование фага PBV-1 в клетках 
Е. coli СК и штаммах Е. coli, которые несут плазмиду RII . 

При определении эффективности титрования фага с определенным 
фенотипом на разных хозяевах с целью идентификации систем хозяйской 
специфичности важно учитывать эффективность адсорбции фага на разных 
клетках. В связи с этим мы провели передачу плазмиды R II из исход-
ного штамма К-12-1100, R-245 в клетки Е. coli J-62, лишенные системы 
специфичности ДНК, а также в клетки Е. coli К-12, имеющие собственную 
систему модификации и рестрикции [10]. 
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Из таблицы видно, что фаг, выраженный в клетках Е. coli СК, рес-
триктируется с высокой эффективностью всеми без исключения штаммами, 
несущими плазмиду RI I . Низкая эффективность высева определяется ис-
ключительно рестрикциоиным компонентом RII , поскольку титры фага 
PBV-1-CK оказались одинаковыми как на гомологичном штамме Е. coli 
(СК, так и на клетках Е. coli J-62 без плазмиды RII . Клетки Е. coli К-12, 
в соответствии с данными литературы 110.1, оказывают слабое рестрикти-
рующее действие. Фаг PBV-1-RII ограничивается в клетках Е. coli СК 
с такой же эффективностью, как и фаг PBV-1-CK в системе RII . Более слож-
ная картина наблюдается при титровании на клетках Е. coli СК фага PBV-1, 
выращенного в клетках RI I J-62 и RII К-12. Уровень рестрикции здесь 
(Сказывается значительно более низким, особенно в первом случае. Эти 
данные свидетельствуют о сложной картине модификации фаговой ДНК 
ije только RII-метилазой, но и клеточным ферментом. Можно думать, что 
3 клетках Е. coli J-62 в большей степени и в клетках К-12 в меньшей 
присутствует метилаза ДНК, способная обеспечить частичную защиту 
фаговой ДНК от рестриктаз СК-типа, в то же время, как видно из таб-
лицы, ни метилаза, специфическая для фактора RII , ни бактериальная 
модифицирующая метилаза, кодируемая геном clam, таким действием не 
обладает. В качестве аналогии можно указать на интерференцию метилазы 
из]Е. coli К-12 и Е. coli С, кодируемых геном dam с рестрикцией hsp II 191. 

Авторы приносят глубокую благодарность старшему научному сотруд-
нику лаборатории внехромосомной наследственности Всесоюзного научно-
исследовательского института синтеза белка В. С. Тюрину за электронную 
микроскопию плазмидной ДНК. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. N i к о 1 s к а у a I. I. , L о р a t i n а N. G., C h a p l y g i n a N . М. 
et al. — Molec. Cell. Biochem., 1976, v. 3, p. 79—86. — 2. S m i t h H. O., N a t -
h a n s D. — J . molec. Biol., 1973, v. 81, p. 419—423. — 3. А н и к е й ч е в а H. В., 
Н и к о л ь с к а я И. И., Д е б о в С. С. — Бюлл. экспер. биол., 1978, № 4, 
с. 441 —443. — 4. T i k c h o n e n k o T . I., V e l i k o d v o r s k a y a G . Л., В о -
b к о v a A. F. et al. — Nature, 1974, v. 249, p. 454—457. — 5. С 1 e w e 1 1 D. В.— 
J . Bact . , 1962, v. 110, p. 667—676. — 6. H u m p h r e y s G. O., W i l l s h a w G. A., 
A n d e r s o n E. S. — Biochim. biophys. Acta, 1975, v. 383, p. 457—463. — 7. К 1 e i -
n s c h m i d t A. K. — Mcth. Enzymol. , 1968, v. 17-B, p. 361—379. — 8. L a n g D.— 
.1. molec. Biol., 1970, v. 54, p. 557—565. — 9. M а у M., H a t t m a n S. — J . Bact . , 
1975, v. 122, p. 129—138. — 10. Г e н д о и 10. 3 . , П о г л а з о в Б. Ф., Т и х о -
ц е п к о Т. И. Нуклеиновые кислоты и белки вириоиов. М., 1975. — 11. М и л -
л с р Д ж . Эксперименты в молекулярной генетике. М., 1976. 

Поступила б/VI 1978 г. 

D E T E C T I O N OF P L A S M I D E S IN E. COLI CK CELLS 

I. I. NikoTskaya, N. V. Atiikeycheva, S. S, Alexandrova, S. S. Debov 

Laboratory of Enzymology, Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Superspiralized coiled plasmidc DNA were found in cells E. coli CK. One of plas-
mides pEco CK-1 had a size 21.2 fxm that corresponded to molecular mass 43.7 mcgadal-
tons, another plasmide pEco CK-2 with the size 14.2 jum had a molecular weight 29.2 me-
gadaltons. Effec t ive restriction was observed in cross t i t ra t ion using phage P B V - Ь С К 
for E. coli strains carrying R II plasmide and phage PBV-I -R II for E. coli CK cclls. 
The data obtained suggest tha t the Eco CK type with DNA of host specifici ty is distinct 
from hsp II type due to presence of R II and N-15 plasmides. 
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В Л И Я Н И Е БРЮШНО ТИФОЗНОГО ЭНДОТОКСИНА И Л И П И Д А А 
НА С О Д Е Р Ж А Н И Е ФОСФОЛИПИДОВ В Т К А Н И П Е Ч Е Н И 

Кафедра биохимии и проблемная лаборатория кафедры госпитальной терапии Волго-
градского медицинского института 

Методом тонкослойной хроматографии выявлены изменения в содеро/сании от-
дельных фосфолипидов (Фл) печени мышей под влиянием брюшнотифозного липополи-
сахарида (ЛПС) и липида А. Отмечено существенное повышение уровня холинсодер-
жащих Фл к в и 24 ч интоксикации. Липид А вызывал эффект, сходный с действием 
целого Л ПС, однако менее продоло/сительный. Оба токсических препарата изменяли 
прочность связи фосфатидилхолина и кардиолипина с компонентами клеток печени. 

Как уже сообщалось [1 ], под влиянием брюшно-тифозного эндоток-
сина происходят значительные изменения в содержании липидов в ткани 
печени. Отмечено накопление цитоплазматических форм нейтральных ли-
пидов без существенных изменений со стороны общих фосфолипидов (Фл). 

В последние годы Фл привлекают внимание исследователей не только 
как компоненты мембранных структур клеток, но и как важные составные 
части ферментных систем мембран, обусловливающие их активность [2—5]. 
С другой стороны, попытки выяснения механизмов'действия микробных 
липополисахаридов (ЛПС) на клетки хозяина показали 16, 7.1, что эндо-
токсины обладают особым сродством к мембранам. Авторы предполагают, 
что это сродство обусловлено липидной частью ЛПС и фосфолипидным ком-
понентом мембран. В связи с этим представляются вполне оправданными 
попытки выяснить возможные изменения фосфолипидного состава ткани пе-
чени под влиянием ЛПС. 

В настоящей работе изучали влияние брюшно-тифозного эндотоксина 
и изолированного из него липида А на фосфолипидный спектр ткани пе-
чени мышей. Кроме того, исследовали влияние обоих токсических препара-
тов на экстрагируемость отдельных представителей Фл из ткани печени. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на 7-недельных самцах белых мышей, находившихся на обыч-
ной лабораторной диете. Условия проведения опытов описаны ранее [8]. Фосфоли-
пидный состав печени исследовали через 3, б и 24 ч после введения брюшно-тифозного 
ЛПС в дозе LD8O и 125 мкг липида А, полученного из этого же ЛПС. Липиды извле-
кали по методу [9] в два этапа. 

Вначале экстрагировали адсорбционио-связаииые (АС) липиды, многократно 
обрабатывая ткань печени смесыо хлороформа с метанолом (2 : 1) в комнатных усло-
виях. Затем остаток ткани подвергали 2-часовой обработке кипящим этанолом и экс-
тракцию повторяли. Полученные таким образом липиды обозначали как прочно свя-
занные (ПС). Полноту экстракции обеих форм липидов контролировали пробой на 
люминесценцию экстрактов в УФ-лучах. Объединенные экстракты АС и ПС липидов 
отдельно подвергали очистке от нелипидных примесей, а затем исследовали на содер-
жание липидного фосфора, как указано [1], и фосфолипидный состав методом тонко-
слойной хроматографии. 

Разделение осуществляли на пластинках с тонким (0,25—0,3 мм) слоем силика-
геля КСК, к которому для фиксации добавляли 5% медицинского гипса. Для восходя-
щей хроматографии использовали систему дибутиловый эфир — ледяная уксусная 
кислота — хлороформ и вода (80 : 70 : 12 : 9,5). Идентификацию Фл проводили с по-
мощью свидетелей, а также цветных тестов [.10, 11]. Высушенные хроматограммы 
проявляли обработкой парами йода. В данных условиях смесь липидов печени по-
стоянно содержала фосфатидилииозит (ФИ), сфиигомиэлин (СФ), фосфатидилхолии 
(ФХ), фосфатидилсерин (ФС), фосфатидилэтаноламии (ФЭ) и фосфатидилглицерин 
(ФГ). Непостоянно в виде следов выявлялись лизоформы Фл. В каждом пятне Фл 
на хроматограммах определяли содержание липидного фосфора. 

Данные о количестве липидного фосфора в каждой фракции АС и ПС форм Фл 
рассчитывали в мг на 1 г сухого веса ткани печени контрольных и опытных живот-
ных. Эти данные в виде средних величии приведены в табл. 1—4. 
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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 

В табл. 1 приведены результаты определения АС форм Фл у интакт-
пых и опытных животных после введения ЛПС. Основная масса (85%) 
всех Фл печени контрольных мышей находится в АС форме. В этом со-
стоянии оказались все ФХ, ФЭ, ФС, ФИ. При этом холинсодержащие Фл 
Составили 42,7%, так называемые нейтральные — 55,4%, а кислые Фил -
Несколько меньше половины (44,6%) АС Фл. 

Через 3 ч после введения ЛПС отмечено достоверное повышение 
уровня ФХ (Р<0,1) и ФИ (Р<0,05); другие фракции существенно не 
изменялись. 

Т а б л и ц а 1 
Содержание АС Фл (в мг/г) в ткани печени после введения эндотоксина 

Фракция Фл 
Контроль 

(я = 10) 
Время интоксикации , ч 

Фракция Фл 
Контроль 

(я = 10) 3 (п = 6) 6 (/2 = 6) 24 {п = 6) 

ФХ 

ФЭ 

СФ 

ФС 

ФИ 

ФГ 

0,470—0,05 

0,280—0,03 

0,465—0,04 

0 ,280^0,03 

0,470—0,04 

0,221=^0,03 

0,622=1=0,06 
/><0,1 

0,250—0,02 
Я > 0 , 1 

0,526—0,04 
Я > 0 , 1 

0,390=1=0,04 
Р > 0 , 1 

0,625=1=0,05 
Р< 0,05 

0,315=1=0,04 
Р> 0,1 

0,512=1=0,04 
Я > 0 , 1 

0,312=1=0,02 
Я > 0 , 1 

0,498=1=0,03 
Я > 0 , 1 

0,497=1=0,02 
Р< 0,02 

0,352=1=0,03 
Р> 0,1 

0,290=1=0,02 
Р> 0,1 

0,680=1=0,05 
Р< 0,05 

0,264=1=0,015 
Я > 0 , 1 

0,300=1=0,02 
Р < 0 , 0 1 

0,302=1=0,02 
Я > 0 , 1 

0,350=1=0,04 
Р> 0,1 

0,270=1=0,03 
Я > 0 , 1 

Липидный фосфор, 
всего 2,186—0,40 2,720=1=0,70 2,461=1=0,55 2,160=1=0,65 

— Р> 0,1 Я > 0 , 1 Р>() ,1 

К 6 ч интоксикации наблюдали возвращение изменившихся фракций 
к исходному уровню, и лишь для ФС он был существенно выше (Р<0,02). 

Суточная интоксикация заметно отражалась на содержании холин-
содержащих Фл. При этом уровень ФХ повышался (Р<0,05), а уровень 
СФ был ниже (Р<0,01), чем у контрольных животных. Соотношения ней-
тральных и кислых Фл при интоксикации изменялись несущественно, так 
же, как и сумма АС липидного фосфора. 

Как видно из табл. 2, среди ПС Фл у контрольных мышей присут-
ствовали лишь СФ и ФГ. Доля этих форм Фл составила соответственно 
34,9 и 33% от общего количества СФ и ФГ. В печени опытных животных 
через 3 ч после введения ЛПС ПС форму ФГ не обнаруживали, так же, 
как и в более поздние сроки интоксикации. Вместо кардиолипина выявля-
ли ФХ, количество которого было постоянным и составляло 25—32% 
общего лецитина. Таким образом, повышение уровня ФХ в печени после 
введения ЛПС происходит как за счет АС, так и за счет появления ПС 
формы. Содержание ПС формы СФ у опытных животных к 3 ч было не-
сколько ниже (Р<0,1) исходного, а затем не отличалось от такового у ин-
тактных мышей. Общее содержание ФГ под действием ЛПС не изменялось, 
отмечен лишь переход его в АС форму. 

Введение липида А также отражалось на содержании отдельных Фл 
ткани печени. Из табл. 3 видно, что уже через 3 ч после введения пре-
парата достоверно повышается количество АС форм ФХ, ФИ, ФГ (Р<с 
<С0,1; 0,01; 0,01 соответственно). К 6 ч нарастает уровень ФЭ, СФ иФС 
(Р<0,1; 0,05; 0,05 соответственно). Содержание ФИ к этому времени сни-
жается до исходного. Если сравнивать изменения со стороны ФХ, СФ, ФИ 
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и ФС под влиянием ЛПС с изменениями, вызванными липидом А, не-
трудно заметить определенную аналогию. 

Отмечено повышение содержания как кислых (ФС, ФИ, ФГ), так и 
нейтральных (ФХ, ФЭ, СФ) Фл, хотя к 6 ч уровень последних был су-

Т а б л и ц а 2 
Содержание ПС Фл (в мг/г) в ткани печени после введения эндотоксина 

Фракция Фл Контроль Время интоксикации, ч 
Фракция Фл (п= 1 0) 3 (/г = 6) G (/1 = 6) 24 (/г = 6) 

ФХ 0,251=1=0,02 0,250=1=0,03 0,243=1=0,02 
ФЭ — — — 

СФ 0 , 2 5 0 ^ 0 , 0 2 0,170=1=0,012 0 ,220+0 ,02 0,210=1=0,015 
Р < 0 , 1 Р > 0 , 1 Р > 0 , 1 

ФС — — 

ФИ — — — 

ФГ 0,110=^0,012 — — 

Ляпидный фосфор, 
всего 0 ,360+0 ,03 0,420—0,12 0,470—0,06 0,450=1=0,05 

— Р > 0 , 1 Р > 0 , 1 Р > 0 , 1 

Т а б л и ц а 3 
Содержание АС Фл (в мг/г) в ткани печени после введения липида А 

Фракция Фл Контроль Время интоксикации , ч 
Фракция Фл (/2=7) 3 (/i=G) 6 (/г = б) 24 (/1 = 6) 

ФХ 0 ,430+0 ,03 0,600=1=0,07 0,680—0,06 0,410—0,03 
— Р < 0 , 1 Р < 0 , 0 5 Я > 0 , 1 

ФЭ 0,180=1=0,015 0 ,223+0 ,02 0,485=1=0,05 0,200=1=0,018 
— Я > 0 , 1 Р < 0 , 1 Р > 0 , 1 

СФ 0,320—0,04 0,490—0,03 0,650=1=0,06 0 ,370+0 ,03 
— Р> 0,1 Р < 0,05 Р > 0 , 1 

ФС 0,250=1=0,03 0,360=1=0,02 0,650=1=0,05 0 ,250+0 ,02 
— />>0.1 Р < 0 , 0 5 Р > 0,1 

ФИ 0,340=1=0,04 0,590=1=0,06 0,385=1=0,04 0,250=1=0,02 
— Р < 0,01 Р > 0 , 1 Р > 0 , 1 

ФГ 0,150+0,01 0,310=1=0,03 0,380=1=0,04 0 ,150+0,012 
— Р < 0 , 0 1 Р < 0 , 0 1 Р > 0 , 1 

Липидный фосфор, 
всего 1,680=1=0,50 2,580=1=0,78 3,230=1=0,60 1 ,640+0,40 

— Р> 0,1 Р < 0 , 1 Р > 0 , 1 

щественно выше. Вместе с тем нельзя не отметить, что эффект, вызванный 
введением липида А, был более кратковременным. Уже к концу суток 
содержание АС форм Фл возвращалось к исходному уровню. 

По данным табл. 4 можно судить, что липид А, подобно целому ЛПС, 
изменяет характер взаимодействия ФГ и ФХ с компонентами клеток пе-
чени. То, что этот эффект развивается несколько позже, связано, по-
видимому, с трудностью всасывания липида А из брюшной полости. Со-
держание ПС формы СФ под влиянием липида А не изменялось. 

Согласно нашим данным, липид А вызывает изменения со стороны 
АС и ПС форм Фл, во многом сходные с изменениями, индуцированными 
целым ЛПС. Влияние токсических факторов сводилось к повышению со-
держания холинсодержащих Фл. Подобные изменения, как полагают [12], 
приводят к повышению аптиокислительиой активности мембран гепатоцитов. 

В литературе имеются указания [13 J на различный характер взаимо-
действия отдельных Фл с белками и другими лип идами клеток печени. ПС 
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Рис. 1. Фракционирование тотальной Д Н К Е. co-
li СК при равновесном центрифугировании в гради-

енте CsCl в присутствии этидия бромида. 
Условия центрифугирования: 40 ООО об/мин, 44 ч, 20°С. Верх-
няя полоса - линейные молекулы Д Н К и открытые коль-
ца; нижняя полоса - сверхсиирализоваииые молекулы 

плазмидиой ДМ К. 

К ст. В. М. Плескова и др. 

Н ЭДЭ Н ЭЯЭЛ 

Б 

Рис. 3. Электрофорез выделенных фрак-
ций в 15% ПААГ с 6,25 М мочевиной. 
/ — электрофореграмма фракции 4 (см. рис. 1); 

• электрофореграммя фракции 2 (см. 
рис. 2). 

Рис. 1. Электрофорез в ПААГ рас-
творимых форм ГК гладкой мышцы 
пилоричсской (Л) и фундалыюй (В) 
частей желудка кролика в норме (//) 

и при ЭАЭ. 
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EFFECT OF TYPHOID ENDOTOXIN AND L I P I D A ON CONTENT 
OF P H O S P H O L I P I D S IN LIVER T I S S U E 

A. V. Muzhichenko, G. A. Khardina 

Chair of Biochemistry, Problem Laboratory of the Chair of Hospital Therapy, Medical 
School, Volgograd 

Content of phospholipid fractions was altered in mice liver tissue after intraperito-
neal administration of typhoid lipopolysaccharide and of lipid A, isolated from the lipo-
polysaccharide. The intoxication was accompanied by an increase in content of choline-
containing phospholipids within 6 and 24 hrs as well as by an alteration in the ratio of 
the fractions. Effect of lipid A on the tissue phospholipid spectra resembled the effect 
of the lipopolysaccharide, but was less prolonged. The lipopolysaccharide and lipid A 
altered the stabil i ty of phosphatidyl choline and cardiolipin bonds with the components 
of liver cells. 

УДК 612.351.11-087.4 

JL Ф. Панченко, В. Д. Антоненков 

Э Н З И М А Г И Ч Е С К А Я Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А Ф Р А К Ц И И ПЕРОКСИСОМ, 
В Ы Д Е Л Е Н Н О Й С И С П О Л Ь З О В А Н И Е М Г И П О Т О Н И Ч Е С К О Й О Б Р А Б О Т К И 

С У Б К Л Е Т О Ч Н Ы Х С Т Р У К Т У Р 

Кафедра биохимии медико-биологического факультета II Московского медицинского 
института им. Н. И. Пирогова, Москва 

Фракцию пероксисом печени крыс выделяли, используя гипотоническую обработку 
митохондрий и лизосом. Активность маркерных ферментов пероксисом в пересчете на 
1 мг белка в получаемой фракции повышается в 32—34 раза по сравнению с активностью 
в гомогенате. Исследование удельной активности маркерных ферментов митохондрий, 
лизосом и микросом показало, что примесь перечисленных субклеточных структур 
во фракции пероксисом составляет не более 15—20% от общего количества белка в ней. 
Приведены результаты исследования действия гипотонического лизиса на лизосомы и 
митохондрии. Показано, что после осмотического шока и выхода из этих органоидов 
ферментов матрикса происходит уменьшение плавучей платности лизосом до 1,16-----
1,20 г/см3, тогда как плавучая плотность митохондрий не изменяется. 

Выделение очищенной фракции пероксисом является необходимым эта-
пом при исследовании молекулярной организации, механизма функциони-
рования и биологической роли этих сравнительно мало изученных субкле-
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точных структур. В настоящее время для выделения пероксисом наиболее 
часто применяют методы, включающие предварительное введение животно-
му неионного детергента тритона WR-1339 11, 2]. Данное вещество избира-
тельно поглощается лизосомами некоторых тканей, вследствие чего плаву-
чая плотность этих органоидов резко уменьшается и возникает возможность 
их отделения от пероксисом в градиенте плотности сахарозы. Однако необ-
ходимость использования детергента существенно ограничивает возможно-
сти применения указанных методов [1—4.1. В частности, они практически 
неприменимы при получении пероксисом из патологически измененных или 
подвергнутых воздействию фармакологических препаратов тканей. 

Известно, что в отличие от митохондрий и лизосом, пероксисомы не 
подвергаются гипотоническому лизису из-за сравнительно высокой прони-
цаемости их мембраны для осмотически активных веществ, включая такие 
обычно применяемые осмотические протекторы, как сахароза или маннит 
[L 51. Ранее нами был предложен метод выделения пероксисом, основан-
ный на осмотической инертности этих субклеточных структур [6]. 

В настоящей работе приведена ферментативная характеристика перокси-
сомальной фракции, полученной из печени крыс по модификации предло-

3энного метода. Кроме того, представлены результаты сравнительного ис-
едования некоторых свойств лизосом и митохондрий при инкубации час-

тиц в гипотонических растворах. 

М е т с д ы и с с л е д о в а н и я 

Д л я экспериментов отбирали белых крыс-самцов массой около 200 г, содержав-
шихся в течение суток без пищи. Гомогенат печени готовили, как описано ранее [6, 7 ] . 
Фракцию А,, содержащую лизосомы, пероксисомы и некоторое количество митохонд-
рий, выделяли по методу, предложенному Лейтоном и соавт. [2], несколько модифи-
цировав его. Гомогенат фильтровали через нейлоновую марлю и центрифугировали 
при 2200 g в течение 10 мин. Ыадосадок сливали, а осадок ресуспеидировали в 4 объ-
емах среды выделения (0,25 М сахароза, 5 мМ трис-ацетатный буфер рН 7,0), повтор-
но гомогенизировали и вновь центрифугировали при тех же условиях. Надосадки 
объединяли и центрифугировали при 12 500 g в течение 20 мин. Органоиды, оказав-
шиеся в полученном осадке, подвергали гипотонической обработке, ресуспеидируя 
в 5 мМ трис-ацетатиом буфере рН 7,0, из расчета 8 мл буфера па 1 г сырой массы пе-
чени. Обработку проводили на холоде в течение 15—20 мин. Затем частицы вновь 
осаждали при 12 500 g в течение 20 мин и осадок тщательно ресуспеидировали в не-
большом объеме среды лизиса, доводя конечный объем суспензии до 10 мл. К этой 
суспензии добавляли 90 мл 51% сахарозы, приготовленной на среде лизиса, и тща-
тельно перемешивали: конечная концентрация сахарозы 46%. В центрифужных про-
бирках вместимостью 55 мл готовили двухступенчатый градиент: 5 мл 60% и 10 мл 
48% сахарозы. На этот градиент осторожно наслаивали 35 мл содержащего частицы 
раствора. Центрифугирование проводили в бакетиом роторе при 65 000 g в течение 
5 н при 4°С, центрифуга УЦП-60 (СССР). Д л я извлечения содержимого из пробирок 
использовали длинную иглу, соединенную трубками с перистальтическим насосом. 
Фракции собирали, начиная от дна пробирки. Выходящая первой белковая фракция 
и^ела зеленоватый оттенок и содержала очищенные пероксисомы. 

Влияние тоничности раствора на освобождение ферментов из митохондрий, лизо-
сом и пероксисом исследовали, ресуспеидируя осадок фракции X непосредственно 
в среде, содержащей сахарозу в соответствующей концентрации. Пробы инкубирова-
ли при 4 или 20°С определенные промежутки времени, отбирали некоторое количе-
ство суспензии для исследования общей и свободной активности ферментов, а осталь-
ное центрифугировали при 12 500 g в течение 25 мин для определения неосаждаемой 
активности. 

Плавные градиенты плотности сахарозы: 50 мл, плотность 1,10— 1,30 г/см*, 
готовили с использованием смесителя «Ультраград» «ЛКБ» (Швеция). После того как 
3 мл фракции X наслаивали на градиент, пробы центрифугировали в бакетиом роторе 
при 65 000 g в течение 10—14 ч при 4°С. В некоторых экспериментах для изменения 
плавучей плотности лизосом крысам за 2>XU дня до выделения внутрибрюшинно вво-
дили по 1,5 мл 10% тритона WR-1339 [2]. 

Активность каталазы (КФ 1.11.1.6) определяли при 25°С [7]. Активность оксида-
зы L-a-оксикислот (КФ 1.1.3.1), оксидазы D-аминокислот (КФ 1.4.3.3) [7], урато-
кс*дазы (КФ 1.7.3.3), НАДФ-зависимой изоцитратдегидрогеназы (КФ 1.1.1.42), 
цигохромоксидазы (КФ 1.9.3.2), глутаматдегидрогеназы (КФ 1.4.1.2) [2], лактат-
дегидрогеназы — Л Д Г (КФ 1.1.1.27) [8], а-глицерофосфатдегидрогеиазы 
(К Ф 1.1.99.5) [9], (3-оксибутиратдегидрогеиазы (КФ 1.1.1.30) [10], моноаминоксида-
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зы (КФ 1.4.3.1) [11], кислой фосфатазы (КФ 3.1.3.2), Р-глюкозидазы (КФ 3.2.1.20) 
[12], антимицин нечувствительный (ант.—) НАД- Н цитохром-с-редуктазы (КФ 1.6. 
2.2) и глюк озо-6-фосфатазы (КФ 3.1.3.9) [13] определяли при 37°С, используя спек-
трофотометры «Гильфорд-240» (США) либо «Юникам SP-8000» (Англия). Белок опре-
деляли по методу Лоури и соавт. [14]. Активность всех исследованных ферментов, 
за исключением каталазы, выражали в наномолях в минуту использованного суб-
страта или образовавшегося продукта. Активность каталазы выражали, как описано 
ранее [15]. При определении общей активности ферментов, за исключением моноамин-
оксидазы, глюкозо-6-фосфатазы, Р-оксибутиратдегидрогеиазы и цитохромоксидазы, 
пробы обрабатывали тритоном Х-100 в конечной концентрации 0,1%. Активность 
моноаминоксидазы определяли после обработки частиц 2,5% тритоном Х-100 [ И ] . 
Так как тритон Х-100 инактивирует цитохромоксидазу, Р-оксибутиратдегидрогеиазу 
и глюкозо-6-фосфатазу, активность этих ферментов определяли после обработки пробы 
0,06% дигитоиином. 

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

Инкубация содержащей митохондрии, лизосомы и пероксисомы фрак-
ции X в 5 мМ трис-ацетатном буфере рН 7,5 при 5°С приводит к значитель-
ному возрастанию свободной активности ферментов лизосомального и ми-

тохондриального матрикса (рис. 1). 
Степень солюбилизации исследован-
ии х ферментов несколько уступает 
изменению их свободной активности, 
однако при.увеличен и и времени инку-
бации это различие становится менее 
выраженным. Ката лаза пероксисом 
при использованных условиях инкуба-
ции сохраняет латентность на преж-
нем уровне (см. рис. 1). Скорость 
освобождения ферментов из лизирован-
ных частиц незначительно возраста-

Рис. 1. Влияние гипотонической обработ-
ки на свободную и неосаждасмую актив-

ность ферментов во фракции к. 
1 — кислая фосфатаза; 2 — глутаматдегидроге-
наза; 3 — изоцитратдегидрогемаза; 4 — катала-
за. По оси абсцисс — время инкубации в 5 мМ 
трис-ацетатном буфере, рН 7,0 при 4°С; по оси ор-
динат — свободная (сплошные линии) или неосаж-
даемая (пунктир) активность ферментов в % от об-

щей в данной пробе. 
Условия гипотонической обработки и центри-
фугирования — см. раздел «Методы исследова-

ния». 

ет при повышении температуры и рН раствора. Однако, как было показано 
нами ранее [7, 15], изменение этих параметров приводит также к уменьше-
нию устойчивости пероксисомальной мембраны. 

Как было обнаружено при центрифугировании фракции Я в плавных гра-
диентах сахарозы, результатом гипотонической обработки является значи-
тельное уменьшение плавучей плотности поврежденных лизосом (рис. 2, б) 
по сравнению с плотностью интактных частиц (рис. 2, а). После осмотиче-
ского лизиса субклеточных структур в градиенте сахарозы после его фрак-
ционирования было выявлено два пика активности кислой фосфатазы и 
Р-глюкозидазы. Такое расположение маркерных ферментов лизосом не яв-
ляется неожиданным, если учесть, что оба эти фермента локализуются и в 
мембране, и в матриксе этих органоидов 116 I. Максимум активности, обна-
руженный в верхних фракциях градиента, соответствует, по-видимому, 
растворимой форме ферментов, в то время как широкий пик активности в об-
ласти с плотностью 1,16—1,20 г/см:{ указывает на локализацию повреж-
денных частиц. Изучение распределения в градиентах сахарозы активности 
каталазы и цитохромоксидазы не выявило изменений плавучей плотности 
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пероксисом и поврежденных в результате осмотического лизиса митохонд-
рий. Хотя при гипотонической обработке субклеточных структур не было 
обнаружено изменения распределения лизосом, аналогичного наблюдаемому 
при введении животным три-
тона WR-1339 (рис. 2, в), тем 
ме менее полученное умень-
шение плавучей плотности ^ 
этих органоидов оказалось 
Достаточным для их отделения 
|>т пероксисом в градиентах 
Плотности сахарозы. Как 

эис. 2. Изменение седиментаци-
фнного профиля лизосомальиых 
ферментов при гипотонической 
обработке фракции X и при вве-
дении животному тритона 

WR-1339. 
J[\ — распределение в градиенте саха-
юзы маркерных ферментов пероксисом 
1 — каталаза), лизосом (2 — кислая 
юсфатаза) и митохондрий (3 — цито-
ромоксидаза) при центрифугировании 
нтактных частиц; 13 — седиментаци-

онные npo(|)iui II кислой фосфнтл.чы (/) и 
Й-глюко:<мда:»ы (2) после гипотоничес-
кой обработки фракции Я; В — измене-
ние плавучей плотности лизосом при 
введении животному тритона W R-1339, 
/ — кислая фосфатаза; 2 — (З-глюкози-
даза. По оси абсцисс — плотность ра-
створа сахарозы (в г/см3); по оси ор-
динат — активность фермента в каждой 
фракции (в процентах от суммарной 

активности во всех фракциях). 1,23 

было установлено в параллельно проведенных экспериментах, применение 
гипотонической обработки фракции X при прочих равных условиях повы-
шает чистоту выделяемой фракции пероксисом примерно в 2 раза по срав-
нению с таковой при очистке, проводимой без использования этой процеду_ 

Рис. 3. Седиментациониые профили 
маркерных ферментов органоидов при 
центрифугировании подвергнутой гипо-
тоническому лизису фракции Хв ступен-

чатом градиенте сахарозы. 
1 — каталаза; 2 — цитохромоксидаза, 3 — 
глюкозо-О-фосфатаза; 4 — кислая фосфатаза. 
По оси абсцисс — номер фракции, начиная 
от дна пробирки, всего получали 30 фракций 
по 1,7 мл каждая; Градиент готовили, как 
описано в разделе «Методы исследования», и 
центрифугировали при 65 ООО g в течение 5 ч 
при 4°С. По оси ординат: слева — активность 
ферментов (в % от суммарной активности во 
всех фракциях), справа — концентрация саха-

розы (в %). 

ры. Для отделения пероксисом от поврежденных в результате гипотониче-
ского лизиса митохондрий и лизосом нами был использован ступенчатый 
градиент сахарозы. Как видно из рис. 3, около Ч3 от общего количества на-
несенных на градиент пероксисом располагается между двумя нижними 
слоями сахарозы. Митохондрии и лизосомы не проникают в эту область 
градиента. Часть активности маркерных ферментов данных органоидов вы-
явлена на границе слоев 46% и 48% сахарозы. Некоторое количество пов-
режденных частиц флотирует к поверхности пробирки. Следует отметить, 
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что выбранные концентрации сахарозы являются оптимальными при дан-
ных условиях центрифугирования. 

По данным биохимических и морфологических исследований, проведен-
ных независимо друг от друга в нескольких лабораториях [2, 17, 18 I, со-
держание пероксисом печени крыс в выделенном препарате можно считать 
100% при увеличении удельной активности каталазы и других ферментов 
матрикса в этом препарате примерно в 36—40 раз по сравнению с актив-
ностью в гомогеиате. Согласно полученным нами результатам (см. таблицу), 

Энзиматическая характеристика фракции очищенных пероксисом 

Индикаторный фермент 
Число 

опытов 
Удельная 

активность 
в гомогеиате 

Удельная 
активность 
в перокси-

сомах 

Относи-
тельная 

актив-
ность 

Выход во 
фракции пе-
роксисом, % 

Белок, мг/мл 15 23,2+4,0 1,0 0 ,22+0,20 
Каталаза 15 0,20+0,06 6 ,8+2,1 34,0 7 ,6+3 ,0 
Оксидаза-Ю-аминокислот 4 4,5— 1,3 146—48 32,5 7,9=1=2,3 
Оксидаза L-a-оксикислот 6 19,0—2,6 600+52 31,5 7,5=1=2,4 
Уратоксидаза 11 6 ,2+1 ,7 284+56 46,0 8,6=1=2,7 
. 1ДГ 4 1520+210 1150+190 0,76 — 

а-Глицерофосфатдегидрогеиаза 3 44,0 318,0 7,2 — 

Изоцитратдегидрогеиаза 2 108,0 261,0 2,4 — 

Цитохромоксидаза 11 330=1=110 20+16 0,060 0,030+0,015 
Гл у та м атде г и д р о ген а з а 6 86+42 5,1=1=1,4 0,059 0,027+0,017 
("Ъ-оксибутиратдегидрогеназа 4 9 8 + 2 3 6 ,7+2 ,6 0,069 — 

Моноаминоксидаза 3 5 ,6+1 ,6 0,32+0,20 0,057 — 

Кислая фосфатаза 9 75,0=1= 19,0 26,0+13,0 0,35 0,085=1=0,043 
Р-глюкоз и да за 5 6,3=1=2,6 2 ,0+0 ,3 0,32 — 

Глюкозо-6-фосфатаза 4 51+21 22+13 0,43 0,097+0,056 
НАД- Н-цитохром-с-редуктаза 4 198+36 264+56 1,34 

П р и м е ч а н и е . Активиссть ферментов выражена в наномолях за 1 мин на 1 мг 
белка (за исключением каталазы); активиссть каталазы — в единицах за 1 мин на 1 мг. 
Выход во фракции пероксисом рассчитан в процентах от общей активности ферментов 
в гомогеиате, прочерк — выход фермента во фракции пероксисом не рассчитывали. За от-
носительную активность принимали отношение удельной активности фермента во фракции 
пероксисом к его удельной активности в гомогеиате. 

удельная активность ферментов пероксисомального матрикса возрастает в 
выделенной фракции в 32—34 раза по сравнению с активностью в гомогеиа-
те, что соответствует содержанию пероксисомального белка во фракции 
в количестве 80—85% [2, 17]. Выход пероксисом составляет 7—8% от их 
общего содержания в клетках печени. Разработанный метод позволяет по-
лучить за одно выделение до 40 мг белка пероксисом. 

Из-за разрушения и фрагментации в результате гипотонического лизи-
са субклеточных структур возникает необходимость более полной энзима-
тической характеристики фракции пероксисом. В связи с этим для того что-
бы избежать недооценки загрязнения выделяемой фракции мембранными 
компонентами поврежденных лизосом и митохондрий, кроме активности 
общепринятых маркерных ферментов, расположенных в матриксе этих 
органоидов (глутаматдегидрогеназа, кислая фосфатаза), исследовали ак-
тивность ферментов, связанных с их мембраной (цитохромоксидаза, |3-ок-
сибутиратдегидрогеназа, моноаминоксидаза, (3-глюкозидаза). Существен-
ных различий в активности двух указанных выше групп ферментов в полу-
чаемой фракции пероксисом обнаружено не было. Представленные в таб-
лице результаты свидетельствуют о незначительной примеси митохондрий 
и лизосом, которая в сумме не превышает 5—10% от общего количества 
белка во фракции 1.2, 17]. 

К настоящему времени нет убедительных данных, показывающих идентич-
ность или различие ферментного состава мембран пероксисом и микросом. 
Имеются указания на присутствие в пероксисомах НАД-Н-цитохром-с-ре-
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дуктазы [13], в то время как в отношении глюкозо-6-фосфатазы таких све-
дений пока нет. Тем не менее, исследование активности глюкозо-6-фосфата-
зы широко применяется для характеристики чистоты фракции пероксисом 
12, 13, 19]. При этом авторы, по-видимому, допускают, что фермент в пе-
роксисомальной мембране отсутствует. Если исходить из данной точки зре-
I ия, т. е. предположить, что вся активность глюкозо-6-фосфатазы, выяв-
ляемая в пероксисомах, обусловлена микросомальиым загрязнением, то, 
согласно расчетам (см. таблицу), примесь фрагментов эндоплазматического 
ретикулума составляет не более 10% от общего количества белка фракции 
12, 17]. 

Следует отметить, что получаемая фракция содержитв основном малопов-
реждениые пероксисомы. Об этом свидетельствует незначительное превы-
шение степени очистки уратоксидазы — фермента пероксисомального пук-
;:еотида I I, 20 ] над этим же показателем для ферментов матрикса (см. таб-
лицу), что говорят об отсутствии во фракции большого количества свобод-
ных нуклеоидов. 

Кроме активности общепринятых маркерных ферментов пероксисом в 
выделяемой фракции было предпринято исследование активности а-глице-
рофосфатдегидрогеназы и ЛДГ. Указания о наличии этих ферментов в пе-
роксисомах были получены сравнительно недавно, причем было обнаруже-
но, что в выделяемой фракции содержится только 1,5—2,0% ЛДГ и менее 
10% а-глицерофосфатдегидрогеназы от общего их количества в гепатоци-
тах [8, 9 .1. Эти результаты наводят на мысль о возможной неспецифической 
адсорбции ферментов цитозоля на пероксисомальной мембране. Авторы 
упомянутых выше работ не исключают данного предположения, особенно в 
отношении ЛДГ. Исследование активности ферментов во фракциях, выде-
ленных различными методами, может дать дополнительные сведения о месте 
их локализации в клетке. В полученной нами с использованием гипотони-
ческой обработки частиц фракции пероксисом была обнаружена высокая 
удельная активность ЛДГ и а-глицерофосфатдегидрогеназы (см. таблицу), 
причем соотношение активности этих ферментов и каталазы соответствовало 
результатам, описанным ранее в литературе [8, 9]. Таким образом, наши 
данные свидетельствуют в пользу предположения о локализации некоторо-
го количества исследованных ферментов в пероксисомах печени крыс. 

Важным преимуществом разработанного метода выделения пероксисом 
является то, что он позволяет выделять эти оргаиоиды без предварительно-
го введения животному детергента тритона WR-1339. Тем самым создают-
ся условия для получения пероксисом не только из печени, но также из 
органов, лизосомы в которых не подвергаются действию тритона WR-1339, 
а также для очистки пероксисом из тканей, измененных патологическим 
процессом, либо фармакологическим воздействием. 
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ENZYMATIC CHARACTERISTICS OF THE P E R O X I S O M E FRACTION, 
ISOLATED BY HYPOTONIC T R E A T M E N T OF SUBCELLULAR S T R U C T U R E S 

L. F. Panchenko, V. D. Antonenkov 

Chair of Biochemistry, Medico-Biological Faculty, N. I. Pirogov II Medical School, 
Moscow 

A peroxisome fraction was isolated from rat liver tissue using hypotonic treatment 
of mitochondria and lysosomes. In the fraction obtained activity of marker enzymes was 
studied in various subcellular structures. Content of mitochondria, lysosomes and micro-
somes in the peroxisome fraction was about 15-20% of the total protein in the fraction. 
The results of hypotonic treatment of lysosomes and mitochondria are considered. Flo-
tation act ivi ty of lysosomes was decreased to 1.16-1.20 g/cm3 a f ter osmotic lysis and 
elimination of matrix enzymes from these organelles. 

УДК 612.35 + 612.74]: 6! 2.398.145:1 

11. И. Фоменко, Jl. Б. Ребров 

И З У Ч Е Н И Е ПОСМЕРТНОГО И Н Г И Б И Р О В А Н И Я СИНТЕЗА Р Н К 
В П Е Ч Е Н И И С К Е Л Е Т Н Ы Х М Ы Ш Ц А Х КРЫС 

Научно-исследовательская лаборатория биологических структур Министерства здра-
| воохранения СССР, Москва 

При инкубации срезов печени и скелетных мышц крыс в кребс-рингер-буфере 
рН 7,4, содержащем NaCl, KCl, CaCl2, КН2РОMgS04, NaIlC03, глюкозу, нормаль-
ную лошадиную сыворотку, пенициллин, гепарин, смесь 20 аминокислот и иС-уридин, 
изучали синтез РНК в указанных тканях в разные сроки посмертного периода. По-
казана большая скорость посмертной инактивации синтеза РНК в печени по срав-
нению с мышечной тканыо и меньшая стабильность общей эндогенной РНК печени при 
аутолизе. Отмечается различная динамика распада эндогенной РНК скелетных мышц, 
взятых в опыт в ранние (6 ч) и поздние (24 ч) сроки посмертного периода и инкубиро-
ванных в кребс-рингер-буфере. Анализ новообразованной в печени PIIK методом диск-
электрофореза показал, что при посмертном ингибировании синтеза РНК в первую 
очередь нарушается синтез высокомолекулярной РНК (28S, J8S) и через 3 ч после 
смерти оюивотного клетки печени сохраняют способность синтезировать низкомоле-
кулярную РНК. 

Для оценки жизнеспособности отдельных органов и тканей после смерти 
организма и для определения их биологической полноценности в настоящее 
время предложены различные морфологические, биохимические и функцио-
нальные методы или тесты 11—6). Разработка указанной проблемы, про-
водимая на органном, тканевом и клеточном уровне, представляется важ-
ной и необходимой для практических вопросов консервации, транспланта-
ции, реанимации или судебной медицины. Среди наиболее чувствительных 
критериев жизнеспособности, кроме определения мембранного потенциала и 
внутриклеточной концентрации Na+ и К+ , надежным тестом является так-
же включение 14С-уридина в РНК 17 ] или 3Н- и 14С-тимидина в ДНК 13, 81 
изучаемых органов и тканей. Указанный метод позволяет обнаружить наи-
более ранние изменения и повреждения в клетке в посмертном периоде, а 
также выявить степень и обратимость посмертного прекращения жизненно 
важных биосинтетических функций клетки [7, 91, т. е. в данном случае 
позволяет судить о состоянии аппаратов репликации и транскрипции в от-
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дельных органах и тканях после смерти целого организма. По нашему 
мнению, функциональная инактивация различных клеточных биополиме-
ров (ДНК, РНК, белок) в посмертном периоде, проявляющаяся, например, 
<ак прекращение биосинтеза нуклеиновых кислот и белка, иигибирование 
репарационного синтеза ДНК, нарушение функционирования отдельных 
внутриклеточных структур и органелл, содержащих эти биополимеры, яв-
ляется одним из начальных этапов развития посмертного аутолитического 
процесса. По-видимому, в дальнейшем функциональная инактивация кле-
точных биополимеров и структур сменяется или сопровождается их хими-
ческой деградацией, характеризующей выраженную картину аутолиза и 
Грубые необратимые изменения структуры клетки. Однако в этом отноше-
нии данные литературы по изменению содержания РНК и ДНК в органах 
и тканях в посмертном периоде довольно малочисленны и противоречивы 
11, 10—13.1, что, вероятно, обусловлено различием использованных раз-
ными авторами методов анализа нуклеиновых кислот и разными условиями 
проведен и я экспер имента. 

Целью настоящей работы являлось изучение биосинтеза РНК в пе-
чени и скелетных мышцах крыс в разные сроки посмертного периода, а так-
же исследование устойчивости эндогенной РНК указанных тканей к 
л о см е р тн о й де ст р у к ц и и. 

М е т о д и к а 

Синтез РНК в срезах ткани. В работе использовали белых беспородных крыс 
массой 150—200 г. Печень и скелетные мышцы задних конечностей брали у крыс не-
медленно после их забоя и через разные сроки после смерти и помещали ткань в ох-
лажденный до 3°С 0,9% NaCl. До взятия ткани на анализ тушки животных хранили 
при комнатной температуре. В экспериментах использовали 0,5—1 г сырой ткани. 
Изготовление срезов тканей (толщина срезов 1—2 мм) проводили вручную с помощью 
лезвия бритвы, срезы помещали в коническую колбу, содержащую 5 мл кребс-рингер-
буфера рН 7,4 (0,9% NaCl, 1,15% KCl, 1,92% СаС12, 2,11% К Н 2 Р 0 4 , 3,82% 
M g S 0 4 - 7 Н 2 0 , 1,3% NaHCOa, взятых в соотношении 100 : 4 : 3 : 1 : 1 : 21) | 1 4 | 
с добавлением 1( ,С-уридииа с удельной радиоактивностью 49,3 мКи/ммоль (0,5 мкКи 
на 1 мл среды), глюкозы (1 мг/мл), нормальной лошадиной сыворотки (10%), пени-
циллина (5000 ЕД/мл), гепарина (10 000 ЕД/мл) и смеси 20 аминокислот (3,2 мг/мл) 
В соотношении, приближающемся к содержанию аминокислот в крови [15]. В ряде 
опытов использовали и С-уридин с удельной радиоактивностью 0,62 мКи/ммоль. 
Инкубацию проб проводили при 37°С в течение 1—6 ч при энергичном встряхивании 
на качалке. 

Экстракция и определение РНК. Срезы мышц и печени после инкубации про-
мывали 2 раза холодным 0,9% раствором NaCl и гомогенизировали на холоду в 5 мл 
0,2 п. И С Ю 4 в гомогенизаторе Поттера. Кислотонерастворимый материал собирали 
центрифугированием при 3000 об/мин в течение 15 мин при 0—3°С, осадок промывали 
на холоду 3 раза порциями по 5 мл 0,2 и. НС10 4 и после последнего центрифугирова-
ния растворяли в 8 мл 0,3 и. КОН. Гидролиз Р Н К проводили при 37°С в течение 18- -
24 ч и затем к пробам добавляли избыток 2 н. НС10 4 до конечной концентрации хлор-
ной кислоты 0,2 н. Образовавшийся на холоду осадок удаляли центрифугированием 
При 3000 об/мин в течение 10 мин, а иадосадочную жидкость, содержащую гидроли-
^ат Р Н К , использовали для определения количества Р Н К и подсчета радиоактивности. 

Д л я выделения и изучения суммарной Р Н К был также использован метод горя-
чей феиольной экстракции [16—18]. Срезы ткани после инкубации промывали хо-
лодным 0,9% NaCl и гомогенизировали в смеси равных объемов 90% фенола и водного 
раствора, содержащего 0,01 М натрий-ацетатный буфер рН 5,1, и 1% додецилсульфат 
натрия. Отношение массы ткани к общему объему смеси составляло 1 : 20. Затем сус-
пензию энергично встряхивали при 60°С в течение 20 мин, быстро охлаждали на ледя-
ной бане и центрифугировали при 6000 об/мин в течение 10 мин. Водную фазу соби-
рали и хранили на льду, а к промежуточной фазе добавляли половину объема смеси 
фенол — натрий-ацетатный буфер — додецилсульфат натрия и проводили допол-
нительную экстракцию в описанных условиях. После повторного центрифугирования 
водные фазы объединяли и вновь депротеинизировали фенолом. К полученной водной 
фазе добавляли 1 М NaCl до конечной концентрации 0,1 М и 2 объема этанола, охлаж-
денного до —20°С. Раствор оставляли на ночь при —10°С. Выпавший осадок соби-
р а л и ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м на х о л о д у , п р о м ы в а л и 3 р а з а 7 0 % э т а н о л о м и р а с т в о р я л и 
1 0,01 М натрий-ацетатном буфере рН 5,1, содержащем 0,05 М NaCl. Дополнительную 
счистку Р Н К проводили с помощью обработки раствора PITK (0,5 мг/мл) 2% суспен-
зией макалоида. Соотношение макалоида и Р Н К составляло 1 : 100 (но объему). Ин-
кубацию проводили при 4°С в течение 15 мин. Смесь центрифугировали при 
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5000 об/мин в течение 20 мин, надоеадочную жидкость собирали и проводили осажде-
ние Р Н К этанолом в присутствии 0,1 М NaCl. Переосаждение Р Н К повторяли еще 
дважды и препарат Р Н К до использования в экспериментах хранили под этанолом 
при — 10°С. 

Д л я определения количества Р Н К в пробах использовали орциновый [16], 
а также спектрофотометрический методы [19]. Радиоактивность определяли на сцин-
тилляционном счетчике ABAC SL-40 с использованием жидкости Брея [20]. 

Электрофорез РНК в агарозном геле. Аналитический дисковый электрофорез 
1 4 С-РНК проводили в 2% агарозном геле ( 9 x 0 , 6 см) по методу Вейля и Хэмпела [21 ]. 

В качестве маркера использовали препарат рибосомальной Р Н К , полученный 
из скелетных мышц крыс С. С. Шишкиным и соавт. [22] и любезно предоставленный 
нам авторами. Преэлектрофорез в течение 30 мин и процедуру электрофореза в тече-
ние 75—90 мин проводили при комнатной температуре при силе тока 9,1 мА на 1 см2 

поверхности геля. Окраску гелей после электрофореза осуществляли по методу Даль-
берга [23]. После обесцвечивания гелей в течение ночи в проточной водопроводной 
воде их разрезали на диски (1—2 мм), растворяли в 30% Н 2 0 2 при 60°С и определяли 
радиоактивность на сцинтилляциоииом счетчике. 

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

В первоначальных опытах при использовании срезов нормальной пече-
ни крыс, инкубированных в кребс-рингер-буфере рН 7,4 с 14С-уридииом, 

была проверена эфективность 
и пригодность указанной мо-
дельной системы для изучения 
синтеза РНК в нормальных 
органах и тканях, а также 

§ 

t * § 
I 1 
V I 

Время, ч 
2,5 5 7,5 10 
Up и дин, мг/мл 
Г 

Время, Время, v 

Рис. I. Включение 14С-уридина в Р Н К 
срезов печени крыс в зависимости от вре-
мени инкубации (А), концентрации экзо-
генного уридипа (Б), в присутствии ак-
тиномицина D (В) и в посмертном перио-

де (Г). 
1 (В, Г) — включение , 4С-уридииа в РНК срезов 
нормальных мышц; 2 {В) — включение 14С-уриди-
ня в РНК мышечной ткани в присутствии акти-
номицина D; 2 (Г) — включение "С-уридииа в 
Р Н К срезов мышц через 12 ч после смерти живот-

ного. 

3 S 4 

I I 0 1 2 3 

Время инкубации, ч 

Рис. 2. Включение 14С-уриди-
на в Р Н К (Л) и удельная ак-
тивность новообразованной 
Р Н К (В) мышечной ткани в 
норме и в посмертном периоде. 
1 — контроль сразу после смер-
ти); 2 — 4 — соответственно через 

6, 12, 24 ч после смерти. 

после смерти экспериментального животного. Как видно на рис. 1, А, 
включение 14С-уридина в кислотонерастворимую фракцию срезов печени 
крыс имеет линейный характер в течение 1V2 ч инкубации, затем включение 
замедляется и остается на постоянном уровне при инкубации срезов в те-
чей Pie 3—4 ч. 

При изучении включения 14С-уридина в кислогонерастворимый мате-
риал срезов в зависимости от концентрации этого предшественника (1 —10 мг 
уридина на 1 мл инкубационной среды) было показано, что оптимальная 
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концентрация экзогенного уридипа, при которой наблюдался максимум 
включения, составляла в указанных условиях 5—7 мг на 1 мл среды 
(рис. 1, Б). По указанным выше параметрам полученные результаты хорошо 
совпадали с данными других авторов, изучавших метаболизм экзогенного 
уридипа в срезах печени [24 ] и синтез РНК in vitro в срезах почек крыс [25 ]. 

Включение 14С-уридина в кислотонерастворимую фракцию ингибиро-
валось на 96% при добавлении к срезам печени в начале инкубации акти-
момицина D в концентрации 50 мкг/мл (см. рис. 1, В), что указывало на на-
личие ДНК-зависимого синтеза РНК в наших экспериментальных условиях 
при инкубации срезов ткани в кребс-рингер-буфере с 14С-уридином. Все 
описанные выше результаты опытов, а 
также обнаружение заметной разницы 
зо включении 14С-уридина в РНК срезов 
нормальной печени и срезов печени, 
Взятой в опыт через 12 ч после смерти 
^кивотного (рис. 1, Г), позволили нам 
в дальнейшем использовать систему 
Срезов ткани для сравнительного изуче-
ния синтеза РНК в печени и скелетных 
мышцах крыс в разные сроки посмерт-
ного периода. 

В отдельной серии экспериментов 
была обнаружена различная ско-
рость синтеза РНК в мышцах в зави-
симости от дл ител ьности посмертного 

6 12 18 24 

Посмертный период\ ч 

Рис. 3. Р Н К - с и итерирующая активность в 
мышечной ткани (У) и печени (2) в раз-

ные сроки посмертного периода. 
Включение 14С-уридиня в Р Н К срезов нормальных 
тканей за 3 ч инкубации при 37°С в кребс-рингер-

буфере принимали за 100%. 

5 10 15 20 25 
фракции 

Рис. 4. Электрофоретический 
профиль РНК, синтезирован-
ной в срезах печени и ран-
ние сроки посмертного пери-

ода. 
Л — контроль; Б — 1 ч посмерт-
ного периода; В — 3 ч посмертно-

го периода. 

фериода (рис. 2). Анализ скорости включения 14С-уридина в РНК и удель-
ной радиоактивности новообразованной РНК в нормальной мышечной тка-
ни (взятой в опыт сразу после забоя животного) и в мышцах через 1—24 ч 
после смерти и хранения тушки животного при комнатной температуре по-
казал значительное посмертное ингибирование синтеза РНК в ткани. Так, 
через 6, 12 и 24 ч после смерти в скелетных мышцах сохранялось 75, 53 и 
20% РНК-синтезирующей активности соответственно. Вместе с тем резуль-
таты сравнительных опытов, проведенных на мышцах и печени крыс, по-
казали, что мышечная ткань обладает более стабильным к действию посмерт-
ного аутолиза аппаратом транскрипции по сравнению с паренхиматозными 
органами. В печени, например, уже через 3 ч после смерти животного уро-
пень РНК-синтезирующей активности составлял 50%, а к 8 ч посмертного 
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периода включение 14С-уридина в РНК срезов печени снижалось до 30% 
по сравнению с нормальной тканыо (рис. 3). 

Таким образом, мышечная ткань и печень различаются между собой по 
скорости инактивации синтеза РНК в процессе развития посмертного ауто-
лиза. Можно также предполагать, что различная функциональная инакти-
вация РНК (в данном случае инактивация системы синтеза РНК), обна-
руженная в печени и мышцах в посмертном периоде, в определенной степе-
ни отражает и разную химическую стабильность указанного биополимера в 
этих тканях животного при посмертном аутолизе. 

Действительно, полученные экспериментальные данные указывают, 
что в ранние сроки посмертного периода отмечается относительная ста-
бильность общей эндогенной РНК мышечной ткани. Количество суммар-

Динамика распада эндогенной РНК мышечной ткани в норме и при аутолизе в условиях 
инкубации срезов мышц в кребс-рингер-буфере рН 7,4 

Время 
после 

Количество эндогенной РНК, мкг на пробу 
Время 
после прем я инкубации срезов мышц, ч 

смерти, ч 
0 1 2 3 

0 
6 

12 
24 

401,7 (100) 
341,2 (100) 
338,0 (100) 
326 ,2 (100) 

369 ,0 (91,8) 
311 ,6 (91,3) 
262 ,5 (77,7) 
200 ,9 (61,6) 

338 ,0 (84,1) 
274 ,9 (80,5) 
260 ,0 (76,9) 
182,0 (55,8) 

292 ,8 (72,7) 
254 ,0 (74,4) 
248,0 (73,3) 
159,6 (48,0) 

П р и м е ч а н и е . В скобках указано содержание эндогенной РНК в процентах 
по отношению к количеству РНК в срезах мышц перед инкубацией, принятому за 100%. 

пой РНК в мышцах крыс через 6, 12 и 24 ч после смерти уменьшалось не-
значительно и составляло 85, 84 и 81 % соответственно по сравнению с со-
держанием РНК в мышцах сразу после забоя животного. В аналогичных 
условиях эксперимента количество общей эндогенной РНК в печени крыс 
через 1 ч после смерти составляло 98%, через 3 ч — 65% и через 15 ч 
55%. Сходная динамика изменения содержания РНК в «переживающей» 
печени крыс (88, 72 и 12% соответственно через 1, б и 24 ч после смерти 
животного) была показана в опытах Ю. М. Лопухина и соавт. [1 ]. Не-
сколько более высокое значение содержания РНК (32% через 24 ч после 
смерти) в аутолизирующейся при 37°С печени мыши было получено други-
ми авторами [101. В целом, однако, можно сделать вывод, что РНК пече-
ночных клеток при аутолизе распадается быстрее, чем РНК мышечной 
ткани, что, вероятно, можно об'ьяснить как морфологическими особенно-
стями этих тканей, так и разницей в наборе и активности гидролитических 
ферментов (в данном случае РНК-аз) в печени и мышцах. Наши данные, 
показывающие относительную стабильность суммарной PIT К мышечной 
ткани на ранних этапах (до 24 ч) посмертного аутолиза хорошо согласуются 
с результатами С. С. Шишкина и соавт. [22, 261, обнаруживших стабиль-
ность рибосомальной РНК и части полисом в мышцах через 72 ч после 
смерти. 

Вместе с тем при инкубации в кребс-рингер-буфере рIT 7,4 срезов ске-
летных мышц, взятых в опыт в разные сроки посмертного периода, в наших 
опытах была отмечена различная динамика распада эндогенной РНК 
(см. таблицу). 

Как видно из таблицы, в которой представлены результаты типичного 
эксперимента, при инкубации в течение 1, 2 и 3 ч при 37°С количество эндо-
генной РНК в срезах нормальных мышц и мышц через 6—12 ч после смер-
ти снижалось на 91, 77 - 84 и 73—74% соответственно в зависимости от вре-
мени инкубации. Однако инкубация срезов мышц животных, хранившихся 
после смерти при комнатной температуре в течение 24 ч, приводила к рез-
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кому снижению содержания эндогенной РНК в мышечной ткани. Так, че-
рез 1 ч инкубации количество РНК в срезах составляло только 61 % по от-
ношению к содержанию РНК в срезах мышц перед инкубацией, через 
2 ч — 56 % и через 3 ч — 49 %. 

На основании полученных результатов можно сделать предположение, 
что к концу первых суток посмертного периода в мышечной ткани начинают 
проявляться деструктивные внутриклеточные процессы, возможно, свя-
занные с действием лизосомальных или латентных структурированных гид-
ролаз и обеспечивающие, в частности, большую доступность РНК к дей-
ствию рибонуклеаз. Указанные процессы сопровождаются прежде всего 
снижением и прекращением биосинтетических функций клетки, в данном 
случае — иигибироваиием синтеза РНК и в дальнейшем по мере развития 
посмертного аутолиза ведут уже к химической деградации биополимеров, 
входящих в состав внутриклеточных структур. 

На основании результатов сравнительного изучения ингибирования 
синтеза РНК и стабильности общей РНК в посмертном периоде в исследо-
ванных тканях можно также заключить, что при аутолизе сопряженный 
процесс функциональной инактивации и химической деградации РНК про-
текает с гораздо большей скоростью в печени по сравнению с мышечной 
ткаиыо. 

В отдельной серии экспериментов при использовании метода аналити-
ческого диск-электрофореза в 2% агарозном геле проводили исследование 
характеристики РНК, синтезированной в срезах печени в ранние сроки 
посмертного периода. В этих опытах после инкубации срезов ткани, взя-
той от животного сразу после забоя (контроль) и через 1 и 3 ч после смерти, 
с иС-уридииом в кребс-рингер-буфере в течение 2 ч при 37°С проводили вы-
деление и очистку РНК методом горячей феиольной экстракции и аиали-
зировли РНК методом высоковольтного диск-электрофореза. Результаты 
этих экспериментов представлены на рис. 4. 

Используя препарат рибосомальной РНК в качестве маркера при 
электрофорезе в 2% агарозном геле, цервоначально было определено, что 
фракции геля 4—7, 9—12 и 19—23 соответствуют локализации при электро-
форезе 28S, 18S, 4S рРНК соответственно. Распределение метки (14С-РИК) 
во фракциях агарозного геля показало, что при посмертном иигибировании 
Синтеза РНК в печени в первую очередь нарушается синтез высокомолеку-
лярных типов РНК- Так, общая доля радиоактивности фракций, соответ-
ствующих >30S, 28S и 18S синтезированной РНК, снижалась с 57,3% 
(контроль — 0 ч аутолиза) до 49,1 и 39,0% к 1 и 3 ч аутолиза соответственно. 
В то же время, как видно на рис. 4, А—В аутолизирующаяся печень в тече-
ние первых 3 ч после смерти еще сохраняет способность к синтезу низкомо-
лекулярной РНК. При этом количество 14С-РНК, соответствующей фрак-
циям =^4S, относительно увеличивалось — с 19,1% (контрольная проба) 
до 25,4% (1 ч аутолиза) и 33,4% (3 ч аутолиза). В более поздние сроки по-
смертного периода (15 ч), когда в печени сохраняется меньше 20% РНК-
синтезирующей активности, включение 14С-уридина происходит в основ-
ном во фракции пизкомолекулярной РНК, а доля высокомолекулярной 
РНК, синтезированной в срезах в указанный срок посмертного периода, 
резко снижена. 

В литературе описан синтез РНК преимущественно с низкой молеку-
лярной массой в изолированных ядрах почек мыши, хранящихся при 37°С 
в течение 60 мин 1271. Причина снижения молекулярной массы новообра-
зованной РНК в указанных условиях неясна, однако, по мнению этих авто-
ров, обнаруженный факт не обусловлен деградацией синтезированной 
РНК. По нашему мнению, по-видимому, возможными причинами для 
объяснения ингибирования синтеза РНК в тканях в раннем посмертном 
периоде и уменьшения при этом молекулярной массы новообразованной 
РНК могут быть структурное повреждение молекулы РНК-полимеразы, 
нарушения в образовании и диссоциации комплекса Д Н К - РНК-полиме-
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раза или повреждение структуры (фрагментация) самой ДНК-матрицы. 
Кроме того, посмертное снижение содержания макроэргических соедине-
ний и истощение пула нуклеозид-5'-трифосфатов [1 ] могут также быть при-
чинами прекращения синтеза РНК в тканях в процессе развития посмерт-
ного аутолиза. 
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POSTMORTAL I N H I B I T I O N OF R N A S Y N T H E S I S IN RAT LIVER T I S S U E 
AND SCELETAL M U S C L E S 

P. I. Fomenko, L. В. Rebrov 

Research Laboratory of Biological Structures , Ministry of Publ ic Heal th of the U S S R 
Moscow 

R N A synthesis was studied at various postmortal periods in liver and sceletal muscle 
slices, incubated in Krebs-Ringer solution (pH 7.4) containing NaCl, KCl, CaCl2, 
K H 2 P 0 4 , MgS0 4 , NaHCO ;}, glucose, normal horse blood serum, penicillin, heparin, 
mixture of 20 amino acids and 14C-uridine. The higher rate of postmortal inact ivat ion 
of R N A synthesis was found in liver tissue as compared to muscles; decreased s tabi l i ty 
of total endogenous R N A from Jiver tissue was observed under conditions of autolysis. 
Various dynamics occurrcd in dissociation of endogenous R N A from sceletal muscles 
studied at early (6 hrs) and late (24 hrs) postmortal periods and maintained in Krebs-
Ringer solution. As shown by analysis of newly formed R N A from liver tissue using disc 
electrophoresis, synthesis of high molecular R N A (28 S, 18 S) was primarily impaired 
in cases of postmortal inhibi t ion of the synthesis; liver cells maintained their capaci ty 
for the synthesis of low molecular R N A within 3 hrs a f t e r death of the animals. 
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И З О Ф Е Р М Е Н Т Ы М И Т О Х О Н Д Р И А Л Ь Н О Й Т И М И Д И Н К И Н А З Ы 
ИЗ Н О Р М А Л Ь Н О Й И П Р О Л И Ф Е Р И Р У Ю Щ И Х Т К А Н Е Й П Е Ч Е Н И КРЫС 

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

Методом диск-электрофореза в полиакриламидном геле исследован состав изоформ 
пимидинкиназы в субмитохондриальных фракциях тканей печени с разной пролифе-

ативной активностью (интактная, регенерирующая печень и асцитная гепатома 
сайделя). Во фракциях цитоплазматических и митохондриальных матриксных белков 
формальной и пролиферирующих тканей печени крыс обнаружены три зоны, обладаю-
щие активностью /пимидинкиназы, которым соответствует электрофоретическая 
подвижность: 1 — Rf 0,1—0,2, II — R/ 0,5—0,55, 111 — Rf 0,85—0,87. Во фрак-
циях наружных и внутренних мембран митохондрий также обнаружены три зоны 
ферментативной активности, две из которых не совпадают по величине R/ с изофор-
j^aMu /пимидинкиназы цитоплазматической фракции и м и/по хонд риа ль ного матрикса: 
Г\ — Rf 0,1—0,16, II — Rf 0,35—0,4, III — R 0,62- 0,68. При переходе печени 
цз состояния покоя к усиленной пролиферации происходит перераспределение фермен-
тативной активности между изоформами /пимидинкиназы; возрастает роль медлен-
но мигрирующей формы фермента с Rf 0,1—0,2 в матриксе митохондрий и Rf 
0,35—0,4 в мембранных фракциях; соответственно снижается выход тимидинмонофос-
фагпа за счет характерных для интактной печени быстро мигрирующих форм фермен-
та с Rf 0,5—0,55 в матриксном содеронимом и Rf 0,62—0,68 во фракциях мембран 
митохондрии. 

В условиях стимуляции митотической активности тканей и синтеза 
ДНК происходит значительная активация синтеза тимидиловых нуклеоти-
дов путем последовательного фосфорилирования эндогенного тимидина за 
счет тимидин- и тимидилаткиназных реакций. 

Тимидинкиназа относится к ряду индуцируемых ферментов синтеза 
предшественников ДНК. Активность этого фермента тесно коррелирует со 
скоростью пролиферации тканей 1.1—5]. Методом диск-электрофореза в 
полиакриламидном геле [6 1 в экстрактах пролиферирующих (фетальных и 
опухолевых) и непролиферирующих (взрослых) тканей были обнаружены 
две изоформы тимидинкиназы, различающиеся по электрофоретической 
подвижности молекул, способности к утилизации разных доноров фосфата 
и реакции на добавки дезоксицитидинтрифосфата. Изоформа тимидинки-
назы с R f равной 0,2, характерна для активно растущих клеток, тогда как в 
покоящихся тканях присутствовала изоформа фермента с Rf равной 0,5. 

В митохондриях животных клеток было найдено несколько изоформ 
тимидинкиназы, которым присущи разные физико-химические характе-
ристики [7, 8]. Однако изменения в изоферментном составе митохондри-
альной тимидинкиназы при переходе ткапи от состояния покоя к усилен-
ной пролиферации исследованы не были. Для более глубокого изучения 
изменений в функционировании митохондриальной тимидинкиназы в усло-
виях разной пролиферативной активности нормальной и опухолевой пече-
ни крыс в настоящей работе был исследован состав изоформ фермента в суб-
митохондриальных фракциях тканей с помощью метода диск-электрофоре-
за в полиакриламидном геле. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили па крысах-самцах массой 120—150 г. В эксперименте исполь-
зовали иитактиую ткань печени крыс, ткань печени крыс через 24 ч после частичной 
гепатэктомии и суспензию опухолевых клеток асцитной гепатомы Зайделя. 

Животных декапитировали. Ткань печени извлекали и помещали в охлажден-
ный 0,9% раствор NaCl. Все последующие операции проводили при 0—4°С. Ткань 
юмогенизировали в 4 объемах буфера А — 0,25 М сахароза, 0,25 М трис-НС1-буфер 
рН 8,0, 0,025 М КС1, 0,05 М Mg (СН3СОО)2 — в гомогенизаторе Поттера с тефлоно-
I; ым пестиком. 

Асцитную жидкость асцитной гепатомы Зайделя центрифугировали при 
1000 об/мин (800 g) в течение 10 мин. Полученный осадок асцитных клеток 5 раз 
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отмывали от крови 2-кратным объемом дистиллированной воды с последующим цен-
трифугированием при указанной выше скорости. Затем осадок асцитиых клеток сус-
пендировали в 2—3-кратном объеме дистиллированной воды и оставляли на 15 мин 
во льду. К суспензии клеток после набухания добавляли 1 / 4 объема буфера Л, в кото-
ром содержание всех компонентов было увеличено в 5 раз. Подвергнутые таким обра-
зом осмотическому шоку асцитные клетки в дальнейшем разрушали при гомогени-
зировании в стеклянном гомогенизаторе с плотно притертым тефлоновым пестиком. 

Ядра и неразрушенные клетки удаляли центрифугированием гомогената при 
600 g в течение 10 мин. Надоеадочную жидкость центрифугировали на центрифуге 
«Spinco» (модель L, ротор 30) при 6500 g в течение 10 мин для осаждения тяжелой 
митохондриальиой фракции по методу Катьяра [9]. Митохондрии дважды промы-
вали, ресуспеидируя осадки в 0,44 М забуференной сахарозе рН 8,0 с добавлением 
1 мМ ЭДТА и осаждая центрифугированием при той же скорости. 

Целость митохондрий контролировали электронно-микроскопическим методом, 
а степень их загрязнения ядрами, микросомами и лизосомами устанавливали на осно-
вании определения Д Н К в ядрах и митохондриях по методу Бартоиа [10], активности 
глюкозо-6-фосфатазы в митохондриях по методу Свансона [11] и активности кислой 
фосфатазы по методу Шмидта [12]. 

Промытые фракции тяжелых митохондрий использовали для получения суб-
митохоидриальных компонентов (наружных, внутренних мембран и матриксиых 
белков) по методу Соттокаса [13], включающему процедуру набухания — сморщива-
ния и обработку ультразвуком. 

Субмитохондриальные компоненты разделяли центрифугированием разрушенных 
частиц на центрифуге «Spinco» (модель L2), ротор SW-25) при 25 000 об/мин в течение 
2 ч в ступенчатом градиенте 0,75 и 1,32 М сахарозы. Фракция внутренних мембран 
осаждалась на дно пробирки, фракция наружных мембран задерживалась в зоне гра-
диента 1,32—0,75 М сахарозы, а матрикс оставался в месте нанесения. Зону матрикс-
иых белков отбирали шприцем и использовали в качестве ферментного препарата. 
Фракцию наружных мембран отсасывали, разбавляли вдвое 0,01 М трис-НС1-буфе-
ром рН 8,0 и осаждали центрифугированием при 105 000 g в течение 30 мин. Осадки 
внутренних мембран и наружных мембран суспендировали в растворе, содержащем 
0,01 М трис-НС1-буфер и 2% тритон Х-100, и использовали в качестве ферментных 
препаратов. 

Фракции микросом и цитоплазматических белков получали центрифугирова-
нием постмитохондриальной жидкости на центрифуге «Spinco» (модель L2, ротор 40) 
при 105 000 g в течение 90 мин. 

Содержание белка в полученных фракциях определяли по методу Лоури [14]. 
Электрофорез в полиакриламидном геле проводили в трубках 0 , 5 X 9 , 5 см в 

приборе фирмы «Reanal» (Венгрия) при 2—4°С [15] в течение 4 ч при силе тока 3 мА 
на трубку. Электрофорез проводили в делящем геле следующего состава: 1 часть 
раствора (48,0 мл 1 и. НС1 + 36,6 г трис-буфера + 0,23 мл N,N,N' ,N'-TeTpaMemn-
этилендиамина в объеме 100 мл); 2 части раствора (30,0 г акриламида + 0,8 г N,N-Me-
тиленбисакриламида в объеме 100 мл); 1 часть раствора (0,2 мМ тимидин + 1,25 мМ 
MgCl2); 4 части 0,14% раствора персульфата аммония. Гель дезаэрировали и поли-
меризовали в течение 20—30 мин при комнатной температуре. На поверхность геле-
вых столбиков наносили 0,1 мл (0,2—0,3 мг) исследуемого белка в 40% сахарозе, 
содержащей 1 каплю 0,001% водного раствора бромфенолового синего. Свободный 
объем трубочек и электрофоретические камеры заполняли электродным буфером. 
Электродный буфер содержал 5,0 мМ трис-глицин рН 8,3, 1 мМ MgCl2, 0,2 мМ тими-
дин, 10 мМ (3-меркаптоэтаиол [16]. По окончании электрофореза столбики геля из-
влекали из трубочек, помещали в стеклянные лодочки па полоски ионобменной бу-
маги ДЕ-81, пропитанной инкубационной смесыо для определения активности тими-
динкиназы, и инкубировали Х1/2 ч при 37°С [17]. Затем полосы ионообменной бумаги 
высушивали на воздухе, промывали 0,001 М формиатом аммония р Н 3,6, разрезали 
поперек на секции шириной 0,3 см. Просчитывая адсорбированную на каждой из сек-
ций радиоактивность, получали картину расположения зон ферментативной актив-
ности в геле. 

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

Используя процедуру набухания — сморщивания, обработку ультра-
звуком и последующее центрифугирование в ступенчатом градиенте плот-
ности сахарозы, фракцию тяжелых митохондрий разделили на субмито-
хондриальиые компонеты — наружные, внутренние мембраны иматриксные 
белки. 

С помощью метода диск-электрофореза в полиакриламидном геле белки 
субмитохондриальных фракций и цитоплазмы были исследованы на содер-
жание зон, обладающих активностью тимидинкиназы. Как видно на рис. 1 
и 2, в интактной, регенерирующей печени и в клетках асцитной гепатомы 

416 



айделя обнаруживаются три зоны активности тимидинкиназы с электро-
фэретической подвижностью JR/t0,l—0,2, Rfz 0,5—0,55 и Rfs 0,85—0,87. 

Во фракциях наружных и внутренних мембран митохондрий также 
имеются три зоны активности тимидинкиназы (рис. 3 и 4), две из которых 
н* совпадают по величине Rf с изоформами тимидинкиназы цитоплазмы и ми-
тохондриального матрикса: Rfl 0,12—0,15, Rh 0,35—0,4 и Rh 0,62—0,68 

ITa рис. 1—4 и из таблицы видно, 
что при переходе ткани печени из со-380 
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Рис. I. Электрофоретическая подвиж-
ность изоформ цитоплазматической ти-
мидиики иазы из интактной (У), реге-
нерирующей (2) печени и асцитной ге-

патомы Зайделя (8). 

Рис. 2. Электрофоретическая подвиж-
ность изоформ тимидинкиназы из фрак-
ции матриксных белков митохондрий 
интактной (/), регенерирующей (2) пече-
ни и асцитной гепатомы Зайделя 

стояния покоя к пролиферации и интенсивному синтезу Д Н К изменения в 
характере белковых зон, обладающих активностью тимидинкиназы, во 
всех исследованных фракциях заключаются, во-первых, в повышении уров-
ня ферментативной активности и, во-вторых, в перераспределении активности 
Между отдельными формами тимидинкиназы, о чем можно судить по выхо-
ду тимидинмонофосфата (ТМФ), образующегося за счет активности разных 
изоформ фермента. 

Из таблицы видно, что в опытах in vitro в цитоплазматической фракции 
и матриксе митохондрий из интактной печени за счет активности быстро 
мигрирующей изоформы II (Rf 0,5—0,55) образуется 50—55% от общего 
количества ТМФ. В процессе регенерации и малигнизации значительно 
возрастает вклад в синтез ТМФ медленно мигрирующей изоформы I (Rf 
0,1—0,2) при соответствующем снижении выхода продукта реакции за счет 
активности изоформ II и I I I . 

В мембранных фракциях митохондрий покоящейся ткани печени пре-
обладающее количество ТМФ синтезируется за счет активности в основном 
двух форм тимидинкиназы: I I I (Rf 0,62—0,68) и I (Rf 0,1--0,16). В реге-
нерирующей печени и асцитной гепатоме Зайделя во фракциях мембран 
митохондрий наблюдалось перераспределение активности тимидинкиназы 
]у!ежду изоформами: увеличивался выход ТМФ за счет активности изофор-
мы I (Rf 0,12—0,15) и в несколько меньшей степени за счет изоформы II 
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(Rf 0,32—0,38), а вклад изоформы III (Rf 0,62—0,68) в синтез ТМФ соот-
ветственно уменьшался. Некоторое отклонение от этого наблюдалось в 
соотношении изоформ тимидинкиназы во фракции внутренних мембран 

митохондрий асцитной гепатомы Зай-
деля, в которых более 70% от синте-

, зируемого ТМФ образовалось за счет 
приблизительно равной фер мента-
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Рис. 3. Электрофоретическая подвиж-
ность изоформ тимидинкиназы из фрак-
ции наружных мембран митохондрий 
интактной ( /) , регенерирующей (2) пе-
чени и асцитной гепатомы Зайделя (3). 

Рис. 4. Электрофоретическая подвиж-
ность изоформ тимидинкиназы из фрак-
ции внутренних мембран митохондрий 
интактной (У), регенерирующей (2) пе-
чени и асцитной гепатомы Зайделя (3). 

тивной активности изоформ II (Rf 0,38—0,4) — 39% и I (Rf 0,1—0,16) — 
35%. Следует отметить что во всех фракциях митохондрий и цитоплазма-
тических белков изоформы тимидинкиназы из клеток асцитной гепатомы 
Зайделя по составу и электрофоретической подвижности не отличаются 
от изоформ нормальных тканей. 

Количественный выход ТМФ (в %), образующегося за счет разных изоферментов 
тимидинкиназы из интактной, регенерирующей и опухолевой ткани печени крыс 

Фракция j Rf изоформ И итактная 
печень 

Регенери-
рующая пе-

чень 

Асцитная 
гепатома 

Зайделя 

Цитоплазматическая: 
I 0,4—0,14 30 53 54 

II 0,5—0,54 50 36 38 
III 0,85—0,87 20 11 8 

Матрикс митохондрий: 
I 0,14—0,2 25 44 40 
II 0,52—0,55 55 43 50 

III 0,85—0,87 20 13 10 
Наружные мембраны митохонд-

рий: 
I 0,12—0,15 37 43 49 

II 0,35—0,38 19 40 42 
III 0,62—0,65 44 17 9 

Внутренние мембраны митохонд-
рий: 

I 0,1—0,16 35 48 33 
II 0,38—0,4 23 30 39 

111 0,62—0,68 42 22 28 

Основная часть активности митохондриального фермента сосредоточе-
на в матриксном содержимом [8, 18.1. Профиль электрофореграмм актив-
ности тимидинкиназы в цитоплазме и матриксе митохондрий почти одина-
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ков не только в нормальной, но и в быстрорастущей ткани печени, что, по-
видимому, свидетельствует о цитоплазматическом происхождении тимидин-
киназы в матриксе митохондрий. 

Изоформа I (Rf 0,12—0,15) тимидинкиназы во фракции цитоплазмати-
ческих белков присутствует также на электрофореграммах активности ти-
мидинкиназы мембранных фракций митохондрий и является, по-видимому, 
цитозольподобной формой фермента. 

Мембранные изоформы тимидинкиназы — II (Rf 0,32—0,4) и III 
(Rf 0,62—0,68) — являются специфичными для митохондрий изофермен-
тами. Возможно, это собственно митохондриальные изоформы тимидинки-
назы, которые синтезируются клеткой только для митохондрий, либо это 
те же образующиеся в цитоплазме изоформы фермента, но претерпевшие 
изменения в связи с особенностями их функционирования в митохондри-
альных мембранах. 
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I S O E N Z Y M E S O F M I T O C H O N D R I A L T H Y M I D I N E K I N A S E FROM NORMAL 
AND P R O L I F E R A T I N G RAT LIVER T I S S U E S 

S. A. Silaeva, N. I. Danilova 

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

Isoenzyme composition of thymidine kinase was studied in submitochondrial frac-
tions of liver tissue with various prol i ferat ive ac t iv i ty (intact , regenerating livers and 
Zhaidel ascites hepatoma) using polyacrylamide gel disc electrophoresis. Three zones, 
corresponding to proteins with Rf 0.1-0.2 (1), Rf 0.5-0.55 (II) and Rf 0.85-0.87 (III) 
and exhibi t ing thymidine kinase act iv i ty , were found in fractions of cytoplasmic and 
mitochondrial matr ix proteins from resting and prol i ferat ing rat liver tissues. In frac-
tions of outer and inner mitochondrial membranes three zones of the enzymatic act ivi ty 
were also observed but two of them did not coincide in the Rf value with the thymidine 
kinase isoenzymes from cytoplasmic fraction and mitochondrial mat r ix : I Rf 0.1-0.16, 
II Rf 0.35-0.4 and III Rf 0.62-0.68. Redistr ibution of the enzymatic ac t iv i ty between 
thymidine kinase isozymes occurred in conversion of liver tissue from the resting state 
to increased proliferat ion. In these cases slowly migrating enzymatic fraction (Rf 0.1-0.2) 
was act ivated in mitochondrial matr ix and membranes; formation of TMP, catalyzed by 
isozymes with fast mobil i ty (Rf 0.5-0.55 in matr ix and Rf 0.62-0.68 in membrane frac-
tions of mitochondria), which are typical for intact liver tissue, was decreased, respec-
tively. 
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В. М. Плесков, И. Л. Саакян, 10. Л. Житнухин 

И Н Д У К Ц И Я Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О Г О А Л Л Е Р Г И Ч Е С К О Г О 
Э Н Ц Е Ф А Л О М И Е Л И Т А Э Н Ц Е Ф А Л И Т О Г Е Н Н Ы М И Б Е Л К А М И 

М И Е Л И Н А ИЗ С П И Н Н О Ю МОЗГА Б Ы К А 

Отдел биохимии липидов и атеросклероза им. И. Н. Аничкова, отдел микробиологии и 
иммунологии Научно-исследовательского института экспериментальной медицины 

АМН СССР, Ленинград 

Методом хроматографии на колонке из спинного мозга быка выделен в гомогенном 
виде основной белок, обладающий высокой энцефалитогенной активностью в отношении 
морских свинок и кроликов. Инокуляция последним выделенного препарата в смеси со 
стимулятором Фрейнда приводила к развитию неврологических симптомов ЭАЭ и оча-
гов демиелинизации как в спинном, так и в головном мозге животных. 

Многочисленными исследованиями установлено, что энцефалитоген-
ность миелина ЦНС обусловлена содержащимся в нем основным белком, 
который был выделен, охарактеризован и использован для воспроизведе-
ния экспериментального аллергического энцефаломиелита (ЭАЭ) у живот-
ных [11. Показано, что в растворе этот белок имеет открытую структуру и 
по некоторый параметрам сходен с гистонами, но содержит большее коли-
чество гистидина и пролина [2, 31. Как оказалось, энцефалитогенность 
основного белка для морских свинок и кроликов зависит от наличия в его 
молекуле триптофана, глутамина и лизина [4, 5.1. В то же время полипеп-
тид, выделенный из смеси основных белков и состоящий из 45 аминокислот, 
несмотря на отсутствие в его аминокислотной последовательности триптофа-
на, вызывал развитие ЭАЭ у кроликов и обезьян, что может свидетельство-
вать о наличии в структуре белка нескольких энцефалитогениыхдетерми-
нант 16, 7.1. 

Целыо настоящей работы явилось выяснение характера и локализации 
очагов демиелинизации в ЦНС кроликов при введении им очищенных энце-
фалитогениых полипептидов. 

М е т о д ы и с с л е д о в а н и я 
Для препаративного выделения основных белков в настоящей работе исполь-

зовали КМ-сефадекс С-25 и G-50 (фирма «Фармация», Швеция). Спинной мозг быка 
(500 г) размельчали в механическом гомогенизаторе с 1 л ацетона и петролейного 
эфира в течение 15 мин; осадок высушивали в эксикаторе над силикагелем. Из 30 г 
полученного таким образом порошка экстрагировали белки 0,02 н. НС1; экстракт 
смешивали с заряженной формой КМ-сефадекса С-25, промывали несколько раз ди-
стиллированной водой для удаления нейтральных и кислых белков и упаковывали 
в хроматографическую колонку размером 3 ,5X60 см. Колонку промывали дистилли-
рованной водой (500 мл) и 0,1 и. I-IC1 (1500 мл), элюируя смесь основных белков. 
Осаждение белков из элюата осуществляли 10-кратным обт>емом ацетона. Получен-
ный осадок растворяли в смеси муравьиная кислота — уксусная кислота — вода 
в соотношении 1 : 4 : 4,5 и наносили на хроматографическую колонку с сефадексом 
G-50, уравновешенную тем же раствором. Белковый состав полученных фракций изу-
чали с помощью диск-электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ) и рехромато-
графии на колонке с ссфадексом G-50. Аминокислотный состав энцефалитогениых поли-
пептидов определяли в аминокислотном анализаторе фирмы «Хитачи». ЭАЭ у морских 
свинок и кроликов вызывали однократной подкожной (в подушечки лап) инъекцией 
энцефалитогениых препаратов, растворенных в 0,1 или 0,2 мл физиологического рас-
твора и смешанных с 0,3 или 0,6 мл полного адъюванта Фрейнда, содержащего 5 мг/мл 
сухих убитых туберкулезных микобактсрий. Животных наблюдали ежедневно для 
своевременного выявления неврологических симптомов ЭАЭ. В разные сроки после 
сенсибилизации животных забивали для извлечения головного и спинного мозга с 
целью изучения гистологических изменений в ЦНС. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
На рис. 1 представлена автоматическая запись элюции белков с колон-

ки, заполненной КМ-сефадексом С-25 при обработке ее сначала дистилли-
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ванной водой, а затем 0,1 н. НС1. Как видно, белки элюировались с ко-
нки в виде нескольких пиков. Первый пик содержал нейтральные и кие-
е белки, не связанные с ионообмеиииком и легко элюируемые с колонки 
стиллированной водой. В состав фракций 2, 3 и 4 входили основные бел-
, так как они элюировались с колон-
0,1 н. ITC1. Необходимо отметить, 
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Рис. 1. Хроматография кислот-
ного экстракта спинного мозга 

быка на КМ сефадексе С-25. 

Рис. 2. Автоматическая запись вы-
хода белка с сефадекса G-50 на 
ленте самописца «Увикорд», настро-

енного на длину волны 255 нМ. 
Скорость движения ленты прибора 2 см/ч, 
скорость элюции — 30 мл/ч. 1с, 2с, Зс — 

белковые фракции. 

что энцефалитогенной активностью обладала только фракция 4, которая и 
была использована в дальнейшем для разделения смеси основных белков на 
полипептиды с помощью гель-фильтрации через колонку с сефадексом 
G-50 (рис. 2). Полученные фракции 1с, 2с и Зс были лиофилизированы и 
оттитрованы на морских свинках. Установлено, что фракция 1с обладала 
вы р а жен ной э н цефа -

Аминокислотный состав (в мкмолях на 1 мг белка) 
энцефалитогениых белковых фракций из спинного мозга 

быка 

л итоген ной а ктив -
ностыо в отношении 
мфрских свинок в 
дозах от 1 до 0,01 мг 
препарата на одно 

Рис. 4. Рехроматография 
фракции 2 с на колон-
ке с сефадексом G-50. 
Автоматическая запись на 
ленте самописца «Увикорд». 
Скорость дин жоп и я леп-

ты прибора 2 см/ч, ско-
рость элюции 2 мл/ч. 

Аминокислота 
Содержание аминокислот 

во фракции Аминокислота 

1 с 2 с 

Лизин 0,31 0,76 
Гистидии 0,37 0,32 
NH 3 3,2 0,23 
Аргинин 0,9 0,14 
Аспарагииовая 0,7 1,09 
Треонин 0,6 0,27 
Серии 0,5 0,59 
Плутаминовая 1,0 0,47 
Пролии 1,3 0,25 
Глицин 1,4 0,71 
Алании 0,9 0,32 
Валин 0,3 0,08 
Мети он и н 0,1 0,013 
Изолейцин 0,5 0,24 
Лейцин 0,6 0,29 
Тирозин 0,2 0,09 
Феиилалаиин 0,5 0,000 

животное, сохраняя это свойство при снижении дозы до 1 мкг. Столь же 
высокой энцефалитогенной активностью обладала и фракция 2с, в связи с 
чем эти две фракции и были использованы для дальнейших исследований. 

На рис. 3 см. па вклейку показаны результаты электрофоретического 
разделения белков в ПААГ. Можно видеть, что белок фракции 2с при элект-

421 

CD Z\f 



рофорезе в ПААГ давал только одну окрашенную амндо черным зону, что в 
определенной степени свидетельствовало о его гомогенности. Гомогенность 
этой фракции была установлена также с помощью рехроматографии иссле-
дуемого белка на хроматографической колонке с сефадексом G-50 (рис. 4). 

Таким образом, из спинного мозга быка был выделен в гомогенном виде 
основной белок и исследован его аминокислотный состав (см. таблицу). 

Фракции 1с и 2с различались между собой по аминокислотному соста-
ву. Лишь содержание гистидина и серима в указанных прапаратах было 
сопоставимым (0,37 и 0,32 мкмоль на 1 мг белка). Однако, несмотря на су-
щественные различия в аминокислотном составе, выделенные полипептид-

Рис. 5. Распад миелина в пирамидных трактах продолговатого 
мозга кролика при ЭАЭ. 

Метод Марки. Ун. 100. 

пые фракции 1с и 2с обладали выраженной энцефалитогенной активностью 
и введение белка этих фракций в смеси со стимулятором Фрейнда кроликам 
вызывало у последних однотипные по характеру и локализации поврежде-
ния ЦНС (рис. 5). На основании полученных данных можно придти к вы-
воду, что количественное соотношение аминокислот в молекуле полипепти-
дов не является определяющим фактором в отношении энцефалитогениых 
свойств молекулы, а эти свойства детерминированы первичной структурой. 
Следует также отметить, что аминокислотный состав выделенных нами по-
липептидов отличался от такового у препаратов, полученных другими ав-
торами 18]. 

Клинические признаки ЭАЭ у кроликов появлялись, как правило, на 
12—14-й день после инокуляции полипептидов фракций 1с или 2с, т. е. 
раньше, чем у животных, сенсибилизированных гомогенатами тканей 
ЦНС или препаратами очищенного миелина (12—21-й день). Заболева-
ние протекало, остро и выражалось в расстройстве координации движений, 
нарушении функции тазовых органов, развитии парезов, параличей ко-
нечностей и т. д. 

Весьма интересными представляются результаты морфологических 
исследований ЦНС кроликов с ЭАЭ. Ранее было показано, что при введе-
нии животным энцефалитогенной смеси из гомогенатов гомологичного, ге-
терологичного мозга или препарата очищенного миелина демиелинизация в 
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головном мозге отмечалась сравнительно редко или почти отсутствовала 
19 I. В то же время морфологические исследования ЦИС кроликов с невро-
логическими проявлениями ЭАЭ, развившегося в результате введения им 
выделенных полипептидов в смеси со стимулятором Фрейнда, выявили рас-
пад миелиновых оболочек на всех уровнях спинного мозга и, что особенно 
следует подчеркнуть, у подавляющего большинства животных — в белом 
вешестве различных образований головного мозга. На рис. 5 отчетливо 
виден распад миелина в пирамидных путях продолговатого мозга, выяв-
ленный с помощью метода Марки. 

Таким образом, инокуляция кроликам основного белка из спинного 
мозга быка приводила к появлению у животных очагов демиелинизации не 
только в спинном, но и в головном мозге. При этом обращал на себя вни-
мание факт нарушения трофики тканей внутренних органов, в частности 
желудка, выражающегося в резкой его атонии и образовании трофических 
яз|з слизистой оболочки, проникающих в мышечный слой. Это дает основа-
ние рассматривать кроликов с ЭАЭ как в достаточной степени адекватную 
модель для изучения нарушений обмена гладкой мышцы желудка с нару-
шенной нервной трофикой. 
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A homogenous base protein, exhibiting high encephalitogenic act ivi ty towards gui-
nea pigs and rabbits, was isolated from bovine spinal cord using column chrcmatcgraphy. 
Administration of the preparation obtained together with Frcund's adjuvant into the ani-
mals caused development of neurologic symptoms typical for experimental allergic en-
cephalomyelit is as well as formation of demyelinization foci both in spinal cord and 
in brain of guinea pigs and rabbits. 
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ститута экспериментальной и клинической ортопедии и травматологий 

В регенерате, образующемся при. компрессионно-дистракционном остеосинтезе, 
ществляется интенсивный синтез коллагена, составляющего основу органического 
nip икса костной ткани. Органическая основа регенерата'быстро минерализуется 
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а после прекращения дистракции содержит более половины уровня кальция в зрелой 
кости здоровых окивотных. Накопление мукополисахаридов в регенерате является срав-
нительно невысоким, что, очевидно, связано с благоприятными условиями для форми-
рования его кровоснабжения при стабильной фиксации отломков. 

Широко используемый в ортопедии и травматологии метод компресси-
оино-дистракциониого остеосиитеза 11, 2.1 позволяет устранять значитель-
ные укорочения и деформации конечностей. Формирование и созревание 
костного регенерата, образующегося при дистракции, отличаются от обыч-
ного заживления переломов костей как длительностью репаративного про-
цесса, так и динамикой количественных и качественных изменений химиче-
ского состава в различные периоды его созревания. 

Настоящая работа посвящена изучению содержания некоторых ха-
рактерных для костного матрикса химических соединений (мукополисаха-
ридов, коллагена и кальция) в процессе формирования дистракциоиного 
регенерата при замещении дефекта диафиза костей голени. 

М е т о д и к а 
Эксперимент проведен на 19 взрослых собаках, которым под внутривенным 

тиопеиталовым наркозом создавали дефект диафиза берцовых костей протяженностью 
20—30 мм, что составляло 20—30% от длины голени. На голень накладывали аппа-
рат Илизарова из 4 колец, концы фрагментов сближали и между ними создавали 
условия компрессии, продолжавшейся в течение 7 сут. С 8-го дня осуществляли дози-
рованную дистракцию по 0,75 мм в сутки до полного восстановления первоначальной 
длины сегмента, а затем производилась фиксация аппаратом. После фиксации аппа-
рат снимали и животные находились в опыте в течение месяца. Биохимические иссле-
дования формирующегося регенерата были проведены после окончания дистракции 
(7 собак), после фиксации аппаратом в течение 3 нед (7 собак) и через 1 мес после сня-
тия аппарата при 8-иедельной фиксации (5 собак). Анализу подвергали и объединен-
ные проксимальный и дистальный участки большеберцовой кости шириной 2—3 мм, 
непосредственно прилегающие к регенерату. С целыо получения информации о реак-
ции скелета на замещение дефекта конечности были исследованы соответствующие 
участки большеберцовой кости интактной конечности. Для получения показателей, 
характеризующих кость здоровых животных, использовали резецированные во время 
операции фрагменты костей голени. Освобождение костей и регенерата от мягких 
тканей проводили методом папаинового протеолиза [3], обезжиривали ацетоном и эфи-
ром и высушивали до постоянного веса. Часть минерала сжигали в концентрирован-
ной серной кислоте с катализатором для последующего определения кальция [4]. 
В тканях определяли содержание коллагена по оксипролину [5], уроновых [6] и 
сиаловьтх кислот [7] и гексозаминов [8]. 

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

Данные о содержании углеводов в дистракционном регенерате на раз-
ных стадиях замещения дефекта большеберцовой кости представлены в 
табл. 1. Содержание уроновых кислот в регенерате после дистракции выше, 
чем в костях здоровых животных, и продолжает оставаться высоким после 
3 нед фиксации. Содержание сиаловых кислот и гексозаминов в регенера-
те, образовавшемся при дистракции, также более чем в 1V2 раза выше, чем 
в кости здоровых животных, и незначительно изменяется после прекраще-
ния дистракции. Содержание уроновых и сиаловых кислот, а также гек-
созаминов в участках костей, прилегающих к регенерату, также увеличи-
вается в соответствии с повышением их содержания в регенерате, однако в 
несколько меньшей степени. 

Исследование фрагментов берцовых костей интактной конечности по-
казало, что содержание мукополисахаридов в них после дистракции повы-
шается незначительно — примерно на 10% (табл. 2). Уровень коллагена 
во все периоды формирования регенерата лишь незначительно ниже, чем 
в костях контрольных животных (см. табл. I). 

Наряду с увеличением количества мукополисахаридов в регенерате от-
мечены изменения в содержании кальция в разные сроки наблюдения. 
В регенерате после дистракции обнаруживается примерно 53% от коли-
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чества минералов, содержащихся в костях здоровых животных. В процес-
се последующей фиксации происходит постепенное накопление кальция, 
содержание которого в течение всего периода наблюдения, однако, не 
достигает такового в зрелой кости. Количество кальция в участках кости, 
прилегающих к регенерату в период дистракции, уменьшается по сравне-
нию с контролем, а в период фиксации происходит его медленное накопле-
ние. Количество кальция и коллагена в большеберцовой кости интактиых 
конечностей существенно не изменялось в течение всего эксперимента 
(см. табл. 2). 

Т а б л и ц а 1 
Изменение содержании органических соединений и кальции в дистракционном регенерате 

(М±=т) 

иохимические компоненты кости Контроль 

Срок исследования 

п о с л е 
дистракции 

после 3 пед 
фиксации 

после снятия 
аппарата 

Уроповые кислоты, мг на 100 г 
ткани 

О аловые кислоты, мг на 100 г тка-
ни 

Гексозамины, мг на 100 г ткани 

Коллаген (оксипролии), г на 100 г 
ткани 

Кальций, г на 100 г ткани 

92,0— 

19,4=1: 

156=»: 

2,91 — 

26,9=± 

1,69 

0,86 

4,75 

0,16 

0,49 

121=1=6,9 
Р<0,001 

32,8=^4,34 
Р<0 ,01 
235—7,36 
Р<0,001 

2,77=^0,20 
Р > 0 , 1 
14,2=5=0,78 
Р<0,001 

124=1=3,84 
Р<0,001 

33,8=?= 1,22 
Р<0,001 

2,39=5=0,22 
Р > 0 , 0 5 
17,4=5=2,88 
Р<0,0()1 

40,2=5=3,45 
Р<0,001 
233—3,7 
Р<0,001 

2,93=1=0,09 
Р > 0 , 1 

21,2=5=0,22 
Р<0,0()1 

При исследовании регенерата после переломов длинных трубчатых 
костей были выявлены закономерные изменения в содержании органиче-
ских веществ костного матрикса и, в частности, углеводосодержащих 
белков [9.1. В начальной стадии регенерации происходит их накопление. 
Далее их количество постепенно уменьшается, качественные соотношения 
изменяются [10, 111. 

Т а б л и ц а 2 
Изменение содержания органических соединений и кальция в интактных костях 

по сравнению с таковым в костях здоровых животных 

биохимические компоненты 
кости 

Срок и с с л е д о в а н и я 
биохимические компоненты 

кости после дистракции после 3 нед 
фиксации 

после снятия 
аппарата 

Уроповые кислоты, мг на 101,74=5=4,61 100,4=1=4,35 
100 г ткани Р<0 ,02 Р < 0 , 0 5 

•Сйаловые кислоты, мг па 21,8=5=1,3 22,33=1=1,4 23,2=1:2,33 
100 г ткани Р > 0 , 1 Р > 0 , 0 5 Р>0',1 

Гексозамины, мг на 100 г 173,0=5=19,0 179,0=1=4,59 182,5=1=7,59 
ткани Р > 0 , 1 Р<0,()1 Р<0 ,01 

Кальций, г на 100 г ткани 26,80=1=0,92 25,64=1=1,63 26,00=1=1,22 
Р > 0 , 1 Р > 0 , 1 Р > 0 , 1 

В наших экспериментах также было установлено увеличение содержа-
ния мукополисахаридов в регенерате, образующемся при замещении де-
фекта кости компрессиопно-дистракциониым остеосинтезом. Однако этот 
процесс был выражен меньше, чем при заживлении переломов у животных, 
которым производили нестабильную фиксацию отломков [12, 13]. 

Важным фактором, влияющим на содержание мукополисахаридов, 
является формирование кровоснабжения регенерата. Мукополисахариды 
накапливаются в большом количестве при плохо развитой капиллярной 
сети [14]. При стабильной фиксации отломков создаются оптимальные усло-



вия для восстановления нарушенного местного кровообращения и отмеча-
ется минимальная продолжительность репаративного цикла с образова-
нием регенерата малого объема [15]. В то же время при нестабильной фик-
сации вторичное повреждение путей циркуляции крови приводит к уве-
личению продолжительности репаративной реакции и к увеличению o6i:>e-
ма регенерата. Пролиферация клеток костной ткани ростковой зоны сти-
мулируется гипоксией [16]. 

Исследования Г. А. Илизарова и соавт. 117], Г. И. Лаврищевой и 
В. П. Штина [18.1 показывают, что в регенерате в ходе дистракции по мето-
ду Г. А. Илизарова формируется большое количество продольно ориенти-
рованных капилляров, что свидетельствует об усиленной циркуляции кро-
ви и указывает на интенсивность обмена в зоне остеогенеза. Следовательно, 
умеренное повышение содержания мукополисахаридов в регенерате при 
дистракции можно объяснить благоприятными биомеханическими усло-
виями для формирования кровообращения в регенерате. 

Во время фиксации содержание мукополисахаридов в регенерате ос-
тается на прежнем уровне, что указывает на перестройку регенерата, необ-
ходимую для его «химического созревания». Наиболее значительная пере-
стройка происходит после снятия аппарата, когда возрастает нагрузка на 
регенерат и изменяются условия его кровоснабжения и, очевидно, поэтому 
содержание мукополисахаридов не снижается. 

Некоторое повышение содержания мукополисахаридов в костях интакт-
ной конечности указывает, что имеет место определенная корреляция про-
цессов биохимической перестройки как в регенерате, так и в отдаленных от 
места повреждения участках кости. 

Формирование регенерата при дистракции сопровождается интенсифи-
кацией синтеза коллагена. Содержание коллагена в регенерате и прилегаю-
щих к нему участках кости, как показывает определение оксипролина, 
лишь незначительно ниже, чем в костях здоровых животных, а также 
в костях неоперированной конечности в период дистракции и фиксации, и 
через месяц после снятия аппарата достигает этого уровня. 

Данные об изменении содержания кальция в регенерате кости ука-
зывают, что после завершения формирования органической стромы послед-
няя минерализуется довольно быстро. Содержание кальция в регенерате 
в конце дистракции составляет 53% от такового в зрелой кости, а в конце 
исследования достигает 79%. Предполагается, что области нуклеации апа-
тита обеспечивают коллаген, а мукополисахариды основного вещества мо-
гут тормозить кальцификацию [19]. В наших экспериментах обнаружена 
эффективная минерализация регенерата при сравнительно невысоком со-
держании в нем мукополисахаридов. 
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MUCOPOLYSACCHARIDES, COLLAGEN AND CALCIUM OF BONE 
G E N E R A T E IN SUBSTITUTION OF BONE IMPAIRMENT USING A METHOD 

OF MONOLOCAL COMPRESSION-DISTRIBUTIONAL O S T E O S Y N T H E S I S 

V. N. Malveenko, V. K. Kcunerin, A. N. Gaydamak, Yu. P. Baldin 

Experimental Department, Insti tute of Experimental and Clinical Orthopedy 
and Traumatolcgy, Kurgan 

Intensive synthesis of collagen, which constitutes the basis of organic matrix in 
bene tissue, was observed in the regenerate developed during ccmpression-distractional 
osteosynthesis. The organic matrix of the regenerate was quickly mineralized; after 
termination of the distraction it contained more than a half of calcium as compared with 
the mature bone of healthy animals. Relatively low accumulation of mucopolysaccha-
rides in the regenerate appears to depend on development of favourable conditions of 
its blood supply together with suitable fixation of bone fragments. 

УДК 616.832-002-056.43-092.8-07:61 6 .74-008.931-074 

В. M. Плесков, И. Л. Саакян 

А К Т И В Н О С Т Ь И И З О Ф Е Р М Е Н Т Н Ы Й СОСТАВ Г Е К С О К И Н А З Ы 
И Л А К Т А Т Д Е Г И Д Р О Г Е Н А З Ы РАСТВОРИМОЙ Ф Р А К Ц И И Р А З Л И Ч Н О 

Ф У Н К Ц И О Н И Р У Ю Щ И Х М Ы Ш Ц К Р О Л И К А В НОРМЕ 
И ПРИ Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О М А Л Л Е Р Г И Ч Е С К О М 

Э Н Ц Е Ф А Л О М И Е Л И Т Е 

Отдел биохимии липидов и атеросклероза им. И. Н. Аничкова Института эксперимен-
тальной медицины АМН СССР, Ленинград 

Методами хроматографии на колонке и электрофореза в полиакриламидном геле 
в растворимой фракции клеток гладкой мышцы желудка кролика обнаружен только 
один изофермент гексокиназы типа I. По характеру обмена гладкая мышца желудка 
кролика занимает промежуточное положение между быстро сокращающейся и мед-
ленно сокращающейся скелетными мышцами, находясь блио/се по уровню активности 
и изоферментному составу гексокиназы и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) к камбаловид-
ной скелетной мышце. В различно функционирующих мышцах кроликов с ЭАЭ актив-
ность указанных ферментов изменялась не однозначно: в икроножной повышалась, в 
камбаловидной и гладкой снижалась. В растворимой фракции клеток икроножной 
мышцы кролика с экспериментальным аллергическим энцефаломиелитом происходил 
сдвиг изоферментного спектра ЛДГ в сторону увеличения аэробных Н-форм фермента 
и снижения аэробных М-форм. В камбаловидной мышце почти в 2 раза повышалась 
концентрация ЛДГ-5 и ЛДГ-4 и уменьшалось содероюание ЛДГ-1 и ЛДГ-2. 

Согласно существующим представлениям, клетки тканей, лишенные 
нервной импульсации, утрачивают свою сложную структурно-химическую 
организацию и в известной степени «возвращаются» к более ранним эта-
пам эволюционного развития [1 ]. Эти эволюционные идеи Л. А. Орбели 
нашли свое подтверждение и развитие в многочисленных исследованиях 
В. С. Ильина и сотрудников (1966—1976), направленных на выяснение 
биохимических основ нервной трофики скелетных мышц. 

В то же время трофическая функция нервной системы в гладкой мус-
кулатуре, стоящей по своим свойствам ближе к эмбриональной мышце, 
чем скелетная, изучена недостаточно. Исходя из этого настоящая работа 
бала предпринята с целыо получения экспериментальных доказательств 
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роли нервной системы в регуляции активности и изоэнзимного состава гек-
сокиназы (ГК) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в гладких мышцах желудка 
кролика в норме и при экспериментальном аллергическом энцефаломиели-
те (ЭАЭ) и сопоставления этих данных с таковыми скелетных мышц: быстро 
сокращающейся — икроножной и медленно сокращающейся — камбало-
видной. 

М е т о д ы и с с л е д о в а н и я 

В опытах использовали гладкие мышцы стеики желудка, а также различно-
функционирующие скелетные мышцы кроликов-самцов массой 2,5—3 кг. Животных 
содержали на обычной лабораторной диете и использовали в опытах в осенне-зимний 
период. После декапитации животных извлекали желудок, освобождали его от содер-
жимого, промывали холодной дистиллированной водой, удаляли слизистую оболочку, 
ткань пилорической и фундальной частей отдельно измельчали ножницами и расти-
рали в ступке с 0,15 М КС1 и 0,01 М глюкозой в разведении 1 : 6. Параллельно извле-
кали скелетные мышцы (икроножную и камбаловидную) и готовили гомогенат, как 
указано выше. Полученные гомогенаты центрифугировали 45 мин при 12 ООО X g; 
надосадок фильтровали через бумажный фильтр и использовали непосредственно в 
опытах. Д л я предотвращения инактивации исследуемых ферментов все процедуры 
по выделению растворимой фракции выполняли при 4°С. Активность ГК и Л Д Г изме-
ряли спектрофотометрически на спектрофотометре СФ-16 |2, 3] . За единицу актив-
ности фермента принимали количество микромолей Н А Д Ф * Н , образующегося при 
комнатной температуре за 1 ч (для ГК), и Н А Д - Н , образующегося за 1 мин (для ЛДГ) , 
и рассчитывали на 1 мг белка и 1 г сырой массы ткани. Количество белка в пробах 
измеряли микробиуретовым методом [4]. Изоферментиый состав ГК и Л Д Г устанавли-
вали с помощью вертикального диск-электрофореза в 7,5% полиакриламидном геле 
(ПААГ) [5], а также на ДЭАЭ-целлюлозе [6] с целью идентификации выделенных 
изоферментов. Сканирование электрофореграмм проводили на автоматическом денси-
тометре Integraph СН фирмы «Leitz». Автоматическую запись выхода белков с ДЭАЭ-
целлюлозы осуществляли с помощью «Увикорда» (ЛКБ) , настроенного на длину вол-
ны 255 им. ЭАЭ воспроизводили у кроликов, ииокулируя им подкожно 5 мг выделен-
ного нами основного эицефалитогениого белка в смеси с 0,8 мл полного адъюванта 
Фрейнда. 

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

У кроликов с ЭАЭ, вызванным введением им очищенного полипептида 
миелина спинного мозга, нарушалась трофика тканей (резкая атония же-
лудка и изъязвление его слизистой оболочки с проникновением язв в мы-
шечный слой), наблюдались выраженные парезы и параличи задних конеч-
ностей и т. д., что обусловливается развитием демиелинизирующего про-
цесса в головном и спинном мозге животных. Исходя из этого в настоящей 
работе исследовали активность и изоферментные профили ГК и ЛДГ в ука-
занных выше тканях кролика с нарушенной в результате развившегося в 
ЦНС животных демиелинизирующего процесса нервной импульсацией. 
Полученные данные сопоставляли с активностью и изоэнзимным составом 
ферментов аналогичных тканей интактных кроликов. 

Как видно из табл. 1, активность ГК гладких мышц интактного кроли-
ка достаточно высока и близка к активности фермента в медленно сокра-
щающейся камбаловидной мышце. В то же время у кроликов с ЭАЭ на-
блюдалось снижение активности ГК почти в 2 раза в мышце пилорического 
отдела желудка и статистически достоверное снижение активности фермен-
та в мышце фундального отдела. В быстро сокращающейся икроножной 
мышце у животных с проявлением ЭАЭ активность ГК достоверно повыша-
лась и отмечалась тенденция к нивелированию различий активности фер-
мента в быстро и медленно сокращающихся мышцах. 

Известно, что изоферменты ГК обладают различной устойчивостью 
к тепловому воздействию. Это свойство можно использовать при изуче-
нии изоэнзимного состава данного фермента [7]. В настоящей работе 
было установлено, что при прогревании растворимой фракции камба-
ловидной и икроножной скелетных мышц при 55°С в течение 15 мин 
активность ГК в них падала соответственно на 79 и 55%, тогда как 
активность этого фермента в гладкой мышце практически не измени 

лась. Этот факт свидетельствует о том, что ГК в растворимой фракции 
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гладкой мышцы желудка кролика представлена в основном первым, 
наиболее стабильным к действию температуры изоферментом. 

Изучение изоферментного состава ГК растворимой фракции гладких 
мышц желудка кролика показало, что в этой ткани присутствует только 1 
изоэнзим указанного фермента (рис. I на вклейке), в то время как в других 
т<анях организма их 2 и более 18]. Данные об изоферментном составе ГК 
гладкой мышцы желудка кролика, полученные с помощью температурной 
ииактивации и электрофореза в ПААГ, были проверены и уточнены мето-
дом хроматографии на колонке с ДЭАЭ-целлюлозой. Оказалось, что при 
элюции линейным градиентом КС1 от 0 до 0,6 М вся активность ГК обнару-
живалась только в одном пике (заштрихованный участок на рис. 2), элюи-
р[ующемся с колонки при концентрации соли 0,14—0,16 М. Ранее проведен-

Т а б л и ц а 1 
Активность ГК растворимой фракции мышц кролика к норме и с ЭАЭ 

Норма 

в расчете на 
1 мг белка 

за 1 ч 

в расчете на 
1 г ткани за 

1 ч 

0,430—0,017 34,1=1=4,49 

0,121=1=0,007 11,0=1=1,15 

0,434=1=0,039 34,1=1=3,20 

0,426=1=0,034 32,3=1=4,38 

Тип мышцы 

ЭАЭ 

п расчете на 
1 г ткани за 

1 ч 

в расчете на 
1 г ткани за 

1 ч 

JWichho сокращающаяся (15) 0,430=1=0,017 34,1 =±=4,49 0,378=1=0,723 17,7=1=1,67 
Р < 0 , 0 5 <0,001 

лстро сокращающаяся (15) 0,121=1=0,007 11,0=1=1,15 0,195=1=0,018 18,5=1=2,41 
Р <0,001 <0,001 

адкая мышца пилоричсской ча-
сти (15) 0,434=1=0,039 34,1=1=3,20 0,252=1=0,015 26,5=1=4,79 
Р <0,001 <0,02 

ГЬадкая мышца фундальной части 
(15) 0,426=1=0,034 32,3=1=4,38 0,305=1=0,017 18,3=1=2,38 
Р <0,01 <0,02 

I I р и м е ч а н и с. В скобках указано число опытов. 

1-1ыми исследованиями было установлено, что I тип ГК растворимой фрак-
ции скелетных мышц кролика элюируется при такой же молярности КС1 
19]. С целыо подтверждения того, чтс выделенный из гладких мышц желуд-
ка изофермент является действительно I типом ГК, была определена Км по 
убыли концентрации АТФ (рис. 3). Полученная величина Км> равная 4, 

6 

Рис. 2. Разделение изоферментов 
Г К методом хроматографии на ко-

лонке с ДЭАЭ-целлюлозой. 
Размер колонки 2,8 X 40 см. Скорость дви-
жения ленты самописца «Увикорд» 2 см/ч. 
Скорость элюции 60 мл/ч. Заштрихован-
ный участок протеииограммы соответству-
ет ферментативной активности I типа ГК. 

/ 2 3 4 

М 1 0 ~3 

Рис. 3. Определение константы Михаэлиса 
по убыли концентрации АТФ для I типа 
гладкой мышцы желудка кролика по Лай-

ну иверу — Бэрку. 

(МО-4 М, доказывает, что в очищенной фракции содержится только I тип 
ГК, наиболее стабильный к физико-химическим и гормональным воздей-
ствиям. По-видимому, меньшая чувствительность гладких мышц млеко-
питающих к действию инсулина, установленная Ариквистом для гладких 
мышц сосудов и кишечника 110 .1, может быть объяснена именно с этой точ-



ки зрения, так как известно, что чувствительность ГК тканей к действию 
инсулина обусловливается содержанием в них гормоночувствительного 
II типа энзима 18 I. Таким образом, на основании данных об изоферментном 
составе ГК гладких мышц желудка кроликов с ЭАЭ можно сделать вы-
вод о том, что активность фермента в них снижается за счет единственно 
обнаруженного нами типа I. 

ЛДГ играет важную роль в регуляции обмена пирувата. Изменение 
суммарной активности фермента, а также перестройка его изоферментного 
профиля во многом определяют соотношение между анаэробным гликолизом 
и циклом Кребса. В связи с этим представляется интересным исследование 
активности и изоэнзимного состава ЛДГ в различно функционирующих ске-
летных мышцах желудка кроликов в норме и при ЭАЭ. Результаты иссле-
дований активности ЛДГ в указанных тканях представлены в табл. 2. 

Т а б л и ц а 2 
Активность ЛДГ в растворимой фракции различно функционирующих мышц кроликов 

в норме и с проявлениями ЭАЭ 

Тип мышцы 

Норма ЭАЭ 

Тип мышцы и расчете на 
1 мг белка 

за 1 мни 

в расчете на 
1 г ткани за 

1 мни 

в расчете на 
1 мг белка 
за 1 мин 

и расчете на 
1 г ткани 
за 1 мин 

Медленно сокращающаяся (15) 
Р 

Быстро сокращающаяся (15) 
Гладкая мышца пилоричсской ча-

сти 
Р 

Гладкая мышца фундальиой части 
Р 

0,926=1=0,065 

5,17=^=0,255 

0,299=5=0,032 

0,241=1=0,009 

50,9=1=7,82 

47,2=1=22,13 

27,2=1=0,83 

12,7—0,49 

0,760=1=0,062 
<0 ,005 

6,17=1=0,365 

0,228=1=0,021 
<0 ,05 

0,127=1=0,014 
<0,001 

34,9=1=5,11 
<0,01 

55,12=1=2,95 

21,4=1=1,60 
<0,01 

9,24=1=0,95 
<0,01 

П р и м е ч а н и е . В скобках указано число опытов. 

Как следует из табл. 2, в быстро сокращающейся икроножной мышце 
активность ЛДГ намного превышала таковую в медленно сокращающейся 
камбаловидной мышце, что полностью соответствует данным литературы 
[11]. В растворимой фракции гладких мышц пилорического и фуидального 

отделов желудка кроликов активность ЛДГ была значительно ниже по 
сравнению с таковой скелетных мышц (в 3 раза ниже по сравнению с актив-
ностью медленно сокращающейся мышцы и в 17 раз ниже по сравнению с 
активностью быстро сокращающейся мышцы). 

Т а б л и ц а 3 
Изофсрментный состав ЛДГ (в %) в различно функционирующих мышцах кролика в норме 

и при ЭАЭ 

Тип мышцы 
Состоя-
ние жи-
вотного 

ЛДГ-1 ЛДГ-2 ЛДГ-3 ЛДГ-4 ЛДГ-5 

Медленно сокращающаяся Норма 43,8 35,9 18,0 2,0 1,2 Медленно сокращающаяся 
ЭАЭ 36,4 32,6 25,2 3,8 1,6 

Быстро сокращающаяся Норма 12,0 12,0 14,8 10,9 51,3 Быстро сокращающаяся 
ЭАЭ 17,8 14,8 15,3 10,5 42,3 

Гладкая мышца пилоричс- Норма 46,9 36,5 14,6 2,0 0,3 
ской части ЭАЭ 42,6 34,0 12,3 6,9 3,9 

Гладкая мышца фундальиой Норма 35,6 40,0 22,3 1,7 0,5 
части ЭАЭ 32,2 34,4 26,6 5,5 1,0 

Результаты определения активности ЛДГ в растворимой фракции кле-
ток скелетных мышц кроликов с ЭАЭ показали, что в фазовых и тонических 
мышцах происходят разнонаправленные изменения активности фермента. 

В камбаловидной тонической мышце активность ЛДГ при ЭАЭ снижалась, 
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икроножной фазовой — повышалась. В гладких мышцах желудка кроли 
ков с ЭАЭ активность ЛДГ снижалась по сравнению с активностью в мыш-
цах иитактного кролика, причем в фундальиой части желудка снижение 
активности фермента было выражено более отчетливо, чем в пилорической. 

Как известно, изоферменты ЛДГ в клетках тканей выполняют различ-
ную функцию 112 ]. ЛДГ-1, обладающая наибольшей электрофоретической 
подвижностью, в основном катализирует реакцию окисления лактата до 
пирувата, характерную для аэробного типа гликолиза. Медленно мигри-
рующий изофермент ЛДГ-5 преимущественно катализирует реакцию вос-
становления пирувата до лактата и участвует в анаэробном гликолизе [12]. 
Таким образом, соотношение между различными изоферментами ЛДГ, 
определяющими степень окисления цитоплазматического НАД - Н, игра-
ет важную роль в установлении определенного взаимоотношения между 
гликолизом и дыханием в тканях организма. В табл. 3 и на рис. 4- приведе-
ны результаты исследо-
вания изоферментного 
состава ЛДГ в раство- Л 
римой фракции скелет-
ной и гладкой мышц 
кроликов в норме и при 
ЭАЭ. 

Из табл. 3 видно' 
что гладкая мышца же 
лудка кролика по изо-

ферментному составу 
ЛДГ имеет существен-
ное сходство с тоничес-
кой скелетной мышцей, 
т. е. в гладкой мышце 
так же, как и в икро-
ножной, проеобладали 
Н-изоэнзимы фермента, 
в то время как изофер-
менты М-типа составля-
ли только 2,2% от об-
щей активности. 

Ч л м 

I I I I T I ! I ! I I 1 1 1 

Рис. 4. Электрофоретичес-
кое разделение изофермен-
тов Л Д Г растворимой фрак-

ции клеток. 
1 — икроножная мышца; 2 — 
камбаловидная мышца; 3 — 
г]ладкая мышца желудка (пило-
рическая часть); 4 — гладкая 
мышца желудка (фуидальная 
часть). И — мышца иитактного 
кролика; ЭЛЭ — мышца кро-

лика с ЭАЭ. 

" 1 * 1 1 I I ! 

ЭЛЭ ЭЛЭ 

В растворимой фракции быстро сокращающейся мышцы кроликов при 
ЭАЭ происходил сдвиг изоферментного спектра ЛДГ в сторону увеличения 
аэробных Н-типов фермента и снижения анаэробных М-типов. В то же вре-
мя в медленно сокращающейся мышце почти в 2 раза увеличивалось содер-
жание ЛДГ-5 и ЛДГ-4 и уменьшалось содержание ЛДГ-1 и ЛДГ-2. В глад-
ких мышцах желудка кроликов с ЭАЭ наблюдались изменения изофермент-
ного спектра ЛДГ, аналогичные таковым для тонической мышцы, т. е. 
в сторону увеличения анаэробных и снижения аэробных форм. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что гладкая мышца желуд-
ка кролика (пилорического и фундального отделов) относится к типу «А» 
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согласно гипотезе Лабори [13] с характерной высокой активностью пути 
Эмбдена — Мейергофа и прямого окисления глюкозы. Метаболическая 
система этой ткани характеризуется преобладанием пентозного пути, при 
этом цикл Кребса мало активен. Синтез АТФ в этом случае осуществляется 
в основном путем Эмбдена — Мейергофа. Образующийся в результате гек-
сокииазной реакции в больших количествах глюкозо-6-фосфат (Г-6-Ф) обес-
печивает оптимальное функционирование этих путей. 

В настоящее время трудно дать исчерпывающее объяснение значения 
высокого уровня активности ГК в тканях с преобладанием аэробного обме-
на (икроножная мышца). Весьма вероятно, что образующийся в гексоки-
назной реакции Г-6-Ф так же, как и в гладкой мышце, используется клеткой 
в реакциях пентозо-фосфатиого пути. Другими словами, камбаловидная 
мышца в большей степени испытывает потребность в Г-6-Ф. Можно также 
предположить, что в тонической мышце высокий уровень гликолиза до 
пирувата необходим для дальнейшего использования пирувата в реакциях 
тканевого дыхания, интенсивно протекающих в тонической мышце. Воз-
можно, ГК в этом случае играет существенную роль при акцептировании 
глюкозой фосфата от образующегося в митохондриях АТФ . 

Следует подчеркнуть, что в скелетных мышцах (фазовых и тонических) 
кроликов с ЭАЭ активность ГК и ЛДГ изменялась не однозначно: в икро-
ножной возрастала, в камбаловидной снижалась. По-видимому, различные 
по своей функциональной характеристике мышцы (быстро сокращающаяся 
и медленно сокращающаяся) не одинаково реагировали на одно и то же 
воздействие — утрату или ограничение поступления в ткань нервных им-
пульсов. 
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ACTIVITY AND ISOZYME SPECTRA OF H E X O K I N A S E AND LACTATE 
D E H Y D R O G E N A S E FROM S O L U B L E FRACTION OF D I S S I M I L A R L Y 

F U N C T I O N I N G MUSCLES OF RABBIT IN NORMAL STATE 
AND IN E X P E R I M E N T A L A L L E R G I C E N C E P H A L O M Y E L I T I S 

V. M. Pleskov, I. L. Saakyan 

Inst i tute of Experimental Medicine, Academy of Medical Sciences of the U S S R , 
Leningrad 

Only one isozyme of hexokinase (type I) was found in a soluble fraction of smooth 
muscle of rabbi t stomach using column chromatography and polyacrylamicle gel electro-
phoresis. By the pattern of metabolism the smooth muscle of rabbi t stomach accupies 
an intermediate position between rapidly and slowly contracting sceletal muscles, ap-
proaching to musculus soleus by the ac t iv i ty and isozyme spectra of hexokinase and lac-
ta te dehydrogenase (LDH). Activi ty of these enzymes was altered not uniformly in dis-
similarly functioning muscles of rabbi ts with experimental allergic encephalomyelit is: 
it was increased in musculus gastrocnemius of rabbi ts and decreased in soleus or in smooth 
muscles. LDH isoenzyme spectra changed towards an increase in aerobic IT-subunits 
and decrease in anaerobic M-subunits in the soluble fraction of musculus gastrocnemius 
of rabbi ts with experimental allergic encephalomyelit is . Content of LDH-5 and LDH-4 
was about 2-fold increased and content of LDH-1 and LDH-2 was decreased in musculus 
soleus. 
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А. С. Сорокин, Г. С. Якобсон 

И З М Е Н Е Н И Е АКТИВНОСТИ Ф Е Р М Е Н Т О В У Г Л Е В О Д Н О Г О О Б М Е Н А 
П Е Ч Е Н И ПОСЛЕ О Д Н О К Р А Т Н О Й И Н Т О К С И К А Ц И И КРЫС 

Ч Е Т Ы Р Е Х Х Л О Р ИСТЫМ УГЛЕРОДОМ 

тральная научно-исследовательская лаборатория Новосибирского медицинского 
института 

j Показано, что через 8 и 24 ч после однократного отравления крыс CCl4 актив-
ность ферментов глюконеогенеза снижается в большей степени, чем активность фер-
мещпов гликолиза. Через 72 ч активность ферментов гликолиза и глюконеогенеза не 
отличается от контроля, а активность ферментов гексозомонофосфатнсго шунта в 
2—В раза выше соответствующего показателя у интактных животных. 

j Острая интоксикация животных гепатотропными ядами, такими, как 
СС 4, тиоацетатамид, галактозамин, бромбензол, парацетамол, приводит к 
значительным нарушениям структуры и функции органа, в том числе к из-
менениям активности ферментов углеводного обмена I I- 4 1. Подобные из-
менения активности ферментов, хотя и несколько менее выраженные, на-
блюдаются и при вирусном гепатите, а также после удаления части печени 
[1.. Вероятно, эти изменения не являются специфическими для СС14, 
а характер перестроек при этом по ряду показателей приближает функцио-
нальное состояние органа взрослого организма к фетальной печени [1 ], 
менее дифференцированной по определенным функциям. Оценка активности 
ферментов позволяет судить о степени дифференцировки гепатоцитов в ди-
намике восстановления, а также о направлении метаболизма углеводов. 

В данной работе изучалась активность некоторых ферментов гликоли-
за, глюконеогенеза и гексозомонофосфатного шунта (ГМФШ) в печени пос-
ле однократной интоксикации крыс СС14. Исследование проводили с целью 
анализа степени повреждения трех перечисленных выше путей метаболиз-
ма углеводов. Один из них, глюконеогенез из аминокислот, является уни-
кальной функцией печени. Работы подобного рода малочисленны 1.1, 5, 6] 
и в них не изучалась динамика этих показателей после однократного введе-
ния СС1 4. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на крысах-самцах линии Вистар массой 160—180 г. Инто-
ксикацию вызывали внутрижелудочным введением 50% масляного раствора СС14 — 
0,25 мл на 100 г массы тела. Животных забивали декапитацией. Активность лактат-
дегидрогеиазы (ЛДГ) [7], гексокиназы (ГК) [8], аланин-аминотрансферазы (АлАТ) 
19], глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ) и 6-фосфоглюкоиатдегидрогеназы 
(6-ФГДГ) [10], тирозинамииотраисферазы (ТАТ) [11] определяли в растворимой 
фракции печени после центрифугирования гомогената при 105 000 g в течение 1 ч; 
активность глюкозо-6-фосфатазы (Г-6-Ф-азы) определяли в гомогеиате печени [12]. 
Активность ГК, Г-6-ФДГ, ТАТ, АлАТ выражали в микромолях, Л Д Г — в милли-
молях субстрата в 1 мин на 1 г белка, а Г-6-Ф-азы в микромолях в 1 мин на 1 г сырой 
массы ткани. Активность Г-6-Ф-азы и ТАТ измерена при 37°С, остальных ферментов — 

ри 25°С. Белок определяли по методу Лоури [13]. 

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

В таблице представлены изменения активности некоторых ферментов 
глюконеогенеза, гликолиза и окислительной ветви ГМФШ после однократ-
ного отравления животных СС14. Острая интоксикация крыс вызвала 
3-кюатное повышение активности ТАТ в печени через 8 ч после введения яда. 
Активность других ферментов или достоверно не изменялась (ЛДГ, ГК, 
АлАТ, Г-6-ФДГ, 6-ФГДГ), или снижалась в 2,3 раза (Г-6-Ф-аза). Через 
24 ч после отравления, когда, как известно, наблюдается субмаксимальный 
эфсзект деструкции печени, активность ЛДГ, ГК и Г-6-Ф-азы снижалась 
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до минимальных величин, но была за-
метна тенденция к повышению активно-
сти Г-6-ФДГ и 6-ФГДГ. Через 72 ч, ког-
да деструктивные процессы уже в значи-
тельной мере ослабевают и наблюдаются 
явления структурно-функционального вос-
становления печени, мы отмечали досто-
верное повышение активности ЛДГ в 2 ра-
за, ферментов ГМФШ в 2—3 раза, 
Г-6-Ф-азы в 2,2 раза относительно мини-
мального уровня, наблюдаемого через 8 ч 
или 24 ч. Активность остальных фермен-
тов (ГК, АлАТ, ТАТ) через 72 ч не из-
менялась. 

Из приведенных данных видно, что в 
момент повреждения (24 ч) только актив-
ность ферментов ГМФШ имеет тенденцию 
к повышению. Это согласуется с извест-
ными данными о том, что через 24 ч пос-
ле отравления СС14 синтез Г-6-ФДГ увели-
чен в 2,9 раза [14]. 

Как известно, одним из моментов дей-
ствия СС14 является повреждение белок-
синтезирующего аппарата гепатоцитов. 
Сообщалось, что введение глюкокортикои-
дов не активирует ТАТ через 8 и 24 ч 
после отравления СС14 [15]. Реакция на 
гормон регистрируется лишь через 72 ч 
после отравления. Отсутствие индукции, 
вероятно, связано с подавлением синтеза 
белка в клетках печени в ранние сроки 
после интоксикации. 

Изменения активности ферментов, об-
наруженные нами, по-видимому, не явля-
ются специфическими для СС14, так как 
подобные результаты получены и с други-
ми гепатоксинами, такими, как тиоцета-
мид и галактозамии [16]. Можно пола-
гать, что представленные данные скорее 
всего отражают изменения в клеточной 
популяции в результате некроза и реге-
нерации гепатоцитов. Действительно, име-
ются данные о различном распределении 
некоторых ферментов в печеночной ткани 
[17—19]. 

Повреждение касается прежде всего 
глюконеогенетической функции гепатоци-
тов, что подтверждается данными о сни-
жении более чем в 2 раза активности 
Г-6-Ф-азы. Известно, что, кроме 
Г-6-Ф-азы, после отравления гепатоток-
синами снижается активность ключевых 
ферментов глюконеогенеза: фрукто-
зо-1,6-дифосфатазы, фосфоэнолпируваткар-
боксикиназы и пируваткарбоксилазы М7 
20]. При этом активность ключевых фер-
ментов гликолиза снижается в меньшей 
степени, а активность ферментов ГМФШ 
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да же увеличивается, причем максимум достигается примерно к 72 ч после 
отравления 114]. 

Следовательно, при действии СС14 повреждаются прежде всего диф-
ференцированные по глюконеогенетической функции клетки печени в 
цетгре дольки, и изменяющийся состав клеточной популяции приводит 
к некоторой дедифференцировке органа, проявляющейся в снижении 
гл оконеогенеза, а также в отсутствии действия глюкокортикоидов на ин-
дукцию ТАТ 115]. Таким образом, изменение активности ферментов, вовле-
каемых в метаболизм глюкозо-6-фосфата после отравления СС14, свидетель-
ствует о том, что ферменты глюконесгенеза, вероятно, расположены в клет-
ках центральной части дольки печени. 
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A L T E R A T I O N IN ACTIVITY OF E N Z Y M E S OF C A R B O H Y D R A T E METABOLISM 
IN RAT LIVER T I S S U E A F T E R AN I N T O X I C A T I O N W I T H CC14 

A. S. Sorokin, G. S. Yakobson 

Central Research Laboratory, Medical School, Novosibirsk 

Activity of gluconeogenesic enzymes was more distinctly decreased than the acti-
vity of glycolytic enzymes within 8 and 24 hrs a f te r a single intoxication of rats with 
CC14. Within 72 hrs the enzymatic act ivi ty of glycolysis and gluconeogenesis was simi-
lar but the act ivi ty of the enzymes part icipat ing in the hexose monophosphate shunt 
was 2-3-fold higher as compared with the pat terns characterist ic for the intact animals. 
Mechanisms of these alterations are discussed; they are apparent ly related to the change 
in hepatocyte population due to necrosis and regeneration as well as to localization of 
enzymes of gluccneogenesis in central part of liver lobule. 
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УДК 576.858 .098.396:5 77. 1 12.38.087.4 

В. Б. Скляднева, J1. А. Чекановская, Т. И. Тихоненко 

ОБ И Д Е Н Т И Ф И К А Ц И И А М И Н О К И С Л О Т , У Ч А С Т В У Ю Щ И Х 
ВО В З А И М О Д Е Й С Т В И И С Д И К В СОСТАВЕ ВИРУСНОГО 

Н У К Л Е О П Р О Т Е И Д А 

Институт вирусологии им. Д . И. Ивановского АМН СССР, Москва 

Описан метод идентификации аминокислот в составе ковалентных ДЛ/(-белко-
вых сшивок, образующихся при модификации цельного фага С д бисульфитом натрия. 
Метод основан на увеличении количества свободных аминокислот после обработки 
выделенных продуктов сшивки эквимолярной смесыо 0-м.ет.илги.дроксиламииа и бисуль-
фита Na. Для сравнительного полуколичественного анализа аминокислот применена 
тонкослойная хроматография на пластинках Фиксион 50X8. 

В исследованиях структуры вирусного нуклеопротеида важное место 
занимает изучение характера иуклеотид-белкового взаимодействия, в част-
ности идентификация аминокислот, участвующих во взаимодействии с 
Д И К (РНК). 

Применяемый для этой цели нуклеофильный агент бисульфит II—5] 
позволяет фиксировать в виде ковалентиой нуклеотид-белковой сшивки 
(рис. 1) существующие в нуклеопротеиде нековалентные полярные взаимо-

0 О 

Рис. I. Схема образования ковалентных нуклеотид-белковых свя-
зей с помощью бисульфита. 

действия. Образующиеся после удаления бисульфита цитозиламинокислоты 
выдерживают условия жесткого кислого гидролиза 16], что дает принципи-
альную возможность анализа нуклеотидного 15] и аминокислотного компо-
нентов вируса, участвующих в нуклеопротеидном взаимодействии вируса. 
Однако если анализ оснований, участвующих в таком взаимодействии, 
осуществляется относительно просто 15, 7], то идентификация аминокислот 
в составе индуцированных бисульфитом ковалентных ДНК-белковых сши-
вок встречает значительные методические трудности. Преодолению этих 
трудностей и посвящена настоящая работа, в основу которой положен тот 
факт, что максимальный гидролиз С4- N связи с отщеплением аминокислот, 
так называемая расшивка продуктов типа VI, происходит лишь при обра-
ботке их эквимолярной смесыо О-метилгидроксиламииа (ОМГА) и бисуль-
фита Na (рис. 2) 13]. 

Описанный ниже метод основан на полуколичествеином сравнитель-
ном анализе основных и ароматических аминокислот модифицированного 
бисульфитом вируса до и после расшивки смесыо ОМГА и бисульфита [3, 5]. 
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М е т о д ы и с с л е д о в а н и я 

Анализ проводили с помощью метода ионообменной хроматографии в тонком 
е на пластинках Фиксион 50X8 . 

Модификацию бисульфитом Na бактериофага С д проводили в условиях, описап-
с ранее [5, 7 ] . Для выделения цитозил-аминокислот использовали содержащий 
озил-пептиды материал, полученный гель-фильтрацией хлорнокислого гидро-
ата модифицированного фага на биогеле Р-4 [5, 7] . 

Материал, содержащий цитозил-пептиды в количестве 0,5—4,0 ед. опт. пл. при 
нм, подвергали гидролизу в условиях полного разрыва пептидных связей (6 п. 

OH(R,) Амино- Амино-
иислота нислота 

HSO"^ h - n - ^ Y h H S Q V H - r / Y l + Аминокислота 
J J ^ У N1 [200.1 It, ^ A H ШпОСЩ Ж ^ . 

O N 7 O N R/2
 1 ^ О -N H(R;iR2) 

R, - ШОСН2Т R 2 -HSO^ 

Рис. 2. Схема расщепления цитозинаминокислотных сшивок смесыо О-ме-
тилгидроксиламина и бисульфита. 

НС1, 24 ч, 110—120°С, в атмосфере азота). После гидролиза и максимального удале-
ния НС1 гидролизат растворяли в воде. Из полученного раствора отбирали 2 аликвоты, 
каждую упаривали досуха па роторном испарителе. К одной из них приливали 10— 
50 мкл воды (из расчета примерно 10 мкл на 0,5 ед. опт. пл. при 270 нм), тщательно 
растворяли и добавляли равный объ-
ем смеси 2М ОМГА—2М N a H S 0 3 (рН 
инкубационной смеси 5,5). 

Пробу для расшивки инкуби-
ровали при 37°С 5 ч, затем удаляли 
непрореагировавший ОМГА на ро-
торном испарителе, а остатки ОМГА 
в виде оксима ацетона (также на ро-
торном испарителе). Процедуру пов-
торяли 3—4 раза. Полученный оса-
док растворяли в минимальном ко-
личестве воды и наносили на пла-

Рис. 3. Схема хроматографического 
разделения основных и ароматичес-
ких аминокислот до и после расшив-
ки на пластинках Фиксион 50X8 . 
1 — солянокислый гидролизат фага С д , со-
держащий ци гозил-аминокислоты; 2 — то 
же, но после обработки эквимолярной 

месыо ОМГА — бисульфит Na. 

» 
Арги- Гисти- Лизин Фенил Тиро- Леи нин дин аланин оин 

стиику Фиксион," 5 0 X 8 (рис. 3, 2).Для сравнения на пластинку наносили ту поло 
вину исследуемого образца, которую не подвергали обработке нуклеофильиыми аген-
тами (см. рис. 3, 1) и набор аминокислот-маркеров. Пластинки уравновешивали и 
проявляли в стандартных условиях для разделения основных и ароматических 
аминокислот (нитратный буфер, рН 5,23) [8]. 

Д л я обнаружения аминокислот пластинку опрыскивали раствором кадмиевого-
нингидрииового реагента. Количество аминокислот до и после расшивки определяли 
после элюции метанолом по поглощению при 509 им [9]. 

Р е з у л ь т а т ы 

На рис. 3 представлена схема типичного хроматографического разде-
ления, а в таблице — результаты измерения поглощения элюатов соответ-
ствующих аминокислот. На основании приведенных данных можно счи-
тать, что в результате расшивки увеличивается количество основных и 
ароматических аминокислот в анализируемой смеси. Повышение содер-
жания аминокислот после расшивки, по-видимому, можно рассматривать 
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как доказательство того, что они входили в состав цитозил-аминокислот и 
перешли в свободное состояние после инкубации с нуклеофильными аген-
тами. 

Доминирующей аминокислотой при описанном методе анализа явля-
ется лизин. Это подтверждает полученные нами ранее данные о цитозил-
лизиие как основном продукте, входящем в состав сшивок при модифика-

ции фага Сд бисульфитом 
[5]. Следует напомнить, 
что при модификации би-
сульфитом PIT К-содержа-
щего бактериофага MS-2 
также был обнаружен ци-
тозил-лизин [6]. Уменьше-
ние количества гистидина 
после расшивки объясня-
ется, по-видимому, тем, 
что подвижность цитозил-
лизина, который присутст-
вует в смеси до расшивки, 
совпадает с подвижностью 
гистидина. 

Таким образом, полу-
ченные нами данные сви-

детельствуют о том, что лизин, фенилаланин, тирозин и в значительно 
меньшей степени аргинин входят в состав ДНК-белковых сшивок, полу-
ченных модификацией^фага Сд бисульфитом. Аналогичным образом, мож-
но проводить сравнение и для нейтральных и кислых аминокислот, ис-
пользуя систему для разделения 16 аминокислот (цитратный буфер, 
рН 3,3). 

Преимущества метода ионообменной хроматографии в тонком слое — 
высокая разрешающая способность и чувствительность (минимальное 
количество аминокислоты, которое может быть обнаружено, составляет 
0,05 мкг) — позволяют использовать его для анализа аминокислот нуклео-
тид-белковых ковалентных сшивок. При нанесении на пластинку цитозил-
аминокислот в количестве 0,5 ед. опт. пл. при 270 им, что соответствует 
примерно 0,02 мМ, возможна идентификация всех участвующих в сшивках 
аминокислот, если содержание каждой составляет не менее 2% от общего 
количества материала в составе белковой фракции ДНП. 
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Полуколичественное определение аминокислот 
до и после инкубации с нуклеофильными агентами 

материала, содержащего цитозил-амипокислоты 

Аминокислота 

Оптическая плотность 
при 509 им 

Аминокислота 
ДО 

инкубации 1 
после 

инкубации 2 

Аргинин 0,100 0,130 
Гистидии + цитозил-ли-

зин 0,190 0,090 
Лизин 0,107 0,370 
Фенилаланин 0,116 0,300 
Тирозин 0,067 0,148 
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ON THE I D E N T I F I C A T I O N OF AMINO ACIDS, INTERACTING W I T H DNA 
IN VIRAL NUCLEOPROTEIN 

V. B. Sklyadneva, L. A. Chekanovskaya, Т. I. Tikhonenko, D.I. Ivanovsky 

Inst i tute of Virology, Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

A method is described for identification of amino acids par t ic ipat ing in covalent 
DNA-protein cross-links formed in the course of modification of na t ive CJD phage by so-
dium bisulfite. The method is based on estimation of increased content of free amino 
acics, formed af ter treatment of the isolated cross-link products using equimolar mix-
ture of O-methyl hydroxylamine and sodium bisulfite. Thin layer chromatography on 
the plates Fixion 50X8 was used for comparative semi-quanti tat ive analysis of amino 
acics. 

У Д К 61 6.fi 1-006-097.2-074 

M. Пчелкина, Б. П. Матвеев, Е.И. Рыкунов, А. А. Терентьев, 
Ю. С. Татаринов 

И \ Ш У Н О Х И М И Ч Е С К О В И З У Ч Е Н И Е ос-ГЛО Б У Л И Н О В 
В О П У Х О Л Е В О Й Т К А Н И П О Ч К И Ч Е Л О В Е К А 

Кафедра биохимии и Проблемная лаборатория по иммунохимии злокачественных и 
эмбриональных тканей II Московского медицинского института им. Н. И. Пирогова, 

Онкологический научный центр АМН СССР, Москва 

Проведен сравнительный иммунохимический анализ четырех индивидуальных 
тканевых белков в здоровой и опухолевой ткани почки (гипернефроидный рак, опухоль 
Вильмса). Обнаружено появление антигена, отсутствующего в дифинитивной ткани 
гомологичного происхождения, а также снижение биосинтеза некоторых гомологичных 
антигенов малигнизированной тканью. 

Как известно, антигенная перестройка опухолевых тканей характери 
зуется по крайней мере тремя чертами [1]. Во-первых, антигенной кон-
вергенцией, характеризующейся утратой или заметным снижением продук-
ции как органоспецифических, так и гетероорганных антигенов [2, 3]. 
Во-вторых, антигенной дивергенцией, типичным проявлением которой яв-
ляется увеличение биосинтеза гетероорганных антигенов в опухолевой 
ткани [4, 5]. В-третьих, антигенной реверсией, для которой характерно 
появление в опухолевой ткани эмбриоспецифических белков [6, 7]. В на-
стоящее время изучение антигенного состава опухолей приобретает клини-
ческое значение в связи с разработкой иммунохими ческих методов диа-
гностики и мониторинга рака. 

В настоящей работе представлены результаты иммунохимического 
анализа некоторых а-глобулинов опухолевой ткани почки при гиперне-
фроидном раке и нефробластоме (опухоль Вильмса). 

М е т о д ы и с с л е д о в а н и й 

Для иммунизации кроликов были приготовлены экстракты почек взрослого 
человека (аутопсия) и плодов, полученных при прерывании беременности по меди-
цинским показаниям. Кроме того, для иммунизации использовали белковые препара-
ты, полученные из абортивного материала методом хроматографии с помощью иммо-
билизованного на сефарозе эстрона. Полученные антисыворотки истощали плазмой 
и сывороткой крови доноров и экстрактами различных тканей человека. В работу 
были отобраны четыре партии истощенных моноспецифических антисывороток, вы-
являющих в тканевых экстрактах следующие антигены: а х -глобулин узкой специ-
фичности почки (АУП-1), ао-глобулин широкой специфичности (АГШ-2), а3-глобулин 
широкой специфичности (АГШ-3) и а.,-глобулин узкой специфичности селезенки 
(АЦС-2). 

С каждой моноспецифической тест-системой изучено по 6 наборов экстрактов 
тканей плодов и взрослого человека: мозга, легких, желудка , тонкого и толстого 
кишечника, поджелудочной железы, селезенки, печени, почки, надпочечника, сердца, 
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щитовидной железы, вилочковой железы. Экстракты тканей готовили на трис-глици-
новом буфере с добавлением детергентов. 

Иммунохимический анализ проводили методом иммунодиффузии по Оухтер-
лони в модификации Храмковой и Абелева [8]. Электрофоретическую подвижность 
определяли методом иммуноэлектрофореза по методу Грабара и Вильямса [9]. 

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

Исследуемые тканевые антигены обладали электрофоретической под-
вижностью а-глобулинов, мигрируя от зоны а г- до а3-глобулинов. Как 
видно из таблицы, АУП-1 был выявлен во всех пробах индивидуальных 

экстрактов нормальных по-
Иммунохимическое определение тканевых антигенов 

к нормальной и опухолевой ткани почки 
чек. Содержание этого ан-
тигена в среднем находи-
лось в пределах 1 : 2. Сле-
довые количества АУП-1 
были найдены только в от-
дельных пробах печени 
(в 3 из 8), в то время как 
в других исследованных 
тканях этот антиген не был 
обнаружен. По классифи-
кации О. Е. Вязова, ука-
занный антиген может быть 
отнесен в группу тканевых 
антигенов узкой специфич-
ности. При изучении экст-
рактов опухолей почек 
АУП-1 был выявлен в 7 
из 30 проб гипериефроид-

иого рака, а в индивидуальных пробах опухолей Вильмса этот антиген не 
был обнаружен. Эти результаты могут свидетельствовать о том, что фено-
мен антигенного упрощения прежде всего связан с потерей тканевых анти-
генов узкой специфичности. 

Частота выявления 
антигенов 1 

Ткань Ч исло Ткань проб _ (N со см 
С а В и 
>5 U U >> 
< < < < 

Нормальная поч-
10/0 ка 10 10/10 10/10 10/10 10/0 

Опухоль Вильмса 17 11/0 17/17 11/11 17/10 
Гипернефроидный 

46/24 рак 46 30/7 46/41 30/29 46/24 

1 В числителе — число изученных проб, в зна-
менателе — число положительных анализов. 

/ / 

ю 
8 

9 

? 

>6 / 

5 

3 

4 

Рис. 1. Иммунохимический анализ АГШ-2 
в экстрактах гипернефроидиого рака в 

тканях человека. 
/ — моиоспецифичеекая аитисыворотка к АГШ-2; 
2, 5 — экстракт почки взрослого; 3,4, 6,7 — 
разведения экстракта гипернефроидиого рака № 
11 (целый, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8); 8, 9, 10, И — разве-
дения экстракта гипернефроидиого рака № 15 

(целый, 1 : 2 , 1 : 4 , 1 : 8 ) . 

Рис. 2. Иммунохимический анализ 
АУС-2 в экстрактах гипернефроидиого 

рака в тканях человека. 
1 — моиоспецифическая антисыворотка к 
АУС-2; 2, 5 — экстракт селезенки взрослого 
человека; 3 — экстракт почки; 4 — экстракт 
печени человека; 6 — сыворотка донора; 7 — 

экстракт гипернефроидиого рака. 

Между тем антигены широкой специфичности, такие, как АГШ-2 и 
АГШ-3, были обнаружены нами не только во всех нормальных индивиду-
альных образцах почек, но и в опухолевых тканях почек. Правда, в от-
дельных случаях гипернефроидиого рака АГШ-2 (рис. 1) и АГШ-3 были 
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обнаружены нами соответственно в 5 из 46 и в 1 из 30 проб. Следует 
обратить внимание на то, что во всех пробах гипернефроидного рака и 
опухолей Вильмса общее содержание антигенов узкой и широкой специ-
фичности уменьшено по сравнению с содержанием их в нормальных тканях. 

Что касается «селезеночного» антигена (АУС-2), то он не обнаруживал-
ся в экстрактах нормальных почек, в то время как в половине случаев 

холевых тканей почек (см. таблицу) этот антиген был обнаружен 
с. 2). Содержание АУС-2 в селезенке колебалось в пределах 1 : 2—1 : 8, 

опухолевой ткани почки — 1 : 1—1 : 8. Этот антиген был обнаружен 
же в экстрактах опухолевых тканей мозга, аденокарциномы желудка, 

прямой кишки, злокачественных опухолей яичников, светлоклеточиого 
а легких и раке молочной железы. Кроме того, АУС-2 может быть 

выявлен при иммунодиффузиоином анализе в сыворотке крови при гипер-
нефроидном раке (в 3 из 12 случаев) и при нефробластоме (в 13 из 27 

чаев). Эти данные показывают, что в опухолевых тканях почек может 
возобновляться биосинтез дивергирующего антигена. 

Таким образом, опухолевая ткань характеризуется снижением и 
утратой синтеза некоторых тканевых антигенов, а также появлением ан-
тигенов, не свойственных дефинитивной ткани, т. е. дивергирующих анти-
генрв. 
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Four individual tissue proteins were studied both in normal and tumoral tissue 
of kidney (hypernephroma, Wilms tumor) using immunochemical analysis. Occurrence 
of an antigen, which was absent in definit ive tissue of homologous origin, as well as a de-
crease in biosynthesis of some homologous antigens were found in malignant tissue. 
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ми Г Г 
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Осуществлена частичная очистка ренина из почек человека с использованием хро-
о гриф и и па ДЭА Э-целлюлозе и аффинной хроматографии на иммобилизованном 
татине. Активность выделенного препарата составила 0,1 GU1 на 1 мd белка. 

коте 
1 Гольдблаттовская единица (GU) соответствует такому количеству ренина, 

рое дает увеличение кровяного давления у собак на 30 мм рт. ст. 
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Ренин относится к классу кислых протеаз. Он секретируется в крояь 
юкстагломерулярными клетками, находящимися в корковом слое почек [1]. 
В результате взаимодействия с присутствующим в крови ангиотензиногеном 
образуется ангиотензин I, который под действием конвертирующего фер-
мента расщепляется до ангиотензина II, обладающего вазопрессорным дей-
ствием и участвующего в регуляции водно-солевого баланса в организме [2]. 
Для анализа роли системы ренин — ангиотензин в развитии артериальной 
гипертонии необходимо иметь возможность определять в крови у пациен-
тов концентрации ренина и его субстрата — ангиотензиногена [3]. Для 

Выделение ренина из ночек человека 

Стадия выделения 
Удельная активность 

GU/мг б е л к а х 106 
Выход 

по активноси Степень очистки 

I. Делипидизация почечного ма-

II. 
териала 16 100 3* 

II. Экстракция метилцеллозоль-
вом — — — 

III . Хроматография на ДЭАЭ-цел-
люлозе 180 54 36 

IV. Аффинная хроматография на 
иммобилизованном пепстатиие 10 0 0 0 9 2000 

* Согласно работе [7], удельная релиновая активность гючек человека составляет 
5Х Ю - 6 GU на 1 мг белка. 

определения этих компонентов необходимы препараты очищенного челове-
ческого ренина. С этой целью в настоящей работе было проведено выделе-
ние ренина из почек человека и определена активность полученного пре-
парата. 

М е т о д и к а 

Активность ренина в образцах определяли по ангиотензину, образующемуся 
при взаимодействии ренина с его природным субстратом — ангиотензиногеном. В ка-
честве субстрата использовали препарат ангиотензиногена, выделенный нами из плаз-
мы крови свиньи по методу [4J (содержание собственно ангиотензиногена — 0,4%). 

10 мг порошка ангиотензиногена растворяли в 1,0 мл 0,05 М фосфатного буфера 
рН 7,4, а затем доводили раствор до 2,0 мл изотоническим раствором. К 1,0 мл полу-
ченного раствора субстрата добавляли 2,0 мл исследуемой пробы ренина и получен-
ную смесь доводили 0,5 н. NaOH (1—2 капли) до рН 8,0. Инкубацию смеси вели 
в течение lV 2 ч при 37°С. После инкубации рЫ смеси доводили 0,2 н. ITC1 (0,2 мл) 
до 5,5 и фермент инактивировали нагреванием пробы на кипящей водяной бане в тече-
ние 3 мин. Образовавшийся осадок отделяли центрифугированием (20 мин 
7000 об/мим). К надосадочной жидкости (2 мл) добавляли 0,05 М фосфатный буфер 
рН 7,4 (1—2 капли) до рН 7,0. Образующийся ангиотензин определяли непрямым 
биологическим методом на крысах по повышению кровяного давления [5] и радио-
иммунным методом [6]. В качестве стандарта использовали международный стандарт-
ный образец ренина из гючек человека 2. 

Получение очищенных препаратов ренина из почек человека представляет собой 
весьма трудоемкую задачу, что прежде всего свя?ано с чрезвычайно низким содержа-
нием этого фермента в ткани почек. Согласно работе [7], удельная ренииовая актив-
ность ткани почек человека составляет 5X10"~ 5 GU на 1 мг белка. 

Выделение ренина проводили из человеческих почек (секционного материала) 
по методт е, разработанной для выделения и очистки свиного ренина [8] с некоторыми 
модификациями. Почки замораживали при —20°С, а затем после частичного оттаива-
ния при комнатной температуре освобождали от капсул и жировой ткани, далее из-
мельчали и лиофильно высушивали. Высушенный препарат растирали в порошок 
и делипидизировали эфиром (5 л X 3) в течение 30 мин. Делипидизироваииый поро-
шок высушивали на воздухе при комнатной температуре и хранили при —20°С. Удель-

2 Международный стандарт ренина из почек человека № 68/356, получен из 
лаборатории биологических стандартов Национального института для биологических 
стандартов и контроля (Англия). 
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я активность порошка составляла 1 6 X 1 0 - 6 G U на 1 мг белка (см. таблицу). Затем 
Э г порошка экстрагировали 16 л 30% (V/V) раствора метилцеллозольва в воде, 
раствору добавляли ингибиторы протеаз: диизопропилфторфосфат (0,05 мМ), тетра-
знат натрия (5 мМ), тоилон Б (5 мМ), фенилметилсульфонилфторид (2 мМ) а . Необ-
димость применения ингибиторов при очистке ренина была убедительно показана 
заботе [9]. Смесь встряхивали на холоду в течение 60 мин. Осадок отделяли цен-
ифугированием (20 мин 5000 об/мин). Ренин из экстракта адсорбировали на ДЭАЭ-
люлозе в течение 40 мин (100 г ДЭАЭ-целлюлозы переводили в ОН форму и за-

уравиовешивали ,'0,001 М фос-А 
тным буфером рН' 7,0). ДЭАЗ-
|лл юлозу промывали на воронке 
эхнера разведенным раствором 
усной кислоты (рН 5,3) в тече-

Аффинная хроматография сульфатио-
ам!моиийной фракции ренина на пеп-
статин-аминогексилсефарозном геле. 
Колонка ( 1 , 5 X 2 . 0 см) была урапиопешена 
0,1 М трис-НС1-буфером рН 7,5, содержа-
щем о,1 М хлористый натрий. После наие-
cei ни образца колонка была промыта 
0,02 М ацетатным буфером рН 5,2, содер-
жа цим 1,0 М хлористый натрий, до исчез-
нопения в элюате белкового материала. 
Фракции, содержащие рении, элюировали 
0,1 М уксусной кислотой рН 3,2. Пункти-

ром обозначена удельная активность. 

Д} О U на 1 
мг бе л но 

0 2 4 6 8 10121416 IS20 22242628 
Номера фракций 

ние 30 мин. Ренин элюировали 0,1 М ацетатным буфером рН4 ,8 , содержащим хло-
ристый натрий, 0,2 М (два раза по 400 мл). Ионообменная хроматография на ДЭАЭ-
целлюлозе позволила освободиться от ряда белков и повысила удельную активность 
препарата в 36 раз. Далее выделяли белковую фракцию, осаждающуюся при 75% 
насыщения сульфатом аммония. Образовавшийся осадок отделяли центрифугирова-
нием (20 мин 7000 об/мин) и растворяли в 40 мл 0,1 М трис-НС1-буфера рН 7,5. Полу-
ченный белковый раствор диализовали в течение ночи против 1,6 л 0,01 М трис-НС1-
буфера (со сменой буфера). После диализа раствор подкисляли 0,5 н. НС1 до рН 5,2 
и Сыпавший осадок отделяли центрифугированием (20 мин 5000 об/мин). Раствор после 
доведения рН до 6,5 1 н. NaOH наносили на колонку с иммобилизованным пепстати-
HOIVI 4 . На рисунке представлена выходная кривая ренина при аффинной хроматогра-
фии на иммобилизованном пепстатиие. Как видно из рисунка, активная рениновая 
фракция выходит одним пиком при элюции 0,1 М уксусной кислотой (рН 3,2). Очи-
стка ренина на колонке с иммобилизованным пепстатином позволяет добиться 
значительного увеличения удельной активности препарата за одну стадию. Эффектив-
ность пепстатина в качестве аффинного сорбента для ренина обусловлена его высокой 
ин|гибирующей активностью (K t ~ 1 0 _ 1 0 M ) [10]. 

Полученный препарат имел активность 0,1 GU/мг белка. Достигнутая степень очи-
стки препарата позволяет использовать его для определения концентрации ренина 
и ангиотензиногеиа в плазме крови радиоиммунным методом. 

Авторы выражают благодарность зав. лабораторией химии ферментов 
Института биооргаиической химии им. М. М. Шемякина АН СССР проф. 
В. К. Антонову и сотруднику этой же лаборатории доктору хим. наук 
Л. М. Гинодману за ценные советы и за обсуждение результатов данной 
работы. 
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4 Пепстатин был иммобилизован путем ковалеитного связывания с гексаметиле-
намииосефарозой по методу [9]. 
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J n a g a m i T. — Biochem. biophys. Res. Commun., 1975, v. 62 p. 757. — 
10. M с К o w n M. M., W о г к in a n R. J., G r e g e r m a n R . J . — J . biol . 
Chem., 1974, v. 249, p. 7770. 
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ISOLATION OF R E N I N FROM HUMAN K I D N E Y 

A. P. Pleten, /. A. Uchitel, V. /О Mazo, 5 . / . Nikuliceva, L. /. Volkova, 
V• A. Shaternikov 

Research Institute for Standardization and Control of Drugs, Ministry of Public Health 
of the U S S R , M. M. Shemyakin Institute of Bioorganic Chemistry, Academy of Sciences 
of the U S S R , A. L. Myasnikov All-Union Institute of Cardiology, Academy of Medical 

Sciences of the U S S R , Moscow 

Isolation and partial purification of renin frcm human kidney was carried out as 
follows: defatt ing of the homogenized kidney; extraction with methyl cellosolve; chroma-
tography on DEAE cellulose; affinity chromatography using immobilized pepstatin. 
Activi ty of the preparation obtained was O. lGU/mg оf̂  protein. The preparation 
of human renin might be used for measurement of renin activity in hlood of patients. 

УД К 615.31:54 7.8 I 4.5 ]. 015.4 2: [б 12.123 + 61 2.35 1. 1 

Т. П. Леонтьева, A. JI. Казаков, В. E. Рыженков 

В Л И Я Н И Е СУММЫ Ф Л А В О Н О И Д О В ИЗ К Л Е В Е Р А КРАСНОГО 
И Н У Т А О Б Ы К Н О В Е Н Н О Г О НА С О Д Е Р Ж А Н И Е Л И П И Д О В В КРОВИ 

И П Е Ч Е Н И К Р Ы С 

Лаборатория экспериментальной фармакотерапии отдела биохимии липидов и атеро 
склероза Института экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград 

Суммы флавоноидов из клевера красного и нута, обыкновенного, содероюащи е изо 
флавоны, снижают содержание холестерина и гприглицерадов у интактных крыс 
задерживают развитие гиперлипидемии, вызванной тритоном WR-1339, препятству-
ют нарастанию уровня триглицеридов в крови и печени крыс, наблюдавшемуся под 
влиянием введения этанола. Суммы флавоноидов из клевера красного и нута обыкно-
венного угнетают липолиз, стимулированный адреналином. 

Рядом авторов установлено, что некоторые флавоноидные соединения 
обладают способностью нормализовать нарушенный липидный обмен и 
оказывать антиатеросклеротическое действие в эксперименте [1—3]. Среди 
флавоноидов изофлавоны занимают значительное место [4], однако их влия-
ние на липидный обмен изучено недостаточно [5]. Изофлавоны наиболее 
представлены в растениях семейства бобовых, многие из последних ши-
роко распространены на территории Советского Союза. 

В данной работе изучено действие суммы флавоноидов из клевера крас-
ного и нута обыкновенного, содержащих изофлавоны, на уровень холесте-
рина и триглицеридов в крови и печени интактных крыс, а также в усло-
виях гиперлипидемии, вызванной введением тритона WR-1339 и этанола. 
Исследовано также их влияние на липолиз, стимулированный адреналином. 

Названные суммы флавоноидов получены на кафедре органической 
химии Пятигорского фармацевтического института. Сумма флавоноидов 
из клевера красного содержит изофлавоны: формоионетии, ононин, био-
ханин А и прунетин, сумма флавоноидов из нута обыкновенного — формо-
нонетин, биоханин А и их гликозиды. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены на крысах-самцах массой 200—300 г, получавших 
стандартный рацион. Изучаемые вещества вводили из расчета 200 мг/кг per os в тече-
ние 10 дней. В опытах с тритоном WR-1339 вещества вводили внутрибрюшинно за 
24 ч до применения тритона и одновременно с ним. Тритон инъецировали внутрибрю-
шинно в дозе 225 мг/кг. Для сравнения изучали мисклерон (вводили в дозе 200 мг/кг). 
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анол использовали в виде 50% раствора в течение 3 дней в дозе 2,4 и 6 г/кг после-
вательно. Адреналин применяли из расчета 1,5 мг/кг виутрибрюшиино. Указанные 
дества крысы получали per оs в течение 3 дней, последний раз — за 30 мин до инъек-
и адреналина. LD50 определяли в опытах на мышах при внутрибрюшинном и перо-
льном введении. В дозах 3—3,5 г/кг токсического действия не установлено. Коли-
:тво общего холестерина [6] и триглицеридов [7] определяли в сыворотке крови 
печени, содержание неэстерифицироваиных жирных кислот (НЭЖК) — в сыво-
тке крови [8]. Полученные результаты обработаны статистически |9] . 

Т а б л и ц а 1 
Содержание липидов в сыворотке крови (в мг%) и печени (в мг/г) крыс 

Группу животных 

Холестерин 

в сыворотке 
крови в печени 

Триглицериды 

в сыворотке 
крови 

I li 
Пс 

тактные (и - 10) 
лучавшис сумму 
флавоноидов: 
из клевера крас-
ного (п~ 10) 
из нута обыкно-
венного (/г=10) 

63,0=t3,3 

48,3=!= 1,6*** 

42,5—2,2*** 

2,16—0,26 

J ,85—0,7 

1,84=^0,2 

42,8=1=4,5 

30,8=±=3,0* 

26,4=!= 2,3*** 

8,2=±=0,15 

6,9=!=0,13*** 

6,7=t=0,15*** 

* Я<0,05. 
** Я<(),01. 

*** Я<0,001 в сравнении с интактными крысами. 

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

Как видно из табл. 1, введение суммы флавоноидов в течение 10 дней 
интактным крысам приводило к снижению уровня холестерина и тригли-
церидов в сыворотке крови и триглицеридов в печени. 

Т а б л и ц а 2 
Влияние суммы флавоноидов из клевера красного и нута обыкновенного на гиперлимидемию 

у крыс, вызванную введением тритона WR-1339 и этанола 

Группа ж и в о т н ы х 

Холестерин 

в сыворотке, 
мг% 

в печени, 
мг/г 

Триглицериды 

в сыворотке, 
мг% 

в печени, 
мг/г 

Тритон (1-я, п=7) 
Сумма флавоноидов из кле-

Ьера красного + тритон 
(2-я, п~7) 

Сумма флавоноидов из нута 
обыкновенного -[- тритон 
(3-я, /г=7) 

Мисклерон Ь тритон (4-я, 
h=7) 

Этанол (5-я, п— 6) 
Сумма флавоноидов из кле-

вера красного + этанол 
(6-я, /г=6) 

Сумма флавоноидов из нута 
обыкновенного + этанол 
(7-я, п= 6) 

329—23,2 

151,4=1=5,6* 

140,8=5=5,7* 

185,5=!=6,2* 

485=!=4,9 

222,8=1=9,6* 

129,5—2* 

280,8=!= 13,9* 
193,6=^7,7 

114=t5,6** 

97,1=!=3,5** 

10,2=t 1,6 

7,7=!=0,34 

5 2—0 1 *** 

W 
ги 

* Р<0,001 в сравнении с 1-й группой. 
** Я <0,001. 

*** Я<0,05 в сравнении с 5-й группой. 

В условиях гиперлипидемии, развивающейся под влиянием тритона 
R-1339, введение суммы флавоноидов обусловило задержку развития 
перлипидемии, уменьшило содержание холестерина и триглицеридов. 
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Гиполипидемическое /действие этих соединений было более выраженным, 
чем мисклерона (табл. 2). 

Из данных табл. 2 видно, что под влиянием этанола у крыс возрастало 
содержание триглицеридов в сыворотке крови, в печени отмечалась отчет-
ливая тенденция к увеличению их количества. Введение суммы флавоноидов 
из клевера красного и нута обыкновенного препятствовало нарастанию 
концентрации триглицеридов в сыворотке крови, вызванному введением 
этанола. Под влиянием суммы флавоноидов из нута обыкновенного наблю-
далось также отчетливое снижение содержания триглицеридов в печени. 

Для выяснения влияния изученных веществ на липолиз проведены 
опыты с изучением содержания НЭЖК в крови интактных крыс и в условиях 
стимулированного адреналином липолиза. Как видно из табл. 3, количест-
ва НЭЖК в сыворотке крови крыс, получавших физиологический раствор 
или суммы изофлавонов, существенно не различались. 

Т а б л и ц а 3 
Влияние суммы изофлавонов на содержание НЭЖК (в мэкв/л) в сыворотке крови крыс 

(М±т) 

Группа животных НЭЖК р 

Физиологический раствор (1-я, /г=6) 
Сумма изофлавонов из клевера красного (2-я, п- 6) 
Сумма изофлавонов из нута обыкновенного (3-я, д = 6 ) 
Адреналин (4-я, /г 6) 
Сумма изофлавонов из клевера красного Н адреналин 

(5-я, /2 —6) 
Сумма изофлавонов из нута обыкновенного адрена-

лин (6-я, п= 6) 

390,2=^28,5 
410,3—18,2 
350,5=^20,9 
653,1 + 23,8 

515,0—6,6 

351,1 =Ы7,3 

<0,001 (1—4) 

<0,001 (4 5) 

<0 ,001 ( 4 - 6 ) 

В условиях стимуляции мобилизации НЭЖК, вызванной адреналином, 
изученные вещества оказывали угнетающее действие. Особенно отчетливым 
был эффект суммы изофлавонов из нута обыкновенного. 

Таким образом, опыты показали, что изученные суммы изофлавонов, 
обладающие низкой токсичностью, оказались эффективными в снижении 
уровня л mi и до в крови как у интактных крыс, так и в условиях гиперли-
пидемии, вызванной введением тритона WR-1339 или этанола. При этом 
более выраженной была активность суммы изофлавонов из нута обыкно-
венного, которая проявилась и в значительном угнетении липолиза, стиму-
лированного адреналином. Следует отметить, что у интактных крыс под 
влиянием суммы изофлавонов из нута обыкновенного наблюдалась отчет-
ливая тенденция к уменьшению содержания НЭЖК в крови. Возможно, 
с антилиполитическим влиянием данного соединения в определенной сте-
пени связано его гиполипидемическое действие. 
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EFFECT OF TOTAL FLAVONOIDS FROM TRI FOLIUM P R A T E N S E 
AND BERTOLLETIA HUMB ON CONTENT OF L I P I D S IN RAT LIVER T I S S U E 

AND BLOOD 

T. P. Leonfeva, A. L. Kazakov, V. E. Ryzhenkov 

Laboratory of Experimental Pharmacotherapy, Department of Lipid Biochemistry and 
\therosclerosis, Inst i tute of Experimental Medicine, Academy of Medical Sciences 

of the U S S R , Leningrad 

Total flavonoids from clover red and nut, containing isoflavones, decreased the 
:ontent of cholesterol and triglycerides in intact rats, inhibited the development of hyper-
ipidcmia, caused by Triton WR-1339, prevented accumulation of triglycerides in rat 
iver and blood caused by ethanol administration. The flavonoids frcm these plants in-
libited lipolysis, stimulated by adrenaline. 

УДК 01 2.01 5.0:577.104.2] .015.1-087.4 

A.M. Герасимов, JI. А. Королева, Л. И. Иванова, Л. Ф. Панченко 

Г Л У Т А Т И О Н : Д Е Г И Д Р О Д С К О Р Б А Т - О К С И Д О Р Е Д У К Г А З Н А Я 
А К Т И В Н О С Т Ь Т К А Н Е Й КРЫС 

Кафедра биохимии медико-бислогического факультета II Московского медицинского 
института им. Н. И. Пирогова 

Получены, данные, свидетельствующие о ферментной природе глутатион: дегид-
роаскорбат-оксидоредуктазной активности (ГДАР-А) печени крысы, и установлено 
>е наличие в сердце, селезенке, легких и клетках гепатомы Зайделя. Отмечена корре-

ляция между активностью глутапшонредуктазы и Г ДАР во всех исследованных орга-
нах. В гепатоме Зайделя соотношение глутатионредуктаза/глутатион: дегидроаскор-

оат-оксидоредуктаза более высокое, чем в печени крысы. Обсуждается роль глутатион: 
регидроаскорбат-оксидоредуктазы в антиокислительной защите клеток и процессах 
клеточного деления. 

В растительных тканях II] присутствует глутатион: дегидроаскорбат-
оксидоредуктаза (КФ. 1.8.5.1) катализирующая образование аскорбиновой 
кислоты из дегидроаскорбиновой за счет окисления восстановленного глу-
татиона. Подобный «дегидроаскорбат-оксидоредуктазный фактор» был об-
наружен в различных тканях морской свинки 12.1, в организме которой, 
как известно, аскорбиновая кислота не синтезируется, а также в печени 
крысы и кролика [3]. Частично очищенный препарат, обладающий глута-
тион: дегидроаскорбат-оксидоредуктазиой активностью (ГДАР-А), был 
выделен из желудка, кишечника и печени морской свинки [2]. 

Ранее нами было показано наличие ГДАР-А в мозге и печени крыс 14]. 
В настоящей работе приведены данные, свидетельствующие о ферментной 
Природе ГДАР-А, обнаружено присутствие ее в различных тканях крыс 

М е т о д ы и с с л е д о в а н и я 

I Использовали белых беспородных крыс массой 150—200 г, содержавшихся на 
стандартном рационе вивария. Крыс дека цитировали и перфузировали печень через 
нижнюю полую вену 0,25 М сахарозой с 2 мМ ЭДТА и 25 мМ трис-HCl, рН 7,4. Из-
мельченную ткань печени гомогенизировали в гомогенизаторе типа Даунса (стек-
ло/тефлон) в том же растворе при соотношении объема к навеске 9 : 1 . Гомогенат филь-
тровали через несколько слоев марли. Для получения цитозоля гомогенат центрифу-
гировали при 105 000 g 60 мин и надосадок исследовали. В ряде экспериментов цито-
золь освобождали от низкомолекуляриых веществ гель-фильтрацией на колонке 
с сефадексом Г-25. Гомогенаты сердца, селезенки и легких готовили без предвари-
тельной перфузии органов. Перфузию печени не проводили и в экспериментах по ис-
следованию активности ферментов в расчете на 1 г сырой массы ткани. Штамм асцит-
ной гепатомы Зайделя был получен в Онкологическом научном центре АМН СССР. 
Клетки выделяли и отмывали по способу, описанному в работе [5], и гомогенизиро-

вали так же, как ткань печени. 
Активность глутатионредуктазы и ГДАР-А исследовали, как описано ранее [4], 

1 рассчитывали в микромолях НАДФН в минуту. В ряде экспериментов для иссле-
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дования ГДАР-А использовали микромодификацию метода. При этом в кювету объ-
емом 1 мл вносили 0,5 мл 0,05 М калий-фосфатного буфера, рН 7,4, содержащего 
1 мМ ЭДТА, и по 0,1 мл пробы и 10 мМ восстановленного глутатиона, 1,2 мМ Н А Д Ф Н , 
30 мМ дегидроаскорбииовой кислоты, раствора глутатионредуктазы (1 ед. в 0,1 мл). 
Для проведения исследования в бескислородных условиях буферный раствор насы-
щали аргоном. Активность измеряли в герметически заьрытых спектрофотометриче-
ских кюветах. Использовали спектрофотометр и приспособления фирмы «Гилфорд», 
модель 240. При исследовании зависимости ГДАР-А от рН использовали 50 мМ ка-
лий-фосфатный буфер. Коэффициент ранговой корреляции Спирмена и достоверность 
рассчитывали по Е. В. Гублеру, А. А. Генкину |6 ] . 

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

Некоторые характеристики ГДАР-А цитозоля печени крыс. Глута" 
тион и аскорбиновая кислота подвержены автоокислению в аэрированных 
растворах. В связи с этим можно было ожидать, что при наличии этих 
веществ в реакционной смеси воз-
никнут сложные свободноради-
кальные процессы, приводящие в 
конечном счете к окислению глу-
татиона опосредованно, а не за 
счет прямой реакции с дегидро-
аскорбииовой кислотой. 

При условиях определения, 
описанных выше, исключение кис-
лорода из реакционной смеси не 
вызывало уменьшения ГДАР-А 
цитозоля печени крыс, очищен-
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Рис. I. рН-зависимость ГДАР-А 
цитозоля печени крысы. 

1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 С,мМ 

Рис. 2. Зависимость ГДАР-А цито-
золя печени крысы от концентра-
ции глутатиона (А) и дегидроаскор-

бата (Б) в кювете. 
По осям абсцисс — конечная концентрация 
восстановленного глутатиона (А) или де-
гидроаскорбата (Б) в кювете; по оси орди-
нат — изменение оптической плотности за 
1 мии (за вычетом скорости неферментатив-
ной реакции). А — 5мМ дегидроаскорба-

та, Б — 1.0 мМ глутатиона. 

ного на сефадексе Г-25. Это является серьезным аргументом в пользу 
того, что регистрируемое окисление глутатиона дегидроаскорбииовой 
кислотой в присутствии цитозоля не опосредовано какими-либо кисло-
родзависимыми реакциями. Инкубация цитозоля в течение 10 мин при 
60°С, так же как и кислотная обработка (НС1, рН 5,0), приводила к пол-
ной потере активности. Не наблюдалось потери активности при диализе 
цитозоля на холоду в течение 24 ч против 0,05 М калий-фосфатного бу-
фера, рН 7,4. Этанольная преципитация (50%, объем/объем) на холоду с 
последующим диализом сопровождалась повышением специфической ак-
тивности в 3—4 раза. Более высокие концентрации этанола давали инги-
бирующий эффект. Фракционирование белков цитозоля сульфатом аммония 
показало, что более 80% активности осаждается во фракции между 30 и 
60% насыщения. ГДАР-А цитозоля печени крыс имеет выраженную рН-за-
висимость с максимумом при рН 7,4 (рис. 1). Реакция ингибируется избыт-
ком глутатиона (рис. 2, А), но не дегидроаскорбата (рис. 2, Б). 

В целом полученные результаты свидетельствуют в пользу того, что 
ГДАР-А печени крыс имеет ферментную природу. 
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Глутатион: дегидроаскорбапг-оксидоредуктазная активность тканей 
тсы. Более 80% ГДАР-А гомогеиата печени крысы остается в цитозоле, 
мученном путем центрифугирования при 105 ООО g в течение часа. Лока-
4зация в растворимой фазе клетки и довольно высокая специфическая ак-
шпость (табл. 1) позволяют предположить, что эта реакция является 

Т а б л и ц а 1 

ГДАР-А в различных тканях крыс 

Орган Число опытоп 
Активность, мкмоль/мин 

Орган Число опытоп 
на 1 г ткани на 1 мг белка 

п 
п 

G 
./I 

в 
II 
г, 

ечёнь 
очки 
ФДце 
;лезенка 
егкие 

ажным звеном цитозолы-] 
эльзу этого свидетельству 
тутатиопредуктазы и ГД 

20 
13 
15 
10 
20 

юй фермент! 
ет также теа 
АР в иссле; 

7,93=5=0,47 
10,00=1=0,88 
8,78—0,61 
5,16=1=0,37 
2,50=1=0,31 

юй редокс-систе 
пая корреляция ] 
кованных тканя> 

0,053=1=0,010 
0,053=1=0,008 
0,067=1=0,009 
0,041=1=0,008 
0,032—0,004 

мы глутатиона. В 
между активностью 
i крысы (табл. 2). 

Т а б л и ц а 2 

Корреляция между активностью глутагионредуктазы и ГДАР-А: в различных тканях крыс 

Орган Число животных 
Коэффициент 

корреляции Спирмеиа Р 

л [с чем ь 
1 

13 -1-0,813 <0,0005 
л очки 7 +0,677 <0,05 
с ррдце 7 +0,445 >0,05 
с елезенка 8 0,672 <0,05 
Легкие 21 +0,665 <0,0005 
Г епатома Зайделя: 

4 сут 14 — 1,29 <0,001 
6 » 8 +0,924 <0,001 
8 » 8 +0,75 <0,01 

Физиологическая роль ГДАР-реакции в клетках животных в первую 
очередь должна рассматриваться в аспекте функционального единства 
глутатиона и аскорбиновой кислоты. Оба вещества известны [8—10] как 
важнейшие водорастворимые биоантиоксидаиты. Исходя из этого можно 
с полным основанием отнести глутатион: дегидроаскорбат-оксидоредуктазу 
к группе «антирадикальных» 111] ферментов системы антиокислительной 
защиты клетки. 

Т а б л и ц а 3 
Изменения ГДАР-А в гепаюме Зайделя 

Время, прошедшее поело 
Число опытов 

Активность, мкмоль/мин 
перевивки, сут Число опытов 

на 1 мг белка на I мг Д Н К 

4 14 0,023=1=0,003 0,047=1=0,009 
6 8 0,061=1=0,007 0,216^=0,069 
8 8 0,027=^0,012 0,087=1=0,018 

Важная роль глутатиона в процессах клеточного деления общеприз-
наиа, хотя конкретный биохимический механизм его эффектов остается 
неизвестным [12, 13]. Дегидроаскорбиновая кислота, согласно гипотезе 
Эдгара 114], является ингибитором клеточного деления. Естественно пред-
положить, что регуляция уровня этих метаболитов в клетке за счет ГДАР-
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реакции может быть важным механизмом контроля митотической актив-
ности. 

Изученения ГДАР-А в клетках асцитной гепатомы Зайделя. Как вид-
но из табл. 3, ГДАР-А в гепатоме изменяется в процессе роста опухоли. 
На 4-й день после прививки активность в гепатоме в 2 раза ниже, чем 
в печени интактных животных. Позднее ГДАР-А в опухоли повышается, 
но не достигает уровня, наблюдаемого в печени (при расчете на ДНК). 
В период максимального развития асцита (8-е сутки) ГДАР-А снижается. 
Весьма интересно, что в процессе развития опухоли отрицательная корреля-
ционная связь между активностью глутатионредуктазы и ГДАР в началь-
ной фазе сменяется на прямую в более поздний период (см. табл. 2). При 
этом соотношение активности глутатионредуктазы и ГДАР через 4 и 8 сут 
после перевивки опухоли примерно в 1V2 раза выше, чем в нормальной 
печени. Таким образом, в гепатоме по сравнению с печеныо оказывается 
сниженной ГДАР-А и повышается соотношение активность глутатионре-
дуктазы: ГДАР-А. 

Если допустить, что эти характеристики отражают метаболическую 
потребность гепатомы, то можно думать о преобладании в опухолевой клет-
ке процесса восстановления глутатиона над его окислением дегидроаскор-
батом. В определенной мере это заключение согласуется с предположением 
Эдгар 1.14J, что повышение содержания восстановленного глутатиона должно 
вести к снижению уровня дегидроаскорбииовой кислоты и тем самым к сти-
муляции клеточного деления. Однако было бы преждевременным рассматри-
вать приведенные данные как экспериментальное подтверждение исключи-
тельной роли дегидроаскорбииовой кислоты 114] в контроле митотической 
активности клеток. 

ГДАР-А является одним из нескольких механизмов окисления глута-
тиона в клетке 191. Приведенные данные об относительном уменьшении 
мощности дегидроаскорбат-оксидоредуктазного пути окисления глутатиона 
в гепатоме согласуются с фактами повышения соотношения глутатиоиредук-
таза: глутатионпероксидаза в опухолях [15, 16] и его снижения при дей-
ствии сарколизииа 117] и тем самым подтверждают важную роль восстанов-
ленного глутатиона в стимуляции клеточного деления. 
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ACTIVITY OF GLUTATHIONE: DEH YDROASCOR BATE REDUCTASE IN RAT 
T I S S U E S 

A. M. Gerasimov, L. A. Koroleva, L. / . Ivanovo, L. F. Panchenko 

Chair of Biochemistry, Medico-Biological Faculty, N. I. Piro.gov И Medical School, 
Moscow 

Glutathione: dehydroascorbate reductase activity was studied in rat liver, heart, 
spleen, lungs as well as in Zajdela hepatoma. Correlation between the activties of glu-
tathione reductase and glutathione: dehydrcasccrbate reductase was observed in all 
the tissues studied. Glutathione: dehydroascrrbate reductase activity was higher in 
Zajdela hepatoma as compared with the rat liver. The role of glutathione: dehydro-
ascorbate reductase in regulation of antioxidative activity and of cell division is dis-
cussed. 

УДК 616.36-008.949.5:665.44 1-074 

JI. Ф. Дмитриев, И. И. Иванов 

О Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И И ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ Э К В И В А Л Е Н Т О В 
В К Л Е Т К Е В А К Т И В Н О Й Ф А З Е М Е Т А Б О Л И З М А Б Е Н З ( а ) П И Р Е Н А 

Кафедра биофизики биологического факультета Московского университета 
им. М. В. Ломоносова 

Гидроксилирование бенз[а\парена в печени может проходить в условиях понижен-
ной активности И А ДФ- Н-зависимой редуктазы. Снижение активности НАДФ-Н-
зависимой редуктазы, по-видимому, не снижает интенсивности гидроксилирования 
венз[а\пирена; гидроксилирование канцерогена поддерживается за счет перераспреде-
ления восстановительных эквивалентов между оксигеназной и оксидазной системой клет-
ки. Рассмотрено антиканцерогенное действие двух различных соединений — хризена 
и убихинона — с единой точки зрения; в плане нормализации НАД'И- и НАДФ'Н-
зависимых реакций в клетке. 

Метаболизм бензЫпирена в печени идет в основном по пути гидрокси-
лирования при участии ферментных систем, связанных преимущественно 
с НАДФ-Н. Известно, что образующиеся в результате гидроксилирования 
оксипроизводные бензЫпирена неканцерогенны. В то же время сущест-
вует прямая зависимость между эффективностью канцерогенного действия 
бензЫпирена и интенсивностью его метаболизма в клетке [1]. 

Для разрешения этого противоречия, по-видимому, требуется всесто-
ронний анализ взаимодействия канцерогена с системой, осуществляющей 
его метаболизм. Такое взаимодействие определяет развитие канцерогенеза, 
причем наряду с образованием активной формы канцерогена важным явля-
ется изучение процесса инактивации канцерогена, который сопровождается 
Кратковременным, но значительным увеличением энергетических затрат. 

Ранее нами было высказано предположение, что метаболизм беизЫ гш-
рена связан с перераспределением восстановительных эквивалентов в 
клетке 121. Вполне возможно, что проканцерогенный эффект гидроксилиро-
вания является результатом перераспределения НАД-И между системами, 
локализованными внутри разных субклеточных элементов. Участие НАД-И 
в гидроксилировании бензЫпирена возможно, в частности, в случае, когда 
ограничен транспорт электронов через НАДФ-Н-зависимый флавопротеид, 
например в условиях стимуляции перекисного окисления липидов, след-
ствием которого может быть солюбилизация из микросом НАДФ-Н-зави-
симой редуктазы [3]. 

Известно, что ряд углеводородов оказывает выраженное антиканцеро-
генное действие. Например, совместное введение полициклических углево-
дородов хризена и бензЫпирена в соотношении 0,15 : 1 снижает количество 
сарком более чем на 70% 14]. Защитное действие оказывает также такое био-
логически важное соединение, как убихинон Q10 [5]. В данной работе мы 
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попытались рассмотреть антиканцерогенное действие хризеиа и убихинона 
с единой точки зрения, а именно в плане нормализации ряда НАД-Н-
и НАДФ-Н-зависимых окислительных реакций в клетке. 

М е т о д ы и с с л е д о в а н и я 

В опытах использовали животных, не подвергавшихся воздействию канцерогена 
и после его однократного введения. Беиз[а]пирен вводили внутрибрюшинно крысам-
самцам Вистар в дозе 1 мг на животное массой 120—150 г. Активность дсгидрогеназ 
пентозофосфатного цикла оценивали по изменению оптической плотности при восста-
новлении НАДФ [6]. Скорость образования Н А Д Ф - Н in vivo рассчитывали по фор-
муле, предложенной Враттеи и Клеланд [7], включающей наряду с константами Ми-
хаэлиса для Н А Д Ф и субстрата константу иигибирования для продукта реакции — 
Н А Д Ф - Н . Действие цитозольиого фактора на перекисное окисление липидов микро-
сом изучали, используя методику Талькота и соавт. [8]. Интенсивность перекисиого 
окисления липидов оценивали по накоплению малонового диальдегида [9]. Качествен-
ный состав убихиноновой фракции печени крыс изучали путем разделения неомыляе-
мой фракции липидов печени на колонке с сефадексом LH-20 [10]. 

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

Гидроксилирование бензЫпирена тесно связано с окислением глюкозо-
-6-фосфата по пеитозофосфатному пути. Учитывая многообразие факторов, 
влияющих на активность глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы, можно предпо-
ложить, что при определенных условиях возможна ситуация, когда пенто-
зофосфатный цикл не обеспечивает НАДФ-Н-зависимые реакции, локали-
зованные в микросомах и растворимой фракции, необходимым количеством 
НАДФ-Н. Для выяснения этого вопроса важно сопоставить активность 
индуцированной гидроксилазной системы и эффективность использования 
ею НАДФ-Н с активностью системы, генерирующей НАДФ-Н, а также 
оценить действие факторов, изменяющих соотношение активностей этих 
систем. Вполне возможно, что ослабляющее канцерогенез действие хризеиа 
связано с изменением активности ферментов, участвующих в инактивации 
канцерогена. 

В связи с этим мы определяли активность дегидрогеназ пентозофосфат-
ного цикла в печени одновременно с выявлением гидроксилазной активности 
при введении животным бензЫпирена, а также при введении бензЫпирена 
вместе с хризеном в соотношении 1 : 0,15. Суммарная активность дегидро-
геназ пентозофосфатного цикла на 2—3-й сутки после введения в первом 
случае повышалась в среднем в 2 раза, а во втором — в 2,7 раза. Макси-
мальное же увеличение скорости метаболизма бензЫпирена гомогенатом 
в обоих случаях было практически одинаковым. Расчет показывает, что при 
физиологической концентрации глюкозо-6-фосфата скорость образования 
НАДФ-Н увеличивается при введении бенз(а)пирена в 3—4 раза, а при его 
введении вместе с хризеном — в 5—6 раз. Такой расчет справедлив при 
отношении НАДФ/НАДФ-Н более 0,1, так как при НАДФ/НАДФ-Н, 
равном 0,1 и меньше, активность глюкозо-6-фосфат-дегидрогеназы в раство-
римой фракции тормозится на 95—100% [11]. В проведенном нами расчете 
значение НАДФ/НАДФ-Н и его изменение в зависимости от активности глу-
татионредуктазной реакции оценивались приближенно. Тем не менее из 
полученных данных следует, что при введении бензЫпирена вместе с хри-
зеном активность системы, генерирующей НАДФ-Н, увеличивается в 
большей степени, чем при введении одного бензЫпирена. 

Одним из защитных механизмов, препятствующих накоплению продук-
тов перекисиого окисления липидов, является ферментная система, вклю-
чающая глутатионредуктазу и глутатионпероксидазу [12]. Вполне возможно, 
что относительный избыток НАДФ-Н используется для обеспечения функцио-
нирования этой системы, т. е. превращения гидроперекисей в оксипроиз-
водные жирных кислот, что должно способствовать сохранению актив-
ности НАДФ-Н-зависимой редуктазы в микросомах, препятствуя созданию 
условий для ее солюбилизации. Эффективность функционирования этой 
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Системы в активной фазе метаболизма бензЫпирена может быть оценена 
по ингибированию перекисиого окисления липидов микросом при инкубации 
/шкросомальной фракции с цитозолем. В связи с этим мы изучали действие 
щтозольного фактора, сравнивая данные, полученные при использовании 
течени животных после введения одного бензЫпирена и вместе с хризеном 
(рис. 1). Как видно на рис. 1, добавление к микросомам цитозоля, получен, 
яого из печени животных после 
зведения бензЫпирена вместе с 
физеном, приводит к заметно-
му ингибированию перекисиого 

ркислеиия липидов. 
Гидроксилирование бензЫ-

жрена может проходить и в ус. 

эис. 1. Действие цитозоля на пере-
писное окисление липидов микро-

сом. 
Микросомы контрольных животных (0,5 мг 
белка в 1 мл) инкубировали в 0,025 М 
|рис-1 ,15% KCI-буфере, рН 7,5, содержа-
щем 1 мМ НАДФ, I ед/мл глюкозо-6-фос-

1>ат-дегидрогеиазы, 6,6 мМ глюкозо-6-фос-
>ата; а — без цитозоля, б — с цитозолем 
2 мг белка в 1 мл), полученным после 
ведения бенз[а]пирена, в — с цитозолем, 
олученным после введения бенз[аЛпиреиа 

вместе с хризеном 50 мин 

ловиях пониженной активности НАДФ• Н-зависимой редуктазы. Снижение 
активности НАДФ-Н-зависимой редуктазы in vivo, по-видимому, не умень-
шает интенсивности гидроксилирования бензЫпирена; гидроксилирование 
канцерогена поддерживается за счет перераспределения восстановительных 
эквивалентов между оксигеназной и оксидазной системой клетки. В гидро-
ксилироваиии бензЫпирена в этом случае наряду с НАДФ-Н, по всей 
вероятности, принимают участие восстановительные эквиваленты мито-
хондрий в форме НАД-Н. В пользу существования функциональной связи 
между гидроксилированием бензЫпирена и окислительными реакциями в 
митохондриях свидетельствуют данные об изменении в период метаболизма 
бензЫпирена энергетического состояния митохондрий [2]. 

Снижение активности окисления НАД-зависимых субстратов в мито-
хондриях печени может быть обусловлено рядом факторов, в частности из-
менением содержания или акцепторных свойств убихинона. По данным 
Сторей и Чаиса [13], именно восстановление убихинона является лимити-
рующей реакцией переноса электронов в дыхательной цепи. Значение уби-
хинона подчеркивают данные, которые показывают, что развитие канцеро-
генеза зависит от начального уровня убихинона [5]. 

Кроме основных гомологов Q l 0 и Q9 в печени крыс обнаружены в не-
большом количестве (5—8%) гомологи Q8 и Q7 [14]. Нами был изучен ка-
чественный состав убихиноновой фракции печени крыс путем разделения 
компонентов неопыляемой фракции липидов по молекулярной массе. С по-
мощью свидетелей — убихинонов Q10 (объем выхода 21 мл), Q0 (24 мл) 
и Q7 (23,2 мл) была построена зависимость объема выхода на колонке от 
молекулярной массы, позволяющая оценить молекулярную массу той или 
иной фракции. Как видно на рис. 2, хроматограммы липидов контрольных 
животных и животных после однократного введения бензЫпирена отлича-
ются между собой профилем фракции I. Мы условно разделили фракцию I 
хроматограммы, полученной из неомыляемых липидов печени животных 
на 3-й сутки после введения бензЫпирена, на две подфракции: Iа и 16. 
При восстановлении подфракций la и 16 боргидридом натрия наблюдался 
сдвиг максимума поглощения (275—290 нм), характерный для убихинон-
убихииола. Фракция II с объемом выхода 25 мл окончательно не иденти-
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фицирована, но, вероятно, в эту фракцию входит токоферилхинон, а фрак-
ция III включает токоферол [10]. 

Если исходить из того, что входящие в состав фракции I подфракции 
Iа и 16 содержат гомологи убихинона с разной длиной изопреноидной цепи, 
то из полученных данных следует, что в период метаболизма бензЫпирена 

происходит нарушение био-
& синтеза кофермента Q. Сле-

дует отметить, что содержа-
ние кофермента Q практичес-
ки не изменяется, но проис-

40 

30 

?0 

10 

Рис. 2. Хроматограмма иеомыля-
емой фракции липидов печени 

крыс. 
По оси абсцисс — объем выхода (в мл); 
по оси ординат — процент поглощения. 
Сплошная линия — контроль; пунк-
тирная — на 3-й сутки поел-4 введения 
беня[а]пирсна. Римские цифры 

21 23 25 27 29 мл фракции. 

ходит изменение состава убихиноновой фракции. Гомологи с более корот-
кой изопреноидной цепыо (Q8 и Q7) составляют около V6 от общего содер-
жания убихиионов. Гомологи убихинона имеют различную активность в 
НАД-Н-оксидазной системе. По данным Ленаца и соавт. [15], скорость 
окисления НАД-Н комплексом I зависит от длины изопреноидной цепи 
убихинона (например, активность Q8 составляет около 80% от активно-
сти Q10). 

О б с у ж д е н и е 

Процесс гидроксилирования тесно связан с окислением глюкозо-6-
фосфата по пентозофосфатному пути. Образование глюкозо-6-фосфата в 
ходе первичного фосфорилирования глюкозы, т. е. связь между гексокиназ-
ной активностью и активностью дегидрогеназы глюкозо-6-фосфата регули-
руется, как известно, центральной нервной системой. Регуляция такого 
типа отсутствует в тканях, утративших связь с центральной нервной систе-
мой— в злокачественных опухолях 1.16], и, возможно, ослаблена в печени 
животных, чувствительных к действию канцерогена. 

При взаимодействии бензЫпирена с системой, осуществляющей его 
метаболизм, может складываться ситуация, когда энергетические потреб-
ности гидроксилазной системы оказываются довольно высокими, а транспорт 
электронов через НАДФ-Н-зависимый флавопротеид ограничен. Передача 
восстановительных эквивалентов из митохондрий в гидроксилазную систе-
му через цепь НАД-Н — цитохром Ьб может обеспечить высокую эффектив-
ность инактивации канцерогена. Однако в конце активной фазы гидрокси-
лирования канцерогена такое перераспределение восстановительных экви-
валентов не компенсирует снижение активности переноса электронов к 
кислороду в дыхательной цепи. При этом в митохондриях может быть рас-
строено существующее донорно-акцепторное равновесие. 

Следствием снижения скорости окисления НАД-Н комплексом I может 
быть подключение активной системы свободного окисления флавин — ци-
тохром Ь5, локализованной во внешней мембране митохондрий к цитохромо-
ксидазе, в результате чего оказываются шунтированными первый и второй 
пункты энергетического сопряжения. Такое шунтирование связано с прев-
ращением энергии дыхания в тепло [17] и вполне возможно, что степень 
шунтирования определяется акцепторными свойствами убихинона. Иными 
словами, запасание энергии дыхания в форме АТФ или превращение ее 
в тепло, возможно, регулируется редокс-состоянием убихинона, 
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Одним из основных нарушений, возникающих вследствие метаболизма 
бензЫпирена, является изменение фосфатного потенциала митохондрий 
печени. Известно, что отношение НАД-Н/НАД в митохондриях печени и, 
следовательно, отношение (3-оксибутират/ацетоацетат могут регулироваться 
за счет энергозависимого восстановления НАД сукцинатом. Однако в ус-
ловиях, когда первый и второй пункты сопряжения шунтированы системой 
НАД-Н — цитохром Ь5, такой тип регуляции, по-видимому, отсутствует, 
подобно тому, как это имеет место при шунтировании первого пункта ме-
надионом [18]. Согласно Клингенбергер и Хефен [19], диффузия пары 
p-оксибутират — ацетоацетат в кровоток обеспечивает передачу состояния 
окисления — восстановления этих веществ и фосфатного потенциала мито-
хондрий печени в митохондрии периферических органов. 

Таким образом, если в клетках печени реализуется НАД-И-зависимое 
гидроксилирование бензЫпирена, то оно осуществляется за счет наруше-
ния основной функции НАД-связаиной системы — окислительного фосфо-
рилирования и это нарушение затрагивает, по-видимому, как печень, так 
и орган-мишень. Антиканцерогенное действие двух различных соединений 
хризена и убихинона можно рассматривать, на наш взгляд, как результат 
нормализации окислительных реакций в печени на стадии метаболизма 
канцерогена. 
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ON T H E D I S T R I B U T I O N OF REDUCING E G U I V A L E N T S IN CELL 
D U R I N G T H E ACTIVE P H A S E O F B E N Z / A / P Y R E N E METABOLISM 
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Hydroxylat ion of benz/a/pyrene might occur under decreased ac t iv i ty of NADPH-
dependent reductase. In vivo a decrease in the act ivi ty of NADPH-dependent reductase 
did not influence apparent ly the intensity of benz/a/pyrene hydroxylat ion, which is main-
tained due to redistr ibution of reducing equivalents between oxygenase and oxidase sys-
tems in the cells. Anticarcinogenic effects of two different substances chrisene and ubi-
quinone are discussed taking into account possible normalization of NADPH- and NADH-
dependent oxidat ive reactions in the cells. 
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В Л И Я Н И Е Р А Н Н Е Й П О С Т Н А Т А Л Ь Н О Й И Н Д У К Ц И И 
М И К Р О С О М А Л Ь Н Ы Х Ф Е Р М Е Н Т О В НА ИХ А К Т И В Н О С Т Ь 

И С О Д Е Р Ж А Н И Е Х О Л Е С Т Е Р И Н А 
В КРОВИ ВЗРОСЛЫХ М Ы Ш Е Й Г И П Е Р Х О Л Е С Т Е Р И Н Е М И Ч Е С К О Й 

Л И Н И И 

Институт цитологии и генетики Сибирского отделения АЫ СССР, Новосибирск 

В сыворотке крови мышей линии SWR/j содеро/сание холестерина (ХС) и атеро-
генных фракций липопротеидов (ЛЛ) выше, чем у устойчивых к атеросклерозу мышей 
линии С57В1/6]. В печени мышей линии SWR/j ниже активность ХС-7а-гидроксила-
зы — ключевого фермента биотрансформации и элиминации ХС и выше скорость био-
синтеза ХС. Введение таким мышам, индуктора микросомальных ферментов — 3-аце-
тат-16а-изотиоцианопрегненолона (ATЦП) в ранний постнатальный период приво-
дит к значительному повышению активности арилгидрокарбонгидроксилазы, которое 
наблюдалось в течение всего изученного периода, к увеличению активности холестерин-
7а-гидроксилазы, которое сохраняется не менее 2 мес и к существенному снижению 
содеро/сания ХС и атерогенных фракций ЛП. У животных, получавших AT ЦП, и у 
контрольных мышей скорости синтеза ХС существенно не различались. 

Известно, что ряд гормонов и экзогенных веществ индуцируют в чув • 
ствительных к ним клетках животных синтез адаптивных ферментов, реа-
лизующих физиологические функции этих гормонов или метаболизирующих 
экзогенные вещества. Индукция осуществляется в результате стимуляции 
ДНК-зависимого синтеза РНК, обеспечивающей синтез соответствующих 
ферментов f 1—3]. 

Ранее было показано, что многократное введение животным таких 
генетических индукторов, как кортизол, инсулин, галактоза, пентагастрин, 
ведет к длительному подавлению способности клеток-мишеней реагировать 
на них синтезом РНК и отвечать возрастанием активности соответствующих 
индуцибельных ферментов [4—7]. У молодых животных толерантность к ин-
дукторам развивалась быстрее и сохранялась дольше, чем у взрослых. 
Можно было допустить, что введение индуктора животным в ранний пост-
натальный период оставит еще более длительный след в способности со-
ответствующих клеток-мишеней к индукции. Недавно получены данные, 
подтверждающие это предположение. Оказалось, что введение кортизола 
крысятам в течение первых 2 нед после рождения ведет к стабильно сохра-
няющемуся повышению активности тирозинаминотрансферазы у взрослых 
крыс; одновременно происходит почти полная утрата способности клеток 
печени реагировать индукцией этого фермента на введение кортизола 18]. 

Известно, что ряд гидрофобных чужеродных и эндогенных соединений 
являются индукторами микросомальных ферментов печени животных — 
оксидаз смешанных функций 19]. Индукция микросомальных ферментов 
представляет значительный практический интерес, поскольку позволяет 
усиливать выведение холестерина (ХС), билирубина, ряда лекарственных 
веществ при избыточном их накоплении в организме 110]. 

Ранее среди химически модифицированных фитостероидов были обна-
ружены высокоэффективные индукторы микросомальных ферментов, не 
обладающие иными фармакологическими свойствами [И]; особо эффектив-
ным индуктором оказался 3-ацетат-16а-изотиоцианопрегненолон (АТЦП). 
Было показано, что индукция микросомальных ферментов под действием 
АТЦП обеспечивает снижение содержания ХС в крови животных при али-
ментарной и наследственной формах гиперхолестеринемии [12, 13]. 

В настоящей работе исследовано влияние введения АТЦП мышам в 
ранний постнатальный период на активность микросомальных ферментов 
у взрослых животных. Изучено влияние такого воздействия на показатели 
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метаболизма ХС у мышей линии SWR/j с наследственной гиперхолесте-
ринемней. 

М е т о д и к а 

В работе использовали новорожденных мышей линии SWR/ j , характеризую-
щейся спонтанным развитием атеросклероза [14]. В сыворотке крови мышей линии 
S W R / j содержание ХС и атерогенных фракций липопротеидов (ЛП) выше, чем у устой-
чивых к атеросклерозу мышей линии C57Bl/6j. В печени мышей линии S W R / j ниже 
активность ХС-7а-гидроксилазы, ключевого фермента биотрансформации и элими-
нации ХС, и выше скорость биосинтеза ХС [13]. Д л я изучения влияния постнаталь-
ного введения индуктора микросомальных ферментов новорожденным мышам линии 

Влияние раннего постна-
тального введения АТЦП 
на активность ХС-7а-
гидроксилазы (У), арил-
гидрокарбонгидроксила-
зы (2), скорость биосин-
теза ХС (5) в печени 
взрослых мышей линии 

SWR/ j . 
Новорожденным мышатам, 
начиная со 2-го дня после 
рождения, в течение 14 дней 
вводили per os АТЦП по 
0,2 мг » день в течение пер-
вых 7 дней и по 0,4 мг в день 
в последующие. Определение 
активности ферментов прово-
дили спустя I, 2 и 4 мес пос-
ле рождения; а — контроль; 

б —введение АТЦП. 

S W R / j вводили суспензию АТЦП начиная со 2-го дня и в течение последующих 
14 дней. Доза индуктора составляла 0,2 мг АТЦП в день на новорожденного мышонка 
в течение первых 7 дней введения и 0,4 мг в день на животное в последующие 7 дней. 
Забой животных проводили спустя 1, 2 и 4 мес после рождения. Препарат АТЦП 
готовили следующим образом: 87,5 мг А Т Ц П смешивали с 10 мл дистиллированной 
воды и добавляли 1 каплю твина-80. Д л я получения более тонкой суспензии препарат 
подвергали обработке ультразвуком. Контрольным животным в равном объеме вво-
дили растворитель АТЦП. 

ХС сыворотки крови определяли спектрофотометрически при 570 нм, пользуясь 
микрометодом Кларка и соавт. [15]. В качестве стандарта использовали готовый рас-
твор ХС (100 мг%) в хлороформе. Концентрацию ХС в сыворотке крови выражали 
в миллиграммах на 100 мл сыворотки (мг%). 

Разделение Л П сыворотки крови осуществляли по методу Маграчевой [16] 
путем диск-электрофореза в полиакриламидном геле. Сыворотку предварительно 
окрашивали раствором Судана черного В в этиленгликоле в течение I 1 / 2 ч в темноте. 
Электрофорез вели в приборе «Reanal», Венгрия. Время электрофореза составляло 
I 1 / 2—2 ч при силе тока 3—4 мА на трубку. После окончания разделения Л П на фрак-

ции гель в трубках сканировали на денситометре. По площади отдельных пиков су-
дили о количественном содержании каждой фракции Л П и выражали их содержание 
в процентах по отношению к общей площади. 

Активность ХС-7а-гидроксилазы в печени определяли описанным методом и 
выражали в пикомолях образовавшегося 7а-окси-4-14С-ХС из 4-С14-ХС на 1 мг белка 
за 40 мин инкубации [13]. Количество белка в пробах определяли по методу Лоури 
и соавг. [17]. 

Скорость биосинтеза ХС в печени определяли по описанному методу и выражали 
в имп/мин включенного 1-14С-ацетата во фракцию ХС на 100 мг белка [13]. Активность 
микросомалыюго фермента арилгидроксилазы [беиз(а)пиреигидроксилазы ] опреде-
ляли модифицированным нами методом. Инкубационная среда содержала в общем 
объеме 1 мл: 0,5 мг микросомального белка; 1 мМ НАДФ 1- , 6 мМ изоцитрата; 0,36 ЕА 
изоцитратдегидрогеназы; 5 мМ MgCl2; 50 мМ трис-HCl рН 7,5; 5 мкМ МпС12; 80 мкМ 
8Н-бенз(а)пирена в 0,025 мл ацетона (удельная активность 12 мкКи/мкмоль) [18]. 
Инкубацию проводили на воздухе при 37°С в течение 30 мин. Остановку реакции и вы-
деление образовавшихся продуктов окисления 3Н-бензпирена осуществляли по опи-
санному методу [19]. Активность арилгидроксилазы выражали в наномолях образо-
вавшихся продуктов на 1 мг микросомалыюго белка за 1 мин инкубации. 
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Как видно из данных, представ-
ленных на рисунке, введение ново-
рожденным мышатам индуктора мик-
росомальных ферментов АТЦП в 
первые 14 дней после рождения ве-
дет к значительному повышению ак-
тивности арилгидроксилазы, которое 
наблюдалось по крайней мере на 
протяжении 4 мес, в течение которых 
велось наблюдение. Результатом та-
кого постиатальиого воздействия яв-
ляется также увеличение активности 
ХС-7а-гидроксилазы, которое сохра-
няется не менее 2 мес. 

Таким образом, под действием 
АТЦП возникает следовой эффект, 
выражающийся в длительном и ста-
бильном повышении активности ин-
дуцируемых им ферментов. Ранее 
было показано, что постнатальное 
введение кортизол а в течение 14 дней 
ведет к длительному повышению ак-
тивности индуцируемого этим гормо-
ном фермента — тирозинаминотранс-
феразы 18]. 

Полученные данные позволяют 
предположить, что интенсивная гене-
тическая индукция в ранний постна-
тальный период, когда продолжается 
еще дифференцировка многих систем 
клеток, ведет к стабильным измене-
ниям в экспрессии генов, на которые 
воздействуют эти индукторы. Эти из-
менения напоминают явления, про-
исходящие при иммунизации в ран-
ний постнатальный период, когда 
определенные антигены вызывают 
стабильную иммунологическую толе-
рантность к ним. Аналогично этому 
предъявление зрительного образа в 
этот критический период ведет к дли-
тельному запечатлеванию его — к 
импринтингу [20]. 

Возможно, что все эти явления 
имеют общую природу и связаны с осо-
бой чувствительностью генетического 
аппарата к индукции в связи с еще 
незавершившейся его дифференци-
ровкой. 

Известно, что ферменты микро-
сом печени способны гидроксилиро-
вать ХС, обеспечивая тем самым его 
превращение в желчные кислоты и 
выведение из организма. Оказалось, 
что длительная индукция этих фер-
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ментов, вызванная постнатальным введением АТЦП, ведет к существенному 
снижению содержания ХС в крови мышей линии SWR/j, характеризу-
ющихся наследственной гиперхолестеринемией (см. таблицу). 

Как видно из таблицы, у животных, получавших постнатально АТЦП, 
)езко снижено в течение 2 мес после рождения не только содержание ХС 

в крови, но и содержание фракций атерогениых ЛП низкой плотности, 
играющих определяющую роль в развитии атеросклероза. 

Скорость биосинтеза ХС у животных, получавших АТЦП, и контроль-
ных мышей достоверно не различалась. 

Имеются данные, подтверждающие возможность активации ферментов 
метаболизма чужеродных веществ при постнатальном введении их индук-
торов. Так, если новорожденным кроликам вводили однократно инсектицид 
хлордан, то способность интенсивно метаболизировать гексобарбитал сох-
ранялась у них на протяжении 1 мес. 

Не исключено, что описанный нами импринтинг ферментов, элимини-
рующих ХС под влиянием раннего постнатального введения индукторов 
этих ферментов, может стать одним из приемов предупреждения гиперхо-
пестеринемии, например при наследственной ее форме — семейной гипер-
холестеринемии, которая может быть диагностирована при рождении или 
даже пренатально. 
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E F F E C T O F E A R L Y P O S T N A T A L I N D U C T I O N O F M I C R O S O M A L E N Z Y M E S 
ON T H E I R A C T I V I T Y A N D C O N T E N T O F C H O L E S T E R O L IN BLOOD O F AGED 

MICE O F S T R A I N S W R / y W I T H H Y P E R C H O L E S T E R O L E M I A 

N. M. Manankova, E. A. Nesterenko, S. V. Argutinskaya, R. / . Salganik 

Ins t i tu te of Cytology and Genetics , Siberian Branch of Academy of Sciences of the U S S R * 
Novosibi rsk 

Act iv i ty of microsomal enzymes and the pa t t e rns of cholesterol metabol ism were 
s tudied in mice of S W R / y s t ra in , character ized by spontaneous development of a thero-
sclerosis wi th in the la ter per iods of l i fe , a f t e r early pos tna ta l admin i s t r a t ion of an induc-
tor of the enzymes 3-aceta te-16a- isothiocyanopregnenolone (ATCP). A d m i n i s t r a t i o n 
of ATCP into newborn mice of S W R / y s t r a in , f rom the 2 n d up to 16*h day a f t e r b i r t h , 
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led to a stable increase in activity of arylhydrocarbonate hydroxylase (an enzyme parti-
cipating in unspecific metabolism of drugs), which was observed during the whole expe-
rimental period (4 months). The treatment with ATCP caused also a distinct increase 
in activity of cholesterol-7a-hydroxylase (a key enzyme of cholesterol biotransformation 
and elimination) as well as a considerable decrease in content of cholesterol and lipo-
protein atherogenic fractions in blood serum. The rate of cholesterol biosynthesis was 
similar both in mice treated with ATCP and in the control animals. 

УДК 616.825.54.015.П.014.44 

Э. Кунерт, Е. Л. Доведова 

В Л И Я Н И Е СВЕТОВОЙ Д Е П Р И В А Ц И И НА ОБМЕН ГАМК 
В С У Б К Л Е Т О Ч Н Ы Х Ф Р А К Ц И Я Х З Р И Т Е Л Ь Н О Й СИСТЕМЫ К Р О Л И К О В 

Лаборатория иейрохимии Института мозга Университета им. К. Маркса, Лейпциг, 
ГДР, лаборатория биогистохимии Института мозга АМН СССР, Москва 

Б субфракциях синаптосом и митохондрий зрительной области коры больших 
полушарий и переднего двухолмия мозга кроликов исследовали активность ферментов 
обмена ГАМК — глутаматдекарбоксилазы (ГДК) и ГАМ К-аминотрансферазы 
(ГАМК-т) в норме и в условиях световой депривации (содержание животных в темно-
те в течение 10 нед с момента рождения). Для сравнения исследовали двигательную 
область коры больших полушарий контрольных и подопытных кроликов. Показано ста-
тистически достоверное снижение удельной активности ГДК в субфракциях легких 
и тяжелых синаптосом, а ГАМК-т — во всех субфракциях обоих образований зритель-
ной системы, но не двигательной области коры. Уменьшение отношения ГАМК-mlГДК 
в эксперименте отражает более выраженное торможение распада ГАМК по сравне-
нию с ее синтезом в условиях отсутствия специфической импульсации. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что световая депривация ока-
зывает специфическое влияние на ферменты, обмена ГАМК в субклеточных структурах 
зрительной системы мозга кроликов. 

В многочисленных морфологических, электрофизиологических и био-
химических исследованиях показано влияние световой депривации на зри-
тельную систему различных млекопитающих [1—41. В лаборатории биоги-
стохимии Института мозга АМН СССР были показаны морфобиохимические 
перестройки нейронов зрительной области коры и переключательных обра-
зований при выдерживании животных в темноте с момента рождения. 
При этом обнаружены изменения нервной проводимости и ионного транспор-
та через синаптические мембраны, а также нарушение окислительных 
процессов в митохондриях мозга [5, 6]. Эти изменения специфичны для 
отдельных циклов обмена и обратимы во времени. 

Полученные ранее данные свидетельствуют о том, что эффект световой 
депривации сложен и механизмы этого влияния еще полностью не раскрыты. 
Роль ГАМК как тормозного медиатора в центральной нервной системе 
млекопитающих хорошо известна [7—9]. 

В настоящей работе исследовали ферменты обмена ГАМК — декарбо-
ксилазы L-глутаминовой кислоты (ГДК) и ГАМК-амииотраисферазы 
(ГАМК-т) во фракциях синаптосом и митохондрий из образований зри-
тельной системы кроликов в норме и в условиях световой депривации. 

М е т о д ы 

Использован мозг 9 контрольных и 9 подопытных кроликов. Из мозга выделяли 
зрительную область коры больших полушарий и переключательные звенья зритель-
ной системы: наружные коленчатые тела (НКТ) и переднее двухолмие. Для сравнения 
брали двигательную область коры мозга животных. Подопытных животных в течение 
10 нед с момента рождения содержали в темной камере, контрольные кролики раз-
вивались в условиях нормального светового режима и были взяты в опыт в возрасте 
2 1 / 2—3 мес. 

Методом дифференциального центрифугирования на VAC-601 (11500Х g, 
20 мин) из ткани этих образований изолировали исходные фракции митохондрий 
(М). Суспензию митохондрий из коры больших полушарий и переднего двухолмия 

460 



наслаивали на градиент сахарозы (0,8—1,4 М) и выделяли субфракции синаптических 
мембран (В), легких (С) и тяжелых (Д) синаптосом и свободных митохондрий (Е) 
по Де Робертису и соавт. [10] в некоторой модификации (120 000 X g, 45 мии). По-
вторное центрифугирование проводили при 100 000 X g 30 мин. В полученных суб-
фракциях определяли активность Г Д К и ГАМК-т, а также содержание белка по Лоу-
ри [11 ] в микромодификации при 750 им, объем пробы составлял 20 мкл, содержание 
белка в пробе — 1—2,5 мкг. 

Активность Г Д К определяли с помощью флуориметрического метода Лоу и 
ioaBT. [12] в нашей микромодификации: 50 мкл реакционной смеси и 50 мкл суспен-
зии каждой субфракции, содержащей от 20 до 50 мкг белка и 0,5% тритона Х-100 
(конечная концентрация), инкубировали в течение 1 ч при 38°С. Реакционную смесь 
готовили непосредственно перед инкубацией; ее состав: 1 мл 0,4 М калий-фосфатного 
буфера, рИ 6,4; 0,5 мл 4,0 мМ пиридоксальфосфата; 0,5 0,2 М глутамата калия, рН 6,4. 

Т ' а б л и ц а 1 

Удельная активность ГАМК-т в субклеточных фракциях образований зрительной системы 
и двигательной области коры кроликов (в мкмоль НАДФ/ч на 1 г белка) 

Область мозга Фракция Коптроль Депривация Р 

Дв и гател ьн а я кора М 
В 
С 
D 
Е 

661=1=35 
624=i=65 
539=^32 

1030=1=270 
2080=1=326 

515=1=157 
514=Ь282 
440=1=47 
664=1=187 

1410=1=940 

> 0 , 1 
> 0 , 1 
< 0 , 0 5 
> 0 , 1 
> 0 , 1 

Зрительная кора 

М 
В 
С 
D 
Е 

594=1=45 
811=1=132 
671=1=97 

1310=1=332 
2150=1=427 

328=1=47 
363=1=185 
301=1=70 
406=1=67 

1410=1=55 

<0 ,005 
< 0 , 0 5 
<0 ,01 
<0 ,01 
< 0 , 0 5 

Переднее двухолмие 

М 
В 
С 
I) 
Е 

970=1=96 
932=1=47 

1090=1=234 
2420=1=313 
3540=1=771 

427=1=157 
386=1=74 
361=1=82 
796=1=268 

1360=1=530 

<0 ,01 
<0,001 
<0,001 
<0 ,005 
< 0 , 0 2 

Наружные коленчатые тела М 468=1=170 205=1=131 > 0 , 1 

Инкубацию останавливали добавлением 0,1 мл трихлоруксусиой кислоты. После цен-
трифугирования при 10 000 об/мин в течение 5 мин 0,1 мл центрифугата смешивали 
с 0,2 мл раствора иигидрина, приготовленного непосредственно перед определением, 
и помешали па 30 мин в термостат (60°С), добавляли 6 мл медного реактива по Лоу 
112] и через 15 мин измеряли флуоресценцию раствора в спектрофотометре MPF-4 
(фирма «Хитачи») при длине воли возбуждения и флуоресценции соответственно 375 
и 450 нм. Реакция была линейной в течение 30—60 мин инкубации. Тритон Х-100 по-
вышал активность ГДК в 7 раз. Калибровочная кривая была построена при добавлении 
в среду до инкубации различных количеств ГАМК (от 1,5 до 100 мМ). 

Активность ГАМК-т измеряли, используя микромодификацию метода Балаш 
и соавт. [13] в сочетании с методом Лоури для определения НАДФ [14]. Принцип 
метода состоит в комбинации обратимой реакции, катализируемой ГАМК-т, с реак-
цией окислительного амипирования а-кетоглутарата, катализируемой глутаматдегид-
рогепазой, с образованием глутамата. Образованный в реакции НАДФ определяли 
спектрофлуориметрически. Объем инкубационных проб составлял 0,1 мл, реакцию 
останавливали 0,1 мл НС1. Затем добавляли 0,2 мл 12 и. NaOH, содержащего 0,03% 
Н 2 0 2 , и щелочной раствор инкубировали в течение 20 мин при 60°С. Раствор разво-
дили 2 мл Н 2 0 и измеряли флуоресценцию щелочного производного НАДФ при 455 им 
([возбуждающий свет 365 нм). Для построения стандартной кривой в среду добавляли 
Н А Д Ф в концентрации от 0,5 до 5,0 мМ и реакцию останавливали до инкубации. 

Ферментативную активность выражали в влажной ткани или на 1 г белка (удель-
ная активность) соответствующей субфракции. Изменения ферментативной активности 
I результате депривации выражали в процентах к контролю, который принимали за 
100. Цифровой материал обработан статистически. 
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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 

В норме во всех субклеточных фракциях различных образований мозга 
ферменты обмена ГАМК показали типичное распределение активности. 
Так, максимум удельной активности ГАМК-т был обнаружен в субфрак-
ции Е, содержащей свободные митохондрии тел и отростков нервных клеток 
(табл. 1). Основная удельная активность ГДК была сосредоточена в суб-
фракциях С и D (табл. 2). Различий в содержании белка в субфракциях 
между контрольными и лишенными света животными не наблюдалось, за 
исключением небольшого (около 20%) снижения уровня белка в субфракции 
Е после депривации (0 ,1<Я>0,05) . 

Т а б л и ц а 2 
Удельная активность ГДК в субклеточных фракциях образований зрительной системы 

и двигательной области коры кроликов (в мкмоль ГАМК/ч на 1 г белка) 

Область мозга Фракция 
I 
| Контроль Депривация р 

М 78=!= 16 67=!= 14 > 0 , 1 
В Р6—24 92=!= 7 > 0 , 1 

Двигательная кора С 106=!= 21 ЮЗ=ЫЗ > 0 , 1 Двигательная кора 
D 130=!= 14 83=!= 26 > 0 , 0 5 
Е 100=!= 98 25=t 20 > 0 , 1 

М 77=!= 13 53=t 16 > 0 , 1 
В 70=!= 14 84=!= 17 > 0 , 1 

Зрительная кора С 1Г 6—31 70=!= 17 < 0 , 0 5 Зрительная кора 
D 177=!=24 88=!= 18 <0 ,01 
Е 124=1=63 48=!=24 > 0 , 1 

М 141 ± 2 2 119=±=29 > 0 , 1 
В 210—7 142=1=14 <0 ,005 

Переднее двухолмие С 319=!= 39 241=t20 < 0 , 0 5 
D 351=1=130 147=!=27 > 0 , 0 5 
Е 227=!=55 98=t 27 <0 ,025 

Наружные коленчатые тела М 34=*= 14 35=!= 8 > 0 , 1 

В условиях световой депривации обнаружено снижение удельной ак-
тивности ГДК во всех исследуемых субфракциях зрительной системы мозга. 
При сравнении различных типов синаптосом, где локализуется основная 
активность фермента, можно отметить, что в переднем двухолмии подавле-
ние активности ГДК более выражено в субфракции D, чем в субфракции С. 
В обеих этих субфракциях зрительной области коры указанные изменения 
одинаковы (рис. 1). Удельная активность ГАМК-т в образованиях зритель-
ной системы также значительно подавляется. Все субфракции зрительной 
области коры демонстрируют статистически достоверное снижение актив-
ности фермента после зрительной депривации. При сравнении изменений 
ферментативной активности в синаптических и клеточных митохондриях 
выявляется одинаковое снижение активности ГАМК-т во всех субфракциях 
переднего двухолмия и более заметное падение ферментативной активности 
в субфракциях С и D по сравнению с субфракцией Е зрительной области 
коры (рис. 2). 

В субфракциях двигательной области коры лишенных света кроликов 
не обнаружено статистически достоверных изменений удельной активности 
ГДК по сравнению с контролем. В этой области мозга не наблюдается и 
заметных изменений удельной активности ГАМК-т, за исключением суб-
фракции С. 

462 



121 

101 

81 

60 

41 

В исходных фракциях митохондрий всех исследуемых образований 
эзга статистически достоверных изменений удельной активности ГДК при 
жлюченйи зрительной импульсацип не обнаружено; в отношении ГАМК-т 
эблюдается выраженное снижение ферментативной активности в мито-
эндриальиых фракциях образований зрительной системы, однако в НКТ 

В С д Е В С D Е С D Е 

i\ 

Рис. 1. Изменение удельной активности 
тутаматдекарбоксилазы (в % от контроля) 
субфракциях двигательной (/) , зритель-

ой ( / / ) областей коры и переднего двухол-
ия (III) мозга лишенных света кроли-

ков. 
— синаптические мембраны; С — легкие синап-

)сомы; D — тяжелые синаптосомы; Е — свобод-
lie митохондрии. Звездочками отмечены статис-

тически достоверные изменения п о сравнению с 
контролем. 

271±398 
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Рис. 2. Изменение удельной активности 
ГЛМК-т (в % от контроля) в субфрак-
циях двигательной (/), зрительной (/ /) , 
областей коры и переднего двухолмия 
(III) мозга лишенных света кроликов. 
Здесь и на рис* 3 обозначения те же, что на 

рис. 1. 

В С д Е В С D Е 
*• * * 

эти изменения недостоверны (см. табл. 1, 2). В условиях световой деприва-
ции обнаружено снижение отношения удельной активности ГАМК-т/ГДК 
в исходной фракции М и субфракциях В и С переднего двухолмия. Такая же 
тенденция наблюдалась и в суб-
фракциях В и D зрительной облас-
ти, но не двигательной области 
коры больших полушарий (табл. 3; 
рис. 3). 

Полученные результаты дают 
основание считать, что ГАМК игра-
ет важную роль в зрительной функ-
ции. Имеются данные, что в геии-
куло-кортикальиых релейных ней-
ронах НКТ мозга кошек депрес-
сивное действие ГАМК избира-
тельно блокируется ее антагонис-
том бикукулином в концентрациях 
неэффективных, в частности для 
глицина. С другой стороны, подав-
ление этих нейронов при стимуля-
ции зрительной области коры и зри-
тельного нерва также блокируется 
бикукулином 115]. 

Имеются данные о роли ГАМК как тормозного медиатора в коре боль-
ших полушарий мозга крыс. В частности, ГАМК активно накапливается в 
синаптосомах, содержащих ГДК [16, 17]. Сочетание авторадиографичес-
кого и электронно-микроскопического методов показало, что около 30% 
аинаптосом коры больших полушарий мозга крыс может рассматриваться 
как синапсы, содержащие ГАМК [18]. Относительно высока активность 
ГДК, выявленная в переднем двухолмии крыс. Согласуется с этим фактом 
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Рис. 3- Изменение отношения ГАМК-т/ГДК 
(в % от контроля) в субфракциях дви-
гательной (/), зрительной (II) областей 
коры и переднего двухолмия (III) мозга 

лишенных света кроликов. 
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и высокое содержание ГАМК в переднем двухолмии крыс и кроликов [19]. 
Окада [20] нашел, что содержание ГАМК не изменяется при перерезке 

афферентных нервов из зрительной коры, сетчатки и контралатерального 
переднего двухолмия. Поэтому ГАМК-нейроны в поверхностном слое перед-
него двухолмия можно рассматривать как интернейроны. Все полученные 
данные косвенно свидетельствуют о том, что ГАМК как тормозной медиа-
тор, по-видимому, может участвовать в процессе зрительного восприятия. 

Т а б л и ц а 3 
Отношение удельной активности ГАМК-т и ГДК в субклеточных фракциях образований 

зрительной системы и двигательной области коры кроликов 

Область мозга Фракция Контроль Депривация Р 

М 8 , 5 + 2 , 2 7 ,7+3 ,9 > 0 , 1 
В 6,5—2,3 5,6=1=3,5 > 0 , 1 

Двигательная кора С 5,1 + 1,3 4,3=1=1,0 > 0 , 1 
D 7 , 9 + 2 , 9 8 , 0 + 4 , 8 > 0 , 1 
Е 20,8=t23,6 56 ,3+82,6 > 0 , 1 

М 7 , 7 + 1 , 9 6 , 2 + 2 , 8 > 0 , 1 
В 11,6=1=4,2 4,3=1=3,0 > 0 , 0 5 

Зрительная кора С 4,9=1=1,8 4 , 3 + 2 , 0 > 0 , 1 
D 7 , 4 + 2 , 9 4 , 6 + 1 , 7 > 0 , 1 
Е 17,3=1=12,3 29,3=1= 15,8 > 0 , 1 

М 6 , 9 + 1 , 8 3 , 6 + 2 , 2 < 0 , 0 2 
В 4 , 4 + 0 , 4 2 , 7 + 0 , 8 < 0 , 0 5 

Переднее двухолмие С 3 , 4 + 1 , 2 1 ,5+0 ,5 > 0 , 0 5 
D 6,9=1=3,4 5 , 4 + 2 , 8 > 0 , 1 
Е 15,6=1=7,2 13,8+9,2 > 0 , 1 

Наружные коленчатые тела М 13,8+10,7 5 ,8+5 ,1 > 0 , 1 

При исследовании ультраструктуры коры у лишенных света кроликов 
не обнаружено изменения количества нейронов, однако в нервных оконча-
ниях показано значительное уменьшение числа синаптических пузырьков. 
Описанный эффект сохраняется в течение длительного времени. Это явление 
наблюдалось в зрительной, но не в двигательной области коры [2, 4]. 

В то время как для НКТ также показано снижение количества синап-
сов после световой депривации, в переднем двухолмии обнаружены лишь 
незначительные структурные изменения [21]. С помощью количественных 
гистохимических методов показано, что длительное содержание животных 
в темноте с момента рождения приводит во всех образованиях зрительной 
системы к морфохимическому недоразвитию нейронов, особенно тех, кото-
рые рассматриваются как специфически зрительные (в коре больших полу-
шарий нейроны 4-го слоя 17-го поля). Такое недоразвитие проявляется 
в уменьшении содержания мембранных белков с одновременным уменьше-
нием размеров тел нейронов [22]. На субклеточном уровне наблюдается 
значительное подавление К+ , №+-АТФазы и нарушение обмена нейроме-
диаторов, что выражается в снижении активности ацетилхолинэстеразы 
и уменьшении связывания серотонина с синаптическими рецепторами и 
приводит, по-видимому, к накоплению медиатора в области синапса. Одно-
временно регистрируется повышение активности моноаминоксидазы в си-
наптических митохондриях, что, возможно, является компенсаторным про-
цессом для поддержания уровня биогенных аминов в условиях зрительной 
деафферентации [23]. 

Данные, представленные в этой работе, показали, что в субфракциях 
клеток зрительных центров снижается активность ГДК и ГАМК-т, чхо> 



по-видимому, отражает усиление тормозного состояния части нейронов 
данных образований мозга в условиях световой депривации и не наблюда-
ется в двигательной области коры кроликов. 

Во всех случаях активность ГДК в исходной митохондриальной фрак-
ции (М) зрительной области коры больших полушарий и переднего двухол-
мий у лишенных света кроликов ниже, чем у контрольных животных, од-
нако разброс величин так значителен, что статистически достоверных изме-
нений не обнаружено. 

В НКТ не обнаружено изменений активности ГДК по сравнению с 
контролем. 

Сравнение изменений активности ГДК и ГАМК-т в условиях экспери-
мента показало, что в переднем двухолмии первая снижается меньше, чем 
вторая. Эта же тенденция наблюдается и в зрительной области коры, но не 
двигательной коры депривироваииых кроликов. Уменьшение величины от-
ношения ГАМК-т к ГДК может косвенно указывать на накопление ГАМК 
в субклеточных структурах зрительных центров под влиянием световой 
депривации. Это предположение может быть подтверждено данными Пига-
ревой и др. об изменении уровня свободных аминокислот в зрительной систе-
ме собак после энуклеации [24] и увеличении содержания ГАМК в коре 
больших полушарий в условиях световой депривации [25]. Накопление 
ГАМК в этих условиях может быть функционально обусловлено, так как 
по физиологическим данным у лишенных света животных наблюдалось до-
стоверное снижение амплитуды и вызванных потенциалов на вспышку, 
выявлена зедержка в формировании последовательных стадий образования 
оборонительного условного рефлекса на свет и т. д. [26]. 

Данные, полученные в настоящей работе, указывают на роль ГАМК 
в функционировании зрительной системы кроликов и подтверждают пред-
ставление о том, что полноценное развитие мозга связано со своевременным 
поступлением специфической сенсорной импульсации на определенных 
этапах онтогенеза. 
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EFFECT OF LIGHT D E P R I V A T I O N ON METABOLISM OF y-AMI NOBUTYR 1С 
ACID IN SUBCELLULAR FRACTIONS OF RABBIT BRAIN VISUAL S Y S T E M 

E. Kunert, E. L. Dovedova 

Laboratory of Neurochemistry, Insti tute of Brain, K. Marx University, Leupzig, GDR, 
Laboratory of Biohistochemistry, Insti tute of Brain, Academy of Medical Sciences 

the U S S R , Moscow 

Specific act ivi ty of glutamate decarboxylase was decreased in subfractions of 
light and heavy synaptosomes, and 7-aminobutyric acid (GABA) transaminase act ivi ty — 
also in subfractions of free mitochondria, isolated from visual zone of brain cortex and 
of anterior mesencephalon but not from locomotive region of brain cortex of the light-
deprived rabbits . Decrease in the ratio GABA transaminase /glutamate decarboxylase 
indicated distinct inhibition of GABA degradation as compared with its synthesis due 
to absence of sensory impu ta t ion within the early periods of postnatal ontogenesis of 
the animals. 

УДК 61 6.13-004.6-07: 61 6.155.1-008.930.22-074 

Ю. M. Лопухин, E. А. Бородин, В. И. Сергиенко, Э. М. Халилов, 
А. И. Зюляеву В. А. Л юсов, A.M. Арчаков 

С О Д Е Р Ж А Н И Е Х О Л Е С Т Е Р И Н А В Э Р И Т Р О Ц И Т А Х Ч Е Л О В Е К А 
И К Р О Л И К А ПРИ А Т Е Р О С К Л Е Р О З Е И Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О Й 

ГИ П ЕРХОЛ ЕСТЕРИ НЕМИИ 

II Московский медицинский институт им. Н. И. Пирогова 

Исследовано содержание холестерина (ХС) в эритроцитах кроликов с алимен-
тарной гиперхолестеринемией и у больных ишемической болезнью сердца (ИБС) раз-
личной степени тяжести. Установлена прямая зависимость содержания ХС в эрит-
роцитах от уровня гиперхолестеринемии и степени тяжести заболевания. Изменение 
содержания ХС в расчете на 1 эритроцит и соотношение ХС эритроцитов к ХС 
плазмы могут служить прогностическим тестом, тяжести течения ИБС. 

В литературе имеются сведения об изменении строения и функции мем-
бран эритроцитов при гиперлипидемии и гиперхолестеринемии. В мембранах 
возрастает молярное соотношение холестерин (ХС)/фосфолипиды (Фл) 
II, 2], изменяется осмотическая хрупкость эритроцитов [3], увеличивается 
жесткость мембран, снижается активность Na+-, К+-АТФ-азы II]. 

В настоящей работе изучалось изменение содержания ХС в эритро-
цитах кроликов с алиментарной гиперхолестеринемией и у больных ишеми-
ческой болезнью сердца (ИБС) различной степени тяжести. Предполага-
лось, что развитие атеросклеротических изменений будет сопровождаться 
накоплением ХС в эритроцитариой мембране. 

М е т о д и к а 

Содержание холестерина эритроцитов (ХЭ) определяли но методу Вебстера [41 
с предварительной экстракцией его хлороформ-метанольной смесью 15]. Количество 
холестерина плазмы (ХП) измеряли по методу Мрокоса и Таварека [6]. Уровень фос-
фолипидов (Фл) измеряли по мш рометоду Бартлета [5]. Гиперхолестерииемия у кро-
ликов-самцов вызывалась путем скармливания суспензии холестерина в подсолнеч-
ном масле из расчета 0,25 г холестерина на кг веса тела в течение 3 мес. 

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

Данные об изменении содержания ХС и Фл эритроцитов и плазмы 
крови кроликов с алиментарной гиперхолестеринемией суммированы в 
табл. 1. На основании полученных результатов можно утверждать, что 
алиментарная гиперхолестерииемия сопровождается резким изменением 
лигшдного состава эритроцитарных мембран. Холестерин/фосфолипидный 
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индекс в эритроцитах животных увеличивается в 2 раза. Естественно, что 
такое увеличение содержания ХС в эритроцитзрной мембране должно при-
водить к выраженным изменениям ее физических свойств: увеличению вяз-
кости, снижению эластичности и изменению осмотической резистентности. 
Вполне вероятно, что изменение физических свойств мембраны будет иметь 
следствием ухудшение функциональной активности эритроцита. Обращает 

Т а б л и ц а 1 

Содержание ХС и Фл в эритроцитах и плазме крови кроликов с алиментарной 
ги перхол и стери нем ие й 

Жипотные 

Показатель 

ХП, мг% х э , г - ю - 1 3 ФЭ, г . 1 О - 1 3 ХЭ/ФЭ, 
моль /моль х э / х п 

76= 
740= 

- 3 , 3 
1=100 

1,8=1=0,2 
3,0—0,4 

5,0=1=0,04 
4,0=1=0,3 

0,7=1=0,05 
1,5=1=0,4 

0,9=1=0,06 
0,06=1=0,01 

Контрольные (5) 
Опытные (10) 

на себя внимание факт резкого увеличения (в 15 раз) соотношения ХП/ХЭ. 
Совершенно очевидно, что в случае алиментарной гиперхолестеринемии 
эритроциты перегружены ХС. 

Результаты измерения содержания ХС и Фл в плазме крови и эритро-
цитах больных ИБС представлены в табл. 2. Все больные были разделены 
на две группы: больные с клинически удовлетворительным состоянием и 
больные с тяжелым клиническим состоянием. Из полученных данных вид-

Т а б л и ц а 2 

Содержание ХС и Фл в эритроцитах и плазме крови больных ИБС 

П о к а з а т е л ь 

Обследованные 
ХП, мг% 

х э , 
г - Ю " 1 3 

ФЭ, 
г - Ю - 1 3 

ХЭ/ФЭ, 
моль/моль ХЭ / Х П 

Больные е клинически удовлетво-
рительным состоянием /8/ 

Больные с клинически тяжелым 
состоянием /2/ 

Доноры /5/ 

180 ± 8 , 0 

185 d- 5 , 0 
126 1 3 , 0 

4 , 3 ! 0 , 5 

7 , 4 ± 0 , 2 
1 , 9 ± 0 , 1 3 

6 , 3 : 1 0 , 8 

1 1 , 2 ± 0 , 2 
5 , 3 ! 0 , 4 

1 ,5:1: 0 , 14 

1 , 4 ± 0 , 1 
0 , 7 . 1 0 , 0 5 

0 , 8 ! 0 , 0 8 

1 ,2 t 0 , l 
0 , 4 ± 0 

но, что содержание ХГ1 крови двух групп больных ИБС одинаково и 
увеличено (на 50%) по сравнению с г р у п п о й доноров. В то же время содер-
жание ХС в расчете на 1 эритроцит у тяжелобольных повышается почти 
в 3 раза. Интересно отметить, что в отличие от экспериментальной гиперхо-
лестеринемии кроликов у человека увеличение содержания ХС в эритро-
цитарной мембране не сопровождается уменьшением содержания Фл. 
Наоборот, в группе тяжело больных имеет место увеличение содержания Фл 
в расчете на 1 эритроцит, но несмотря на это холестерин/фосфолипидный 
индекс также увеличивается в 2 раза. В то же время с повышением тяжести 
заболевания имеет место тенденция к увеличению соотношения ХЭ/ХП. 
При этом в случаях особенно неблагоприятного тяжелого течения ИБС 
это соотношение увеличивается до 1,2 в сравнении с 0,8 для группы боль-
ных с удовлетворительным состоянием и 0,4 у доноров. Повышение содер-
жания ХС в расчете на 1 эритроцит и соотношение ХЭ/ХГ1 могут быть 
использованы, на наш взгляд, в качестве прогностического теста степени 
гяжести течения ИБС. Интересно отметить, что увеличение этого показателя 

больных ИБС принципиальным образом отличается от такового у кроли-
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ков с алиментарной гиперхолестеринемией. Этот факт указывает на неадек-
ватность экспериментальной модели алиментарной гиперхолестеринемии 
и ИБС. 

На основании полученных данных можно утверждать, что перегружен-
ность эритроцитов ХС при алиментарной гиперхолестеринемии и ИБС 
может иметь существенное значение для понимания роли эритроцитов в 
клинике и патогенезе атеросклероза. Не исключено, что тяжесть ишеми-
ческого синдрома в определенной мере может быть связана с изменением 
функциональных свойств таких эритроцитов. 
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V. A. Lyusov, A. I. Archakov, 

N. I. Pirogov IT Medical School, Moscow 

Direct correlation was observed between the content of cholesterol in erythrocytes 
and the level of alimentary hypercholesterolemia as well as the severity of heart ischemic 
disease in patients. Data on alterations in cholesterol content in erythrocytes may be used 
as a prognostic test for development of ischemic impairments of heart . 

УДК 612.35.014.46:547.398.81 

В. В. Иванов, Г. Ф. Жирное, Г. И. Бачманова, А. В. Мазуров, А. И. Арчаков 

В З А И М О Д Е Й С Т В И Е А К Р И Л О Н И Т Р И Л А С СИСТЕМОЙ 
МИКРОСОМАЛЬНОГО О К И С Л Е Н И Я П Е Ч Е Н И КРЫС 

Красноярский медицинский институт, 2-й Московский медицинский институт им. 
Н. И. Пирогова 

Акрилонитрил (АН) при взаимодействии с цитохромом Р-450 микросом образу 
ет комплекс с необычными спектральными свойствами. В спектре поглощения этого 
комплекса присутствует минимум при 400—410 нм и отсутствует четко выраженный 
максимум. АН стимулирует поглощение кислорода при окислении НАДФН и ингиби-
рует гидроксилирование п-нитроанизола и N-деметилирование диметиланилина. По-
лученные данные указывают на возмоогсность взаимодействия АН с микросомальной 
системой окисления. 

Необходимость изучения метаболических превращений акрилонитрила 
(АН; 2-пропеннитрила) — соединения, широко используемого в производ-
стве синтетических материалов, вызвана его высокой токсичностью [1, 2]. 
Недавно было показано, что местом первичного метаболизма AIT является 
печень [3]. Хорошо известно, что в мембранах эндоплазматического ретику-
лума печени локализована ферментативная система, окисляющая большин-
ство поступающих извне лекарств и ядов 14, 5]. С целыо изучения возмож-
ного участия микросомальной гидроксилирующей системы печени в реак-
циях метаболизма АН исследовали связанные АН с цитохромом Р-450, 
влияние яда на окисление в микросомах некоторых субстратов гидроксили-
рования и возможность окисления самого яда. 
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М е т о д и к а 

Влияние АН на скорость реакций 
гидроксилирования в микросомах пече-

ни крыс 

Работа выполнена на белых беспородных крысах-самцах массой 100—150 г. 
Животных за 24 ч до опыта лишали пищи. Микросомальпую фракцию получали по 
методу, описанному ранее [6]. Спектры связывания AIT с цитохромом Р-450 регистри-
ровали с помощью спектрофотометра Амиико-
DW-2 [7] на препаратах микросом крыс, ин-
дуцированных фенобарбиталом [8] или 
метилхолантреном [9]. Определение спект-
ральной константы диссоциации (Ks) и ве-
личины максимальной амплитуды спектраль-
ных изменений (АОП м а н с ) проводили в коор-
динатах Лайнуивера — Берка [10]. Скорость 
окисления АЫ микросомами в присутствии 
Н А Д Ф Н исследовали полярографическим ме-
тодом на полярографе LP-60 со стационарным 
платиновым электродом закрытого типа [11]. 
Скорость реакции деметилироваиия димети-
лаиилииа (ДМА) определяли, как описано 
ранее [12]. Гидроксилирование я-нитроаии-
зола регистрировали на спектрофотометре 
Хитачи-356 113]. Белок определяли биурето-
вы'м методом [1.4]. В таблице и на рисунках 
приведены данные средних величин, полу-
ченные на 41—-'8 препаратах микросом. Каж-. 
дый препарат объединял материал от двух жи-
вотных. 

АН, мМ 

Скорость гидроксилиро-
вания, имоль/мин 

на 1 мг белка 
АН, мМ 

ДМА, б мМ /г-нитроани-
зол, 0 , 5 мМ 

5,0 0,48 
Г* — 0,34 
2 4,8 0,28 
4 4,7 0,22 
8 -Г- 0,15 

10 4,2 . — 

20 3,9 — 

30 3,5 

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

Опыты по изучению связывания АН с цитохромом Р-450 проводили 
на мшфосомалы-юй фракции неиндуцированиых и индуцированных фено-
барбиталом или метилхолантреном крыс. Для сравнения регистрировали 
спектры связывания ДМА и анилина — типичных субстратов цитохрома 

io.o 
\о8 

п]06 

-Ц04 

+502 

002 

•0,04 

-сов 

-008 
360 400 440 480Л (нм) 

Рис. 1. Спектры связывания АН, 
ДМА и анилина с микросомами, ин-

дуцирован н ы м и фен оба р б и та л о м. 
Инкубационная смесь содержала: 50 мМ 
трис-НС1 буфер рН 7,4, 1,2 мг на 1 мл 
белка микросом; 4 нмоль цитохрома Р-450; 
1 мМ ДМА (/) . 5 мМ анилина (2); 40 мМ 

АН (3). 

МИ мк 
МК НЙДФН НЙДЩ НЩФН МИ НЯДФН 

2мин 

Рис. 2. Влияние ДМА, АН, анилина на 
скорость потребления кислорода микросо-

мами в присутствии Н А Д Ф Н . 
Инкубационная смесь содержала: 100 мМ пгрис-
НСI буфер рН 7,4; I мМ ЭДТА; 16 мМ MgCI2. До-
бавки: МК — 2 мг белка неиндуцированиых мик-
росом; М К и и д - 2 мг белка микросом, индуциро-
ванных фенобарбиталом; Н А Д Ф Н —I мМ, ДМА — 
6 мМ; АН — 6 мМ; анилин — 3 мМ. Цифры у кри-
вых — скорость поглощения кислорода (и моль 

0 2 мин 1 на 1 мг б е л к а - 1 ) . . 

Р-450. Данные изучения связывания АН с микросомами индуцированных 
ф е н о б а р б и т а л о м крыс приведены на рис. 1. При добавлении ДМА наблю-
даются спектральные изменения типа I с максимумом поглощения при 
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385—390 нм и минимумом при 420—425 нм (кривая 1). Тип II спектральных 
изменений с минимумом поглощения при 390—395 нм и максимумом при 
425—435 нм наблюдается при связывании с цитохромом Р-450 анилина 
(кривая 2). АН вызывал образование спектров необычного типа с миниму-
мом при 400—410 нм и отсутствием четко выраженного максимума (кри-
вая 3). Аналогичные спектры регистрировались при добавлении АН к не-
индуцированным и индуцированным метилхолантреном микросомам. В на-
стоящее время известны соединения, образующие при связывании с микро-
сомами спектры поглощения, отличные от классических и в то же время 
сходные с обнаруженными нами для AIT. Появление подобного рода спект-

ральных изменений связыва-
ется с наложением спектров 
типов I и II 115]. 

Была проведена количе-
ственная оценка связывания 
АН с микросомами, индуци-
рованными метилхолантре-
ном. Ks оказалась равной 
200 мМ, что говорит о низ-
ком сродстве яда к микросо-
мам по сравнению с типич-
ными субстратами гидро-
ксилирования. Величина 
АОПмакС равнялась 0,02 с м - 1 

нмоль цитохрома Р-450 - 1 и 
была близка к значениям, по-
лученным ранее для гексобар-
битала и ряда других субст-
ратов [5]. 

На взаимодействие AIT с НАДФН-зависимой цепыо переноса электро-
нов указывают полярографические данные. Как видно из рис. 2, ДМА вы-
зывает стимуляцию потребления кислорода иеиидуцированными микросо-
мами (кривая /). Стимулирующее действие АН на окисление НАДФН зна-
чительно ниже (кривая 2). В отличие от субстратов типа I анилин, субстрат 
типа II, ингибирует потребление кислорода (кривая 3). 

В опытах с индуцированными фенобарбиталом микросомами скорость 
окисления НАДФН гораздо выше, чем с иеиидуцированными. Анилин, 
как и в случае с иеиидуцированными микросомами, оказывал ингибирую-
щий эффект. Добавление АН на фоне анилина увеличивало потребление 
кислорода (кривая 4), причем в этом случае стимулирующий эффект AIT 
(59%; Р < 0,05) выражен гораздо сильнее, чем в опытах на неиидуциро-
ваиных микросомах (28%; Р < 0,05). Полученные результаты позволяют 
утверждать, что АН способен стимулировать поглощение кислорода при 
окислении НАДФН. Это еще раз указывает на возможное взаимодействие 
яда с микросомальной системой гидроксилирования. 

Другим аргументом в пользу этого предположения является ингиби-
рование AIT гидроксилирования n-нитроанизола и N-деметилирования 
ДМА (см. таблицу). При 3 и 160 мМ соответственно наблюдается 50% 
ингибирование ([И]б0) этих реакций. Ингибирование N-деметилирования 
ДМА, очевидно, связано со взаимодействием АН с цитохромом Р-450, так 
как величины 1И]б0 и Ks примерно одинаковы. Ингибирование гидроксили-
рования n-иитроаиизола происходит, по-видимому, по другому механизму. 
Проведенный анализ показал, что АН ингибирует эту реакцию по смешан-
ному типу (рис. 3). 

Таким образом, полученные данные указывают на возможность взаимо-
действия АН с микросомальной системой окисления. 

Рис. 3. Скорость образования п-нитрофенола в 
зависимости от концентрации п-нитроанизола в 

присутствии (У) и в отсутствии (2) АН. 
Инкубационная смесь содержала: 150 мМ KCI; 100 мМ 
трис-НС1 рН 7.G; 10 мМ MgCl2 и 2мМ Н А Д Ф Н . Концент-
рация белка мнкросом 1,2 мг/мл. Концентрация АН — 

3 мМ. 
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ТЕRACTION OF ACRYLONITRILE W I T H THE SYSTEM OF MICROSOMAL 
OXIDATION IN RAT LIVER T I S S U E 

V. V. Ivanov, G. F. Zhirnov, G. I. Bachmanova, A. V. Masurov, A. /. Archakov 

Medical School. Krasnoyarsk, N. I. Pirogov II Medical School, Moscow 

A complex with unusual spectral properties was formed af ter interaction of acrylo-
nitri le with microsomal cytochrome P-450. In the absorption spectrum of the complex 
the minimum was observed at 400-410 nm but no distinct absorption maxima were found. 
Acrylonitrile stimulated utilization of oxygen during oxidation of NADP and inhibited 
hydroxylation of p-nitroanizol and N-demethylation of dimethylaniline. The data ob-
tained suggest possibility of interaction of acrylonitrile with the microsomal system 
of oxidation. 

УДК 61 6.13-004.6-092.9-07: [б 16 .153 .96 .915+ 616.132-008.939.6291-074 

E. И. Герасимова, Т. И. Торховская, Н. В. Перова, Е. А. Базанов 

Л И О О П Р О Т Е И Д Ы П Л А З М Ы КРОВИ И Ф Р А К Ц И И К О Л Л А Г Е Н А АОРТЫ 
К Р О Л И К О В С Р А З Л И Ч Н О Й С Т Е П Е Н Ь Ю А Т Е Р О С К Л Е Р О З А 

Всесоюзный кардиологический научный центр АМН СССР, Москва 

Алиментарная гиперхолестеринемия у большинства кроликов приводила к то-
тальному атеросклеротическому поражению аорт, увеличению в них количества холе-
стерина (ХС) и коллагена по сравнению с контролем. У животных с менее выражен-
ной гиперхолестеринемией в аортах обнаружены единичные липидные пятна, содержа-
ние ХС в аорте было увеличено в меньшей степени; отсутствовали изменения в ко-
личестве коллагена по сравнению с контролем. У кроликов с выраэюенным поражением 
аорты в липопротеидах низкой плотности (ЛПНП) было резко увеличено количество 
эфиров ХС, отношение эфиры ХС/белок и эфиры ХС/триглицериды. Последнее свиде-
тельствовало о накоплении подфракции промежуточных ЛП в составе ЛПНП. В ли-
попротеидах высокой плотности (ЛПВП) также было увеличено отношение эфиры 
ХС/белок и молярное отношение свободный ХС/фосфолипиды. В группе животных, 
более устойчивых к экспериментальному атеросклерозу, в составе ЛПНП и ЛПВП 
не было обнаружено резких различий по сравнению с контролем. В ЛП очень низкой 
плотности, выделенных из плазмы крови животных с различной степенью гиперхолесте-
ринемии, в той же степени, что и в контроле, было увеличено количество эфиров ХС, 
соотношение ХС/белок, эфцры ХС/белок. 

Известно, что различные виды млекопитающих в разной степени под-
вержены развитию экспериментального атеросклероза. Так, кролики, 
свиньи, макаки резус и человек менее устойчивы, а крысы и собаки более 

471 



устойчивы к развитию атеросклероза. Более того, обнаружены различия 
в восприимчивости к атеросклерозу внутри одного и того же вида. Так, 
у 10—15% кроликов не развиваются гиперхолестерииемия и поражение 
сосудов [13. Наряду с этим показано, что липопротеиды (ЛП) плазмы крови 
крыс и собак отличаются от ЛП млекопитающих, более восприимчивых 
к атеросклерозу [2, 3]. Особенности в изменениях количественного и ка-
чественного состава ЛП плазмы крови после введения кортизола были об-
наружены нами ранее у кроликов, оказавшихся устойчивыми к развитию 
атеросклероза 14]. Известно также, что при инкубации культуры артериаль-
ных клеток животных с гомологичной гиперхолестеринемической сыворот-
кой скорость включения меченого холестерина (ХС) в эти клетки была зна-
чительно выше у свиньи, обезьяны и человека, чем у кролика, крыс и кур 
[5]. Это могло быть обусловлено различием качественного и количественного 
состава липопротеидов низкой плотности (ЛПНП), вызывающих пролифе-
рацию гладкомышечиых клеток [6]. 

Накопление ЛПНП в сосудистой стенке при атеросклерозе сопряжено 
с увеличением связывания их структурными компонентами соединительной 
ткани — гликозаминогликанами, гликопротеидами, эластином и колла-
геном [7]. 

Особенности макромолекулярных структур соединительной ткани со-
судистой стенки и ЛП плазмы у животных с различной восприимчивостью 
к атеросклерозу изучены недостаточно. 

В связи с вышеизложенным нас интересовало сопоставление изменений 
количества и состава ЛП плазмы крови с изменениями содержания ХС 
и фракций коллагена в аорте кроликов при различной выраженности ги-
перхолестеринемии и атеросклеротического повреждения. Особое внимание 
было обращено на сопоставление качественного и количественного состава 
ЛП, транспортирующих ХС в сосудистую стенку — ЛПНП и ЛП очень 
низкой плотности (ЛПОНП) — и липопротеиды высокой плотности (ЛПВП) 
[8—11] осуществляющие, по современным представлениям, отток; ХС. 

М е т о д и к а 
Исследования были проведены на 24 кроликах-самцах породы шиншилла весом 

2,5—3 кг. Экспериментальный атеросклероз у 13 из них вызывали скармливанием 
ХС из расчета 0,2 г на 1 кг веса животного. 11 кроликов служили контролем. Через 
4,5 мес животных забивали. Степень поражения аорты оценивали визуально и по 
количеству ХС и коллагена в грудном и брюшном отделах аорты [8]. В зависимости 
от степени поражения аорт кролики были разделены на две группы: с единичными 
липидными пятнами и полосами — 1-я группа (п = 5) и с выраженным атероскле-
ротическим поражением аорты на всем ее протяжении — 2-я группа (п = 8). Раз-
деление коллагена на фракции (солерастворимую, кислоторастворимую и нераство-
римую) осуществляли по Вейсману [12]. Содержание коллагена во фракциях выра-
жали в микрограммах оксипролииа (ОП) на 1 мг сухой обезжиренной ткани. Белково-
связанный оксипропилин (БсвОП) и свободный оксипролии (СвОП) в плазме крови 
определяли методом А. А. Крель и Л. Н. Фурцевой с использованием колоночной 
хроматографии [13]. ОГ1 определяли химическим методом Стегемана [14], концентра-
цию его в крови выражали в микрограммах на 1 мл. 

Препараты Л П отдельных классов выделены И. А. Щербаковой с помощью 
последовательного препаративного ультрацеитрифугирования в растворах солей 
следующих плотностей: Л П О Н П — 1,006 г/мл, Л П Н П — 1,063 г/мл, Л П В П -
1,21 г/мл [15]. 

Концентрация ХС и триглицеридов (ТГ) в плазме крови и выделенных препара-
тах ЛП, а также эфиров ХС после разделения на тонком слое силикагеля определена 
на автоанализаторе АА II фирмы «Техникон» В. А. Полесским. Содержание ХС в аор-
тах установлено микрометодом [16] Н. В. Котелевцевой. 

Количество фосфолипидов (Фл) определяли по методу Svannborg [17]. Белок 
по Lowry [18] после делипидации препаратов Л П органическими растворителями 
[19] определен Н. П. Чернышевой. 

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

Результаты исследований содержания ХС и фракций коллагена в1 груд-
ном и брюшном отделах аорты животных представлены в табл. 1. Как вид-
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но, наиболее резко содержание ХС 
было изменено в аорте кроликов с 
выраженным атеросклерозом (2-я 
группа): в грудном отделе оно было 
увеличено в 6 раз, а в брюшном — 
почти в 3 раза по сравнению с тако-
вым у контрольных животных. Со-
держание ХС в аорте кроликов с 
менее выраженным атеросклерозом 
(1-я группа) было изменено не столь 
значительно. Оно было увеличено 
лишь в 3 раза в грудном отделе, а в 
брюшном не отличалось от такового 
в контрольной группе. 

Определение содержания соле-
растворимого коллагена использова-
ла для оценки синтеза тканевого 
коллагена, накопление которого про-
исходит параллельно увеличению 
активности пролингидроксилазы и 
увеличению превращения 14С-пролина 
в 14С-оксипролин [20, 21]. Кроме то-
го, мы сочли целесообразным опреде-
лить содержание в плазме БсвОП и 
СвОП, поскольку в эксперименталь-
ных исследованиях с использованием 
14С-пролина показано, что БсвОП в 
большей степени отражает синтез кол-
лагена, тогда как свободный ОП — 
его распад [22, 23]. 

Содержание солерастворимого 
коллагена в грудном и брюшном от-
делах аорты кроликов 2-й группы 
составляло соответственно 41,84=3,61 
и 62,5=1=7,12 мкг оксипролина на | 
1 мг сухой обезжиренной ткани, ® 
т. е. было большим (Р < 0,001), чем 
у контрольных животных. В лротиво- | 
положность этому в аналогичных §• 
отделах аорт у животных 1-й группы £ 
содержание коллагена не отличалось 
от такового у животных контроль- * 
и ой группы (см. табл. 1). 

cd 

аз Концентрация БсвОП была уве- * 
личена в плазме крови как у живот-
ных 2-й (11,4±0,76 мкг/мл; Р < 3 
0,001), так и у животных 1-й группы 
(7,64=0,57 мкг/мл; Р < 0,02) по срав-
нению с таковой у контрольных кро-
ликов (5,7=1=0,37 мкг/мл). Однако во 
2-й группе концентрация БсвОП была 
увеличена более значительно, чем в 
1-й группе (Pi_2 <С 0,01). Таким об-
разом, наряду с обширным и резко 
вы раженным атеросклерозом у кро-
ликов 2-й группы содержание ХС 
и солерастворимого коллагена в 
аорте, а также концентрация БсвОП 
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в крови были увеличены по сравнению с таковыми у животных 1-й 
группы, в сосудах которых отмечались только единичные жировые полосы. 

Для выяснения вопроса о том, что является причиной различного 
содержания солерастворимого коллагена в аортах исследуемых групп 
животных — преобладание синтеза коллагена, изменение его созревания 
или замедление катаболизма — было определено и содержание двух других, 
более зрелых фракций коллагена, а именно нерастворимой и кислотораство-
римой, а также концентрация СвОП в плазме крови. 

Как видно из табл. 1, содержание наиболее зрелого, нерастворимого 
коллагена было увеличено лишь в аорте кроликов 2-й группы. В 1-й группе 
оно не отличалось от такового у контрольных животных. 

Т а б л и ц а 2 

Концентрация общего ХС и компонентов ЛПНП и ЛПОНП, выделенных из плазмы крови 
кроликов (в мг%) 

Группа животных 

Контроль 1-я 2-я 

Х С 24,5— 1,22 441=1=116,8 723=1=80,2 
Плазма Рк <0,0001 <0 ,001 

Pi-2 < 0 , 0 1 

ХС 8 ,2+3 ,27 178=1=42,1 365=1=37,3 
Рк <0 ,01 <0 ,001 
Pi-2 < 0 , 0 1 

Л П Н П Белок 5,3=1=0,59 97,8=1=27,34 140=1=14,75 
Рк < 0 , 0 1 <0 ,001 

Р,- 2 > 0 , 1 
Фл 5,9— 1,9 118,8=1=40,2 202,1=1=39,2 

Рк < 0 , 0 1 <0 ,01 
Pl-2 > 0 , 1 

ХС 3,6=^0,36 178,1 =£=69,30 272=1=39,6 
Рк < 0 , 0 5 <0 ,001 

Pi- 2 > 0 , 1 
Белок 5,2=1=0,8 43,8=1= 10,36 64,2=1=6,44 

Л П О Н П Рк < 0 . 0 1 <0 ,001 
Pl-2 > 0 , 1 

Фл 5,4=1=1,1 93,6=1=28 162,0=1=25,7 
Рк <0,001 <0 ,01 
Pl-2 0 , 0 5 < Р < 0 , 1 

При определении содержания кислоторастворимого коллагена, пред-
ставляющего одну из промежуточных ступеней на пути превращения мо-
лодого, вновь синтезированного коллагена в зрелый, нерастворимый 124, 
25], было обнаружено его увеличение в грудном отделе и отсутствие изме-
нений в брюшном отделе кроликов 2-й группы по сравнению с контроль-
ными животными. У животных 1-й группы содержание кислоторастворимого 
коллагена в грудном и брюшном отделах не отличалось от такового в соот-
ветствующих отделах аорты контрольных кроликов (см. табл. 1). 

При этом концентрация СвОП в плазме крови животных 1-й и 2-й групп 
была в равной степени повышена по отношению к таковой в крови конт-
рольных животных. 

При одинаковой степени увеличения уровня СвОГ! в плазме крови жи-
вотных 1-й и 2-й групп концентрация БсвОП была более значительно по-
вышена у кроликов 2-й группы. Это привело к различию в отношении 
БсвОП/СвОП: во 2-й группе оно составляло 4,5±0,60, а в 1-й — 3,0=1=0,27 
(Р < 0,05). 

Наряду с определением показателей выраженности атеросклероза, 
количества ХС и коллагена в сосудистой стенке животных 1-й и 2-й групп 
было определено содержание в плазме ХС, а также компонентов фракций 
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ЛП — ЛПНП и ЛПОНП, осуществляющих в основном приток ХС, и ЛПВП, 
которые обеспечивают его отток из сосудистой стенки 18—11]. 

Результаты исследований представлены в табл. 2. 
Как видно из табл. 2, количество общего ХС в плазме крови было 

увеличено у кроликов 1-й и 2-й групп, достигая наибольшей величины в 
последней. Гиперхолестеринемия обусловливалась увеличением содержа-
ния ХС атерогенных классов ЛП — ЛПНП и ЛПОНП. Повысилось также 
количество белка и Фл этих классов ЛП по сравнению с таковым у живот-
ных контрольной группы. Увеличение концентрации каждого из трех ос-
новных ингредиентов ЛПОНП и ЛПНП животных с экспериментальным 
атеросклерозом — ХС, Фл и белка — свидетельствует об увеличении коли-

Т а б л и ц а 3 

Состав ЛПНП и ЛПОНП (в % ) 

Группа ж и вотпы I X 

Контроль 1-я 2-я 

Л П Н П Белки 26,0— 1,8 22,0=1=1,4 13,9=1=2,0 
Р к > 0 , 1 <0 ,01 
Р1—2 <0 ,01 
Эфиры ХС 30,1 — 2,2 31,4—2,4 43,5=1=2,3 

> 0 , 1 <0 ,01 
Pi— 2 <0 ,01 
Н еэсте р и фи ци р ов а и н ы й X С 7,1—0,9 13,9=1=2,8 18,7=1:1,3 
Рк < 0 , 0 5 <0 ,01 
Pi-2 > 0 , 1 
ТГ 12,0— 1,7 4,8=1=1,6 4,0— 1,1 
Рк < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 
Р1-2 > 0 , 1 
Фл 28,0=5=2,1 23,2=±= 1,5 24,4=1=1,7 
Р к > 0 , 1 > 0 , 1 
Pl-2 > 0 , 1 
Белки 16,4+0,7 12,4=1=0,6 11,4=1=0,6 
Рк <0,01 <0 ,01 
Pl-2 > 0 , 1 
Эфиры ХС 14,5—0,8 44,7=1=3,6 42,4=1=2,4 

<0 ,01 <0 ,01 
Pl-2 > 0 , 1 
Неэтерифицироваиный ХС 7,3=1=2,2 15,4=1=3,6 18,4=1=2,6 

Л П О Н П Рк < 0 , 1 < 0 , 0 5 
Pl-2 > 0 , 1 
ТГ 43,8=1=1,9 4,1=1=0,4 6,0=1=2,5 
Р к <0,001 <0,001 
Pl-2 > 0 , 1 
Фл 18,0=1=1,1 23,4=1=1,2 21,8=1=1,6 
Рк > 0 , 1 > 0 , 1 
Р1-2 > 0 , 1 

чества частиц каждого из этих классов ЛП в плазме крови животных как 
1-й, так и 2-й группы. Наряду с этим обращало на себя внимание, что уро-
вень ХС ЛПНП у животных 2-й группы был в 2 раза выше, чем у животных 
1-й группы (Я < 0 , 0 1 ) . 

В противоположность этому не обнаружилось достоверных различии 
между кроликами 1-й и 2-й групп по количеству ХС, белка и Фл ЛПОНП. 
Следовательно, наибольшая степень гиперхолестерииемии во 2-й группе по 
сравнению с 1-й была обусловлена преимущественно различием в коли-
честве ХС ЛПНП. 

Определение состава ЛПОНП и ЛПНП, а именно процента эфиров ХС, 
свободного ХС, триглицеридов (ТГ), Фл и белка от суммарного их коли-
чества, принятого за 100%, также выявило определенные особенности. 
Как видно из результатов исследований, представленных в табл. «3, изме-
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нения процентного состава ЛПОНП были выражены в одинаковой степени 
у животных 1-й и 2-й групп по сравнению с контролем. При этом в наи-
большей степени нарастало процентное содержание эфиров Х С — в 1-й 
группе до 44,7±3,6%, во 2-й — до 42,4±2,4% по сравнению с 14,5±0,8% 
в контроле. Подобные изменения в составе ЛПОНП у кроликов, получав-
ших ХС, наблюдались и ранее [27]. 

В противоположность ЛПОНП в процентном составе ЛПНП, выделен-
ных из плазмы крови кроликов 1-й и 2-й групп, были обнаружены раз-
личия. Процент белка был снижен, а процент эфиров ХС увеличен в ЛПНП 
кроликов 2-й группы по сравнению с таковым в 1-й. Это привело к увели-
чению отношения эфиры ХС/белок в ЛПНП до 2,8=1=0,25 во 2-й группе по 
сравнению с таковым в 1-й группе — 1,8+0,35 (Р < 0,05). В контроле эта 
величина составила 1,7+0,33 (табл. 4). 

Т а б л и ц а 4 

Соотношения структурных компонентов Л П Н П и Л П О Н П 

Группа животных 

контроль 1-я 

XG/белрк 1,9=1=0,5 2,0=5=0,42 2,7=5=0,22 
Рк > 0 , 1 > 0 , 1 
Р1-2 > 0 , 1 
Эфиры ХС/белок 1,7=^0,38 1,8=5=0,35 2,8=5=0,25 

Л П Н П Р к > 0 , 1 . < 0 , 0 5 
Pi-2 < 0 , 0 5 
Эфиры Х С / Т Г 2,5=5=1,0 8,0=5=3,0 25,0=5=8,8 
Р К < 0 , 1 < 0 , 0 1 

Рг 0 , 0 5 < Р < 0 , 1 

ХС/бслок 1,0=5=0,17 4,1=5=1,18 4,2=5=0,08 
р к < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 
Р,-2 > 0 , 1 
Эфиры ХС/белок 1,1=5=0,23 3,9=5=1,05 3,6=5=0,24 

Л П О Н П Р к < 0 , 0 2 < 0 , 0 0 1 
Pi-2 > 0 , 1 
Эфиры Х С / Т Г 0,3=5=0,11 15,8=5=7,0 17,8=5=6,0 
р к < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 
Pi—2 > 0 . 1 

Обращало на себя внимание резкое увеличение отношения эфиры 
ХС/ТГ ЛПНП во 2-й группе; оно достигло 25,0=1=8,8. Это отношение в 
1-й группе составило 8,0=1=3,04 и не отличалось от такового в контрольной 
группе. Его увеличение характерно для ЛП промежуточной плотности 
[26], которые накапливаются, как известно, в плазме крови кроликов с 
гиперхолестеринемией [27]. Выявленные изменения в составе и соотноше-
нии компонентов ЛПНП кроликов 2-й группы были близки к отмеченным 
ранее 127] у кроликов с экспериментальным атеросклерозом, в то время 
как в 1-й группе состав ЛПНП не менялся по сравнению с контролем. 

Следующая часть исследований касалась определения уровней ХС, 
Фл и белка ЛПВП. Результаты, представленные в табл. 5, показывают, что 
содержание ХС ЛПВП у животных 1-й группы не отличалось от такового в 
контроле. Количество ХС ЛПВП у животных 2-й группы имело тенденцию 
к повышению по сравнению с таковым у животных 1-й группы. В противо-
положность этому количество белка ЛПВП у кроликов 2-й группы было 
снижено по сравнению с таковым в 1-й группе (Р < 0,05), а количество 
Фл у животных обеих групп было одинаковым. 

Соотношения ХС/белок и эфиры ХС/белок в ЛПВП 1-й группы живот-
ных не отличались от таковых в контроле и значительно возрастали во 
2-й группе (соответственно в 2,6 и 3,5 раза по сравнению с 1-й группой). 
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Определение молярного отношения свободный ХС/Фл, характеризую-
щего жидкостность поверхностного слоя ЛПВП [281, показало, что у жи-
отных 2-й группы оно увеличилось по сравнению с таковым у животных 
1-й группы и составило 0,80±0,09; в 1-й группе эта величина равнялась 
,34±0,05 (Р < 0,001), в контроле — 0,31±0,05. Следовательно, разно-
ацравленные изменения в концентрации белковых и липидных компонен-
ов ЛПВП, выделенных из плазмы крови кроликов 2-й группы, привели 
различию в соотношении эфиры ХС/0елок, ХС/белок, а также свободный 

[С/Фл, что свидетельствует о насыщении ХС ЛПВП животных 2-й группы. 

Т а б л и ц а 5 
одержание отдельных компонентов (в мг на 100 мл плазмы) и их соотношения в ЛПВП 

Группа животных 

контроль 1-я 2-я . .. 

с. 

ом цен грация, мг% 

оотиошение компонен-
тов 

ХС 

Рк 
Pl-2 
Белок 

Рк 
Pi-2 
Фл 

Рк 
Рх-2 
ХС/белок 

Рк 
Рх-2 
Эфиры ХС/белок 

Рк 
Рх-2 

9,1=1=1,59 

115=1=16,42 

14,7=1=1,6 

0,06=1=0,016 

0,07=1=0,017 

10,5=1=1,32 

101,9=1=6,33 

16,8=1=2,6 

0,1=1=0,02 
> 0 , 1 

0,09=1=0,01 
> 0 , 1 

18,0=1=3,84 

0 ,05<Я<0,1 
78,0=1=8,37 

0 , 0 5 < Р < 0 , 1 
<0 ,05 

19,1=1=3,0 

0,26=1=0,051 
<0,01 
<0 ,02 

0,33—0,09 
<0 ,02 
<0 ,05 

О б с у ж д е н и е 

Сравнение показателей степени атеросклероза (количество ХС и кол-
лагена k аорте) с количеством и составом ЛП — как приносящих в аорту 
ХС (ЛПОНП и ЛПНП), так и удаляющих его из сосудистой стенки 
(ЛПВП) — у двух групп кроликов с различной выраженностью поражения 
аорт выявило определенные закономерности. 

У животных с тотальным атеросклеротическим поражением аорты 
(2-я группа) наряду со значительным накоплением ХС в грудном и брюшном 
отделах наблюдалось также и возрастание уровня коллагена в них, особенно 
«молодых» его форм, что указывало на преобладание у этих животных син-
теза коллагена над распадом. 

У кроликов с единичными лигшдными пятнами в аорте (1-я группа) 
отмечалось небольшое возрастание содержания ХС только в грудном от-
деле аорты при отсутствии изменений в количестве фракций коллагена по 
сравнению с контрольной группой. 

Наряду с выявленными различиями вышеуказанных показателей в аор-
тах животные этих двух групп отличались также по степени гиперхолесте-
ринемии плазмы, что было показано ранее [1]. Однако следует подчеркнуть, 
что нами обнаружены различия в характере распределения ХС между от-
дельными классами ЛП у кроликов 1-й и 2-й групп. Так, при резком нараста-
нии ХС ЛПНП у кроликов обеих групп во 2-й группе концентрация ХС 
ЛПНП плазмы была в два раза выше, чем в 1-й. Помимо этого, относитель-
ный уровень ХС, особенно эфиров ХС, в составе ЛПНП кроликов 2-й груп-
пы был выше, чем у кроликов 1-й группы, а относительное количество 
белка — ниже. Обнаруженное при этом резкое возрастание отношения 
эфиры ХС/ТГ в ЛПНП животных 2-й группы указывало на высокое содер-
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жание в этой фракции ЛП промежуточной плотности (1,006—1,019 г/мл), 
обогащенных эфирами ХС и' аргинин — богатым белком, что характерно 
для кроликов с экспериментальным атеросклерозом 127]. Эти промежуточ-
ные ЛП входили в состав препаратов ЛПНП при использованном нами ме-
тоде их выделения [15]. 

Известно, что указанная промежуточная субфракция наряду с ЛПОНП 
и ЛПНП также обладает атерогениыми свойствами. Так, в опытах с куль-
турой гладкомышечных клеток, эндотелия и фибробластов показано, что 
ЛПНП и ЛП промежуточной плотности повышают накопление и этерифика-
цию ХС в клетках 18—10]. 

Обнаруженное нами увеличение содержания в плазме фракций Л П Н П 
и ЛП промежуточной плотности и обогащение их эфирами ХС у животных 
2-й группы обусловливает, по-видимому, более интенсивное поступление 
ХС в аорту и в мембраны гладкомышечных клеток и тем самым способствует 
развитию атеросклеротического процесса, резко выраженного в этой группе. 

Состав и соотношение липидных и белковых компонентов Л П Н П , 
выделенных из плазмы крови животных 1-й группы, были такими же, как 
и в контроле. Наряду с этим в грудном и брюшном отделах аорт были только 
единичные липидные полосы и пятна, что связано, очевидно, со значитель-
но меньшим поступлением ХС с ЛПНП и промежуточными ЛП в сосудистую 
стенку животных 1-й группы. 

Второе принципиальное различие между животными 1-й и 2-й групп 
касалось ЛПВП, осуществляющих отток ХС от мембран гладкомышечных 
клеток 111]. Так, у животных 2-й группы при тенденции к увеличению ХС 
ЛПВП было выявлено резкое увеличение соотношения ХС/белок и особенно 
эфиры ХС/белок по сравнению с этим показателем в ЛПВП животных. 
1-й группы. 

При обсуждении возможных причин повышения содержания эфиров 
ХС ЛПВП не было оснований думать, что оно связано с увеличением актив-
ности лецитин-холестерииацилтрансферазы, так как активность этого фер-
мента очень низка у кроликов и не повышается при развитии эксперимен-
тального атеросклероза [29]. Можно полагать, что транспорт эфиров ХС 
от ЛПВП к ЛПОНП, имеющий место в плазме крови в норме [26], был сни-
жен в результате насыщения ЛПОНП эфирами ХС у животных 2-й группы 
(см. табл. 3). Это, по-видимому, способствовало высокому содержанию в 
ЛПВП эфиров ХС. 

В опытах с культурой гладкомышечных клеток и фибробластов по-
казано, что аналогичные изменения в составе ЛПВП при эксперименталь-
ной гиперхолестеринемии нарушают характер взаимодействия частиц 
ЛПВП с этими клетками. При этом ЛПВП не только не снижают содержа-
ния ХС в клетках, но напротив, как и ЛПНП, повышают накопление и эте-
рификацию в них ХС [101. 

Одной из причин, могущих привести к нарушению способности ЛПВП 
кроликов 2-й группы удалять ХС, может быть обнаруженное повышение 
молярного отношения свободный ХС/Фл в ЛПВП до 0,8. Величина эта, 
соответствующая таковой в ЛПНП 130], указывает на снижение жидкост-
ности поверхностного слоя ЛПВП животных 2-й группы [28]. Снижение 
жидкостности поверхностного фосфолипид-холестеринового монослоя, 
ЛПВП может, по-видимому, препятствовать физико-химическому обмену 
ХС с клеточными мембранами, как это было ранее обнаружено в модельных 
системах 130.1. 

Таким образом, более резкое увеличение уровня эфиров ХС Л П Н П 
и ЛГ1 промежуточной плотности, а также обогащение эфирами ХС и свобод-
ным ХС ЛПВП у животных 2-й группы позволяет полагать, что у этих 
животных значительно повышено поступление ХС в мембраны гладкомы-
шечных клеток и снижен его отток, что служит причиной накопления ХС. 
в гладкомышечных клетках. 
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Отдельного обсуждения заслуживает различие в содержании фракций 
коллагена в аортах животных 1-й и 2-й групп. Данные о содержании от-
дельных фракций дают основание полагать, что обмен коллагена в грудном 
и брюшном отделах аорты кроликов 2-й группы существенно отличается от 
метаболизма его в сосудистой стенке не только контрольных животных, но 
и кроликов 1-й группы. Так, у животных 2-й группы накопление солераство-
римого коллагена в грудном и брюшном отделах аорты, а также увеличение 
отношения белково-связанного ОП к СвОП в плазме крови свидетельствуют 
0 том, что усилен как синтез, так и распад коллагена, однако синтез усилен 
больше, чем распад. 

Увеличение концентрации БсвОП и СвОП в крови животных 1-й группы 
позволяет полагать, что и у этих животных изменен обмен коллагена. При 
этом отсутствие изменений в содержании исследуемых фракций в аорте по 
сравнению с контролем, а также в отношении БсвОП/СвОП в плазме крови 
свидетельствует о том, что в аорте кроликов 1-й группы синтез и распад 
коллагена усилены в равной мере. 

При этом именно у животных 2-й группы, у которых увеличение синтеза 
превышало увеличение распада, обнаружено резкое поражение атероскле-
ротическим процессом грудного и брюшного отделов аорты на всем их про-
тяжении. У животных 1-й группы, у которых усиление синтеза сопровож-
далось нарастанием катаболизма, найдены лишь отдельные липидные пят-
на, причем только в грудном отделе аорты. 

Результаты этих исследований позволяют думать, что различия в сте-
пени выраженности атеросклероза у животных 1-й и 2-й групп, возможно, 
связаны с особенностями активности по отношению к ЛП плазмы гладкомы-
шечных клеток, в которых осуществляется синтез коллагена, или (и) с разли-
чием в активности ферментных систем, осуществляющих его распад. Обнару-
женная нами разница в составе ЛП, осуществляющих приток ХС к стенкам со-
судов и его отток от них, и в обмене коллагена у животных обеих групп дает 
основание полагать, что устойчивость к развитию атеросклероза у кроликов 
одной из этих групп может быть связана как с особенностями обмена ЛП 
плазмы, так и с особенностями обмена коллагена в сосудистой стенке. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Л о в я г и н а Т. Н. Липопротеиды и атеросклероз. Дис. докт., Л. , 1974. 
2. Н a w e 1 R. J . — Cardiovasc. Res. Cent. Bull. , 1977, v. 15, p. 93—97. — 3. S o -
1 у о m А., В r a d f о r d R. H. , F u r m a n К. H. — Am. J . Physiol . , 1971, 
v. 221, p. 1587—1595. — 4. Щ е р б а к о в а И. А., Г e p а с и м о в а Е. И. , П е -
р о в а Н. В. и др. — Вопр. мед. химии, 1975, № 6, с. 589—592. — 5. R o b e r -
t s o n A. L. J r . - In: Atherosclerosis 111. Ed. G. Shett ler , A. Weizel. Blrlin, 1974, 
p. 218—226. — 6. F i s c h e r - D z o g a K. — Ibid. , p. 172—174. — 7. H o f f H. F., 
T i t u s J . L., В a j a r d о R. J . et al. — Arch. Pa th . , 1975, v. 99, p. 253—258. -
8. W с i n s t e i n D. В., C a r e w Т. E. , S t e i n b e r g D. — Biochim. biophys. 
Acta, 1976, v. 424, p. 404—421. — 9. C a r e w Т. E., К о s с h i n s k у Т., H a -
y e s N . В. et al. — Lancet, 1976, v. 1, p. 1315—1317. — 10. A s s m a n G., 
B r o w n B. G., M a k 1 e у R. W. — Biochemistry (Wash.), 1975, v. 18, p. 3996— 
4002. — 11. S t e i n Y., Ci 1 a g e a u d M. C., F a i n a r y M. et al. — Biochim. 
biophys. Acta, 1975, v. 380, p. 106—118. - 1 2 . W e i s s m a n N.. S h i 1 d G. S., 
С a r n e s W. N. — J . biol. Chem., 1963, v. 238, p. 3—5. — 13. К р с л ь Л . A., 
Ф у p ц e в а Л. H. — Вопр. мед. химии, 1968, № 6, с. 635—640. — 14. S t c g e -
m a n n H. — Hoppe — Seyler 's Z. physiol. Chem., 1958, Bd 311, S. 41—45. — 15. L i n-
d g r e n F. T. — In: Analysis of Lipids and Lipoproteins. Ed. E. G. Perkins. Champa-
ign, 1975, p. 204—224. — 16. A b с 1 1 L. L., L e v у В. В., В г о d i e В. В. 
et al. — J . biol. Chem., 1952, v. 195, p. 357—360. — 17. S v a n n b о r g A., S v с n -
n e r h о 1 m M. — Acta mcd. scand., 1964, v. 25, p. 72—76. — 18. L o w r y О. H. , 
R o s e n b г о u g h N. J . , F a r r A. L. et al. — J . biol. Chem., 1951, v. 193, 
p. 265—275. — 19. К a n e J . P. , S a t а Т., H a m i l t o n R. L. et al. — J . 
c i n . Invest . , 1975, v. 56, p. 1622—1634. — 20. F u l l e r G. C., M a t o n e y A. L.. 
F i s h e r D. O. et al. — Atherosclerosis, 1976, v. 24, p. 483—490. — 21. L a n -
g e r R. О., M о d r a k J . B. — Ibid. , p. 149—153. — 22. F r e y J . — In: Fede-
rat ion of European Biochemical Societies. Meeting. 6 th. Abstracts, 1968, p. 9. — 
2p. L e R о у E. С., С a r b о n e P. R., S i о e r d у m a A. — J . Lab. clin. Med., 

479 



1966, v. 67, p. 891, 57. - 24. М а з у р о в В, И., О р е х о в и ч В. Н. — Био-
химия, 1959, т. 24, № 1, с. 33. — 25. G r o s s J . et al. — In: Cytodifferentiation 
and Macrornolecular Synthesis. New York, 1963, p. 175. — 26. E i s e n b e r g S. — 
In: Atherosclerosis Reviews. Ed. R. Paolett; A. M. Gotto. New York, 1976, v. 1, p. 23— 
60. — 27. S h o r e V. G., S h o r e В., H a r t R. G. — Biochemistry (Wash.), 1974, 
v. 13, p. 1579—1585. — 28. D e m e 1 R. A., V a n D e e n e n L. L. M., P e t -
h i c a B. A. — Biochim. biophys. Acta, 1967, v. 135, p. 11 —19. — 29. S t o k -
k e К. T. — Atherosclerosis, 1974, v. 19, p. 393—406. — 30. A r b o g a s t L. Y., 
R o t h b l o t G. H., L e s l i e M. H. et al. — Proc. nat . Acad. Sci. USA, 1977, 
v. 73, p. 3680—3684. 

Поступила 29/1X 1978 г. 

L I P O P R O T E I N S FROM BLOOD PLASMA AND COLLAGEN FRACTIONS 
FROM AORTA OF RABBITS WITH VARIOUS DEGREE OF A T H E R O S C L E R O S I S 

E. N. Gerasimova, T. / . Torkhovskaya, N. V. Perova, E. A. Basanov 

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

Content of cholesterol and of collagen fractions (salt-, acid soluble and insoluble) 
in thoracal and peritoneal parts of aorta as well as concentration of products of collagen 
metabolism (protein-bound and free hydroxyproline) in blood plasma were studied in 
rabbi ts with various degree of atherosclerosis — separate lipid spots in aorta thoracal 
part (I group), total impairment of aorta (II group) and in control animals. Concentra-
tion of cholesterol and triglycerides was also studied in blood plasma and content of cho-
lesterol, cholesterol and triglyceride esters, phospholipids and protein was measured in 
separate types of lipoproteins — lipoprotein of low (LPLD), of very low (LPVLD) and 
of high density (LPHD). Increase in content of cholesterol, salt-soluble and insoluble 
collagen from the both parts of aorta as well as in concentration of protein-bound and 
free hydroxyproline was found in rabbits of the II group as compared with the control 
animals. In animals of the I group content of collagen fractions in aorta was similar 
to that of control animals. Hypercholesterolemia, observed in both groups of rabbits, 
was most distinct in the II group, being related to the higher amount of cholesterol in 
LPLD fraction. The ratio of cholesterol esters, free cholesterol, triglycerides and phos-
pholipids was similarly altered in LPVLD fraction of the groups of animals, mainly due 
to an increase in content of cholesterol esters. But rabbits of the I group were distinct 
from the II group of animals in the ratio of these components in LPLD: relative content 
of protein was lower and of cholesterol esters — higher in LPLD of the II group than of 
the I group. The data suggest that LPLD contained high amount of lipoproteins of inter-
mediate density and cholesterol deposited into vessel wall from LPLD and lipoproteins 
of intermediate density at the increased rate. In LPHD from blood plasma of rabbits 
of the II group the ratios cholesterol/protein, cholesterol esters/protein as well as the mo-
lar ratio free cholesterol/phospholipids were increased; these data suggest that L PHD 
was saturated With cholesterol and LPHD appeared to lose the ability to eliminate cho-
lesterol from the vessel wall. Differences in the degree of atherosclerotic impairments, 
existing between the 1 and II groups of animals, were apparently related to the variations 
in composition and content of lipoproteins, which regulate the level of cholesterol in ves-
sel wall, as well as to content of collagen, i. e. they were due to features of metabolism 
of lipoproteins in blood plasma and of collagen in the vascular wall. 
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В. Ii. Гобеев, Т. Т. Б срезов 

А К Т И В Н О С Т Ь Н Е К О Т О Р Ы Х К Л Ю Ч Е В Ы Х Ф Е Р М Е Н Т О В Г Л И К О Л И З А 
И Д Ы Х А Н И Я В П Е Ч Е Н И КРЫС ПРИ Х И М И Ч Е С К О М К А Н Ц Е Р О Г Е Н Е З Е 

Кафедра биохимии Университета дружбы народов им. Патриса Лумумбы, Москва 

Определяли активность гексокиназы (ГК), глюкокиназы (ГЛК), цитохромокси-
дазы (ЦО), а также количество белка митохондрий (MX) и особенности субклеточ-
ного распределения Г К о печени крыс при введении им ацетиламинофлуорена и диэтил-
нитрозамина. Показано, что в первичных индуцированных гепатомах активность 



всех ферментов изменяется в ту же сторону, как и в случае перевиваемых штаммов 
опухолей печени. Во всех первичных гепатомах отсутствует ГЛК и обнаружена фрак-
ция ГКУ связанной с мембранами МХУ что сближает эти опухоли с печеныо эмбрио-
нов^, различными другими тканями взрослых животных и перевиваемыми гепатомами. 
Свойства связанной Г К первичных гепатом при солюбилизации ее посредством А ТФ 
такие же, как и у эмбриональной печени. 

Ранее было показано, что в разных штаммах перевиваемых гепатом 
с разной скоростью роста активность глюкокиназы (ГЛК) не выявляется, 
резко снижается активность цитохромоксидазы (ЦО), а активность гексо-
киназы (ГК) увеличивается в 5—100 раз. Установлено также, что во всех 
гепатомах появляется фракция ГК, прочно связанной с мембранами мито-
хондрий (MX) и отсутствующей в нормальной и регенерирующей печени 
взрослых мышей и крыс [1, 2]. В то же время в других тканях взрослых 
животных и в печени эмбрионов основная часть Г К прочно связана с MX 
[2-4-5], т. е. появление в перевиваемых гепатомах связанной с мембранами 
Г К указывает на процесс биохимической дисдифференцировки гепатоцитов 
при малигнизации. Остается, однако, неясным, имеется ли ГК, связанная 
с MX, уже в первичных индуцированных гепатомах или она появляется 
при пассировании опухолей, т. е. представляет собой отдаленное следствие 
прогрессии. Данная работа посвящена решению этого вопроса. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на крысах линии Вистар. Гепатомы ииду пировал и скармлива-
нием им ацетиламинофлуорена (ААФ) или виутрибрюшинным введением диэтилнитро-
замина (ДЭНА) в дозе 50 мг/кг еженедельно в течение 16 нед. Животных с ААФ 
содержали на специальной синтетической диете, содержащей глюкозу, казеин, вита-
мины и соли. Применение такой диеты резко ускоряет и увеличивает выход у крыс 
опухолей. Животных с ДЭНА содержали на обычном рационе вивария. Всего было 
использовано 52 крысы, которые были разбиты на четыре группы: 1-я — контроль-
ная группа (10 крыс); 2-я — крысы, содержавшиеся на синтетической диете без ААФ 
(10); 3-я — крысы, которым вводили ДЭНА (12); 4-я — крысы, получавшие синтети-
ческую диету с ААФ (20). 

Методы получения субклеточных фракций и определения активности Г К, Г Л К 
и ЦО были описаны ранее [1]. Белок определяли биуретовьш методом в модифика-
ции Гоа [6]. 

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

Полученные данные представлены в табл. 1 и 2. Прежде всего обращает 
на себя внимание тот факт, что в печени крыс, содержащихся на синтетиче-
ской диете без канцерогена, активность Г К практически не изменяется, 
в то время как активность ГЛК и ЦО снижается соответственно в 2,2 и 
1,8 раза. Одновременно уменьшается количество белка в субфракциях 
печени. Следует отметить, что изменение всех перечисленных параметров 
происходит в этой группе крыс в том же направлении, как и в перевиваемых 
гепатомах мышей 111 и в первичных гепатомах, индуцированных ДЭНА 
(см. табл. 1). Весьма вероятно, что совпадение это не случайно и пред-
ставляет собой один из механизмов ускоряющего действия диеты на выход 
гепатом при действии ААФ. Это, однако, требует дальнейшего анализа. 

Представить экспериментальные данные у опытных групп животных 
в виде средних значений невозможно, так как канцерогенез протекает, 
по-видимому, у каждой крысы индивидуально. Поэтому мы предпочли для 
большей информативности привести отдельно данные по каждой исследо-
ванной крысе. В 3-й группе из 12 крыс выжили 9; из последних у 5 были 
обнаружены большие гепатомы, у 2 (№ 1 и 2) печень сохранила внешне 
нормальный вид, хотя и была вся в мелких узелках при разрезе. У этих 
крыс выявлена минимальная активность Г К из всей подопытной группы, 
практически отсутствовала связанная Г К, обнаружены довольно высокая 
активность ГЛК и ЦО и большое количество MX. У крыс № 3 и 4 печень 
макроскопически была очень сильно изменена — все дольки содержали 
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множество крупных узелков, поверхность печени была бугристой. В печени 
этих животных активность Г К была увеличена в 5—7 раз и около 40% ее 
было прочно связано с мембранами MX; кроме этого, у крысы № 3 отсутст-
вовала ГЛК, а у крысы № 4 она была снижена в 2,7 раза. У обеих крыс 
активность ЦО была снижена в 1,8 раза. У 3 крыс с гепатомами была иссле-
дована также и оставшаяся часть печени, которая макроскопически была 

Т а б л и ц а 1 
Некоторые биохимические характеристики печени крыс до и после воздействия химических 

кап церогенов 

Группа 
о г к U 

U Группа 3 Объект ис-
ГЛК ц о живот-

н ых 
Си X % 

следования 
общая растворимая 

свя-
зан-
ная 

ГЛК ц о О -

tQ £ 

1-Я Печен ь 0,10—0,04 0,10+0,04 0 0 ,62+0,10 2 ,7+0 ,3 6 0 + 5 
2-я — » 0,08+0,03 0 ,08+0,03 0 0 ,28+0,07 1 ,5+0,5 5 0 + 5 

1 » 0,38 0,38 0 0,42 1,8 5 0 + 2 
2 » 0,24 0,20 0,04 0,56 1,8 46— 1 
3 » 0,55 0,35 0,20 0,23 1,6 38+1 
4 » 0,72 0,37 0,30 0,02 •1,4 2 9 + 1 
5 » 0,70 0,40 0,30 0 1,6 — 

6 » 0,48 0,30 0,18 0,18 0,8 — 

3-я Гепатома 1,35 0,70 0,65 0 0,5 — 

7 Печень 0,37 0,30 0,07 0,05 0,9 3 0 + 1 
Гепатома 0,77 0,44 0,33 0,02 0,7 23— 1 

8 » 1,42 0,75 0,67 0 0,9 2 5 + 2 
9 » 1,12 0,75 0,37 0 1,0 2 9 + 2 
1 Печень 0,30 0,10 0,20 0,46 1,4 25 
2 » 0,76 0,72 0,04 0,28 1,3 21 
3 » 0,76 0,66 0,10 0,17 1,7 26 

4-я 4 » 0,42 0,18 0,24 0,34 2,2 43 
5 » 0,82 0,70 0,12 - — 1,7 33 
6 » 0,48 0,38 0,10 — 1,6 24 
7 » 0,23 0,21 0,02 0,31 1,3 26 

П р и м е ч а н и е . Активность ГК и ГЛК измеряли соответственно при концен-
трации глюкозы 1 и 100 мМ и выражали в мкмолях на 1 мг белка в 1 ч, активность 110 — 
в Е на 1 мг белка за 1 мин. 

Т а б л и ц а 2 
Экстракция ГК из мембран MX при помощи АТФ 

Г
ру

пп
а 

ж
и

во
т-

ны
х 

№
 к

ры
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Активность ГК, E /0 ,1 м л Х 1 5 мин 
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Исследованный мате-
риал MX до ин-

кубации 
MX после 
инкубаци и экстракт 

Экстрагируе-
мость, % 

3-я 6 MX гепатомы 0,232 0,210 0,198 95 
» 7 MX » 0,165 0,153 0,158 100 
» 8 MX » 0,134 0,123 0,125 100 
» 9 MX » 0,283 0,275 0,264 97 

4-я 1 MX печени 0,085 0,067 0,070 100 
» 4 MX » 0,072 0,070 0,069 99 

3-я 4 MX » 0,117 0,110 0,112 100 

у них сильно поражена и не отличалась от печени животных № 1—4. 
Видно, что и по своим биохимическим характеристикам эти ткани близки 
друг другу, хотя у 2 крыс активность ЦО по сравнению с контролем была 
снижена в 3 раза. 

Наиболее существенные изменения обнаруживались, однако, в самих 
индуцированных гепатомах. Видно (см. табл. 1), что в них полностью от-
сутствовала индуцибельная ГЛК, имеющая очень важное значение для фи-
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зиологии печени и являющаяся одним из ее маркерных ферментов. В гепа-
томах ГЛК заменялась на конститутивную форму этого фермента — ГК, 
причем активность последней была повышена в 8—14 раз. Столь же резко 
была изменена и активность общей ЦО, которая была снижена в гепатомах 
в 2,7--5,4 раза; наблюдалось также резкое уменьшение количества белка 
M)f — в среднем в 2,3 раза. Однако самым существенным фактом явля-
ется то, что в первичных гепатомах около 50% всей Г К было связано с 

мбраиами MX. Таким образом, клетки первичных гепатом по основным 
:»йствам ключевого фермента утилизации углеводов приобретают свойст-

присущие клеткам эмбриональной печени и различным другим тканям 
взрослых животных, а также клеткам перевиваемых гепатом: в них отсутст-
вует Г,Л К, очень высока активность Г К и значительная часть ее находится 
в связанном с MX состоянии. Это свидетельствует о процессе биохимической 
диодифференцировки гепатоцитов по данному признаку при малигнизации. 

Опыты с ААФ, при котором индукция опухолей протекает медленнее, 
чем с ДЭНА, показывают, что активность изучаемых ферментов в ходе 
канцерогенеза сильно колеблется от животного к животному (см. табл. 1). 
Te^i не менее при индивидуальном рассмотрении этих подопытных живот-
ных оказывается, что все изменения активности ферментов, количества белка 
MX и гомогената, а также появление фракции ГК, связанной с MX, проте-
кают принципиально так же, как и в случае воздействия на печень более 
сильного канцерогена — ДЭНА. При этом, так же как и в опытах с ДЭНА, 
ма <роскопическая картина поражения печени крыс коррелирует с выра-
женностью ее биохимической дисдифференцировки. 

Ранее было показано, что связанная с MX гепатом ГК в отличие от 
связанной Г К эмбриональной печени плохо солюбилизируется при дейст-
вии АТФ и глюкозо-6-фосфата [7], которые легко экстрагируют всю Г К 
нормальных тканей, связанную с MX. Это свойство связанной ГК в пере-
виваемых гепатомах представляется весьма важным, так как обратимый 
переход Г К из связанного состояния в растворимое под действием АТФ и 
глюкозо-6-фосфата рядом авторов считается одним из основных механизмов 
регуляции активности ГК в клетках, а следовательно, утилизации ими угле-
водов [5, 8]. В связи с этим представляло интерес проверить, как в этом 
отношении ведет себя ГК в первичных гепатомах крыс. Экстракцию Г К 
производили при инкубации суспензии MX с 12,5 мМ АТФ. Из табл. 2 вид-
но, что связанная Г К из MX гепатом и печени практически полностью 
экстрагируется при однократной инкубации с АТФ, т. е. они в этом отно-
шении не отличаются от эмбриональной печени 17]. Эти данные, по-види-
мому, позволяют заключить, что появление в перевиваемых гепатомах фонда 
связанной ГК, не извлекаемой посредством АТФ и глюкозо-6-фосфата, пред-
ставляет собой следствие поздних этапов прогрессии. Приведенные данные, 
однако, не противоречат представлению о том, что сама возможность пе-
ревивки первичных индуцированных гепатом может оказаться связанной 
с рассматриваемым свойством Г К. 
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ACTIVITY OF SOME KEY ENZYMES OF GLYCOLYSIS AND R E S P I R A T I O N 
IN RAT LIVER T I S S U E IN CHEMICAL CARCINOGENESIS 

V. N. Go bee v, Т. T. Beresov 

Chair of Biochemistry, P. Lumumba State University, Moscow 

Activities of hexokinase, glucokinase, cytcchrome oxidase as well as amount of 
mitochondrial protein and subcellular distribution of hexokinase were studied in rat 
liver tissue after administration of acetyl aminofluorene and diethyl nitrosamine. Acti-
vity of the enzymes was altered in the same direction both in the primary induced hepato-
mas and in transplantable tumors of liver tissue. Glucokinase was not found but the frac-
tion of hexokinase bound to mitochondrial membranes was observed in all the primary 
hepatomas studied; in this property the tumors resembled the embryonal liver tissue, 
various tissues of mature animals and transplantable hepatomas. This pattern of dis-
tribution of the enzymes reflects biochemical and functional disdifferentiatic 11 of the 
hepatomas. Properties of the bound hexokinase from the hepatoma were similar to those 
of the enzyme from embryonal liver tissue and, hence, they were distinct as compared 
with the enzymatic properties of hexokinase in the transplantable hepatomas. 

УДК 616.127-092.9-07:616-008.93 4.586.3-074 

Л. В. Розе, Е. Л. Розенфельд, И. А. Попова, А. М. Вихерт, К. Н. Быковская 

ОСОБЕННОСТИ Р Е Г У Л Я Ц И И ОБМЕНА Г Л И К О Г Е Н А У К Р Ы С 
С Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О Й А У Т О И М М У Н Н О Й К А Р Д И О М И О П А Т И Е Й 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Всесоюзный кардиологи-
ческий научный центр АМН СССР, Москва 

У крыс с экспериментальной аутоиммунной кардиомиопатией в сердечной мышце 
и печени в отличие от скелетных мышц имеются нарушения в обмене гликогена и его 
регуляции. При развитии патологического процесса содержание гликогена в сердце 
не изменяется по сравнению с нормой, при этом одновременно возрастает активность 
гликогенсинтетазы, фосфорилазы и кислой а-глюкозидазы. Введение адреналина, нор-
адреналина и серотонина животным с экспериментальной аутоиммунной кардиомио-
патией не вызывает активации фосфорилазы в сердце, как это происходит в норме. 
Уровень гликогена в печени крыс с экспериментальной кардиомиопатией резко возрастает 
по сравнению с нормой. Введение биогенных аминов этим животным приводит к сни-
жению концентрации гликогена в печени и повышению активности кислой а-глюкози-
дазы, не вызывая изменений активности фосфорилазы А и гликогенсинтетазы. В работе 
обсуоюдается возможность снижения аномально высокого содержания гликогена в печени 
крыс с указанной патологией при помощи биогенных аминов. 

Об особенностях обмена гликогена при различных патологических 
процессах обычно судят по изменению его содержания и активности фер-
ментов, участвующих в его синтезе и фосфоролизе II, 2.1. Между тем значи-
тельную роль в распаде гликогена в клетке играет не только фосфоролиз, 
но и у-амилолиз этого полисахарида 13, 4]. 

Изучая превращения гликогена (как, впрочем, и других соединений в 
клетке), необходимо учитывать, что изменения активности того или иного 
фермента зависят не только от его каталитических свойств, но и от особен-
ностей его регуляции 15]. Процессы регуляции обмена гликогена при раз-
личных заболеваниях сердца, в частности при кардиомиопатиях, почти не 
изучены. В связи с этим представляет интерес исследовать обмен гликогена 
и его регуляцию, а также роль у-амилолиза гликогена на эксперименталь-
ной модели кардиомиопатии, воспроизведенной по методу А. М. Вихерта 
и соавт. 161. 

М е т о д и к а 

Работа выполнена на крысах-гибридах (AugustX Wistar), выведенных в отделе 
сердечно-сосудистой патологии человека Института кардиологии АМН СССР. Исполь-
зованы самцы и самки 14-й генерации гибридных животных с первоначальной массой 
200—250 г. Для воспроизведения аутоиммунной кардиомиопатии животных иммуни-
зировали смесыо Р-гемолитических стрептококков с ядрами, выделенными из сердеч-
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н<|)й мышцы. Иммунизацию проводили двумя курсами инъекций с месячным интерва-
лом. Крысы находились на стандартном кормовом рационе, воду получали без огра-
ничения (автопоилки). В одной серии опытов график иммунизации был несколько 
изменен: месячный интервал между курсами был сокращен на неделю. Перед умерщв-
лением животных лишали корма на 17—18 ч, в воде не ограничивали. За 30 мин 
до декапитации им вводили подкожно растворы адреналина битартрата («Calbiochem», 
CtLIA), норадреналина гидротартрата (Украинский институт эндокринологии, Харь-
ков) и серотонина креатинин-сульфата («Gee Lowson», Англия), приготовленных на 

85% NaCl из расчета 0,46, 0,46 и 2,3 мкмоль на 200 г массы тела соответственно, 
онтрольные животные получали физиологический раствор в том же объеме. Из за-
тых животных быстро извлекали ткани, замораживали и хранили на сухом льду. 

Гликоген из тканей выделяли, переосаждая полисахарид в 66% этаноле 3 раза 
п(1сле солюбилизации ткани в 30% горячем КОН [7]. Концентрацию гликогена опре-
деляли после его ферментативного гидролиза амилоглюкозидазой («Koch Light», 
Англия) [8], измеряя количество образующейся при этом глюкозы глюкозооксидаз-
niiM методом [9]. 

Активность фосфорилазы определяли микрометодом [10], а у тивность общей 
фосфорилазы — в присутствии 5'-АМФ («Reanal», Венгрия), активность фосфорила-
зы А — в отсутствие 5'-АМФ. 

Активность гликогенсинтетазы измеряли по включению радиоактивной глюко-
з а , равномерно меченной 14С, из УДФ-14-С-глюкозы в гликоген, используя в качестве 
ферментного препарата 10% гомогенат сердечной мышцы и 20% гомогенат скелетных 
мышц, приготовленные по методу Томаса и соавт. [11], и 10% гомогенат печени, 
приготовленный по методу Голдена и соавт. [12]. Гомогенаты не центрифугировали, 
так как возможны потери фермента при осаждении [12]. Инкубационная проба 
состояла из 0,1 мл гомогената и 0.2 мл субстратной смеси, содержащей 50 мМ 
трис-НС1-буфер рН 7,8, 5 мМ ЭДТА, 1% гликоген, 13,4 мМ глюкозо-6-фосфаг 
(«Reanal», Венгрия) и УДФ-1 4С-глюкозу (284 мКи/ммоль, 115 000 имп/мин в пробе; 
фирма «Amersham», Англия) для сердечной мышцы и скелетных мышц и 50 мМ трис-
НС1-буфер рН 7,5, 5 мМ ЭДТА, 1% гликоген, 6 мМ глюгозо-6-фосфат, УДФ-14-С-
глюкозу (30 000 имп/мин в пробе) для печени. Активность гликогенсинтетазы I опре-
деляли без глюкозо-6-фосфата, активность гликогенсинтетазы I - f D — в его присут-
ствии. После инкубации при 37°С реакцию останавливали, добавляя 1 мл 30% КОН 
и пробы кипятили на водяной бане в течение 10 мин. После троекратного переосаж-
дения гликогена в 66% этаноле (перед первым осаждением добавляли по 0,1 мл 10% 
N a 2 S 0 4 ) 0,7 мл водного раствора гликогена вносила в 10 мл сцинтилляционной жид-
кости Брея [13] и просчитывали на счетчике Mark I I («Nuclear Chicago», США). 
В этих условиях концентрация субстрата была насыщающей и нарастание продукта 
реакции было прямо пропорционально во времени в течение 15 мин. 

Активность кислой а-глюкозидазы (^-амилазы) определяли в частично очищен-
ном препарате фермента по скорости образования глюкозы из гликогена. Ткани го-
могенизировали на холоду с двумя объемами 25 мМ NaCl, 1 мМ ЭДТА рН 6,9 и 
оставляли при комнатной температуре для экстракции, затем центрифугировали 
20 мин при 7000 об/мин также при комнатной температуре. Надосадочную жидкость 
доводили 0,5 М СНпСООН до рН 4,8, прогревали при 60 С в течение 20 мин и снова 
центрифугировали 10 мин при 7000 об/мин. Полученный супернатант использовали 
в качестве ферментного препарата. Пробы, содержащие 0,1 мл частично очищенного 
препарата кислой а-глюкозидазы и 0,1 мл раствора гликогена (30 мг/мл, приготов-
ленного на 0,1 М ацетатном буфере рН 4,8, содержащем 1 мМ ЭДТА), инкубиро-
вали при 37°С. Реакцию останавливали, добавляя 0,4 мл 0,3 н. NaOH и 0,4 мл 
5% Z n S 0 4 . В надосадочной жидкости определяли содержание глюкозы глюкозо-
оксидазным методом [9]. Количество белка рассчитывали методом Лоури и соавт. [14]. 
Об активности амило-1,6-глюкозидазы судили по скорости образования глюкозы при 
расщеплении фосфорилазного ср-лимитдекстрииа гликогена, согласно микрометоду 
Херса [10]. ср-Лимитдекстрин получали при исчерпывающем расщеплении гликогена 
с помощью фосфорилазы Б [15], выделенной из скелетных мышц кролика по методу 
Фишера и Кребса [16]. Глюкозу определяли глюкозооксидазным методом. Актив-
ность моноаминоксидазы устанавливали с помощью метода, описанного В. 3. Гор-
киным и соавт. [17]. Инкубационная проба содержала 0,1 мл 50% гомогената 
печени, приготовленного на охлажденном 0,1 М фосфатном буфере рН 7,4, содержа-
щем 2% тритон Х-100 и раствор субстрата на том же буфере (10 мьмоль серотонина 
креатинин-сульфата на пробу или 0,6 мкмоль отечественного препарата (З-фенилэти-
ламина) в конечном объеме 1,8 мл. Определение аммиака, образующегося в резуль-
тате реакции, проводили по методу Конвея c. последующей несслеризацией. Актив-
ность моноаминоксидазы выражали в микромолях NH 3 , образующегося за 1 мин 

1 мг белка. Уровень белка в гомогеиате измеряли модифицированным методом 
Лбури, пригодным для выявления мембраносвязанных белков в присутствии мешаю-
щих определению соединеиий, согласно Петерсон [18]. Определение максимума по-
глощения комплекса гликогена с йодом по методу Крисман проводили, как описано 
ранее [3]. Результаты исследований обработаны методами вариационной статисти-
ки 119]. 
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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 

Сердечная мышца. В сердечной мышце крыс при иммунизации содер-
жание гликогена существенно не меняется (табл. 1). У иммунизированных 
животных несколько повышается активность общей гликогенсинтетазы, в 
основном за счет увеличения активности I-формы фермента. Одновременно 
возрастает активность фосфорилазы за счет значительного роста активности 
формы А. Несколько повышается и активность кислой а-глюкозидазы, осу-
ществляющей гидролиз гликогена в лизосомах. Активность фермента, рас-
щепляющего связи ветвления в молекуле гликогена (амило-1,6-глюкозида-
зы), практически не изменяется. Ранее нами установлено, что введение нор-
адреналина вело к снижению содержания гликогена в сердечной мышце, 
а введение серотонина — к его повышению. При этом применение норадрен-
алина снижало активность гликогенсинтетазы (общей и формы I), а введе-
ние серотонина — активность только I-формы фермента. В этих опытах 
при введении обоих аминов происходила активация фосфорилазы А, а ак-
тивность кислой а-глюкозидазы уменьшалась только после использования 
норадреналина и не менялась при введении серотонина. Иная картина 
наблюдалась у иммунизированных животных при применении биогенных 
аминов. При их введении содержание гликогена в сердечной мышце практи-
чески не изменялось, не отмечено и активации фосфорилазы А. Активность 
кислой а-глюкозидазы при введении норадреналина не снижалась. Дейст-
вие аминов иа гликогенсинтетазу оставалось таким же, как и у иеиммуни-
зированных животных, за исключением того, что при введении серотонина 
снижалась активность как формы I, так и общей гликогенсинтетазы. 

Печень. В печени крыс с экспериментальной аутоиммунной кардиомио-
патией обнаружены значительные изменения обмена гликогена и его регуля-
ции по сравнению с нормой. У иммунизированных животных резко возрас-
тало содержание гликогена в печени: у животных 1-й группы — в 40 раз, 
у животных 2-й группы — в 10 раз, а при измененном графике иммуниза-
ции — вдвое (табл. 2). Максимум спектра поглощения комплекса гликогена 
с йодом, выявленный при анализе гликогенов печени иммунизированных 
животных, не отличался от нормы и был равен 465 нм, что указывало на 
сохранение нормальной структуры полисахарида. Активность гликогенсин-
тетазы (как общей, так и формы I) несколько снижалась, что могло быть 
следствием высокого уровня гликогена в печени животных, тормозящего 
активность фермента 120]. Активность фосфорилазы, кислой а-глюкозидазы 
и амило-1,6-глюкозидазы при иммунизации не изменялась. Между показа-
телями активности ферментов и в тенденции их изменения при введении 
аминов не выявлены резкие различия по 3 группам животных, как 
это наблюдалось в содержании гликогена, поэтому лишь концентра-
ции глюкогена даны отдельно для каждой группы. Высокий уровень 
гликогена в печени иммунизированных животных, вероятно, мог быть след-
ствием различной чувствительности к голоданию иммунизированных и не-
иммунизированных животных. У иеиммунизированных крыс гликоген пече-
ни при голодании практически исчезает (снижение от 52,7±1,7 до 0,81 ± 
±0 ,10 мг/г). Между тем при иммунизации голодание не приводило к такому 
резкому снижению содержания гликогена: оно было от 40,1 ± 2 , 9 до 34 ,3± 
± 2 , 1 мг/г у животных 1-й группы до 7,9±0,9 мг/г у животных 2-й группы 
и до 1,8±0,2 мг/г у животных 3-й группы. 

Несмотря на то что при введении аминов иммунизированным живот-
ным, так же как и в норме, наблюдалось снижение содержания гликогена 
и активность гликогенсинтетазы не менялась, введение аминов выявляло 
нарушения в регуляции как фосфоролиза, так и у-амилолиза гликогена. 
У иеиммунизированных животных активность фосфорилазы А при введении 
аминов возрастала, а у иммунизированных оставалась без изменений и да-
же снижалась при введении норадреналина. Активность кислой а-глюкози-
дазы, наоборот, повышалась при введении всех аминов, в то время как у 
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Т а б л и ц а 1 

Содержание гликогена и активность ферментов обмена гликогена в сердце крыс ( М ± т ) 

Показатель Неиммунизированные 
крысы 

Иммунизированные крысы 

Показатель Неиммунизированные 
крысы контрольные получавшие адреналин 

получавшие норадре-
налин получавшие серотонин 

Гликоген 2,9—0,6 (5) 2,1=1=0,3 (5) 2,2=5=0,2 (5) 1,9=1=0,6 (4) 2,1=5=0,4 (4) 
Гликсгенсинтетаза: 

2,9—0,6 (5) 2,1=1=0,3 (5) 2,2=5=0,2 (5) 1,9=1=0,6 (4) 

I + D 106,3=5= 10,2 (7) 129,8=5=4,1 (8> 111,6—6,4* (8) 86,2=1=8,2 (6) 106,6=1=4,7* (5) 106,3=5= 10,2 (7) 129,8=5=4,1 (8> 
Р < 0,05 Р < 0 , 0 1 Р < 0,01 

I 75,1 =1=9,0 (7) 101,3=1=3,3* (8) 85,2=1=5,7* (8) 67,1=1=5,4* (6) 76,0=1=2,9* (5) 75,1 =1=9,0 (7) 
Р < 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 Р < 0 , 0 1 Р < 0,05 

Фссфорилаза: 
А + Б 43,7=5= 10,6 (5) 59,9=1=5,8 (6) 61,4=5=6,6 (8) 47,2=1=6,9 (5) 47,7=1=11,3 (5) 
А 11,0=5=1,8 (6) 20,3—2,2* (6) 21,3=5=2,6 (6) 17,6=1=2,5 (6) 28,1=1=2,6 (6) 11,0=5=1,8 (6) 

Р < 0,05 3,2=1=0,6 (6) 3,4=5=0,2 (6) 2,9=1=0,5 (5) 
Кислая а-глюкозидаза 2,7=1=0,2 (11) 3,5=1=0,3* (8) 

3,2=1=0,6 (6) 3,4=5=0,2 (6) 
2,7=1=0,2 (11) 

Р < 0 , 0 5 0,22=5=0,06 (5) 0,24=1=0,08 (4) 0,22=1=0,05 (4) 
Амило-1,6-глюксзидаза 0,21=1=0,03 (5) 0,21=1=0,05 (5) 

0,22=5=0,06 (5) 0,24=1=0,08 (4) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2, 3 — концентрация гликогена — в мг на 1 г ткани, активность ферментов: гликогенсинтетазы — в мкмолях 
меченой глюкозы, присоединившейся за 1 мин, на 1 г ткани, фосфорилазы — в мкмолях неорганического фосфора, освободившегося за 1 мин, на 1 г 
ткани, кислой а-глюкозидазы — в мкмолях глюкозы, освободившейся за 1 мин, на 1 мг белка X 103, амило-1,6-глюкозидазы — в мкмолях глюкозы, освобо-
дившейся за 1 мин, на 1 г ткани; в скобках — число животных; звездочка — достоверно различающиеся результаты. 

00 



Т а б л и ц а 2 

Содержание гликогена, активность ферментов обмена гликогена и моноаминоксидазы в печени крыс (Л4=±=т) 

Показатель Не иммунизированные 
крысы 

Иммунизированные крысы 

Показатель Не иммунизированные 
крысы контрольные получавшие адреналин получавшие норадре-

налин получавшие с е р о т о н и н 

Гликоген 0,8=1=0,1 (9) I) 34,32=2,1* (2) I) 11,1=1=2,3* (3) I) 15,7+5,2* (4) I) 13,2=1=3,8* (3) 
Р < 0 , 0 1 Р < 0 , 0 1 Р < 0 , 0 1 Р < 0 , 0 1 

II) 7,9=£0,9* (6) 
Р < 0 , 0 1 

III) 1,8—0,2* (5) III) 0,5=1=0,1* (2) III) 0,8=1=0,2* (2) III) 0,11+0,04* (2) 
Р < 0 , 0 1 Р < 0,05 Р < 0 , 0 5 Р < 0,05 

Гликогенсинтетаза: 
I + D 23 ,3^1 ,6 (8) 17,2+1,8* (7) 23,3+4,7 (5) 20 ,2+2,0 (5) 21 ,3+2 ,4 (5) 

Р < 0 , 0 5 
20 ,2+2,0 (5) 21 ,3+2 ,4 (5) 

I 12,3—1,1 (8) 8 ,3+1,0* (7) 9,6— 1,8 (5) 8 ,9+1 ,7 (5) 10,9— 1,2 (5) 
Р < 0 , 0 5 

8 ,9+1 ,7 (5) 10,9— 1,2 (5) 

Фосфорилаза: 
АН- Б 31 ,5^2 ,6 (7) 32 ,7+2 ,9 (8) 30,8=1=2,4 (8) 22,7+2,9* (6) 29,0=±=1,9 (6) 32 ,7+2 ,9 (8) 

Р < 0 , 0 5 
29,0=±=1,9 (6) 

А 20,4+2,9 (7) 20 ,0+3 ,3 (8) 19,0+2,7 (8) 14,0+1,0 (6) 18,5=1=2,9 (6) 
Кислая а-глюкозидаза 4,1 —0,1 (10) 4 , 1 + 0 , 3 (9) 6,0=1=0,3* (7) 5,6=1=0,3* (6) 6,1=1=0,6* (5) 

Р<0 ,01 Р < 0 , 0 1 Р < 0 , 0 5 
Амило-1,6-глюкозидаза 0,42+0,02 (5) 0 ,42+0,03 (6) 0,37—0,04 (5) 0,40—0,02 (4) 0,43=1=0,01 (4) 
Моноаминоксидаза: 

0,43=1=0,01 (4) 

по серотонину I) 13,0—0,07 (2) I) 9 ,4+0,1* (2) — — — по серотонину 
Р < 0 , 0 1 

II) 10,0—0,2 (4) II) 7,6—0,6* (4) — — — 

Р < 0 , 0 1 
по р-фенилэтиламину I) 3,4—0,3 (2) I) 1,6—0,1* (2) — — — по р-фенилэтиламину 

Р < 0 , 0 1 
II) 2,0=±0,2 (3) И) 1,5^0,2* (3) — — — II) 2,0=±0,2 (3) 

Р < 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . I, II — группы иммунизированных животных, забитых в разнсе время; III — группа с измененным графиком иммунизации; 
активность мснсаминсксидазы — в микрсмслях NH3 , сбразующегсся за 1 мин, на 1 мг белка. 



нейммунизированных животных она 
уменьшалась после применения нор-
адреналина и не менялась при ис-
пользовании серотонина. 

Скелетные мышцы. В скелетных 
мышцах иммунизированных животных 
не происходило существенных изме-
нений содержания гликогена и ак-
тивности исследованных ферментов 
(лишь снижалась активность фосфо-
рилазы А, что связано, возможно, 
с меньшей подвижностью иммунизи-
рованных животных). Введение ами-
нов приводило к тем же сдвигам ак-
тивности ферментов и содержания 
гликогена, как и в норме (табл. 3). 

Как видно из приведенных выше 
данных, развитие экспериментальной 
аутоиммунной кардиомиопатии со-
провождается одновременным усиле-
нием в сердечной мышце как синтеза, 
так и распада гликогена, причем ак-
тивируются оба пути распада — фос-
форолиз и гидролиз. Вследствие ак-
тивации синтеза и распада гликогена 
содержание последнего при иммуни-
зации не изменяется. По-видимому, 
в сердечной мышце создаются усло-
вия, когда возрастает роль анаэроб-
ных процессов образования энергии. 
При экспериментальной алкогольной 
кардиомиопатии также не отмечено 
изменений в содержании гликогена 
в сердце [21, 22]. Введение аминов 
не приводит к дальнейшему повыше-
нию активности фосфорилазы, как 
это характерно для неиммунизиро-
ванных животных. Поскольку у 
иммунизированных животных актив-
ность фосфорилазы А повышена по 
сравнению с нормой, то, вероятно, 
активность данного фермента уже 
достигла своего порогового значения 
и активирующее действие биогенных 
аминов при этом не обнаруживается. 
Ранее нами установлено, что в серд-
це крысы при увеличении активно-
сти общей фосфорилазы и фосфори-
лазы А в результате действия ане-
стезирующих веществ (нембутала и 
эфира) адреналин и норадреналин 
не способны более стимулировать 
переход фосфорилазы из неактивной 
формы в активную [23]. Аналогичная 
картина выявлена при изучении ак-
тивности тирозингидроксилазы в серд-
це хомячков при кардиомиопатии: 
обработка резерпином не вызывала 

о 
я X 

го 2 к сх 
X ай >> 

О 
+1 

l.Q rf, 
-н N 
со со 
+1 +1 rf СП 
Г-- 00 CN 

CD to to LO 
C£> LO * Ю _, Д 
J 0 0 0<M.0 
( M o ^ " d o d 
+1 v + l v + l CO Q̂  О —* CO 
—" о cs *1 со to о CN 

to Со CD 
OLO CD •rf ООО CN о СО CN 

+1 + 1 +1 +i СП СП —; N 
CN о о о сп rf о СП CN CN 

to to to 
* to —' 
« o t q 
t ^ o O о 
II v+ l +1 
00 Q̂  СП CO 
CO cS "1 CO О 

- * 4 00 t^ , Ч,-»Ч rf CD LO — ' — to 
* to LO 00 CD Ю CN О CM 
Ч О со О CD 0.00 Я. ~ 
О о CN CO — о —' О О о 
+1V +1+1 +IV+IV+I+I CN —-
CN СО СО о" 00 CN "I CD LO СО rf О CN —' CN 

0) LO t^ N 
3 ж CD л CD СО СП о" CN —« о а +1 IIII н X CD rf —< 
о СО O N <N rf CN —' 

ч СТ> CD 00 ^ WW 
~ ' * Ю СП LOo<NO 
сп сч о о о 
+1 +IV+I+I о q i t ! : 
CD CN CN Г̂  CN О 

00 
о" 
+1 
со 

CN О 
—« Csf 
Tiii 
со ~ 
^ о rf СП сч — 

+1 о 

CD 
+ 1 

оою 
CN 

о" о 
+1 +1 СП ст> 

^ I 5-1-о —г О I 
* ~ s W M и " 
ч % 

489 



дальнейшего увеличения в гипертрофированном миокарде активности дан-
ного фермента, так как активность тирозингидроксилазы [была повышена 
по сравнению с нормой 1.24]. 

Аномально высокое содержание гликогена в печени иммунизированных 
животных при введении аминов снижается. Этот факт нельзя объяснить 
усилением фосфоролиза гликогена, так как активность фосфорилазы не 
изменяется при введении адреналина и серотонина и даже уменьшается 
при введении норадреналина. Активность гликогенсинтетазы в этих усло-
виях также практически не меняется. По-видимому, сокращение содержа-
ния гликогена печени связано с активацией гидролитического пути распада 
полисахарида, так как при введении всех аминов возрастает активность 
кислой а-глюкозидазы. В связи с тем что кислая а-глюкозидаза является 
лизосомальным ферментом, такое резкое снижение уровня гликогена под 
действием аминов приводит к предположению, что оно связано с распадом 
лизосомальиого гликогена, количество которого в норме не превышает 10% 
от общего содержания гликогена в клетке 125], а у иммунизированных 
животных, по-видимому, резко повышено. 

В предыдущих работах установлено, что в условиях торможения ре-
акции окислительного дезаминирования в печени крыс, вызванного введе-
нием им ингибиторов моноаминоксидазы (паргилина и ипразида), биоген-
ные амины (адреналин, норадреиалин и триптамин) активируют кислую 
а-глюкозидазу [26]. В этих условиях в печени также не наблюдается акти-
вирующего действия адреналина и норадреналина на фосфорилазу в отличие 
от контроля. Возникает вопрос, не связано ли повышение активности кис-
лой а-глюкозидазы в печени иммунизированных крыс при введении иссле-
дованных аминов с торможением активности моноаминоксидазы. Как вид-
но из данных табл. 2, активность ее, исследованная по способности дезами-
нировать 2 субстрата — серотонин и (3-феиилэтиламин, снижается прибли-
зительно на 30%. Более резкое уменьшение активности моноаминоксидазы 
по р-фенилэтиламину (на 52%) отмечено у животных 1-й группы, у которых 
накопление гликогена было самым высоким. 

Таким образом, в настоящей работе подтверждаются ранее полученные 
данные о том, что в регуляции обмена гликогена участвует не только цАМФ 
[27], но и биогеннные амины и, возможно, продукты их превращений. 
Введение аминов животным с экспериментальной кардиомиопатией приво-
дит к возрастанию гидролитического распада гликогена в печени, что может 
препятствовать аномальному накоплению гликогена в этом органе при ука-
занной патологии. 

Авторы выражают благодарность канд. биол. наук И. В. Веревкиной за 
полезные советы и помощь в работе. 
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ATTERMS OF REGULATION OF GLYCOGEN METABOLISM IN RATS 
W I T H E X P E R I M E N T A L AUTOIMMUNE CARDIOMYOPATHY 

L. V. Rose, E. L. Rosenfeld, I. A. Popova, A. M. Vikhert, K> N. Bykovskaya 

Institute of Biological and Medical Chemistry, All-Union Cardiological Research Centre 
Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow. 

Alterations in glycogen metabolism and in its regulation were found in heart muscle 
and liver tissue, but not in sceletal muscle, of rats with experimental autoimmune cardio-
myopathy. In development of the pathological process content of glycogen was unaltered 
in heart muscle as compared with the normal state; at the same time, activities of gly-
cogen synthetase, phosphorylase and acid a-glucosidase were increased. After adminis-
tration of adrenaline, noradrenaline and serotonin into animals with the cardiomyopathy, 
the phosphorylase from heart muscle was not activated, contrary to the response of the 
enzyme under normal conditions. Content of glycogen was drastically increased in liver 
tissue of rats with experimental cardiomyopathy, as compared with the normal state. 
Administration of biogenic amines into the animals led to a decrease in concentration of 
glycogen in liver tissue and to increase in activity of acid a-glucosidase, but did not af-
fect the activities of phosphorylase A and glycogen synthetase. A possibility is consi-
dered for a decrease of the abnormally high content of glycogen in liver tissue of. the im-
paired rats using treatment with biogenic amines. 

УДК 576.851.232.098.31:577.152.411 

С. С. Раков, В. Я. Федосеева, И. Я. Вотрин 

И С С Л Е Д О В А Н И Е Н Е П А Т О Г Е Н Н Ы Х НЕЙССЕРИЙ НА С О Д Е Р Ж А Н И Е 
Г И С Т И Д И Н Д Е К А Р Б О К С И Л А З Ы 

Лаборатория энзимологии и аллергологии АМН СССР, Москва 

В клетках непатогенных нейссерий, выделенных из бронхов больных инфекцион-
ной астмой, гистидиндекарбоксилаза не обнаруживается. Отсутствие гистидинде-
карбоксилазной активности свидетельствует о том, что сенсибилизирующее действие 
нейссериальных клеток не определяется механизмом прямого воздействия гистамина 
бактериального происхоогсдения на ткани бронхолегочного аппарата человека. 

Ранее было показано, что непатогенные штаммы нейссерий (Neisseria 
flava, Neisseria sicca) обладают высокой сенсибилизирующей активностью 
и способны провоцировать выраженный бронхоспазм у животных в экспе-
рименте [1]. Механизм сенсибилизирующего действия непатогенных нейссе-
рий на ткани бронхолегочного аппарата до сих пор не изучен. Можно 
предполагать, что участие нейссериальных клеток в процессах сенсибили-
зации макроорганизма определяется их гистидиндекарбоксилазной актив-
ностью с последующим образованием гистамина — медиатора аллергиче-
ских реакций. 

В настоящей работе предпринята попытка выявить г и ст иди н дек а р бо-
ксилазную активность в клетках непатогенных нейссерий, выделенных из 
бронхов больных инфекционной астмой. Были использованы штаммы нейс* 



серий № 3, 30, 53, 63 12, 3]. Штаммы № 3 и 53 отличались способностью 
гемолизовать эритроциты кролика при росте на питательных средах, сбра-
живать глюкозу, мальтозу, сахарозу, фруктозу; они были идентифициро-
ваны как Neisseria flava. Штаммы № 30 и 63 не гемолизовали эритроциты, 
обладали выраженной сахаролитической активностью по отношению к глю-
козе, мальтозе, сахарозе, фруктозе и характеризовались образованием ко-
лоний «сухого» типа; они были идентифицированы как Neisseria sicca 14] 

М е т о д ы 

Бактерии хранили на косяках с мясо-пептонным агаром (МПА) и кроличьей 
кровыо. Выращивание проводили на твердых и жидких средах следующего состава: 
1) МПА, содержащий 3—5% крови кролика; 2) мясо-пептонный бульон (МПБ) — 
мясная вода (250 мл), пептон (10 г), NaCl (5 г), К 2 Н Р 0 4 (2 г), глюкоза (5 г), 
вода (до 1 л); 3) полусинтетическая среда: мясная вода (250 мл), гистидин (2 г), 
ацетат натрия (5 г), глюкоза (5 г), К 2 Н Р 0 4 (10 г), К Н 2 Р 0 4 (1 г), вода (до 1 л); 
4) синтетическая среда № 1: Apr (110 мг), Вал (110 мг), Про ( И ° мг)» Д и с О 1 0 мг)> 

Три (100 мг), Гли (40 мг), Сер (50 мг), 
Тре (60 мг), Фен (85 мг), Асп (65 мг), 
Гис (1 г), KCi (1 мг), ацетат натрия 
(5 г), иикотииамид (10 мг), биотип 
(10 мг), M g S 0 4 (20 мг), МпС12';(2 МГ), 

имп/мин-10 J 

10 -

С 

r J _J_ I 1 I I I I L -T-T-« l I. 
10 20 

Рис. I. Хроматографическое опреде-
ление 14С-гистамииа как продукта 
реакции декарбоксилирования 14С-ги-
стидина декарбоксилазой из Micro-

coccus sp. п. 
По оси абсцисс — фракции; по оси ор-
динат — радиоактивность (в имп/мин • Кг). 
Вверху - - / — гистидин, 2 — гистамин, 

О — опыт, К — контроль. 

О 50 100 150 мин 

Рис. 2. Зависимость накопле-
ния 14С-гистамииа от времени 

инкубации. 
По оси абсцисс — время инкубации 
(в мин); по оси ординат — количе-
ство 14С-гистамина (в имп/минх 

Х103). 

СаС12 (2 мг), NaCl (2 мг), FeCl3 (1 мг), глюкоза (20 г), К 2 Н Р 0 4 (50 мг), вода (до 
1 л); 5) синтетическая среда № 2: Гис (1 г), M g S 0 4 (20 мг), МпСЬ, (2 мг), 
СаС12 (2 мг), NaCl (2 мг), FeCl3 (1 мг), К 2 Н Р 0 4 (500 мг), К Н 2 Р 0 4 (50 мг), вода 
(до 1 л). 

Микроорганизмы выращивали на МПА при 37°С в течение 3—5 сут. При культи-
вировании на жидких питательных средах контроль за ростом бактерий осуществляли 
фотоколор и метрически и клетки собирали в конце логарифмической фазы роста. 
С твердой культуральной среды клетки смывали 0,2 М фосфатным буфером рН 5,6, 
7,3 или 9,4. При выращивании на жидких питательных средах бактерии собирали 
центрифугированием при 10 000 g в течение 10 мин и дважды отмывали от среды тем 
же буфером. 

Активность гистидиидекарбоксилазы (ГДК) определяли в интактных, разрушен-
ных толуолом и с помощью ультразвукового дезинтегратора (УЗДН1) клетках мано-
метрическим методом [5] и путем определения радиоактивного гистамина. Разрабо-
танный нами метод определения активности Г Д К основан на использовании в качестве 
субстрата 2-14С-гистидина (фирма «Calatomic») с удельной радиоактивностью 
20 мкКИ/мг. Д л я разработки метода использовали гомогенный препарат (ГДК) из 
Micrococcus sp. п. Инкубационные пробы содержали 10 мкл раствора ГДК (0,3 мкг) 
и 10 мкл раствора, содержащего 10 мкг (0,2 мкКи) 14С-гистидипа. Инкубацию про-
водили в 0,2 М фосфатном буфере рН 5,6, 7,3 или 9,4 при 37 С в течение 10 мин. 
Реакцию останавливали нагреванием инкубационных проб до 100°С в течение 1 мин, 
после чего их центрифугировали при 6000 g в течение 5 мин. Состав контрольных 
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пЬоб был таким же, как и в опыте, но раствор фермента предварительно нагревали до 
100°С в течение 1 мин. Из инкубационных проб отбирали аликвоты и наносили их 

бумагу для хроматографии (ватман № 1). Одновременно в качестве внутреннего 
свидетеля на хроматограмму наносили гистамин (фирмы «Serva») в количестве 

—20 мкг на одну пробу. Продукты реакции разделяли с помощью хроматографии 
бумаге в системе н-пропаиол — 0,2 н. аммиак (3 : 1). Хроматографию проводили 

течение 12 ч, хроматограммы проявляли ииигидрин-кадмиевым реактивом, 
для гистидииа и гистамина были равны соответственно 0,271 и 0,649. Распределение 

3-гистидина и 14С-гистамина на хроматограмме определяли, разрезая ее на полоски 
1риной 1 см; разрезать начинали от стартовой линии. Полоски соответствующих 
акций помещали в стаканы для сцинтилляции с 5 мл сцинтилляциониой жидкости 
РО — 4 г, Р О Р О Р — 250 мг, толуол для сцинтилляции — до 1 л) и измеряли 
диоактивность на сцинтилляциоином счетчике фирмы «Нуклеар Чикаго» (рис. 1). 

Д л я определения оптимальных условий реакции декарбоксилирования 14С-гистидина 
следовали кинетическую зависимость накопления продуктов реакции (1:1С-гиста-
на) в присутствии Г Д К из Micrococcus sp. п. (рис. 2). Удельную радиоактив-
сть ГДК рыражали в международных единицах активности. Значения удельной 
тивности Г Д К из Micrococcus sp. п. , определенные этим методом, соответствовали 

значениям, полученным манометрическим методом (порядка 30 ME). Однако ра-
ометрический метод оказался в 10 000 раз чувствительнее: с его помощью можно 
личественно определить Ы 0 Ч М^С-гистамина. Радиометрическим методом 
ределяли активность Г Д К интактных клеток Micrococcus sp. п. В этом случае на-
юдалась полная корреляция между значениями удельной радиоактивности ГДК, 
лученными радиометрическим и манометрическим методами. 

При определении активности ГДК в клетках нейссерий манометрическим мето-
м состав инкубационных проб был следующим: 2,5 мл суспензии клеток (0,4—0,5 мг 

б^лка) и 0,5 мл раствора гистидина (25 мкмоль). Инкубацию проводили в 0,2 М 
фосфатном буфере рН 5,6, 7,5 или 9,4 при 37°С в течение 10—360 мин. 

Р е з у л ь т а т ы 

При изучении клеток нейссерий, выращенных на питательных средах 
I—4, ни в одном из этой серии опытов не удалось обнаружить образования 

С02 в результате декарбоксилирования гистидина. Исследование активности 
ГДК в клетках нейссерий радиометрическим методом проводили в тех же 
условиях, что и монометрически. После проявления хроматограмм в пятнах, 
соответствующих внутреннему свидетелю (гистамину), была обнаружена 
следовая радиоактивность, которая не превышала радиоактивность конт-
рольных проб. 

Известно, что для большинства декарбоксилаз микроорганизмов гш-
ридоксальфосфат является кофактором. Поэтому в следующем ряде экспери-
ментов клетки нейссерий, выращенные на питательных средах 1 —4, преин-
кубировали с пиридоксальфосфатом (от 1 до 50 мкг на инкубационную про-
бу) в течение 2—12 ч. Преиикубацию с пиридоксальфосфатом проводили 
и с разрушенными клетками. Ферментативную активность определяли ра-
диометрическим методом. Радиоактивность пятен внутреннего свидетеля 
оказалась на уровне контрольных проб. 

Была предпринята попытка индуцировать биосинтез ГДК в клетках 
нейссерий. Для этого бактерии выращивали на культуральной среде 5, 
содержащей в качестве источника углерода и азота лишь гистидин; после 
этого определяли активность ГД К, как описано выше. И в этом случае клет-
ки нейссерий не обладали гистидиндекарбоксилазной активностью. 

Отсутствие у непатогенных нейссерий гистидиндекарбоксилазной ак-
тивности, возможно, указывает на то, что сенсибилизирующая активность 
нейссериальных клеток не определяется механизмом прямого воздействия 
гистамина бактериального происхождения на ткани бронхолегочного аппа-
рата человека. 
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ABSENCE OF THE HI S T I D I N E DECARBOXYLASE IN NONPATHOGENIC 
N E I S S E R I A FLAVA, SICCA 

S. S. Rakov, V. N. Fedoseeva, 1.1. Votrin 

Laboratory of Enzymology, Laboratory of Allergology, Academy of Medical Science 
of the USSR, Moscow 

Histidine decarboxylase activity was not found in cells of ncnpathogenic neisseria, 
obtained from bronchi of patients with infectious asthma. The absence of the histidine 
decarboxylase act ivi ty in nonpathogenic neisseria cells suggests that the sensitizing acti-
vity of these cells was not caused by a direct effect of histamine of bacterial origin on hu-
man bronchopulmonary tissues. 

МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ 

УДК 616.153.962.6 + 616.153.1:577.152.344-074.643.42.062 

В. Ф. Мартынова, Т. С. Пасхина 

У Н И Ф И Ц И Р О В А Н Н Ы Й МЕТОД О П Р Е Д Е Л Е Н И Я АКТИВНОСТИ 
а г - А Н Т И Т Р И П С И Н А И а 2 - М А К Р О Г Л О Б У Л И Н А В С Ы В О Р О Т К Е 

( П Л А З М Е ) КРОВИ Ч Е Л О В Е К А 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

П редложен модифицированный спектрофотометрический метод одновременного 
определения уровня аг-антитрипсина (агА7^) и ос2-макроглобулина (а2-МГ) в сыво-
ротке (плазме) крови человека, основанный на различном механизме взаимодействия 
указанных ингибиторов с трипсином при использовании низкомолекулярного субстрата 
— N-а-бензоил-Ь-аргинин этилового эфира. Активность olvAT определяли по тормо-
жению аргинин-эстеразной активности трипсина, разведенной в 50 раз сывороткой 
крови человека; а2-МГ измеряли по сохраняющейся аргинин-эстеразной активности ком-
плекса трипсин — макроглобулин, образующегося после взаимодействия избытка 
трипсина с сывороткой крови, разведенной в 10 раз, и последующей инактивации сво-
бодного, не связанного с а2-МГ трипсина соевым ингибитором трипсина. Приводятся 
результаты определения уровня аГАТ и. а2-МГ данным, методом в сыворотке крови 
здоровых людей, больных ожоговой болезнью и раком поджелудочной окелезы. Метод 
позволяет быстро и специфично определять в малом объеме сыворотки крови (0J мл) 
два главных ингибитора протеиназ плазмы, крови с использованием одного недефицит-
ного коммерческого препарата субстрата, метод может быть рекомендован для ру-
тинных клинических исследований. 

Природные ингибиторы протеиназ, присутствующие в плазме крови, 
интенсивно изучаются в последние годы. Интерес к ним обусловлен теми 
разнообразными и важными функциями, которые они выполняют в орга-
низме как регуляторы таких сложных взаимосвязанных ферментных систем, 
как система свертывания крови, фибринолиза, кининовая система, система 
комплемента, а также как факторы защиты от инфекции [1, 2]. 

Уровень двух главных ингибиторов протеиназ плазмы крови — а г а н -
титрипсина (а гАТ) и а2-макроглобулина (а2-МГ)— определяют иммунохи-
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мическими или энзиматическими методами. Эизиматические методы основа-
ны на торможении расщепления трипсином белковых и низкомолекуляр-
ных субстратов Ы-а-бензоил-Ь-аргинин-паранитроанилида (БАПНА), N-a-
бензоил-Ь-аргинин-этилового эфира (БАЭЭ) и ]М-а-тозил-Ь-аргинин-мети-
лового эфира (TAME). Применение последних позволяет раздельно опре-
делять содержание a r A T и сх2-МГ за счет различных механизмов взаимо-
действия указанных ингибиторов с трипсином и комплексов трипсин—ин-
гибитор с субстратом. Широко распространенные в нашей клинической прак-
тике модифицированные методы определения общей антитриптической ак-
тивности сыворотки крови с использованием БАПНА [3] или БАЭЭ [4, 5] 
в качестве субстратов для трипсина дают возможность судить о количест-
ве a r A T в крови, так как на долю этого ингибитора приходится 90% об-
щей антитриптической активности сыворотки крови и антитриптическая 
активность а2-МГ при этом не измеряется. 

Принципиальный подход к эизиматическому определению а2-МГ был 
формулирован впервые Хавербек и соавт. 1.6], обнаружившими, что а2-МГ 
образует с трипсином комплекс, способный расщеплять низкомолекуляр-
ные субстраты практически с той же скоростью, что и свободный трипсин. 
Эта энзиматическая активность не тормозилась a r A T и ингибитором трип-
сина из бобов сои (СИТ). На этом принципе основаны все эизиматические 
методы определения а2-МГ и, в частности, обычно применяемый у нас метод 
Веремеенко и Волохоиской [7], использующих БАПНА в качестве субстрата. 

Отсутствие единообразия в предлагаемых методах определения уровня 
a r A T и а2-МГ (различные субстраты, концентрации субстратов, буферные 
<|меси и т. д.) затрудняет параллельное их исследование в клинике. В на-
стоящей работе предложен унифицированный метод определения уровня 
a r A T и а2-МГ в сыворотке (плазме) крови человека с использованием од-
ного недефицитного коммерческого препарата субстрата — БАЭЭ. 

В работе приведены некоторые сведения об a r A T и а2-МГ в норме, 
при ожоговой болезни и раке поджелудочной железы. 

М е т о д и к а 

Для унифицированного метода определения уровня а т - А Т и а 2 -МГ в сыворот-
ке крови человека необходимы следующие реактивы: 1) 0,05 М трис-НС1-буфер, 
рН 8,0; 2) 1,5 мМ раствор БАЭЭ* НС1 (этиловый эфир Ы-а-бензоил-Ь-аргинина со-
лянокислый; препарат изготовлен на заводе химических реактивов им. Войкова) 
в 0,05 М трис-НС1-буфере, рН 8,0. Растворяют 6,2 мг БАЭЭ НС1 в 12 мл буфера, 
раствор готовят в день определения во избежание спонтанного гидролиза БАЭЭ; 
3) 0,1% раствор трипсина в 1 и. ITC1, содержащей 10 мМ СаС1; 5 мг трипсина [кри-
сталлический препарат фирмы «Спофа», Чехословакия (18—20 Е), или отечественный 
препарат Ленинградского мясокомбината им. С. М. Кирова] растворяют в 5 мл ука-
занного растворителя; раствор может храниться в течение 7—10 дней при 4°С. Пе-
ред определением 0,1% раствор трипсина разводят в 10 раз 1 мМ НС1 для опреде-
ления уровня a , - A T ; 4) 0,3% раствор СИТ (ингибитор трипсина из бобов сои, пре-
парат фирмы «Serva», ФРГ, или фирмы «Reanal», Венгрия) в 0,05 М трис-НС1-бу-
фере, рН 8,0; 3 мг СИТ растворяют в 1 мл указанного буфера. 

Сыворотку крови человека перед определением уровня а 2 -МГ разводят в 10 раз 
физиологическим раствором, для определения уровня а г А Т сыворотку крови разводят 
в 50 раз (0,5 мл разведенной 1 : 10 сыворотки крови добавляют к 2,0 мл физио-
логического раствора). 

Определение уровня агАТ. В кюветах спектрофотометра готовят две пробы — 
опытную и контрольную. Опытная проба содержит 1,8 мл 0,05 М трис-НС1-буфера, 
рН 8,0, 0,1 мл разведенной 1 : 50 сыворотки крови и 0,1 мл раствора трипсина 
(10 мкг). Контрольная проба содержит 1,9 мл трис-НС1-буфера и 0,1 мл раствора 
трипсина (10 мкг). Обе пробы выдерживают в термостатированных кюветах спектро-
фотометра в течение 5 мин при 25°С. Затем добавляют в каждую пробу по 1 мл рас-
твора БАЭЭ; быстро перемешивают и измеряют прирост оптической плотности при 
253 нм (AZ)25.'?) против пробы, содержащей только реактивы (2 мл трис-НС1-буфе-
р а + 1 мл раствора БАЭЭ); отсчеты делают каждую минуту в течение 4—5 мин. 

Из линейного участка графика хода реакции находят прирост оптической плот-
кости AD26 ; j за 1 мин для опытной и контрольной проб, разность между этими вели-
чинами используют для вычисления активности a , - A T по формуле: 
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( К 0 — V ; ) . 2,73-50 
j число, иигибиториых единиц на 1 мл сыворотки крови у 

где V0 и Vi — скорости гидролиза БАЭЭ трипсином в контрольной и опытной пробах, 
соответственно равные приросту оптической плотности А 263 за 1 мин; 2,73 — рас-
четный коэффициент для вычисления количества БАЭЭ, гидролизованного в пробе 
при данных условиях (в мкмоль); получен из данных по разности оптической плот-
иости 1 мМ растворов БА и БАЭЭ, равной 1,1 и объема пробы 3 мл ( "j-j" 2,73 "j; 

0,1 — количество сыворотки крови, взятой для анализа (в мл); 50 — фактор раз-
ведения. 

Активность а г А Т и а 2 -МГ выражают числом условных ингибиторных единиц 
(ИЕ) в 1 мл сыворотки крови, принимая за I ИЕ такое количество сыворотки 
(плазмы) крови, которое тормозит (а^-АТ) или связывает (а-МГ) активность I Е 
трипсина, т. е. расщепление 1 мкмоль БАЭЭ за 1 мин. 

Определение а2-МГ. В термостатированную кювету спектрофотометра с 1,75 мл 
0,05 М трис-НС1-буфера, рН 8,0, вносят 0,1 мл разведенной 1 : 1 0 сыворотки крови 
и 0,05 мл раствора трипсина (50 мкг); преинкубируют в течение 5 мин при 25°С, 
после чего добавляют 0,1 мл раствора СИТ (300 мкг), перемешивают содержимое кю-
веты и через 5 мин добавляют 1 мл 1,5 мМ раствора БАЭЭ; пробу перемешивают 
и измеряют прирост оптической плотности при 253 нм в течение 10 мин против кон-
трольной пробы, содержащей только реактивы (2 мл трис-НС1-буфера+1 мл раство-
ра БАЭЭ). 

Активность а 2 -МГ выражают в ИЕ в 1 мл сыворотки и вычисляют по формуле: 
AD,12о.2,73- Ю 1П 2 5 л ' . AD,° -27,3 ИЕ/мл 

0,1-10 " 2 5 3 

где AD),i?3 — прирост оптической плотности в пробе за 10 мин (при линейном ходе 
реакции); 2,73 — расчетный коэффициент (см. метод определения a , -AT) ; 10 — вре-
мя измерения реакции (в мин); 0,1 — количество сыворотки крови, взятой для ана-
лиза (в мл); 10 — фактор разведения. 

Иммунохимическое количественное определение а г А Т проводили с использова-
нием иммунодиффузионных пластинок фирмы «Беринг». 

Иммунохимическое полуколичественное определение а 2 -МГ проводили методом 
радиальной иммунифузии в агаре [8] с использованием моноспецифической антисы-
воротки к ос2-МГ фирмы «Беринг». 

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

Содержание главных ингибиторов протеиназ плазмы крови — сст-АТ 
и а2-МГ — характеризует течение и прогноз многих воспалительных и де-
структивных процессов 12). Определение уровня ос,-АТ, помимо этого, име-
ет диагностическое значение: наследственная недостаточность а,-АТ часто 
сопровождается неспецифическими заболеваниями легких у взрослых [9] 
и циррозами печени у детей [10, 11]. 

Для облегчения параллельного исследования a,-AT и а2-МГ в клини-
ке предлагается унифицированный метод их определения в сыворотке кро-
ви с использованием одного доступного коммерческого препарата субстра-
та — БАЭЭ. Метод определения уровня а,-АТ подробно описан нами ра-
нее [4, 51, он представляет собой модификацию метода [12] и основан на 
определении торможения БАЭЭ эстеразной активности трипсина разведен-
ной в 50 раз сывороткой крови. В настоящей работе приводятся данные, 
свидетельствующие о специфичности предлагаемого нами метода определе-
ния ах-АТ. У 2 доноров и 2 больных ожоговой болезнью было проведено 
измерение активности и содержания сс,-АТ различными методами— спект-
рофотометрическим (как указано в методике) и иммунохимическим — по-
зволяющим измерить абсолютное содержание ингибитора. 

На рис. 1 демонстрируются изменения содержания и активности а г А Т 
у больного с ожогами II—III степени в динамике течения ожоговой болез-
ни. 

Как видно на рис. 1, измерение активности и содержания а г А Т энзи-
матическим и иммунохимическим методами коррелирует друг с другом. 
Эти данные свидетельствуют о том, что измерение антитриптической актив-
ности плазмы крови используемым нами методом действительно отражает 
содержание а3-АТ. Сходный характер изменения общего количества а г А Т 
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шмунохимический метод) и его свободной формы (энзиматический метод) 
указывает, что плазма в первые дни обследования больных с ожогами не 
э]воднена внутриклеточными протеиназами. 

Предлагаемый нами метод определения а2-МГ основан на свойстве а2-МГ 
сУворотки крови человека образовывать с трипсином комплекс, сохраняю-

60 

N - — 

•А 2 

мг/ЮОмл 

400 

~ 300 

N 
200 

- 100 

1 2 3 4 5 5 7 

Рис. I. Изменения содержания и активности 
а г А Т в плазме крови больного с ожогами 
II- I I I степени в течение первых 7 дней бо-

лезни. 
По оси абсцисс — время после ожога (в сут). 1 — им-
муинохимический метод измерения a t - A T ; 2 — спектро-
фо|ометрический метод определения a t - A T . Стрелками 

указаны величины a r A T у доноров. 

^253 

03 

02 

01 02 03 

Рис. 2. Аргинин-эстеразная 
активность комплекса а 2 -МГ— 
трипсин в зависимости от ко-
личества плазмы крови че-

ловека. 
По оси абсцисс — количество раз-
веденной 1 : 1 0 плазмы (в мл). / 
время гидролиза БАЭЭ 10 мин; 2 — 

время гидролиза БАЭЭ 5 мим. 

Зависимость активности комплекса а2-МГ-трипсин 
от количества трипсина в пробе и времени преипкубации 

сыворотки крови с трипсином и СИ Г 

щшй способность расщеплять низкомолекулярные субстраты 16], опреде-
ление проводится в присутствии ингибитора трипсина из бобов сои, связы-
вающего свободный трипсин, некомплексированный с ингибиторами плаз-
мы крови. Данный метод позволяет быстро и специфично определять в ма-
лом объеме (0,1 мл) сыво-
ротки крови а2-МГ парал- Т а б л и ц а 1 
лельно с определением 
otjtAT с использованием 
одного недифицитного суб-
страта — БАЭЭ. Прежде 
чем предложить оконча-
тельную пропись метода 
определения а2-МГ, был 
п р оведеи ср а вн ител ьны й 
анализ различных коли-
честв сыворотки крови, 
трипсина, СИТ, а также 
различного времени пре-
ипкубации сыворотки кро-
ви с трипсином и СИТ. 

На рис. 2 представ-
лена зависимость активно-
сти комплекса а2-МГ— 
трипсин от количества взя-
той для анализа плазмы 
крови человека. Как вид-
но! на рис. 2, скорость расщепления БАЭЭ комплексом трипсин — а2-МГ 
прямо пропорциональна количеству добавленной сыворотки в диапазоне 
0,05—0,25 мл (разведение 1:10). Оптимальным количеством мы считаем 
0,1 мл, так как в этом случае получаются хорошо измеримые величины эн-

Условия определения A D 2 5 3 

Количество трипсина в пробе, мкг: 
25 0,215 
50 0,215 
75 0,215 

100 0,210 
Время преипкубации с трипсином, 

мин (25°С): 
5 0,205 

10 0,200 
15 0,205 

Время инкубации с СИТ, мин (25°С): 
2 0,215 
5 0,215 

10 0,220 
15 0,215 
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зиматической активности (Л£>'|?3) и линейный ход реакции с данной концент-
рацией сыворотки сохраняется на протяжении 10—20 мин измерения. 

В табл. 1 представлена зависимость активности комплекса а2-МГ 
трипсин от концентрации трипсина в пробе и времени преинкубации с фер-
ментом и СИТ. 

Как видно из табл. 1, одинаковые результаты были получены при до-
бавлении от 25 до 100 мкг трипсина в пробу; мы выбрали 50 мкг, так как 
известно, что при некоторых патологических состояниях организма содер-
жание ссгАТ резко возрастает, в 2—4 раза превышая норму [2, 4]. Образо-
вание комплекса трипсин — а2-МГ происходит очень быстро; как видно 
из табл. 1, для его образования достаточно 5 мин, за 10 и 15 мин прироста 
активности не наблюдалось. Для ииактивизации свободного, не связанно-
го с а2-МГ трипсина достаточно также 2—5 мин. 

Т а б л и ц а 2 
Активность cXj-AT и а2-МГ (в ИЕ/мл) в плазме крови человека в норме и при некоторых 

патологических состояниях ( М — т ) 

Обследуемая группа п а , - - A T а 2 МГ 

Дсноры 18 29,9— 1,2 4,9—0,12 
(20—40) (4,3—5,4) 

Больные с ожогами 11—III степени: 
шок 9 26,4—2,9 3,6=4=0,10 

(17—43) (3,4—4,3) 
Токсемия: 

от 2—7 дней пссле сжсга 17 55,8—0,8 3,1 =±=0,17 
(38—88) (1,8—4,3) 

14 сут пссле ож( га 8 49,7=1=2,5 3 ,7+0,33 14 сут пссле ож( га 
(46—57) (3,0—4,6) 

Больные раком поджелудочной железы 8 52,7+5,8 2,9=1=0,2 Больные раком поджелудочной железы 
(41—79) (2,4—3,5) 

П р и м е ч а н и е , п — число обследованных сбразцов плазмы крови. 

Параллельное определение а г А Т и а2-МГ разработанным нами методом 
было проведено в плазме крови больных в динамике ожоговой болезни 
и у больных раком поджелудочной железы. Эти данные сравнительно с со-
держанием указанных ингибиторов в плазме крови здоровых людей приве-
дены в табл. 2. 

Как видно из табл. 2, ингибиторная емкость крови по отношению к 
а2-МГ снижена у больных ожоговой болезнью в период шока и острой ожо-
говой токсемии на 30—40% по сравнению с а2-МГ у здоровых лиц. Наиболь-
шее снижение а2-МГ соответствует 2 сут болезни, когда наблюдается резкое 
возрастание а г А Т , совпадающее с явлениями интоксикации организма; 
на протяжении последующих 4—7 дней болезни активность а2-МГ несколь-
ко возрастает, но даже к 14-му дню болезни остается ниже нормы. Снижение 
уровня а2-МГ было подтверждено полуколичественным иммунохимическим 
методом определения с использованием моноспецифической антисыворотки 
к а2-МГ. Обнаруженное нами снижение уровня а2-МГ в плазме крови боль-
ных с ожогами в период шока и острой ожоговой токсемии свидетельствует 
о связывании этим ингибитором протеиназ плазмы крови и тканей, резко 
активизируемых в зти периоды болезни. 

Уровень аг-АТ, являющегося главным ингибитором протеиназ лейко-
цитов и тканей [13], возрастает в 2—4 раза через 24—48 ч после ожога 
(см. табл. 2) и удерживается на этом высоком уровне в течение всего перио-
да ожоговой токсемии. Возрастание содержания а г А Т на 2—6-й день бо-
лезни коррелирует с усилением процессов интоксикации организма, свя-
занных с освобождением протеиназ лейкоцитов и тканей, и направлено на 
ликвидацию этих процессов. 
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Такая же разнонаправленность изменения двух главных ингибиторов 
сёрииовых протеинах а г А Т и а2-МГ обнаружена в плазме крови больных 
раком поджелудочной железы: уровень а2-МГ значительно снижен, тогда 
как а г А Т резко повышен. Такой характер изменений уровня а г А Т и а2-МГ 
связан, вероятно, с деструктивными процессами при данном заболевании, 
освобождением протеииаз и стремлением организма устранить эту угрозу. 
Содержание а г А Т и а2-МГ может рассматриваться как важный показатель 
собственных защитных сил организма и имеет значение для прогноза бо-
лезни [1, 2]. 

Авторы выражают благодарность Н. А. Дидковскому за иммунохими-
ческое определение а г А Т и М. А. Адо за иммунохимическое определение 
а2-МГ. 
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A M E T H O D FOR ESTIMATION OF a r A N T I T R Y P S I N 
AND OF a 2 -MACROGLOBULIN IN HUMAN BLOOD SERUM (PLASMA) 

IN NORMAL STATE AND U N D E R SOME PATHOLOGICAL C O N D I T I O N S 

N. F. Nariikova, T. S. Paskhina 

Inst i tute of Biological and Medical Chemistry, Academy of Medical Sciences 
of the U S S R , Moscow 

A modif ied spectrophotcmetr ic method is developed for simultaneous estimation 
of a r a n t i t r y p s i n and a 2 -macroglobul in in human blood serum (plasma); the method is 
based on dissimilar interaction of these inhibitors with trypsin in the systems with a low 
molecular substrate N-a-benzoyl-l-arginine ethyl ester. a r A n t i t r y p s i n was estimated by 
inhibit ion of the arginine esterase act ivi ty of trypsin in a mixture containing human 
blood serum diluted 50-fold. a2-Macrcglobulin was estimated by maintained arginine 
esterase act ivi ty of the trypsin-a2-macroglobulin ccmplex, formed af ter interaction of 
an excess of trypsin with blood serum, diluted 10-fold and af ter subsequent inactivation 
of free, unbound with a 2-macroglobul in, trypsin by treatment with the soy bean inhibi-
tor of trypsin. a r A n t i t r y p s i n and a2-macroglobulin were estimated by means of the me-
thod described in blood serum of heal thy persons and in pat ients with burns or with car-
cinoma of pancreas. The method enables to estimate two main inhibitors of blocd plasma 
proteinases in a small volume of blood serum (0.1 ml) very rapidly and specifically using 
commercially available substrate; the method might be reccmmended for routine clinical 
analysis. 
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Д И А Г Н О С Т И К А Г И С Т И Д И Н Е М И И С ПОМОЩЬЮ О П Р Е Д Е Л Е Н И Я 
У Р О К А Н И Н О В О Й КИСЛОТЫ В ПОТЕ Э Н З И М А Т И Ч Е С К И М МЕТОДОМ 

Кафедра биохимии I Московского медицинского института им. И. М. Сеченова, отдел 
клинической генетики Московского научно-исследовательского института педиатрии 

и детской хирургии Министерства здравоохранения РСФСР, Москва 

Описан способ диагностики гистидинемии путем определения уроканиновой кис-
лоты в поте энзиматическим методом с помощью высокоочищенного препарата урока-
ниназы из печени крыс. Определено содержание уроканиновой кислоты предлагаемым 
методом, и известным химическим, методом по восстановлению уроканиновой кислоты 
цинком в среде соляной кислоты у 7 детей, больных гистиданемией, и у 10 детей конт-
рольной группы. У больных детей содержание уроканиновой кислоты в поте значитель-
но снижено по сравнению с таковой у детей контрольной группы, что подтверждает 
диагноз заболевания. Предлагаемый метод отличается высокой чувствительностью, 
специфичностью, хорошей воспроизводимостью и точностью, а также быстротой и 
простотой выполнения. 

Катаболизм гистидина в печени животных осуществляется путем пре-
вращения его в глутаминовую кислоту с образованием в качестве промежу-
точного продукта уроканиновой кислоты. Первую реакцию в цепи превра-
щения гистидина — образование уроканиновой кислоты — катализирует 
фермент гистидаза, обнаруживаемый в печени и эпидермисе кожи. Отсут-
ствие гистидазы или значительное снижение ее активности в печени и коже 
приводит к гистидинемии. Гистидинемия — одно из наиболее распростра-
ненных наследственных нарушений аминокислотного обмена. Ее частота 
среди новорожденных составляет в среднем 1:24 000 1.1]. В результате на-
следственно обусловленного дефицита гистидазы блокируется путь превра-
щения гистидина в уроканиновую кислоту. Следствием этого является на-
копление гистидина и снижение содержания уроканиновой кислоты в био-
логических жидкостях организма. Клинически заболевание характеризу-
ется умственной отсталостью различной степени, нарушениями речи, судо-
рогами. Диагностика гистидинемии основывается, помимо клинических 
данных, на обнаружении повышенной концентрации гистидина в крови и 
моче, снижения содержания уроканиновой кислоты в моче и поте, а также 
снижения активности гистидазы в коже и печени больных. 

При проведении скрининга на гистидинемию на первом этапе обследо-
вания (для получения предварительных данных) используют следующие 
методы: определение количества гистидина в крови и моче с помощью ауксо-
трофных мутантиых штаммов Е. coli К-12 [21, ингибиторного теста Гатри 
1.3] и бумажной хроматографии 14.1. На последующих этапах обследования 
необходимо применение более совершенных, количественных и специфиче-
ских методов для подтверждения диагноза гистидинемии, дифференциро-
вания транзиторной гипергистидинемии новорожденных и детей раннего 
возраста, а также исключения вторичного дисбаланса аминокислот (в том 
числе гистидина), наблюдающегося при других заболеваниях. 

По данным литературы, исследование содержания уроканиновой кис-
лоты в поте проводили у 22 больных гистидинемией. У 19 из них она от-
сутствовала или ее уровень был значительно снижен, у 1 — повышен, а 
у 2 находился в пределах нормы. Следует отметить, что определение уро-
каниновой кислоты в этих исследованиях проводили либо полуколичест-
венно — по спектру УФ-поглощения 15], либо хроматографическим мето-
дом, который достаточно трудоемок, что усложняет получение точных ре-
зультатов. 

В связи с важностью определения уроканиновой кислоты у больных 
гистидинемией было необходимо разработать высокочувствительный и точ-
ный метод определения этой кислоты в биологических жидкостях и тканях. 
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В данной работе описывается разработанный нами энзиматический метод 
определения уроканиновой кислоты в поте с использованием высокоочи-
щеиного препарата уроканииазы. 

М е т о д и к а 

Очистка уроканиназы. Д л я получения уроканииазы использовали печень белых 
кр!лс линии Вистар, содержащихся на стандартной диете. Получение бесклеточных 
препаратов печени и частичную очистку уроканиназы путем осаждения белков при 
рН 5,0 и фракционирования сульфатом аммония производили как описано в [6]. 
Дальнейшую очистку уроканиназы осуществляли путем гель-фильтрации через се-
фарекс G-200 (колонка размером 2 , 5 x 9 5 см, уравновешенная 0,02 М калий-фосфат-
ным буфером рН 7,2) и хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе (колонка размером 1,0Х 
Х70 см, уравновешенная 0,02 М трис-НС1-буфером рН 7,8, элюция фермента ли . 

Т а б л и ц а 1 

Содержание уроканиновой кислоты (в мг на 1 г пота) в поте больных гистидинемией 

Больной Пол Возраст 
Энзиматический ме-

тод Восстановление цинком 

П. М. 2 года 3 мес 0,01 0,03 
Б. ж . 3 года 0,03 0,02 
к . м . 3 года 0,02 0,04 
М. м . 3-г/2 года 0,05 0,05 
М. В. м . 3Va года 0,09 0,03 
III. ж . 5х/2 лет 0,01 0,01 
к . о . ж . 8 лет 0,05 0,05 

х = 0 , 0 4 — 0,012 х=0,03=£:0,01 

нейным градиентом КС1 00,25 М). Полученные фракции активного, высокоочищен-
ного фермента, разлитые по пробиркам небольшими порциями, хранили в заморожен-
ном состоянии и использовали по мере надобности. В работе применяли препарат 
фермента с удельной активностью не ниже 150 нмоль разрушенной уроканиновой 
кислоты в 1 мин на 1 мг белка. 

Сбор пота у больных детей и у детей контрольной группы осуществляли с внут-
ренней поверхности предплечья на кусочки фильтровальной бумаги размером 2,5X 
Х2 ,5 см после стимуляции потоотделения электрофорезом с пилокарпином [7]. 
Массу пота определяли по разнице массы сухой и влажной бумажек. 

Энзиматический метод определения уроканиновой кислоты в поте заключается 
в том, что кусочки фильтровальной бумаги с потом заливают 5 мл 0,02 М калий-
фосфатного буфера рН 7,2 на 10—15 мин. Полученный экстракт прогревают 2 мин 
на кипящей водяной бане, охлаждают и к 2,5 мл полученного экстракта добавляют 
0,5 мл раствора очищенной уроканиназы. На спектрофотометре определяют плот-
ность раствора при 277 им. Смесь инкубируют при 37°С 30 мин и снова определяют 
плотность раствора. Количество уроканиновой кислоты, выраженное в миллиграммах 
в 1 г пота рассчитывают по формуле: 

(Е, — Е а ) Х 2 X 2 2 
Л X 1000 

где Еj — Е2 — разность экстиикций до и после инкубации; 2 — коэффициент для 
определения уроканиновой кислоты во всем объеме экстракта (5 мл); раствор 22 мкг 
уроканиновой кислоты в 3 мл при рН 7,2 имеет плотность 1,00 (коэффициент мо-
лярной экстинкции 18 800); А — масса пота (в г), 1000 — коэффициент перевода ми-
крограммов в миллиграммы. 

Определение уроканиновой кислоты в поте после восстановления ее цинком в при-
сутствии соляной кислоты проводили по описанному методу [8]. 

Активность гистидазы в коже определяли методом С. Р. Мардашева и 
:>авт. [9]. 

Количество гистидина в крови определяли микробиологическим методом с ис-
пользованием ауксотрофных мутантных штаммов Е. со 1 i К-12 [2]. 

Статистическую обработку результатов производили, как описано в [10]. 
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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 

Определение уроканиновой кислоты в поте было проведено нами у 7 
больных гистидинемией (4 мальчика и 3 девочки в возрасте от 2 до 8 лет) 
и 10 детей контрольной группы. В последнюю входили здоровые дети, а 
также больные с приобретенными заболеваниями. 

Т а б л и ц а 2 
Содержание уроканиновой кислоты (в мг на 1 г нога) в поте детей контрольной группы 

Обследуемый Пол Возраст Энзиматический метод Восстановление цинком 

И. м . 1 гсд 0,21 0,17 
А. ж . 1 год 0,14 0,07 
н . м . 2 года 0,12 0,11 
с . м . 3 г* да 0,19 0,03 
ф . ж . 6 лет 0,31 0,31 
А. А. ж . 7 лет 0,19 0,15 
к . ж . 8 л е т 0,42 0,22 
н . к . ж . 9 лет 0,15 0,09 
к . Н. ж . 9 лет 0,31 0,23 
Н. Н. ж . 12 лет 0,32 0,15 

х=0,24=^0,03 
05 

^=0,15—0,04 

К моменту обследования в клинической картине больных гистидинеми-
ей доминировала значительная умственная отсталость или задержка пси-
хомоторного развития в сочетании с нарушениями речи, судорогами. Уро-
вень гистидина в крови натощак колебался от 6 до 20 мг на 100 мл (норма 
< 4 мг на 100 мл). У всех детей была отмечена патологическая реакция на 
нагрузку гистидином в виде более значительного и продолжительного по 
сравнению с детьми конт-
рольной группы повыше-
ния его уровня в крови, 
а также снижение или пол-
ное отсутствие активности 
гистидазы в коже, что 
подтверждало диагноз за-
болевания. 

Определение урокани-
новой кислоты в поте боль-
ных детей и детей конт-
рольной группы было про-
ведено описанным выше 
энзиматическим методом и 
для сравнения известным методом спектрофотометрического определения 
уроканиновой кислоты после восстановления ее цинком в среде соляной 
кислоты. Результаты исследования представлены в табл. 1 и 2, из кото-
рых видно, что содержание уроканиновой кислоты в поте у больных гисти-
динемией значительно снижено по сравнению с таковым у детей контроль-
ной группы. 

Следует отметить, что результаты, полученные при определении содер-
жания уроканиновой кислоты в поте методом восстановления ее цинком 
несколько ниже по сравнению с таковыми, полученными энзиматическим 
методом,, что может быть связано с недостаточно полным восстановлением 
уроканиновой кислоты в системе с цинком и соляной кислотой. Кроме то-
го, энзиматический метод определения уроканиновой кислоты в поте позво-

Т а б л и ц а 3 
Содержание уроканиновой кислоты в стандартном 

растворе 

Известное коли-
чество урокани-
новой кислоты, 

нмоль 

Статистический показатель Известное коли-
чество урокани-
новой кислоты, 

нмоль п X о v, % 

50 20 50,2 + 1,3 2,6 
100 20 98,8 + 1,28 1,3 
150 20 150,6 i t 1,64 1,1 
200 20 204,8 ± 2 , 6 1,3 
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ляет дифференцировать больных гистидинемией от детей контрольной груп-
пы, в то время как метод с цинком в ряде случаев дает заниженные резуль-
таты, которые перекрываются значениями, полученными у больных гисти-
динемией. 

Правильность результатов и точность предлагаемого энзиматического 
метода были проверены нами путем определения уроканиновой кислоты 
в растворах различной, заведомо известной концентрации (табл. 3). 

Как видно из табл. 3, предлагаемый метод характеризуется чувстви-
тельностью, хорошей воспроизводимостью и точностью. Следует особо под-
черкнуть, что предлагаемый метод выявления гистидинемии наряду с вы-
сокой избирательностью отличается от известных ранее методов быстро-
той и простотой выполнения. 

Таким образом, энзиматический метод определения уроканиновой кис-
лрты в поте может быть рекомендован для диагностики гистидинемии. 
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A diagnosis of histidinemia was confirmed by estimation of urokaninic acid in sweat 
using highly purified preparation of urokaninase from rat liver tissue. The content of 
urokaninic acid was estimated by the method developed and by means of a known chemi-
cal method, which involved reduction of urokaninic acid with zinc in a medium contain-
ing HCL; seven children with histidinemia and ten heal thy children were examined. The 
diagnosis of histidinemia was confirmed since the content of urokaninic acid was distinct-
ly decreased in sweat of the impaired children as compared with the control group. The 

method developed was highly sensitive, reproducible and accurate. 
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Т. А. Оборотова, A. E. Берман и В. И. Мазуров 

СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДВУХ МЕТОДОВ ВЫДЕЛЕНИЯ 
ФРАКЦИИ ПОЛИРИБОСОМ, ОБОГАЩЕННОЙ КОЛЛАГЕНОВЫМИ мРНК 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Проведена сравнительная характеристика двух методов выделения свободных 
и связанных полирибосом. Показано, что метод дифференциального центрифугирова-
ния позволяет быстро получить полирибосомную фракцию, которая содержит не-
деградированные мРНК и обогащена коллагеновыми мРИК. 

На основании полученных в настоящее время экспериментальных дан-
ных можно считать установленным, что секретируемые белки синтезируют-
ся в клетках высших организмов на полирибосомах, связанных с мембра-
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нами эндоплазматического ретикулума (связанные полирибосомы), в то 
время как в синтезе внутриклеточных белков преимущественное участие 
принимают полирибосомы, не образующие комплекс с мембранами (свобод-
ные пол и рибосомы) II—3]. 

Это обстоятельство обусловило использование связанных полирибосом 
в качестве источника для выделения информационных Р Н К некоторых 
секретируемых белков [4—6]. 

Однако при выборе указанного источника для выделения мРНК при-
ходится учитывать два момента. С одной стороны, возникает необходимость 
эффективного разделения связанных полирибосом от свободных полири-
босом и других внутриклеточных органелл, с другой стороны, процедура 
фракционирования полирибосом не должна сопровождаться деградацией 
полирибосомных мРНК. Первое из указанных требований удовлетворяется 
при фракционировании полирибосом с помощью получившего широкое 
применение метода Блобела и Поттера [7], основанного на различиях в се-
диментации внутриклеточных структур в растворах с относительно высо-
кой плотностью (концентрированная сахароза). Эффективность очистки 
полирибосомных фракций, достигаемая с помощью этого приема, показана 
в более поздних работах 18, 9], однако недостатком указанного подхода яв-
ляется необходимость длительного центрифугирования фракций клеточно-
го гомогената и связанная с этим возможность деградации полирибосомных 
мРНК. Это обстоятельство определило все большее распространение мето-
дов разделения полирибосомных фракций, основанных па различиях в ско-
рости их седиментации в растворах с невысокой плотностью (методы диф-
ференциального центрифугирования) [10—12]. 

В настоящей работе предложена процедура разделения свободных и 
связанных полирибосом из куриных эмбрионов с помощью дифференциаль-
ного центрифугирования, и в качестве критерия эффективности фракцио-
нирования использована оценка интенсивности синтеза секретируемого бел-
ка — коллагена на той и другой фракции в бесклеточной системе белкового 
синтеза. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали 10-дневные куриные эмбрионы. Ткань эмбрионов гомо-
генизировали в 2,5 объемах буфера А (600 мМ сахароза , 50 мМ трис-HCl рН 7,6, 
25 мМ KCl, 1 мМ ацетат магния, гепарин 0,1 мг/мл)в стеклянном гомогенизаторе 
с тефлоновым поршнем (6 ходов поршня) . Гомогенат фильтровали через 2 с л о я мар-
ли и центрифугировали при 600 g в течение 10 мин. Надосадочную жидкость соби-
рали, осадок ядер промывали буфером А и вновь центрифугировали. Митохондрии 
из объединенной надосадочной жидкости удаляли центрифугированием при 12 000 g 
в течение 10 мин. Полученную при этом надосадочную жидкость центрифугировали 
при 30 000 g в течение 7 мин для разделения мембраносвязанных (осадок) и сво-
бодных (иадосадочиая жидкость) полирибосом. Д л я осаждения свободных полирибо-
сом надосадочную жидкость наслаивали на 2 мл содержащего 2,0 М сахарозу буфе-
ра А в пробирках к ротору Т-65 центрифуги «Spinko L5—65» («Весктап», США) 
и центрифугировали при 300 000 g в течение 3 ч. Осадок свободных полирибосом сус-
пендировали в 2—3 мл буфера Б (25 мМ трис-HCl р Н 7,6, 100 мМ КС1; б м М 
ацетат м а ш и я , 1 мМ дитиотреитол). 

Д л я удаления примесей свободных полирибосом мембраносвязанные полирибо-
сомы суспендировали в буфере А и осаждали центрифугированием при 30 000 g 
в течение 7 мин. Эту процедуру повторяли трижды. Полученный осадок мембрано-
связанных полирибосом суспендировали в 1—2 мл буфера Б . Суспензии связанных 
и свободных полирибосом хранили при —60°С. 

Тотальный препарат аминоацил-тРНК-синтетаз выделяли по методу Хоглаида 
и др. [13] из надосадочной жидкости, полученной после центрифугирования пост-
митохондриальной фракции тканевого гомогената при 150 000 g в течение 90 мин. 

Бесклеточная система белкового синтеза (конечный объем 0,2 мл) содержала 
20—50 мкг полирибосом (по РЫК) , 80—200 мкг аминоацил-тРНК-синтетаз (по бел-
ку), а т а к ж е 30 мМ трис-HCl р Н 7,6, 100 мМ КС1, 6 мМ ацетат магния; АТФ 1 мМ, 
ГТФ 0,2 мМ, креатинфосфат 10 мМ («Calbiochcm», США), креатиифосфаткнназу — 
80 мкг/мл («Sigma», США), смесь 19 немеченых аминокислот (кроме пролина)— 
40 мкМ каждой, дитиотреитол 1 мМ, [ 8 Н ] - п р о л и н (удельная радиоактивность 
50 Ки/ммоль) 10 мкКи . Инкубацию системы проводили при 37°С в течение 1 ч. 
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Для расщепления коллагеиазой использовали 0,1 мл раствора синтезированных 
в системе радиоактивных белков (4000—10 000 имп/мин), содержащего 0,05 М трис-
HCl-буфео рН 7,6 с 0,005 М СаС12. К опытным пробам добавляли 10 мкл раствора 
коллагеназы, не содержащей примесей других протеиназ. Пробы инкубировали при 
37°С в течение 90 мин, после чего к контрольным и опытным пробам добавляли 
равный объем раствора 0,2 и. КОИ, содержащего 1 мг/мл немеченого пролииа, и 
смесь инкубировали 20 мин при 37°С. После инкубации пробы охлаждали и добав-
ляли равный объем 10% трихлоруксусной кислоты с 0,5% танином. Выпавшие 
осадки собирали на миллипоровые фильтры, высушивали и определяли их радиоактив-
ность. Количество расщепленных коллагеиазой радиоактивных пептидов определяли 
по методу Петерковского и Дигелмана [14]. 

Седиментационный анализ фракций свободных и связанных полирибосом прово-
дили с помощью центрифугирования в линейном градиенте концентраций сахарозы 
(5 мл, 10—40%), приготовленном на буфере Б. К суспензии связанных полирибо-
сом для отделения их от мембран добавляли тритон Х-100 до конечной концентрации 
1%. На градиент наносили 1,5—2,5 опт. ед. (А2в0) полирибосом в 0,2 мл буфера Б . 
Цегптжфугироваиие проводили при 170 000 g (ротор SW-50,1, центрифуга «Spinco 
L5-65») в течение 40 мин. После центрифугирования собирали фракции (начиная от 
дна пробирки) и определяли их оптическую плотность при 260 нм. 

Р Н К и белок в полирибосомных фракциях определяли соответственно по мето-
дам Мейбаум [15] и Лоури и др. [16]. 

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

Одним из критериев эффективности фракционирования свободных и 
связанных полирибосом, выделенных из различных тканей, является соот-
ношение белка и РЫК в полирибосомных фракциях. Величины этого от-
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Седиментационный профиль свободных (А) и связанных (Б) полирибосом. 
На рис. Б увеличение оптической плотности во фракциях 22 — 25 обусловлено присутствием тритона 

Х-100. 

ношения для фракции связанных полирибосом, по данным различных ав-
торов [3, 8, 17], варьируют в пределах 0,14—0,25 в зависимости от ткани 
и метода разделения полирибосомных фракций, в то время как для свобод-
ных полирибосом это отношение равно 1. 

Хорошо апробированный метод разделения свободных и связанных 
полирибосом, разработанный Блобелом и Поттером 17] и впоследствии мо-
дифицированный Аделманом и др. [8, 9], позволяет, как показано в ука-
занных работах, практически полностью предотвратить перекрестное за-
грязнение полирибосомных фракций друг другом. 

Действительно, по нашим данным 1.3], фракции свободных и связанных 
полирибосом, выделенные из куриных эмбрионов по указанному методу, 
характеризуются отношением РНК/белок, равным соответственно 1,0 и 0,1. 

Учитывая указанный выше недостаток метода Блобела и Поттера 17], 
мы провели разделение полирибосомных фракций, полученных из того же 
источника, с помощью дифференциального центрифугирования. Химический 
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анализ показал, что для фракции связанных полирибосом отношение 
РНК/белок равно О,И. Таким образом, подобранные нами условия диффе-
ренциального центрифугирования позволили выделить фракцию связанных 
полирибосом, практически не отличающуюся по химическому составу от 
аналогичной фракции, выделяемой из того же источника по методу Бло-
бела и Поттера [7]. 

Седиментациоииый анализ свободных и связанных полирибосом, по-
лученных с помощью дифференциального центрифугирования, показал 
(см. рисунок), что обе фракции характеризуются высоким содержанием тя-

желых полирибосом (78%) по сравне-
нию с моносомами (22%). Сопоставле-
ние данных седимеитационного анали-
за связанных полирибосом, выделен-
ных указанным методом, с ранее полу-
ченными нами результатами [3] ана-

т Т а б л и ц а 1 •I t 1 
Включение [3Н]-пролина в белки, 
синтезированные в бесклеючной 

системе на свободных и связанных 
полирибосомах, выделенных 

из куриных эмбрионов 

П о л и р и б о с о -
мы 

С
од

ер
ж

ан
и

е 
п

ол
и

ри
бо

-
со

м
н

ой
 Р

Н
К

 
в 

п
р

об
е,

 
м

кг
 

Включен не, 
имп/мин на 
1 мг РНК 

Свободные 50 4 350 800 
44 6 741 818 
26 4 595 000 

Связанные 33 4 689 696 
24 6 224 166 
20 3 153 000 

Т а б л и ц а 2 
Синтез коллагена на свободных и связанных 
полирибосомах в бесклеточной системе белкового 

синтеза 

Полирибосомы Синтезированный коллаген, % 

Свободные 8, 10, 5 (8) 
Связанн ые 47, 46, 42, 47, 40 (44) 

П р и м е ч а и и е. В таблице 
приведены результаты 3 типичных опы-
тов. 

П р и м е ч а н и е . В таблице приведены 
средние данные (в скобках) и отдельные дан-
ные 3—5 опытов. 

лиза аналогичной фракции, выделенной методом Блобела и Поттера из 
той же ткани, не выявило существенных различий между этими фракциями 
как по содержанию тяжелых полирибосом, так и по общему седиментаци-
ониому профилю. 

Важным преимуществом метода дифференциального центрифугирования 
является резкое сокращение времени, затрачиваемого на фракционирова-
ние полирибосом. Так, если оригинальный метод Блобела и Поттера или 
его модификации включают длительную (до 24 ч) процедуру разделения 
фракций, то по предложенной в настоящей работе схеме выделение и очист-
ка связанных полирибосом осуществляются не более чем через 1 ч после 
получения постмитохондриальной надосадочной жидкости. 

В том случае, если полирибосомные фракции предполагается исполь-
зовать для выделения различных классов полирибосомных мРНК, такое 
сокращение процедуры фракционирования имеет важное значение, посколь-
ку оно уменьшает вероятность их деградации. 

Одним из критериев нативности полирибосомных мРНК в составе 
фракций полирибосом является белоксинтезирующая активность этих фрак-
ций в условиях бесклеточной системы белкового синтеза. Как видно из 
табл. 1, фракции связанных и свободных полирибосом, полученные с по-
мощью дифференциального центрифугирования, не различаются между со-
бой по удельной белоксиитезирующей активности. С другой стороны, ранее 
полученные нами данные о белоксиитезирующей активности полирибосом-
ных фракций, выделенных из той же ткани методом Блобела и Поттера 
17], показывают, что в этом случае фракция связанных полирибосом вдвое 
менее активна в белковом синтезе, чем фракция свободных полирибосом 
[3]. На наш взгляд, это различие можно объяснить тем, что при разделении 
полирибосом методом Блобела и Поттера, предусматривающим длительное 
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центрифугирование полирибосомного материала, имеет место деградация 
связанных полирибосом под действием нуклеаз мембранного происхождения. 

При оценке возможности использования связанных полирибосом, по-
лученных предложенным в настоящей работе методом, в качестве источни-
ка для выделения коллагеновых мРНК необходимо было установить, в ка-
кой мере указанная полирибосомная фракция обогащена коллагеновыми 
матрицами. В этом случае целесообразна бесклеточиая система белкового 
синтеза с последующим определением содержания коллагеновых полипеп-
тидов в синтезированном продукте. Как видно из табл. 2, коллагеиовые 
полипептиды составляют ~ 5 0 % от всех белков, синтезированных в бескле-
точной системе на связанных полирибосомах, выделенных указанным ме-
тодом. Более того, при сравнении коллагенсинтезирующей активности фрак-
ций связанных полирибосом, выделенных нами в настоящей работе с по-
мощью дифференциального центрифугирования или методом Блобела и 
Поттера [31, видно, что первый из указанных методов позволяет получить 
фракцию, более активную в синтезе полипептидов коллагеновой природы 
в бесклеточной системе. Этот результат также можно объяснить большей 
сохранностью коллагеновых мРНК, обусловленной сокращением времени 
фракционирования полирибосом. 

Таким образом, метод дифференциального центрифугирования позво-
ляет быстро получить полирибосомную фракцию, которая, с одной стороны, 
содержит недеградированиые мРНК, а с другой — обогащена коллагено-
выми мРНК. 
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Two methods for isolation of free and bound polyribosomes were compared. The 
method of differential centr ifugation enabled to obtain rap 'd ly a polyribosome fract ion, 
containing undegraded m R N A enriched in the collagen m R N A . 



Р Е Ц Е Н З И Я 

УДК 012.0 14.402.1 / . 3 -087 .4 :543 .42(049 .32) 

В. П. В е р б о л о в и ч. Инфракрасная спектроскопия биологических, мем-
бран. К а з а х с к а я ССР, Н а у к а , 1977, 128 с. 

Изучение организации и функции биологических мембран, контролирующих 
самые различные и многообразные процессы жизнедеятельности путем осуществления 
структурной, барьерной, энергетической, пластической и векторной функций, являет-
ся одним из наиболее важных направлений в биологии. Повреждение мембран -
один из универсальных патологических механизмов, реализующихся при различных 
по этиологии и патогенезу патологических состояниях. Кроме того, действие боль-
шинства лекарственных препаратов и биологических регуляторов проявляется на 
уровне мембран, а их различные превращения и детоксикация происходят также в 
мембранной фазе клеток. 

Д л я изучения структуры мембран в настоящее время широко применяют 
физические методы — дисперсию оптического вращения , диффракцию рентгеновских 
лучей, спиновые зонды, ядерный магнитный и электронный парамагнитный резонанс, 
спектроскопию в УФ-свете и ИФ-области. Метод инфракрасной спектроскопии обла-
дает высокой чувствительностью и дает, помимо количественных характеристик , ин-
формацию о структуре и пространственной ориентации биополимеров, являющейся 
результатом их взаимодействия в сложно организованном комплексе биологической 
мембраны. Этот метод используется для изучения конформации белка, расшифровки 
природы и силы взаимодействия белковых и липидных компонентов (в мембранах эрит-
роцитов, митохондрий, эндоплазматического ретикулума клеток печени). Однако 
сложности в интерпретации полученных данных не всегда позволяют полностью реа-
лизовать получаемые результаты. Автор настоящей монографии сделал попытку со-
поставить изменения структурных параметров мембран и их функциональных 
свойств, активности связанных с мембраной ферментов, фосфорилирующего окисления 
субстратов, транспорта катионов. 

Автором обобщены данные литературы и собственный опыт по применению 
инфракрасной спектроскопии для изучения структуры биологических мембран. 
Показаны возможность регистрации с помощью этого метода видовых, органных 
и функциональных особенностей мембран, прижизненных перестроек конформации 
белков, а также соотношение белковых и липидных компонентов мембраны. Большое 
внимание автор уделяет влиянию локальных (дикаин) и ингаляционных (эфир, фто-
ротан) анестетиков, стероидного наркоза и иейролептанальгезии на структуру ме-
мбран митохондрий, саркоплазматичеекого ретикулума (большая часть эксперимен-
тов выполнена на прямой мышце живота человека). Сопоставлены изменения актив-
ности АТФ-азы микросомальной фракции и структуры мембран миокарда в условиях 
искусственной гипотермии и острой циркуляторной гипоксии. Обсуждается возмож-
ность использования инфракрасных спектров мембран эритроцитов при экстремаль-
ных воздействиях. 

Монография состоит из 4 глав . В первой главе «Принцип метода и его примене-
ние для изучения биологических мембран» кратко изложена теория метода и представ-
лены общепринятые подходы к интерпретации спектров белков, фосфолипидов и ли-
попротеидиых комплексов. 

Во второй главе «Особенности структуры различных типов мембран» представ-
лены данные, полученные при применении инфракрасной спектроскопии для оценки 
особенностей структуры митохондрий, эндоплазматического ретикулума легочной 
ткани, скелетной и сердечной мышц. Рассмотрены сходство и различия спектральных 
характеристик мембран мышц человека и экспериментальных животных, влияние 
условий выделения субклеточных структур на их поглощение в инфракрасной 
области. 

В третьей главе «Влияние общих и локальных анестетиков на структурно-
функциональные параметры мембран» автор по данным инфракрасной спектроскопии 
представил анализ взаимодействия общих и регионарных анестетиков с мембранами 
митохондрий и саркоплазматичеекого ретикулума прямой мышцы живота человека. 

В четвертой главе «Характеристика мембран саркоплазматичеекого ретикулума 
миокарда в условиях гипоксии и гипотермии» обобщен ценный опыт автора по ис-
следованию микросомальной фракции миокарда собак в экспериментах, имитирующих 
отдельные этапы операции на сердце (искусственная гипотермия, выключение сердца 
из кровообращения , восстановление гемодинамики, согревание). 

Бесспорным достоинством книги является в целом успешная попытка сочетать 
новый для биологии мембран физический принцип с задачами клинической и меди-
цинской биохимии. По нашему представлению, эта монография является первым 
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опытом такого подхода. В книге есть некоторые недостатки. К числу их слч 
сги использование не самых современных методов выделения мембранных фр. 
и не достаточно корректное определение активности транспортных АТФ-аз. v 
сзойств промежуточного интермедиата транспортных АТФ-аз проведена с i 
зэения концепций, подвергаемых в настоящее время обоснованной критике. (Моле* 
лярная организация и механизм функционирования натрий-насоса. Болдырев А. А., 
Твердислов В. А. Итоги науки и техники, Биофизика т. 10, М., 1978.) Хотелось бы по-
желать автору при переиздании этого весьма полезного пособия учесть новые данные 
литературы и привлечь к обсуждению представляемых исследований более совре-
менные. 

Давая общую оценку настоящего издания, следует учесть, что автором впервые 
в отечественной литературе коротко изложены основные принципы метода инфра-
красной спектроскопии в применении к биологическим мембранам, тем самым успеш-
но осуществлена цель — помочь хирургам, анестезиологам, врачам-биохимикам глуб-

е понять молекулярные механизмы обезболивания и процессы, протекающие в 
ивом организме в экстремальных условиях (под влиянием анестетиков, хирургиче-
ого вмешательства на фоне общего охлаждения и выключения сердца из кровообра-

ения). Несомненно четкое представление об особенностях взаимодействия лекарст-
венных препаратов с белками и липидами на уровне клетки и субклеточных структур, 
правильная оценка физико-химических последствий такого взаимодействия и его био-
логического значения дают возможность глубже и точнее интерпретировать их клиии-

ские проявления. Поэтому следует считать весьма удачным издание этой моногра-
фии, а саму книгу рекомендовать как биологам-теоретикам (экспериментаторам), 
применяющим современные физико-химические методы в изучении мембранных про-
цессов, так и практическим врачам, совершенствующим диагностические подходы в 
решении насущных практических задач. 

Л . В. С т о й д а , А. А. Б о л д ы р е в (Москва) 
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