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Возрастающий интерес специалистов разных областей биологии и меди-
цины к проблемам биохимии коллагена, вероятно, обусловлен следующими 
обстоятельствами. Во-первых, в настоящее время признано, что, помимо 
опорно-механической роли, коллаген играет активную роль в процессах 
морфогенеза, клеточной дифференцировки и регенерации [1—5). Во-вто-
рых, количественные и качественные нарушения синтеза, созревания и рас-
пада коллагена являются важным звеном патогенеза многих заболеваний. 
Уже выяснены молекулярные механизмы нарушения обмена коллагена, 
лежащие в основе некоторых вариантов врожденной патологии соедини-
тельной ткани, таких, как синдром Элерса — Данлоса IV—VII типов, 
несовершенный остеогенез, гомоцистинурия и др. [6 ,7 ]. Имеются многочис-
ленные данные, указывающие на изменение метаболизма и структурных ха-
рактеристик коллагена при ряде заболеваний — коллагенозах 16—9], 
циррозах печени [10, 11], атеросклерозе [7, 12, 13 ], диабете [7, 141. 
В-третьих, изучение коллагена приобретает большое практическое значение: 
препараты коллагена все шире применяются в медицине для лечения ожогов, 
ран, хронических язв и т. п. [15, 161. В-четвертых, вследствие уникальной 
структуры, своеобразия обменных характеристик, способности к спонтан-
ной самосборке коллаген представляет удобную модель для изучения био-
синтеза белков и процессов образования сложных надмолекулярных струк-
тур [17]. 

Изучение коллагеновых белков и ферментов их обмена составляет 
обширную и быстро развивающуюся область биохимии, охватить которую 
становится все труднее даже специалистам. 

В отечественной литературе в последние годы был опубликован ряд 
обзоров и книг, посвященных биохимии коллагена и различным аспектам 
его практического использования 15, 15—18 I. Однако быстрые темпы раз-
вития этой области биохимии обусловливают целесообразность периодиче-
ского краткого суммирования о б о д а сведений о коллагеновых белках в све-
те самых последних достижений. Настоящий обзор является попыткой такого 
суммирования. 

Молекула коллагена состоит из 3 полипептидных цепей, вытянутых 
и закрученных в спираль вокруг общей оси. Длина молекулы 280 нм, диа-
метр 1,4 им, молекулярная масса 300 ООО дальтон. Индивидуальная поли-
пептидная цепь — так называемая а-цепь — состоит приблизительно из 
1000 аминокислотных остатков. Анализ первичной структуры сс-цепей по-
казал, что более 95% длины составляют повторяющиеся последовательности 
триплетов гли—х—у, где позиция х и у может быть занята различными 
аминокислотными остатками, за исключением остатков цистеина и арома-
тических амииокислот. Часто позиция х занята пролииом, а у - - окси-
пролином. Относительно высокое содержание иминокислот и характер-
ное распределение глицина в цепях коллагена необходимы для образования 
тройной спирали и придания молекуле жесткости [5, 15, 19, 201. 

659 



Биосинтез, посттрансляциоииые модификации и распад коллагена пока-
заны на рисунке 16, 7, 21—27 I. Видно, что коллаген синтезируется на рибо-
сомах гранулярного эндоплазматического ретикулума. Прежде чем войти 
в состав коллагеновых фибрилл, про-а-цепи, а затем и молекулы проколлагена 
претерпевают ряд посттраисляционных внутри- и внеклеточных изменений, 
которые происходят под влиянием многочисленных ферментов (табл. 1 и 2). 
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Джаксоиа и Стивена 1.23.1» Воесиера [26], Смита [85] . 
Римскими цифрами обозначены ферменты обмена коллагена, приве-

денные в табл. 1 и 2. 

На самом раннем э т а п е , — вероятно, еще в процессе сборки коллагено-
вых полипептидных цепей — начинается окисление части пролиновых и ли-
зиновых остатков, в котором участвуют 3 фермента — пролил-3-, пролил-4-
и лизилгидроксилаза [21, 361. Биологическая роль оксипролина, окислен-
ного в 4-м положении, заключается в стабилизации конформации трехспи-
ральной молекулы коллагена. Известно, что при ингибировании процесса 
окисления пролина коллаген денатурируется при физиологических условиях 
16.1. Функциональная роль 3-оксипролина пока не выяснена. Оксилизин 
участвует в образовании поперечных связей [22] и, кроме того, служит 
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местом, где углеводные остатки присоединяются к нему через о-(3-гликозид-
ную связь. Последнюю реакцию катализируют коллагенгалактозил- и кол-
лагеиглюкозил-трансфераза [21 ]. Значение углеводных компонентов в кол-
лагене окончательно не определено. Предполагают, что они влияют на 
диаметр коллагеновых фибрилл ]76 I и на характер и количество поперечных 
связей в них [22]. По-видимому, они играют в а ж н у ю роль в процессах 
минерализации [77], во взаимодействии коллагена с протеогликанами 1781 
и неколлагеновыми пептидами [79]. 
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N- и С-концевые участки про-а-цепей приблизительно 120—130 амино-
кислотных остатков по аминокислотному составу резко отличаются от 
центральной части молекулы. Здесь содержатся остатки ароматических 
аминокислот и цистеина, тогда как остатков глицина и пролина относитель-
но немного. Кроме того, на С-коицевом участке молекулы проколлагена 
определены значительные количества углеводных остатков — манноза, 
галактоза, глюкоза и галактозамин; в N-концевой области обнаружен толь-
ко глюкозамин 1.47 I. Предполагается, что эти так называемые дополнитель-
ные пептиды необходимы для быстрого и эффективного соединения про-а-
цепей, а также для предотвращения спонтанной полимеризации молекул 
внутри клетки [21 I. Объединение полипептидных цепей начинается с обра-
зования межцепьевых дисульфидных связей на С-конце молекул прокол-
лагена. Затем, после формирования тройной спирали, молекулы транспор-
тируются в вакуоли пластинчатого комплекса и секретируются во внекле-
точное пространство 121 ]. 

Внеклеточный этап модификации структуры молекул проколлагена на-
чинается с отщепления дополнительных пептидов с N- и С-концов молекулы. 
Проколлагеи, лишенный N- или С-концов молекулы, принято называть 
соответственно Р с - или Р н -коллагенами [52]. Ферменты, осуществляющие 
отщепление концевых пептидов, называются P N - или Р с -коллаген протеазы 
либо N H 2 - ИЛИ СООН-терминальный проколлаген протеазы [50—52 I. В ре-
зультате отщепления концевых пептидов проколлагеи превращается в кол-
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лаген. Таким образом, в этом процессе участвуют не менее 2 протеиназ. 
Причем действие этих ферментов строго специфично, так как и на N-, и 
на С-концах молекулы остается последовательность аминокислот в 15— 
50 остатков, не входящая в состав тройной спирали коллагена и имеющая 
нехарактерный для центрального участка молекулы состав. При неспеци-
фическом же протеолизе проколлагена, например, пепсином эти участки 
отщепляются. Выяснено, что последние имеют существенное значение для 
стабилизации надмолекулярных структур коллагена, поскольку находя-
щиеся здесь остатки оксилизина участвуют в образовании поперечных свя-
зей [80—82]. 
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Молекулы коллагена способны спонтанно объединяться в фибриллы. 
Однако эти фибриллы не обладают достаточной прочностью, пока не обра-
зуются ковалентные связи между а-цепями соседних молекул. Первой сту-
пенью образования таких связей является окислительное дезаминирование 
£-NH 2 - rpynr i некоторых лизиновых и оксилизиновых остатков под дейст-
вием лизилоксидазы. В результате реакции образуются остатки б-полуаль-
дегида-а-аминоадипиновой кислоты (аллизина) или б-полуальдегида-б-окси-
а-аминоадипиновой кислоты (оксиаллизина). Поперечные связи, образую-
щиеся путем альдольной конденсации 2 альдегидов, характерны для внутри-
молекулярного связывания а-цепей коллагена. Образующийся в результате 
реакции вторичный альдоль может участвовать в межмолекулярной связи 
[22]. Основные связи типа шиффовых оснований образуются путем конден-
сации e - N H 2 - r p y n n оксилизина с альдегидом. Двойная связь шиффова ос-
нования дегидродиоксилизиннорлейцииа спонтанно переходит в более ста-
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бильную кетоформу. Гистидино-оксимеродесмозин образует поперечные свя-
зи между 4 а-цепями коллагена 122]. Таким образом, возникает значитель-
ное количество различных вариантов связей, характер образования кото-
рых пока окончательно не выяснен. 

Объединение молекул коллагена в фибриллярные структуры происхо-
дит со сдвигом относительно друг друга приблизительно на V4 длины моле-
кулы. При таком их расположении взаимодействие противоположно заря-
женных и гидрофобных аминокислотных остатков максимально 119, 84] . 
В настоящее время нет единого мнения относительно пространственной ор-
ганизации микрофибрилл. В одной из наиболее принятых моделей предпо-
лагается, что микрофибрилла состоит из параллельно расположенных вдоль 
общей оси 4 или 5 молекул коллагена 119, 85, 86 I. Диаметр такой микро-
фибриллы 3—5 нм. Микрофибриллы объединяются в структуры большего 
диаметра, из которых формируются коллагеиовые фибриллы. Р о л ь цемен-
тирующего вещества между фибриллами отводится структурным гликопро-
теииам [23]. Структурные гликопротеины — это сравнительно недавно вы-
деленный и изученный класс веществ соединительной ткани [87]. В состав 
этих белков входят глюкоза, фруктоза и сиаловые кислоты. Интересно, 
что в составе структурных гликопротеинов обнаружена такая уникальная 
кислота, как оксилизин, характерная для коллагена. Структурные глико-
протеины связываются с коллагеном прочными, возможно, ковалентными свя-
зями. Предполагают, что существенную роль в этом взаимодействии игра-
ют альдиминовые связи, возникающие между е-М~12-группами лизина и гек-
созами [164, 165]. Комплексы коллагена с гликопротеииами, взаимодейст-
вуя с протеогликаиами, объединяются в более крупные структуры. Связь 
коллагена с протеогликаиами обеспечивается электростатическим взаимо-
действием между сульфатными группами протеогликанов и е-]МН2-амино-
группами лизила и гуанидиновыми группами аргинина. 

Процессы катаболизма коллагена в целом менее изучены, чем его био-
синтез. Распад коллагена — сложный многоступенчатый процесс, проходя-
щий как внутри клеток, так и внеклеточно. 

Внеклеточную деструкцию коллагена начинает высокоспецифичная 
нейтральная коллагеиаза, которая способна воздействовать не только на 
свободные, но и на агрегированные в фибриллы молекулы коллагена (25, 
88, 89 I. Несмотря на отсутствие каталитической активности, латентная кол-
лагеиаза способна связываться с коллагеновыми фибриллами [83]. Извест-
но, что активирование коллагеназы происходит в результате ограниченного 
протеолиза [24]. Предполагают, что ключевая роль в ее активировании 
in vivo, в частности при воспалительных реакциях, принадлежит плазмину 
[90, 91 ]. Показано также, что активирование фермента может происходить 
не только в присутствии протеиназ, но и под влиянием реагентов, связываю-
щихся с тиоловыми группами [92—94 1. Поэтому пока трудно однозначно 
ответить на вопрос, является ли латентная коллагеиаза зимогеном или пред-
ставляет собой комплекс фермента с ингибитором. Однако в последнее время 
многие авторы склоняются в пользу второго предположения [92, 94, 95] . 
Наличие ингибиторов коллагеназы было показано в экстрактах различных 
органов и тканей [92, 961, синовиальной жидкости [92], культуральной 
среде человеческих фибробластов 197.1 и т . д . 

В зависимости от вида ткани молекулярная масса ингибиторов состав-
ляет 6000—12 ООО дальтон [901. Интересно, что в роли ингибиторов колла-
геназы могут выступать дополнительные пептиды N- и С-концевых участков 
молекулы проколлагена, отщепляющиеся после выхода молекулы из клет-
ки [100]. Этим, по-видимому, обеспечивается «безопасность» вновь синте-
зированных молекул коллагена от действия коллагеназы. Коллагеиаза ата-
кует спиральный участок молекулы, расщепляя все За-цеп и па расстоянии 
примерно 3/4 от iV- конца [25]. При этом независимо от генетического типа 
коллагена всегда гидролизуются связи между остатками глицина и лейцина 
(изолейцина) [101, 102]. Однако следует отметить, что в зависимости от 
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источника фермента его каталитическая активность не всегда одинакова 
по отношению к разным изоформам коллагена. Так , если коллагеиаза, син-
тезируемая в культуре человеческих эмбриональных фибробластов, расщеп-
ляет коллаген I и I I I типов с одинаковой скоростью, то коллагеиаза, на-
ходящаяся в гранулах полиморфноядерных лейкоцитов, разрушает колла-
ген I типа в 15 раз быстрее, чем коллаген I I I типа 1.1031. Кроме того, ско-
рость деструкции зависит от природы субстрата. Например, коллаген II ти-
па расщепляется при воздействии синовиальной коллагеназы значительно 
медленнее, чем коллаген I и I I I типов [101, 104]. 

В результате расщепления коллагена нейтральной коллагеназой обра-
зуются два фрагмента, температура денатурации которых на 5°С ниже нор-
мальной температуры тела. Дальнейшее расщепление денатурированных 
сегментов молекулы может происходить также экстрацеллюлярно под дей-
ствием специфических и неспецифических нейтральных протеаз 1.25, 105]. 

В настоящее время появились также сообщения о том, что на первом 
этапе разрушения фибриллярных форм коллагена принимают участие депо-
лимеризующие ферменты типа катепсина G и эластазы полиморфноядерных 
лейкоцитов. Эти энзимы действуют на неспиральные N-концевые участки 
молекул коллагена, способствуя переходу молекул в растворимое состоя-
ние 174, 1051. Есть сообщение об участии: в этих процессах также катепси-
на D [75]. 

Кроме того, как растворимые, так и нерастворимые формы коллагена 
могут расщепляться внутриклеточно, в фаголизосомах — набором лизо-
сомальных ферментов, таких, как катепсин В и коллагенолитический ка-
тепсин 1,1061. На степень устойчивости коллагеновых фибрилл к действию 
этих протеаз большое влияние оказывают локализация и количество межмо-
л е к у л я р н ы х поперечных связей, а также количество и тип связанных с кол-
лагеном протеогликанов. При этом генетический тип коллагена имеет, по-
видимому, меньшее значение [107]. Лизосомальные гликозидазы, дейст-
вуя на протеогликаны, входящие в состав фибрилл, способствуют раство-
рению фибриллярных форм коллагена [107]. В фаголизосомах при кислых 
значениях рН частично деградированные фибриллы набухают, что облег-
чает проникновение гидролаз к труднодоступным при нейтральном р И 
связям, главным образом в области телопептидов. Предполагают, что при 
этом катепсин В и коллагенолитический катепсин расщепляют разные связи 
I КШ1 

Наконец, имеются данные о существовании еще одного своеобразного, 
но неизученного пока пути деградации значительных количеств коллагена . 
Найдено, например, что около 3-/3 вновь синтезированного эксплантами 
легочной ткани коллагена чрезвычайно быстро, в течение нескольких ми-
нут, разрушается до весьма мелких пептидов с молекулярной массой менее 
200 дальтон [1081. Показано, что этот процесс не зависит от действия эк-
страцеллюлярных ферментов или фагоцитоза и затрагивает, по-видимому, 
а -цепи еще до образования ими тройной спирали. Предполагают, что он 
служит для тканеспецифического контроля количества и качества колла-
гена, секретируемого клетками. 

Образующиеся в результате деградации коллагена иизкомолекулярные 
пептиды либо выводятся из организма с мочой, либо расщепляются до ами-
нокислот специфическими ферментами, в частности пролидазами и пролина-
зами [27 ]. Оксипролин, освобожденный из этих пептидов, окисляется в пе-
чени, и небольшая его часть выводится с мочой [ И , 7.1. 

Данные, на основании которых была составлена настоящая схема обмена 
коллагена, были получены в основном при изучении коллагена I типа. 
Однако за последние несколько лет установлено, что для формирования раз-
ных видов соединительной ткани организмом используются разные типы 
коллагена. В настоящее время из тканей млекопитающих выделено и оха-
рактеризовано 4 генетически различных типа коллагена [101]. Имеются 
сообщения об открытии новых изоформ 1109—111, 119]. Кроме того, в по-
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пушяции молекул каждого типа существует микрогетерогенность, возни-
кающая вследствие посттрансляционных модификаций структуры молекул , 
что существенно увеличивает многообразие вариантов коллагена. 

Наиболее распространенной изоформой является коллаген I типа; 
он содержится в коже, костях, сухожилиях и других тканях . В 1961 г. 
Пиз и соавт. [112], фракционируя денатурированный кожный коллаген 
на КМ-целлюлозе, установили, что его молекула содержит 2 типа а-цепей. 
ос-Цепи элюирующиеся в 1-м пике, назвали а \ -цепями , во 2-м — а2-цепями. 
Молекула коллагена I типа состоит из двух а1(1)-цепей и одной а2-цепи— 
[а1(1) ] 2 а2 . Полная аминокислотная последовательность а1(1)-цепи уже 
установлена [191. Заканчивается выяснение аминокислотной последова-
тельности а2-цепи. Она отличается первичной структурой от а1(1)-цепи 
и кодируется отдельным геном. Д л я а2-цепи характерно более высокое со-
держание оксилизина и остатков неполярных аминокислот. Распределение 
вдоль цепи остатков полярных аминокислот и имииокислот очень схоже 
119, 101 I. В целом в строении a l ( l ) - и а2-цепи отмечается выраженная го-

мология. С помощью метода гибридизации соматических клеток человека 
и мыши показано, что генные локусы, определяющие структуру человече-
ского коллагена I типа, локализованы в 7-й хромосоме [113]. 

Новый тип а-цепей был обнаружен в 1969 г. при исследовании хряще-
вого коллагена [114]. Эти ос-цепи элюировались с КМ-целлюлозы в пози-
ции, характерной для a l -цепей коллагена I типа, но имели отличия в ами-
нокислотном составе, поэтому их обозначили a l - ц е п и II типа, или ее 1 (11)-
цепи. Молекула коллагена, выделенного из хряща, состоит из трех a l ( I I ) -
цепей. Эту изоформу — |ос 1 (11)]3—назвали коллагеном II типа. Полная ами-
нокислотная последовательность ос1(П)-цепи пока не выяснена, тем не ме-
нее сравнение первичной структуры расшифрованных участков сс1(11)-цепи 
1.115, 1161 с аналогичными областями ос1(1)-цепи показало сильно выражен-

ную гомологию — совпадение почти 80% аминокислотных остатков. Ха-
рактерной особенностью сс1(П)-цепей по сравнению с a l ( l ) - и а цепями 
является более высокое содержание окисленных остатков лизина, а т акже 
ди- и моносахаридов [101, 115, 116]. Углеводные компоненты представлены 
глюкозил-галактозилом и галактозилом, которые присутствуют примерно 
в равных количествах. 

Недавно Батлер и соавт. [117] сообщили о существовании 2 форм 
сс1(П)-цепи. Эти варианты, найденные при изучении аминокислотной по-
следовательности ос1(П)-цепей коллагена носового хряща быка, назвали 
a l ( l I ) - M a j o r - и ocl(11)-Мтог-цепями. Они определяются в хряще в отноше-
нии 7 : 1 . Удалось показать, что в ос1(П)-Мтог-цепи имеется по меньшей 
мере 2 аминокислотных замещения по сравнению с ос1(П)-Марг-цепыо. 
Авторы считают, что эти варианты ос1(П)-цепи кодируются отдельными 
структурными генами. 

Коллаген II типа содержится главным образом в гиалиновом х р я щ е . 
Кроме того, он обнаружен в фиброзном кольце и студенистом ядре меж-
позвонкового диска, а также в роговице, склере и других отделах оболочки 
глазного яблока 11181. 

Первые данные о существовании ос1(Ш)-цепей были получены в 1971 г. 
Миллер и соавт. [120.1, анализируя пептиды, изолированные после расщеп-
ления нерастворимого коллагена кожи цианогеибромидом, обнаружили 
2 новых СВ-пептида, неспецифичных для коллагена I типа. Предположили, 
что эти пептиды образуются при расщеплении полипептидной цепи типа 
эс1, так как по аминокислотному составу они напоминали a l ( I ) -CB3 , a l ( I ) ~ 
СВ4 и ocl(I)-CB5. Поэтому их и обозначили a l ( I I I ) - C B 3 и ocl(II 1)-СВ,6. 

В 1974 г. Чанг и Миллер [121] после ограниченного протеолиза не-
растворимого коллагена ряда тканей пепсином выделили и охарактеризо-
вали коллаген II I типа. Молекула этой изоформы построена из 3 а-цепей-
( a l ( | l l ) ] 3 [121—123]. 
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И з а - ц е п и коллагена 111 типа кожи человека выделено 9, а из ос-цепи 
коллагена I I I типа кожи теленка —10 СВ-пептидов. Определены их молеку-
л я р н а я масса и аминокислотный состав. Установлен линейный порядок рас-
положения этих пептидов в а 1 ( Ш ) - ц е п и 1124 I. В настоящее время известна 
полная аминокислотная последовательность человеческих a l (111)-СВЗ-, 
a l ( I I I ) - C B 7 - и а 1 ( Ш ) - С В 6 - п е п т и д о в [125], что составляет около V4 длины 
a l ( I I 1)-цепи. П е р в и ч н а я структура СВ-пептидов коллагена теленка рас-
шифрована более полно [124, 1261. М о ж н о сказать , что в строении a l ( I I I)-
цепей, к а к и а1(1)-цепей, отмечается в ы р а ж е н н а я межвидовая гомология, 
д л я а2-цепей межвидовые различия первичной структуры более отчетливы. 

Особенности аминокислотного состава а 1 ( 1 Ь ) - ц е п и представлены в 
табл . 3. 

Т а б л и ц а 3 
Г е н е т и ч е с к и р а з л и ч н ы е типы коллагена [6, 7, 41, 111, 166, 1 67] 

и Аминокислотные остат- Углевод-
% <u 2 к и / 1000 о с т а т к о в ные ос-
м я 4 татки/1000 

ММ II МОК II 1' 
Тип Источн и к М о л е к у л я р н а я Ч К QJ Я 4 4 ЛОТНЫХ 

к о л л а г е н а в ы д е л е н и я форма >>o о К X 5 о с т а т к о в 
S ffl J 

CQ CO о о 

| § 5 ч 
о a 

с о с о го 
н 

(П К 
ч г ал 

глю-
г а л 

£ о с со ТГ ч о 

I К о ж а , с у х о ж и - [ a l (1)]2ос2 a l (I) 380 118 1 ,1 114 27 10 0 1 
л и и , строма и нут-

[ a l (1)]2ос2 
a 2 331 1 14 1 .2 105 20 1 2 1 1 

ре и них о р г а н о в 
и ДР. 

a l ( 1 ) - Т р и м е р Культуры хоид- [ a l (1)]3 
роцитоп, опухоли 

99 14 II Г и а л и н о в ы й 
X р я щ 

[ a l ( I I ) ] 3 a l (II) 333 121 2 99 22 14 4 5 

III Те ж е , что и для 
к о л л а г е н а I т и п а 

[ a l ( I l l ) h a l ( I I I ) 3 50 107 — 125 30 5 0 1 

IV Б а з а л ь н ы е мем- [ п р о - a l ( I V ) ] 8 a l (IV) 310 61 1 1 130 10 44 2 32 
б р а н ы 
Плодные оболоч-V 
б р а н ы 
Плодные оболоч- ( a A ) 2 a B a A 319 97 2 , 5 109 18 24 3 5 
ки и д р . 

( a A ) 2 a B 
a B 322 118 2 , 9 109 20 35 5 29 

С ц г к о м г ю н е н т Сыворотка к р о в и — — — — — — — — — — 

к о м п л е м е н т а 
А ц е т и л х о л и и - Синапсы — — 
э с т е р а з а 

П р и электронно-микроскопическом исследовании SLS-форм (сегментов 
с длинным периодом) коллагена I и I I I типов были показаны различия 
в длине их молекул . Н а ш л и , что не образующий спиральной структуры 
С-концевой участок молекулы солерастворимого коллагена 11 1 типа на 5 им 
длиннее [127] . П о з ж е установили, что С-концевой неспиральный участок 
а 1 ( Ш ) - ц е п и состоит из 56 аминокислотных остатков, в то время как соот-
ветствующий участок а1(1)-цепи содержит только 25 остатков [126]. 

При изучении SLS-форм коллагена I и I I I типов было выявлено боль-
шое сходство в распределении остатков полярных аминокислот, что н а р я д у 
с у ж е известными данными об аминокислотной последовательности позво-
ляет рассматривать а 1 ( П 1 ) - ц е п ь к а к гомологичную a l ( I ) - и а2 -цепям . 
О д н а к о в определенных участках SLS-препаратов отмечены четкие различия 
в интенсивности и расположении индивидуальных полос [128], причем 
они в ы р а ж е н ы более резко по сравнению с различиями между SLS-препа-
ратами коллагена I и I I типов 1129, 130]. Следует отметить т а к ж е , что фиб-
риллы, образованные молекулами коллагена I I I типа, имеют меньший 
диаметр, чем фибриллы коллагена I типа [128]. По данным Флейшмайер 
и соавт. [131], диаметр ретикулиновых фибрилл (коллаген I I I типа) ра-
вен 10—60 им, а фибрилл коллагена I типа — 90—110 им. 

In v i t r o показано , что в отличие от коллагена 1 и II типов коллаген 
I I I типа менее устойчив к воздействию протеаз . Например , трипсин разры-
вает все 3 а 1 ( Ш ) - ц е п и нативной молекулы, специфически р а с щ е п л я я связи 
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между остатками аргинина и глицина в положении 780—781 на участке, 
чувствительном к действию коллагеназы [132.1. Термолизин (КФ 3.4.24.4) 
и некоторые другие эндопептидазы также способны «атаковать» эту область 
молекулы [1331. Интересно, что сродство денатурированных и нативных 
форм коллагена I I I типа к фибронектину [134 ] — белку, локализованному, 
в частности, на клеточной мембране фибробластов и индуцирующему при-
крепление клеток к коллагеновым структурам — значительно выше, чем 
у других изоформ [135]. По некоторым данным 1136, 137], способность 
коллагена II I типа вызывать агрегацию тромбоцитов более выражена, чем 
у коллагена I типа. 

Выявлена тесная связь между коллагеном III и I типов в одних и тех 
же тканях 1101, 118, 138—1401, за исключением костей и сухожилий. Воз-
можно, механические свойства тканей в значительной степени зависят от 
соотношения между коллагеном I и I I I типов. Более подробные сведения 
о коллагене I — I I I типов приведены в ряде обзоров 15, 19, 101 ]. 

При изучении химического состава базальных мембран было установ-
лено, что в них содержится большое количество оксипролииа, оксилизина 
и глицина — аминокислот, типичных для коллагена 1141J. После обработки 
при низкой температуре протеолитическими ферментами удалось выделить 
коллаген из базальных мембран почечных клубочков! 141, 1421, капсулы 
хрусталика [141, 143, 144] и десцеметовой оболочки [1431. В 1971 г. Ке-
фалидес 1141, 1451 сообщил, что молекулы коллагена, изолированные из 
вышеназванных источников, состоят из 3 идентичных а-цепей, отличаю-
щихся от а-цепей коллагена I — I I I типов, и предложил называть эту изо-
форму коллагеном IV типа. Аминокислотный состав коллагена базальных 
мембран имеет ряд особенностей, главным образом в содержании оксипро-
лииа, оксилизина и цистеина (см. табл. 3). Как видно из приведенных дан-
ных, суммарное содержание остатков пролина и оксипролина почти такое 
же, как и в других изоформах, однако количество окисленных остатков про-
лина значительно выше. Так, 3-оксипролииа содержится в 5—10 раз боль-
ше, чем в коллагене I — I I I типов, а 4-оксипролина — на 30% больше, 
чем в коллагене I и II типов. Оксилизина обнаружено в 7 раз больше, чем 
в коллагене I и I I I типов, и приблизительно в 2 раза больше, чем в колла-
гене II типа. Кроме того, отмечается довольно высокое содержание цистеи-
на, который отсутствует в коллагене 1 и I I типов [145, 146]. Особенностью 
химического состава коллагена базальных мембран является также необы-
чайно высокое по сравнению с другими изоформами содержание углеводных 
компонентов, представленных в основном гексозами. Если в коллагене I ти-
па имеется только 0 ,4%, а в коллагене II типа — 3% углеводов, то в колла-
гене базальных мембран определяется 12% Сахаров. При этом около 95% 
углеводов присоединены к остаткам оксилизина в форме дисахаридов 
глюкозил-галактозилов, а остальные—в форме моносахарида— галактозила. 
Менее 0 ,2% углеводов составляют манноза и галактозамии [41, 142, 146]. 

В последние годы были получены данные, свидетельствующие о неод-
нородности субъедииичного состава коллагена базальных мембран 1147, 
148]. Так, при восстановлении коллагена, изолированного после ограни-
ченного протеолиза, из базальных мембран почечных клубочков [142, 146] 
определяется несколько а-цепей с молекулярной массой от 65000 до 
140 000 дальтон. Гетерогенность коллагеновых компонентов отмечается так-
же в тех случаях, когда для их растворения не использовался протеолиз 
исходной ткани [149, 150]. При этом молекулярная масса выделенных пепти-
дов находилась в интервале между 25 000 и 205 000 дальтон. Чанг и соавт. 
[1481 предположили, что в формировании базальных мембран различных 

органов участвуют 3 типа молекул коллагена, которые входят в состав 
этих мембран в различных комбинациях. При этом, если молекулы двух 
форм образованы из а-цепей, размеры которых близки к размерам а-цепей 
коллагена I — I I I типов, т о а - ц е п и , образующие третью форму, значительна 
меньше. 
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Однако представления о генетической гетерогенности а-цепей коллагена 
базальных мембран разделяют не все ученые. Тимпль и соавт. 1.151 I, ис-
следовавшие коллагеновые белки базальных мембран мышиной саркомы 
E H S , экстрагированные 0,5 М уксусной кислотой из тканей латиричных 
животных, также идентифицировали по меньшей мере 2 коллагеновых ком-
понента с молекулярной массой про-а-цепей. При расщеплении этих ком-
понентов цианогенбромидом определялся одинаковый набор СВ-пептидов, 
что достаточно определенно свидетельствовало о генетической идентично-
сти фракций, поэтому обнаруженную гетерогенность а-цепей авторы склон-
ны считать скорее результатом посттрансляционных модификаций струк-
туры а-цепей. 

Молекулярная масса про-а-цепей проколлагена базальных мембран 
находится в пределах 140 000—185 000 дальтон [147, 152, 153]. Хотя ра-
нее сообщалось, что проколлагеи IV типа после выхода из клеток, подобно 
проколлагену 1—III типов, превращается в коллаген 11521, Минор и со-
авт. 1.154.1 показали, что в базальных мембранах такого превращения 
не происходит. Это, без сомнения, в значительной степени определяет осо-
бенности надмолекулярных структур. В частности, те же авторы отмечают 
отсутствие в базальных мембранах коллагеновых фибрилл с типичной попе-
речной исчерченностыо. 

Кроме коллагена I—IV типов, в тканях млекопитающих найдены и 
другие изоформы. Так, из оболочек плода человека выделены и охаракте-
ризованы две разновидности а-цепей, которые назвали аА- и аВ-цепями 
[111 I. Они имеют типичное для а-цепей коллагена содержание имипокислот 
и глицина, но отличаются количеством аланина, основных аминокислот 
и некоторыми другими признаками. Предполагают, что в состав молекулы 
входят 2 аВ-цепи и 1 аА-цепь. 

а -Цепи, аминокислотный состав которых почти полностью соответство-
вал аминокислотному составу аА- и аВ-цепей, за исключением содержания 
3-оксипролина, были изолированы недавно из синовия, кожи эмбрионов 
и других тканей [109]. Их также обозначили аА- и аВ-цепями. В обеих 
отмечается высокое содержание окисленных остатков лизина (соответствен-
но 67 и 74%). Около V, остатков оксилизина гликозилировано. В отличие 
от околоплодных оболочек, где аА- и аВ-цепи находятся в соотношении 
1 : 2, в вышеназванных тканях аА- и аВ-цепи присутствуют в соотношении 
1 : 1 . Кроме того, в этих же тканях идентифицирован так называемый аС-
компонент, который еще не охарактеризован в достаточной степени. Счи-
талось, что все эти цепи входят только в состав коллагена базальных мем-
бран, но то, что они найдены также в синовии — ткани, не содержащей 
базальных мембран, противоречит этому мнению 1109]. 

Как известно, молекулы коллагена I типа можно диссоциировать на 
субъединицы, провести рекомбинацию a l ( I ) - и а2-цепей и получить искус-
ственные молекулы типа [а1(1)]8и (а2)]3. При этом молекулы, состоящие из 
3 а2-цепей, гораздо менее устойчивы, чем l a l ( I ) ] ; Гформа. Последняя же 
стабильностью структуры и способностью к фибриллообразованию in vi t ro 
очень схожа с нативными молекулами коллагена I типа 11551. Оказалось, 
что клетки соединительной ткани при определенных условиях синтезируют 
l a l ( I ) ]3-форму коллагена. Впервые эта форма была идентифицирована в 
культурах хоидроцитов [156], которые, как показано в многочисленных 
экспериментах, при культивировании в монослое теряют тканеспецифиче-
скую способность к синтезу коллагена II типа 1157.1, синтезируя вместо 
этого коллаген I, I I I типов и [а1(1) | : Гформу 1158 ]. Кроме того, [а1(1)]3-форма 
найдена в культурах трансформированных фибробластов и опухолях 1159 -
161]. Она выделена также из эмбриональных тканей цыпленка 11621; 
в тканях млекопитающих а1(1)-тример пока не обнаружен. Предполагают, 
что синтез a 1 (1)-тримера осуществляется недифференцированными соедини-
тельнотканными клетками 1162 I. 



Таким образом, исследования последних лет, показавшие наличие в тка-
нях генетически различных типов коллагена, позволяют по-новому подойти 
к решению проблем морфогенеза, органной специфичности соединительной 
ткани, ее изменения при различных патологических состояниях и старении. 
Появляется новая возможность исследовать генетические механизмы, лежа-
щее в основе этих процессов. 

Биологическое значение тканевой и возрастной гетерогенности коллаге-
ну окончательно не выяснено, однако показано, что при ряде заболеваний 
изменения внутритканевого спектра молекул коллагена обусловливают 
вполне определенные клинические проявления. 

При некоторых аутоиммунных заболеваниях, в частности при ревмато-
идном артрите, коллаген может выступать в качестве аутоантигеиа. 

Ограниченный объем данного обзора не позволяет остановиться на до-
стижениях в изучении антигенных свойств изоколлагенов. По этой причине 
в статье не затронуты и вопросы регуляции обмена коллагена и др. Этот 
материал может составить содержание специальных обзоров. 
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А. И. Жихарева 

ВЛИЯНИЕ ОХЛАЖДЕНИЯ НА ФОСФОЛИПИДЫ ПЕЧЕНИ 

е н т р а л ь и а я научно-исследовательская л а б о р а т о р и я Тюменского медицинского ин-
ститута 

Уровень свободных фосфолнпндов в норме в разных тканях достаточно 
стабилен [I I. Однако содержание фосфолипидов при реакциях напряжения 
подвержено значительным колебаниям 12 ]. Оказывая влияние на ряд фер-
ментативных процессов, фосфолипиды в свою очередь могут изменять со-

гояние биохимических механизмов, обеспечивающих адаптивные процессы. 
Закономерности изменения фосфолипидиого состава печени при некоторых 
экстремальных воздействиях, в частности при изменении параметров окру-
жающей среды в естественных пределах (температуры воздуха, влажности, 
давления и т. д.), до сих пор не раскрыты. Цель настоящего исследования— 
изучение фосфолипидиого спектра печени крыс при действии низких тем-
ператур. 

М е т о д и к а 

Исследование выполнено на белых беспородных крысах-самцах в возрасте 5 мес# 
В л и я н и е низких температур изучали на 3 сериях опытов. В I серии осуществляли од-
номоментное о х л а ж д е н и е . С этой ц е л ы о крыс помещали в ванну с холодной водой 
(4°С) на 2 мин. Во II серии опытов крысы находились в воде температуры 17°С в 
течение 15 мин (время воздействия низких температур ограничивалось тем, что при 
продолжении опыта ж и в о т н ы е тонули) . В II I серии опытов крыс содержали 24 ч при 
температуре воздуха 6°С. В каждой серии опытов использовано по 6—8 ж и в о т н ы х . 
Контролем с л у ж и л и интактные крысы. По окончании опыта у крыс под эфирным 
наркозом отбирали пробы крови и печени. Фосфолипидиые фракции в ткани печени 
определяли методом тонкослойной хроматографии |3] на пластинках «силуфол» [4]. 
В системе хлороформ — метанол — вода (65 : 25 : 4) о б н а р у ж и в а л о с ь до 8 фракций , 
идентифицированных от наиболее подвижной: фосфатидные кислоты; кардиолипины; 
фрсфатидилэтаноламин; фосфатидилхолин; сфингомиелин; фосфатидилсерин; моно-
фосфоинозитид; л и з о л е ц и т и н ы . В качестве свидетелей использовали индивидуальные 
фракции фосфолипидов, выделенные из бычьего мозга [5]. М и н е р а л и з а ц и ю липидного 
фосфора производили по модифицированному методу В. С. Родионова [6], о коли-
честве фосфолипидов во ф р а к ц и я х судили по с о д е р ж а н и ю неорганического фосфора 
который определяли методом Е. К. Алимовой [7]. 

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

При одномоментном охлаждении содержание общих фосфолипидов в пе-
чени возрастало до 1232 мкг неорганического фосфора на 1 г ткани печени. 
Изменения отдельных фракций были неоднозначны. Так, содержание фос-
фатидиых кислот, кардиолипина, фосфатидилэтаноламина и фосфатидил-
серина достоверно снизилось в 1,3; 1,4; 1,2 и 1,4 раза соответственно. Уро-
вень сфингомиелииа повысился в 1,5 раза, а количество фосфатидилхолина 
и лизолецитинов не отличалось от контрольных данных (табл. 1). Кроме 
того, у крыс, подвергавшихся охлаждению, обнаруживалась фракция, иден-
тифицированная как моиофосфоинозитид, которая отсутствует у контроль-
ных животных. 

При кратковременном охлаждении крыс общее содержание фосфолипи-
дов в печени снижалось. Содержание отдельных фракций, в частности фос-
фатидилхолина и лизолецитииа, уменьшалосьна 36 и 2 7 % , уровень фосфа-
тидных кислот, фосфатидилэтаноламина, сфингомиелииа и фосфатидилсе-
рина не изменился, а содержание кардиолипина возросло почти на 20% 
(табл. 2). Как и при одномоментном охлаждении, в этом опыте обнаружива-
емая монофосфоинозитид. 

Длительное охлаждение животных сопровождалось более отчетливой 
реакцией со стороны индивидуальных фосфолипидов. Количество фосфатид-
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Т а б л и ц а 1 

Изменение содержания фосфолипидных фракций в печени после одномоментного охлаждения (в мкг Рн на 1 г ткани) 

Условия опыта Фосфатидные 
к и с л о т ы К а р д и о л и п и н Ф о с ф а т и д и л -

эт а нол амин 
Фосфатидил-

холин С ф и н г о м и е л и н Ф о с ф а т и д и л -
с е р и н 

Монофосфэино-
з и т и д Л и з о л е ц и т и н 

Контроль 

Одномоментное ох-
лаждение 

8 6 , 0 + 4 . 9 
(8) 

6 8 , 0 + 3 , 6 * 
(7) 

8 7 , 5 + 4 , 0 
(8) 

6 3 , 5 + 4 , 5 * 
(7) 

160 ,0+7 .9 
(8) 

139 .0+2 ,0* 
(6) 

5 5 0 . 0 + 1 1 , 5 
(8) 

5 6 8 , 0 + 6 . 2 
(7) 

7 4 , 5 + 5 , 4 
(8) 

111,0+2,9* 
(8) 

8 0 , 0 + 6 , 1 
(8) 

6 0 . 0 + 7 , 0 * 
(7) 

9 7 , 0 + 7 , 5 
(7) 

132+16,8 
(8) 

126 .0+9 ,6 
(7) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3 в сксбках указано число опытов. Звездочкой отмечены достоверные изменения по сравнению с контролем 
(Р<0 ,05 ) . 

Т а б л и ц а 2 

Изменение содержания фосфолипидных фракций в печени после кратковременного охлаждения (в мкг Рн на 1 г печени) 

Условия опыта 
Фосфатид-

ные 
кислоты 

К а р д и о л и п и н Фосфатидил-
этаноламин 

Ф о с ф а т и д и л -
холин 

Сфинго-
м и е л и н 

Фосфати-
д и л с е р и н 

Монофос-
ф о и н о з и т и д Л и з о л е ц и т и н 

Контроль 

Кратксвременнсе охлаждение 

8 5 , 0 + 7 . 4 
(8) 

8 5 , 0 + 3 . 8 
(6) 

8 4 . 0 + 5 . 1 
(8) 

104,0+4,8* 
(6) 

169 ,0+7 .0 
(8) 

160 ,0+2,60 
(6) 

5 2 3 , 0 + 1 1 , 9 
(8) 

3 3 6 , 0 + 4 , 1 * 
(6) 

8 1 , 0 + 5 , 0 
(8) 

8 9 , 0 + 3 , 2 0 
(6) 

8 5 , 0 + 1 0 , 5 
(8) 

9 7 , 0 + 4 , 1 
(6) 

7 3 , 0 + 4 , 6 
(6) 

143 ,0+5 ,2 
(8) 

104 ,0+5,6* 
(6) 



ных кислот, кардиолипина, фосфатидилэтаноламина, фосфатидилсерина и 
лизолецитина увеличилось соответственно в 1,3; 1,9; 1,5; 1,3 и 1,4 раза. 
Уровень фосфатидилхолина, напротив, снизился в 1,3 раза, а сфингомиели-
иа не отличался от контрольных значений. В итоге общее количество фосфо-
липидов увеличилось почти на 12% (табл. 3). Наличие монофосфоинозитида 
отмечено и в данном случае. 

Лабильность фосфатидиых кислот и кардиолипина связана с тем, что 
эти фракции, отличаясь высокой степенью метаболической активности, 
весьма чувствительны к различным воздействиям 1.1 ], в том числе, по-
видимому, и к влиянию низких температур. Появление монофосфоинозитида 
у подопытных животных, вероятно, является свидетельством выраженной 

Т а б л и ц а 3 

Изменение содержания фосфолипидных фракций в печени после длительного охлаждения 
крыс (в мкг Ри на I г печени) 

У с л о в и я опыта 
Ф о с ф а т и д и ы е 

к и с л о т ы К а р д и о л и п и н 
Ф о с ф а т и д и л -
э т а и о л а м и и 

Ф о с ф а т и д и л -
холи и 

Контроль 

Д л и тел ь не с ох л а ж ден ие 

8 6 , 0 ± 7 , 5 
(6) 

108 ,0+4,8* 
(8) 

8 0 , 0 + 5 , 0 
(6) 

152,0 + 10,8* 
(8) 

165,0 + 6,5 
(6) 

248 ,0+19 ,0* 
(8) 

550,0 + 5,0 
(8) 

425,0 + 15,0* 
(8) 

/7 родолжение 

У с л о в и я опыта Сфинго-
м и ел и м 

Фосфати-
д и л с е р и н 

Монофосфо-
и н о з и т и д 

Л изоле-
цитин 

Контроль 

Длительное охлаждение 

8 0 , 0 + 4 , 8 0 
(8) 

9 1 , 0 + 3 , 3 
(8) 

8 0 , 0 + 7 , 0 
(8) 

101 ,0+5,0* 
(8) 

7 0 , 0 + 0 , 0 
(8) 

100 ,0+5,2 
(8) 

144 ,0+6 ,7 
(6) 

реакции организма на охлаждение, поскольку высокая степень реактивно-
сти этой фракции в обменных процессах при различных функциональных 
состояниях организма известна I I ]. Снижение уровня фосфолипидов в пе-
чени при кратковременном охлаждении, возможно, свидетельствует об уси-
лении обмена веществ в этом случае. Заметное повышение содержания фос-
фолипидов при одномоментном и длительном охлаждении свидетельствует 
об активно протекающих процессах синтеза фосфатидов в печени. 

Обнаруженные изменения, по-видимому, носят адаптивный характер: 
усиление интенсивности синтеза фосфолипидов выявлено у животных и при 
других экстремальных воздействиях [1, 8, 9 ] и гипотермии [10]. Повышен-
ная продукция фосфатидиых кислот, кардиолипина, фосфатидилэтаноламина 
и фосфатидилсерина при длительном охлаждении может быть связана с ре-
акцией на длительное раздражение холодом, а также с включением гор-
мональных механизмов, обеспечивающих гомеостаз. 

Автор выражает глубокую благодарность проф. A. III. Бышевскому за 
ценные советы при выполнении работы. 
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E F F E C T O F C O O L I N G O N L I V E R P H O S P H O L I P I D S 

A. I. Zhikhareva 

Centra l Research L a b o r a t o r y , Medical School , Tyumen 

P h o s p h o l i p i d composi t ion of ra t l iver t i ssue was d i s t inc t ly a l t e red in cool ing. Sing-
le-term cool ing caused a decrease in conten t of p h o s p h a t i d e acids , ca rd io l ip in , phospha-
t idyl d i e thano lamine , p h o s p h a t i d y l ser ine bu t it increased the sph ingomyel in level . 
Content of p h o s p h a t i d y l chol ine and of lyso lec i th ins was m a r k e d l y decreased in shor t -
term cooling. Prolonged cooling was accompanied by an increase in content of all t he 
phospho l ip id f rac t ions except of p h o s p h a t i d y l chol ine . Appearance of monophospho ino-
s i t ide in the phospho l ip id spec t rum under all the condi t ions s tud i ed re f lec t the response 
of the organism to a s t ress ing in f luence of cooling. 

УДК 612.822.1-06:612.273.2 

Т. П. Жукова, Е. Г. Сорокина, 10. Г. Попандопуло 

ПОСТГИПОКСИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ ОБМЕНА 
РАЗВИВАЮЩЕГОСЯ МОЗГА 

Научно-исследовательский институт педиатрии АМН СССР, Москва 

Не вызывает сомнений факт, что гипоксия плода и новорожденного 
способна тяжело нарушить последующее развитие ребенка, особенно его 
мозга. Клинические наблюдения свидетельствуют об особой важности пост-
гипоксического периода. В предыдущих экспериментальных исследованиях 
было показано, что острая гипоксия плода или новорожденного влечет за 
собой длительно текущий патологический процесс, в котором можно разли-
чить несколько стадий. По-видимому, особое значение имеет стадия, ко-
торая наступает вслед за острой гипоксией и характеризуется, с одной сто-
роны, расстройством мозгового кровообращения, с другой—глубокими на-
рушениями процессов роста и диффереицировки клеточных элементов голов-
ного и спинного мозга [1—3]. Именно эта стадия совпадает с наиболее от-
ветственным периодом постнатального созревания организма, особенно его 
мозга. Морфологические изменения со стороны сосудистой системы мозга 
свидетельствуют о состоянии хронической гипоксии в этот период, а состоя-
ние паренхиматозных элементов нервной ткани говорит о глубоких рас-
стройствах ее трофики, в первую очередь пластических процессов. Эти два 
типа изменений и определили направление наших дальнейших исследова-
ний, а именно предполагалось изучить состояние энергетического обмена 
на разных сроках после гипоксии и содержание свободных аминокислот 
в ткани мозга, что могло бы явиться косвенной характеристикой обмена 
белков и некоторых медиаторов. Действие гипоксии на богатые энергией 
соединения в мозговой ткани многократно исследовалось на взрослых жи-
вотных [4—8]. Было показано, что заметное падение содержания АТФ 
наблюдается лишь в случае глубокой депрессии электрической активности 
мозга [91. Высказывается мнение, что смерть в условиях аиоксии наступает 
не в результате истощения богатых энергией соединений, а от неспособности 
ткани мозга их использовать [101. Установлено также, что гипоксия дей-
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ствует на энергетический обмен мозга молодых животных в меньшей мере, 
чем на те же соединения мозга взрослого организма II - 3 , 5, 11, 12 1. 

Так, по данным [12], через 4 мин после полной ишемии мозга соде ржа-
I ие АТФ у новорожденных мышей все еще составляет 70% от исходного уров-
ь я, тогда как в нервной ткани взрослых мышей оно падает почти до нуля . 
Более длительное выживание новорожденных в условиях гипоксии объяс-
няют медленной скоростью процессов метаболизма и утилизации богатых 
энергией соединений. Эти особенности обмена адениннуклеотидов у ново-
рожденных перекликаются с данными о различных путях использования 
энергии в созревающем и уже зрелом мозге. В частности, это касается и ак-
тивности АТФ-азы. Активность АТФ-аз обнаруживается в нервной ткани 
незрелорождающихся животных к концу внутриутробного развития. При 
этом участие Na, К-стимулируемой АТФ-азы в обеспечении энергией «нат-
риевого насоса» начинает выявляться лишь с момента структурного и функ-
ционального созревания нейронов. 

По данным [13 ], застойная гипоксия у молодых крыс разного возраста 
по-разному влияет на активность АТФ-азы. Следовательно, и в этом отно-
шении адаптивные реакции метаболизма незрелой ткани мозга в ответ на 
гипоксию отличаются от соответствующих реакций взрослого организма. 

В приведенных работах речь шла об острой гипоксии. Изучение вос-
становительного периода, как правило, ограничивалось ближайшими сро-
ками после гипоксии — от 1 до 24 ч. В то же время проведенные ранее мор-
фологические и биохимические исследования постгипоксических изменений 
нервной ткани животных дали основание предположить сохранение нару-
шений энергетического обмена мозга в отдаленные сроки постгипоксической 
энцефалопатии. В связи с этим было изучено содержание адениннуклеотидов, 
лактата, гликогена, свободных аминокислот, а также активность АТФ-аз 
в ткани мозга животных, перенесших внутриутробную гипоксию. 

М е т о д и к а 

Работа выполнена на белых крысах линии Вистар . Асфиксию вызывали по 
разработанному ранее методу путем временного п е р е ж а т и я сосудов пуповины плода 
на 18—19-й день внутриутробного развития [14]. После восстановления кровотока 
по сосудам пуповины матка в о з в р а щ а л а с ь в б р ю ш н у ю полость, рана з а ш и в а л а с ь . 
Крысы донашивали беременность и родили в срок . Мозговую т к а н ь крысят , перенес-
ших асфиксию, исследовали в разные сроки постнаталы-юго р а з в и т и я — от 1 дня до 
5 мес. Часть плодов была исследована в конце острой асфиксии, через 3 сут после 
нее. Всего было обследовано 142 контрольные крысы, 105 животных подвергнутых 
асфиксии и 30 плодов последней трети внутриутробного р а з в и т и я . Сразу после де-
капитации и быстрого у д а л е н и я кожных покровов и костей черепа срезы коры в од-
них и тех же областях во всех с л у ч а я х з а м о р а ж и в а л и ж и д к и м азотом или твердой 
углекислотой . Пробы ткани взвешивали в з амороженном состоянии. Все три аденип-
нуклеотида определяли в одном х л о р н о к и с л о м фильтрате по методу Адама [151. Ко-
нечная к о н ц е н т р а ц и я ткани — ие ниже 25 мг в 1 мл фильтрата . С о д е р ж а н и е л а к т а т а 
находили по методу Хохорста [16] т а к ж е в х л о р н о к и с л о м фильтрате при концентра-
ции ткани 20—40 мг в 1 мл фильтрата . Р е з у л ь т а т ы в ы р а ж а л и в м и к р о м о л я х на 1 г 
свежей массы т к а н и . Количество гликогена в ткани мозга у с т а н а в л и в а л и по методу 
Д ю б у а [17], р е з у л ь т а т ы в ы р а ж а л и в м и л л и г р а м м а х на 100 г свежей массы т к а н и . 
Активность А Т Ф - а з о п р е д е л я л и по накоплению в ходе реакции неорганического 
фосфора. Н а в е с к у з амороженной твердой углекислотой ткани (около 50 мг в 1 мл 
гомогеиата) гомогенизировали в охлажденном растворе дезоксихолата натрия (в кон-
центрации 0,6 мг/мл). И н к у б а ц и ю проводили в среде, содержащей 3 мМ АТФ-Na»; 
5 мМ MgCl2; 100 мМ NaCl; 20 мМ КС1; 50 мМ трис-НС1; 32 мМ с а х а р о з ы . 

Активность Na, К-зависимой А Т Ф - а з ы находили по разности между активностью 
общей и Mg-зависимой А Т Ф - а з ы . Д л я определения Mg-зависимой А Т Ф - а з ы в среду 
вместо NaCl и KCI д о б а в л я л и 80 мМ трис-ITCl. Время инкубации 10 мин при 37°С 
l i s , 19]. 

Неорганический фосфор определяли спектрофотометрически по методу Л о у р и 
при 700 нм | 20 | . Активность А Т Ф - а з в ы р а ж а л и в микромолях неорганического 
фосфора на 1 мг белка в 1 мин. 

Энергетический з а р я д системы в ы ч и с л я л и по формуле Аткинсона [21]: 

А Т Ф + 0 ,5 А Д Ф 
А Т Ф -I- А Д Ф + АМФ " 
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Содержание белка в гомогенате находили по методу Л о у р и ; в качестве стандарта 
использовали кристаллический бычий сывороточный альбумин . Содержание 14 сво-
бодных аминокислот в э к с т р а к т а х с у л ь ф о с а л и ц и л о в о й кислоты о п р е д е л я л и на амино-
кислотном а н а л и з а т о р е . Р е з у л ь т а т в ы р а ж а л и в м и к р о м о л я х на 1 г свежей массы тка-
ни мозга . Р е з у л ь т а т ы обрабатывали статистически. 

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

К концу острой асфиксии (через 18—33 мин) при падении частоты сер-
дечных сокращений до 45—50 в минуту суммарное содержание адениннук-
леотидов в мозговой ткани больших полушарий изменилось незначительно 
(на 12%; рис. 1). В то же время количество АТФ упало на 38% (1 ,796± 
± 0 , 0 0 4 9 в контроле, 1,1074=0,058 в опыте; Р < 0 , 0 0 1 ) при одновременном 
увеличении А Д Ф на 103% (0 ,3139±0 ,005 в контроле, 0,6381 ± 0 , 0 6 в опыте; 
Р < 0 , 0 1 ) и АМФ на 20% (0 ,2602±0 ,018 в контроле, 0 ,3132±0,021 в опыте; 
Ж 0 , 0 1 ) по сравнению с плодами того же возраста, не подвергавшимися 
воздействиям. 

В результате изменения соотношения отдельных нуклеотидов изменился 
и энергетический заряд системы — до 0,69 вместо 0 ,83в контроле (рис. 2). 
Одновременно резко возросла активность гликолитических процессов, о чем 
свидетельствовали накопление молочной кислоты (100—500%) (рис. 3) и по-
вышение активности Л Д Г . Содержание гликогена в большинстве случаев 
несколько падало (рис. 4). Во время острой гипоксии гликолитическая ге-
нерация АТФ после утилизации оставшегося кислорода оказалась недоста-
точной для покрытия ее расхода (соотношение А Т Ф / А Д Ф падало). 

Снижение активности АТФ-аз (рис. 5), наблюдавшееся в этот период 
(Na, К-зависимая АТФ-аза с 0 ,046±0 ,0033 в контроле до 0 ,0297±0 ,0022 
в опыте; Я < 0 , 0 0 1 ; Mg-зависимая АТФ-аза с 0 ,03212±0 ,0008 в контроле до 
0,0221 ± 0 , 0 0 2 2 в опыте; Р < 0 , 0 1 ) , может рассматриваться как компенсатор-
ная реакция, уменьшающая гидролиз АТФ. Через 3 сут после гипоксии 
сохранялось сниженное содержание АТФ и повышенное количество лактата 
в мозговой ткани подопытных плодов. Все еще высокой оставалась актив-
ность Л Д Г . Активность АТФ-аз проявляла тенденцию к нормализации, но 
не достигла контрольного уровня. 

Акт рождения как у подопытных, так и у контрольных животных вы-
зывал сдвиги в энергетическом обмене мозговой ткани, свидетельствующие 
о переживании плодом состояния гипоксии. Однако у плодов, перенесших 
незадолго до рождения острую кислородную недостаточность, эти изме-
нения были выражены значительно резче. Наряду с достоверным снижением 
суммарного количества адениннуклеотидов главным образом за счет АТФ 
(1,9394=0,038 в контроле, 1 ,632±0 ,025 в опыте; Р < 0 , 0 1 ) наблюдались уве-
личение содержания молочной кислоты на 50—300% (4 ,547±0 ,413 в конт-
роле, 17 ,954±0,836 в опыте; Р < 0 , 0 1 ) и повышение активности Л Д Г . Со-
держание гликогена уменьшалось на 35—50% (184±7 ,86 в контроле, 
108,92н= 19,63 в опыте; Р < 0 , 0 1 ) . Активность АТФ-аз была |выше, чем у по-
допытных плодов перед рождением, но ниже, чем в контроле. Одновременно 
изменялось содержание свободных аминокислот: у подопытных животных 
повышалось содержание незаменимых аминокислот (фенилала'иииа на 114%, 
гистидииа на 83%, лейцина на 32%) и уменьшалось содержание «активных» 
заменимых аминокислот (треонина на 42 ,7%, глутаминовой кислоты на 
28%; рис. 6). Увеличение содержания незаменимых аминокислот, используе-
мых преимущественно в синтезе белка, могло явиться отражением деструк-
тивных процессов в мозге, усиливающихся в период родов. В последующие 
дни жизни, охватывающие постгипоксическую стадию нарушения мозгового 
кровообращения (первые 1V2—2 нед жизни), наблюдалось постепенное на-
растание аденилатного фонда мозговой ткани подопытных животных, повы-
шение активности АТФ-аз, нормализация содержания молочной кислоты 
и увеличение количества гликогена, которое превышало контрольный 
уровень (см. рис. 1—6). В этот же период в основном сохранялась выяв-
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ленная у новорожденных направленность изменений в пуле свободных ами-
нокислот, что может свидетельствовать либо о превалировании деструктив-
ных процессов в нервной ткани над процессами синтеза, либо о нарушении 

Р и с . 1. С о д е р ж а н и е а д е н и л о в ы х н у к л е о т и д о в в м о з г о в о й т к а н и к р ы с р а з н о г о в о з р а с т а , 
п е р е н е с ш и х и н т р а н а т а л ь н у ю г и п о к с и ю . 

Здесь и па рис . 2 — 5 1 — контроль ; 2 — после интранатальной гипоксии; И — о с т р а я г и п о к с и я . 
А — суммарные нуклеотиды; Б — АТФ; В — А Д Ф ; Г — АМФ. Представлены средние арифмети-
ческие величины. Ошибки средних арифметических (вертикальные лиц ни) приведены в тех с л у ч а я х , 

когда Р > 0 , 0 1 . 

активного транспорта отдельных аминокислот через гематоэицефалический 
барьер. 

К 1V2 мес жизни различия между подопытными и контрольными 
животными сглаживались. Однако сохранялись более низкий уровень ак-
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Рис. 2. Изменение энергетического з а р я д а системы д л я мозговой ткани крыс 
разного возраста , перенесших и н т р а н а т а л ь н у ю гипоксию. 

Рис . 3. Изменение с о д е р ж а н и я молочной кислоты в мозговой ткани крыс 
разного возраста , перенесших и н т р а н а т а л ь н у ю гипоксию. 

Рис . 4. Изменение с о д е р ж а н и я гликогена в мозговой ткани крыс 
разного возраста , перенесших и н т р а н а т а л ь н у ю гипоксию. 



тивности Mg-зависимой АТФ-азы (0 ,1647+0,0087 в контроле, 0,15494=0,0026 
в опыте; Р < 0 , 0 0 1 ) и повышенное содержание А Т Ф (2,454=1=0,0296 в конт-
роле, 2,511 ± 0 , 0 3 6 1 в опыте; Р < 0 , 0 2 ) . В этом возрасте содержание гликоге-
на не поднималось выше нижних границ контрольных величин. 

После 2-месячного возраста наблюдалось стойкое снижение всех пока-
зателей энергообеспечения мозговой ткани больших полушарий головного 
мозга крыс, перенесших острую кислородную недостаточность в интрана-
тальном периоде. Эти изменения прогрессировали. Одновременно возраста-
ло количество неорганического фосфора, увеличивалось содержание молоч-
ной кислоты, возрастала активность Л Д Г и падала активность окислитель-

Рис. 5. Изменение активности Na, К-зависимой (А) и Mg-зависимой 
(Б) А Т Ф - а з в мозговой ткани крыс разного возраста , перенесших 

и н тр а и а та л ь н у ю гипоксию. 
Достоверные р а з л и ч и я ( Р < 0 , 0 1 ) обозначены стрелкой . 

пых ферментов [2]. Снижалась активность Mg-АТФ-азы (0,1871 ± 0 , 0 8 2 
в контроле, 0 ,1569±0 ,0077 в опыте; Р < 0 , 0 1 ) . Энергетический з а р я д систе-
мы соответствовал изменениям адениловых нуклеотидов и к 4—5-му меся-
цу становился достоверно ниже, чем в контроле (0 ,94±0 ,0081 в контроле, 
0 , 8 9 ± 0 , 0 0 8 8 в опыте; Я < 0 , 0 1 ) . 

Таким образом, в течение 1-й недели жизни после внутриутробной ас-
фиксии состояние аденилатной системы свидетельствует о сохранении в тка-
ни больших полушарий головного мозга состояния хронической гипоксии. 
Уже к концу этого периода наступает постгипоксическая активизация энер-
гетического обмена, которая длится в течение 1-го месяца жизни и совпадает 
с периодом относительного восстановления нервной ткани. Есть основания 
полагать, что по крайней мере первоначально в критический период роста 
и дифференцировки нейронов (7—10-й день жизни) повышение уровня энер-
гетических резервов свидетельствует о сниженной способности ткани мозга 
использовать доступную энергию. Н а это косвенно может указывать сни-
женная активность АТФ-аз , характер изменения содержания свободных 
аминокислот в ткани мозга. После кратковременного восстановительного 
периода вновь начинают преобладать дистрофические и дегенеративные 
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процессы, начинает сдавать и энергетическая система. Этому соответствует 
также ранее выявленный факт снижения активности окислительно-восста-
новительных ферментов. Ход выявленных изменений биохимических пока-

Рис. 6. Изменение с о д е р ж а н и я свободных аминокислот в мозговой ткани 
новорожденных (Л) и 6-дневных (Б) крыс , перенесших и н т р а н а т а л ь н у ю 

гипоксию. 
Представлены средние арифметические величины и ошибки средней арифметической (верти-
кальные линии) . Звездочка — статистически значимые р а з л и ч и я ( Р < 0 , 0 1 ) . Сгзетлые столби-

ки — контроль; темные — гипоксия . 

зателей и морфологических картин в мозге поврежденных внутриутробно 
животных по своей тенденции имеет сходство с процессами преждевремен-
ного старения. 
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P O S T H Y P O X I C A L T E R A T I O N S IN M E T A B O L I S M O F D E V E L O P I N G 
B R A I N 

T. P. Zzukova, E. G. Sorokina, Yu. G. Popandopulo 

I n s t i t u t e of P e d i a t r i c s , Academy of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Ef fec t of i n t r a n a t a l h y p o x i a on con ten t of adeny l i c nuc leo t ides , g lycogen, lac t ic 
acid as well as on a c t i v i t y of ATP-ases and concen t ra t ion of f ree amino acids was s t u d i e d 
in rat bra in t i ssue at va r ious per iods of pos tna ta l deve lopment (1 day-5 m o n t h s ) . Acu te 
hypox ia was accompanied by a decrease in conten t of adeny l i c nuc leo t ides and glycogen, 
by an increase in concen t ra t ion of l ac t ic acid and by a decrease in a c t i v i t y of ATP-ases . 
Dur ing the subsequen t per iods , in b ra in t i ssue of an ima l s , s u b j e c t e d to h y p o x i a , pos thy -
poxic ac t i va t i on of energy m e t a b o l i s m was found , which depended a p p a r e n t l y on the de-
creased i n t ens i t y of p l a s t i c processes dur ing the phase of ac t ive g rowth and of neurone 
d i f f e r en t i a t i on . Content of t he essent ia l amino acids , ac t ive ly p a r t i c i p a t i n g in pro te in 
synthes is , was increased bu t concen t ra t ion of nonessent ia l amino acids was decreased at 
th is s tep . The subsequent decrease in con ten t of macroerg ic compounds , increase in con-
cen t ra t ion of lac t ic acid and inorganic p h o s p h a t e as well as the decrease in a c t i v i t y of 
ATP-ases were observed in 1.5-2 mon ths old expe r imen ta l an imals . The b iochemical and 
mophologica l da ta suggest t h a t i n t r a n a t a l hypox ia is responsib le for i r revers ib le impa i r -
ments in deve loping bra in . 

УДК 616.43-092.9-008.931:577.152.121 

H. P. Аблаев, Г. И. Петрова, Д. К. Солтыбаева 

АКТИВНОСТЬ а-ГЛИЦЕРОФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В ОРГАНАХ 
И ТКАНЯХ КРОЛИКОВ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ЭНДОКРИННЫХ 

НАРУШЕНИЯХ 

Кафедра биохимии Алма-Атинского медицинского института 

Известно, что а-глицерофосфатдегидрогеназа (а-ГФДГ) существует 
в двух формах: входящая в состав цитоплазмы а - Г Ф Д Г является НАД-
зависимой, митохондриальная а - Г Ф Д Г относится к флавопротеидам 11.1. 
С участием этих двух форм а - Г Ф Д Г функционирует а-глицерофосфатный 
цикл, связывающий два важнейших энергетических процесса — гликолиз 
и тканевое дыхание. Считает, что на данный цикл воздействуют тиреоидные 
гормоны, которые могут стимулировать в митохондриях синтез как апофер-
мента 12, 3 I—а-ГФДГ, так и кофермента — ФАД 1.4 I. Вместе с тем имеются 
сообщения о том, что не во всех тканях и не у всех видов животных а - Г Ф Д Г 
одинаково чувствительна к тиреоидным гормонам [5.1. 

Влияние других гормонов на данный фермент изучено недостаточно. 

М е т о д и к а 

Исследования проведены на 70 половозрелых кроликах-самцах массой 2—2,5 кг, 
с о д е р ж а в ш и х с я в у с л о в и я х обычного р а ц и о н а в и в а р и я . Ж и в о т н ы х д с к а п и т и р о в а л и 
пЬсле 18-часового г о л о д а н и я . 

Гипотиреоз у к р о л и к о в вызывали путем д о б а в л е н и я к пище метилтиоурацила 
по 1 г /кг в течение 30—35 дней, а гипертиреоз — путем с к а р м л и в а н и я ж и в о т н ы м 
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тиреоидина по 0 ,3 г /кг в течение 
4—5 нед до потери животным 3 /3 ис-
ходной массы. В опыт брали животных 
на высоте р а з в и т и я соответствующего 
состояния , о чем судили по уровню 
б е л к о в о с в я з а н н о г о йода (БСЙ) в плаз-
ме крови , который определяли спек-
трофотометрически [6J. Части живот-
ных внутривенно вводили 10% ра-
створ а л л о к с а н а , приготовленный на 
физиологическом растворе (130— 
150 мг/кг) . Ж и в о т н ы х з а б и в а л и через 
4 нед после введения а л л о к с а н а , когда 
уровень сахара в крови превышал 
300 мг/100 мл. В одной из серий (V) 
ж и в о т н ы м внутримышечно вводили ин-
сулин п р о л о н г и р о в а н н о г о действия в 
течение 12—14 дней — вначале по 
2—4 Е Д / к г , затем дозы постепенно 
увеличивали до 10—12 Е Д / к г ; живот-
ных брали в опыт, к а к правило , при 
развитии гипогликемической комы. 

Активность а - Г Ф Д Г в т к а н я х 
печени, почек и сердца определяли нео-
тетразолиевым методом [7]. При опре-
делении активности митохондриальной 
а - Г Ф Д Г и н к у б а ц и о н н а я смесь состояла 
из гомогената соответствующей т к а н и , 
субстрата , неотетразолия хлорида и 
фосфатного буфера; для исследования 
общей активности а - Г Ф Д Г (цитоилаз-
матической и митохондриальной) в 
у к а з а н н у ю смесь добавляли т а к ж е 
Н А Д . Активность обеих форм а - Г Ф Д Г 
в ы р а ж а л и в миллиграммах образую-
щегося диформазана на 1 г тканевого 
белка за 30 мин при 37°С. Содержание 
белка в т к а н я х определяли биуретовым 
методом [8]. 

Кроме отмеченных показателей , с 
помощью флюор и метрического метода в 
крови к р о л и к о в определяли концентра-
цию 11-оксикортикостероидов [9] и ад-
реналина [10]. Полученные результаты 
обработаны статистически [11]. 

Р е з у л ь т а т ы 
д е и и е 

о б с у ж -

Как показано в табл. 1, актив-
ность а - Г Ф Д Г в различных орга-
нах и тканях животных неодинако-
ва. Характер ее изменений при тех 
или иных гормональных наруше-
ния х под ч и кается определенным 
закономерностям. Активность ми-
тохондриальной а - Г Ф Д Г значи-
тельно ниже активности цито-
плазматической формы фермента. 
При гипотиреозе активность обеих 
форм а - Г Ф Д Г резко (почти в 
2 раза и более) снижается. При 
гипертиреозе, наоборот, скорость 
окисления а-глицерофосфата в та-
кой же степени возрастает, особен-
но в митохондриях. Анализ при-
веденных данных наталкивает на 
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мысль, что тиреоидные гормоны стимулируют активность а - Г Ф Д Г . Более 
того, речь может идти об индуцировании этими гормонами синтеза новых 
ферментных молекул, как на это указывают и некоторые авторы [12, 13.1. 
Однако возможность прямого воздействия этих гормонов на активность 
а - Г Ф Д Г вызывает некоторое сомнение, если обратить внимание на данные, 
полученные в следующих сериях опытов. 

Аллоксановый диабет и гипогликемическая кома, вызванная введением 
инсулина, по своим основным характеристикам являются диаметрально 
противоположными состояниями. В то же время активность исследованного 
фермента в обоих случаях претерпевает почти одинаковые изменения: ин-
тенсивность окисления а-глицерофосфата снижается в 2 раза и более в тка-
нях почек и сердца как при недостатке, так и при избытке инсулина (см. 
табл. 1). В печени и мышцах бедра активность а - Г Ф Д Г , особенно ФАД-за-
висимой формы, изменяется не столь значительно. Можно было бы пола-
гать, что инсулин не оказывает прямого влияния на функционирование а -
глицерофосфатного цикла, а наблюдаемые изменения обусловлены действи-
ем других факторов (и гормонов). 

По некоторым данным литературы 1.14, 151, при гипогликемической 
коме под влиянием больших доз инсулина резко повышается функциональ-
ная активность системы гипоталамус — гипофиз — щитовидная железа 
и многократно возрастает содержание тиреоидиых гормонов в крови и тка-
нях. Согласно результатам наших собственных исследований, уровень БСЙ 
в плазме крови при диабете и гиперинсулинизме также повышается соответ-
ственно до 228 и 308% от контроля. Следовательно, если бы тиреоидные 
гормоны служили единственным регулятором указанного цикла, то при 
обоих типах инсулярной патологии следовало бы ожидать существенного 
повышения активности а - Г Ф Д Г . Но картина, как видим, иная. И такая си-
туация характерна не только для а - Г Ф Д Г , но и для ряда других биохимиче-
ских показателей 116, 17]. 

Т а б л и ц а 2 

Содержание бслковосвязанного йода, 11-оксикортикостероидов и адреналина 
в крови кроликов при гормональных нарушениях 

Исследуемый 
п о к а з а т е л ь К о н т р о л ь 

1 

Гипотиреоз Г и п е р т и р е о з 
А л л о к с а и о -
вый д и а б е т 

Введение 
и исулипа 

(кома) 

Бел к о вос вя за н 11 ы й 
йод, мкг/100 мл 

Р 
4 , 6 ± 0 , 3 3 2,6-Ь0,41 

< 0 , 0 1 
10 ,6+0 ,93 

< 0 , 0 0 1 
10,5-1-0,51 

< 0 , 0 0 1 
1 4 , 2 + 0 , 5 3 

< 0 , 0 0 1 
11-Оксикортикостеро-

иды, мкг/100 мл 
Р 

6 , 4 ± 0 , 6 2 7 , 2 + 0 , 6 3 
< 0 , 0 5 

7 , 2 + 0 , 4 8 
< 0 , 0 5 

10 ,6+1,31 
< 0 , 0 1 

11,3+1,41 
< 0 , 0 1 

Адреналин, мкг/л 
Р 

0,90 ± 0 , 0 7 0,774-0,03 
< 0 , 0 2 

1 ,05+0 ,06 
< 0 , 0 2 

1 ,27+0 ,09 
< 0 , 0 1 

0 , 2 2 + 0 , 0 9 
< 0 , 0 0 1 

Избыток и недостаток тиреоидиых гормонов и инсулина сопровожда-
ются также выраженными изменениями функций надпочечников (табл. 2). 
При гипертиреозе стимулируется секреция гормона роста 1181, усилива-
ются секреция [19] и метаболизм стероидных гормонов [20]. 

Не останавливаясь на возможных механизмах функциональной взаимо-
связи между отдельными эндокринными органами и не отрицая индуциро-
вания синтеза а - Г Ф Д Г и других оксидоредуктаз тиреоидными гормонами, 
мы вместе с тем склонны считать, что в условиях in vivo даже при преиму-
щественном, специфическом воздействии того или иного гормона на содер-
жание и активность определенного фермента реализация такого гормональ-
ного эффекта может существенным образом изменяться под влиянием сопут-
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ствующих физиологических и патологических факторов в данных конкрет-
ных условиях. Эти факторы прямо или косвенно могут участвовать в слож-
ных процессах синтеза и секреции гормона-индуктора, его метаболизма 
в тканях , изменять сродство гормона к соответствующим рецепторам. 

Открытие гипоталамических гормональных веществ, циклических ну-
клеотидов 121—23], соматостатина, соматомединов 124.1 и выявление их 
эндокринных функций в периферических органах заставляют по-новому 
оценить сведения о регуляции метаболизма в тканях . 
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A C T I V I T Y O F « - G L Y C E R O P H O S P H A T E D E H Y D R O G E N A S E F R O M R A B B I T 
T I S S U E S IN V A R I O U S E N D O C R I N E D I S F U N C T I O N S 

N. R. A blaev, G. I. Petrova, D. /<". Solly baeva 

Chair of B iochemis t ry , S t a t e Medical School , A lma-Ata 

A c t i v i t y of a - g l y c e r o p h o s p h a t e dehydrogenase (GPDG) from r a b b i t t i ssues was di-
s t i nc t l y decreased in h y p o t h y r o i d i s m and increased in h y p e r t h y r o i d i s m . In a l loxane dia-
betes and a f t e r a d m i n i s t r a t i o n of high doses of insul in the G P D G a c t i v i t y , and especia l ly 
t h e a c t i v i t y of i t s m i tochondr i a l form, was m a r k e d l y decreased in k idney and hear t t is-
sues; it was una l t e red or s l i gh t ly increased in l iver t issue and sceletal muscles , as compa-
red wi th cont ro l . The hormonal regu la t ion of the G P G D a c t i v i t y is a compl ica ted process, 
in which are involved not only the hormones of t hy ro id g land but also hormones of o the r 
endocr ine glands . 
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АКТИВНОСТЬ Г ЛЮ КОЗО- 6- ФОСФ А ТД Е Г ИД РО Г Е Н A3 bl 
И ТРАНСКЕТОЛАЗЫ В КРОВИ НЕЙРООНКОЛОГИЧЕСКИХ 

БОЛЬНЫХ ДО ОПЕРАЦИИ И В ДИНАМИКЕ ПОСТОПЕРАЦИОННОГО 
ПЕРИОДА 

"Ленинградский университет 

У иейроонкологических больных, как известно, внутричерепная гипер-
| е н з и я сопровождается замедлением скорости мозгового кровотока и сниже-
нием интенсивности потребления кислорода ткаиыо головного мозга, что 
приводит к развитию гипоксического состояния органа 11 1. 

В ряде работ установлено, что при церебральных опухолевых процессах 
различного этиопатогеиеза наблюдаются существенные расстройства мета-
болических функций: снижение уровня секреции тронных гормонов, кор-
тикостероидов [2], глубокое угнетение многих окислительно-восстанови-
тельных реакций 13 I и реакций углеводного обмена I I, 4.1, выход в кровя-
ное русло фенола и его усиленная экскреция с мочой 15 I. Однако биохими-
ческие изменения, наступающие в организме под влиянием симптомоком-
плекса витальных нарушений структуры и функции нейрональных образо-
ваний, исследованы незначительно. Д л я неврологической и нейрохирурги-
ческой клиники необходимо дальнейшее изучение состояния обмена веществ 
больного до и после оперативного вмешательства по поводу опухолевого за-
болевания головного мозга. Кроме того, определенную диагностическую 
ценность представляет разработка надежных специфических ферментатив-
ных тестов, позволяющих констатировать не только наличие опухолей го-
ловного мозга, но и четко регистрировать фазы развития ответной системной 
реакции организма на хирургическое вмешательство. 

В связи с изложенным, в настоящей работе исследована активность 
ключевых ферментов окислительной и иеокислительной ветвей пентозо-
фосфатного пути метаболизма углеводов (ПФП) — глюкозо-6-фосфатде-
гидрогеназы (Г-6-ФД, КФ. 1.1.1.19) и транскетолазы (ТК, КФ2.2.1.1) 
в крови больных с доброкачественными новообразованиями головного 
мозга различной гистоструктуры и локализации (аденома гипофиза, менин-
гиома). Дополнительную задачу работы составило изучение активности 
названных ферментов П Ф П после оперативного вмешательства по поводу 
удаления опухоли мозга и в динамике постоперациониого периода. Работа 
выполнена на базе клиники Ленинградского научно-исследовательского 
нейрохирургического института им. А. Л . Поленова. 

М е т о д и к а 

Исследовали активность Г - 6 - Ф Д эритроцитов и Т К цельной крови описанными 
ранее методами [б, 7] у практически здоровых людей ( к о н т р о л ь н а я группа) и боль-
ных с аденомой гипофиза и менингиомой. Активность ферментов определяли т а к ж е 
в послеоперационном периоде на 1, 5—7 и 10—15-е сутки , что соответствует, по дан-
ным н е й р о х и р у р г и ч е с к о й к л и н и к и , наиболее т я ж е л о м у состоянию больного — перио-
ду перелома иостоперациоиного течения з а б о л е в а н и я , состоянию выздоровления [8]. 
Активность Г - 6 - Ф Д и Т К в ы р а ж а л и соответственно в единицах активности фермен-
та 1 в 1 мин при 26°С в расчете на 10° эритроцитов в микромолях седогептулозо-7-
фосфата , о б р а з о в а в ш е г о с я за 1 ч при 37°С в 1 мл цельной крови . Б ы л о обследовано 
11 больных с аденомой гипофиза и 8 с менингиомой головного мозга (в возрасте от 
26 до 45 лет) ; к о н т р о л ь н у ю г р у п п у составили 10 практически здоровых л и ц в воз-
расте от 26 до 35 лет. Локализация и гистоструктура опухолей были определены с 

1 За единицу активности Г - 6 - Ф Д принимали количество фермента , которое из-
меняло оптическую плотность инкубационной пробы при 340 нм и конечном объеме 
р е а к ц и о н н о й смеси 3 мл на 0,001 за 1 мин при 26°С. 
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помощью рентгеноконтрастных и гистологических методов, а т а к ж е непосредствен-
но при операции . Р е з у л ь т а т ы обработаны статистически . Б ы л п р и н я т 9 5 % у р о в е н ь 
достоверности. 

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

Дегидрогеназы П Ф П изучены довольно подробно в метаболизме опу" 
холей головного мозга. По наблюдениям многих авторов, активность 
Г-6-ФД и 6-фосфоглюконатдегидрогеназы (6-ФГД) в опухолевых тканях 
мозга (независимо от их гистологического типа) была в 3—10 раз выше, 
чем в норме [9—111. Однако исследователи пришли к заключению, что та-
кие изменения активности дегидрогеназ П Ф П все же нельзя считать спе-
цифическим признаком атипического перерождения нейроиальных струк-
тур, отличающихся чрезвычайно высокой гетерогенностью, поскольку ак-
тивность этих ферментов сильно варьирует в различных клеточных популя-
циях мозга [9]. 

Т а б л и ц а I 

Активность Г-6-ФД эритроцитов (в ед. на 10° эритроцитов) и Г К цельной крови 
(в мкмоль седогептулозо-7-фосфата на 1 мл в 1 ч) практически здоровых людей и 
нейроонкологических больных (аденома гипофиза, менингиома) до операции и 

в динамике постоперационного периода 

Услопия э к с п е р и м е н т а Г - 6 - Ф Д /эи< Р* * т к р* р * * 

Контроль (п 10) 2 5 9 ± 5 , 4 7 9 , 8 5 ± 0 , 4 0 
Аденома гипс фи за 
(п 10): 

до операции 2 3 3 ± 1 0 , 8 < 0 , 0 5 10,26 zhO ,39 — 

после операции: 
1-е сутки 3 3 0 + 8 , 1 < 0 , 0 0 1 16 ,25+0 ,49 < 0 , 0 0 1 

5—7-е сутки 3 0 5 + 4 , 3 < 0 , 0 0 1 13 ,93+0,29 — 

1 0 - 1 5 - е » 3 4 0 ± 1 0 , 9 < 0 , 0 0 1 14 ,76±0 ,53 < 0 , 0 0 1 
Менингиома (п 8): 

до операции 2 7 9 + 4 , 9 < 0 , 0 2 13 ,40±0 ,45 < 0 , 0 0 1 
после операции: 

1-е сутки 3 5 7 + 1 2 , 0 < 0 , 0 0 1 18 ,33+0,42 < 0 , 0 0 1 
5—7-е с у т к и 3 6 5 + 8 , 6 < 0 , 0 0 1 К)ДГ) 1 0,51 — 

10—15-е » 3 7 8 + 7 , 4 < 0 , 0 0 1 1 1,0,S ; о . г и 

П р и м е ч а и и е. Р* — достоверность различий по сравнению с контрольной 
группой (до операции); Я** —достоверность различий по сравнению с исходными величи-
нами (до операции) внутри каждой группы, п — число опытов. 

Как показали результаты исследований, наличие опухолей головного 
мозга не вызывает существенных изменений активности дегидрогеназ П Ф П 
в крови больных. В табл. 1 приведены результаты определения активности 
Г-6-фД и Т К в эритроцитах и цельной крови нейроонкологических больных 
с аденомами гипофиза и менингиомами до операции и в динамике постопе-
рационного периода. 

В группе больных с аденомами гипофиза (опухоли железистого харак-
тера) наблюдается некоторое снижение (Р<<0,05) активности Г-6-фД эри-
троцитов по сравнению с данными контрольной группы, а активность Т К 
цельной крови практически не изменяется. 

В крови больных с менингиомами головного мозга (опухоли сосудистого 
ряда) установлено незначительное повышение активности Г-6-ФД и Т К от-
носительно контроля, что достоверно превышает активность этих фермен-
тов у больных с аденомами гипофиза (Р<С0,01 и Р<С0,001 соответственно). 
По данным литературы, у больных с менингиомами головного мозга гормо-
мональная недостаточность выражена в меньшей степени (вследствие не-
которого удаления опухоли от гипоталамо-гипофизарной области), чем у 
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больных с опухолями гипофиза. Кроме того, менингиома головного мозга 
представляет собой медленно растущее новообразование, которое способ-
ствует формированию адаптивных реакций организма на развивающуюся 
патологию [9]. Однако отмеченные изменения активности ферментов П Ф П 
в крови больных с рассмотренными патологическими состояниями весьма 
несущественны. 

Характерным для постоперациоциого периода является повышение 
в крови больных уровня многих гормонов (катехоламинов, А К Т Г , кортико-
стероидов, инсулина, глюкагона, тироксина и др.) за счетсимпатико-адре-
нергической и эндокринной ответной реакции, связанной главным образом 
с гиперфункцией системы: 
гипоталамус — гипофиз — 
надпочечники [12]. 

В 1-е сутки после 
операции в группе боль-
ных с аденомой гипофиза 
и ' менингиомой головного 
мозга активность Г-6-ФД 
эритроцитов и Т К крови 
значительно возрастает 
(см. табл. 1). Это обуслов-
лено, вероятно, неспеци-
фической компенсаторно-
приспособительной реак-
цией организма в ответ 
на оперативное вмеша-
тельство и развитием стрессорного состояния, вызванного функциональ-
ной перегрузкой жизненно важных органов, а также усилением биорит-
мики обменных процессов, обеспечивающих регенерационные преобразо-
вания и нормализацию смещенных биологических констант организма 
19, 13]. 

Активность Г-6-ФД и Т К после удаления аденомы гипофиза возрастает 
на 42 и 58% соответственно по сравнению с активностью этих ферментов 
до операции, а после удаления менингиомы активность Г-6-ФД и Т К уве-
личивается на 28 и 37% соответственно. 

На 5—7-е сутки после удаления аденомы гипофиза или менингиомы 
активность Г-6-ФД и Т К остается значительно выше дооперационного уров-
ня (см. табл. 1) . Течение послеоперационного периода у 1 пациента с аде-
номой гипофиза было осложнено состоянием длительно продолжавшегося 
шока. Известно, что шок характеризуется состоянием глубокой гипоксии, 
значительной гипергликемией, ацидозом, нарушением окислительно-вос-
становительных процессов и резким снижением содержания Н А Д * и 
Н А Д Ф + [14]. Изменение активности Г-6-ФД эритроцитов и Т К цельной 
крови у этого больного представлено в табл. 2. Как видно из табл. 2, актив-
ность Г-6-ФД эритроцитов почти не изменяется в 1-е сутки после операции 
по отношению к дооперационному уровню активности фермента и резко 
возрастает на 7-е сутки непосредственно перед летальным исходом, пре-
вышая, таким образом, величину активности фермента при всех рассмот-
ренных нами состояниях. Такой подъем активности Г-6-ФД, очевидно, 
характеризует необратимую стадию шока. Активность Т К у этого боль-
ного уже в 1-е сутки после хирургического вмешательства возросла в 2 раза 
и достигла максимума на 7-й день после операции, превысив активность 
Т К больных с благоприятным течением постоперационного периода (см. 
т а б л . 1 и 2 ) . П о - в и д и м о м у , р е з к о е в о з р а с т а н и е а к т и в н о с т и Т К я в л я е т с я 
сигналом развития необратимых деструктивных изменений в организме. 

На 10—15-е сутки постоперационного периода активность Г-6-ФД 
эритроцитов у больных обеих групп (особенно группы с удаленными аде-
номами гипофиза) оставалась высокой. Это, несомненно, связано с моби-

Т а б л и ц а 2 
Активность Г-6-ФД эритроцитов и ТК цельной крови 
у больного аденомой гипофиза, с летальным исходом 

на 7-е сутки после операции 

После о п е р а ц и и 

Активность ф е р м е н т а 
Д о опе-

р а ц и и 1-е 
с у т к и 

7-е 
с у т к и 

Г-6-ФД, ед. на 10° 
эритроцитов в 1 мин 

Т К , мкмоль седогепту-
лозо-7-фосфата на 
1 мл крови в 1 ч 
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лизацией анаболических процессов в организме, направленных на восста-
новление синтетических и энергетических ресурсов, израсходованных в 
период операции и ранний постоперационный период (см. табл. 1). Актив-
ность Т К цельной крови на 10—15-е сутки операции имеет тенденцию к 
снижению, но остается еще значительно выше уровня контроля (на 50 
и 43% соответственно у групп больных с удаленными аденомами гипофиза 
и менингиомами). 

Можно заключить, что наличие доброкачественных опухолей голов-
ного мозга различной гистоструктуры и локализации оказывает неспеци-
фическое влияние на ферменты П Ф П в крови больных. При аденоме гипо-
физа, затрагивающей непосредственно гипоталамо-гипофизарную область 
головного мозга, активность Г-6-ФД эритроцитов практически не отличает-
ся от контрольного уровня. У пациентов после оперативного удаления 
аденомы гипофиза отмечается высокая активность Г-6-ФД эритроцитов, 
сохраняющаяся в течение всего постоперационного периода. В случае ме-
нингиомы головного мозга, оказывающей опосредованные воздействия на 
стволовые образования, активность ферментов П Ф П мало отличается от 
контрольного уровня и имеет высокие величины активности (по сравнению 
с дооперационным уровнем) на протяжении всей постоперационной фазы. 
Изменения активности Т К цельной крови в динамике постоперационного 
периода также почти не различаются у обеих групп больных. 
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A C T I V I T I E S O F G L U C O S E - 6 - P H O S P H A T E D E H Y D R O G E N A S E A N D 
T R A N S K E T O L A S E I N B L O O D O F N E U R O O N C O L O G I C A L P A T I E N T S B E F O R E 

S U R G I C A L T R E A T M E N T A N D I N D Y N A M I C S O F P O S T O P E R A T T O N A L 
P E R I O D 

N. I. Brodskaya, L. I. Yansketi, G. V. Kudryavtseva 

S t a t e Un ives i ty , Leningrad 

Brain benign tumors / h y p o p h y s e a l adenoma , m e n i n g e c m a / caused de f in i t e e f f e c t s 
on the enzymes of p e n t o s e p h o s p h a t e p a t h w a y in blood of p a t i e n t s . D i s t inc t decrease in 
g l i tcose-6-phosphate dehydrogenase / G 6 P D / a c t i v i t y was observed in e r y t h r o c y t e s of 
p a t i e n t s w i t h adenoma of h y p o p h y s i s as compared w i t h a control g roup ; t r anske to l a se 
/ Т 1 < / a c t i v i t y w a s u n a l t e r e d . In b l o o d of p a t i e n t s w i t h b r a i n m e n i n g e o m a s t h e G 6 P D 
was a c t i v a t e d by 8% and T K — by 3 6 % . W i t h i n the f i rs t day a f t e r resect ion of the tu -
mors a c t i v i t y of the enzymes was d i s t i nc t ly increased; it r emained m a r k e d l y h igher than 
t he enzyma t i c a c t i v i t y be fore the opera t ion w i th in all the per iods s tud i ed /5-7 days and. 
10-15 days a f t e r t he ope ra t ion / . 
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УДК 616.33-002 .44-008.831 

Г. Г. Иванов 

АКТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ ФЕРМЕНТОВ В ЭНТЕР0ЛИ30ВАННЫХ 
УЧАСТКАХ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ;ЖЕЛУДКА ЧЕЛОВЕКА 

ПРИ ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНИ И ВЛИЯНИЕ НА НЕЕ ЖЕЛЧИ 

Л а б о р а т о р и я х и р у р г и ч е с к о й гастроэнтерологии Центра л ьной А научно-исследователь-
с к о й л а б о р а т о р и и Свердловского медицинского института на базе К у р г а н с к о й област-

ной больницы 

Выявленная нами различная направленность некоторых видов обмена 
в слизистой оболочке желудка человека при язвенной болезни в зависи-
мости от локализации язвы и удаленности от привратника 11, 2] возможно 
связана с различным нарушением морфологической структуры слизистой 
оболочки, в частности с появлением вместо обычного желудочного эпите-
л и я очагов кишечного эпителия, так называемой энтеролизацией [3—6]. 
В ряде этих сообщений убедительно показано более частое развитие очагов 
энтеролизации при локализации язвы в желудке. Установлено, что энте-
ролизованные клетки идентичны кишечному эпителию не только морфо-
логически, но и функционально, Так, выделяемая в участках энтеролиза-
ции слизь имеет примерно тот же состав, что и вырабатываемая кишечным 
эпителием [7, 8], идентичность установлена также в отношении,дисахарид-
азной активности [91. Гистохимическими исследованиями установлено 
изменение активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) [10], щелочной фосфат-
азы (ЩФ) и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ) [11 —13] в метапла-
зированной слизистой оболочке по сравнению с нормальными участками. 
Все это побудило нас изучить состояние углеводного обмена путем иссле-
дования активности Л Д Г , Г-6-ФДГ и содержания молочной кислоты, 
я также процессов переаминирования и активности ЩФ в нормальной 
слизистой оболочке и в участках энтеролизации. Кроме того, было изучено 
влияние желчи in vi t ro на активность Л Д Г , Г-6-ФДГ и ЩФ, так как, по не-
которым данным [14], явление энтеролизации связано с длительным за-
бросом содержимого двенадцатиперстной кишки (ДПК) в желудок. 

М е т о д и к а 

Д л я исследования в ы р е з а л и отдельные участки слизистой оболочки ж е л у д к а , 
полученного у больных после резекции по поводу язвенной болезни . Иссекали 
участки по малой кривизне на различном расстоянии от п р и в р а т н и к а и участок по 
большой кривизне . Выше и ниже вырезаемого участка иссекали полоску т к а н и д л я 
гистологического изучения с ц е л ы о в ы я в л е н и я э н т е р о л и з а ц и и . Эта часть работы вы-
полнена старшим научным сотрудником М. Е . Матвеенко [14]. Приготовление гомо-
гснатов тканей подробно описано в наших п р е ж н и х работах . Активность Л Д Г , 
Г - 6 - Ф Д Г и к о н ц е н т р а ц и ю молочной кислоты о п р е д е л я л и с помощью оптического 
теста В а р б у р г а с применением наборов реактивов фирмы «Берлингер» . 

Активность т р а н с а м и н а з аспартат -аминотрансферазы (ACT) и алании-амино-
т р а н с ф е р а з ы (АЛТ) о п р е д е л я л и у н и ф и ц и р о в а н н ы м методом с готовым набором реак-
тивов по Р а й т у , а а к т и в н о с т ь Щ Ф с /г-нитрофенилфосфатом натрия в качестве суб-
страта с применением н а б о р о в фирмы «Биолахема» . Активность ферментов рассчиты-
вали в м и к р о м о л я х с о о т в е т с т в у ю щ и х субстратов на 1 мг белка в 1 мин, концент-
р а ц и ю молочной кислоты — в м и л л и г р а м м - п р о ц е н т а х . С целыо изучения в л и я н и я 
ж е л ч и к гомогенату ткани в количестве 1,2 мл д о б а в л я л и дуоденальное содержимое 
или раствор гликохолевой кислоты в конечной концентрации 1,0 мг/мл и инкубиро-
вали при 37°С в среде следующего состава: 1,5 мл 0,08 М глицинового буфера рН 7,5, 
1 мл Н 2 0 , 0 ,2 мл 0,1 М MgCl2 , 0 ,2 мл 1 ,5 -10~ 3 Н А Д , 0,2 мл 0,1 М глюкозо-6-фос-
фата и 0,1 мл гомогената . Д а н н а я среда п р и м е н я л а с ь д л я определения активности 
Г-6-ФДГ; д л я определения активности Л Д Г и Щ Ф И С П О Л Ь З О В а Л И соответствующие 
субстраты, при изучении активности Л Д Г вместо Н А Д у п о т р е б л я л и Н А Д « Н . Среда 
для изучения скорости п р е в р а щ е н и я рибозо-5-фосфата имела следующий состав: 
1,5 мл глицил- глицинового буфера р Н 7,6, 3 ,3 мл 1Т20, 1,5 мл 0,1 М MgCl2 , 0 ,6 мл 
0,02 М рибозо-5-фосфата и 0,6 мл гомогената . К о н ц е н т р а ц и ю рибозы определяли по 
реакции с орцином. 
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Полученные нами данные показали, 
что обмен углеводов протекает различно 
в энтеролизованных участках слизистой 
оболочки желудка и в слизистой оболоч-
ке, сохранившей собственную структуру. 
Это прежде всего проявляется в угнетении 
гликолиза в участках энтеролизации, о 
чем свидетельствуют низкая активность 
Л Д Г и резкое снижение концентрации мо-
лочной кислоты. Одновременно в энте-
ролизованной слизистой оболочке желуд-
ка увеличивается активность Г-6-ФДГ, 
что свидетельствует о преобладании пен-
тозофосфатного пути обмена углеводов. 
Так , активность указанного фермента в 
очагах энтеролизации в 2х/2 раза выше, а 
активность Л Д Г на 20% ниже в энтеро-
лизованных участках слизистой оболочки 
по сравнению с таковой в нормальной 
слизистой оболочке. 

Изучение активности трансаминаз 
показало одинаковую активность ACT и 
резкое угнетение активности А Л Т в эн-
теролизованной слизистой оболочке. 

Активность ЩФ, как видно из таб-
лицы, значительно увеличена в участках 
слизистой оболочки, подвергшейся кишеч-
ной метаплазии, и составляет 58% по 
отношению к активности в нормальной 
слизистой оболочке. Это объясняет полу-
ченный нами ранее факт более высокой 
активности фермента в слизистой оболочке 
желудка и в желудочном соке при локали-
зации язвенного дефекта в желудке , чем 
при язвенной болезни Д П К . 

Результаты исследования влияния 
желчи на активность Л Д Г , Г-6-ФДГ и ЩФ 
представлены на рисунке, из которого вид-
но, что как гликохолевая кислота, так и 
содержимое Д П К резко снижают актив-
ность ферментов углеводного обмена, а 
также активность ЩФ через 10 мин инку-
бации. Дальнейшая инкубация гомогената 
с гликохолевой кислотой вызывает сниже-
ние активности Л Д Г и Г-6-ФДГ, которое 
достигает максимума через 20—30 мин. 
Содержимое Д П К после 10 мин инкубации 
приводит к постепенному увеличению ак-
тивности ферментов, которая достигает 
исходных величин через 30 мни. Актив-
ность Г-6-ФДГ под воздействием содержи-
мого Д П К постепенно снижается, дости-
гая максимума через 20 мин, и вновь 
незначительно повышается через 30 мин 
инкубации. Активность ЩФ под воздейст-
вием обоих факторов снижается лишь 

692 



через 10 мин и к 20-й минуте инкубации наблюдается восстановление 
активности. 

Таким образом, содержимое Д П К и гликохолевая кислота угнетают 
активность изученных нами ферментов и вполне правомочно допустить, 
что активным началом в содержимом Д П К являются желчные кислоты, 
а не ферменты панкреатического сока, так как отмечается параллелизм 
во влиянии этих веществ на активность фер-
ментов, особенно в отношении Г-6-ФДГ. 

Полученные нами данные с несомнен-
ностью показывают, что некоторые биохими-
ческие процессы в очагах энтеролизации 
протекают совершенно отлично от таковых в 
слизистой оболочке желудка с сохраненной 
структурой. Именно этим можно объяснить 
различную активность ряда непротеолити-
ческих ферментов в слизистой оболочке же-
лудка человека при язвенной болезни в 
зависимости от локализации язвенного дефек-
та. Чем обширнее будут очаги энтеролиза-
ции в слизистой оболочке желудка , тем 
в большей степени будут нарушены обмен-
ные процессы в слизистой оболочке. 

В свою очередь изменение обменных 
процессов в метаплазированной слизистой 
оболочке желудка может привести к наруше-
нию секреции соляной кислоты и выработке 
пепсиногена. 

На основании полученных данных о влиянии желчи на ферментатив-
ную активность in vi t ro можно предположить, что постоянный заброс дуо-
денального содержимого приводит не только к энтеролизации слизистой 
оболочки: отдельные ингредиенты содержимого Д П К , в первую очередь 
желчные кислоты, вызывая угнетение активности Л Д Г и Г-6-ФДГ, приво-
дят к изменению углеводного обмена. 
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&Е о,п им/мин 
0,24 

Мо 10 20 30 
Время иннубации^в мин 

В л и я н и е гликохолевой кисло-
ты (1) и содержимого Д П К 
(2) ( концентрация холевой 
кислоты 1 мг/мл) in v i t r o на 
активность Л Д Г ( п у н к т и р н а я 
л и н и я ) и Г - 6 - Ф Д Г (сплошная 
л и н и я ) слизистой оболочки 
ж е л у д к а человека . Среднее из 

6 определений. 
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A C T I V I T Y O F SOME E N Z Y M E S I N E N T E R O L Y S E D FOCI 01 H U M A N 
G A S T R I C M U C O S E I N U L C E R O U S D I S E A S E A N D E F F E C T O F B I L E O N T H E 

E N Z Y M A T I C A C T I V I T Y 

G. G. Ivanov 

L a b o r a t o r y of Surgica l Gas t roen te ro logy , Central Research L a b o r a t o r y , Medical School , 
Sve rd lovsk , Regional Hosp i t a l , Kurgan 

Ac t iv i t i e s of l a c t a t e dehydrogenase / L D H / , g lucose-6-phospha te dehydrogenase 
/ G 6 P D / , t r ansaminases , a l k a l i n e p h o s p h a t a s e as well as con ten t of l ac t i c acid were s tu-
died in en te ro lysed p a r t s of gas t r ic mucose and in normal mucose . The L D H a c t i v i t y and 
conten t of l ac t ic acid were decreased in the en te ro lysed mucose . As compared wi th nor-
mal mucose the a c t i v i t y of G 6 P D was increased 3 - fo ld , a c t i v i t i e s of a lka l i ne p h o s p h a t a s e 
and of g lu t amine -a l an ine t r ansaminases were increased 1.5-2-fold in the mucose regions 
wi th m e t a p l a s i a . In v i t r o g lycochol ic acid and p r o d u c t s of duodenal secret ion i n h i b i t e d 
d i s t i nc t l y G 6 P D and L D H wi th in 10 min of i ncuba t ion ; m a x i m a l a c t i v i t y of G 6 P D was 
observed w i th in 20 m i n , a f t e r add i t i on of chol ic acid the enzyme was comple te ly inac t i -
va ted wi th in 30 min . Under these condi t ions the a c t i v i t y of a lka l ine p h o s p h a t a s e was 
decreased w i t h i n 10 min and r e tu rned up to the in i t i a l level w i th in the subsequen t pe-
r iods . 

У Д К 016.155.392-07:616.155.32-00 8.939.633-074 

В. H. Филиппова, JI. И. Филановская, М. Ii. Блинову Е. А. Ушакова 

КООРДИНАЦИЯ ОСНОВНОГО И РЕУТИЛИЗЛЦИОННОГО ПУТЕЙ 
БИОСИНТЕЗА НУКЛЕОТИДОВ В ЛИМФОЦИТАХ ПРИ ЛЕЙКОЗЕ 

Л а б о р а т о р и я биохимии Института гематологии и п е р е л и в а н и я крови , Л е н и н г р а д 

Особенности нуклеотидного обмена лейкозных лейкоцитов сравнитель-
но слабо освещены в литературе. Опубликованные данные касаются глав-
ным образом характеристики размеров пула нуклеотидов [1—3], активности 
ряда ферментных систем, катализирующих реутилизационный путь их 
синтеза 1.4—6], и за небольшим исключением [7—9] практически не со-
держат информации о синтезе нуклеотидов de novo. 

Последнее объясняется тем, что после работ [101 утвердилось мнение, 
согласно которому в лейкоцитах основная часть нуклеотидов образуется 
реутилизационным путем из преформированных азотистых оснований, 
и лишь в последние годы были получены отчетливые экспериментальные 
доказательства осуществления в них синтеза нуклеотидов de novo [И—14]. 
Однако эти данные были получены на клетках, стимулированных фито-
гемагглютинином. Они свидетельствуют о том, что под влиянием стимули-
рующего действия митогенных факторов в лейкоцитах нарушается коор-
динация обоих путей синтеза нуклеотидов. На основании ряда работ [4, 5] 
можно предположить, что нарушение координации процессов синтеза ну-
клеотидов происходит и при лейкозном перерождении кроветворной ткани. 

Чтобы получить дополнительные данные об обмене нуклеотидов в лей-
козных лейкоцитах, позволяющие судить о механизме нарушения ранних 
стадий формирования клеточного генома, в лимфоцитах больных с лейке-
мической формой Х Л Л исследовали обменные превращения оротовой 
кислоты и уридина, завершающиеся синтезом уридиновых нуклеотидов 
и Р Н К . 

Оротовая кислота является интермедиатом конечных стадий синтеза 
нуклеотидов de novo и в последовательно протекающих реакциях с ОМФ-
пирофосфорилазой и ОМФ-декарбоксилазой превращается в уридинмоно-
фосфат. 

В отличие от оротовой кислоты уридии вовлекается в синтез нуклео-
тидов, подвергаясь прямому фосфорилироваиию под влиянием уридин-
кииазы. 
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Задачей работы являлось изучение включения 14С-оротовой кислоты 
и 14С-уридина в пул свободных уридиновых нуклеотидов (моно-, ди-, три-
фосфатов) и в Р Н К , а также определение активности ключевых ферментов 
биосинтеза пиримидиновых нуклеотидов — ОМФ-пирофосфорилазы и ури-
динкииазы. 

М е т о д ы 

Л е й к о ц и т ы в ы д е л я л и из периферической крови с помощью ж е л а т и н о - ц и т р а т н о г о 
раствора , суспендировали в кребс-рингер-фосфатном буфере р Н 7,4, содержавшем 
Э Д Т А в конечной концентрации 0 , 1 % , и и н к у б и р о в а л и при 37 С в течение 1 ч с ме-
чеными предшественниками нуклеотидов . Подробный состав инкубационной системы 
приведен в табл . 1. О синтезе de novo судили по включению в пул нуклеотидов и Р Н К 
м С - о р о т о в о й кислоты; реутилизационный путь синтеза оценивали по в к л ю ч е н и ю 
1 4 С-уридина в эти соединения . 

Т а б л и ц а 1 
Включение 14С-оротовой кислоты и 1 4 С-уридииа и кислоторастворимые иуклеотиды и РНК 

лимфоцитов в норме и при Х Л Л (в пмоль/мг ДНК в 1 ч) 

1 
Уридинди- и у р и д и н т р и -

фосфаты 
У р н д и н м о и офо с ф а ты Р Н К 

s 
1 

к 
Обследуемые к 

га 
К Q. R3 >, к 

га 
К Q. га к 

га 
к сх га ^ х ю о М 1 о г s 03 

о 
00 . О п- X ос 

о 
ffl -L О -Г X 

Н га га >=г. ь га н га н то Н га fct 
о н О н s О н О н X о н О н X 
й о й о й й о а о о. й о й о й 
О q О с; >> О q о ч О с; о ч >1 

' о х U х s и 6 S 6 S S и У X и 
Z х Z х ч - Z а X * et - 5 х tt 

З д о р о в ы е до-
норы 

Вольные Х Л Л 
662± 123 
858±150 

541 ± 7 7 
877±98 

2 000dz 250 
1" оно 1 |:;:'() 

550 ± 6 8 
434 ± 18 

347±40 
4 07 ±56 

1 099±99 
2 408±235 

197±25 
278±33 

201±30 
239±28 

298±42 
854 ±102 

П р и м е м а и и е. С о с т а в опытных проб (в мкмоль): г л и ц и н —5; и и к о т и и а м и д — 5; N a H C 0 3 — 
15; АТФ — 2 , 5 ; г л ю к о з а —50; оротовая - 1 4 С кислота или у р и д и п - 1 4 С — 1 ( у д а р н а я р а д и о а к т и в -
ность соответственно 1 ,8-10® и 3 - 1 0 ° имп /мии /мкмоль ; 0 , 1 5 мл к р е б с - р и н г е р - ф о с ф а т н о г о б у ф е -
ра рН 7 , 4 ; 0 , 5 0 мл с у с п е н з и и лимфоцитов (108 к л е т о к ) . Объем п р о б — 1 мл. И н к у б а ц и я в т е ч е -
ние 60 мин при 37 °С в сосудах В а р б у р г а . П р е д с т а в л е н ы с р е д н и е величины 16 опытов. 

После и н к у б а ц и и клетки отмывали физиологическим раствором с Э Д Т А и д в а ж д ы 
э к с т р а г и р о в а л и при 0°С 0,5 М Н С Ю 4 . Н е й т р а л и з о в а н н ы е э к с т р а к т ы высушивали в 
э к с и к а т о р е над К О Н под вакуумом. Осадки р а с т в о р я л и в воде и подвергали хро-
матографическому разделению на ватмане № 3 ММ в течение 18 ч, используя смесь 
1 М уксуснокислого аммония этанолом (7 : 3), р Н 7,5. Радиоактивность пятен хро-
м а т о г р а м м ы , вырезанных в соответствии с положением нуклеотидов-«свидетелей», 
просчитывали в с ц и н т и л л я ц и о н н о м счетчике СБС-1. 

Р а д и о а к т и в н о с т ь Р Н К определяли после щелочного гидролиза кислотонерас-
творимого осадка клеток [15]. Р е з у л ь т а т ы в ы р а ж а л и в пикомолях уридина или оро-
товой кислоты, в к л ю ч и в ш и х с я в нуклеотиды или Р Н К , в расчете на 1 мг Д Н К за 1 ч . 
Содержание Д Н К в л е й к о ц и т а х о п р е д е л я л и по Б а р т о н у [16]. 

Активность ОМФ-пирофосфорилазы и у р и д и н к и н а з ы определяли по количеству 
У М Ф , синтезированного в р е а к ц и я х , к а т а л и з и р у е м ы х этими ферментами. Последний 
и з о л и р о в а л и путем фиксации на хроматографической бумаге , импрегнированной 
0,1 М раствором хлористого л а н т а н а . 

При определении активности ОМФ-пирофосфорилазы в р е а к ц и о н н у ю смесь до-
б а в л я л и п р е п а р а т О М Ф - д е к а р б о к с и л а з ы ( К Ф 4 .1 .1 .23 . , оротидин-5 ' -фосфат-карбокси-
л и а з а ) , выделенной из п е к а р с к и х д р о ж ж е й [17]. П р е п а р а т фосфорибозил пирофосфата 
синтезировали в л а б о р а т о р и и [18]. Состав реакционной смеси д л я определения актив-
ности ОМФ-пирофосфорилазы и у р и д и н к и н а з ы у к а з а н в примечании к табл . 2. 

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

Скорость реутилизационного пути синтеза нуклеотидов в лейкоцитах 
значительно превышает скорость их синтеза de novo. Так , по данным 
табл. 1, в лимфоцитах здоровых людей 14С-уридин включается в уридинди-
и уридинтрифосфаты почти в 3 раза , а в Р Н К — в 1,5 раза быстрее, чем 
оротовая кислота. 
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Лейкозное перерождение клеток в большей степени затрагивает мета-
болизм уридина, чем оротовой кислоты. Как видно из представленных 
данных, развитие Х Л Л сопровождается по крайней мере 6-кратным уве-
личением скорости включения уридина в уридииди- и уридинтрифосфаты 
и 3-кратным — в Р Н К лимфоцитов при незначительном увеличении ско-
рости включения оротовой кислоты (в 1,3—1,4 раза) в эти соединения. 

Представленные данные показывают, что в лейкозных лимфоцитах 
преобладание реутилизационного пути синтеза пиримидиновых нуклеоти-
дов становится еще более заметным, так как по сравнению с оротовой кис-
лотой включение уридина в уридинди- и уридинтрифосфат увеличивается 
в 14 раз, а в Р Н К — в 3 раза. 

Т а б л и ц а 2 

Активность ОМФ-пирофосфорилазы и уридинкиназы в лейкоцитах в норме и при ХЛЛ 
(в мкмоль превращаемого субстрата на 1 г белка в 1 мин) 

О М Ф - п и р о ф о с ф о р и л а з а 

О б с л е д у е м ы е 
без добавок -{-УРидии 4 - у р и д и и м о -

нофосфат 
4-уридии-
д и фосфат 

+ уридин-
трифосфат 

У р и д и н -
к и н а з а 

Больные Х Л Л 
Здоровые доно-

ры 

1 0 , 4 ± 0 , 8 

7 , 7 ± 0 , 8 

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

2 , 5 ± 0 , 4 

Число опытов 8 7 7 4 7 5 

П р и м е ч а н и е . Состав реакционной смеси для определения активности ОМФ-
пирофосфорилазы: 0,3 мл 0,1 М N a 2 H P 0 4 р Н 7,5; 0,4 мл 0,1 М Ф Р П Ф ; 0,1 мл 0,001 М 
1 4С-оротовой кислоты (удельная радиоактивность 1,8* 10° имп/мин на 1 мкмоль). 
Объем проб — 1. Инкубация в течение 15 мин при 37°С в сосудах Варбурга . 
Состав проб для определения активности уридинкиназы: 0,1 мл 0,5 М трис-буфера р Н 7,5; 
0,05 мл 0,2 М MgCl2; 0,05 мл 25 М АТФ. Инкубация в течение 2 мин при 30°С. В качестве 
ферментативного источника использовали экстракты ацетоновых порошков лимфоцитов, 
которые готовили настаиванием в течение 20 мин (5 мг порошка -J-1 мл 0,05 М трис-буфе-
ра). При определении активности ОМФ-пирофосфорилазы в реакционную смесь вводили 
0,2 мл, при определении активности уридинкиназы — 0,05 мл экстракта. 

Среди компонентов внутриклеточного пула нуклеотидов радиоактив-
ная метка уридина и оротовой кислоты распределяется неравномерно. 
Особенно отчетливо это обнаруживается в лейкозных лейкоцитах, где 70— 
80% ее открывается в нуклеозидди- и нуклюзидтрифосфатах. Это является 
убедительным аргументом в пользу того, что в лейкозных лейкоцитах 
обмен уридиновых нуклеотидов сдвигается в сторону образования непо-
средственных предшественников Р Н К . 

Подтверждением этого могут служить также данные об активности 
ключевых ферментов обмена оротовой кислоты и уридина — ОМФ-пиро-
фосфорилазы и уридинкиназы. Оказалось, что в лейкозных лейкоцитах 
она приблизительно на 30% выше, чем в нормальных (см. табл. 2). 

Таким образом, исследование ферментативной активности показывает, 
что увеличение скорости обмена оротовой кислоты и уридина в лимфоцитах 
больных Х Л Л действительно обусловлено более высокой, чем в норме, 
активностью ферментов, от которых зависят эти процессы. 

При анализе табл. 2 обращает на себя внимание тот факт, что, хотя 
оротовая кислота в лейкозных лимфоцитах метаболизируется значительно 
медленнее, чем уридин, активность ОМФ-пирофосфорилазы в 2—3 раза 
превышает таковую уридинкиназы. 

Одним из факторов, влияющих па активность ОМФ-пирофосфорилазы, 
как видно из табл. 2, является внутриклеточная концентрация уридино-
вых нуклеотидов. В присутствии уридина и уридиндифосфата активность 
фермента подавляется на 20%. Большее действие, чем уридин, оказывает 
уридинтрифосфат, угнетающий в той же концентрации активность ОМФ-
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пирофосфорилазы на 40%. Следовательно, активность ОМФ-пирофосфорил 
азы регулируется путем, зависящим от уровня уридиновых нуклеотидов, 
и повышение последнего способствует ограничению активности фермента. 
На ингибирование ОМФ-пирофосфорилазы в присутствии экзогенного 
уридина обратили внимание еще Блейер и Поттер [19]. 

Однако ингибирующее влияние уридина и уридиновых нуклеотидов 
на ОМФ-пирофосфорилазу отчетливо обнаруживается лишь в клеточных 
экстрактах . На уровне интактных клеток его не удается обнаружить. Как 
видно из табл. 1, поступление немеченого уридина в лейкозные клетки не 
сопровождается даже разведением метки, которого следовало бы ожидать 
как результат вовлечения немеченого уридина в синтез нуклеотидов и Р Н К . 

Отсутствие изменений радиоактивности нуклеотидов и Р Н К , по-ви-
димому, свидетельствует о накоплении нуклеотидов в лейкозных клетках. 
В соответствии с данными, полученными на клетках гепатомы Новикова 
120, 21J, это может происходить вследствие блокирования уридиновыми 
нуклеотидами активности ферментных систем, катализирующих их превра-
щения в цитидиновые нуклеотиды. Снижение содержания цитидинмоно-
фосфата по сравнению с уридинмонофосфатом в лимфоцитах селезенки лей-
козных мышей подтверждается и в недавно опубликованной работе [22]. 

Резюмируя полученные данные, следует обратить внимание на то, что 
обмен нуклеотидов в лимфоцитах периферической крови больных Х Л Л 
имеет ряд отличительных особенностей. К их числу относится приблизи-
тельно 6-кратиое увеличение по сравнению с нормальными лимфоцитами 
скорости реутилизационного пути синтеза из уридина при незначительном 
увеличении скорости синтеза нуклеотидов из оротовой кислоты (см. табл. 1). 

Различие скоростей обоих процессов синтеза может быть следствием 
относительно высокой активности уридикиназы лейкозных клеток (см. 
табл. 2), что приводит к увеличению пула уридиновых нуклеотидов. Послед-
ние оказываются ингибиторами ОМФ-пирофосфорилазы и ограничивают 
скорость синтеза пиримидиновых нуклеотидов de novo. Эти процессы 
в лейкозных лейкоцитах сопровождаются нарушением координации реути-
лизационного и основного путей синтеза пиримидиновых нуклеотидов. 
Увеличение размеров пула уридиновых нуклеотидов в опухолевых клетках 
[23], а также активирование уридинкиназы при неопластических заболева-
ниях [24] наблюдали и другие исследователи. 

О возможности подавления синтеза пиримидиновых нуклеотидов d e 
novo и замещения его реутилизационным путем свидетельствуют работы 
[11—13]. Авторы смогли продемонстрировать в лимфоцитах, стимулирован-
ных фитогемагглютииииом, подавление активности карбамилфосфатсинтет-
азы под влиянием уридинтрифосфата и на этом основании предположили, 
что замещение одного пути синтеза другим может происходить на стадии, 
катализируемой этим ферментом. По данным настоящей работы, процесс 
замещения путей синтеза пиримидиновых нуклеотидов в лейкозных лимфо-
цитах может происходить и на конечной стадии синтеза de novo, зависящей 
от ОМФ-пирофосфорилазы. 

Вопрос о механизме регуляции активности ОМФ-пирофосфорилазы 
окончательно не решен [25, 16]. Не установлено, является ли этот фермент 
аллостерическим белком и образует ли он обратную связь с конечными 
продуктами реакции. Высказывается предположение, что основным меха-
низмом регуляции его активности является механизм репрессии [25]. Од-
нако при этом не исключаются адаптивные изменения активности под влия-
нием уридиновых нуклеотидов и Ф Р П Ф [26]. 

Синтез Р Н К , оцениваемый по включению уридина и оротовой кислоты 
в молекулы этого полимера, зависит от скорости включения радиоактив-
ной метки в нуклеотиды (см. табл. I), что согласуется с ранее опубликован-
ными данными [27]. В лейкозных лимфоцитах при активной пролиферации 
кроветворной ткани он поддерживается главным образом за счет реутили-
зационного пути синтеза пиримидиновых нуклеотидов. 
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C O O R D I N A T I O N B E T W E E N T H E M A I N A N D R E U T I L I Z A T I O N A L P A T H W A Y S 
O F N U C L E O T I D E B I O S Y N T H E S I S I N L Y M P H O C Y T E S U N D E R 

L E U K O S I S 

V. N. Filippova, L. / . Filanovskaya, M. N. Blinov, E. A. Ushakova 

L a b o r a t o r y of B ioshemis t ry , I n s t i t u t e of H e m a t o l o g y and Blood Trans fus ion , 
Len ing rad 

Coord ina t ion of these two p a t h w a y s of nuc leo t ide syn thes i s in l eukocytes under 
chronic l ympho leukos i s was s t ud i ed us ing incorpora t ion of 1 4 C-orot ic acid and 1 4C-uri-
dine in to u r i d i n e mono- , di- and t r i p h o s p h a t e s and also in to R N A . S imu l t aneous ly , act i -
v i t y of t h e key enzymes, p a r t i c i p a t i n g in me tabo l i sm of oro t ic acid and of u r id ine , was 
measu red : O M P - p y r o p h o s p h o r y l a s e / E C 2 .4 .2 .10 , o r o t i d i n e - 5 ' - p h o s p h a t e : py rophospha -
te phosphorybosy l . t r ans fe ra se / and u r id ine k inase / E C 2 .7 .1 .48, A T P : u r i d i n e s - p h o s p h o -
t r a n s f e r a s e / . The r eu t i l i z a t i ona l p a t h w a y of p y r i m i d i n e nuc leo t ide syn thes i s was dist i -
n c t l y a c t i v a t e d . At the same t ime there was only a s l igh t increase in the ma in p a t h w a y 
of the i r syn thes i s in l ymphocy te s in leukemic form of cronic l ympho leukos i s . Ac t iv i t i e s 
of O M P - p y r o p h o s p h o r y l a s e and u r id ine k inase were increased by 3 0 % . An impa i rmen t 
in the coord ina t ion of t he ra tes of both p a t h w a y s of py r imid ine nuc leo t ide synthes is was 
r e l a t ed to i nh ib i t i on of O M P - p y r o p h o s p h o r y l a s e caused by and increase in u r id ine nucle-
o t i d e pool . 

УДК 617-001.17-092.9-085.356:677.161.3-07:616-008.931-07 

В. Г. Мхитарян, М. И. Агаджанов, П. А. Казарян 

ВЛИЯНИЕ а-ТОКОФЕРОЛА НА АКТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ 
ФЕРМЕНТОВ БИОСИНТЕЗА И РАСПАДА ФОСФОЛИПИДОВ 

ПРИ ОЖОГОВОЙ ТРАВМЕ 

Кафедра биохимии Е р е в а н с к о г о медицинского института , Ц е н т р а л ь н а я научно-иссле-
д о в а т е л ь с к а я л а б о р а т о р и я Ереванского института усовершенствования врачей 

В предыдущих исследованиях [1, 2] было показано, что при ожоговой 
травме в организме резко возрастает содержание липидных перекисей. 
Наряду с этим были обнаружены также заметные изменения в содержании 
эндогенного а-токоферола и значительные изменения фракционного и жир-
нокислотного состава фосфолипидов биологических мембран [3, 4]. 
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Усиление перекисного окисления липидов, дефицит антиоксидантов, 
а также низкая активность супероксиддисмутазы наряду с другими фак-
торами и особенно воздействием со стороны нейроэндокринной системы 
могут являться теми пусковыми механизмами, которые лежат в основе 
патогенеза ожоговой болезни. 

Липидные перекиси и свободные радикалы, как и дефицит а-токофе-
рола, вызывают многочисленные изменения в активности целого ряда 
ферментов, особенно мембраносвязанных, и приводят к нарушению обмен-
ных процессов. 

Нами установлено [5, 6], что низкое содержание фосфолипидов и вы-
сокий уровень липидиых перекисей в печени и мозге после ожога норма-
лизуются при введении витамина Е. В связи с этим было небезынтересно 
изучить активность некоторых ферментов, ответственных за биосинтез и 
распад фосфолипидов, и выяснить роль витамина Е в этом процессе. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на белых к р ы с а х - с а м к а х массой 130—160 г. О ж о г вызывали 
по ранее описанной методике [1]. Исследования проводили через 1 ч, 1, 3, 7 и 15 дней 
после ожоговой травмы. Витамин Е вводили крысам в н у т р и б р ю ш и н и о в количестве 
1 мг на 1 кг массы ж и в о т н о г о сразу после о ж о г а , затем через 3, 7 и 12 дней. Голов-
ной мозг и печень и з в л е к а л и и обрабатывали на холоду . В опыте использовали над-
м и т о х о н д р и а л ь и у ю ж и д к о с т ь , полученную после ц е н т р и ф у г и р о в а н и я при 17 000 g [7]. 

Активность г л и ц е р о к и н а з ы ( К Ф 2.7 .1 .30) L - a - г л и ц е р о ф о с ф а т д е г и д р о г е н а з ы — 
Г Ф Д Г ( К Ф 1.1.1.8) ( п р я м а я реакция ) и количество L-a -глицерофосфата определяли 
микроспектрофотометрическим методом Кеннеди [8]. Активность г л и ц е р о к и н а з ы 
определяли в реакционной среде следующего состава: 0,94 мл дистиллированной во-
ды, 1,8 мл А^С1 2 - гидразин-глицинового буфера р Н 9,8, 0 ,05 мл 0,02 М Н А Д , 0,014 мл 
Г Ф Д Г (140 мкг к р и с т а л л и ч е с к о г о белка) , 0 ,05 мл 0 ,075 М А Т Ф , 0,05 мл 0,1 М гли-
церина и 0,1 мл смеси микросомальной и растворимой ф р а к ц и й исследуемой т к а н и . 
Общий объем реакционной смеси составлял 3 мл. Активность Г Ф Д Г определяли по 
о к и с л е н и ю L-a - глицерофосфата в таком ж е объеме инкубационной среды, состоящей 
из 0,94 мл дистиллированной воды, 1,8 мл Л^С1 2 - гидразин-глицинового буфера 
р Н 9,8, 0 ,05 мл 0,02 М Н А Д , 0,2 мл 0,1 М раствора L-a -глицерофосфата и 0,01 мл 
смеси микросомальной и растворимой ф р а к ц и й . Определение с о д е р ж а н и я L-a -глице-
рофосфата проводили т а к ж е в 3 мл инкубационной среды, содержащей 0,94 мл ди-
с т и л л и р о в а н н о й воды, 1,8 мл Д^С1 2 - гидразии-глицинового буфера р Н 9,8, 0 ,05 мл 
0,02 М Н А Д , 0,014- мл Г Ф Д Г и 0,2 мл безбелкового нейтрализованного э к с т р а к т а 
исследуемой т к а н и . 

Активность фосфолипазы А ( К Ф 3.1 .1 .4) определяли в сыворотке крови по ме-
тоду Т у ж и л и н а и С а л у э н ь я [9]. С ц е л ы о исключения колебания количества субстра-
та в пробе вместо р а з б а в л е н н о г о яичного ж е л т к а использовали определенное к о л и -
чество фосфолипидов, выделенных из яичного ж е л т к а по Фолчу и соавт. [10] . 

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

Полученные экспериментальные данные свидетельствуют, что у крыс 
через 1 ч после ожога активность глицерокиназы в головном мозге и печени 
повышается соответственно на 48 и 20% (табл. 1 и 2). Несмотря на это, 
со/держание L-a-глицерофосфата в мозге находится в пределах исходного 
уровня, а в печени даже снижается на 38 6% (см. табл. 2) вследствие высо-
кой скорости окисления до диоксиацетонфосфата (ДОАФ), что подтверж-
дается повышением активности Г Ф Д Г в головном мозге на 98 ,5%, а в пе-
чени на 44 ,5%. Таким образом,через 1 ч после ожога активируется как 
глицерокиназа, так и ГФДГ. Сопоставляя полученные данные, можно 
допустить, что глицерофосфат, образующийся в глицерокиназиой реакции, 
мало вовлекается в биосинтез фосфолипидов и в основном включается после 
окисления в Д О А Ф в процесс гликолиза и гликонеогеиеза, что подтверж-
дается низким уровнем фосфолипидов в печени и мозге [3]. Интересно, что 
в этот срок активность фосфолипазы А в сыворотке крови практически ие 
меняется (табл. 3). 

Как это видно из данных табл. 1 и 2, на фоне введения экзогенного 
витамина Е , активность ферментов спустя 1 ч после ожога приближается 
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Т а б л и ц а 1 

Влияние а-токофероЛа на содержание L-a-глицерофосфата, активность глицерокиназы и ГФДГ (прямая реакция) в мозге крыс при ожоговой травме 

Срок иссле-
дования 

после ожога 

L - a - г л и ц е р о ф о с ф а т , мкмоль на 1 г в л а ж н о й т к а н и Г л и ц е р о к и н а з а , м к м о л ь Н А Д - Н мин на 1 г 
в л а ж н о й т к а н и Г Ф Д Г 

Срок иссле-
дования 

после ожога 
к о н т р о л ь ожог 

о ж о г - f - а - т о к о -
ферол к о н т р о л ь о ж о г 

о ж о г - f a - т о к о -
ферол к о н т р о л ь о ж о г о ж о г - f а - т о -

к о ф е р о л 

1 ч 

Р 

0 , 3 6 + 0 , 0 1 7 
(10) 

0 , 3 9 + 0 , 0 2 
(И) 

0 . 3 2 + 0 , 0 1 9 
(9) 

< 0 , 0 1 

0 ,25+0 ,011 
(Ю) 

0 , 3 7 + 0 , 0 1 3 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

0 ,27+0 ,014 
(Ю) 

< 0 , 0 0 1 

1 , 3 5 + 0 , 0 5 
(Ю) 

2 , 6 8 + 0 , 1 2 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

1 , 6 3 + 0 , 0 8 
( П ) 

< 0 , 0 0 1 

1 день 

Р 

0 ,26+0 ,016 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

0 . 5 7 + 0 , 0 2 2 
( И ) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 2 0 + 0 , 0 1 0 
(9) 

< 0 , 0 1 

0 .39+0 ,016 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

1 ,21+0 ,07 
(Ю) 

> 0 , 0 5 

2 . 4 6 + 0 , 1 3 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

3 дня 

Р 

0 , 5 9 + 0 , 0 3 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 3 4 + 0 , 0 2 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 3 7 + 0 , 0 1 5 
(Ю) 

< 0 , 0 0 1 

0 .61+0 ,017 
(П) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 9 5 + 0 , 0 5 
(П) 

< 0 , 0 0 1 

1 , 5 9 + 0 , 0 7 
( П ) 

< 0 , 0 0 1 

7 дней 

Р 

0,35+0,021 
(10) 

0 , 2 4 + 0 , 0 1 2 
(11) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 2 2 + 0 , 0 1 0 
(10) 

> 0 , 0 5 

0 .53+0 ,014 
(П) 

< 0 , 0 0 1 

1 ,10+0 ,06 
(9) 

< 0 , 0 1 

2 , 0 7 + 0 , 1 5 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

15 дней 

Р 

0 .24+0 ,013 
(9) 

< 0 . 0 0 1 

0 , 4 2 + 0 , 0 2 7 
(Ю) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 1 9 + 0 , 0 1 0 
( П ) 

< 0 , 0 0 1 

0 .67+0 ,019 
(9) 

< 0 . 0 0 1 

1 ,31+0 ,09 
(П) 

> 0 . 0 5 

2 , 6 5 + 0 , 1 6 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

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



Т а б л и ц а 2 

Влияние а-токоферола на содержание L-a-глицерофосфата, активность глицерокиназы ГФДГ в печени крыс при ожоговой травме 

L - a - г л и ц е р о ф о с ф а т , мкмоль на 1 г в л а ж н о й т к а н и Г л и ц е о о к и н а з а , мкмоль Н А Д - Н / м и н на 1 г Г Ф Д Г Г Ф Д Г 

Срок иссле-
L - a - г л и ц е р о ф о с ф а т , мкмоль на 1 г в л а ж н о й т к а н и в л а ж н о й т к а н и м к м о л ь Н А Д Н / м и н / г т к а н и 

дования 
после ожога 

к о н т р о л ь ожог 
о ж о г - f a - т о к о -

ферол контроль о ж о г 
ожог -{ -а - токо -

ферол к о н т р о л ь ожог 
о ж о г - f a - т о -

к о ф е р о л 

1.97+0,034 
(10) 

0 ,95+0 ,017 
(Ю) 

7 , 0 1 + 0 , 1 2 
(10) 

1 час 

р 

1.21+0,047 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

1 .84+0 ,027 
( П ) 

< 0 , 0 0 1 

1 ,14+0,021 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

0 ,94+0 ,025 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

10 ,1+0 ,18 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

8 , 9 6 + 0 , 1 7 
( П ) 

< 0 , 0 0 1 

1 день 

Р 

1,42+0,034 
(П) 

< 0 , 0 0 1 

2 , 8 0 + 0 , 0 3 5 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 7 0 + 0 . 0 1 7 
(Ю) 

< 0 , 0 0 1 

1 ,47+0,037 
(П) 

< 0 , 0 0 1 

5 , 6 7 + 0 , 1 5 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

1 0 , 4 + 0 , 2 0 
( П ) 

< 0 , 0 0 1 

3 дня 

Р 

1 ,67+0 ,03 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

1 ,07+0 ,033 
(Ю) 

< 0 , 0 0 1 

0 , 8 2 + 0 , 0 1 8 
( Н ) 

> 0 , 0 0 1 

0 ,10+0 ,024 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

8 , 6 0 + 0 , 1 6 
(П) 

< 0 , 0 0 1 

1 3 , 9 + 0 , 2 0 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

7 дней 

Р 

2 .08+0,034 
(Ю) 

< 0 , 0 5 

1 ,66+0 ,02 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

1 ,23+0 .023 
(Ю) 

< 0 , 0 0 1 

1 ,43+0,013 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

8 , 4 2 + 0 , 1 7 
(10) 

< 0 , 0 0 1 

6 , 3 2 + 0 , 1 8 
(9) 

< 0 , 0 0 1 

15 дней 

Р 

1,78+0,021 
(П) 

< 0 , 0 0 1 

1 .88+0,034 
(Ю) 

> 0 , 0 5 

0 , 9 0 + 0 , 0 1 3 
(9) 

> 0 , 0 5 

1 ,44+0.018 
(Ю) 

< 0 , 0 0 1 

9 , 9 1 + 0 , 1 6 
(9) 

< 0 . 0 0 1 

7 , 0 7 + 0 , 1 8 
( Н ) 

< 0 , 0 0 1 

о 



к исходному уровню. При этом содержание глицерофосфата нормализуется 
как за счет подавления его окисления в Д О А Ф , так и за счет активации 
глицерокиназного пути биосинтеза, в результате чего, как было установ-
лено ранее, содержание фосфолипидов достигает исходного уровня. 

Через один день после ожога количество глицерофосфата снижается 
в мозге и печени, одновременно угнетается также активность глицерокин-
азы и ГФДГ. Интересно, что в этот срок резко (на 41%) повышается актив-
ность фосфолипазы А в сыворотке крови, что сопровождается увеличением 
содержания лизолецитииов. Таким образом, низкое содержание фосфоли-
пидов в тканях при ожоговой травме обусловлено угнетением активности 
ферментов начального этапа их биосинтеза и активацией фосфолипазы А. 

Примечательно, что при 
введении витамина Е зна-
чительно повышается ак-
тивность ферментов и воз-
растает содержание гли-
церофосфата — необходи-
мого компонента для био-
синтеза фосфолипидов. 

Полученные данные 
согласуются с результата-
ми наших предыдущих 
исследований и объясняют 
высокий уровень фосфоли-
пидов в печени и мозге 

обожженных крыс после введения а-токоферилацетата. 
Интересно, что хотя на фоне введения витамина Е через день после 

ожога активность фосфолипазы А в крови повышается, однако содержание 
лизолецитииов не возрастает, возможно, вследствие активации и осталь-
ных фосфолипаз, что косвенно подтверждается высоким содержанием эта-
ноламина в печени и мозге обожженных крыс. 

Исследования, проведенные спустя 3 дня после ожога, показали , что 
у крыс содержание глицерофосфата в мозге повышается на 63,9 % вслед-
ствие активации глицерокиназы и угнетения ГФДГ. Эти изменения в печени 
имеют противоположную направленность и менее выражены, что и приво-
дит к относительно низкому содержанию в ней глицерофосфата. Актив-
ность фосфолипазы А в крови остается по-прежнему высокой, вследствие 
чего повышается также содержание лизолецитииов. Мы допускаем, что низ-
кая разистентность эритроцитов у обожженных обусловлена наряду с не-
которыми другими факторами избыточной пероксидацией фосфолипидов 
биомембран, а также увеличением содержания лизолецитииов вследствие 
высокой активности фосфолипазы А в крови. 

Хотя при введении экзогенного а-токоферола в мозге стимулируется 
активность обоих ферментов, особенно глицерокиназы, однако содержа-
ние глицерофосфата находится в пределах исходного уровня. В печени 
же, наоборот, активность ГФДГ повышается в большей степени, что при-
водит к заметному снижению содержания глицерофосфата. 

С удлинением послеожогового периода до 7 дней активность ферментов, 
участвующих в обмене глицерофосфата, и содержание самого глицерофосфата 
изменяются неодинаково. В мозге активность глицерокиназы и Г Ф Д Г 
несколько снижается, а в печени, наоборот, повышается, однако содержа-
ние глицерофосфата как в мозге, так и в печени остается в пределах нормы. 
Интересно, что изменения в скорости образования и окисления глицеро-
фосфата не совпадают с изменениями в содержании самого глицерофосфата, 
тогда как уровень фосфолипидов в этих условиях, как нами было уста-
новлено ранее, понижен. Этот факт мы склонны объяснить замедлением про-
цесса биосинтеза фосфатидной кислоты из глицерофосфата, возможно, 
вследствие угнетения активности глицерофосфатацилтрансферазы, а так-

Влияние а - т о к о ф е р о л а на активность фосфолипазы А 
(в сд. фосфолипазы А на 1 мл сыворотки) в сыворотке крови 

крыс при ожоговой тпавме 

Срок ис-
с л е д о в а -

ния после 
П о с л е ожога П о с л е ожога -+• 

+ а - т о кофе рол 

ожога М ± т Р М ± т Р 

К о н т р о л ь 
1 ч 
1 день 
3 дня 
7 дней 
15 » 

1 , 0 3 ± 0 , 0 5 ( 5 
1 , 0 9 ± 0 , 0 6 5 
1 , 4 6 ± 0 , 0 7 7 
1 , 24 ± 0 , 0 5 0 
1 , 3 9 ± 0 , 10 
0 , 73 ± 0 , 0 4 

> 0 , 0 5 
< 0 , 00 1 
< 0 , 0 2 
< 0 , 0 0 1 
< 0 , 0 0 1 

1 , 0 2 ± 0 , 0 5 6 
1 , 6 9 ± 0 , 0 8 
1 , 46 ± 0 , 0 9 
0 , 9 9 ± 0 , 0 5 
1 , 0 5 ± 0 , 0 6 

>0 ,05 
<0,001 
<0,001 
>0 ,05 
>0 ,05 
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же усилением расщепления фосфолипидов за счет активации фосфолип-
азы А. 

Примечательно, что через 15 дней после ожога все изучаемые показа-
тели, за исключением активности ГФДГ, в печени снижаются несколько 
ниже контрольного уровня (см. табл. 2). 

К а к видно из данных табл. 1 и 2, при введении а-токоферилацетата 
происходят выраженные изменения в активности изучаемых ферментов 
как на 7-й, так и на 15-й день. Так , активность глицерокиназы и Г Ф Д Г 
в мозге возрастает в 2—3 раза, в то время как в печени активность этого 
фермента повышается на 50%, а ГФДГ, наоборот, понижается по сравне-
нию с обожженными животными, не получавшими витамина Е . При этом 
содержание глицерофосфата изменяется незначительно. Допускается , что 
близкое к исходному уровню содержание глицерофосфата на фоне резкой 
активации глицерокиназного пути его образования связано с повышением 
скорости включения глицерофосфата в последующие этапы биосинтеза фос-
фатидов, что подтверждается высоким содержанием фосфолипидов в тка-
нях при тех ж е сроках под влиянием витамина Е [3]. Таким образом, полу-
ченный экспериментальный материал свидетельствует о благоприятном 
влиянии а-токоферола на обмен фосфолипидов посредством ферментов на-
чального этапа биосинтеза фосфатидов, а также упорядочения его рас-
щепления фосфолипазами. 

Полученные данные хорошо согласуются с нашими предыдущими 
исследованиями, где было показано значительное усиление процесса ли-
пидной пероксидации при ожоговой травме 1.1]. Перекисиому окислению 
подвергаются в первую очередь ненасыщенные жирные кислоты фосфоли-
пидов, и, если этот процесс заходит достаточно далеко, практически все 
фосфолипиды оказываются окисленными [11]. Небезынтересно, что окис-
ленные фосфолипиды легче атакуются фосфолипазами. Липидные перекиси 
[12], окисляя фосфатиды, одновременно нарушают конформацию связан-
ных с ними белков и тем самым повышают проницаемость мембран. Об этом 
свидетельствует появление в крови при ожоге органоспецифических фер-
ментов печени — гистидазы, уроканиназы и триптофанпирролазы [13,14]. 

а -Токоферол, будучи антиоксидантом, предохраняет фосфолипиды 
от окисления, чем и обеспечивает выполнение ими их биологической функ-
ции. 

Исследованиями последних лет [15] показано, что фосфолипиды вы-
ступают в роли типичных аллостерических эффекторов, поэтому вполне 
возможно, что изменение количества фосфолипидов под влиянием возрос-
шего при ожоговой травме уровня липидных перекисей может осущест-
влять аллостерическую регуляцию всего процесса биосинтеза фосфоли-
пидов. 
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E F F E C T O F a-TOCOPHEROL O N T H E A C T I V I T Y O F C E R T A I N E N Z Y M E S O F 
P H O S P H O L I P I D B I O S Y N T H E S I S A N D I T S I M P A I R M E N T I N B U R N S 

V. G. M khitarian, M.I. Agadjanov, P. A. Kctzarian 

D e p a r t a m e n t of B iochemis t ry , Medical School , I n s t i t u t e of Advanced t r a in ing of physic i -
ans, Yerevan 

Burns a f f e c t e d the con ten t of L - a - g l y c e r o p h o s p h a t e / L - a - G P / in r a t s ; i ts level was 
reduced w i t h i n 15 days a f t e r burns . P h a s i c changes in L - a - g l y c e r o p h o s p h a t e dehydroge-
nase and g lyce rok inase ac t i v i t i e s in l iver and brain t issues and phospho l ipase A in blood 
were also obse rved . I n t r a p e r i t o n e a l a d m i n i s t r a t i o n of a - t o c o p h e r y l a c e t a t e in to r a t s sub-
jec ted to burns abo l i shed the decrease in conten t of L - a - G P a l t h o u g h the a c t i v i t y of t he 
d rug va r i ed w i t h i n th i s 15 day pe r iod . In bra in the a c t i v i t y of these enzymes was incre-
ased 2-3-fold . The da t a ob t a ined are in good agreement w i t h those pub l i shed p r ev ious ly 
and i n d i c a t i n g loss of phospho l i p id s in l iver and bra in t issus fo l lowing burns . 

У Д К 615.217.3 2.015.1: [54 6.4 6 + 54 6.41 + 577.15 2.361 

E. В. Семенову С. С. Крылов 

УЧАСТИЕ ИОНОВ Mg2+ , Са2+ И СООТВЕТСТВУЮЩИХ АТФ-АЗ 
В МЕХАНИЗМЕ П Р ЕС И Н А П ТИ Ч ЕС КО ГО ДЕЙСТВИЯ АМИЗИЛА 

И АРЕКОЛИНА 

Институт токсикологии Министерства з д р а в о о х р а н е н и я СССР, Л е н и н г р а д 

Высвобождение ацетилхолина и норадреналина из тканевых депо рас-
сматривается в настоящее время как кальцийзависимый процесс,связанный 
с избыточным накоплением ионов Са2+ в пресинаптических структурах 
[1, 2]. Показано [3—5], что холинолитики способны оказывать на клеточ-
ные мембраны действие, сходное с действием ионов Са2 + . Центральный 
холинолитик амизил (бенактизин) влияет на пресинаптические образова-
ния головного мозга, в результате чего увеличивается высвобождение ней-
ромедиаторов из тканевых депо [6, 7]. В исследованиях с изолированными 
из мозга крыс синаптосомами 18] было установлено, что амизил ускоряет 
выход ацетилхолина и норадреналина из них, и высказано предположение 
о непосредственном замещении амизилом медиаторов в их хранилищах. 
Принимая во внимание, что разные холинолитики вызывают выскобожде-
ние медиаторов 17.1, трудно предположить, что эти соединения, различаю-
щиеся структурой, в одинаковой мере могут замещать как ацетилхолин, 
так и норадреналии в тканевых депо. Кроме того, в названной выше ра-
боте 18] нельзя исключить влияние ионов Са2+ на выход медиаторов из нерв-
ных окончаний, так как в данном эксперименте средой инкубации служил 
раствор Кребса — Рингера, в состав которого входит кальций (СаС12) 
в концентрации 5 - 1 0 ~ 3 М . 

Холиномиметик ареколин ие оказывает высвобождающего нейроме-
диаторы действия, а по ряду данных 1.9] даже способствует накоплению 
ацетилхолина в пресинаптических образованиях. Механизм этого эффекта 
остается неясным. 

С учетом сказанного, а также того, что удержание иейромедиаторов-
в тканевых депо связывается с присутствием иот-тов Mg2+ [10], в дайной 
работе изучено влияние амизила и ареколина на содержание ионов Са 2 ь 

и Mg2 + , а также активность Са2 +-и Л^ 2 +-зависимых АТФ-аз мембран нерв-
ных окончаний головного мозга крыс. 
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М е т о д и к а 

Опыты проводили на белых крысах массой 150—200 г. Амизил (40 мг/кг) и арс-
колин (2,5 мг/кг) вводили в н у т р и б р ю ш и н н о из расчета 0,1 мл на 100 г массы тела . 
К о н т р о л ь н ы м ж и в о т н ы м вводили воду. После декапитации животных мозг и з в л е к а л и 
и по возможности освобождали от крови . 

Ф р а к ц и ю нервных окончаний (синаптосом) выделяли в градиенте плотности са-
х а р о з ы [11]. Активность С а 2 + - и ]У^ 2 + - зависимых А Т Ф - а з определяли в 0 ,03 М 
имидазольном буфере р Н 7,4 в присутствии Na+ (100 мМ), К+ (20 мМ), Са2 + 

или Mg2 + (5 мМ) с добавлением строфантина К (оуабаин, 10~4 М). Контрольные 
п р о б ы с о д е р ж а л и все ингредиенты, и с к л ю ч а я ионы. После добавления в инкубацион-
ную смесь А Т Ф (3 мМ) пробы в ы д е р ж и в а л и 30 мин при 37°С. Р е а к ц и ю о с т а н а в л и в а л и 
добавлением равного объема (2 мл) 10% Т Х У . Пробы центрифугировали и в надо-
садочиой жидкости определяли неорганический фосфат (Р н ) , используя молибдат ам-
мония и 1% аскорбиновую кислоту . Б е л о к определяли по Л о у р и [12]. Содержание 
э л е к т р о л и т о в в синаптосомах о п р е д е л я л и на пламенном спектрофотометре фирмы 
« P e r k i n — E l m e r » [13]. 

В опытах in v i t r o синаптосомы готовили по методу [14]. К 1 мл полученной 
суспензии д о б а в л я л и амизил или а р е к о л и н в конечной концентрации 1,1*10 8 и 
1 ,6-10~° М соответственно. Пробы и н к у б и р о в а л и 15 мин при 30°С, после чего добав-
л я л и 45Са (0,5 м к К и ) и и н к у б и р о в а л и разное время . З а х в а т 4бСа о с т а н а в л и в а л и вне-
сением в среду инкубации 0 ,3 мл раствора , с о д е р ж а щ е г о 30 мМ э т и л е н г л и к о л ь - б и с 
((3-амииоэтилэфир)М,1Ч-тетрауксусиой кислоты (ЭГТА) на 120 мМ NaCl р Н 7,4, и 4 мл 
о х л а ж д е н н о г о раствора , с о д е р ж а щ е г о 132 мМ NaCl, 5 мМ КС1, 1,2 мМ СаС12 (раствор 1). 
Пробы центрифугировали 5 мин при 11 000 g и 4°С. Осадок дважды отмывали ох-
л а ж д е н н ы м раствором 1 и подвергали гидролизу в 1 н. N a O H (0,7 мл) при 60°С в те-
чение 30 мин. Гидролизат нейтрализовали 1 мл 0,67 н. НС1. З а х в а т 45Са определяли 
при смешивании 1 мл гидролизата с 10 мл с ц и н т и л л я ц и о н н о г о раствора (нафталин — 
50 г, 2 ,5 -дифенилоксазол — 6 г, 1 ,4-ди-5-феиил-2-оксазол-бензол — 0,5 г, диоксан — 
до 1 л) в жидкостном с ц и н т и л л я ц и о н н о м счетчике фирмы «Packard» . Степень з а х в а т а 
оценивали по количеству импульсов в 1 мин на 1 мг белка . 

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

При введении амизила через 10 мин отмечены тенденция к увеличению 
содержания ионов Са2 + в синаптосомах (табл. 1) и снижение концентрации 
ионов Mg 2 + . Через 1 ч концентрация Са2+ повышалась в 1V2 раза и не-

Т а б л и ц а 1 

Содержание ионов Mg2+ и Са2+- (в мэкв на 1 г влажной ткани) в синаптосомах головного 
мозга крыс при введении ареколина и амизила 

У с л о в и я 
э к с п е р и м е н -

та 

M g 2 + Са 2 + 

П р е п а р а т 
У с л о в и я 

э к с п е р и м е н -
та 10 м и и 60 мин 10 м и и 60 мин 

Ареколин Контроль 
Опыт 

Р 

0,454-0,04 (6) 
0,6-Ь0,02 (6) 

< 0 , 0 5 

0,48-1-0,05 (8) 
0,52-1-0,04 (6) 

> 0 , 5 

0 , 3 2 + 0 , 0 3 (7) 
0 , 2 6 + 0 , 0 2 (7) 

< 0 , 1 

0 , 4 1 + 0 , 0 2 (4) 
0 , 4 6 + 0 , 0 5 (4) 

< 0 , 5 

Амизил Контроль 
Опыт 

Р 

0,41-1-0,01 (6) 
0,33-1-0,02 (6) 

< 0 , 0 5 

0,35-1-0,03 (6) 
0,40-1-0,03 (6) 

> 0 , 3 

0 , 5 + 0 , 0 0 6 (6) 
0 , 5 5 + 0 , 0 2 5 (6) 

> 0 , 1 

0 , 4 5 + 0 , 0 3 (6) 
0 , 6 7 + 0 , 0 5 (6) 

< 0 , 0 5 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 3 в скобках — число исследований. 

сколько (статистически незначимо) увеличивалось содержание Mg2H . Коэф-
фициент отношения концентраций ионов Mg2 + /Ca2 + в эти периоды снижал-
ся с 0,82 в контроле до 0,60 в опыте, а через 10 и 60 мин — соответственно 
с 0,78 до 0,60, что свидетельствует о преобладании в нервных окончаниях 
ионов Са 2 + . 

Ареколин вызывал противоположные изменения. Через 10 мин отмече-
н а статистически значимое увеличение концентрации ионов Mg2 + в синап-
тосомах и тенденция к снижению уровня Са 2 + . Коэффициент отношения 
концентрации при этом возрастал с 1,41 до 2,31, что указывает на преоб-
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з а д а н и е в нервных окончаниях ионов Mg 2 + . К 1-му часу содержание элек-
тролитов превышало контроль, но коэффициент отношения ионов практи-
чески не изменялся (1,17 в контроле и 1,13 в опыте), что указывает на со-
хранение соотношения ионов Mg2 + и Са2+ в синаптосомах, которое харак-
терно для контрольных животных. 

В опытах с 4бСа изучено влияние амизила и ареколина на включение 
изотопа в нервные окончания головного мозга. В этих экспериментах экс-

позиция с 4бСа составляла 
30 мин. После выделения 
синаптосомы промывали в 
0,32 М сахарозе, центри-
фугировали при 20 ООО g в 
течение 10 мин при 4°С и 
осадок подвергали гидро-
лизу, к а к описано в разде-
ле «Методика». Как пока-
зано в табл. 2, амизил 
увеличивал включение изо-
топа в синаптосомы, а аре-
колин угнетал этот про-
цесс . Пол учен и ые да н ные 
показывают, что амизил в 
1-й час повышает содер-
жание Са2 + в нервных 
окончаниях за счет как 

внутриклеточного перераспределения ионов, так и усиленного поступле-
ния их из внеклеточного пространства. Ареколин, наоборот, препятст-
вует включению Са 2 ь и увеличивает содержание Mg2 + . 

Т а б л и ц а 3 
Активность (в мкг РГ1 на 1 мг белка за 30 мин) Mg2+- и Са2+-зависимых АТФ-аз синаптосом 

головного мозга крыс при введении ареколина и амизила 

П р е п а р а т 
У с л о в и я 

э к с п е р и -
мента 

Mg 2 + - А Т Ф - а з а С а 2 + - А Т Ф - а з а 

П р е п а р а т 
У с л о в и я 

э к с п е р и -
мента 1 0 мин 60 мин 10 мин 60 мин 

Ареколин Контроль 
Опыт 
Р 

25,1 - Н ,9 (8) 
3 1 , 5 + 2 , 2 (7) 

< 0 , 0 5 

16 ,3+1 ,3 (4) 
19 ,8+0 ,9 (4) 

> 0 , 0 5 

2 9 , 6 + 2 , 4 (7) 
2 6 , 0 + 1 , 6 (7) 

< 0 , 2 5 

18 ,8+1 ,7 (4) 
2 1 , 4 + 1 , 8 (4) 

> 0 , 3 

Амизил Контроль 2 3 , 5 + 1 , 8 (8) 2 2 , 8 + 1 , 6 8 (5) 2 1 , 1 + 1 , 2 (6) 14 ,0+1 ,2 (5) 
Опыт 19 ,0+0 ,9 (8) 24,0 + 1,3 (5) 23 ,6+1 ,4 (6) 19,9 + 1,1 (5) 
Р < 0 , 0 5 > 0 , 5 < 0 , 2 < 0 , 0 5 

При введении амизила активность Mg2+-3aBHCHMofi АТФ-азы синапто-
сом через 10 мин снижалась (табл. 3), а активность Са2"1"-АТФ-азы повыша-
лась, причем более значительно через 1 ч после введения препарата. Аре-
колин первоначально вызывал активацию Mg2 +-A'№-a3bi и некоторое 
снижение активности Са 2 + -АТФ-азы. Через 1 ч активность Са2 +-зависимого 
фермента превышала контроль, но не активность Mg 2 +-ATФ-aзы. Сравне-
ние приведенных данных с изменениями содержания ионов Mg2+ и Са2 + 

в нервных окончаниях дает возможность утверждать, что изменение актив-
ности ферментов при введении амизила и ареколина связано с перераспре-
делением электролитов. Так , снижение коэффициента отношения ионов 
при действии амизила через 10 мин, указывающее на увеличение содержа-
ния ионов Са ? + в синаптосомах, по времени совпадает с активацией Са2 +-
АТФ-азы и торможением активности Mg2 +-зависимого фермента. Эта зави-

Т а б л и ц а 2 
Включение 45Са (в имп/мин на 1 мг белка) в синаптосомы 
головного мозга крыс при введении ареколина и амизила 

(п = 6) 

П р е п а р а т 
Условия 
экспери-

мента 

Is, емя после в в е д е н и я 
п р е п а р а т а П р е п а р а т 

Условия 
экспери-

мента 
10 мин 60 мин 

Ареколин Контроль 
Опыт р 

9 8 , 2 + 5 , 2 
67,1 + 1,5 
< 0 , 0 5 

54 ,2+4 ,1 
46 ,0+2 ,1 

> 0 , 1 

Амизил Контроль 
Опыт 
P 

9 3 , 2 + 5 , 4 
103,8+7,0 

> 0 , 2 5 

5 1 , 1 + 4 , 8 
7 0 , 9 + 4 , 3 
< 0 , 0 5 
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симость сохраняется и через 1 ч после введения препарата. Зависимость 
активности Са2 +- и Mg2 +-зависимых АТФ-аз от концентрации электролитов 
подтверждают также результаты опытов с ареколином. 

В опытах in v i t ro была предпринята попытка установить, за счет ак-
тивации каких процессов амизил и ареколин влияют на поведение ионов 
Саи в пресинаптических образованиях. Было установлено, что при дей-
ствии амизила захват 45Са в первые 45 с снижался , а в дальнейшем зна-
чительно увеличивался и возвращался к контрольному уровню через 
4 мин (рис. 1). Ареколин, напротив, повышал захват изотопа в течение 
45 с и практически не изменял его в последующий период наблюдения. 
В опытах с изучением влияния амизила на захват изотопа на фоне предва-
рительной инкубации синаптосом с ареколином установлено, что амизил 

Рис . 1. Действие амизила (У) и 
ареколина (2) на з а х в а т 4бСа синап-

тосомами. 
Здесь и на рис. 2 и 3 по оси абсцисс — 
время инкубации синаптосом с изотопом 
(рис. 1 и 3) или с амизилом (рис. 2), по 
оси ординат — з а х в а т 4 Г)Са в % от конт-
роля ; за 100% примят з а х в а т изотопа без 
добавления веществ (рис. 1 и 2) или депо-

л я р и з о в а н н ы м и сииаптосомами (рис. 3). 

Рис. 2. Снижение 
захвата 4бСа ами-
зилом на фоне 
предварительной 

инкубации синап-
тосом с ареколи-

ном. 

Рис . 3. Действие 
амизила (У) и аре-
колина (2) на за-
хват 4 5Са предва-
рительно деполя-
ризованными си-

иаптосомами. 

подавлял действие ареколина на этот процесс (рис. 2). Полученные резуль-
таты показывают, что амизил и ареколин увеличивают захват 4бСа in vit-
ro, однако во времени эти процессы существенно различаются, что, по-ви-
димому, обусловлено влиянием амизила и ареколина преимущественно на 
различные участки мембран пресинаптических образований нейрона, 
в результате чего проявляется специфичность их действия на процессы 
включения ионов Са2 + в эти структуры. 

В настоящее время предполагают, что ионы Са2+ могут проходить, 
мембраны через быстро активируемые каналы раннего тока, т. е. № , К - к а -
налы 115], а также через каналы отставленного тока или собственно каль-
циевые каналы [16]. В связи с этим приведенные данные можно трактовать 
как активацию № , К - к а н а л о в при введении ареколина и их ингибицию 
с последующей активацией собственно кальциевых каналов при действии 
амизила. Результаты опытов с сииаптосомами, деполяризованными внесе-
нием в среду инкубации избытка ионов К + (конечная концентрация 69 мМ), 
в определенной мере указывают на то, что под влиянием амизила нарушает-
ся быстрый захват Са2 + (рис. 3). Это подтверждает предположение об угне-
тении каналов раннего тока амизилом. Ареколин практически не оказы-
вал действия на этот процесс при такой постановке опытов. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что при введении ами-
зила и ареколина изменения, происходящие на мембранах пресинаптиче-
ских образований, затрагивают процессы транспорта электролитов и влияют 
на активность ферментов, связанных с этими мембранами. Как установле-
на), амизил способствует накоплению в нервных окончаниях Са2'" в 1-й час 
после введения за счет как перераспределения электролитов, так и значи-
тельного поступления их из внеклеточного пространства. При этом, как 
показано в опытах in vi t ro, повышение содержания Са 2 + , вероятно, проис-
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ходит в результате активации каналов отставленного тока. Эти данные со-
гласуются с выводами Катца и соавт. [17], что в процесс высвобождения 
нейромедиаторов вовлекаются только те ионы Са 2 + , которые проникают 
в тканевые депо через каналы отставленного тока. Ионы Са 2 + , накапли-
ваясь в пресинаптических образованиях, включаются в различные процессы. 
К а к отмечено выше, при этом повышается активность Са-АТФ-азы синапто-
сомальных мембран, что, вероятно, может привести к конформационным 
изменениям в мембране и изменению свойств синаптопор. Кроме того, Са2 + 

снижает заряд поверхности везикул, в результате чего происходит более 
быстрое слияние последних с пресинаптическими мембранами в процессе 
экзоцитоза [18], и действует на комплексы, хранящие медиаторы, способ-
ствуя их распаду [19]. 

Хотя в опытах in v i t ro показано, что и ареколин способен повышать 
захват 45Са сииаптосомами, в условиях in vivo этот эффект не обнаружен. 
Напротив, при введении холиномиметика снижались как включение изо-
топа, так и концентрация ионов в синаптосомах. Эти результаты дают ос-
нование предположить, что в условиях организма путь проникновения ионов 
Са2 + через быстро активируемые каналы менее значим в процессе высвобож-
дения нейромедиаторов, так как не приводит к существенному изменению 
концентрации кальция в пресинаптических образованиях. В то же время 
в последних значительно увеличивается содержание Mg2+ при действии 
ареколина; это позволяет заключить, что повышение содержания Mg2+ 

способствует удержанию ацетилхолина в тканевых депо и сохранению ста-
бильности комплексов, хранящих медиаторы. 

Идентичность действия амизила на холин- и адренергические храни-
лища медиаторов дает возможность предположить, что высвобождающее 
ацетилхолин и норадреналин действие холииолитика весьма сходно и об-
условлено, вероятно, одним и тем же механизмом. Это предположение в 
некоторой степени подтверждается вполне вероятным сходством в строении 
комплексов, хранящих ацетилхолин и норадреналин [20, 211, а т а к ж е к а л ь -
цийзависимым высвобождением медиаторов из хранилищ в процессе про-
хождения нервного импульса II, 2]. Можно также допустить, что системы 
ферментов, входящие в пресинаптические мембраны холин- и норадренер-
гических синапсов, идентичны или весьма близки по биохимической при-
роде. 
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AR TI CI P ATI ON O F Mg2+ A N D Ca2+ A N D O F C O R R E S P O N D I N G A T P A S E S I N 
P R E S Y N A P T I C E F F E C T O F A M I S Y L E A N D A R E C O L I N E 

E. V. Semenov, S. S. Kryiov 

I n s t i t u t e of Toxico logy , Min i s t ry of P u b l i c H e a l t h of t he U S S R , Leningrad 

Arnisyle and arecol ine were found to be a n t a g o n i s t i c drugs in the e f f ec t on con ten t 
•of Mg2+ and Ca2+ and on a c t i v i t y of cor responding A T P a s e s in synap tosomes isola ted 
from rat b ra in . Amisyle p romoted the incorpora t ion of 4 5Ca in to synap tosomes bu t areco-

ne i n h i b i t e d the reac t ion . The drugs a p p e a r to be respons ib le for l i be ra t ion and main-
t a in ing of n e u r o t r a n s m i t t e r s in p r e s inap t i c s tores . 

У Д К 577.152.321 

Ю. E. Велыпищев, Л. В. Калайдоюиева 

СВОЙСТВА ЛИЗОСОМАЛЬНОЙ 0-ГАЛАКТОЗИДАЗЫ И МОЛЕКУЛЯРНАЯ 
ГЕНЕТИКА ГАНГЛИОЗИДОЗОВ rM t 

Московский научно-исследовательский институт педиатрии и детской х и р у р г и и Минис-
терства з д р а в о о х р а н е н и я Р С Ф С Р 

(З-Галактозидаза (КФ.3.2.1.23) является лизосомной гидролазой, кото-
рая участвует в расщеплении различных галактокоиъюгатов организма: 
гликолипидов (ганглиозид ГМХ и асиало-ГМ,), содержащихся преимуще-
ственно в нервной ткани [1, 2], кератаисульфатоподобных гликозамии-
гликанов (ГАГ), содержащихся в соединительной ткани [3, 4], гликопротеи-
иов с углеводными латеральными цепями, находящихся в эритроцитной 
строме [5, 6]. 

Активность (3-галактозидазы определяется при использовании 3Н-мечен-
иых естественных субстратов [7, 8], а также синтетических субстратов, 
в частности флюорогеиа 4-метилумбелиферил-Р-0-галактопиранозида (4-
МУ-галактопиранозида) [9, 101. Применение синтетических субстратов 
стало возможным благодаря исследованиям, показавшим, что один и тот 
же каталитический центр фермента участвует в гидролизе как гаиглиозида 
ГМ,, так и 4-МУ-галактопиранозида [11]. 

Свойства [3-галактозидазы изучены главным образом в печени. (J-Га-
лактозидаза печени человека представляет собой многокомпонентную 
систему, включающую несколько молекулярных форм энзимов с разными 
свойствами. 

Следуя широко принятой в литературе классификации 17], которая 
подразделяет молекулярные формы Р-галактозидазы на [З-галактозидазы А, 
В и С (или нейтральная (3-галактозидаза), их характеристики можно обоб-
щить следующим образом (см. рисунок). 

Формы А и В — это первая и вторая фракции фермента, получаемые 
при гель-фильтрации на сефадексе Г-150. Эти фракции отличаются опре-
деленными свойствами. Обе имеют кислый оптимум рН ((3-галактозидаза 
А — 4,35, (3-галактозидаза В — 4,2). Активность обоих изоферментов за-
висит от присутствия ионов хлора в инкубационной среде. Влияние ионов 
хлора состоит в стимуляции и стабилизации фермента 112, 13]. Обе формы 
термолабильны: инкубация при 37°С в отсутствие ионов хлора приводит 
к быстрой потере активности. Они активны только по отношению к арил-(:5-
галактозидиым связям и отщепляют галактозу от 4-МУ коиъюгата, а также 
от гаиглиозида ГМг [7, 8, 14]. Константы Михаэлиса в отношении 4-МУ-
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костной системы не являются патогномоничными для этого заболевания, 
подобные изменения имеются при мукополисахаридозе I и II типа (при 
муколипидозе II типа и т. д.). В терминальном периоде развиваются сле-
пота, глухота, децеребрационная ригидность. Смерть наступает обычно 
на 2-м году жизни, часто вследствие бронхопневмонии. 

В центральной нервной системе и внутренних органах обнаруживается 
накопление гаиглиозида ГМг, который по своему составу и строению иден-
тичен нормальному [3, 29], кроме того, накапливается асиалоганглиозид 
ГМг [30]. Накопление этих веществ в нейронах вызывает дегенеративные 
изменения нервной системы, хотя точные биохимические механизмы, 
приводящие к этому повреждению, еще не выяснены. В тканях внутренних 
органов увеличено содержание гликопротеидов и кератансульфатоподоб-
ных ГАГ, которые являются причиной висцерального гистиоцитоза и из-
менения костной системы [5, 31]. 

II тип (ювенильный). Клиническая симптоматика: психомоторное 
развитие ребенка нормальное на протяжении первого года жизни. Первыми 
признаками болезни являются локомоторная атаксия, потеря координации, 
затруднения речи. В процессе заболевания неврологическая симптоматика 
быстро прогрессирует. Постепенно развиваются спастические параличи 
конечностей, которые завершаются спастической квадриплегией. В возра-
сте 1V2 лет появляется судорожный синдром, а после 2-летнего возраста 
у больных наступает состояние декортикации. Со стороны глаз изменений 
нет, гепатоспленомегалия также отсутствует. Часты бронхопневмонии. 
Изменения костной системы минимальны. Смерть наступает между 3 и 10 го-
дом жизни [22, 32, 33]. 

Гаиглиозид ГМ, накапливается в мозге в количестве, близком к наблю-
даемому при I типе ганглиозидозов [34, 35], но в печени и селезенке его 
содержание не увеличено. ГАГ, накапливающиеся в тканях, подобны 
кератансульфату, как и при I типе. 

Кроме случаев, которые легко отнести к I или II типу заболевания, 
встречаются такие, к которым общепринятая классификация неприменима 
[36—38]. Так, описаны заболевания [39—41], которые по своим проявле-
ниям со стороны нервной системы, глаз и печени соответствовали I типу -
генерализованному гаиглиозидозу. Однако отсутствие характерных изме-
нений лица и костной системы сближало их с ганглиозидозом ГМг II типа. 

III тип ганглиозидоза ГМХ. В 1974 г. описан необычный вариант ган-
глиозидоза ГМ1 [42], который в последующем упоминается в литературе 
как III тип. Ребенок развивался нормально до 5-месячного возраста, когда 
начались судороги; при клиническом обследовании обнаружены незначи-
тельная гепатоспленомегалия и вакуолизация лимфоцитов. Позднее судо-
роги не отмечались, гепатоспленомегалия исчезла, ребенок начал ходить 
и говорить. После 3-летиего возраста появились изменения со стороны 
костной системы, что и составляет главную особенность этого типа. 

IV тип ганглиозидоза ГМХ (взрослый тип). Проявления Р-галактозид-
азной недостаточности, наблюдаемые у взрослых, отличаются значитель-
ными вариациями фенотипа. 

Неврологические симптомы, гипотония, атаксия, миоклонус, генера-
лизованные судороги, вишнево-красные пятна в области макулы и рахито-
подобиые изменения костей наблюдались у больных с установленным де-
фектом Р-галактозидазы [43—46]. Однако, возможно, снижение активности 
[З-галактозидазы, обнаруженное у некоторых из этих больных, являлось 
вторичным и в действительности больные страдали муколипидозом I типа, 
связанным с недостаточностью иейраминидазы. Д а ж е если у больных был 
первичный дефект Р-галактозидазы, локализованный в некоторых тканях, 
его клиническая симптоматика практически неотличима от муколипидоза 
I типа. Это требует обязательного определения активности кислой иейра-
минидазы в тканях больных, у которых предполагается IV тип ганглиози-
доза ГМ,. 
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тон, оптимум рН около 6,0. При кислом значении рН активность фермента 
тормозится ионами хлора. Нейтральная (3-галактозидаза расщепляет как 
р-галактозидные, так и (3-глюкозидные связи [12, 13]. Она не активна по 
отношению к естественным субстратам кислых (3-галактозидаз — ганглио-
зиду ГМ, и асиалофетуину [7, 8]. Нейтральная (3-галактозидаза не абсор-
бируется конканавалином А, и таким образом ее можно легко отделить 
от кислых (3-галактозидаз методами афинной хроматографии [16]. Моно-
специфическая антисыворотка против (3-галактозидазы А не преципити-
рует нейтральную [3-галактозидазу. Таким образом, она отличается по 
структуре от низкомолекулярной кислой [3-галактозидазы А и, вероятнее 
всего, находится под контролем особого генного локуса [11]. Многие ав-
торы отметили, что активность нейтральной (3-галактозидазы в норме 
подвержена значительным колебаниям, а при патологии часто отсутствует 
118, 19]. 

Имея в виду множество естественных субстратов [3-галактозидазы, 
можно объяснить плейотропный эффект мутации гена, кодирующего син-
тез фермента. Мутация, сопровождающаяся изменением кинетических 
свойств [3-галактозидазы, может привести к накоплению в организме мно-
жества веществ — гаиглиозида ГМ1} гликозаминогликаиов, гликопротеи-
иов. Поражение нервной системы, наблюдаемое при ганглиозидозах ГМХ, 
является результатом накопления ганглиозидов, а накопление гликопро-
теинов и ГАГ приводит к поражению внутренних органов и остеохондро-
дистрофии. 

Первоначально ганглиозидозы TML разделяли на 2 типа в зависимости 
от клинических особенностей, таких, как возраст к моменту появления 
первых симптомов и смерти, выраженность висцеральных изменений, на-
личие остеодистрофии и т. д. [20—23]. Новые описания ганглиозидоза ГМХ 
все больше стирают границы между отдельными типами [14]. Вероятно, 
в большинстве случаев болезнь обусловлена неоднородными генными му-
тациями с разными фенотипическими проявлениями. Они могут привести 
к различным изменениям молекулы фермента, т. е. к появлению ферментов 
с разными каталитическими свойствами [191. Мутантные энзимы могут ха-
рактеризоваться приблизительно одинаковой остаточной активностью в 
отношении естественных субстратов (как ганглиозидов, так и ГАГ) или 
остаточная активность к одним субстратам может в несколько раз превы-
шать активность к другим, что может быть связано с физико-химическими 
различиями естественных субстратов, касающихся молекулярной массы, 
электрического заряда, растворимости и природы галактозидной связи, 
т. е. свойств, имеющих отношение к стерическим взаимодействиям между 
субстратом и ферментом. Возможное число мутаций молекул |3-галактозид-
аз, которое может привести к развитию патологических состояний, очень 
велико, поэтому пока трудно представить исчерпывающую классифика-
цию всех вариантов заболеваний, связанных с недостаточностью (3-галакто-
зидазы. В самом обобщенном виде приводится характеристика ГМ, ган-
глиозидозов, важная с точки зрения клинического диагноза, прогноза 
и генетического консультирования. 

/ тип ( инфантильный, генерализованный ганглиозидоз ГМг). До 1972 г. 
описано 25 случаев, которые систематизировал О 'Брайэн [22]. Клиниче-
ская симптоматика: ребенок отстает в физическом и психическом развитии 
с момента рождения. В периоде новорожденного отмечаются генерализо-
ванная гипотония, отеки лица и конечностей, лицевая дисморфия. В про-
цессе дальнейшего роста становится выраженным психомоторное отстава-
ние. Наблюдаются нарушение координации движений, повышенные сухо-
жильные рефлексы, клонико-тонические судороги. Со стороны глаз отме-
чаются страбизм, нистагм и вишнево-красное пятно в области соска зри-
тельного нерва (у 50% больных). Со стороны внутренних органов — гепато-
спленомегалия, наблюдающаяся в возрасте старше 6 мес. Характерны ча-
стые и тяжело протекающие пневмонии [24—27]. Изменения со стороны 
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галактопиранозида составляют 2 ,5 -10~ 4 М для (3-галактозидазы А и 2,3 • 
• 10~ 4 М для (3-галактозидазы В [13], по данным других авторов [15], 
соответственно 3,5-10~4 и 1 ,6-10~ 4 М. 

Исследования структуры энзимов показали, что [3-галактозидаза А 
существует в печени человека в форме мономерного гликопротеида с моле-
кулярной массой около 70 000 дальтон [11]. Этот гликопротеид содержит 
около 10% углеводов, в основном галактозу, сиаловую кислоту, маннозу 
и N-ацетилглюкозамин. Содержание в этом ферменте маинозы позволяет 
проводить его очистку путем афинной хроматографии на конканавалине А 
116, 17]. Получение очищенного фермента позволило изготовить антисыво-
ротку, вследствие чего стало возможным изучение взаимоотношения изо-
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Характеристика лизосомальных (3-галактозидаз. 

ферментов [3-галактозидазы в тканях и нарушения синтеза белка при на-
следственных дефектах фермента [11]. 

(З-Галактозидаза В представляет собой форму фермента, отличающую-
ся большой молекулярной массой — более 200 000 дальтон и, как уже упо-
миналось, с кинетическими свойствами, близкими к свойствам [3-галакто-
зидазы А. Вопрос о взаимосвязи структур высоко- и низкомолекулярной 
кислой [3-галактозидазы еще не решен. Здесь следует упомянуть результаты 
исследований [18], согласно которым соотношения между этими фракциями 
меняются при изменении ионной силы буфера, используемого для элюции 
белка, т. е. речь может идти о солезависимой агрегации молекул фермента. 
Не вызывает сомнений факт, что высоко- и низкомолекулярные формы 
(3-галактозидазы структурно сходны между собой. На это указывают их 
общие свойства, а также тот факт, что антисыворотка к низкомолекулярной 
фракции фермента преципитирует также и высокомолекулярную фракцию 
[11]. Это означает, что обе формы содержат общий полипептид, а их синтез 
находится (полностью или частично) под общим генетическим контролем. 
Обе формы представляют собой сиалогликопротеины и связываются с кон-
канавалином А [16]. При соответствующих условиях низкомолекулярную 
форму можно получить из высокомолекулярной под влиянием воздействий, 
разрушающих липидио-белковые связи [18]. Некоторые авторы [19] счи-
тают, что высокомолекулярная форма является агрегатом низкомолеку-
лярной (3-галактозидазы. Возможно также, что высокомолекулярная фрак-
ция представляет собой комплекс низкомолекулярной (3-галактозидазы 
с фрагментами лизосомальных мембран [18]. 

Нейтральная [3-галактозидаза С значительно отличается по своим свой-
ствам от кислых (3-галактозидаз. Ее молекулярная масса около 50 000 дал ь-
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Сузуки [471, обобщая свои наблюдения и данные литературы, выделяет 
3 группы р-галактозидазной недостаточности взрослого типа: 1) прогрес-
сирующая атаксия, миоклонус, мукополисахаридозоподобные изменения 
лица и костей и вишнево-красное пятно на глазном дне; 2) аналогичные не-
врологические симптомы, но без изменения лица и глазного дна; 3) прогрес-
сирующая пирамидная и экстрапирамидная симптоматика и генерализован-
ная атрофия мускулатуры. Последний симптомокомплекс является самым 
патогиомоиичным для IV типа |3-галактозидазного дефекта. 

Имеются экспериментальные данные, указывающие, что мутация фер-
мента при ганглиозидозах ГМг является точечной структурной мутацией. 
Исследование печени больных с I и II типами [19, 40], а также 3 больных со 
взрослым типом (3-галактозидазного дефекта [48] с применением антисыворот-
ки к (3-галактозидазе выявило присутствие нормальных или близких к нор-
мальным количеств иммунореагирующего белка-фермента. Таким образом, 
во всех случаях речь шла об иммунореагирующих мутантах (или + И Р М ) . 
Применение техники тканевой гибридизации [49—51] между фибробластами 
больного с данным типом ганглиозидоза ГМ, и больных с I и II типами при-
вело к комплементации и восстановлению активности (3-галактозидазы. 
Комплементацию двух структурных мутантов можно объяснить, видимо, 
тем, что структурные изменения белковых молекул привели к изменениям 
Третичной структуры фермента, что неблагоприятно отражается на его 
каталитических функциях. Эти изменения корригируются в смешанном 
гетерополимере благодаря соответствующим взаимодействиям между дву-
мя мутантными мономерами. 

В отличие от ганглиозидозов ГМ2, при которых клинические варианты 
болезни Тея — Сакса обусловлены дефектом определенного изофермента 
гексозаминидазы, патогенез и биохимические основы ганглиозидозов TML 
далеко не так ясны. Пока не найдено строгой корреляции между клини-
ческими и биохимическими данными, особенно при I и II типах. Остаточная 
активность (3-галактозидазы у больных с ганглиозидом ГМ, [ типа состав-
ляет 0,06—0,41 нормы при применении в качестве субстрата 4-МУ-галакто-
пираиозида 119]. Активность энзима при II типе [19] приблизительно того 
ж е порядка, хотя отмечается известная тенденция к более высоким пока-
зателям. У больных с взрослым типом остаточная активность фермента, 
определенная в культивированных фибробластах, составляла около 10% 
нормы [48]. 

Первоначально предполагалось, что при ганглиозидозе ГМ, I типа от-
сутствует активность всех изоэнзимов (3-галактозидазы (как кислых, так 
и нейтральных), тогда как при II типе активность нейтральной (3-галакто-
зидазы сохранена [22]. В новейшей литературе можно встретить описания 
случаев с повышением активности нейтральной (3-галактозидазы, при от-
сутствии или резком снижении активности кислых галактозидаз [23, 39]. 
Некоторые авторы выделяют 3 типа ганглиозидоза ГМг независимо от кли-
нических проявлений: с отсутствием активности нейтральной р-галакто-
зидазы, с нормальной активностью и с повышением активности этого фер-
мента [39] при отсутствии кислых галактозидаз. С другой стороны, кислая 
и нейтральная Р-галактозидаза различаются по иммунохимическим свойст-
вам, что указывает на существование отдельного генетического контроля 
синтеза этих ферментов. Так как трудно объяснить, каким образом единст-
венный генетический дефект может привести к одновременному отсутствию 
активности двух ферментов, О ' Б р а й э и [19] предполагает, что мутация за-
трагивает только один локус кислой [3-галактозидазы А. Очень низкую или 
отсутствующую активность нейтральной галактозидазы этот автор объяс-
няет большими «физиологическими» вариациями активности этого фер-
мента. По мнению других авторов [40], снижение активности нейтральной 
р-галактозидазы является результатом ингибирования фермента избыточ-
ным количеством мукополисахаридов, накапливающихся в тканях . Что 
касается соотношения между /двумя кислыми Р-галактозидазами (высоко-
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и низкомолекулярной), то большинство авторов считают, что обе эти фрак-
ции неактивны при ганглиозидозе ГМ,. Н а р я д у с другими данными о сход-
стве характеристик кислых (3-галактозидаз это дает основание полагать 
[19], что две формы близки по структуре и функциям. Пока не установлено, 
содержит ли высокомолекулярная форма полипептид, отличающийся от 
общего для низко- и высокомолекулярной форм фермента. Если такой по-
липептид на самом деле существует, его структурная мутация объяснила 
бы феномен комплементации, отмеченный при гибридизации фибробластов 
I и IV типа ганглиозидоза ГМ, [48]. 

Во всяком случае, в патогенезе ганглиозидозов ГМТ еще много неяс-
ного и лишь /дальнейшие исследования позволят получить ответ на мно-
гие вопросы. 
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P R O P E R T I E S O F L Y S O S O M A L * (3 l -GALACTOSIDASE A N D MOLECULAR 
G E N E T I C S IOF G A N G L I O S I D E S GMX 

Yu. E. VeVtischeVy f L . V. Kalayjieva 

Ins t i tu t e of P e d i a t r y and Child Surgery, Minis t ry of Pub l i c Hea l th of the R S F S R , 
Moscow 

Review of the data is presented on the he red i t a ry disease gangliosidosis GMX jand 
on the enzyme (3-galactosidose, deficiency of which is responsible for this disease. Hete-
rogeneity of the disease and existence of var ious forms of (3-galactosidase are considered. 
Possible correlat ion is discussed between the defects of the enzyme forms detected and 
the type of the disease. 

У Д К 61(1.36-099-085.28-07:61(3.153.1-074 

В. В. Иванов, Д. А. Грищенко, Л. Г. Климацкая 

ФЕРМЕНТЫ СЫВОРОТКИ КРОВИ В ОЦЕНКЕ ХАРАКТЕРА 
ПОРАЖЕНИЯ ПЕЧЕНИ 

И ЭФФЕКТИВНОСТИ XИМИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИX 
ВОЗДЕЙСТВИЙ ПРИ ОТРАВЛЕНИИ АКРИЛОНИТРИЛОМ 

Красноярский медицинский институт 

Значительный рост производства синтетических материалов на основе 
акрилонитрила вызывает необходимость разработки методов ранней диа-
гностики и профилактики профессиональных заболеваний, вызванных 
этим промышленным ядом. Имеющиеся данные свидетельствуют о выражен-
ном токсическом действии акрилонитрила, однако характер поражения 
печени при отравлении этим ядом остается неясным 1.1, 2]. 

Д л я выяснения биохимических нарушений, характеризующих тип по-
ражения печени при отравлениях акрилоиитрилом и разработки методов 
ранней диагностики, а также изыскания методов химиотерапевтических 
вмешательств с целыо устранения выявленных нарушений исследовали 
характер и последовательность изменений активности комплекса фермен-
тов сыворотки крови: фруктозомонофосфата альдолазы (ФМФА; КФ 4.2.1.7), 
отсутствующей в крови в норме и обнаруживаемой лишь при остром не-
кротическом поражении печени [3, 4]; бутирилхолииэстеразы (БХЭ; 
КФ 3.1.1.8), синтезируемой печенью, ее активность снижается при нару-
шении белковосиитезирующей функции печени [5, 6J; щелочной фосфатазы 
(ЩФ; КФ 3.1.3.1), повышение уровня которой свидетельствует о наруше-
нии процессов желчеобразования и оттока желчи в желчных путях [7]. 
Ранее было показано [8], что указанные ферменты позволяют дифференци-
ровать различные типы поражения печени, возникающие под влиянием 
ряда гепатотоксических ядов. 

М е т о д и к а 

Работа выполнена на белых беспородных крысах обоего пола массой 150—250 г. 
В каждой серии использовали 8—14 животных. Акрилоиитрил вводили внутрибрю-
шинно в дозе 10 мг/кг. Д л я защиты низко- и высокомолекулярных тиолов за 30 мин 
до акрилонитрила вводили внутрибрюшинно 25 или 400 мг/кг 1-цистеина (рН раство-
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pa — до 7,4) и л и 120 м г / к г в о с с т а н о в л е н н о г о г л у т а т и о н а . В о п ы т а х по и з у ч е н и ю про-
т е к т о р н о г о д е й с т в и я а н т и о к с и д а н т о в в в о д и л и в н у т р и м ы ш е ч н о а - т о к о ф е р о л а ц е т а т 
(100 мг /кг ) т р е х к р а т н о за 48, 24 и 2 ч до и н ъ е к ц и и а к р и л о н и т р и л а или 30 м г / к г ионола 
( 4 - м е т и л - 2 , 6 - д и - т р е т б у т и л ф е н о л ) в н у т р и б р ю ш и н н о за 6 ч до в в е д е н и я а к р и л о н и т р и л а . 
В части о п ы т о в и з у ч а л и в л и я н и е ф е н о б а р б и т а л а (100 м г / к г ) , в в о д и м о г о в н у т р и б р ю ш и н -
но 1 р а з в д е н ь в т е ч е н и е 3 с ут до в в е д е н и я а к р и л о н и т р и л а . У всех ж и в о т н ы х до 
н а ч а л а о п ы т а и через 1, 2, 4 , 10, 24 и 48 ч после и н ъ е к ц и и а к р и л о н и т р и л а из х в о с т о в о й 
вены б р а л и к р о в ь , в с ы в о р о т к е о п р е д е л я л и а к т и в н о с т ь Ф М Ф А [9], Б Х Э [10] и Щ Ф 
[11] , к о т о р у ю в ы р а ж а л и в м и к р о м о л я х г и д р о л и з о в а н н о г о с у б с т р а т а на 1 мл с ы в о р о т -
ки к р о в и за 1 мин при 37°С. П о л у ч е н н ы е р е з у л ь т а т ы б ы л и п о д в е р г н у т ы с т а т и с т и ч е -
ской о б р а б о т к е с и с п о л ь з о в а н и е м к р и т е р и я Стыодента [12]. 

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

В наших опытах фоновая активность ФМФА составляла 0— 
0,01 мкмоль /мин-мл - 1 . Как видно из рисунка, после введения акрилонит-
рила активность фермента возрастает, максимум отмечается через 4—10 ч 

(590—520% от фона; Р < 
L < 0 , 0 1 ) . Высокая активность Л 
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ФМФА сохраняется на про-
яжении всего периода ис-

следования. Иная динамика 
активности отмечается для 

I Б Х Э в крови тех же (живот-
ных. При отравлении акри-

-L лонитрилом она снижается на 
50—60% и в период от 4 до 
48 ч после введения яда оста-
ется на уровне 0,08—0,11 
м к м о л ь / м и н - м л - 1 (Р < 0,02). 
Инкубация сыворотки крови 
с 1 мМ акрилонитрилом в те-
чение 30 мин при';37°С не со-
провождается изменением 
активности БХЭ, что свиде-
тельствует против прямого 
влияния яда на молекулу 
фермента, однако не исклю-
чает возможного действия: 
продуктов метаболизма акри-

• лонитрила. Активность ЩФ 
48 существенно не изменялась 

на протяжении всего опыта 
и составляла 0,18—0,22 
мкмоль /мин-мл - 1 . 

В опытах с предвари-
тельным введением фенобар-
битала (см. рисунок, 2), 
усиливающего токсический 

эффект ядов, действие которых обусловлено их метаболизмом [13], отме-
чается возрастание активности ФМФА, намного превышающее таковое у 
животных, получавших только акрилонитрил. Скорость реакции дости-
гала 0,17 мкмоль /мин-мл - 1 , что составляет 1960% от фона (Р < 0,01), и 
оставалась значительно повышенной через 48 ч. Активность Б Х Э в сыво-
ротке крови животных этой серии была также снижена, однако дополни-
тельного нарастания эффекта акрилонитрила не отмечалось. Изменения 
активности ЩФ, как и в опытах с введением одного акрилонитрила, были 
недостоверны. 

В опытах с затравкой акрилонитрилом на фоне предварительного вве-
дения цистеина или глутатиона были получены следующие результаты. 

12 4 ю- 24 

В л и я н и е о т р а в л е н и я а к р и л о н и т р и л о м на а к т и в -
ность Ф М Ф А , Б Х Э и Щ Ф в с ы в о р о т к е к р о в и # 

По оси абсцисс — время (в ч); по оси ординат — актив-
ность ферментов (в мкмоль/мин-мл — 1 ) . У — акрилонит-
рил; 2 — акрилонитрил на фоне предварительно вве-

денного фенобарбитала. 

716 



Цистеин в дозе, эквимолярной количеству введенного яда (25 мг/кг), пре-
дупреждал на протяжении всего эксперимента появление в сыворотке крови 
ФМФА, но не снижение активности Б Х Э (в таблице приведены данные че-
рез 4 ч после введения яда). Снижение активности Б Х Э при введении 
акрилонитрила оказалось возможным предотвратить лишь значительно 
более высокой дозой цистеина. Следует отметить, что глутатион защищал 
Б Х Э в значительно меньшей дозе (см. таблицу). Вероятно, это связано 
с тем, что цистеин в живой клетке используется во многих метаболических 
процессах и лишь часть его включается в восстановленный глутатион [14], 
который и оказывает протекторное действие. 

Ранее 115] нами было показано, что акрилоиитрил индуцирует пере--
кисное окисление липидов при добавлении к постмитохондриальной надо 
садочной фракции печени 
крыс. В связи с этим в 
другой серии эксперимен-
тов изучали возможное за-
щитное действие природ-
ного (токоферол) и син-
тетического (ионол) антио-
ксидаитов. Предваритель-
ное введение токоферола 
полностью предупреждало 
появление в крови ФМФА 
и снижение активности 
Б Х Э при отравлении акри-
лонитрилом (см. таблицу). 
Ионол, вызывающий в 
используемых дозах нара-
ста и и е а нтио к и сл ител ьной 
активности тканей [16], 
т акже оказывал защитное 
действие. Сами антиокси-
данты в наших опытах не 
и змеи ял и а кти вности 
ФМФА и Б Х Э . 

Суммируя полученные данные, можно сказать, что отравление акрило-
нитрилом вызывает некроз гепатоцитов, о чем свидетельствует появление 
в крови ФМФА и нарушение белковосинтезирующей функции печени с 
развитием в ней дистрофических изменений, что подтверждается снижением 
активности Б Х Э . В литературе описаны характерные для некроза морфоло-
гические изменения печени и снижение уровня альбуминов 117], фибрино-
гена крови [18] при отравлении акрилонитрилом. В наших экспериментах 
акрилоиитрил, очевидно, не вызывал поражения желчных путей, на что 
указывает отсутствие изменений активности ЩФ, количество которой резко 
нарастает в крови при воспалительных или застойных процессах в желчных 
путях [7]. 

Динамика изменений активности ФМФА хорошо отражает степень по-
ражения печени при отравлении акрилонитрилом и введении различных 
протекторов. Менее показательны в этом случае данные об активности 
Б Х Э . Отчетливый защитный эффект тиоловых соединений полностью со-
гласуется с данными о том, что предварительное введение цистеина приво-
дит к удвоению периода выживания мышей [18], а также к предотвращению 
гибели крыс при заведомо смертельных дозах акрилонитрила [19]. Эти дан-
ные указывают на важную роль связывания эндогенных тиолов в механиз-
ме токсического действия акрилонитрила . 

Известно, что сульфгидрильные группы тиолов клеточного сока играют 
роль аитиоксидантов [20]. Вероятно, их связывание при введении столь 
реакциониоспособного яда, как акрилоиитрил, может приводить к спиже-
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Влияние предварительного введении тиоловых 
соединений и а и т и о к с и д а н т о в на гепатотоксичиость 

акрилонитрила 

Вводимое 

И з м е н е н и е а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в 
о т н о с и т е л ь н о исходных в е л и ч и н 

с о е д и н е -
ние Ф М Ф А БХЭ 

абс . о/ /0 абс . % 

А к р и л о -
и и т р и л 
Ц и с т е и н : 

25 мг /кг 
400 м г / к г 

Г л у т а т и о н 
Т о к о ф е р о л 
Ионол 

+ 0 , 0 7 ± 0 , 0 1 * 

+ 0 , 0 1 ± 0 , 0 1 

+ 0 , 02 ± 0 , 0 3 
0 

+ 0 , 02 ± 0 , 0 1 

+ 590 

0 

+ 3 

+ 11 

— 0 , 16 ± 0 , 0 5 * 

— 0 , 1 3 ± 0 , 0 1 * 
— 0 , 0 1 ± 0 , 0 1 
— 0 , 0 4 ± 0 , 0 2 
— 0 , 0 4 ± 0 , 0 1 
— 0 , 0 5 ± 0 , 0 3 

- 6 7 

— 65 
- 1 5 
— 18 
— 18 
— 28 

П р и м е ч а н и е . Ф о н о в а я а к т и в н о с т ь ферментов , опре-
д е л я е м а я в с ы в о р о т к е к р о в и к р ы с до н а ч а л а о п ы т а , сос-
т а в л я л а д л я Ф М Ф А и БХЭ с о о т в е т с т в е н н о 0 — 0,01 и 0,19— 
0 ,22 м к м о л ь / м и и • м л ~ 1 с ы в о р о т к и при 37°С. З а т е м ж и в о т -
ным в в о д и л и х и м и о т е р а п е в т и ч е с к и е п р е п а р а т ы и ч е р е з 
4 ч п о с л е и н ъ е к ц и и а к р и л о н и т р и л а б р а л и к р о в ь . П р и в е -
дены с р е д н и е в е л и ч и н ы п о д а н н ы м б — 1 4 опытов . Звездоч-
кой п о к а з а н а д о с т о в е р н о с т ь р а з л и ч и й с исходными в е л и -
чинами . 



иию антиокислительной активности тканей и в результате к нарастанию 
скорости перекисного окисления липидов и накоплению продуктов этих 
превращений, вызывающих нарушение проницаемости мембран и повреж-
дение ферментов биосинтеза белка [20], а это может быть причиной гепато-
токсичности акрилонитрила . Увеличение под влиянием акрилонитрила 
количества малонового диальдегида в печени крыс [15] и выраженное про-
текторное действие токоферола и ионола, обнаруженное в настоящей работе, 
являются серьезными аргументами в пользу этого предположения и делают 
перспективным поиск протекторов отравляющего действия этого промыш-
ленного яда серии аитиоксидантов. 

Считаем своим приятным долгом выразить искреннюю признательность 
проф. А. И. Арчакову за обсуждение материалов настоящей работы и канд. 
биол. наук В. Е . Кагану, любезно предоставившему ионол для наших ис-
следований. 
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T H E E N Z Y M E S O F B L O O D S E R U M I N I M P A I R M E N T O P L I V E R T I S S U E B Y 
ACRYLONITRILE AND E F F I C I E N C Y O F C H E M O T H E R A P E U T I C T R E A T M E N T 

V. V. Ivanov, D. A. Grischenko, L. G. Klimatskaya 

S t a t e Medical School , Krasnoyarsk 

Af te r i n t r ape r i t onea l a d m i n i s t r a t i o n of ac ry lon i t r i l e in to r a t s , f ruc tose monopho-
s p h a t e a ldo lase was found in blood se rum, a c t i v i t y of b u t y r y l chol ines te rase was inhi-
b i ted bu t a c t i v i t y of a lka l ine p h o s p h a t a s e was una l t e red in ra t blood serum; these da ta 
d e m o n s t r a t e the nec ro -bys t roph ic t y p e of l iver i m p a i r m e n t . Decrease in the h e p a t o t o x i c 
e f f e c t of ac ry lon i t r i l e a f t e r p r e a d m i n i s t r a t i o n of a n t i o x i d a n t s appea r s to be a resul t of 
s t i m u l a t i o n of l ip id pe rox ida t i on , p reven t ing the tox ic e f fec t of th is i ndus t r i a l l y impor-
tan t subs tance . 
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УДК 612.82.015.1.014.46:577. 175.5 23: 

А. Т. Пакулев, А. И. Щербань 

РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ Na, К-АТФ-АЗЫ МОЗГА КРЫС 
НОРАДРЕНАЛИНОМ 

Кафедра биохимии Белорусского университета им. В, И. Л е н и н а , Минск 

В последнее время все больше внимания уделяется проблеме регуляции 
активности Na, К-АТФ-азы (КФ 3.6.1.3) в нервной системе биогенными ами-
нами, выполняющими роль нейромедиаторов. Это обусловлено тем, что дан-
ная ферментная система играет важную роль в механизме сииаптической 
передачи [1]. Предполагается, что биогенные амины (норадреналин, доф-
амин, 5-окситриптамин) могут осуществлять регуляцию активности Na, 
К-АТФ-азы мембран нервной ткани путем удаления эндогенных ингиби-
торов фермента (возможно, Са + + ) [2, 3], либо, как показано для норадрена-
лина, через адренорецепторы [4, 51. Однако вопрос о механизмах, посред-
ством которых биогенные амины оказывают воздействие на Na, К-АТФ-аз-
ную систему, еще далек от полного разрешения 13]. 

Целыо данной работы было исследование возможности реализации 
эффектов норадреналина на Na, К-АТФ-азу через адреиергическую систе-
му рецепции. 

М е т о д и к а 

Опыты были поставлены на белых крысах-самцах массой 150—200 г, содержав-
ш и х с я на стандартном рационе в и в а р и я . Из серого вещества п о л у ш а р и й головного 
мозга выделяли ф р а к ц и ю т я ж е л ы х микросом по методу [6J. Микросомы суспендиро-
вали в 0 ,32 М с а х а р о з е и х р а н и л и при —20°С. 

Активность Na, К - А Т Ф - а з ы определяли к а к разность между общей и Mg-зави-
симой А Т Ф - а з о й . Общую А Т Ф - а з и у ю активность измеряли по накоплению неоргани-
ческого фосфата [7] в течение 10 мин в среде следующего состава в м и л л и м о л я х : 
MgCl2 — 3, А Т Ф — 3, NaCl — 130, КС1 — 20, имидазол-НС1 — 30, р Н 7,4 (37°С). 
Среда д л я определения активности Mg-АТФ-азы не с о д е р ж а л а ионов Na+ (послед-
ние э к в и м о л я р н о з а м е щ а л и с ь ионами К+) [8]. К о н ц е н т р а ц и я белка в пробах (конеч-
ный объем 1 мл) с о с т а в л я л а 10 мкг. Перед началом реакции ферментный п р е п а р а т 
п р о и н к у б и р о в а л и с изучаемыми веществами в среде инкубации в течение 10 мин 
(37°С). Р е а к ц и ю начинали добавлением А Т Ф . У с л о в и я проведения реакции соот-
ветствовали линейным участкам зависимости активности фермента от концентрации 
белка и времени и н к у б а ц и и . В применяемых к о н ц е н т р а ц и я х исследуемые вещества 
не в л и я л и на метод определения неорганического фосфата. Концентрацию белка в 
микросомальной ф р а к ц и и о п р е д е л я л и с использованием красителя амидо черного 
10 Б по методу [9]. 

Р е з у л ь т а т ы исследования обработаны статистически с использованием к р и т е р и я t 
по Стыоденту [10]. Активность Na, К - А Т Ф - а з ы и Mg-АТФ-азы, определяемая в стан-
дартной среде инкубации без добавления изучаемых веществ, принята за 100%. Кон-
т р о л ь н а я активность Na, К - А Т Ф - а з ы составляла в среднем 16,4 мкмоль Р и на 1 мг 
белка в час, Mg-АТФ-азы — 18,3 мкмоль Ртт на 1 мг белка в час. 

В работе и с п о л ь з о в а л и имидазол , А Т Ф , 5 ' - А М Ф фирмы «Reanal» (Венгрия) , 
3 ' , 5 ' - А М Ф (цАМФ) — фирмы «Sigma» (США), п р о п р а н о л о л гидрохлорид — фирмы 
«Is is—chemie» ( Г Д Р ) , а т а к ж е н о р а д р е н а л и н гидротартрат , фенилэфрин гидрохлорид , 
фентоламии гидрохлорид , теофиллин отечественного производства . Д и н а т р и е в у ю соль 
А Т Ф , п е р е к р и с т а л л и з о в а н н у ю по методу Б е р г е р а [11], переводили в имидазольную 
форму на колонке с Д а у э к с - 5 0 (Н + -форма) [8]. 

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

Как видно из рис. 1, А эффект норадреналина на Na, К-АТФ-азу тя-
желой микросомальной фракции зависит от дозы. Так, в концентрациях 
5 - 1 0 ~ 7 М и 5 - 1 0 ~ с М норадреналин незначительно увеличивает активность 
фермента, в концентрации 5* I0~° М наблюдается максимальная активация 
Na, К-АТФ-азы (28%, Р < 0,001). При увеличении концентрации выше 
5 - 1 0 ~ 4 М эффект норадреналина изменяется на противоположный и при 
концентрации Ы 0 ~ 3 М активность Na, К-АТФ-азы ингибируется на 42% 
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(Р < 0,001). В отличие от Na, К-АТФ-азы Mg-АТФ-аза нечувствительна 
к норадреналину в широком диапазоне концентраций (5-10"7 М—5- Ю - 4 М), 
и лишь высокие концентрации норадреналина ( Ы 0 ~ 3 М) достоверно уве-
личивают активность Mg-АТФ-азы (табл. 1). Таким образом, норадреналин 
in v i t ro оказывает двухфазное действие на Na, К-АТФ-азу , причем эффекты 
малых и больших концентраций носят разнонаправленный характер. По-
лученные данные хорошо согласуются с результатами работы [12], в которой 

% 

120 

100 

80 

3,51/Т-103 

100 Ъ • н ч 

Р и с . 2 . В л и я н и е и о р а д р е и а л и и а н а 
т е м п е р а т у р н у ю з а в и с и м о с т ь N a , 
К - А Т Ф - а з ы т я ж е л ы х м и к р о с о м м о з -

га к р ы с . 
1 — контроль (кажущаяся энергия акти-
вации ниже 19°С — 40,3 ккал/моль, вы-
ше 19°С — 1 9 , 2 ккал/моль); 2 — при 
добавлении иорадреиалииа (5 .10 " М) 
( к а ж у щ а я с я энергия активации 

19,2 ккал/моль) . 

2 

i-VA-L-
0 7 6 5 4 3 

-tglHAj.M 

О 
0 7 6 5 4 3 

Ф/Ф/.М 

Р и с . 1. З а в и с и м о с т ь а к т и в н о с т и N a , 
К - А Т Ф - а з ы т я ж е л ы х м и к р о с о м м о з -
га к р ы с о т к о н ц е н т р а ц и и н о р а д р е -
н а л и н а (Л) и л и ф е н и л э ф р и н а (Б). 
Л: 1 — контроль; 2 — при добавлении 
пропранолола (1 .10""" 5 М); 3 — при добав-
лении фентоламина (1 .10 6 М). Б : J — 
контроль; 2 — при добавлении фентола-
мина <1-10 а М). Каждая точка представ-
ляет собой среднюю величину (М - ь т ) из 

результатов 5 опытов. 

также было показано различие эф-
фектов больших и малых концентра-
ций норадреналина на Na, К-АТФ-
азу головного мозга крыс. 

В дальнейшем мы исследовали 
возможность реализации эффектов 
норадреналина на Na, К-АТФ-азу 
через адренергические рецепторы. В 
связи с этим было изучено действие 
этого препарата на фоне блокады а - и 
Р-адренорецепторов. (З-Адренолитик 
пропранолол в концентрации 1-10~б 

М не изменял эффекта норадреналина 
на Na, К-АТФ-азу (см. рис. 1, А). В 
то же время а-адренолитик фентоламин 
( Ы 0 ~ б М ) полностью снимал активи-

рующее действие этого амина (см. рис. 1, А). При этом сами адреполитики 
( Ы 0 ~ 5 М ) не оказывали влияния на АТФ-азную активность. К а к пропра-
нолол, так и фентоламин не изменял качественной стороны эффекта норад-
реналина на Mg-АТФ-азу, наблюдалось лишь увеличение активирующего 
действия высоких концентраций норадреналина (см. табл. 1). Необходимо 
отметить, что, в отличие от эффекта малых концентраций (5-10~ б М) на 
Na, К-АТФ-азу, эффект больших концентраций норадреналина ( Ы 0 ~ 3 М) 
не снимался ни пропранололом, ни фентоламином. Таким образом, пред-
ставленные результаты дают основание предполагать, что в условиях in 
vi t ro активирующий эффект норадреналина на Na, К-АТФ-азу тяжелых 
микросом серого вещества полушарий головного мозга крыс опосредуется 
через а-адренергические рецепторы. Возможность регуляции активности 
Na, К-АТФ-азы через а-адренергические рецепторы подтверждается также 
данными, полученными при изучении действия селективного агониста а-ад-
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Р и с . I . И з о ф е р м е н т ы а л ь д о л а з ы в т к а н я х ч е л о в е к а и к р ы с ы ( э л е к т р о ф о р е з на к р а х 
м а л ь м о м г е л е ) . 
/ Л' крыса: / сердце, i? печень, 3 головной мозг, 4—9 — человек: 4 — печень, Г> серд 
це. <> головной мо.<г, 7 — эритроциты новорожденного , И - - эритроциты новорожденного (песне 
цифичеекаи окраска)» 9 — скелетная мышца. 

5 6 7 8 
Р и с . 2 . И з о ф е р м е н т ы а л ь д о л а з ы в т к а н я х ч е л о в е к а и 

к р ы с ы ( э л е к т р о ф о р е з на а г а р о в о м г е л е ) . 
/ — в человек: / - головной мозг, 2 • • печень, '» эритро-
циты новорожденного, 4 эритроциты взрослого, !> корко-
вый слой почки, 6 — скелетная мышца; 7 и 8 — крыса: 7 — 

сердце, 8 — печень. 
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- f Рис. 3. М о л е к у л я р н ы е раз-
новидности альдолазы ске-
летной мышцы к р о л и к а , 
гемолизата и оболочек эри-
троцитов человека (элек-
трофорез на агаровом ге-

ле) . 
/ • альдолама скелстмоИ мыш-
цы кролика ; 2 — гемол изат; 
,4 - оболочки эритроцитов; 
4 - оболочки эритроцитом (не-

снецифичсчкаи окраска) . 

+ 

I 

Рис . 4. Изофермсчпы аль-
долазы в сыворотке крови. 
/ - норма; новорожденный 
ребенок; .4 больной инфарк-
том миокярда; 4 больной ви-
русным гепатитом. / IV 

фракцн и а л ь д о л а з ы . 

IV 

2 3 

Рис. 4 

Иммунорадиоавтографический анализ АФГ1 в куль-
т у р а л ь и о й жидкости эмбриональных органов чело-

века . 
Л — моноспецифическаи антисыворотка к А Ф П . 1 — печень; 
2 — печень (контроль); 3 — желудочно-кишечный т р а к т : 

4 - почка; 5 — легкое; 6 — кости. 
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репергических рецепторов фенилэфрина. Как и в случае с норадреналииом, 
фенилэфрин вызывает увеличение активности Na, К-АТФ-азы (32%, Р< 
< 0 , 0 1 ) , которое полностью снимается фентоламином ( Ь 1 0 ~ б М (см. 
)ис. 1, Б). На активность Mg-АТФ-азы фенилэфрин влияния не оказывает 
(см. табл. 1). 

Т а б л и ц а 1 

Изменение М#-А ТФ-азной активности (в%) тяжелых микросом мозга крыс 
адреномиметиков раздельно и совместно с адренолитиками 

мри действии 

; К о н ц е н т р а ц и я 
адреиомимети-

к а , М 

Н о р а д р е н а -
J1 и н 

Нор а дрен а-
л и н -{-пропра-

нолол 
(l • 10~ г> м) 

| 
Нор а дрема-

ли н фен тола -
мин (l • 1 0 ~ 5 М) 

Фенилэфрин 
Фенилэфрин-f-

фентолами и 
(l • ю ~ 5 м ) 

5- К)" 7 

5- Ю - о 
5- К ) " 5 

5- Ю - 4 

М О " 3 

9 3 , 1 + 5 , 1 
98,2-1-5,1 
9 7 , 7 + 4 , 4 

112+6 ,5 
136+9,2* 

9 7 , 6 + 3 
102 + 2,4 
106+2 .2 
131 + 9 * 
165+8,1* 

9 8 , 1 + 2 , 9 
103+6 ,8 
1 15+3 ,1* 
142 + 1,8* 
191+5,6* 

9 6 , 9 + 2 , 2 
9 8 , 2 + 1 , 4 
9 5 , 9 + 1 , 5 
9 6 , 4 + 1 , 8 
9 6 , 3 + 1 , 5 

101+1 ,9 
100 + 1,3 

9 9 , 8 + 1 
98,7 ! 1,4 
99,7 + 1 , 1 

* Изменения достоверны (Р<С0,05). 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2—3 приведены средние значения активностей 
Ш±т) из результатов 5 опытов. 

Согласно представлениям Грингарда [13], регуляция активности 
Na, К-АТФ-азы нейромедиаторами осуществляется через цАМФ-зависимые 
процессы. Известно также, что в коре головного мозга крыс норадреналин 

Т а б л и ц а 2 

Влияние цЛМФ и 5'-АМФ на Na, К-АТФ-азную и Mg-АТФ-азную активность (%) 
тяжелых микросом мозга крыс 

] к о н ц е и т -
цАМФ цАМФ Н-теофилли н 

( | • ю " 2 м) Г/-АМФ 
р а ц и я 

эффекто-
ра , М Na, 

К -АТФ-а за Mg-АТФ-аза 
Na, 

К -АТФ-аза Mg-АТФ-аза 
Na, 

К - А Т Ф - а з а Mg-АТФ-аза 

I- Ю - ? 7 6 , 7 + 4 , 1 * 8 9 , 1 + 9 , 9 87 + 8.3 93,2 + 6,7 9 4 , 1 + 2 , 5 106 ,1+8 ,7 
1 • ю - 6 8 5 , 9 + 6 , 7 * 8 5 , 5 + 8 , 2 7 7 , 9 + 7 * 88,5 1 8,8 104,8 : <U 72 ,6+6 ,1 
I- 10 -5 7 4 , 4 + 7 , 4 * 8 6 , 4 + 5 , 9 7 3 , 1 + 5 * 9 5 , 7 + 8 , 7 9 7 , 4 + 3 , 6 9 1 , 1 + 5 , 3 
1- ю - " 7 0 + 5 , 7 * 9 9 , 4 + 2 , 5 6 4 , 7 + 3 , 9 * 8 9 , 6 + 2 , 6 £ 6 , 7 + 2 , 6 8 8 , 8 + 1 0 
• ю - 3 6 9 , 1 + 3 , 4 * 9 1 , 9 + 1 1 , 9 9 4 , 4 + 0 , 4 79,9 + 5,6 

* Изменения достоверны ( Р < 0 , 0 5 ) . 

может вызывать образование цАМФ через активацию как а - , так и [3-адре-
иергических рецепторов [14]. В связи с этим мы исследовали возможность 
опосредования эффектов норадреналина на Na, К-АТФ-азу через цАМФ. 
Данные, представленные в табл. 2, показывают, что в концентрациях от 
I • 10~7 М до 1 • 10~3 М цАМФ достоверно снижает активность Na, К-АТФ-азы, 
при этом достоверных изменений активности Mg-АТФ-азы не наблюдается. 
Добавление в среду инкубации теофиллина ( Ы 0 ~ 2 М ) не изменяло эффект 
цАМФ. 5'-АМФ не влияет на активность АТФ-аз . Таким образом, получен-
ное результаты не подтверждают участия цАМФ в рецепторной активации 
N|a, К-АТФ-азы. Можно предположить, что цАМФ участвует в ингибирую-
щем эффекте норадреналина. В этом случае в присутствии цАМФ следовало 
бы ожидать увеличения ингибиции активности Na, К-АТФ-азы, вызывае-
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мой норадреналином. Однако в эксперименте этого не наблюдается (табл. 3), 
что, по-видимому, отрицает участие цАМФ в эффекте высоких концент-
раций норадреналина. 

Одним из предполагаемых путей реализации действия норадреналина 
на Na, К-АТФ-азу может быть генерализованная структурная перестройка 
в системе адреиорецептор — мембрана — мембранносвязанная Na, 

К-АТФ-аза 15]. По-види-
мому,- косвенно в пользу 
данного предположения 
свидетельствуют результа-
ты, полученные нами при 
изучении влияния норад-
реналина на температур-
ную зависимость активно-
сти Na, К-АТФ-азы. Как 
видно из рис. 2, кривая 
на графике Аррениуса 
для Na, К-АТФ-азы при 
отсутствии норадреналина 
имеет перегиб в области 
20°С. При добавлении в 

среду инкубации норадреналина ( 5 - 1 0 " 5 М ) график температурной 
зависимости становится линейным. По-видимому, этот факт можно объяс-
нить тем, что взаимодействие норадреналина с рецептором приводит к из-
менениям в липидной фазе мембраны, так как известно, что перегиб на 
графике Аррениуса для Na, К-АТФ-азы обусловлен структурными перехо-
дами липидов в мембране [15]. Конечным результатом этой последователь-
ности событий является изменение активности Na, К-АТФ-азы. 

Таким образом, результаты, представленные в данной работе, подтвер-
ждают возможность регуляции активности Na, К-АТФ-азы мозга крыс 
норадреналином через а-адренергические рецепторы. 
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Т а б л и ц а 3 

Влияние цАМФ на ингибирующий эффект 
норадреналина на Na, К-АТФ-азную активность 

тяжелых микросом мозга крыс 

Эффектор 

Na, К - A T Ф - а з н а я 
а к т и в н о с т ь , % 

Эффектор 

-

+ ц а М Ф 
0 • ю - 5 м) 

р 

Контроль 
Норадреналин 

<1-1 о— * М) 

1 0 0 + 3 

4 8 , 7 ± 1,8 

7 3 , 4 ± 3 , 5 

51 , б ± 3 , 5 

< 0 , 0 0 1 

> 0 , 1 
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R E G U L A T I O N O F N A . K - A T P A S E A C T I V I T Y B Y N O R A D R E N A L I N E I N 
R A T B R A I N 

A. T. Pikulev, A. / . Scherbati 

Chair of B iochemis t ry , Byeloruss ian S t a t e Un ive r s i t y , Minsk 

E f f e c t of no rad rena l ine on a c t i v i t y of N a , K - A T P a s e from heavy microsomes of ra t 
Drain was s t u d i e d in v i t ro ; the e f f ec t of n o r a d r e n a l i n e was shown to be dose dependent . 
The m a x i m a l ac t i va t i on of t h e enzyme was observed at 5 .10~ 5 M concent ra t ion of the ca-
:echolamine; an increase of its concen t ra t ion above 5 - 1 0 ~ 4 M inh ib i t ed N a , K - A T P a s e . 
5-Adrenolyt ic d rug propranolo l / М О - 6 М/ did not a f fec t the no rad rena l ine ac t ion . At 
he same t ime , an a - a d r e n o l y t i c d rug p h e n t h o l a m i n e /1 -10 & М/ decreased clown to zero 

the a c t i v a t i n g e f f ec t of t he ca t echo lamine , but did not a f f e c t the i n h i b i t o r y e f fec t of 
no rad rena l ine a t high concen t ra t ions /1-10—3 М/. E f f e c t s of se lec t ive a - a d r e n o m i m e t i c 
compound pheny leph r ine were also s t u d i e d . The da t a ob t a ined suggest t h a t the ac t iva -
t ing e f f ec t of no rad rena l ine on N a , K - A T P a s e from ra t brain is m e d i a t e d th rough a - a d r e -
norecep tors . 

УДК 577. 152.4 12 164 

В. В. Алатырцев, А. В. Сирота, /О. А. Юрков 

ХАРАКТЕРИСТИКА МОЛЕКУЛЯРНЫХ РАЗНОВИДНОСТЕЙ 
АЛЬДОЛАЗЫ ЧЕЛОВЕКА И КРЫСЫ С ПОМОЩЬЮ ЭЛЕКТРОФОРЕЗА 

НА КРАХМАЛЬНОМ И АГАРОВОМ ГЕЛЯХ 

Институт педиатрии АМН СССР, Москва 

В организме человека и животных существует альдолаза трех основ-
ных типов — А, В и С. Молекулы альдолаз являются тетрамерами и раз-
личаются структурой полипептидных субъединиц, синтез которых контро-
лируется различными генами. При произвольной ассоциации субъединиц 
альдолаз А и С или А и В образуется 5 изофермеитов, состоящих соответст-
венно из 2 родительских типов и 3 гибридных форм [1, 21. 

Величины отношений активности с фруктозо-1,6-дифосфатом (Ф-1, 
6-ДФ) к активности с фруктозо-1-фосфатом (Ф-1-Ф) составляют для альдо-
лазы А приблизительно 50, для В — 1 и для С — 10. Особенности ката-
литических свойств альдолаз А и В соответствуют характеру их рас-
пределения в органах и предполагаемой функции каждой из них в углевод-
ном обмене. Функциональное значение альдолазы С еще неясно [2]. 

В клинической практике и экспериментальных исследованиях большое 
распространение получили методы определения активности альдолаз с 
использованием в качестве субстратов Ф-1, 6-ДФ и Ф-1-Ф [3—5]. Однако 
эти методы не позволяют достаточно полно дифференцировать изоферменты 
альдолазы. Большими возможностями в этом отношении обладают методы 
зонального электрофореза 11, 6, 71. В то же время следует отметить, что в 
отличие от изофермеитов лактатдегидрогеназы (ЛДГ) электрофоретическая 
подвижность изофермеитов альдолазы существенно варьирует в зависи-
мости от типа носителя и буферной системы. Кроме того, при выявлении 
изофермеитов альдолазы гистохимическим методом 11] часто наблюдается 
развитие неспецифической окраски, обусловленное изоферментами Л Д Г 
181. Указанные факторы, по-видимому, являются одной из причин разноре-
чивости данных о спектре изофермеитов альдолазы в тканях человека 
[6 ,9—12] и крысы [ 1 , 1 3 , 1 4 ] . 

В настоящей работе была поставлена задача дать оценку спектра изо-
фермеитов альдолазы тканей человека и крысы с помощью электрофореза 
на крахмальном и агаровом гелях, а также выяснить возможности приме-
нения этих методов для определения изофермеитов альдолазы в сыворот-
ке крови в целях диагностики. 
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A VI :i M е т о д и к a 

Т к а н и сердца , головного мозга , печени и и к р о н о ж н о й мышцы были взяты от 
трупов двух здоровых взрослых людей в возрасте 20 и 40 лет , погибших при ката-
строфе, через 12—14 ч после смерти. Исследовали т а к ж е головной мозг, сердце и 
печень 8 белых крыс массой 250—300 г. Надосадочную жидкость гомогенатов тканей 
получали по методике, описанной нами ранее [15]. Эритроциты 15 взрослых людей 
и детей старшего возраста (7—14 лет) , а т а к ж е 27 новорожденных 1-й недели ж и з н и 
выделяли из г е п а р и н и з и р о в а н н о й крови . Эритроциты гемолизировали 0 ,15% раство-
ром тритона Х-100 (1 : 4) или дистиллированной водой (при выделении оболочек 
эритроцитов) . Д л я о с а ж д е н и я теней гемолизаты ц е н т р и ф у г и р о в а л и при 12 000 об/мин 
в течение 30 мин на Ц Л Р - 1 . К оболочкам после их многократной отмывки от гемогло-
бина 0 ,25 М раствором с а х а р о з ы д о б а в л я л и 0 ,5% тритон в количестве 0 ,3 мл на 
0,1 мл эритроцитов . Надосадочную жидкость , полученную после центрифугирова-
н и я 100 000 g в течение 30 .мин, и с п о л ь з о в а л и д л я а н а л и з а . 

Изоферменты альдолазы р а з д е л я л и методом в е р т и к а л ь н о г о электрофореза на 
к р а х м а л ь н о м геле по Смитису [16]. Гель готовили на 0,076 М трис-цитратном буфере 
р Н 9,0. Электродный буфер состоял из 0 ,3 М борной кислоты, 1 н. N a O H , р Н 9 ,0 . 
Электрофорез проводили при 4°С в течение 3 : |/2 ч, сила тока 35 мА. Н и ж н и й пласт ге-
л я и н к у б и р о в а л и в субстратной смеси [1] с незначительными изменениями ее состава : 
0,1 М трис-HCl р Н 7,4 — 46 мл, Ф-1, 6 - Д Ф — 8 мМ, Н А Д — I мМ, арсеиит нат-
р и я — 5 мМ, Э Д Т А — 1 мМ, Н С Т — 0,4 мМ, цианистый натрий — 2,5 мМ, гли-
цероальдегидфосфатдегидрогеназа — 0,1 мл суспензии (1 г на 84 мл), ФМС — 2 мг 
в 2 мл Н 2 0 . И н к у б а ц и ю проводили при 37°С в течение 2 ч. В целях дифференциров-
ки специфической и ^ с п е ц и ф и ч е с к о й ' о к р а с к и п а р а л л е л ь н о проводили и н к у б а ц и ю 
агаровых пластинок в смеси, не с о д е р ж а щ е й субстрата . Д л я количественной оценки 
спектр , ; изоферментов а л ь д о л а з ы фотографировали при стандартных у с л о в и я х на фо-
т о п л е н к у чувствительностью 65 ед. Интенсивность о к р а с к и фракций р е г и с т р и р о в а л и 
в виде кривых на автоматическом денситометре ИФО-451 , после чего рассчитывали со-
отношения полипептидных субъединиц А и С в спектре изоферментов альдолазы [17]. 

Активность изоферментов а л ь д о л а з ы определяли т а к ж е в элюатах из участков 
к р а х м а л ь н о г о г е л я . П р е д в а р и т е л ь н о у с т а н а в л и в а л и л о к а л и з а ц и ю изоферментов аль-
долазы при помощи о к р а ш е н н ы х гистохимическим методом п а р а л л е л е й . Кусочки 
геля , содержащие изоферменты, вырезали и гомогенизировали с помощью стеклян-
ного гомогенизатора в веронал-мединаловом буфере р Н 7,4. Суспензию центрифуги-
ровали (100 000 g, 1 ч, 4°С). Надосадочную жидкость использовали д л я определения 
активности а л ь д о л а з ы . Т а к и м ж е способом получали элюаты из агарового геля . 

Электрофорез на агаровом геле проводили по методу Ю. А. Юркова и соавт . [18]. 
Исключение составляли незначительные методические изменения при фракциониро-
вании изоферментов альдолазы сыворотки крови больных вирусным гепатитом 119]. 
Д л я окраски изоферментов а л ь д о л а з ы после электрофореза агаровые пластинки ин-
к у б и р о в а л и в течение 1 ч 40 мин при 37°С в субстратной смеси у к а з а н н о г о выше 
состава . 

Активность альдолазы с использованием в качестве субстрата Ф-1, 6 - Д Ф и 
Ф-1-Ф определяли микрометодом по А. А. Покровскому и соавт. [20]. 

Очищенный препарат альдолазы из скелетных мышц к р о л и к а был получен от 
фирмы «Ferak» (Берлин) . 

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

Данные, полученные при использовании метода электрофореза на 
крахмальном геле, показали, что в головном мозге человека содержится 5 
изоферментов альдолазы — А4 , А3С, А2С2, АС3 и С4 (рис. 1, см. на вклей-
ке). По подвижности от катода к аноду наиболее быстрым являлся изо-
фермеит С4 , самым медленным — А4 , гибридные формы изоферментов 
альдолазы характеризовались промежуточной подвижностью. Содержа-
ние альдолазы А (57%) в спектре изоферментов головного мозга (табл. 1) 
было несколько выше, чем альдолазы С (43%). В сердце человека обнаружено 
3 изофермеита альдолазы — А 4 , А3С и А2С2. Содержание альдолазы А 
(80%) в спектре изоферментов этого органа существенно превышало содер-
жание альдолазы С. Одна фракция альдолазы, занимающая по своей под-
вижности промежуточное положение между изоферментами А 4 и А3С, 
была обнаружена в печени. Отношение активностей фермента с Ф-1, 6 -ДФ 
и Ф-1-Ф r элюате фракции составляло 1,1- Эта величина близка к коэф-
фициенту отношений активностей с указанными субстратами для альдо-
лазы В 121]. Скелетная мышца человека содержала главным образом изо-
фермент А4 . В эритроцитах у детей старшего возраста и новорожденных 
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f=i 
О' 

также была обнаружена альдолаза А^п На-
личие олабоокрашеиных фракций, соответст-
вующих по подвижности !,(И?оферментам1 аль-
долаз АаС и АС3, как выяснилось, было обу-
словлено неспецифической i м ркраской. (см. 
рис. 1). • IМ,1:. :,<:ф ; ( ;;г/ 

В головном мозге крысы выявлено 5 
изофермеитов альдолазы, которые по; под-
вижности не отличались от изофермеитов 
альдолазы головного мозга человека (см. 
рис. 1). Наряду с этим в других органах 
установлены определенные видовые вариации 
1<ак по распределению изоферментоде альдо-
лазы, так и по их электрофоретической под-
вижности. В отличие от сердца человека, в 
котором содержатся, кроме альдолазы А4 , g 
гибридные формы альдолаз А—С, в сердце g 
крысы обнаружен только один ^зофермен(т 
А^ (см. табл. 1). ' ^ 

Две фракции изофермеатов альдолазы | 
выявлены в печени крысы. Небольшая анод- § 
ная фракция соответствовала по подвижности 
изоферменту А4 , другая фракция — катодная, | 
как показывает величина 1 отношений актив-
ностей алЬдолазы с Ф-1, 6-ДФ и Ф-1-Ф В1элю-
ате, равная 1,2, являлась альдолазой В. Эти 
данные соответствуют данным литературы, 
свидетельствующим об отсутствии гибридных 
форм альдолаз А—В в печени крыс [6]. 
Отмечаемое разделение альдолазы печени 
крыс на 5 фракций [14], по-видимому, яв-
ляется следствием гетерогенности альдолазы 
типа В [22]. | 

При попытке фракционирования изофер-
ментов альдолазы сыворотки крови методом 
электрофореза на крахмальном геле не уда-
лось ПОЛУЧИТЬ ДОСТаТОЧНО ВОСПРОИЗВОДИМЫХ ja 
результатов. ^ 

На основании сравнения электрофоре- = 
тической подвижности изофермеитов альдо- * 
Лазы на крахмальном и агаровом гелях 
можно считать, что гибридные формы А3С, u 

А2С2, АС3, а также альдолаза С4 при элек-
трофорезе на агаровом геле движутся от 
места старта в направлении анода как одна 
фракция (рис. 2, см. на вклейке). Другая 
небольшая фракция альдолазы мозга соот-
ветствовала по подвижности катодной фрак-
ции альдолазы скелетной мышцы. На эизи-
мофореграммах альдолазы скелетных мышц 
и эритроцитов наблюдались 2 фракции, одна 
из них мигрировала от места старта к аноду, 
а другая — к катоду. Электрофоретическое 
разделение на агаровом геле альдолазы ука-
занных тканей на 2 фракции, выявленные 
гистохимическим методом, было подтверж-
дено также при определении активности 
фермента в элюатах (табл. 2), полученных из 
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областей локализации этих фракций. В спектре изоферментов печени и 
коркового слоя почек интенсивно окрашенной являлась катодная фрак-
ция, содержащая альдолазу типа В. Эта фракция характеризовалась 
наиболее быстрой подвижностью в направлении к катоду. Вторая неболь-
шая фракция альдолазы печени, также мигрирующая к катоду, соответст-
вовала по расположению катодной фракции альдолазы скелетной мышцы. 
Незначительные по интенсивности окраски фракции альдолазы печени и 
коркового слоя почки отмечались и в области анода. 

Т а б л и ц а 2 
Соотношение (в %) фракций альдолазы скелетных мышц и эритроцитов, выявленных с 

помощью двух различных методов 

С к е л е т н а я мышца Э р и т р о ц и т ы 

Метод а н о д н а я 
ф р а к ц и я 

к а т о д н а я 
ф р а к ц и я 

анодная 
ф р а к ц и я 

к а т о д н а я 
ф р а к ц и и 

Определение активности в элюатах 
(п 4) 

Гистохимический способ окраски 
(п 5) 

40,6 ± 5 , 2 4 

43,4 ± 1 , 9 8 

59,4 ± 5 , 2 4 

5 6 , 6 ± 1,98 

3 2 , 7 ± 7 , 7 4 

4 2 , 0 ± 2 , 9 1 

6 7 , 3 ± 7 , 7 4 

5 8 , 0 ± 2 , 9 1 

На энзимограмме сердца крысы наблюдались 2 фракции альдолазы 
(см. рис. 2). Большая часть альдолазы А сердца крысы мигрировала в на-
правлении к аноду. Фракция альдолазы В печени крысы была близка по 
подвижности к альдолазе В печени человека. Д в е другие небольшие фрак-
ции альдолазы печени крысы соответствовали по подвижности фракциям 
альдолазы А. 

Результаты, полученные при электрофорезе на крахмальном геле, 
а также данные литературы [7, 91 позволяют считать, что скелетные мышцы, 
эритроциты человека и сердце крысы содержат главным образом один изо-
фермеит — альдолазу А4 . В то же время при электрофорезе на агаровом 
геле мы обнаружили разделение альдолазы этих тканей на 2 фракции. 
В связи с этим заслуживают внимания полученные за последнее десятиле-
тие данные, указывающие на существование микрогетерогенности альдолаз 
123—251. Методом изоэлектрической фокусировки чистые препараты аль-
долазы А разделены на 5 активных компонентов, состоящих соответственно 
из 5 разновидностей тетрамеров — а 4 , а 3 а ' , а 2 а 2 ' , а а 3 \ а ' 4 [251. Предпо-
лагается, что основой различий между субъединицами является деамида-
ция аспарагинового остатка в субъединице а ' [26.1, которая рассматри-
вается как стадия деградации (старения) молекул фермента [271. По мнению 
других авторов [24], субъедииицы а и а / могут являться различными ал-
леломорфными формами: одного и того же пептида. Можно допустить, что 
разделение альдолазы А на две фракции при электрофорезе на агаровом ге-
ле служит проявлением своеобразия подвижности микрогетерогенных мо-
лекул на этом носителе. Полученное нами разделение очищенной альдолазы 
А из мышцы кролика на две фракции методом электрофореза на агаровом 
геле (рис. 3, см. на вклейке) свидетельствует в пользу указанного предпо-
ложения . Не исключено, что причиной гетерогенности альдолазы А явля-
ется также взаимодействие части ее молекул с метаболитами или фрагмен-
тами субклеточных структур. Так , па представленных энзимофореграммах 
(см. рис. 3) видно, что оболочки эритроцитов содержат в основном катод-
ную фракцию альдолазы, тогда к а к в гемолизатах наряду с катодной отме-
чается высокая активность анодной фракции. 

В отличие от эритроцитов взрослых людей в эритроцитах новорожден-
ных мы обнаружили более высокое содержание анодной фракции альдолазы 
А ( т а б л . 3 и р и с . 2 ) . Установленная особенность, возможно, имеет связь 
с наблюдаемыми различиями по степени ингибироваиия неорганическим 

726-



фосфатом активности альдолазы эритроцитов новорожденных и взрослых 
людей [28]. Однако для решения этого вопроса необходимы дальнейшие 
исследования. 

Методом электрофореза на агаровом геле было проведено фракциони-
рование изоферментов альдолазы в сыворотке крови здоровых детей стар-
шего возраста, новорожденных, а также больных вирусным гепатитом и 
инфарктом миокарда (рис. 4, см. на вклейке) . В сыворотке крови здоровых 
детей обнаружено до 3 
фракций альдолазы, кото-
рые по электрофоретиче-
ской подвижности от анода 
к катоду обозначались 
как I, II и I I I . Анализ 
подвижности этих фрак-
ций показал, что фракции 
I и II содержат альдола-
зы типа А и С. Определяе-
мая в виде следов фракция 
I I I , по-видимому, являет-
ся альдолазой А. В сыво-
ротке крови новорожден-
ных отмечена высокая ак-
тивность фракций I и I I I . 
При инфаркте миокарда обнаружено значительное повышение содержания 
фракций альдолазы II и I I I . При болезни Боткина появляется дополни-
тельная фракция — IV, которая по подвижности соответствует альдолазе 
В. Ранее [19] нами было показано, что у детей с заболеваниями 
печени увеличение содержания этой фракции в сыворотке крови соответ-
ствует степени повышения активности Ф-1-Ф-альдолазы. Полученные 
данные свидетельствуют о том, что определение изоферментов альдолазы 
в сыворотке крови с помощью метода электрофореза на агаровом геле 
можно использовать для диагностики заболеваний печени, а также 
инфаркта миокарда. 
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с л е д о в а н и я 

Ф р а к ц и я а л ь д о л а з ы Об ща я 
а к т и в н о с т ь , 
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э р и т р о ц и т о в 
в 1 ми и 

О б ъ е к т ис-
с л е д о в а н и я 

а н о д н а я к а т о д н а я 

Об ща я 
а к т и в н о с т ь , 
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7 2 7 -
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C H A R A C T E R I S T I C S O F M O L E C U L A R M O D I F I C A T I O N S O F H U M A N A N D R A T 
A L D O L A S E S B Y M E A N S O F S T A R C H A N D AGAR G E L E L E C T R O P H O R E S I S 

V. V. Alatyrtsev, A. V. Sirota, Yu. A. Yurkov 

In s t i t u t e of Ped i a t r i c s , Academy of Medical Sciences of t he U S S R , Moscow 

Content of a ldo lase isoenzymes was r e i n w e s t i g a t e d in hyman and ra t t issues by 
means of agar and s ta rch gel e lec t rophores i s . He t e rogene i t y of the A type a ldo lase is 
e s tab l i shed and possible causes of fo rma t ion of the m u l t i p l e forms of the enzyme are 
discussed. The ra t io of va r ious f r ac t ions of a ldo lase A was d i f f e r e n t in e r y t h r o c y t e s of 
newborn and adu l t persons. The p a t t e r n s of the a ldo lase isozyme spec t ra were cha rac te -
rized in blood sera of newborns , in a cu t e h e p a t i t i s and m y o c a r d i a l i n f a r c t i o n . 

УДК 616.214.22:547.891.2].015.43:612.351.1 I 

H. / / . Головенко, E. И. Op люк 

ВЛИЯНИЕ ТРАНКВИЛИЗАТОРОВ 1,4-БЕНЗДИАЗИПИНОВОГО РЯДА 
НА АКТИВНОСТЬ ГИДРОКСИЛИРУЮЩЕГО КОМПЛЕКСА 

И Г Л Ю КОЗО- 6- ФОСФА ТАЗЫ ГЕГ1АТОЦИТОВ БЕЛЫХ КРЫС 

Л а б о р а т о р и я психотропных препаратов Одесского университета им. И. И. Мечникова 

Среди большого числа психотропных средств в последние годы широ-
кое применение получили транквилизаторы — производные 1,4-беиздиазе-
пина. Необходимость длительного применения препаратов 1,4-бенздиазе-
пинового ряда делает актуальной задачей изучение толерантности к транк-
вилизаторам. 

В литературе имеются сведения о привыкании лабораторных животных 
к бенздиазепинам 1.1—3]. Отмечено, что при длительном введении диазепа-
ма и хлордиазепоксида в постепенно увеличивающихся дозах развиваются 
привыкание к противосудорожному эффекту (тест максимального электро-
шока), нарушение ориентировочных реакций, тогда как по антикоразоло-
вому действию выраженной толерантности не отмечается. Обнаружена 
также перекрестная толерантность между диазепамом и хлордиазепоксидом 
по миорелаксантному эффекту у мышей и крыс. 

Исходя из сказанного выше, а также из современных представлений 
о том, что в основе механизмов толерантности к лекарственным средствам 
лежит ускорение их метаболизма, связанное с активацией ферментных 
систем микросом печени, мы изучили способность диазепама, хлордиазе-
поксида, а также отечественного транквилизатора феназепама воздейство-
вать на некоторые ферменты эндоплазматического ретикулума печени белых 
крыс. 

М е т о д и к а 

Д и а з с п а м , х л о р д и а з е п о к с и д и феназепам были синтезированы в нашей лабо-
р а т о р и и . 

Опыты проводили на к р ы с а х - с а м ц а х массой 200—250 г. Ж и в о т н ы е были раз-
делены на 3 группы. Крысам 1-й группы в течение 4 дней в н у т р и б р ю ш и н н о вводили 
вещества в дозе 50 мг на 1 кг массы, крысам 2-й —тПР 100 мг /кг в твиновой эмульсии 
и 3-й ( к о н т р о л ь н а я группа) — т о л ь к о т в и н о в у ю э м у л ь с и ю . Через 24 ч после послед-
ней инъекции животных у м е р щ в л я л и , в с к р ы в а л и г р у д н у ю и б р ю ш н у ю полости и пер-
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ф у з и р о в а л и печень холодным 1,15% КС1 до светло-желтого цвета. Печень извлека -
ли , отжимали на марлевой салфетке и гомогенизировали в 1,15% KCI в соотношении 
1 : 2. Гомогеиат ц е н т р и ф у г и р о в а л и центрифуге Ц Р Л - 1 в течение 15 мин при 
12 ООО g. Микросомы печени пблучали из постмитохондриальной жидкости к о т о р у ю 
Центрифугировали в у л ь т р а ц е н т р и ф у г е В А К - 6 0 1 в течение 60 мин при 105 ООО g. 

К о н ц е н т р а ц и ю цитохрома Я-450 о п р е д е л я л и по поглощению комплекса вос-
становленного цитохрома Я-450 с о к и с ы о углерода при 450 нм, а цитохрома Ьь — по 
р а з н и ц е п о г л о щ е н и я окисленной и восстановленной форм гемопротеида [4, 5 | на спект-
рофотометре «Specord UV Vis». При определении ферментативной активности 
Н А Д Ф - Н — цитохром с р едуктазы в качестве акцептора электронов использовали 
Цитохром с. Принцип метода основан на определении изменения поглощения акцеп-
тора э л е к т р о н о в при его переходе из окисленной формы в восстановленную [6]. Изме-
нения производили на спектрофотометре « P e r k i n - E l m e r 555». Г и д р о к с и л а з н у ю ак-
тивность определяли по скорости диметилироваиия деметиланилина и /г-гидроксили-
р о в а и и я а н и л и н а [5]. Активность глюкозо-6-фосфатазы определяли по количеству 
о б р а з о в а в ш е г о с я фосфора при гидролизе глюкозо-6-фосфата [7]. Содержание белка 
о п р е д е л я л и по Л о у р и |8] . Д л и т е л ь н о с т ь гексеналового сна для контрольных живот-
ных и п о л у ч а в ш и х 1 ,4-бенздиазепины учитывали по [9]. Полученные результаты об-
р а б а т ы в а л и статистически . 

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 даниые, характеризующие содержание белка, 
митохромов и удельные активности ферментов в микросомах печени конт-
рольных животных, получавших диазепам, хлордиазепоксид и феназепам 
В дозе 50 мг/кг. Среди исследуемых показателей в этой серии опытов досто-
верные изменения отмечены только в удельном содержании цитохрома 
Р-450 и скорости деметилирования диметиланилина в микросомах печени 
животных, которым вводили хлордиазепоксид. 

Т а б л и ц а 1 

Содержание белка цитохромов и удельная активность ферментов микросом печени крыс, 
получавших 1,4-бенздиазепины (50 мг/кг) в течение 4 сут (п 8 12) 

П р е п а р а т 
Б е л о к , 

мг на 1 г 
т к а н и 

Ц и т о х р о м 
Ьь 

Ц и т о х р о м 
Р - 1 5 0 

п -Гидро-
КСИЛИ po-

ll а н и е 
анилина 

Д е м е т и -
л и р о в а -
ние ди-
метил-

а н и л и н а 

Н А Д Ф • И-
ц и т о х р о м 
с редуи-

т а з а П р е п а р а т 
Б е л о к , 

мг на 1 г 
т к а н и 

нмоль на 1 мг белка п моль /ми и it 1 м г белка 

Контроль 16 ,5±0 ,73 0,52 ± 0 , 0 8 0,48 ± 0 , 0 4 0 , 9 4 ± 0 , 0 8 7 , 5 ± 0 , 6 235 + 12 

Диазепам 
Феназепам 
Хлордиазепоксид 

2 0 , 5 + 1 , 5 0 
16/1 ! 0,86 
1 7 , 9 + 0 , 8 3 

0,42 1 0,05 
0 ,501 0,04 
0,58 1 0,08 

0 , 4 5 + 0 , 0 4 
0,60 I 0,0Г) 
0 , 6 6 + 0 , 0 6 * 

0 , 6 6 + 0 . 0 8 
1,1 1 0.0 Г) 
0 , 9 7 + 0 , 0 8 

5 , 7 ± 0 , 6 
8.5-1--0,1 
11 + 1,2* 

204 + 15 
2 3 2 + 2 , 6 
2 4 6 + 3 3 

* /><0 ,05 . 

Введение экспериментальным животным всех изучаемых препаратов 
в дозе 100 мг/кг не вызывало изменения в содержании гемопротеидов, что 
коррелирует с неизменной скоростью n-гидроксилироваиия анилина и де-
мети л и рова н и я диметилан ил ина (табл. 2). Резул ьтаты, пол учен ные при 
изучении содержания цитохрома Я-450 в микросомах печени белых крыс, 
получавших хлордиазепоксид в дозах 50 и 100 мг/кг (см. табл. 1, 2), оказа-
лись несколько неожиданными. Достоверное увеличение содержания ци-
тохрома Я-450 в печени животных, которым хлордиазепоксид вводили в 
дозе 50 мг/кг и незначительное его уменьшение в опытах, где использовали 
концентрацию препарата 100 мг/кг, по-видимому, может быть объяснено 
различными эффектами этих доз лекарственного вещества на гидроксцли-
юующий комплекс гепатоцитов. В литературе имеются данные, свидетель-
ствующие об индуцирующем и ингибирующем действии ряда препаратов на 
гидроксилирующий комплекс в зависимости от их дозы 1.10, 111. Введение 
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животным препаратов в дозе 100 мг/кг 
(см. табл. 2) приводит к значительному 
увеличению белка микросом. Сопостав-
л я я данные о содержании белка в ми-
кросомах и активности начального 
участка гидроксилирующего комплек-
са — НАДФ-Ы-цитохром с редуктазы 
можно заключить, что его увеличение 
сопровождается активацией флавопро-
теида. В этом отношении бенздиазепины 
не отличаются от производных пиразо-
ла, которые также индуцируют актив-
ность ИАДФ-Н-цитохром с редуктазы, 
не увеличивая при этом содержания 
гемопротеидов или активность гидрок-
силазных реакций [12]. 

Увеличение содержания белка в 
микросомах гепатоцитов животных, 
которым вводят химиотерапевтические 
средства, невозможно объяснить толь-
ко индукцией гидроксилирующего ком-
плекса. Такое увеличение может быть 
обусловлено и индукцией других фер-
ментов, в частности УДФ-глюкуроиил-
трансферазы [13] или глюкозо-6-фосфа-
тазы, которые также локализованы в 
цитомембраиах, хотя в литературе име-
ются данные, свидетельствующие, что 
при введении экспериментальным жи-
вотным чужеродных веществ глюкозо-
6-фосфатаза не подвергается индукции 
114] или даже происходит ее ингиби-
рование [15, 16]. 

В последующих опытах нами было 
показано (см. табл. 2), что увеличение 
содержания белка в микросомах экс-
периментальных животных, получавших 
хлордиазепоксид, сопровождается акти-
вацией глюкозо-6-фосфатазы. В то же 
время такая закономерность отсутство-
вала при введении крысам феназепама. 

Полученные результаты указывают 
на некоторые различия в действии 
диазепама и феназепама, с одной сторо-
ны, и хлордиазепоксида — с другой, 
на гидроксилирующий комплекс и глю-
козо-6-фосфатазу цитомембран. Это яв-
ление можно объяснить тем, что по фи-
зико-химическим характеристикам от-
мечается больше сходства между моле-
кулами диазепама и феназепама, чем с 
молекулой хлордиазепоксида. Подтвер-
ждением сказанному могут быть и опыты 
по потенцированию гексеиалового сна 
диазепамом и хлордиазепоксидом. Так , 
если у контрольных животных время 
сна составляло 28=t 1,5 мин, у живот-
ных, получавших феназепам — 29=Ь 
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1,9 мин, то у животных, получавших хлордиазепоксид оно было значи-
тельно у м е н ь ш е н о — д о 16=4=1,5 мин. Не исключена возможность, что 
различные эффекты изучаемых препаратов обусловлены различием путей 
их метаболизма в организме животных [17, 181. 
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E F F E C T O F T R A N Q U I L I Z E R S F R O M 1 , 4 - B E N Z D I A Z I P I N E S E R I E S ON T H E 
A C T I V I T Y O F H Y D R O X Y L A T I N G C O M P L E X A N D O F G L U C O S E - 6 - P H O S P H A T A S E 

I N R A T H E P A T O C Y T E S 

/V. Ya. Golovenko, E. I. Orlyak 

L a b o r a t o r y of P s y c h o t r o p i c P r e p a r a t i o n s , I . I . Mechnikov S t a l e U n i v e r s i t y , Odessa 

In t r ape r i t onea l a d m i n i s t r a t i o n of d i azepame and phenazepame in to r a t s / a t a dose 
50 rng/kg/ wi th in 4 clays did no t induce l iver microsomal enzymes. A f t e r admin i s t r a t i on 
of chlordiazepoxic le a t the same close con ten t cf cy toch rome P-450 was increased and 
the r a t e of d i m e t h y l a n i l i n e d e m e t h y l a t i o n was e l eva t ed . Content of prote in as well as 
N A D P H - c y t o c h r c m e - c - r e d i i c t a s e and g lucose -6 -phcspha ta se ac t i v i t i e s were increased 
a f t e r i n t r a p e r i t o n e a l a d m i n i s t r a t i o n of all the p r e p a r a t i o n s a t a dose 100 m g / k g wi th in 
4 days . E x p e r i m e n t s on the po t en t i a t i on of hexenal e f f ec t demons t ra t ed the decrease in 
the t ime of sleep in an ima l s , t r ea t ed wi th c h l o r d i a z e p o x i d e at a dose 100 mg /kg of body 
we igh t . 

УДК 6 I 2. 64 '124-085.23 

Д. M. Фалалеева., M. 10. Васильеву В. В. Калашников, 10. С. Татаринов 

ИЗУЧЕНИЕ БИОСИНТЕЗА а-ФЕТОМРОТЕИНА В КУЛЬТУРЕ 
ТКАНЕЙ ЭМБРИОНА ЧЕЛОВЕКА 

Кафедра биохимии и проблемная л а б о р а т о р и я по иммунохимии злокачественных 
и э м б р и о н а л ь н ы х тканей II Московского медицинского института им. Н. И. Пирогова 

а-Фетопротеин (АФП), идентифицированный впервые в химически ин-
дицированной гематоме мышей 1 1 1 и в сыворотке крови при гепатоцеллю-
ляриом раке у человека 121, является сывороточным белком, который 
синтезируется главным образом печенью плода и желточным мешком, а за-

•У31 



тем секретируется в кровь. На ранних этапах эмбриогенеза его продукция 
возрастает, но к моменту родов уменьшается, й- вскоре после рождения он 
исчезает из кровотока. Обнаружение АФП в сыворотке крови человека 
легло в основу теста для диагностики гепатоцеллюлярного рака и эмбрио-
нальных тератобластом человека 13]. Применение высокочувствительных 
методов определения АФП позволило обнаружить его при гепатопатиях 
[4], опухолях желудочно-кишечного тракта 1.51, поджелудочной железы 13], 
легкого 161. 

Первые работы по изучению биосинтеза АФП в культуре тканей эм-
бриональных органов показали, что он синтезируется только в печени и 
желточном мешке 17]. В последующем А Ф П был обнаружен в других эм-
бриональных органах — желудочно-'кишечмом тракте, почке и в одном слу-
чае в культуре ткани эмбрионального легкого 18, 9.1. Это позволило пред-
положить, что опухолевая ткань соответствующих органов также способна 
синтезировать и секретировать в к;ровь АФП, а его количественное опреде-
ление может быть использоваио для диагностики опухолевого роста. 

В настоящей работе приведены результаты иммунорадиоавтографиче-
ского изучения синтеза АФП в суспензионной культуре ткани эмбриональ-
ных органов человека. 

М е т о д и к а 

Эмбриональные органы человека 6—12 нед эмбриогенеза получали от здоровых 
беременных ж е н щ и н после медицинского аборта из родильных домов Москвы. Мате-
риал д о с т а в л я л и в стерильной с т е к л я н н о й посуде на л ь д у . И н к у б а ц и ю к у л ь т у р а л ь -
ных проб н а ч и н а л и не позднее чем через 1 ч после получения м а т е р и а л а . 

Культура ткани. Д л я к у л ь т и в и р о в а н и я тканей применяли основную среду 
И г л а , с о д е р ж а щ у ю 10% эмбриональной сыворотки теленка . Органы, о т о б р а н н ы е д л я 
изучения (печень, желудочно-кишечный т р а к т , легкое , почка , кости, сердце, мозг, 
мышцы), промывали в растворе Хенкса , содержащем 1000 Е Д / м л пенициллина и 
500 мг/мл стрептомицина , измельчали бритвой на кусочки объемом около 1 мм3 и по-
мещали в специальный сосуд для к у л ь т и в и р о в а н и я , предварительно з а п о л н е н н ы й 
5 мл к у л ь т у р а л ь н о й среды с гидролизатом 1 4 С-хлореллы (ЧССР) . У д е л ь н а я радиоак-
тивность гидролизата составляла 20 мк.Ки/мл. Во II серии опытов использовали от-
дельные меченые аминокислоты — 3 4 С-фенилаланин, метионин, лизин (по 20 м к К и / м л ) . 

И н к у б а ц и ю проводили в термостате при 37°С в течение 6—12 ч при медленном 
помешивании в воздушной среде. Затем надосадочную жидкость отделяли центрифу-
гированием при 6000 об/мин, диализовали против 0,5 М вероиал-мединалового буфе-
ра р Н 8,6 и л и о ф и л и з и р о в а л и . Контрольные пробы, обработанные аналогичным 
образом, и н к у б и р о в а л и при 4°С, а затем л и о ф и л и з и р о в а л и . Опытные и к о н т р о л ь н ы е 
лиофилизаты растворяли в 0 ,5 мл физиологического раствора и исследовали. 

И м му ноау торад йография. К опытным и контрольным пробам д о б а в л я л и такое 
количество стандартного а н т и г е н а 1 , чтобы обеспечить оптимальное соотношение ан-
т и г е н — антитело д л я формирования преципитата . Электрофорез проводили в 1% 
агаровом геле «Дифко», приготовленном на веронал-мединаловом буфере ионной силы 
0,05, р Н 8,6. Подробное описание техники постановки иммунофореза с последующей 
ауторадиографией описано ранее [10]. После з а в е р ш е н и я электрофореза п а р а л л е л ь н о 
оси миграции белков в траншейки з а л и в а л и моноспецифическую антисыворотку к 
А Ф П . И м м у н о п р о я в л е н и е п р о д о л ж а л о с ь 24 ч во влажной камере. Затем стекла от-
мывали в забуференном физиологическом растворе р Н 7,2, фотографировали в рас-
сеянном свете и высушивали под фильтровальной бумагой. Высушенные стекла на-
кладывали на пленку , предназначенную для рентгенографических исследований 
(РФ-3) , з а ж и м а л и чистым стеклом^ и оставляли в темном месте для ауторадиоавто-
графии на 10—30 дней. 

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

Результаты иммуноауторадиографического анализа биосинтеза АФП 
in vi t ro в культуре тканей эмбриональных органов представлены в таб-
лице. 

1 В качестве стандартного ' антигена и моноспецифической антисыворотки к А Ф П 
использовали реактивы иммунодиа!гиостикума на первичный рак печени и тератоблас-
том.человека (Институт эпидемиологии и м и к р о б и о л о г и и им. N . Ф. Гамалеи , Москва) . 
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Интенсивность синтеза А Ф П определяли по степени засветлеиия пленки 
преципитатом и оценивали по 4-балльной системе (от + до + + + + ) . Мы 
поставили 6 экспериментов для изучения биосинтеза АФП. Д л я обнаружения 
синтезируемого АФП в 1—4-м опыте использовали полный набор незаме-
нимых аминокислот в виде гидролизата экстракта хлореллы. В 5-м и 6-м 
опытах использовали отдельные аминокислоты, меченные 14С. Все другие 
условия эксперимента были идентичны. 

В 2 последних опытах А Ф П синтезировался только тканью печени, что, 
по-видимому, объясняется особенностями условий этих опытов. На рисун-
ке, см. вклейку приведены радиоавтографы иммуноэлектрофореграмм I се-
рии эксперимента с включением в синтез полного набора незаменимых ами-
нокислот. На автографах видно включение радиоактивной метки в молеку-

Результаты иммунорадиоавтографического исследования 

Э м б р и о н а л ь -
Н о м е р Эксперимента 

Э м б р и о н а л ь -
ный о р г а н (тка-

ни) () — 1 2 нед 1 2 3 4 5 G р а з в и т и я G 

Хорион _ _ 
Печень + + + + + + + + + + + + + + + 
Желудочно-ки-

шечный тракт + + + + + + + — 

Почка + — . + + — 

Легкое + — + + — 

Кости — — + + - — 

Сердце — — — — — 

Мышцы — — — — — 

Мозг — — — 

лу АФП в культуре эмбриональных тканей печени, желудочно-кишечного 
тракта , ночки, легкого и костей. Наиболее интенсивный синтез АФП ха-
рактерен для печени, значительно меньший — для желудочно-кишечного 
тракта. В культуре ткани почки, легкого и костей интенсивность свечения 
дуг преципитации была примерно одинаковой. В таблице дана сравнитель-
ная оценка величины синтеза АФП разными органами плода, определенная 
по степени засветки автографа дугой преципитации, содержащей радио-
активный А Ф П . Нам ни разу не удавалось обнаружить синтез АФП в тка-
нях сердца, кожи, мышц, мозга и хориона, а также в контрольных пробах, 
инкубированных при 4°С. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что местом синтеза 
АФП является не только печень эмбриона человека, но и желудочно-кишеч-
ный тракт, почка, легкое, хотя этот процесс здесь значительно снижен. 
Судя по интенсивности включения меченых аминокислот, печень является 
основным местом продукции АФП. Применение экстракта хлореллы, содер-
жащей полный набор незаменимых аминокислот, по-видимому, обеспечи-
вало воспроизводимость результатов и высокую чувствительность метода, 
что позволило обнаружить малые количества синтезируемого антигена 
почкой, желудочно-кишечным трактом, легким и костной тканью. 

Обнаружение АФП в эмбриональной костной ткани подтверждает ги-
потезу о синтезе АФП мезенхимой [11]. 

Если принять во внимание сведения об обнаружении АФП в крови 
больных с опухолями непеченочного происхождения, создается впечатление 
о существовании тесной связи между уровнем синтеза АФП в эмбриональ-
ных органах и в опухолях этих же органов у взрослого человека. Наиболь-
шие количества АФП синтезирует печень плода, у взрослого индивидуума 
самый высокий уровень синтеза определен при гепатоцеллюлярном раке 
и тератокарциномах 12, 3, 71. В значительно меньших количествах АФП 
синтезируется эмбриональным желудочно-кишечным трактом, почкой, лег-
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ким. В сыворотке крови больных с опухолями соответствующих органов 
отмечается более низкий уровень по сравнению с гепатоцеллюлярным раком 
синтезируемого АФП [3—8]. 

Прослеживая этапы эмбрионального развития человека и принимая во 
внимание результаты синтеза АФП, можно заметить, что органы, синтези-
рующие АФП, являются производными энтодермы. Причем органы, про-
исходящие из переднего отдела средней кишечной трубки, — печень, желудо-
чно-кишечный тракт, поджелудочная железа — синтезируют наибольшие ко-
личества, а легкое, почки и кости, происходящие из других осевых органов 
энтодермы, — меньшие количества АФП. 
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С. А. Струмило, С. К. Мацюк, В. В. Виноградов 

ОСОБЕННОСТИ ОБМЕНА ТИАМИНДИФОСФАТА В ПЕЧЕНИ 
ПРИ ОСТРОЙ ГИПОБАРИЧЕСКОЙ ГИПОКСИИ 

' ' О т д е л р е г у л я ц и и обмена веществ А Н Б С С Р , Гродно 

В условиях кислородного голодания изменяется функционирование 
тиаминдифосфат (ТДФ)-специфичных ферментов 11, 21. Данное обстоятель-
ство предопределяет интерес к исследованию обмена Т Д Ф при указанной 
патологии. Вопрос этот уже изучался [1, 3, 4), однако до сих пор некото-
рые его принципиальные моменты остаются невыясненными. В частности, 
неизвестно, реагирует ли тиамиипирофосфокииаза (ТПФК) на гипоксиче-
ское воздействие; какие эндогенные модификаторы могут влиять на скорость 
ферментативных процессов биосинтеза и деградации ТДФ и как это отра-
жается на уровне кофермента в условиях острой кислородной недостаточ-
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мости. Объектом изучения особенностей метаболизма Т Д Ф при гипоксии 
мы избрали печень — орган, в котором наиболее интенсивно протекает 
обмен витаминов. 

М е т о д и к а 

И с п о л ь з о в а л и крыс-самцов массой 1 8 0 + 2 0 г. Обмен Т Д Ф изучали с помощью 
методического приема , з а к л ю ч а ю щ е г о с я в н а г р у з к е интактных и подвергаемых ги-
поксии ж и в о т н ы х тиамин-бромидом в дозе 20 мг на 100 г массы. П о к а з а н н ы й нами 
ранее [5] резкий подъем у р о в н я Т Д Ф в печени крыс через 1 ч после введения т а к о г о 
количества витамина , очевидно, дает адекватное представление о тиаминфосфорили-
рующей способности, а последующее его снижение , по всей вероятности , х а р а к т е р и -
зует скорость утилизации кофермента . Сразу после подкожного введения витамина Вх 
подопытных крыс помещали в в е н т и л и р у е м у ю б а р о к а м е р у и с н и ж а л и атмосферное 
давление до 198 мм рт. ст. Спустя 30, 60 и 120 мин животных д е к а п и т и р о в а л и . В ча-
сти экспериментов крыс подвергали аналогичным гипоксическим воздействиям без 
введения тиамина или через 2 ч после его инъекции . Этионин в дозе 50 мг на 100 г 
массы вводили в н у т р и б р ю ш и н н о за 5 ч до забоя [6]. Все опытные группы имели соот-
ветствующий контроль . Т Д Ф в т к а н я х определяли ферментативным методом с исполь-
зованием выделенной из пивных д р о ж ж е й а п о п и р у в а т д е к а р б о к с и л а з ы [7] и а л к о г о л ь -
дегидрогеназы («Реанал», Венгрия ) . Т и а м и н п и р о ф о с ф о к и и а з н у ю активность опреде-
л я л и по наработке Т Д Ф за 30 мин при 37°С в 1 мл инкубационной смеси, вклю-
чающей 2- К)~2 М трис-малеатный буфер (рН 5,2), 2- Ю - 4 М тиамин, 5- 10 _ у М А Т Ф ; 
M 0 ~ 2 M M g S 0 4 и 1 ,2—1,5 мг белка гиалоплазматической ф р а к ц и и печени. Об 
активности ферментов, р а с щ е п л я ю щ и х Т Д Ф , судили по его убыли при инкубации 
в среде, описанной ранее [8]. Содержание иефосфорилированного тиамина в печени 
к о н т р о л и р о в а л и тиохромным методом [9]. Очищенную Т П Ф К из печени крыс (удель-
ная активность 0,7 ед.) получали по известной методике [10], исключая стадию гель-
ф и л ь т р а ц и и на сефадексе G-200. 

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

Опыт с нагрузкой тиамином показал, что подъем уровня Т Д Ф в пече-
ни крыс, находившихся в разреженной атмосфере, происходит гораздо 
медленнее, чем у контрольных животных (рис. 1, А). Это отставание досто-

30 

20 

Рис . 1. С о д е р ж а н и е Т Д Ф (А) и нефосфори-
Лировамного тиамина (Б) в печени контроль-
ных (/) и подвергнутых гипоксии (2) крыс по-

сле инъекции витамина В . . 

-2 -1 1 2 3 4 5 l/jMg-A ТФ/.мМ1 

Рис. 2. Зависимость скорости тиа-
мин пирофосфокииазной реакции от 
концентрации Mg-АТФ в обратных 

вел и ч и на х. 
/ - без А Т Ф ; 2 — п п р и с у т с т в и и 2 . 1 0 а 

М А Д Ф . 

верно как для 30-минутного, так и для часового интервала времени после 
инъекции. Спустя 2 ч, когда у контрольных крыс уровень Т Д Ф начинает 
снижаться, показатели выравниваются, что, по всей вероятности, связано 
с разной скоростью расщепления кофермента. Концентрация нефосфори-
лироваиного тиамина через 30 и 60 мин после инъекции практически одина-
кова в печени контрольных и содержавшихся в барокамере животных 
(рис. 1, Б). В то же время отчетливые различия накопления Т Д Ф могут 
свидетельствовать о снижении скорости биосинтеза кофермента при избы-
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точном поступлении предшественника в условиях острой гипобарической 
гипоксии. На нарушение фосфорилирования тиамина в тканях при кисло-
родной недостаточности указывали и исследователи [1 ,4 ] , применявшие 
иные методические подходы. Вместе с тем активность Т П Ф К из печени 
интактных и подвергнутых гипоксии крыс, определяемая in vi t ro при оп-
тимальном насыщении кофакторами, статистически не различается (табл. 1). 
In vivo каталитические возможности Т П Ф К , видимо, ограничиваются до-
ступностью АТФ-основиого донора пирофосфатных группировок. Кон-
центрация АТФ в тканях при гипоксических воздействиях снижена 1.11 131. 
Чтобы выяснить, отражается ли дефицит АТФ на скорости образования 
Т Д Ф из избыточно вводимого витамина В} 

Т а б л и ц а 

Тиаминпирофосфокиназная (ТПФК) и ТДФ-
расицепляющая активность печени интактных и 

подвергнутых 2-часовой гипоксии крыс ( Р > 0 , 

I 

1) 

Т П Ф К У б ы л ь Т Д Ф 

Группа п нмоль/ч на 
100 мг б е л к а 

мкмоль /ч на 
I 00 мг 
б е л к а 

Контроль 
Гипоксия 

6 
6 

214,3-1-10,4 
197,3±20,6 

7 8 , 8 + 1 1,8 
7 9 , 8 ± 13,1 

получавших этионин, 28,1 ± 2 , 3 
разница менее выражена, чем 

мы провели эксперимент с па-
грузкой животных этнони-
мом, который резко умень-
шает АТФ в печени 161. 
Оказалось, что этионин 
дей стви тел ьно нескол ько 
замедляет накопление Т Д Ф 
в ткани печени. Так , через 
1 ч после инъекции тиа-
мина концентрация кофер-
мента в печени контроль-
ных животных составила 
34,6=М,3 мкг на 1 г тка-
ни, а в печени крыс, 

мкг на 1 г ткани (Р <С 0,05). Однако эта 
в опыте с гипоксическим воздействием 

(см. рис. 1, А). Очевидно не только пониженный уровень АТФ, по и дру-
гие механизмы лежат в основе торможения ферментативного синтеза Т Д Ф 
при гипоксии. 

Используя препараты очищенной Т П Ф К из печени крыс, мы провери-
ли возможность различного влияния на активность фермента окисленных 
и восстановленных форм иикотинамидных коферментов, соотношение меж-
ду которыми при кислородной недостаточности существенно изменяется 
[13, 14]. Однако выяснилось, что в пределах физиологических концентра-
ций (10~4—10~3 М) как окисленные, так и восстановленные пиридиниуклео-
тиды не влияют на тиаминпирофосфокипазную активность in vi tro. Иссле-
дование зависимости скорости реакции, катализируемой Т П Ф К , от кон-
центрации субстрата (Mg-АТФ-"2) в отсутствие и в присутствии 2 - 1 0 ~ 8 М 
А Д Ф показало, что последний является сильным ингибитором фермента. 
Характер пересечения прямых в координатах Лайнуивера - - Берка указы-
вает на смешанный тип ингибирования (рис. 2). АДФ, видимо, захватывает 
некоторое количество ионов магния [15], которые служат активаторами 
фермента ПО] и участвуют в образовании хелатного комплекса с АТФ 115], 
а затем успешно конкурируют с истинным субстратом за активный центр. 
Как следует из рис. 2, при концентрации А Д Ф , которая близка к уровню 
нуклеотида в интактных гепатоцитах (0 ,7—1,5 -Ю - 3 М), скорость тиамин-
пирофосфокиназной реакции снижается примерно наполовину. Необхо-
димо отметить, что, по данным некоторых авторов [12, 13], в условиях ги-
поксии наряду с дефицитом АТФ возрастает количество А Д Ф в тканях. Та-
ким образом, изменение не только уровня АТФ, но и А Д Ф может быть 
существенным фактором замедления процесса фосфорилирования тиамина 
при кислородной недостаточности. 

Д л я выявления возможных изменений скорости деградации Т Д Ф в 
печеии при гипоксии мы помещали часть животных в барокамеру после 
достижения пика концентрации кофермента, как это описано в методическом 
разделе. Эксперимент показал, что убыль Т Д Ф в печени крыс, поднятых на 
«высоту» 10 000 м, осуществляется медленнее, чем у контрольных животных 
(рис. 3). Такая динамика, по-видимому, адекватно отражает разную ско-
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рость процессов деградации кофермента. Н а р я д у с этим in vi t ro не отмечено 
достоверных различий между убылыо экзогенного Т Д Ф в пробах, содержа-
щих гомогенаты печени интактных и подвергнутых гипоксии крыс (см. 
табл. I). Интересно, что в опытах, на крысах после 6-часового гипоксическо-
го воздействия отмечена активация тиаминдифосфатазы 1 1 1. Как и в случае 
с Т П Ф К , здесь мы обнаружили также некоторое несоответствие между 
максимальной активностью ТДФ-расщепляющих 
ферментов в оптимальных условиях определения и 
их действительным участием в метаболизме Т Д Ф 
in vivo. Сравнение активности Т П Ф К и активно-
сти ТДФ-гидролизующих ферментов, которая при-
мерно в 300 раз больше (см. табл. 1) говорит в 
пользу того, что последние функционируют дале-
ко не на полную мощность. В противном случае 
было бы невозможным поддержание в печени необ-
ходимой концентрации кофермента. Действитель-
но, в норме в тканях значительная часть, напри-
мер, ТДФ-азы находится в латентном состоянии 
[17]. В таких условиях особо важную роль дол-
жны играть модификаторы ферментативной актив-
ности. Так , понижение при гипоксии уровня 
АТФ 111 —13], который служит активатором 
ТДФ-азы 118], по всей вероятности, отражается 
одноиаправленно не только на фосфорилироваиии тиамина, но и на 
скорости расщепления Т Д Ф , о чем свидетельствуют опыты с не-
сколько акцентуированной ситуацией, созданной введением витамина В, 

Т а б л и ц а 2 

Содержание ТДФ (и мкг/г) в тканях интактных и подвергнутых 2-часовой гипоксии крыс 
(Р> М ) 

Рис. 3. Содержание Т Д Ф 
в печени контрольных 
(У) и подвергнутых ги-
поксии (2) крыс через 
3 и 4 ч после инъекции 

тиамина . 

Г р у п п а п П е ч е н ь Сердце Мозг 

Контроль 6 7 , 4 4 + 0 , 6 3 5,87-1-0,60 3 , 6 6 + 0 , 0 9 
Гипоксия 6 8,11 ± 0 , 5 3 5,31 ± 0 , 6 5 3 , 6 2 ± 0 , 1 3 

(см. рис. 1, 3). В качестве модификаторов ТДФ-азы могут также выступать 
никотинамидные кофермеиты, восстановленные формы которых, как пока-
зано нами ранее 18], угнетают фермент сильнее, чем окисленные. В условиях 
кислородной недостаточности повышается восстановленность пиридиинук-
леотидов 113, 14], которые, очевидно, вносят свой вклад в механизм замед-
ления деградации Т Д Ф . Что касается интегрального показателя обмена 
Т Д Ф — его содержания в тканях без дополнительного введения тиамина, 
то оно, как видно из табл. 2, достоверно не изменяется в печени, сердце и 
мозге крыс при 2-часовом пребывании на «высоте» 10 ООО м. Объяснением 
этому может служить однонаправленность влияния гипобарической ги-
поксии на скорость процессов биосинтеза и утилизации тиаминдифосфата. 
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P E C U L I A R I T I E S O F T H I A M I N D I P H O S P H A T E T U R N O V E R I N L I V E R T I S S U E 
U N D E R C O N D I T I O N S O F H Y P O B A R I C H Y P O X I A 

vS. A. Strumilo, S. K. Matsyuk, V. V. Vinogradov 

D e p a r t m e n t of Metabol i sm R e g u l a t i o n , Academy of Sciences of the Byeloruss ian S S R , 
Grodno 

R a t e s of t h i amin d i p h o s p h a t e a ccumula t i on in ra t l iver t issue and i ts subsequen t 
deple t ion were decreased w i t h i n the f i r s t hour a f t e r v i t amin B, a d m i n i s t r a t i o n in to t he 
an ima l s w i th oxygen i n su f f i c i ency . H y p o x i a a p p a r e n t l y i n h i b i t e d s imu l t aneous ly the 
processes of t h i a m i n d i p h o s p h a t e b iosyn thes i s and deg rada t ion , as a resu l t of which 
conten t of the coenzyme was una l t e red in t issues under condi t ions of usual i n t a k e of th i -
amin . The da ta o b t a i n e d suggest t h a t t he a c t i v i t y of enymes , p a r t i c i p a t i n g in t h i a m i n 
d i p h o s p h a t e t u rnove r and e s t ima t ed in v i t ro do not re f lec t the i r real func t ion ing in the 
whole o rgan ism. Impor t ance of AT,P, A D P and p y r i d i n e nuc leo t ides considered as re-
g u l a t i n g agents of enzymes p a r t i c i p a t i n g in t h i amin d i p h o s p h a t e tu rnove r under hypox i a . 

УДК 615.356:577.162.344].015.45:612.123/. 124 

И. M. Карманский, А. Л. Пинугин, В. О. Шпикитер 

ДЕЙСТВИЕ КЛТЕПСИНА D АОРТЫ НА СЫВОРОТОЧНЫЕ 
ЛИПОПРОТЕИДЫ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ 

Институт биологической и медицинской химии А М Н СССР, Москва 

Общеизвестно важное значение липопротеидов сыворотки крови в па-
тогенезе атеросклероза. Нарушения метаболизма этих липопротеидов в 
стенках сосудов могут играть существенную роль в образовании атероматоз-
ных бляшек. Тем не менее превращения липопротеидов под влиянием про-
теолитических ферментов изучены недостаточно. Так, имеется всего не-
сколько работ о действии на липопротеиды протеиназ желудочно-кишеч-
ного тракта — трипсина [1], химотрипсина [21, пепсина [3.1, микроорганиз-
м о в — проназы [1], растений — папаина [2]. Судя по имеющимся у пас 
данным, изучение действия на сывороточные липопротеиды протеиназ 
аорты до сих пор не проводилось. 

В настоящем сообщении описываются предпринятые нами исследова-
ния действия катепсина D, выделенного из аорт свиней, на липопротеиды 
низкой плотности (ЛНП) из сыворотки крови человека. 

М е т о д и к а 

Л Н П (коэффициенты флотации 0—20 S, плотность 1 ,006—1,063 г/см3) выделя-
ли из сыворотки крови людей-доноров с помощью препаративного у л ь т р а ц е н т р и ф у г и -
р о в а н и я [5] и х р а н и л и в растворе с NaCl и КВг (плотность 1,063 г/см:1) при 4°С не 
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более 2 иед. Катепсин D выделяли из стенки аорты свиней методом аффинной хро-
матографии на пепстатин-сефарозе , к а к описано ранее [4]. И с п о л ь з о в а л и препараты 
катепсина D с удельной активностью 50 ед/мг. Гидролиз Л Н П катепсином D проводили 
следующим образом: к 0 ,5 мл исходного раствора Л Н П (около 10 мг) п р и б а в л я л и 
4 ,5 мл 0 ,1% раствора Э Д Т А , р Н которого был доведен 0,1 н. НС1 до 3,0 , затем до-
б а в л я л и 0,75 мл раствора катепсина D (около 0 ,15 мг белка) . Конечное значение р Н 
инкубационной смеси р а в н я л о с ь 4 ,4 . И н к у б а ц и ю вели при 37°С, д л я определения 
степени гидролиза к аликвотам инкубационной смеси (0,5 мл) п р и л и в а л и равный 
объем 10% X X У . О б р а з о в а в ш и й с я осадок отделяли фильтрованием и в фильтрате 
о п р е д е л я л и к о н ц е н т р а ц и ю неосаждаемых Т Х У пептидов, и с п о л ь з у я д л я этого метод 
Л о у р и [6]. К о н ц е н т р а ц и ю белка в исходных п р е п а р а т а х Л Н П т а к ж е определяли 
п!о Л о у р и , стандартом с л у ж и л бычий сывороточный альбумин . 

П р и проведении опытов по изучению продуктов гидролиза Л Н П ферментом 
и н к у б а ц и о н н у ю среду подщелачивали до р Н 7,3, при котором катепсин D неакти-
вен. Д л я этого к отобранной из инкубационной среды пробе (0,5 мл) д о б а в л я л и 0,035 мл 
0,1 М трис . Полученный раствор вносили в один из секторов двухсекторной 
ячейки у л ь т р а ц е н т р и ф у г и «Спинко Е»; во второй сектор вносили раствор с тем ж е 
солевым составом, но без Л Н П и фермента . Скорость в р а щ е н и я ротора р а в н я л а с ь 
52 640 об/мин. 

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

К а к отмечалось выше, гидролиз Л Н П катепсином D проводили при 
рН 4,4. Контрольные опыты (без добавления фермента) показали, что при 
этом рН (с последующим подщелачиванием до рН 7,3) заметных изменений 
седиментационных свойств Л Н П не происходит 
в течение 60 мин. При более длительной инку-
бации на седиментационных диаграммах появ-
лялись агрегаты Л Н П , количество которых 
достигало 20% (судя по площадям пиков) через 
4Р/2 Ч. При этом не наблюдалось изменений 
коэффициента седиментации и формы пика 
оста вшихся Л Н П. Последнее обстоятел ьство 
позволяло судить о характере протеолити-
ческих превращений исходных Л Н П даже на 
поздних сроках инкубации с ферментом. 

Степень гидролиза Л Н П катепсином D оп-
ределяли по увеличению количества раствори-
мых в Т Х У пептидов, дающих реакцию Лоури . 
К а к видно на рис. 1, при отношении массы 
препарата фермента к массе белка Л Н П , равном 
1 : 65, через 60 мин степень гидролиза Л Н П ч 
составляет приблизительно 15%, а через 4х/2 

около 3 0 % . При четырехкратном увеличе-
нии количества фермента степень гидролиза составляла около 40% за 
4Va ч. 

Данные, получаемые при определении количества растворимого в 
Т Х У материала, могут не соответствовать числу гидролизованных пептид-
ных связей или количеству отщепленного от Л Н П белка. Однако, как будет 
сказано ниже, данные аналитического ультрацентрифугирования согласу-
ются с указанными величинами степени гидролиза Л Н П . 

Д л я анализа макромолекуляриых превращений Л Н П под действием 
катепсина D изучали седиментацию Л Н П и продуктов их превращений в 
аналитической ультрацентрифуге. При этом в качестве растворителя исполь-
зовали (смесь 0,04 М К В г : 0,042 MNaCl, 2 мМ ЭДТА, 6 мМ трис 
рН 7,3. Седиментационные диаграммы продуктов превращения Л Н П при-
ведены на рис. 2, из которого видно, что частично гидролизованные Л Н П 
(вплоть до степени гидролиза около 20%) седиментируют одним гомоген-
ным пиком. 

При 7% степени гидролиза Л Н П наблюдалось снижение коэффициента 
седиментации продуктов превращения Л Н П с 6,4 до 5,8 S. Это снижение 
обусловлено, очевидно, увеличением парциального удельного объема про-

Рис. 1. Зависимость степе-
ни протеолиза катепсином 

D Л Н П от времени. 
По оси абсцисс — время (в ч); 
по оси ординат — отношение 
количества растворимых в Т Х У 
продуктов протеолиза к коли-
честву белка исходных липо-

протеидов (в %) . 
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дуктов распада за счет увеличения относительного содержания липидыых 
компонентов. Обращает на себя внимание быстрое исчезновение пика, со-
ответствующего исходным Л Н П , что может быть связано с наличием в Л Н П 
легко доступных пептидных связей, которые и гидролизуются в первую оче-
редь. По мере увеличения степени гидролиза Л Н П происходит дальнейшее 
уменьшение коэффициента седиментации образующихся продуктов вплоть 
до 4,5 S (при степени гидролиза около 30%) и появляются небольшие ко-
личества гетерогенного медленно седиментирующего материала. После этого 
уменьшение коэффициента седиментации основной части продуктов гидро-
лиза прекращается, а при повышении степени гидролиза до 40% начинает 
уменьшаться площадь пика 4,5 S-компонента на седиментационных 

диаграммах и появляются гетерогенные медленно 
седиментирующие и флотирующие компоненты. По-
видимому, коэффициент 4,5 S (для данного растворите-
ля) соответствует минимальному содержанию белка, 
обеспечивающему стабильность мицелл продуктов ра-
спада. 

Рис. 2. Седимеитационные диаграммы Л Н П и продуктов их про-
теолиза катепсином D. 

а — Л Н П , инкубированные 60 мин при р Н 7,3; б - Л Н П , инкубирован-
ные 60 мин при р Н 4,4 без фермента, затем подщелоченные до рЫ 7,3; в, г9 
д, с — продукты протеолиза после инкубации в течение 13, 120, 270 и 
270 мин соответственно. Коэффициенты седиментации (по вершинам 
пиков) основных компонентов для а—е равны соответственно 6,4, 0,4, 
5.8: 5,1, 4,5 и 4,5. На диаграмме в видны флотирующие компоненты. 
Скорость вращения ротора 52 640 об/мин; время снимков 75 мин, е — 
I I мин. Растворитель : 0,04 М KBr: 0,042 М NaCl, 2 мМ ЭДТА, 6 мМ трис-

буфер рЫ 7,3. 

При допущении наличия аддитивности плотностей компонентов Л Н П 
и продуктов их превращения можно рассчитать, что флотация продуктов 
распада (в данном растворителе) должна начаться при отщеплении около 
40%. Эта величина соответствует величине степени гидролиза, определяемой 
для начала флотации указанным методом Лоури . 

При интенсивном гидролизе Л Н П образуются агрегаты продуктов 
распада с наличием нерастворимых частиц, о чем свидетельствует помутне-
ние раствора. Не исключена возможность того, что такие плохо растворимые 
продукты метаболизма Л Н П под действием аортального катепсина D могут 
образовываться при тех или иных обстоятельствах и в стенках артерий и 
тем самым играть роль в формировании атероматозных бляшек 17 I. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Mar go lis 5 . , Langdon R. G. — J . biol . Chem. , 1966, v. 241, p. 485. 
2. Bernfeld P . , Kelley T. F. I b i d . , 1964, v. 239, p. 3341. 
3. Карманский И. M. — Вопр. мед. химии, 1977, № 4, с. 530. 
4. Havel R. У., Eder И. A., Bragdon J. Ii. — J . c l in . I n v e s t . , 1955, v . 34, p . 1345. 
5. Lowry 0 . /-/., Rosebrough N. J., Farr A. L. — et a l . — J . biol . Chem. , 1951, 

v. 193, p. 256. 
7. Карманский И. M., Шпикитер В. О.— Б ю л л . экспер . биол. , 1977, № 8, с. 173. 

Поступила 16/1 1979 г. 

A C T I O N O F A O R T I C C A T H E P S I N D ON S E R U M L O W D E N S I T Y 
i L I P O P R O T E I N S 

/ . /V/. Karmansky, A. L. Pichugin, V. O. Shpikiter 

I n s t i t u t e of Biological and Medical Chemis t ry , Academy of Medical Sciences of the U S S R , 
Moscow 

Action of aor t ic ca thcps in D on low densi ty l ipopro te ins / L D L / from human serum 
was s tud ied by means of ana ly t i ca l u l t r acen t r i f l i ga t ion . Cathepsin D in tens ive ly hydro-
lysed L D L , leading to decrease in the sed imenta t ion coef f ic ien t s of the p roduc t formed. 

i 

i 
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The p r o d u c t of degrada t ion of LD.L possessing a s ed imen ta t ion coe f f i c i en t of 4 .5 S /in 
0,04 M KBr; 0,042 M NaCl , 2 m M E D T A , 6 m M Tris , p H 7.3 /conta ined a p p a r e n t l y the 
min ima l amoun t of p ro te ins , which could st i l l m a i n t a i n the s t a b i l i t y of p a r t i a l l y hydro -
lysed L D L . When the degree Of hydro lys i s reached 40o^, a he te rogenous m i x t u r e , conta-
in ing the f lota t ing and s lowly sed imen t ing p r o d u c t s , was fo rmed . These p roduc t s g radu-
al ly lost the i r s o l u b i l i t y . The da ta o b t a i n e d suggest t h a t the insoluble p r o d u c t s of t he 
pro teolys is m a y be formed in ao r t i c wall in some disorders of t he l ipopro te in me tabo l i sm 

УДК 577.152.344 

Л. Л. Пичугин, О. В. Казакова 

ВЫДЕЛЕНИЕ КДТАПСИНА D ИЗ АОРТЫ С ПОМОЩЬЮ 
ПЕПСТАТИН-СЕФАРОЗЫ 

Институт биологической и медицинской химии А М Н СССР, Москва 

Изучение протеолитичееких ферментов стенок сосудов, в частности 
аорты, представляет интерес для понимания превращения сывороточных 
липопротеидов и их роли в образовании атероматозиых бляшек II ]. Про-
теолитические ферменты сосудов изучены сравнительно мало 12]. Имеется 
сообщение о выделении катепсина D из аорты крупного рогатого скота [31, 
однако в этом случае применялась сложная многостадийная процедура с 
использованием гель-фильтрации, ионообменной хроматографии и лиофиль-
ной сушки на промежуточных стадиях. 

Мы предприняли исследование с целью выделения катепсина D из 
аорты путем аффинной хроматографии на пепстатин-сефарозе, которая 
успешно применялась для получения этого фермента из других источни-
ков [4, 51. 

М е т о д и к а 

Аорты свиней с р а з у ж е после у м е р щ в л е н и я на мясокомбинате р а з р е з а л и вдоль , 
с о с к а б л и в а л и н а р у ж н у ю т к а н ь , промывали водой и з а м о р а ж и в а л и при —40°С. За -
м о р о ж е н н у ю массу х р а н и л и (не более 2 нед) в х о л о д и л ь н и к е при —15°С до даль-
нейшей обработки . Концентрацию белка определяли по методу Л о у р и и соавт. [6] 
с измерением оптической плотности при 750 им на спектрофотометре СФ-4А. В качест-
ве стандарта использовали бычий сывороточный альбумин (фирма «Реанал»). 

Протеолитическую активность определяли по методу Ансона [7]. В качестве суб-
страта применяли гемоглобин (фирма «Мерк»). К 1 мл содержащего протеиназу рас-
твора добавляли 1 мл 1 % раствора гемоглобина в 0,1 М цитратном буфере р Н 3 ,2 . 
Смесь и н к у б и р о в а л и при 37°С в течение 1 ч, затем п р и л и в а л и 2 мл 5% раствора Т Х У 
и в надосадочной жидкости определяли прирост оптической плотности при 280 им. 
Контролем с л у ж и л а та ж е проба с 10 мкг пепстатина . За единицу активности при-
нимали такое количество катепсина D, которое увеличивает оптическую плотность в 
у к а з а н н ы х у с л о в и я х на 1 ед. при часовой инкубации . Пепстатин фирмы «Вапуо Со.» 
( Я п о н и я ) был любезно предоставлен нам проф. У м е з а в а . Синтез пепстатин-сефарозы 
проводили с помощью д и ц и к л о г е к с и л к а р б о д и и м и д а и АН-сефарозы (фирма «Фарма-
ция»), к а к описано ранее [4]. 

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

Существенным моментом в обработке аорт является их измельчение до 
такой степени, чтобы можно было экстрагировать достаточные количества 
белка. Удовлетворительные в этом отношении результаты мы получили 
следующим образом. Замороженные аорты (в количестве 1 кг) разрезали 
ножом на небольшие куски и пропускали через электрическую мясорубку 
(типоразмер 764). Полученную массу заливали жидким азотом и снова про-
пускали через мясорубку. Измельченные таким образом аорты заливали 
0,1 М фосфатным буфером рН 7 (в отношении 1 : 3) и оставляли в холодной 
комнате на 4 ч при перемешивании. После этого отделяли центрифугирова-
нием надосадочную жидкость (10 000 g, 20 мин, 4°С) и к ней добавляли суль-
фат аммония. Фракцию белков, выпадающую в осадок при 30—60% насы-
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щеиии сульфата аммония, собирали при центрифугировании (10 000 g, 
20 мин, 4°С). Осадок растворяли в 500 мл дистиллированной воды и ста-
вили на диализ против 20 л дистиллированной воды в холодной комнате в 
течение 30 ч с двукратной сменой воды. Отдиализированный раствор под-
кисляли 0,1 М уксусной кислотой до р Н 4,0, образовавшийся осадок от-
деляли центрифугированием (5000 g, 20 мин при комнатной температуре) 
и отбрасывали. Надосадочную жидкость наносили на колонку с пепста-
тин-сефарозой ( 3 x 8 см), предварительно уравновешенную 0,1 М нитрат-
ным буфером рН 4,0. Д л я удаления сорбированных на колонке балластных 
белков колонку промывали 0,1 М цитратным буфером рН 4,0, содержа-
щим 0,5 М хлористый натрий. Элюцию катепсина D осуществляли 0,1 М 
бикарбонатным буфером р Н 8,0, содержащим 0,5 М хлористый натрий. 
Раствор катепсина D диализовали в течение ночи против дистиллированной 
воды. Таким образом получали 50—100 мл раствора фермента с концентра-
цией белка порядка 0,02—0,05 мг/мл. Такой раствор концентрировали на 
аппарате «Амикон» с мембраной РМ-10 до объема 1—2 мл, замораживали и 
хранили при —20°С. 

Количественные данные отдельных стадий очистки катепсина D пред-
ставлены в таблице. 

Очистка катепсина D из аорты свиней 

Стадии очистки Общий 
белок, мг 

Обща я 
актиниость, 

ед. 

Удельная 
акти вноеть, 

ед/мг 
Степень 
очистки Выход, % 

Ф р а к ц и я 3 0 — 6 0 % на-
сыще н и я с у л ьфа то м 
аммония 2000 80 0,04 1 100 

Элюат с пепстатии-
сефарсзы 2,0 64 32 сЯОО 80 

За исходный препарат в таблице взята белковая фракция, получае-
мая при осаждении сульфатом аммония (30 60% насыщения), так к а к п р о -
теолитическая активность исходного экстракта измельченной аорты низка 
и измеряется с низкой точностью. Таким образом, из 1 кг аорты получали 
2 мг высокоактивного препарата катепсина D. При добавлении к 1 мл 
раствора выделенного катепсина (10—20 мкг фермента) 10 мкг пепстатина 
активность в отношении гидролиза гемоглобина полностью исчезала, в пре-
парате не обнаруживали также активности по отношению к казеину при 
р Н 6,5 и 8,0. Это позволяет сделать заключение, что в полученном препара-
те катепсина D нет заметных примесей других протеиназ. 

Авторы благодарят акад. АМН СССР В. Н. Ореховича и проф. 
В. О. Шпикитера за ценные замечания. 
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P U R I F I C A T I O N O F C A T H E P S I N D F R O M P I G A O R T A U S I N G 
P E P S T A T I N - S E P H A R O S E 

A. L. Pichugin, О. V. Kasakova 

I n s t i t u t e of Biological and Mcdical Chemis t ry , Academy of Medical Sciences of t h e 
U S S R , Moscow 

A f f i n i t y c h r o m a t o g r a p h y on p e p s t a t i n - S e p h a r o s e was used for i so la t ion of ca theps in 
D from pig a o r t a . The enzyme was p u r i f i e d 800-fo ld . The p r o t e o l y t i c a c t i v i t y of ca thep-
sin D was comple te ly i n h i b i t e d by p e p s t a t i n , sugges t ing t h a t there were no o the r prote-
inases in the enzyme p repa ra t i on o b t a i n e d . 

УД к 6 1 6-002.5-092.9-07: (i 1 0.36-008.937-074 

В. 3. Горкин, H. А. Елистратова 

ДЕЗАМИНИРОВАНИЕ БИОГЕННЫХ АМИНОВ 
ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ТУБЕРКУЛЕЗЕ 

Институт биологической и медицинской химии А М Н СССР, Москва , Московский 
научно-исследовательский институт т у б е р к у л е з а Министерства з д р а в о о х р а н е н и я 

Р С Ф С Р 

Нарушению обмена биогенных аминов и других низкомолекулярных 
азотистых соединений принадлежит значительная роль в механизме разви-
тия многих патологических состояний [1 ]. Наиболее важную реакцию об-
мена аминов в организме, а именно реакцию окислительного дезаминиро-
вания, сопровождавшуюся освобождением азота аминогрупп в виде ам-
миака, катализируют митохондриальные моноаминоксидазы [моиоамин: 
кислород — оксидоредуктаза (дезаминирующая) (флавинсодержащая), 
КФ 1.4.3.4], функции которых существенно нарушаются при многих пато-
логических состояниях. Установлено, что при заболеваниях, в патогенезе 
которых важное значение имеет усиление перекисиого окисления липидов 
(лучевые поражения, отравление кислородом под высоким давлением), 
нарушения функций моноамииоксидаз не сводятся к снижению их актив-
ности, а сопровождаются качественным обратимым изменением (трансфор-
мацией) их каталитических свойств [2]. При такой трансформации моно-
амииоксидаз в опытах с высокоочищенными препаратами этих ферментов 
или с более сложными биологическими системами (например, митохондри-
альные фракции тканевых гомогенатов) появляются качественно новые 
свойства катализировать дезаминирование азотистых соединений, не отно-
сящихся к числу субстратов моноамииоксидаз (диамины, оо-аминокислоты, 
полиамииы и др.). В результате трансформации моноамииоксидаз соот-
ношение скоростей дезаминирования различных азотистых соединений в 
клетке существенно изменяется, что может иметь важное патогенетическое 
значение, например при заболеваниях, сопровождающихся усилением пе-
рекисиого окисления липидов. 

При туберкулезе легких были отмечены нарушения обмена липидов в 
организме, в частности в ткани печени [3]. Установлено также, что в ор-
ганизме больных туберкулезом легких нарушен обмен важных биоген-
ных аминов (серотонина, гистамина) [4]. Возникло предположение о ве-
роятной взаимосвязи этих нарушений. Целью настоящей работы была про-
верка этого предположения путем исследования перекисиого окисления ли-
пидов и дезаминирования азотистых соединений в печени животных с экс-
rie р и мен та л ьным тубе р к у лезом. 

М е т о д и к а 

В опытах были использованы белые разнополые крысы массой тела 200—250 г. 
Д е с т р у к т и в н ы й т у б е р к у л е з легких у крыс вызывали путем внутрилегочного введения 
к у л ь т у р ы микобактерий т у б е р к у л е з а BOV-8 [5]. Через 24 дня после з а р а ж е н и я 
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крыс д е к а п и т и р о в а л и . Т а к и м же способом забивали и контрольных ж и в о т н ы х . И.ч 
10% гомогенатов ткани печени, приготовленных в 0 ,25 М водном растворе с а х а р о з ы , 
в ы д е л я л и путем дифференциального ц е н т р и ф у г и р о в а н и я [6] митохоидриальмые 
ф р а к ц и и . В полученных п р е п а р а т а х митохондриальных фракций (по 40 мг белка на 
пробу) после э к с т р а к ц и и смесыо гептан — изопропиловый спирт (1 : 1) определяли 
содержание с о п р я ж е н н ы х диенов полииенасыщенных ж и р н ы х кислот спектрофото-
метрически по величине оптической плотности при 233 нм [7]. 

В этих же митохондриальных ф р а к ц и я х (по 10—15 мг белка на пробу) опре-
д е л я л и содержание соединений преимущественно малонового диальдегида) , реаги-
рующих в кислой среде с 2 -тиобарбитуровой кислотой с образованием окрашенного 
(максимум поглощения при 532 нм) триметинового комплекса [8], а т а к ж е измеряли 
скорость окислительного д е з а м и н и р о в а н и я серотонина к р е а т и н и и с у л ь ф а т а (фирма 
«Реанал», В е н г р и я ) , тирамина с о л я н о к и с л о г о (фирма «Мерк», Ф Р Г ) , гистамина 
с о л я н о к и с л о г о (фирма «Фсрак», Г Д Р ) , лизина с о л я н о к и с л о г о (фирма «Реанал» , 
Венгрия) и путресцина солянокислого (фирмы «Кальбайокем» , США) по осво-

Рис . 1. Содержание диеновых коиъ-
югатов (светлые столбики) и мало-
нового диальдегида (темные столби-
ки) в митохондриальных ф р а к ц и я х 

печени крыс. 
/ — контрольные животные (18); / / — жи-
вотные (12) с экспериментальным деструк-
тивным туберкулезом легких (через 24 дня 
после з а р а ж е н и я ) ; / / / — животные (10) с 
туберкулезом, которым, начиная со 2-го 
дня после з а р а ж е н и я , ежедневно в течение 
21 дня вводили внутримышечно 1 раз в 
день тиосульфат натрия (0,05 г на I кг ве-
са тела); IV — животные (8) с туберкуле-
зом, которым, начиная со 2-го дня после 
з а р а ж е н и я , ежедневно в течение 21 дня 
вводили пероральио 1 раз в день изоииа-
зид в максимально переносимой дозе 
(150 мг и а I кг веса тела) . 1 представлены 
средние арифметические величины -ь сре-

дние ошибки средних арифметических. 

б о ж д е н и ю аммиака [9]. И н к у б а ц и о н н ы е пробы (общий объем 1,8 мл) при опре-
делениях скорости д е з а м и н и р о в а н и я содержали по 2—4 мг белка митохонд-
риальных ф р а к ц и й , одио из исследуемых азотистых соединений в следующих оп-
тимальных конечных к о н ц е н т р а ц и я х : серотонин 5 мМ, тирамин 3 мМ, гистамин, 
л и з и н , путресцин по 50 мМ, а т а к ж е 0,1 М натрий-калий-фосфатный буфер рН 7,4. 
У к а з а н н ы е концентрации субстратов были выбраны на основании п р е д в а р и т е л ь н ы х 
опытов; концентрации , п р е в ы ш а в ш и е оптимальные , вызывали субстратное тормо-
жение , тогда как более низкие по сравнению с оптимальными концентрации не 
обеспечивали насыщение активных центров ферментов. Пробы инкубировали в ат-
мосфере кислорода при 37°С в течение 30—50 мин. За это время реакции окислитель-
ного дезаминирования всех исследованных азотистых соединений протекали линейно 
в соответствии с уравнением реакций нулевого порядка . После окончания инкубации 
пробы фиксировали добавлением т р и х л о р у к с у с н о й кислоты (конечная концентрация 
5 % ) , о б р а з у ю щ и й с я белковый осадок отделяли центрифугированием, а в надосадоч-
ной жидкости измеряли содержание аммиака методом изотермической диффузии Кон-
вея и последующей несслеризацией . 

Содержание белка в пробах определяли при помощи метода, основанного на 
биуретовой реакции [10], используя в качестве стандарта раствор кристаллического 
бычьего сывороточного альбумина . 

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

В митохондриальных фракциях, изолированных из гомогенатов печени 
крыс с деструктивным туберкулезом легких, повышено статистически досто-
верно по сравнению с животными контрольной группы (рис. 1) содержание 
как сопряженных диенов полиненасыщенных жирных кислот (диеновых 
конъюгатов, образующихся на начальных этапах перекисного окисления 
липидов), так и реагирующих с образованием окрашенных комплексов с 
2-тиобарбитуровой кислотой веществ, среди которых преобладает мало-
п о вый диальдегид — один из конечных продуктов перекисиого окисления 
липидов 1111. Полученные результаты свидетельствуют об усилении про-
цесса перекисного окисления липидов в митохондриальиых фракциях из 
печени крыс с экспериментальным туберкулезом. 
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Введение таким животным через 2 дня после з а р а ж е н и я гидразина изо-
никотиновой кислоты (изониазида) , широко применяемого при лечении 
туберкулеза , предотвращало и устраняло развитие повышенного перекис-
иого окисления липидов (см. рис. 1). 

Если это действие изониазида определяется присущими ему свойствами 
н у к л £ б ф й й ь н б ^ устраняющего , например, некоторые послед-
ствия стимуляции перекисиого окисления липидов при экспериментальных 
п о р а ж е н и я х [12] , ^ д о м о ж и о было предполагать , что подобное действие 
о к а ж е т и другое н у к л е о ф ш т ы ^ — т и о с у л ь ф а т натрия , не при-
меняемое в качестве специфического противотуберкулезного средства. 
Тиосульфат натрия относится к числу радиопрофилактических средств, 
с н и ж а ю щ и х интенсивность перекисиого окисления липидов И З ] . При экс-
периментальном атеросклерозе , характеризующемся усилением перекис-
иого окисления липидов [14], тиосульфат натрия о к а з а л с я эффективным 
средством экспериментальной терапии [15] . 

Проведенные нами опыты (см. рис. 1) подтвердили 111>;iе^м.11,11сгi, сч}>c)p-
мулИротанногоJBBIIUE предположения: тиосульфат натрия дейстаительио 
предотвращал или устранял наблюдаемое при экспериментальном туберку-
лезе усиление перекисиого окисления липидов. Одновременное введение 
животным с экспериментальным туберкулезом легких изониазида и тио-
сульфата натрия не с н и ж а л о содержания малонового диальдегида в мито-
хондриальной фракции печени в большей мере, чем это имело место в груп-
пе крыс с деструктивным туберкулезом, которым вводили только изоии-
азид. Содержание диеновых конъюгатов в митохондриальной фракции пе-
чени крыс с экспериментальным деструктивным туберкулезом легких при 
введении им изониазида в сочетании с тиосульфатом натрия было д а ж е 
несколько выше, чем при введении таким животным изониазида. Такое 
явление, отмеченное и в митохондриальной фракции печени контрольных 
крыс, которым вводили тиосульфат натрия , можно объяснить свойством 
Этого соединения прерывать цепь процессов перекисиого окисления липи-
дов на промежуточных этапах [11, 13]. 

Усиленное перекисное окисление липидов биомембран сопровождается 
нарушением структуры и функций мембрансвязанных ферментов [11] . 
Среди этих нарушений особенно важное значение обычно придают инакти-
вации или, наоборот, чрезмерному усилению активности целого ряда 
ферментных систем [11 ]. Однако н а р я д у с такими нарушениями в условиях 
стимуляции окисления липидов биомембран возможны т а к ж е не только ко-
личественные, но и качественные изменения (трансформация) ферментатив-
ной активности, сопровождающиеся (помимо торможения или активации 
превращений, которые фермент к а т а л и з и р о в а л при обычных «нормальных» 
условиях) проявлением новых, не присущих ферменту в норме каталитиче-
ских свойств [21. Подобные явления были обнаружены при изучении высо-
Коочищенных моноамииоксидаз и структурно-связанных моноамииоксидаз 
печени или мозга при ряде патологических состояний, в патогенезе которых 
важное значение принадлежит стимуляции перекисиого окисления липидов, 
например при лучевых п о р а ж е н и я х , гипервитаминозе D, в печени живот-
мых-опухоленосителей [2] , при экспериментальном отравлении кислородом 
под высоким давлением [16]. П р и этих патологических состояниях мито-
хондриальные моиоаминоксидазы н а р я д у со снижением скорости дезами-
нирования жирно-ароматических моноаминов (тирамин, серотонин, до-
фамин и др.) , я в л я ю щ и х с я обычными субстратами моноамииоксидаз в 
норме, приобретали не присущие им в норме свойства дезаминировать 
гистамин (типичный субстрат диаминоксидаз) , диамины (путресцин, ка-
даверин) , со-аминокислоты (лизин, (3-алаиии, орпитин, у -амипомасляпая 
кислота) , полиамины (спермин, спер^идин) и д а ж е нуклеотиды (аденило-
Еая кислота) 12, 12] или аминосахара (глюкозамин, галактозамин) [16] . 
Эти имеющие в а ж н о е патогенетическое значение качественные н а р у ш е н и я 
каталитических свойств моноамииоксидаз 12, 161 о к а з а л и с ь (в противопо-

745-



ложность простой инактивации моноаминоксидаз с обычным полным или 
частичным угнетением ферментативной активности) обратимыми и легко 
предотвращаемыми при помощи ряда химических соединений [2 .1 процесса-
ми, что представляет особый интерес в связи с проблемами эксперимен-
тальной терапии подобных патологических состояний. 

После обнаружения при экспериментальном деструктивном туберку-
лезе легких стимуляции перекисного окисления липидов в митохондри-
альной фракции печени крысы представляло интерес исследование воз-
можной трансформации (качественного изменения) активности митохонд-
риальных моноаминоксидаз печени. Если предположить, что это явление 
имеет место и при экспериментальном туберкулезе, то можно было ожи-
дать, что в митохондриальной фракции печени крыс с деструктивным ту-

^маис 

Р и с . 2. С к о р о с т ь Умакс'» в н м о л я х о с в о б о ж д е н н о г о а м м и а к а за 1 мин на 1 мг б е л к а ) 
д е з а м и н и р о в а н и я с е р о т о н и н а (У), т и р а м и н а (2), г и с т а м и н а (<?), л и з и н а (4) и п у т р е с ц и н а 
(5) в м и т о х о н д р и а л ь н ы х ф р а к ц и я х печени к р ы с . 
I — 1V — см. подпись к рис. 1. V — животные (8) с туберкулезом, которым, начиная со 2-го дня после 
з аражения , ежедневно в течение 21 дня вводили перорально изониазид (150 мг/кг) и внутримышечно 
тиосульфат натрия (0,05 г/кг). 

беркулезом легких, когда перекисное окисление липидов существенно уси-
лено (рис. 1), будет отмечено не только торможение скорости дезаминиро-
вания типичных субстратов митохондриальных моноаминоксидаз (серото-
нина, тирамина), но одновременно произойдет усиление (или появление) 
дезаминирования азотистых соединений, не относящихся к числу субстра-
тов моноаминоксидаз, но дезаминируемых трансформированными моно-
аминоксидазами (гистамин, лизин, путресцин). 

Результаты опытов полностью подтвердили (рис. 2) наше предположе-
ние: при деструктивном туберкулезе легких по сравнению с нормой в мито-
хондриальной фракции печени статистически достоверно снижалась ( Р < 
< 0 , 0 0 1 ) скорость дезаминирования серотонина и тирамина при одновремен-
ном нарастании ( Р < 0 , 0 1 ) скорости дезаминирования гистамина, лизина и 
путресцина. Так, скорость дезаминирования лизина, которая в мито-
хондриальной фракции печеыи контрольных крыс была крайне низкой -
0 , 3 ± 0 , 1 нмоль аммиака за 1 мин на 1 мг белка (примерно 5% по сравнению 
со скоростью дезаминирования субстратов моноаминоксидаз), при экспе-
риментальном туберкулезе возрастала до 1 , 0 ± 0 , 0 8 нмоль аммиака за 1 мин 
на 1 мг белка, что составляет примерно 70% по сравнению со скоростью 
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дезаминирования биогенных моноаминов серотонина и тирамина в этом же 
биологическом объекте. 

Если обнаруженные нарушения соотношений скоростей дезаминиро-
вания азотистых соединений в митохондриальной фракции печени при 
экспериментальном туберкулезе легких действительно обусловлены каче-
ственным изменением (трансформацией) каталитических свойств моноами-
ноксидаз, то на основании уже имеющихся сведений об этом процессе [2 .1 
можно предполагать, что такие нарушения должны быть обратимыми и лег-
ко предотвращаемыми. Действительно, как следует из рис. 2, при введении 
животным с экспериментальным туберкулезом легких изониазида на 2-й 
день после заражения статистически достоверно (по сравнению с заражен-
ными крысами, которым не вводили изониазид), повышалась скорость 
дезаминирования серотонина ( Р < 0 , 0 0 1 ) и тирамина ( Р < 0 , 0 5 ) и одновре-
менно уменьшалась скорость дезаминирования гистамина, лизина или 
путресцина ( P < 0 , 0 5 ) . Эти эффекты удавалось воспроизвести введением 
зараженным крысам вместо изониазида тиосульфата натрия, который так-
же обладал свойством повышать скорость дезаминирования серотонина 
или тирамина ( Р < 0 , 0 1 ) , одновременно снижая скорость дезаминирования 
путресцина ( Я < 0 , 0 1 ) , а также в еще большей мере гистамина или лизина 
( Р < 0 , 0 0 1 ) . Полной нормализации соотношений скоростей дезаминирова-
ния азотистых соединений в митохондриальной фракции печени крыс с экс-
периментальным деструктивным легочным туберкулезом удавалось до-
стичь путем одновременного введения т^ким животным изониазида и тио-
сульфата натрия (см. рис. 2). 

Согласно полученным ранее данным 12, 161, трансформация моноами-
ноксидаз, сопровождающая усиление перекисного окисления липидов био-
мембраи при патологических состояниях, начинается с частичного, обрати-
мого окисления тиоловых групп моноаминоксидаз типа А до остатков цис-
теинсульфеиовой кислоты. По-видимому, тиосульфат натрия, прерывая 
цепь процессов перекисного окисления липидов [13], способствует в ос-
новном предотвращению трансформации моноаминоксидаз, тогда как изо-
ниазид (преимущественно в качестве восстановителя) способен также уст-
ранять последствия уже инициированного процесса качественного модифи-
цирования моноаминоксидаз подобно тому, как это наблюдалось при экс-
периментальных лучевых поражениях [12]. 

Наше предположение о том, что при туберкулезе моноаминоксидазы в 
организме подвергаются обратимому, качественному модифицированию 
(трансформации) каталитической активности согласуется с результатами 
клинических наблюдений о нарастании в крови уровня серотонина при от-
носительном снижении содержания гистамина в случаях торпидного мало-
симптомного туберкулеза с преобладанием продуктивных изменений в ле-
гочной ткани [4]. 

В этой связи представляет интерес свойство трансформированных мо-
ноаминоксидаз дезаминировать богатые лизином гистоны [2] и свободный 
лизин с отщеплением именно е-аминогруппы [17], что является необходи-
мым этапом при образовании десмозина, изодесмозина, лизинонорлейци-
на в процессе возникновения поперечных связей в соединительнотканных 
белках. По современным представлениям [18], в норме этот процесс осу-
ществляется при участии фермента лизилоксидазы. Но при патологиче-
ских состояниях, сопровождающихся, как это имеет место и при тубер-
кулезе, усилением перекисного окисления липидов в биомембранах, след-
ствием чего является не только разрушение тканевых структур, но также, 
в частности, качественное изменение (трансформация) свойств моноамино-
ксидаз, в развитие аномальных продуктивных изменений соединительной 

япи могли бы вмешиваться и трансформированные моноаминоксидазы. 
Если это предположение правильно, то химические соединения, предотвра-
щающие и (или) устраняющие трансформацию моноаминоксидаз, должны 

особствовать предотвращению или устранению продуктивных изменений CI 
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в соединительной ткани при туберкулезе. Клинические наблюдения о дей-
ствии тиосульфата натрия на развитие соединительной ткани в организме 
согласуются с нашим предположением [19]. Интересно отметить также, 
что Р-аминопровионитр>ил, избирательно тормозящий катализируемое 
трансформированными моиоаминоксидазами отщепление е-аминогруппы 
лизина [17], был использован в клинике [20 ] при склеродермии как сред-
ство, тормозящее образование поперечных связей в коллагеновых белках. 
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D E A M I N A T I O N O F B I O G E N I C A M I N E S I N E X P E R I M E N T A L 
T U B E R C U L O S I S 

V. Z. Gorkin, N. A. Yelistratova 

I n s t i t u t e of Biological and Medical Chemis t ry , Academy of Medical Sciences of the 
U S S R , I n s t i t u t e of Tubercu los i s , Minis t ry of P u b l i c H e a l t h of the R S F S R , Moscow 

S t imu la t i on of l ip id pe rox ida t ion / increase in content of con juga t ed dienes and of 
ma lone d i a l d e h y d e / , which was p reven ted by admin i s t r a t i on of i soniazid or sodium thio-
s u l p h a t e , was de tec ted in mi tochondr i a l f rac t ion of l iver t i ssue ob ta ined from ra t s wi th 
tubercu los i s of lungs. At the same t ime , in the mi tochondr i a l f rac t ion a s ign i f ican t decre-
ase in t y r a m i n e and serotonin deamina t ion ra tes and an increase in h i s t amine , lysine and 
pu t resc ine deamina t ion r a t e s were obse rved . The a l t e red r a t i o of t he deamina t ion r a t e s 
of the n i t rogenous compounds m a y be p reven ted by admin i s t r a t i on of isoniazid and 
sodium t h i o s u l p h a t e into the an imals . A hypo thes i s is discussed on the possible s ignif ica-
nce of q u a l i t a t i v e a l t e r a t i on / t r a n s f o r m a t i o n / in c a t a l y t i c p roper t i e s of the mi tochondr i a l 
monoamine ox idase induced by the s t i m u l a t i o n of l ip id pe rox ida t ion as a cause under-
lying the revers ib le i m p a i r m e n t s in ra t ios of ra tes of the n i t rogenous compounds deamina-
tion in tubercu los i s . 
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В. В. Моррисон 

К МЕХАНИЗМУ ИЗМЕНЕНИЯ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО 
И ЭЛЕКТРОЛИТНОГО ОБМЕНА ВДЫХАТЕЛЬНОЙ МУСКУЛАТУРЕ 

ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ БОТУЛИЗМЕ 

Кафедра патологической физиологии им. А. А. Богомольца Саратовского медицин-
ского института 

Ведущим симптомом ботулинического поражения является развитие 
ларалича скелетной мускулатуры в результате воздействия ботулизма на 
моторные нейроны спинного мозга [1, 2.1 и блокирования выброса передат-
чика в мионевральиых синапсах [3, 4 и др. I. Нередко объектом патогенно-
го действия токсина является дыхательная мускулатура. В этом случае у 
людей и экспериментальных животных развивается асфиксический синд-
эом, являющийся непосредственной причиной'смерти ["5—7]. 

В плане дальнейшего изучения патогенеза ботулизма представляло 
интерес изучить нарушения энергетического и ионного обмена в дыха-
тельной мускулатуре в динамике ботулинической интоксикации. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на к о ш к а х обоего пола массой 2 , 5 — 3 кг. Г е н е р а л и з о в а н н у ю 
ботулиническую интоксикацию вызывали внутривенным введением токсина ботулиз-
ма типа С (1 Д Л М д л я мыши — 0,0006 мг сухого токсина) из расчета 1 мг /кг . Иссле-
д о в а н и я проводили через 1 сут при развитии парезов мышц и через 3 сут на фоне 
г енерализованного паралитического синдрома. Д л я получения местной формы инток-
сикации ботулинический токсин вводили в дозе 0 ,15 мг /кг односторонне в межребер-
ные мышцы и диафрагму ; через 1 сут р а з в и в а л с я п а р а л и ч л и ш ь у к а з а н н ы х мышц. 
Исследования проводили в ранней (4 сут) и поздней (14 сут) стадиях ботулинической 
интоксикации . Ж и в о т н ы х н а р к о т и з и р о в а л и этаминалом натрия (35 мг /кг внутрибрю-
шинно) . 

Содержание ионов к а л и я и натрия в т к а н я х определяли методом пламенной 
фотометрии |8 j , гликоген — антроновым методом [9], креатинфосфат — по креатини-
ну колориметрически с пикриновой кислотой [10]. 

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, через 1 сут после внутривенного введения токси-
на ботулизма на фоне парезов скелетной мускулатуры концентрация гли-
когена и креатинфосфата в межреберных мышцах снижалась, а в диафраг-
ме не отличалась от контроля. Более выраженные изменения были обнару-
жены в поздней стадии ботулинической интоксикации при развитии гене-
рализованных параличей и тяжелой дыхательной недостаточности. Так, 
через 3 сут после введения токсина нарушение нервно-мышечной передачи 
сопровождалось снижением концентрации креатинфосфата в дыхательной 
мускулатуре, особенно в межреберных мышцах; уровень гликогена при 
этом не претерпевал изменений. 

Нарушения содержания макроэргических субстанций в дыхательной 
мускулатуре при развитии ботулинических параличей и асфиксического 
синдрома сочетались с выраженными изменениями ионного баланса. Че-
рез 3 сут после введения яда в диафрагме и межреберных мышцах концент-
рация ионов калия снижалась, а содержание ионов натрия оставалось не-
изменным (табл. 2). 

Таким образом, при генерализованной ботулинической интоксикации 
Наблюдались значительные нарушения ионного баланса и содержания 
Креатинфосфата в различных дыхательных мышцах. Эти изменения, види-
мо, имеют сложный генез и могут быть связаны как с патогенным действием 
гипоксического фактора, так и с блокадой нервно-мышечной передачи. 
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Чтобы выяснить этот вопрос, мы и провели эксперименты по определению 
электролитов, креатинфосфата и гликогена при местной ботулииической 
интоксикации, при которой асфиксический синдром не развивался. 

Т а б л и ц а 1 

Изменение содержания гликогена (в мкмоль глюкозы на 1 г ткани) и креатинфосфата 
(в мкмоль креатинина на I г ткани) в дыхательных мышцах мри экспериментальной 

бо тул и н и ч ее ко й интоксикации 

Д и а ф р а г м а М е ж р е б е р ! itые мышцы 

Ус I ) ни и опытои 
г л и к о г е н к р е а т и н ф о с ф а т г л и к о г е н к р е а т и н ф о с ф а т 

Ус I ) ни и опытои 

М ± т п М ±т п М ±т п М ± т п 

Контроль 2 6 , 5 ± 3 , 7 10 12 ,9±2 ,24 10 24,1 + 3 , 5 1 10 Ь3 ,3±1 ,35 9 
Ботулизм генера-

лизованный: 
1 сут 2 5 , 3 + 2 , 9 6 12 12 ,6+1 ,18 12 14 ,2+1 ,36 11 10,5+0,71 11 
Р > 0 , 5 > 0 , 5 < 0 , 0 5 > 0 , 0 5 
3 сут 2 9 , 0 + 3 , 3 9 19 10 ,2+1 ,06 8 2 3 , 4 + 2 , 5 9 10 8 , 6 + 0 , 8 9 
Р > 0 , 5 > 0 , 2 > 0 , 5 < 0 , 0 1 

3 сут + гуани-
дин 4 8 , 1 + 7 , 4 10 11 ,7+1,94 И) 4 8 , 1 + 8 , 1 4 10 10,1 + 1,53 10 
Р < 0 , 0 5 > 0 , 5 < 0 , 0 2 > 0 , 1 
Pi < 0 , 0 5 > 0 , 5 < 0 , 0 1 > 0 , 5 

Ботулизм местный: 
4 сут 2 1 , 0 + 4 , 3 8 8 11,04-0,8 8 18 ,5+2 ,77 8 10 ,3+1 ,23 8 
Р > 0 , 2 > 0 , 5 > 0 , 5 > 0 , 1 
14 сут 12,9 + 1,66 8 6 , 4 + 0 , 7 2 8 17 ,3+1 ,23 8 6 , 8 + 0 , 9 5 8 
Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 2 > 0 , 0 5 < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: Р — достоверность разницы с контролем; 
Рх — достоверность разницы с той же стадией интоксикации без применения препарата. 

Т а б л и ц а 2 

Изменение концентрации ионов калия и натрия (и ммоль на 1 г сухой ткани) в дыхательных 
мышцах при экспериментальной ботулииической интоксикации 

Д и а ф р а г м а М е ж р е б е р н ы е мышцы 

Условия опыта 
к а л и й н а т р и й к а л и й н а т р и й 

Условия опыта 

М ± т п М ±пг п М ±т п М ± т п 

Контроль 0 , 4 3 7 ± 0 , 0 2 17 0,097 ± 0 , 0 0 7 15 0 , 4 3 4 ± 0 , 0 1 5 19 0 , 1 0 3 ± 0 , 0 0 6 19 
Ботулизм генера-

лизованный: 
3 сут 0 ,314+0 ,013 8 0 ,084+0 ,007 8 0 ,353+0 ,021 8 0 ,095+0 ,006 8 
Р < 0 , 0 0 1 > 0 , 2 < 0 , 0 1 > 0 , 2 
3 сут + гуа-

> 0 , 2 

н иди и 0 ,355+0 ,029 8 0 , 1 1 1 + 0 , 0 0 5 10 0 ,394+0 ,032 9 0 , 0 6 + 0 , 0 0 5 9 
Р < 0 , 0 1 > 0 , 2 > 0 , 2 < 0 , 0 0 1 
рг > 0 , 2 > 0 , 1 > 0 , 5 < 0 , 0 1 

Ботулизм местный 
4 сут 0 , 4 0 4 + 0 , 0 1 3 17 0 , 0 9 1 + 0 , 0 0 6 15 0 , 4 1 1 + 0 , 0 1 9 16 0 ,081+0 ,006 19 
Р > 0 , 1 > 0 , 5 > 0 , 2 < 0 , 0 2 
14 сут 0 , 3 7 2 + 0 , 0 0 8 15 0 ,143+0 ,014 16 0 ,388+0 ,014 16 0 ,127+0 ,008 16 
Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

! 

< 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

Как видно из табл. 1 и 2, на ранней стадии местного ботулизма (4 сут 
после введения токсина) на фоне развившегося паралича как в диафрагме, 
так и в межреберных мышцах несколько снижалась концентрация креатин-
фосфата и гликогена. Это сочеталось с незначительным уменьшением содер-
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ж а н и я в мышцах иона калия . Более выраженные изменения были обнару-
жены на поздней стадии местной ботулинической интоксикации. Через 
14 сут после введения токсина наблюдалось выраженное снижение кон-
центрации макроэргических субстанций в различных дыхательных мышцах. 
Отмечалось также уменьшение содержания калия и увеличение концентра-
ции натрия в диафрагме и межреберных мышцах. 

Учитывая, что токсин при локальном ботулизме из места инокуляции 

Кожет по нервным стволам проникать в спинной мозг 111, 12], мы изучи-
и ионный состав не только дыхательных мышц, но и соответствующих им 

сегментов спинного мозга. Как показали исследования, в нервной ткани не 
возникло нарушений электролитного баланса даже на поздних стадиях 
местной ботулинической интоксикации. 

Таким образом, наблюдающиеся при локальном ботулиническом пара-
личе изменения ионного баланса и концентрации резервного макроэрга 
креатинфосфата в дыхательной мускулатуре во многом сходные с таковы-
ми при генерализованной форме интоксикации, но неидентичные им. Кро-
ме того, при местном ботулизме в отличие от общей формы интоксикации 
обнаружен выраженный дефицит гликогена в дыхательных мышцах. 

Известно, что гуанидина гидрохлорид способен уменьшать нервно-
мышечный блок, вызванный токсином ботулизма, облегчающим выброс 
передатчика с пресинаптической мембраны холинергических синапсов 
[13—151. На основании экспериментов с введением животным с генерали-
зованной формой интоксикации гуанидина гидрохлорида (ежедневно по 
50 мг/кг внутрибрюшинно) мы установили, что препарат частично восста-
навливает содержание ионов калия и креатинфосфата в мышцах, уменьша-
ет концентрацию ионов натрия в межреберных мышцах и вызывает замет-
ное повышение концентрации гликогена в дыхательной мускулатуре. 
Таким образом, применение гуанидина гидрохлорида при эксперименталь-
ной ботулинической интоксикации, сопровождающейся тяжелой дыхатель-
ной недостаточностью, частично нормализует ионный баланс и содержание 
креатинфосфата в скелетной мускулатуре животных. 

Полученные данные позволяют заключить, что происходящие при боту-
линической интоксикации изменения имеют сложный генез и связаны как с 
блокадой синаптической передачи, так и с развивающимся асфиксическим 
синдромом. Частичная же нормализация уровня креатинфосфата и элект-
ролитов при генерализованном ботулизме, видимо, свидетельствует об 
обратимости нарушения обмена веществ даже на поздних стадиях общей 
ботулинической интоксикации. 
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ON T H E M E C H A N I S M O F A L T E R A T I O N S IN E N E R G Y A N D E L E C T R O L Y T E 
M E T A B O L I Z M O F R E S P I R A T O R Y M U S C L E S I N E X P E R I M E N T A L 

B O T U L I S M 

V. V. Morrison 

Medical School , S a r a t o v 

Dis t inc t decrease in concen t ra t ions of c rea t ine p h o s p h a t e and K + was observed in 
va r ious r e s p i r a t o r y musc les of cat in genera l ized bo tu l i sm, accompanied by the syndrom 
of a s p h y x i a . Content of glycogen and Na + was una l te red in these cases. In local bo tu-
l inic pa ra lys i s concen t ra t ions of c rea t ine p h o s p h a t e , glycogen and K + were decreased in 
the r e s p i r a t o r y musc les . Accumula t i on of Na+ was observed in d i a p h r a g m and in te rcos ta l 
muscles . Content of K + and c rea t ine p h o s p h a t e was p a r t i a l l y res tored in r e sp i r a to ry muc-
cles a f t e r i n t r a p e r i t o n e a l a d m i n i s t r a t i o n of guan id ine . HC1/50 m g / k g of body we igh t / . 

УД к 612.351.11 + 6 16.36-006-092.9-008.93 1 

С. Я- Давыдова 

СОПОСТАВЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ И НЕКОТОРЫХ СВОЙСТВ 5 -
НУКЛЕОТИДАЗЫ В ГОМОГЕНАТАХ И ПЛАЗМАТИЧЕСКИХ 

МЕМБРАНАХ НОРМАЛЬНОЙ ПЕЧЕНИ, ГЕПАТОМАХ И ПЕЧЕНИ 
МЫШЕЙ С ПРИВИТЫМИ ГЕМАТОМАМИ РАЗЛИЧНОЙ СТЕПЕНИ 

ЗЛОКА ЧЕСТВЕННОСТИ 

Л а б о р а т о р и я биохимии опухолей Онкологического научного центра АМН СССР, Москва 

Известно, что 5'-нуклеотндаза, локализуясь преимущественно в наруж-
ных, плазматических клеточных мембранах (ПМ), является для них мар-
кером. Одним из показателей чистоты изолированных ПМ является сте-
пень их обогащения 5'-нуклеотидазой по отношению к исходному гомогена-
ту ткани. Однако значение этого фермента не исчерпывается ролью маркера. 
В ряде работ [1, 2 ! было отмечено значительное снижение активности этого 
фермента в ПМ асцитиых гепатом и гомогеиатах опухолей. Обнаружено 
снижение, а иногда и отсутствие активности б'-нуклеотидазы в опухолях 
грудной железы, причем снижение активности фермента совпадало с по-
вышением способности опухоли к метастазированию 13 I. В регенерирую-
щей печени активность этого фермента не изменялась 121. 

Мы сопоставили активность 5'-нуклеотидазы в ПМ нормальной печени, 
печени мышей с перевитыми гепатомами различной степени злокачест-
венности и в самих гепатомах, а также в условиях воздействия различных 
субстратов и при изменении рН. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на мышах линии СЗНА с перевиваемыми гепатомами Гс л fe-
rn те йн разной степени злокачественности |4] . По темпу роста и степени злокачест-
венности исследованные опухоли д е л я т с я на быстрорастущие , высокозлокачественные 
(гепатома 22, плотная и асцитиая формы) и низкозлокачественные (гепатомы 49 
и 46). Хотя гепатомы 49 и 46 я в л я ю т с я малозлокачественными, между ними су-
ществуют р а з л и ч и я . Гепатома 49 растет медленнее гепатомы 46, ее клетки с о х р а н я ю т 
морфологическое сходство с гепатоцитами. ПМ выделяли по методу [5] в модификации 
1.6] в среде, содержащей 1 мМ NaHCO r , и 0 ,5 мМ СаС12 (при выделении ПМ из ас-
цитной .гепатомы концентрацию СаС12 у в е л и ч и в а л и до 2 мМ), с последующим ультра -
ц е н т р и ф у г и р о в а н и е м и г р а д и е н т е п л о т н о с т и с а х а р о з ы . С о б и р а л и ф р а к ц и ю П М , ф л о -
т и р у ю щ у ю в интервале между плотностями с а х а р о з ы 1,16 и 1,18. Ф р а к ц и и гомогена-
та получали после 100-кратного р а з б а в л е н и я гомогенизированной ткани средой вы-
д е л е н и я . Активность 5 ' - н у к л е о т и д а з ы определяли по методу [7] в 0 ,25 М трис-
ИС1-буфере р Н 8 ,5 или 7,4 с субстратами АМФ или цитидинмонофосфат (ЦМФ) по вы-
свобождению неорганического фосфата. 
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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. I представлены данные об изменении активности 5 '-нуклеоти-

|

дазы в ГШ гепатом по мере усиления их злокачественности. Активность 
фермента в ПМ самой медленнорастущей гепатомы 49 снижается иезначи-

ельно. В гепатоме 46 она уже снижается почти в 2V2 раза, но особенно рез-
:о это снижение выражено в плотной и асцитной высокозлокачественных 
епатомах 22. В ПМ этих 

гепатом по сравнению с ПМ 
нормальной печени актив-
ность 5 ' -нуклеотидазы сни-
жается более чем в 6 раз. 
Активность фермента сни-
жается также в печени мы-
шей с опухолями, однако 
незначительно (на 20— 
30%). В гомогенатах тка-
ней это снижение затраги-
вает только ПМ гепатомы 
22 (табл. 2). Эти экспери-
мента л ьные рез ул ьтаты 
приобретают интерес при 
сопоставлении с клиническими наблюдениями. Было показано, что 
в лимфоцитах, выделенных из крови людей, больных лимфолейко-
зом, активность б ' -нуклеотидазы значительно ниже, чем у здоровых, и 
часто даже не определяется [81. Изменение активности б '-нуклеотидазы и 
ряда других ферментов рекомендуется использовать в качестве теста при 
исследовании развития опухоли печени [91. 

Т а б л и ц а 2 

Активность 5'-нуклеотидазы и гомогенатах нормальной печени, гепатом и печени мышей 
с опухолью в зависимости от субстрата и рН (и мкг неорганического фосфата на 1 мг 

белка гомогената) 

И с с л е д о в а н н ы е ж и в о т н ы е 
АМФ ЦМФ | А М Ф + Ц М Ф 

И с с л е д о в а н н ы е ж и в о т н ы е 
р Н 8 , 5 | р н 7 , 4 рН 8,5 | РН 7,4 | рН 8,5 1 рН 7,4 

К контрольные (норма): 
печень 4 , 0 ± 0 , 7 4 , 1 + 0 , 8 3 , 3 + 0 , 7 2 , 6 + 0 , 5 3 , 3 ± 0 , 6 4 , 5 + 1 , 0 

с гепатомой 46: 
гепатома 4,3 + 1 , 1 3 , 4 + 0 , 8 3 , 3 + 0 , 8 2 , 9 + 0 , 6 3 , 6 + 0 , 8 3 , 4 + 0 , 7 

с 
печень 4 , 4 + 0 , 7 3 , 5 ± 0 , 7 4,1 ± 1,0 3 , 7 + 0 , 7 5 , 1 + 1 , 5 ;;,х 1 0 . 8 

с гепатомой 22 (плотная 
форма): 

гематома 2 , 1 + 0 , 4 1 , 1 + 0 , 2 1 , 1 + 0 , 3 0 , 5 + 0 , 1 4,5 + 1,0 2 , 7 + 0 , 4 
печень 4 , 1 + 0 , 7 2 , 3 + 0 , 4 1 , 9 + 0 , 3 1 , 9 ± 0 , 3 5 , 4 + 1 , 2 4 ,3 + 1,9 

Возможно, что б ' -нуклеотидаза не является гомогенным ферментом и 
имеет изозимы, различающиеся субстратной специфичностью, оптимумом 
р Н и др. Некоторые основания для такого суждения приведены в работе 
[10], где показаны различия в свойствах б ' -нуклеотидазы в зависимости от 

локализации ее в ITM или в гомогенате тканей. 
Мы исследовали активность б ' -нуклеотидазы в гомогенатах и ПМ нор-

мальной печени, гепатом и печени мышей с опухолью, учитывая субстрат 
и величину pIT. Определяли активность фермента в оптимальных для него 
значениях р Н 8,5 и при р Н 7,4, сопоставляли активность при воздействии 
субстратов АМФ и ЦМФ, а также обоих их одновременно. Полученные ре-
зультаты суммированы в табл. 2 и 3. 

В гомогенатах и ПМ нормальной печени не было обнаружено измене-
ний активности фермента при переходе р Н от 8,5 к 7,4. При субстрате 
ЦМФ в гомогенате и ПМ активность была ниже, чем с субстратом АМФ. 

Т а б л и ц а 1 

Активность 5'-нуклеотидазы в ПМ клеток нормальной 
печени, гепатом и печени мышей с опухолью (в мкг 

неорганического фосфата на 1 мг белка ПМ) 

Ж и в о т н ы е Печень Гепатома 

Контрольные (норма) 3 4 , 0 + 3 , 5 _ 
С гепатомой 49 2Г),;-; 1 :!,<) 2 6 , 3 + 2 , 1 

» » 46 2 5 , 1 + 3 , 0 14,2 + 1,7 
» » 22 (плотная) 2 2 , 4 + 2 , 5 6 , 3 + 0 , 5 
» » 22 (асцитная) 2 5 , 8 + 2 , 8 5 , 1 + 0 , 4 
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Суммирования действия АМФ и ЦМФ не было отмечено. У мышей с приви-
той гепатомой 46 в гомогенатах и ПМ гепатом и печени активность 5'-
нуклеотидазы была оптимальной при р Н 8,5 и субстрате АМФ. Суммиро-
вания действия обоих субстратов не обнаружено. У мышей с высокозлока-
чественной гепатомой 22 резко снижалась активность 5 ' -нуклеотидазы в 
гомогенатах гепатомы и печени при р Н 7,4 и при субстрате ЦМФ. Так, 
активность фермента при ЦМФ и р Н 7,4 в гомогенате гепатомы составляла 
лишь 25% от активности, определявшейся при р Н 8,5 и наличии АМФ. 
Наблюдалось также суммирование эффекта обоих субстратов (см. табл. 2). 
Такое же направление изменений было и в ПМ печени мышей с привитой 
гепатомой 22, но они были менее выражены. Однако в ПМ гепатомы 22 ак-
тивность б ' -иуклеотидазы при рН 7,4 и с субстратом ЦМФ резко снижалась . 

Т а б л и ц а 3 

Активность 5'-нуклеотидазы в ПМ клеток нормальной печени, гепатом и печени мышей 
с опухолью в зависимости от субстрата и рН (в мкг неорганического фосфата на 1 мг белка 

ГШ) 

И с с л е д о в а н н ы е ж и в о т н ы е 
А М Ф Ц М Ф АМФ + Ц М Ф 

И с с л е д о в а н н ы е ж и в о т н ы е 
р Н 8 , 5 р Н 7 , 4 р Н 8 , 5 р Н 7 ,4 р Н 8 , 5 р Н 7 , 4 

Контрольные (норма): 
печень 3 4 , 0 ± 3 , 5 3 4 , 8 ± 3 , 5 24,6 ± 2 , 2 2 5 , 9 ± 2 , 3 2 9 , 9 ± 3 , 0 2 8 , 8 ± 2 , 5 

С гепатомой 46: 
печень 2 5 , 1 + 3 , 0 2 1 , 9 + 3 , 0 20,4-1-2,8 13,1 + 1,5 16 ,9+2,1 16 ,9+2,1 
гепатома 26,3 ± 3 , 9 19 ,2±2 ,1 15,4-1-2,0 13,4-М ,5 2 9 , 3 ± 3 , 0 2 3 , 1 + 2 , 5 

С гепатомой 22: 
печень 22,4-1-2,5 2 0 , 0 + 2 , 1 18,6-М ,9 15 ,9+2 ,0 3 6 , 6 + 3 , 1 3 5 , 5 + 3 , 2 
гепатома 6 , 3 ± 0 , 5 3 , 7 + 0 , 4 2,9 ± 0 , 3 2 , 9 ± 0 , 2 5 , 9 + 0 , 4 5,2 ± 0 , 4 

Наши данные относительно поведения 5 ' -нуклеотидазы в ПМ нормаль-
ной печени совпадают с результатами других исследователей [10], которые 
не нашли субстратной специфичности для ПМ печени. 

Особенности в проявлении оптимальной активности б ' -иуклеотидазы 
в высокозлокачественной гепатоме 22, возможно, свидетельствуют о том, 
что в этой гепатоме имеется один из изозимов б '-нуклеотидазы, обладаю-
щий выраженной субстратной специфичностью и оптимумом рН. 
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C O M P A R I S O N O F A C T I V I T Y A N D SOME P R O P E R T I E S O F 5 ' - N U C L E O T I D A S E 
F R O M I - I O M O G E N A T E S A N D P L A S M A T I C M E M B R A N E S O F N O R M A L L I V E R -
T I S S U E , F R O M H E P A T O M A S A N D L I V E R T I S S U E O F MICE W I T H H E P A T O M A S 

O F V A R I O U S M A L I G N A N C Y 

S. У a. Davy do va 

L a b o r a t o r y of B i o c h e m i s t r y , Oncologic Research Centre , Academy of Medical Sciences 
of the U S S R , Moscow 

A c t i v i t y of 5 ' - n u c l e o t i d a s e was s i g n i f i c a n t l y lower in p l a s m a t i c m e m b r a n e s of h igh-
ly ma l ignan t hepa toma 22 as compared wi th the a c t v i t y found in normal l iver t i ssue. T h e 



o j f t i m a l a c t i v i t y of (the e n z y m e f r c m h e p a t o m a 22 w a s f o u n d a t p H 8 .5 w i t h A M P as a 
s u b s t r a t e . D e c r e a s e of p H v a l u e f r o m 8 .5 to 7 .4 did no t a f f e c t t h e e n z y m a t i c a c t i v i t y in 

m o g e n a t e s and p l a s m a t i c m e m b r a n e s in t h e n o r m a l l i ve r t i s sue . In al l t h e e x p e r i m e n t s 
t i v i t y of 5 ' - n u c l e o t i d a s e w a s lower t o w a r d s C M P as c o m p a r e d w i t h A M P . T h e a d d i t i v e 

e f f e c t of t h e [both s u b s t r a t e s was o b s e r v e d on ly in e x p e r i m e n t s w i t h h e p a t o m a 22. 

УДК б 16.83-002.44-07: [616.163.484. 234-616.633.484.23]-07 

П. Д. Рабинович, П. В. Милюшкин 

СОДЕРЖАНИЕ НЕКОТОРЫХ МЕТАБОЛИТОВ БИОЛОГИЧЕСКОГО 
ОКИСЛЕНИЯ В КРОВИ И МОЧЕ БОЛЬНЫХ ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНЬЮ 

федра ф а к у л ь т е т с к о й т е р а п и и п е д и а т р и ч е с к о г о ф а к у л ь т е т а С а р а т о в с к о г о м е д и ц и н -
ого и н с т и т у т а , к а ф е д р а г о с п и т а л ь н о й т е р а п и и Ч и т и н с к о г о м е д и ц и н с к о г о и н с т и т у т а 

Местный механизм образования язв при язвенной болезни изучен 
недостаточно. Ряд гастроэнтерологов считают, что они образуются вслед-
ствие снижения резистентности слизистой оболочки гастродуоденальной 
системы [I I. Одной из причин ослабления защитного барьера последней 
может быть нарушение биологического окисления [2]. 

Данные литературы о состоянии тканевого дыхания при язвенной бо-
лезни противоречивы. Одни авторы [3—5] отмечают угнетение окислитель-
но-восстановительных процессов у больных язвенной болезнью, другие 
[6, 7 ] — их усиление. Противоречивы сведения о содержании в крови боль-
ных язвенной болезнью метаболитов пировиноградной и молочной кислот 
[8—10], отсутствуют данные о концентрации уксусной, щавелевоуксусной 
и лимонной кислот при язвенной болезни. 

Цель настоящей работы — изучить состояние биологического окисле-
ния при язвенной болезни, о чем судили по балансу метаболитов, образую-
щихся на 3 его этапах — гликолиза, окислительного декарбоксилирования 
пировиноградной кислоты и включения активированного ацетата в цикл 
Кребса. Об интенсивности гликолиза судили по количеству пировиноград-
ной и молочной кислот. Окислительное декарбоксилирование пировино-
градной кислоты оценивали по балансу этих кислот в сопоставлении с со-
держанием в крови уксусной кислоты. Скорость включения последней в 
цикл Кребса определяли по концентрации лимонной и щавелевоуксусной 
кислот в крови. Результаты наблюдений у больных сравнивали с данными, 
полученными у здоровых людей, а для установления специфичности нару-
шений — с отклонениями, выявленными у пациентов, страдающих хрони-
ческим гастритом и раком желудка. 

М е т о д и к а 

С о д е р ж а н и е п и р о в и н о г р а д н о й к и с л о т ы в к р о в и и моче о п р е д е л я л и 2 , 4 - д и н и т р о -
ф е н и л г и д р а з и н о в ы м методом [11]. Д е б и т п и р о в и н о г р а д н о й к и с л о т ы в моче подсчиты-
в а л и за 12 н о ч н ы х ч а с о в . К о н ц е н т р а ц и ю молочной к и с л о т ы в к р о в и и з м е р я л и гид-
р о х и н о н о в ы м методом 112]. К о л и ч е с т в о л и м о н н о й к и с л о т ы в с ы в о р о т к е к р о в и опреде-
л я л и по методу [13] в м о д и ф и к а ц и и [14]. С о д е р ж а н и е щ а в е л е в о у к с у с н о й к и с л о т ы в 
к р о в и и з м е р я л и по методу [15] с с о л я н о к и с л ы м г и д р а з и н о м . К о л и ч е с т в о у к с у с н о й кис-
л о т ы в к р о в и о п р е д е л я л и с м е т а н о л о м , о т д е л я я м е т и л о в ы й э ф и р у к с у с н о й к и с л о т ы 
п о с л е д о в а т е л ь н о й п е р е г о н к о й , по методике [16]. П о л у ч е н н ы е д а н н ы е о б р а б а т ы в а л и 
с т а т и с т и ч е с к и с и с п о л ь з о в а н и е м к р и т е р и я С т ы о д е н т а . 

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

Обследовали 123 больных язвенной болезнью гастродуоденальной си-
стемы в возрасте от 17 до 59 лет. У 77 из них (54 мужчины и 23 женщины) 
я :ва локализовалась в пилородуодеиальной зоне, у 48 (31 мужчины и 
17 женщин) — в теле желудка. Контрольную группу составляли 68 здоро-
вых людей в возрасте от 18 до 62 лет (45 мужчин и 23 женщины), 31 боль-
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ной хроническим гастри-
том в возрасте от 19 до 
60 лет (22 мужчины и 9 
женщин) и 36 больных ра-
ком желудка в возрасте от 
36 до 64 лет (26 мужчин 
и 10 женщин). 

Из таблицы видно, что 
в период обострения язвен-
ной болезни концентрация 
п иров иноградной к и сл оты 
в крови была выше нор-
мы: при язве пилородуо-
денальной зоны в 2 раза 
( Я < 0 , 0 5 ) , при язве тела 
желудка в 2,2 раза ( P C 
< 0 , 0 0 1 ) . При обострении 
хронического гастрита этот 
показатель превысил уро-
вень у здоровых людей в 
2,2 раза ( Я < 0 , 0 5 ) , а при 
раке желудка — в 3 раза 
( Р < 0 , 0 1 ) . Экскреция пи-
ровиноградной кислоты с 
мочой также оказалась 
выше нормы соответствен-
но в 1,7 раза ( Р < 0 , 0 0 1 ) , 
1,9 раза ( Р < 0 , 0 0 1 ) , 2,1 
раза ( Р < 0 , 0 5 ) и 2,5 раза 
( /><0,001). 

Содержание молочной 
кислоты в крови в период 
обострения язвенной боле-
зни было выше нормы 
при поражении пилороду-
оденальной зоны в 1,6 
раза ( Р < 0 , 0 0 1 ) , тела же-
л у д к а — в 2,1 раза ( Р < 
< 0 , 0 5 ) . Особенно высокой 
(в 2,6 раза больше нормы) 
она оказалась у больных 
раком желудка ( Р < 0 , 0 0 1 ) . 

В отличие от пирови-
ноградной и молочной 
кислот концентрация ук-
сусной кислоты у больных 
язвенной болезнью в этом 
периоде оказалась ниже, 
чем у здоровых людей: 
при язве пилородуоде-
нальной зоны в 1,2 раза 
( Р < 0 , 0 5 ) , при язве тела 
желудка в 1,3 раза (Р< 
0,05). В том же направле-
нии изменялось содержа-
ние в крови лимонной ки-
слоты: во время обостре-
ния оно оказалось ниже 



нормы соответственно в 1,3 раза ( Р < 0 , 0 5 ) и 1,4 раза ( Р < 0 , 0 5 ) , при хро-
ническом гастрите, напротив, превысило уровень у здоровых людей в 
1 , 3 раза ( Р > 0 , 0 5 ) , причем особенно резко (в 1,4 раза) у больных раком 
ж е л у д к а ( Р < 0 , 0 0 1 ) . Содержание щавелевоуксусной кислоты в крови 
страдающих язвенной болезнью и здоровых людей различалось несущест-
венно. 

К а к следует из таблицы, при улучшении состояния больных язвенной 
болезнью наблюдалось значительное уменьшение содержания пировиног-
радной кислоты в крови и моче: при язве пилородуоденальной зоны соот-
ветственно в 2,1 и 1,6 раза ( Р < 0 , 0 1 ) , при язве тела ж е л у д к а — в 2 и 1,7 ра-
за ( Р < 0 , 0 0 1 ) . Снизилась т а к ж е концентрация молочной кислоты в крови -
соответственно в 1,6 раза ( Р < 0 , 0 1 ) и 1,3 раза ( Р < 0 , 0 5 ) . Содержание в 
крови лимонной кислоты в этот период возросло соответственно в 1,5 ( Р < 
< 0 , 0 1 ) и 1,2 раза ( Р < 0 , 0 5 ) . 

П р и улучшении состояния больных хроническим гастритом концентра-
ция пировиноградной кислоты в крови снизилась в 1,5 раза ( Р > 0 , 0 5 ) , 
а ее э к с к р е ц и я с мочой — в 1,8 раза ( Р < 0 , 0 5 ) . Уменьшилось т а к ж е со-
д е р ж а н и е в крови молочной (в 1,7 раза ; Р < 0 , 0 5 ) и лимонной (в 1,2 раза ; 
Я Ь 0 , 0 5 ) кислот. 

Н а к о п л е н и е в крови конечных продуктов гликолиза — пировиноград-
ной и молочной кислот, а т а к ж е увеличение экскреции пировиноградной 
кислоты с мочой при одновременном снижении концентрации уксусной и ли-
монной кислот свидетельствуют о торможении у больных язвенной болезнью 
окислительного декарбоксилирования пировиноградной кислоты при до-
статочной интенсивности гликолиза . Б л о к процесса биологического окис-
ления на участке перехода пировиноградной кислоты в ацетил-КоА при 
язвенной болезни, вероятно, обусловлен нарушением функции пируватде-
гидрогеиазной системы вследствие уменьшения образования кокарбоксила-
зы [17]. Дефицит последней у страдающих язвенной болезнью, по-види-
мому, обусловлен недостаточным всасыванием предшественника кокарбо-
ксилазы — тиамина — вследствие свойственной им низкой активности ки-
шечной фосфатазы [18] . Этот фермент я в л я е т с я фукогликопротеидом. 
Его синтез генетически сопряжен с формированием гликопротеидов, имею-
щ и х антигенные свойства групп крови системы А В Н и участвующих в 
формировании слизевого барьера гастродуоденальной системы [19]. Из-
вестно, что при язвенной болезни соединения такого типа имеют наследст-
ственио обусловленные особенности, затрудняющие их секрецию 120]. 
В связи с этим свойства слизи и таканей гастродуоденальной систе-
мы ослабляются вследствие дефицита их основного протектора . Осо-
бенности строения фукогликопротеида при язвенной болезни обусловли-
вают уменьшение резистентности ж е л у д к а и двенадцатиперстной кишки 
еще одним путем. Угнетение их секреции вызывает нарушение энергообес-
печенности клеток . С в я з ь этого я в л е н и я с одним из основных патогенетиче-
ских механизмов язвенной болезни определяет его специфичность. П р и хро-
ническом гастрите и раке ж е л у д к а не удалось о б н а р у ж и т ь н а р у ш е н и я окис-
лительного д е к а р б о к с и л и р о в а н и я пировиноградной кислоты. Специфич-
ность такого н а р у ш е н и я дает основание использовать его признаки для диа-
гностики язвенной болезни. 
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Content of p y r u v i c , l ac t ic , c i t r i c , ace t ic , oxa loace t i c ac ids in blood as well as excre-
t ion of p y r u v i c ac id w i t h ur ine were s t u d i e d in p a t i e n t s w i t h ulcer , chronic gas t r i t i s , 
ca rc inoma of the s tomach and in h e a l t h y persons. Concent ra t ions of py ruv i c and lac t i c 
ac ids in b lood as well as excre t ion of p y r u v i c acid wi th ur ine were increased in the pa-
t i en t s dur ing acu te per iods of u lcerous disease, chronic gas t r i t i s and in carc inoma of the 
s t o m a c h . Level of c i t r i c acid was decreased in blood in u lcerous disease and increased in 
chronic ga s t r i t i s and , espec ia l ly , in the ca rc inoma. D u r i n g acu te per iod of u lcerous dise-
ase concen t ra t ion of ace t ic acid was decreased in b lood . Content of oxa loace t i c acid was 
s imi la r both in h e a l t h y persons and in p a t i e n t s w i t h the disease. The da ta ob t a ined sug-
gest t h a t o x i d a t i v e deca rboxy la t i on of p y r u v i c acid is i n h i b i t e d in p a t i e n t s w i th ulcerous 
disease. 
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Л. Г. Артемова, Т. И. Торховская, И. А. Щербакова, Н. 11. Чернышова, 
С. Н. Сучкова, О. А. Азизова, 10. А. Владимиров 

ИССЛЕДОВАНИЕ СТРУКТУРНЫХ ОСОБЕННОСТЕЙ ЛИПОПРОТЕИДОВ 
ПЛАЗМЫ С ПОМОЩЬЮ СГШН-МЕЧЕННЫХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 

11 'Московский медицинский институт им. Н . И. Пирогова , Всесоюз ный кардиологи-
ч е с к и й научный центр АМН СССР, Москва 

В последние годы получена значительная информация о роли отдель-
ных классов липопротеидов (ЛП) плазмы в сложной цепи биохимических и 
биофизических процессов, связанных с патогенезом атеросклероза [1—3]. 
Есть основания полагать, что система Л П плазмы может служить своеоб-
разным регулятором уровня холестерина в клеточных мембранах. Об 
этом свидетельствует продемонстрированная in vi t ro способность Л П вы-
сокой плотности (ЛВП) удалять холестерин из мембран [4 ], а Л П низкой 
и очень низкой плотности ( Л Н П и Л О Н П соответственно) отдавать хо-
лестерин мембранам 1.5.1. Вместе с тем накопление холестерина в мембранах 
гладко-мышечных клеток аорты является, согласно гипотезе Джексона и 
Готто 16.1, молекулярным «пусковым механизмом» развития атеросклероза. 
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Следовательно (в случае справедливости этой гипотезы) роль Л В П и Л П 
других классов в атерогенезе должна быть противоположной. Это под-
тверждается данными эпидемиологических исследований, выявивших 
эолыиую частоту заболеваемости атеросклерозом и ишемической болезнью 
сердца (ИБС) у лиц с высокой концентрацией Л Н П и Л О Н П [3] и, напро-
тив, снижение частоты заболеваемости при высоком уровне Л В П [7]. 
Приведенные факты показывают, что процессы взаимодействия Л П плаз-
мы с клеточными мембранами являются существенными в атерогенезе. 
Д л я понимания механизмов этих процессов необходимо располагать данны-
ми как о химическом составе Л П , различном для каждого класса [3], так 
и о молекулярной структуре Л П , что возможно лишь при использовании 
специальных физических методов. В последние годы появились работы по 
исследованию структуры Л П плазмы с помощью таких методов, в том чис-

ле метода электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) спиновых зон-
дов 18—13]. Однако внимание исследователей было направлено главным 
образом на изучение структуры и конформации белков — апопротеинов. 
3 настоящей работе методом спиновых зондов изучалась структура липид-
ных областей Л П различных классов. Сравнение поведения этих зондов 
в Л П различной плотности позволило выявить структурные различия ли-
пидных областей исследуемых Л П . Краткое сообщение о полученных ре-
зультатах было опубликовано ранее [14]. 

М е т о д и к а 

1. Получение и характеристика препаратов ЛП. Материалом исследования 
с л у ж и л а плазма крови 38 здоровых м у ж ч и н в возрасте от 40 до 59 лет , вызванных 
для эпидемиологического обследования . У к а з а н н ы е л и ц а не обладали п р и з н а к а м и 
И Б С и имели концентрации липидов (холестерина и триглицеридов) в плазме в пре-
делах нормальных величин [3]. Л В П , Л Н П и Л О Н П в ы д е л я л и с помощью препа -
ративного у л ь т р а ц е н т р и ф у г и р о в а н и я [15]. Концентрации холестерина и т р и г л и ц е р и -
дов в плазме и в выделенных п р е п а р а т а х Л П о п р е д е л я л и с помощью а в т о а н а л и з а т о р а 
«Техникон АН» (США). Концентрацию фосфолипидов [16] и белка [17] определяли обыч-
ными методами. 

2. Введение спиновых зондов в ЛП. В работе использовались следующие спино-
вые зонды: 

I — нитроксильное производное стеариновой кислоты с пиперидиновым циклом, 
присоединенным через с л о ж н о - э ф и р н у ю связь ; 

си^-(сн2)9 - с - ( с н г ) 4 - с о о н 
о { \ г - о 

(Л) 
СНоСНо, 

II — нитроксильное производное пальмитиновой кислоты с оксазолидиновым 
циклом в шестом положении жирно-кислотной цепи. 

ci-v(ш2) ,ь- с о о ~ { _ / w ~ ° (I) 

. СБ^СНо, 
Зонды вводили в Л П путем добавления к препаратам Л П 1% (по объему) рас-

т в о р а спинового зонда в этаноле . Все препараты Л П предварительно р а з б а в л я л и фи-
з и о л о г и ч е с к и м раствором до постоянной концентрации суммарных липидов 10~ :з М. 
М о л я р н о е соотношение зонд /липид с о с т а в л я л о 1 : 100. 

3. Запись спектров ЭПР. Спектры Э П Р спин-меченных Л П регистрировали на 
радиоспектрометре Е-4 фирмы «Вариан» (США) при следующих у с л о в и я х : микровол-
1 овая мощность 10 мВт, частота В Ч - м о д у л я ц и и 100 кГц , амплитуда В Ч - м о д у л я ц и и 
1—2 Гс, н а п р я ж е н н о с т ь магнитного поля 3240 Гс, д и а п а з о н р а з в е р т к и магнитного 
г о л я 100 Гс, т емпература 20°С, объем образца около 70 мкл . 

4. Параметры спектров ЭПР зондов в ЛП [18]. Д л я х а р а к т е р и с т и к и зондов, 
в ы в е д е н н х в Л П , были выбраны следующие параметры: 
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h — параметр гидрофобноети среды, где находится п а р а м а г н и т н ы й фрагмент ра-
д и к а л а , о п р е д е л я л с я через константы с в е р х т о н к о г о взаимодействия (СТВ; см. рис. 1, а) 

h _ — 

где а в , а г , а и с — константы СТВ соответственно д л я воды, гидрофобной среды (типа 
гептана) и исследуемой системы; 

т с — время в р а щ а т е л ь н о й к о р р е л я ц и и , х а р а к т е р и з у ю щ е е подвижность з о н д а , 
вычислялось по формуле : 

т с — б ,65» 10"~10- АН i Vb 

г к И 1 И Ь, А / 
Ого 

Рис. 1. Типичные спектры Э П Р спино-
вых зондов в Л П (приведены спектры 
зондов в Л В П из плазмы с нормаль-

ным уровнем холестерина) . 
а — зоид I; б — зонд II. 

где АЯ^ — ш и р и н а каждой л и н и и , + 
1,0, —1; — амплитуда компонент спек-
тра (см. рис. 1, а); 5 — параметр у п о р я -
доченности, с в я з а н н ы й с ориентацией ж и р -

7+ {отн.ед. 
200 

15 30 45 60 75 л 

Рис. 2. Кинетика в с т р а и в а н и я 
зонда I I в Л В П с нормальным 

уровнем холестерина . 
1 — амплитуда низкополевого пика 
(1 + 1); 2 — нремя корреляции вра-

щения (т с ) . 

но-кислотных цепей фосфолипидов в Л П , о п р е д е л я л с я к а к 

Гц - Т ± 
S = • Т || +2Т± • а , 

где 2 Г | | и 2Т , — р а с с т о я н и я между внешними и внутренними экстремумами спектра 
Э П Р (рис. 1, б). Значение константы а = 1 , 6 4 рассчитывали из таблиц [18]. Констан-
ту СТВ д л я зонда II определяли по формуле: 

Т || - | - 2 7 х 
а = j ; 

е — параметр , х а р а к т е р и з у ю щ и й степень несферичиости в р а щ е н и я р а д и к а л а , 
о п р е д е л я л и по формуле : 

У / д / / + 1 - 1 

V / 0 / / - 1 - 1 

Р е з у л ь т а т ы 

1. Характеристика зонда I в ЛП. Зонд I встраивается в Л П в течение 
2—3 ч, при этом спектр ЭПР изменяется от широкой сииглетной линии, от-
ражающей мицеллярное расположение молекул зонда в воде, до триплета, 
обусловленного зондом, распределенным в липидных областях Л П (см. 
рис. 1, а). Изменение параметров триплетного сигнала (амплитуды сигнала 
и времени корреляции) показано на рис. 2. Рост амплитуды сигнала обус-
ловлен растворением радикала в липидных областях Л П , а уменьшение 
тс отражает, по-видимому, большую подвижность зонда во внутренних об-
ластях Л П (куда зонд проникает позже), чем в наружных. 
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Константы СТВ 
Т а б л и ц а 1 

для зондов I и II it J1 П и в средах 
различной полярности 

К о н с т а н т а СТВ (в Гс) ± 0 , 1 

С р е д а 
зонд II зонд II зонд I 

Препараты Л П 14,7* 15,5 
15,3** 

Эмульсия ФЛ + ХС 15,2 15,4 
Эмульсия ТГ + ЭХ 15,1 15,2 
Гексан — 14,9 
Декалин *** — 15,2 
Этилбензол *** — 15,2 
Циклогексан *** 13,9 — 

Этиловый спирт 14,5 15,6 
Веда 15,3 16,7 

ГТ р и м е ч а н и е. Одной звездочкой указаны 
значения для «непслярного», двумя — для «полярно-
го» сигналов. Д л я сред, отмеченных тремя звездочка-
ми, приведены данные А. Н. Кузнецова [18]. 

Общий вид спектров ЭПР зонда I после встраивания близок для всех 
классов Л П , однако по некоторым параметрам они различаются, что будет 
рассмотрено ниже. 

Д л я оценки полярности областей, в которых локализован зонд I, было> 
проведено сравнение значений константы СТВ в Л П различных классов, в 
ряде растворителей, а так-
же в модельных системах 
двух типов: В озвученных 
смесях триглицеридов и 
эфиров холестерина (ТГ + 
ЭХ) и в смесях фосфоли-
пидов и свободного холе-
стерина (ФЛ + ХС) (ука-
занные липиды выделялись 
из препаратов ЛОНП) . 
По существующим пред-
ставлениям первые явля-
ются составными частями 
внутренних неполярных 
областей, вторые — липид-
иыми компонентами по-
верхностного слоя ЛГ1 [3, 
191. Значение константы 
СТВ (табл. 1) для зонда I в 
Л П всех классов одинаково 
и равно 15 ,5±0 ,1 Гс, что 
значительно меньше ее зна-
чения для зонда в воде 
(16,7 Гс) и близко к соот-
ветствующему значению 
для исследованных модель-
ных систем и неполярных 
растворителей (15,2 Гс). 
Значение параметра гидро-
фобности h—0,67 свиде-
тельствует о довольно 
гидрофобном окружении 
Зонда I во всех классах Л П . 

Значения других па-
раметров спектров ЭПР: 
тс и е, для разных клас-
сов Л П приведены в табл. 2. 
Л О Н П и Л В П различают-
ся по параметру е, завися-
щему как от несферично-
сти вращения радикала, 
так и от константы СТВ 
118 I. Поскольку послед-
няя , как отмечалось, для 
всех классов Л П одинако-
ва, различия параметра 8 следует отнести за счет разной степени 
несферичности вращения радикала в Л О Н П и Л В П , т . е . различного харак-
тера их движения. 

Наибольшей подвижностью (т. е. наименьшим тс) зонд I обладает в 
Л О Н П . В Л В П движение его значительно заторможено, что говорит о наи-
большей вязкости липидов внутренней области в Л В П . 

2. Характеристика зонда II в ЛП. Зонд II встраивается в Л П менее, 
чем за 1 мин. Спектр ЭПР этого зонда в Л П (см. рис. 1, б) свидетельствует 

Параметры спектров ЭПР 
Т а б л и ц а 2 

спиновых зондов в ЛП 

К л а с с Л П 

Зонд I З о н д II 

К л а с с Л П R c - 1 0 е X 
Х ( ± 0 , 1 ) с 

е (±0,007) S (±0,007) U//i 

ЛВП 2,15 —0,05 0,74 0,40 
ЛНП 1,95 -0 ,17 0,72 0,05 
ЛОНП 1,30 —0,15 0,68 0,02 

Т а б л и ц а 3 
Липидный состав ЛП 

К л а с с ы л и п и д о в , % от всех л и п и д о в 

К л а с с Л П ф о с ф о л и -
пиды х о л е с т е р и н т р и г л и ц е -

риды 

ЛВП 
ЛНП 
ЛОНП 

46,9-1-1,6 
28,2+1,1 
16,6-1~0,5 

44,3+1,6 
63,5+2,1 
19,7+1,1 

8,8+1,0 
8,3+0,9 

63,6+1,8 
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о существовании по крайней мере двух областей его локализации. Три сим-
метрично расположенные узкие линии (2, 3 и 4) обусловлены быстровращаю-
щимся зондом, парамагнитный фрагмент которого находится в водной об-
ласти. Это подтверждается значением константы СТВ (15,3 Гс), равным 
этой величине для воды (см. табл. 1), а также результатами исследования 
влияния различных агентов на спектр ЭПР зонда в ЛП, изложенными 
ниже. 

Крайние — широкие линии спектра (см. рис. 1, а, линии 1 и 5) оп-
ределяются зондом, вращающимся медленнее и значительно ориентирован-
ным средой, о чем свидетельствует высокое значение степени упорядочен-
ности (S), равное 0,7. Величина константы СТВ этого зонда равна 
14,75 Гс, что приближается к значению этой величины для неполярных 
сред (см. табл. 1). Высокая гидрофобность окружения ( / i=0,46) показыва-
ет, что зонд, обусловливающий широкие компоненты спектра ЭПР, на-
ходится в неполярном окружении, однако менее гидрофобном, чем зонд I 
(/г зонда 1=0,67) . На основании этих данных, а также исходя из модели 
Л П как гидрофобной липидной глобулы, окруженной мономолекулярным 
слоем главным образом фосфолипидов 1191, можно предположить, что 
зонд 11 встраивается в поверхностный слой Л П . При этом карбоксильная 
группа локализуется, вероятно, вблизи поверхности Л П между полярны-
ми группами фосфолипидов, а имииоксильиый радикал у 6-го углерод-
ного атома располагается среди их жирнокислотных цепей. Подобное рас-
положение жирнокислотных зондов в Л П предполагалось и ранее [201. 

Соотношения амплитуд низкополевых компонентов спектра / т / / 2 , ха-
рактеризующее распределение зонда между иеполярной и полярной облас-
тями, в различных классах ЛП, приведены в табл. 2. 

Как видно из табл. 2, эти соотношения различны для Л В П , Л Н П и 
Л О Н П : в Л В П количество зонда, встроенного в неполярные области, наи-
большее, а в Л О Н П — наименьшее. На основании вышеприведенных дан-
ных, свидетельствующих о том, что этот зонд встраивается в фосфолипиды, 
указанные различия могут быть объяснены различным содержанием фосфо-
липидов в трех классах Л П — максимальным для Л В П и минимальным 
для Л О Н П (табл. 3). 

Классы Л П различаются и по параметру упорядоченности зонда 5 
(см. табл. 2). Уменьшение S в ряду ЛВП, Л Н П и Л О Н П свидетельствует 
о том, что жирнокислотные цепи фосфолипидиого монослоя наиболее под-
вижны в Л О Н П , а наиболее ориентированы в Л В П . 

3. Влияние восстанавливающих агентов и парамагнитных уширителей. 
Д л я конкретизации областей Л П , в которые встраивались зонды I и I I , 
была использована методика «парамагнитного тушения» и восстановления 
зондов аскорбиновой кислотой [21 ]. Введение в спии-меченные Л П па-
рамагнитных комплексов (в данной работе положительно заряженного ди-
беизолхромйодида — Д Б Х И ) отрицательно заряженного феррицианида ка-
лия, а также NiCl 2 позволило по изменению спектров ЭПР в результате 
диполь-дипольного или обменного взаимодействия парамагнитных частиц 
различить зонды, находящиеся в полярных, доступных для воды, и непо-
лярных областях Л П . Результаты проведенных опытов приведены в 
табл. 4. Спектр ЭПР зонда I в Л П существенно не изменялся при добав-
лении указанных парамагнитных тушителей, что свидетельствует о рас-
положении парамагнитного фрагмента этого зонда в неполярных областях 
Л П . 

Быстрое уменьшение амплитуды узкого «полярного» сигнала зонда 
II (см. рис. 1, б, линии 2, 3, 4) при добавлении NiCl2 и феррицианида под-
тверждает сделанное ранее предположение о локализации парамагнитного 
фрагмента этого зонда в водной области. Линии «иеполярного» широкого 
сигнала зонда I I (см. рис. 1, б, линии 2, 3, 4) под действием феррицианида 
не уширялись, хотя амплитуда сигнала уменьшалась, что говорит о сорб-
ции отрицательно заряженного феррицианида на Л П . Вероятно, вблизи 
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областей локализации парамагнитного фрагмента зонда II имеются по-
ложительно заряженные группировки, например холиновые группы ле-
ц и т и н а — преобладающего фосфолипида ЛГ1 [19 .1. Наиболее информатив-
ным для выяснения локализации зондов в Л П , а также структурных осо-
бенностей Л П оказалось изучение влияния аскорбиновой кислоты на спект-
ры Э П Р зондов в Л П . 2 мМ аскорбиновая кислота восстанавливает нитро-
ксильную группу зонда до гидроксиламина, который не дает сигнала ЭПР. 
Эта реакция является реакцией псевдопервого порядка. График зависи-
мости In А (где А — амплитуда сигнала) от времени представлял собой 
прямую, по наклону которой определялась константа скорости реакции ас-
корбиновой кислоты с радикалом. В физиологическом растворе для зонда 
1Гэта величина (К*1) оказалась равной 130 М - 1 м и н - 1 . Аскорбиновая кис-
лота восстанавливала зонд 11 в Л И с одинаковой скоростью для узкого и 

Т а б л и ц а 4 

Влияние различных парамагнитных уширителен и аскорбиновой кислоты на амплитуду 
сигналов ЭПР зондов I и II в ЛП 

Зонды 
1 мМ Д Б Х И 

< 1 / 2 

0,3M NiCl2 0 , 2 М фер-
р и ц и а н и д 

2 мМ а с к о р б и н о в о й 
к и с л о т ы К 

( М ~ 3 - м и н " 1 ) 

Зонд I > 6 ч > 6 ч Л В П — 4 6 + 2 
Л Н П — 2 9 + 3 
Лопп — 18 + 2 

«Полярный» сигнал > 6 ч ^ 1 мин < 1 мин 
Зонд 11 13,0 
«Неполярный» сигнал > 6 ч — 1 ч '—' 10 мин 

П р и м е ч а н и е . — время, за ксторсе амплитуда сигнала уменьшается 
в 2 раза. 

широкого сигналов, причем эта скорость мало изменялась в зависимости от 
класса Л П и была близка или несколько меньше К,1/. Возможно, что ас-
корбиновая кислота быстро восстанавливала зонд II вследствие его обмена 
между полярной и неполярной областями в поверхностном монослое. 
Скорость восстановления зонда I в Л П зависела от типа Л П — наиболее 
быстрым было восстановление зонда в Л В П , наименее быстрым — в Л О Н П 
(см. табл. 4). Наблюдаемые различия в скоростях восстановления обуслов-
лены, вероятно, различной скоростью диффузий аскорбата в зоны локали-
зации зонда. 

О б с у ж д е н и е 

Полученные результаты дают основание полагать, что зонды I и 11 
встраиваются в разные участки Л П . Зонд 11 встраивается в поверхностный 
фосфолипидный монослой (h=0 ,46) , а зонд I — в более гидрофобную об-
ласть, состоящую из ЭХ и ТГ (1г=0,67). На основании сравнения парамет-
ров спектров Э П Р зондов 1 и II в Л П можно сделать выводы о структуре 
гидрофобного «ядра» и фосфолипидиого монослоя в трех классах Л П . 

Сравнение влияния на спектры ЭПР зондов парамагнитных ионов с 
различными зарядами показывает, что поверхность Л П частиц вблизи 
мест локализации зонда П имеет положительный заряд. Об этом свидетель-
ствует тот факт, что феррицианид, содержащий отрицательно заряженный 
парамагнитный ион, может сорбироваться па поверхности Л П и уширять 
сигнал ЭПР зондов. 

Л В П , Л Н П и Л О Н П различаются по подвижности жирно-кислотных 
цепей липидов как во внутренней, так и во внешней областях. В Л В П ин-
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теисивиость молекулярного движения в гидрофобных внутренних областях 
наименьшая ( т с = 2 , 1 5 - 1 0 ~ 9 с); она возрастает в Л Н П и особенно в Л О Н П . 
Следует отметить, что в модельных системах ТГ + ЭХ и ФЛ + ХС под-
вижность зонда I довольно велика ( т с = 1 , 1 ~ 1 , 5 - 1 0 ~ 9 с). Уменьшение под-
вижности зонда 1 в Л П может быть обусловлено значительным влиянием 
белка на микровязкость внутренней неполярной области. Это подтвержда-
ется также и тем, что максимальное снижение подвижности зонда I наблюда-
лось для тех классов Л П , где количество белка было наибольшим — Л В П 
[3, 191 

Внешний фосфолипидный монослой Л В П имеет большую степень упо-
рядоченности ( 5 = 0 , 7 ) по сравнению с Л П других классов, что также может 
быть связано с присутствием белка. В ряде работ [19, 22, 231 было по-
казано, что Ф Л и ЭХ оказывают существенное влияние на состояние апо-
протеииов в Л П , приводят к упорядочиванию их структуры и увеличению' 
доли а-спиральной конформации. Проведенные исследования показали, что 
существует и обратное влияние белка на структуру липидной части Л П — 
увеличиваются микровязкость внутренней области и степень упорядо-
ченности поверхностного фосфолипидиого моиослоя Л П . Подобное явление 
наблюдалось ранее для модельных систем [24 ]. Во внешнем слое Л П под-
вижность жирно-кислотных цепей липидов меньше, чем во внутренней об-
ласти, что следует из изменения хс для зонда I в процессе встраивания 
(см. рис. 2). 

Наибольшая подвижность липидов в Л О Н П (как во внутренней, так 
и во внешней области) может быть одним из факторов, облегчающих их 
доступность действию липопротеидлипазы [1]. Более плотная упаковка 
липидных молекул в Л Н П , продуктах действия этого фермента 11 ], может 
определять предел ее действия и препятствовать дальнейшему расцеплению 
триглицеридов в Л Н П . Это подтверждается данными о предпочтительном 
действии липопротеидлипазы на более жидкие области [251. 

Наиболее чувствительным параметром к типу Л П оказалась доступ-
ность зонда I для аскорбиновой кислоты: она монотонно снижается в ряду 
Л В П , Л Н П , Л О Н П . Наблюдаемые различия могут быть связаны как с 
изменением химического состава Л П , так и с различными размерами Л П 
частиц (от 100 А для Л В П до 800—900 А для Л О Н П [3]). В работе Кейта и 
соавт. 113] также наблюдалась большая скорость тушения сигнала Э П Р 
жирно-кислотных спиновых зондов в Л В П , чем в Л Н П , и авторы объясни-
ли это только различием в размере частиц. Однако проведенные опыты с 
озвученными смесями ТГ ЭХ и Ф Л + ХС свидетельствуют о том, что 
размер частиц не является фактором, определяющим различие в скоростях 
реакции восстановления зонда. В этих смесях спиновый зонд I восстанав-
ливается аскорбиновой кислотой очень медленно, хотя размеры образующих-
ся частиц близки к размерам Л О Н П и Л Н П соответственно [26]. Другим 
возможным объяснением может быть наличие в Л В П большего количества 
белка [3.1, который, согласно современной модели строения Л П [19], 
внедряется в фосфолипидный монослой мозаичным порядком. При этом 
образуются значительные области белок-фосфолипидного контакта, пред-
ставляющие собой как бы «поры», в которых может локализоваться зонд 
и куда проникает аскорбиновая кислота. В Л В П таких областей больше, 
что делает зонд более доступным для аскорбиновой кислоты. Такой же 
вывод сделан в работе [27], где показано, что добавление апопротеина 
(апо-С 111) к фосфолипидиым везикулам значительно увеличивает прони-
цаемость полученного липидио-белкового комплекса для аскорбиновой 
кислоты. 

Можно полагать, что повышенная проницаемость поверхностного слоя 
в Л В П по сравнению с другими классами Л П создает благоприятные усло-
вия для продемонстрированных недавно холестерин-акцепторных свойств 
Л В П [4, 28.1 и может быть одной из причин их аитиатерогеиного характе-
ра [2, 7 ] . 



Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Eisenberg S.— In : Athe rosc le ros i s R e v i e w s . Eci. R . P a o l e t t i , A. M. G o t t o . N e w 
Y o r k , 1976, v. 1. p . 23. 

2. Герасимова E. H. — Тер . a p x . , 1976, № 6, c. 40. 
3. Климов A. H. — В км.: П р е в е н т и в н а я к а р д и о л о г и я . M. , 1977, с. 260—321 . 
4. Stein О., Vanderholk J., Stein Y. — B i o c h i m . b i o p h y s . Ac t a , 1976, v . 431, p. 347 . 
5. Bier man E. L . , Aiders J. J. — I b i d . , 1975, v . 388, p . 198. 
6. Jackson R. L., Gotto A.M.— In : A the rosc l e ros i s R e v i e w s . E d . R . P a o l e t t i , 

A. M. G o t t o . N e w Y o r k , 1976, v . 1, p . 1. 
7. Castelli W. P . , Doyle ,/. T., Gordon T. — C i r c u l a t i o n , 1977, v . 55, p . 767. 
8. Gotto A.M., KonH.— B i o c h e m . b i o p h y s . Res . C o m m u n . , 1964, v . 37, p . 444. 
9. Gotto A. M., Коп H. — P roc . n a t . Acad . Sc i . U S A , 1970, v . 65, p. 145. 

10. Gotto A. M., KonH. — B i o c h e m . i s t rg . ( W a s h . ) , 1970, v . 9, p . 4276. 
11. Barrat M.D., Leslie R. В. — C h e m . P h y s . L i p i d s , 1971, v . 7, p . 345. 
12. Leslie R. В. — In : P l a s m a L i p o p r o t e i n s , E d . R . M. S. S m e l i e . N e w Y o r k , 1971, 

p. 54. 
13. Keith A. D., Mehlhorn R. /., Freeman N. K. et a l . — Chem. P h y s . L i p i d s , 1973, 

v . 10, p . 223. 
14. Артемова Л. Г., Торховская Т. И., Сучкова С. Н. и др . •— В кн . : В с е с о ю з н ы й 

симпозиум «Магнитный р е з о н а н с в биологии и медицине». Тезисы. Ч е р н о г о л о в к а , 
1977, с- 119. 

15. Have, R. J., Eder П. АBragdon I. П. — J . c l in . I n v e s t . , 1955, v . 34, p . 1345. 
16. Svannborg A., Svennerholm L. — Acta m e d . s c a n d . , 1961, v. 169. p . 43. 
17. Lowry О. H., Rosebrough N. /., Farr A. L. et a l . — J . b io l . C h e m . , 1951, v . 193. 

p . 265 . 
18. Кузнецов A. H. Метод спинового з о н д а . M. , 1976. 
19. Morrisett I. D., Jackson R. L., Gotto A. M. — B i o c h i m . b i o p h y s . Ac ta , 1977, 

v . 472. p. 93. 
20. Керимов Т. M., Перова Н. ВЩербакова И. А. и др . — В о п р . мед. химии , 1978, 

№ 9, с. 559. 
21. Лихтенштейн Г. И. Метод спиновых меток в м о л е к у л я р н о й биологии . М. , 1974. 
22. Lux L., Hirz R., Schrager R. I. et a l . — J . b io l . C h e m . , 1972, v . 247, p . 2598 . 
23. Segrest / . P. — F E B S L e t t e r s , 1976, v . 69, p . 111. 
24. PownallH. /., Morrisett I. PGotto A. M. — J . L i p i d s R e s . , 1977, v . 18, p . 14. 
25. Smith L. C . , Miller A. L., Taunton O.D. et a l . — C i r c u l a t i o n , 1973, S u p p l . 4, 

A b s t r . 445. 
26. McCabe P., Green C. — Chem. P h y s . L i p i d s , 1977, v . 20, p . 319. 
27. Novosad Z., Knapp R., Gotto A. M. — B i o c h e m i s t r y ( W a s h . ) , 1976, v. 15, p . 3176. 
28. Jonas A., Hesterberg L. КDangler S. M.— B i o c h i m . b i o p h y s . A c t a , 1978, 

v . 528, p. 47. 
Поступила 13/11 1979 г. 

S T U D Y O F S T R U C T U R E C H A R A C T E R I S T I C S O F B L O O D P L A S M A 
L I P O P R O T E I N S U S I N G S P I N - L A B E L L E D F A T T Y A C I D S 

L. G. Artemova, Т. I. Torkhovskaya, / . A. Scherbakova, N. P. Chernyshova, 
5. N. Suchkova, O. A. Azizova, Yu. A. Vladimirov 

N. I. P i r o g o v II Medica l Scho l l , A l l - U n i o n C a r d i o l o g i c Resea rch Cen t r e , A c a d e m y of 
Medica l Sciences of t h e U S S R , Moscow 

As shown by m e a n s of e l ec t rone p a r a m a g n e t i c r esonance of spin p robes , a m a g n i t u d e 
of o rde r ing of l i p o p r o t e i n m o l e c u l a r a r r a n g e m e n t bo th in i n t e r n a l and e x t e r n a l p a r t s of 
mo lecu l e was decreased in a fo l l owing sequence : h igh d e n s i t y l i p o p r o t e i n s > l o w densi-
t y > v e r y low d e n s i t y l i p o p r o t e i n s . P e r m e a b i l i t y t o w a r d s a r e d u c i n g agent — ascorb ic 
ac id — was a l t e r e d s i m i l a r l y in t h e l i p o p r o t e i n s u r f a c e m o n o l a y e r . 
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РАЗРУШЕНИЕ мРНК В ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ IN VIVO 
ПРИ ИНГИБИРОВАНИИ БЕЛКОВОГО СИНТЕЗА 

ЦИКЛОГЕКСИМИДОМ 

Л а б о р а т о р и я энзимологии А М Н СССР, Онкологический научный центр АМН СССР, 
Институт экспериментальной эндокринологии и химии гормонов АМН СССР, Москва 

Ранее было показано, что ингибирование белкового синтеза циклогек-
симидом (ЦГИ) приводит к стабилизации м Р И К II, 2 ] и подавлению ядер-
но-цитоплазматического транспорта м Р Н К [1, 3.1 в клетках печени крыс. 
При этом отмечалась стабилизация именно м Р Н К мембраносвязаниых по-
лирибосом печени 1.4, 51. С другой стороны, ЦГИ или не влиял на деграда-
цию м Р Н К свободных полирибосом 1.4.1, или стабилизировал ее в меньшей 
степени, чем м Р Н К мембраносвязаниых полирибосом 151. 

В отличие от нормальных клеток печени в опухолях — клетках HeLa 
1.6 J и перевиваемой асцитной гепатоме Зайдела крыс [7] — ядерио-цито-
плазматический транспорт м Р Н К не изменяется при ингибировании ЦГИ 
белкового синтеза. В связи с этим представляет интерес изучить влияние 
ингибиторов белкового синтеза на разрушение м Р Н К в опухолевых клет-
ках, тем более что до сих пор этот вопрос не выяснен. 

В настоящей работе исследовано разрушение м Р Н К в клетках асцит-
ной гепатомы Зайдела крыс в условиях in vivo на фоне подавления ЦГИ 
синтеза белка. 

М е т о д и к а 

В опытах использовали крыс линии Вистар массой 180—200 г на 6-й день после 
п е р е в и в а н и я (внутрибрюшинно) асцитной гепатомы З а й д е л а . Клетки гепатомы отмы-
вали от эритроцитов [8] и суспендировали в 2 объемах бидистиллированной воды. 
После в ы д е р ж и в а н и я при 4°С в течение 10 мин (стадия осмотического шока) к л е т к и 
о с а ж д а л и центрифугированием при 3000 g 7 мин и суспендировали в 2 объемах ох-
л а ж д е н н о г о 0,1 М трис-НС1-буфера р Н 7,6, с о д е р ж а щ е г о 0,01 М MgCl2 , 0 ,05М КС1 
(двойной ТКМ-буфер) и 0,5М с а х а р о з у . Р а з р у ш е н и е клеток гепатомы проводили 
в проточном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком. Гомогенат ц е н т р и ф у г и р о в а л и при 
600 g 10 мин для у д а л е н и я ядер . Надосадочную жидкость центрифугировали при 
15 000 g 10 мин д л я у д а л е н и я митохондрий, ф р а к ц и ю S-15 использовали в дальнейших 
ori ытах . 

Определение содержания радиоактивных РНК в цитоплазме клеток гепатомы. 
Крысам с асцитной гепатомой З а й д е л а вводили в н у т р и б р ю ш и н н о по 80 110 м к К и 

3 Н - у р и д и и а (удельная радиоактивность 58,1 мКи/мг) или по 100—120 м к К и 1 4С-ури-
дина (удельная радиоактивность 47 ,5 мКи/мМ) . В разные сроки после радиоактив-
ных предшественников Р Н К животным одной группы вводили актииомицип D 5 мг/кг 
(«Reanal», Венгрия) д л я полного подавления синтеза Р Н К в к л е т к а х гепатомы Зай-
дела [8], а крысам другой группы — актииомицип D в той ж е дозе вместе с Ц Г И — 
100 мг /кг (фирма «Calbiochem», США) [7]. Крыс забивали в разные сроки после вве-
дения ингибиторов . 

Д л я определения радиоактивности Р Н К в цитоплазме клеток гепатомы к фрак-
ции S-15, н а х о д я щ е й с я в ледяной бане, п р и б а в л я л и равный объем о х л а ж д е н н о й 10% 
Т Х У . Кислотонерастворимый материал дважды промывали о х л а ж д е н н о й 5% Т Х У 
и один раз — о х л а ж д е н н о й смесыо спирта с эфиром (1 : 1). Осадки кислотонераство-
римого материала подсушивали при 37°С, после чего проводили щелочной г и д р о л и з 
Р Н К ( и н к у б а ц и я с 0 ,3 н. К О Н при 37°С в течение 1 ч). В гидролизатс о п р е д е л я л и 
радиоактивность и оптическую плотность при 260 нм. Д л я подсчета радиоактивности 
1 мл обессоленного гидролизата Р Н К [1.1 вносили в стаканчики д л я счета, содержащие 
по 10 мл жидкости ЖС-8. Радиоактивность трития и углерода определяли по числу 
распадов в минуту с использованием программы, рассчитанной д л я данной сциитил-
л я ц и о н н о й жидкости и данного растворителя . 

Д л я определения радиоактивности суммарной м Р Н К во ф р а к ц и и S-15 крысам 
с асцитной гепатомой Зайдела за 1 ч до радиоактивных предшественников Р Н К 
вводили в н у т р и б р ю ш и н н о актиномицин D (0,25 мг/кг) для избирательного подавле-
ния синтеза рибосомных Р Н К ( р Р Н К ) [8]. В остальном постановка опытов была 
такой ж е , к а к описано выше. П о л и - ( А ) - | - м Р Н К выделяли из ф р а к ц и и S-15 с исполь-
з о в а н и е м нитроцеллюлозных фильтров («Milliporc», 25 мм, 0 ,45 им) | 1 , 2 ] . 
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Центрифугирование в градиенте концентрации сахарозы. 3 мл фракции S-15 
после обработки дезоксихолатом натрия ( Д Х Н ; конечная к о н ц е н т р а ц и я 1 ,2%) на-
с л а и в а л и на 26 мл линейного градиента концентрации с а х а р о з ы ( 5 — 3 0 % ) , приготов-
ленной на Т К М - б у ф е р е (0,05 М трис-НС1-буферный раствор рЫ 7,6, с о д е р ж а щ и й 
0 ,005 М MgCl2 и 0 ,025 М КС1). Ц е н т р и ф у г и р о в а н и е в градиенте с а х а р о з ы проводили 
при 23 000 об/мин 3 ч, ротор SW-25 .1 , на у л ь т р а ц е н т р и ф у г е «Spinco L-2». Ф р а к ц и и 
градиента собирали по 10 к а п е л ь . Ч а с т ь каждой ф р а к ц и и и с п о л ь з о в а л и для опре-
деления оптической плотности при 260 им, а д р у г у ю часть — д л я измерения ра-
диоактивности . Д л я определения радиоактивности к ф р а к ц и я м градиента на холоду 
п р и б а в л я л и равный объем о х л а ж д е н н о й 10% Т Х У , после чего к и с л о т о н е р а с т в о р и м ы й 
материал промывали 10 мл о х л а ж д е н н о й 5% Т Х У на н и т р о ц е л л ю л о з н ы х ф и л ь т р а х 
(«Mil 1 iроге» 25 мм, 0 ,45 им). 

Центрифугирование цитоплазматических частиц рибонуклеопротеидов (РИЛ) 
в градиенте плотности CsCl [Р]. Ф р а к ц и ю S-15 после обработки тритоном Х-100 
(конечная к о н ц е н т р а ц и я 2 % ) ц е н т р и ф у г и р о в а л и при 360 000 g в течение 3 ч. Осадок 
ц и т о п л а з м а т и ч е с к и х Р Н П - ч а с т и ц с у с п е н д и р о в а л и в 0 ,02 М триэтаноламиновом буфер-
ном растворе р Н 7,6, с о д е р ж а щ е м 0,005 М MgCl2 , 0 ,025 М КСI и 0,001 М (3-меркап-
тоэтанола (ТЕА-буфер) , конечный объем 0,9 мл. К суспензии Р Н П - ч а с т и ц п р и б а в л я л и 
40% формальдегид , приготовленный на ТЕА-буфере , до конечной концентрации 4 % . 
Ф и к с а ц и ю Р Н П - ч а с т и ц в растворе формальдегида проводили при 4°С в течение 24 ч. 
После этого к суспензии п р и б а в л я л и 350 мг сухого CsCl и суспензию н а с л а и в а л и на 
трехступенчатый градиент CsCl, состоящий из равных обт^емов (по 1,25 мл) 53, 45 и 
39% растворов CsCl, приготовленных на ТЕА-буфере . Ц е н т р и ф у г и р о в а н и е проводи-
л и при 40 000 об/мин в течение 24 ч, ротор SW-50 .1 . Ф р а к ц и и градиента собирали 
по 5 к а п е л ь . Ч а с т ь к а ж д о й 4-й фракции градиента отбирали для рефрактометрии . 
Д л я подсчета радиоактивности часть к а ж д о й фракции градиента наносили на диски 
( W h a t m a n 3 ММ), которые промывали 10 мл о х л а ж д е н н о й 5% Т Х У и 10 мл 70% эта-
нола . Оставшиеся порции ф р а к ц и й градиента использовали д л я определения опти-
ческой плотности при 260 им. 

Получение суммарных, мембраносвязанных и свободных полирибосом [10]. Д л я 
п о л у ч е н и я суммарных полирибосом клеток гепатомы З а й д е л а ф р а к ц и ю S-15 после 
обработки Д Х Н (конечная к о н ц е н т р а ц и я 1 ,2%) центрифугировали через слой 
(3 мл) 2 М с а х а р о з ы , приготовленной на ТКМ-буфере , при 105 000 g в течение 4 ч 
(ротор 50 Ti) . Осадки полирибосом суспендировали в Т К М - б у ф е р е и центрифугиро-
вали через слой (3 мл) 1 М сахарозы при 105 000 g 2 ч. Полученные осадки суммарных 
полирибосом суспендировали в Т К М - б у ф е р е и использовали д л я определения радио-
активности и с о д е р ж а н и я Р Н К . 

Д л я п о л у ч е н и я м е м б р а н о с в я з а н н ы х и свободных полирибосом клеток гепатомы 
ф р а к ц и ю S-15 ц е н т р и ф у г и р о в а л и в двуступенчатом градиенте концентрации с а х а р о з ы , 
состоящем из 3 мл 2 М с а х а р о з ы и 1 мл 0,5 М с а х а р о з ы , приготовленных на Т К М -
буфере , при 105 000 g 4 ч (ротор 50 Ti). При этом свободные полирибосомы осажда-
ются па дно пробирки , а мембраносвязанные располагаются на границе между 0 ,5 
и 2 М раствором с а х а р о з ы . Мембраносвязанные и свободные полирибосомы собирали 
отдельно, суспендировали в Т К М - б у ф е р е и после обработки Д Х Н (см. выше) цент-
р и ф у г и р о в а л и через слой (Змл) 1 М сахарозы (см. выше). Осадки мембраносвязанных 
и свободных полирибосом суспендировали в Т К М - б у ф е р е и в дальнейшем использо-
в а л и д л я определения радиоактивности и с о д е р ж а н и я Р Н К . 

Определение активности РНК-аз и по линуклеотид фосфор илазы (ПНФ-азы). 
В качестве субстрата Р Н К - а з использовали М С - Р Н К , выделенную из рибосом печени 
крыс. Д л я получения 1 4 С - Р Н К крысам вводили по 0,5 м К и Х4С-оротата на 18 ч. 
Р Н К из рибосом печени выделяли по методу [11]. У д е л ь н а я радиоактивность полу-
ченной таким образом 1 4 С - Р Н К составляла 300 000 имп/мин на 1 мг. 

При определении активности кислых Р Н К - а з во фракции S-15, полученной из 
клеток гепатомы, и н к у б а ц и о н н а я смесь содержала в 1 мл: 0,1 мг 1 4 С - Р Н К 
(30 000 имп/мин) , 0 ,15 М Na-фосфатный буферный раствор р Н 5,6, 0 ,5 мг белка фрак-
ции S-15. Пробы и н к у б и р о в а л и при 37°С 1 ч. После инкубации пробы помещали в 
л е д я н у ю баню и п р и б а в л я л и к ним по 0,1 мг сывороточного альбумина и НС10 4 до 
конечной концентрации 0,5 п. [12]. Кислотонерастворимый материал о с а ж д а л и цент 
Аифугированием и надосадочные жидкости использовали д л я определения радиоактив-
ности кислоторастворимого материала . 

При определении активности щелочных Р Н К - а з во фракции S-15 инкубацион-
ная смесь с о д е р ж а л а в 1 мл: 0,1 мг 1 4 С - Р Н К (30 000 имп/мин) , 0 ,05 М трис-НС1-бу-
фсрного раствора р Н 7,6, 0,1 М NaCl, 0 ,5 мг белка фракции S-15. И н к у б а ц и ю и об-
работку проб проводили так , к а к описано выше для кислых Р Н К - а з . 

Активность э н д о - Р Н К-азы в мембраносвязанных и свободных полирибосомах кле-
ток гепатомы определяли , к а к описано ранее [12]. За 1 ед. Р Н К - а з н о й активности 
г р и и и м а л и количество фермента, к а т а л и з и р у ю щ е е освобождение 1 и К и ридиоактив-
I ого м а т е р и а л а в виде кислоторастворимых продуктов при 37°С в течение 1 ч. Удель-
I ую активность Р Н К - а з в ы р а ж а л и как количество единиц активности фермента на 
1 мг белка . 

Активность П Н Ф - а з ы в полирибосомах клеток гепатомы определяли по реакции 
Ьосфоролиза поли-А в присутствии 3 2 Р-ортофосфата [13]. За 1 ед. активности П Н Ф -
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•азы принимали количество фермента , к а т а л и з и р у ю щ е е включение 1 иМ 3 2 Р-ортофос-
фата в м а т е р и а л , с о р б и р у ю щ и й с я на норите, при 37°С за 1 ч. У д е л ь н у ю а к т и в -
ность П Н Ф - а з ы в ы р а ж а л и к а к количество единиц активности фермента на 1 мг б е л к а . 

Аналитические методы. Количество белка о п р е д е л я л и по методу Л о у р и [14], 
•содержание Р Н К — по методу Монро и Флека [15], п р и н и м а я , что 1 ед. э к с т и н к ц и и 
при 260 нм соответствует 32 мкг Р Н К . 

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

Прежде всего мы исследовали влияние Ц Г И на содержание предвари-
тельно меченной Р Н К в цитоплазме клеток асцитной гепатомы Зайдела . 
Д л я этого в 3 группах крысам с гепатомой вводили 3Н-уридин (см. «Методи-
ка») на 20 мин. После этого в одной 
группе животным инъецировали ак-
тиномицин D (5 мг/кг), в другой — 
актиномицин D вместе с Ц Г И . Крыс 
забивали через разные промежутки 

нНи/мг РНИ 

нИи/мг РНН 

Рис. 1. Содержание радиоак-
тивной Р Н К (А) и суммарной 
м Р Н К (Б), меченных в тече-
ние 20 мин, в цитоплазме кле-
ток гепатомы Зайдела на фоне 
действия актиномицина D (./) 
и его комбинации с Ц Г И (2). 

Р и с . 2. Содержание радиоак-
тивной суммарной м Р Н К (А) 
и п о л и - А ( + ) м Р Н К ( Б ) , мечен-
ных в течение 40 мин, в цито-
плазме клеток гепатомы Зай-
д е л а | н а фоне действия актино-
мицина D (J) и его комбина-

ции с Ц Г И (2). 

времени и определяли радиоактивность Р Н К во фракции S-15, получен-
ной из клеток гепатомы Зайдела. Как видно из рис. 1, Л , радиоактив-
ность Р Н К в расчете на 1 мг Р Н К фракции S-15 не изменяется при 
увеличении продолжительности действия актиномицина D от 2 до 3,5 ч. 
При одновременном действии актиномицина D и ЦГИ содержание 
предварительно меченной Р Н К было значительно меньше (в тех же 
интервалах времени), чем в случае действия одного актиномицина D. 

В следующих опытах было исследовано влияние ЦГИ на содержание 
радиоактивной Р Н К , образованной на фоне подавления синтеза р Р Н К низ-
кими дозами актиномицина D, т. е. суммарной м Р Н К . В остальном поста-
новка опытов была такой же, как на рис. 1, Л . На рис. 1, Б видно, что радио-
активность суммарной м Р Н К в расчете на 1 мг Р Н К фракции S-15 на фоне 
действия актиномицина D (от 2 1 / 2 до 4 ч) практически не изменяется. Однако 
при одновременном действии актиномицина D и ЦГИ отмечается значитель-
ное уменьшение содержания радиоактивной м Р Н К . 

На рис. 2 представлены результаты по измерению радиоактивности сум-
марной м Р Н К и п о л и - А ( + ) м Р Н К , меченных 1 4С-уридииом в течение 40 мин 
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в цитоплазме клеток гепатомы Зайдела в описанных выше условиях. В слу-
чае п о л и - А ( + ) м Р Н К радиоактивность рассчитывали на 1 мг высокомоле-
кулярных Р Н К ( р Р Н К и м Р Н К ) , освобожденных от т Р Н К [1 I. Видно, что 
радиоактивность суммарной м Р Н К (А) и п о л и - А ( + ) м Р Н К (Б) не изменяется 
При увеличении времени действия актииомицииа D вплоть до 3V2 ч. При од-
новременном действии 2 антибиотиков радиоактивность суммарной м Р Н К 
и п о л и - А ( + ) м Р Н К значительно уменьшается. 

N° франции 

Рис . 3. Распределение радиоактивной 
м Р Н К клеток гепатомы Зайдела в гра-
диенте концентрации сахарозы (5— 

3 0 % ) . 
А к о н т р о л ь В — то ж е -f- а к т и н о м и ц н п D; 
В — то ж е -J- а к т и и о м и ц и н D и Ц Г И . 1 — 
о п т и ч е с к а я п л о т н о с т ь при 2G0 и м ; 2 — р а -

д и о а к т и в н о с т ь . 

Рис. 4. Распределение радиоактивной 
м Р Н К клеток гепатомы Зайдела в гра-

диенте плотности CsCl. 
Л — к о н т р о л ь ; В — то ж е + а к т и и о м и ц и н 
D; В — то ж е - f а к т и и о м и ц и н I) и Ц Г И . 1 — 
п л о т н о с т ь ф р а к ц и й г р а д и е н т а (г /см 3 ) ; 2 — 
о п т и ч е с к а я п л о т н о с т ь п р и 2G0 им; 3 —- р а -

д и о а к т и в н о с т ь . 

Известно, что м Р Н К в цитоплазме клеток эукариотов обнаруживается 
как в составе полирибосом, так и в цитоплазматических мРНП-частицах -
ииформосомах 1161. В связи с этим нам представлялось интересным иссле-
довать распределение радиоактивной м Р Н К в обоих классах мРНП-комп-
лексов в клетках гепатомы Зайдела при действии актииомицииа D и его ком-
бинации с ЦГИ. Д л я выяснения этого вопроса крысам 3 групп с асцитной 
гепатомой Зайдела вводили по 150 мкКи 3 Н-уридина на фойе подавления 
синтеза р Р Н К низкими дозами актииомицииа D. Контрольных животных 
Забивали через 40 мин после введения 3 Н-уридииа. Подопытным крысам 
обеих групп через 40 мин после введения 3 Н-уридина вводили соответственно 
актииомицин D и актииомицин D с ЦГИ. Животных забивали через 2—2L /2 ч 
после введения ингибиторов. Фракции S-15, полученные из клеток гепатомы, 
центрифугировали в градиенте концентрации сахарозы. 

На рис. 3 видно, что радиоактивность, связанная с м Р Н К , во всех трех 
случаях — в контроле, с актиномицином D и в комбинации двух антибио-
тиков — определяется в разных областях градиента: в полирибосомах, мо-
I осомах и пострибосомной зоне. Зоны полирибосом и моносом при данных 

8 16 24 32 
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имп/мин-Ю ^ 
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условиях центрифугирования были определены в опытах с использованием 
панкреатической Р Н К - а з ы . Распределение радиоактивности в области по-
лирибосом совпадает с распределением оптической плотности. Радиоактив-
ность в пострибосомной области не соответствует оптической плотности и, 
по-видимому, связана главным образом с м Р Н К цитоплазматических м Р Н П -
частиц (информосом). Обращает на себя внимание, что радиоактивность оп-
ределяется и в области моносом, хотя в этих опытах синтез р Р Н К блокиро-
вался низкими дозами актиномицина D. По-видимому, радиоактивность в 
этой зоне градиента связана с м Р Н К информосом, область седиментации ко-
торых перекрывается областью седиментации моносом, как это было пока-
зано на клетках миеломы [17]. В связи с этим в дальнейших расчетах радио-
активность с 1-й по 18-ю фракцию градиента мы приняли за радиоактивность 
полирибосомной м Р Н К , а радиоактивность в постполирибосомной области 
(фракции 19—34-я) — за радиоактивность м Р Н К информосом. На рис. 3 
не приведены значения оптической плотности и радиоактивности 4 послед-
них фракций градиента, в которых радиоактивность практически отсутство-
вала, несмотря на значительную оптическую плотность. 

Т а б л и ц а I 

Изменение радиоактивности мРНК полирибосом и пострибосомных частиц в клетках 
гепатомы Зайдела и разных условиях 

Условия опыта Фракции градиента 

Содержание РНК Радиоактивность 
мРЫК, имп/мин- 10~3 

Условия опыта Фракции градиента 

мг % 
на 1 мг PI-IK 

рибосом 
на 1 м г 

РНК мо-
лирибосом 

Контроль 

Полир и босо мы 
Моиосомы 
Пострибосомиые ча-

стицы 

0,19 
0,2! 

48 
52 

13,75 

12,65 

29,0 

Актииомицип D 
Полирибосомы 
Моносомы 
Пострибосомиые час-

тицы 

0,22 
0,253 

47 
53 

13,7 

13,4 

29,5 

Актиномицин 
D + ЦГИ 

Полирибосомы 
Моносомы 
Псстрибосомные час-

тицы 

0,175 
0,283 

38 
62 

7,7 

8,58 

20,0 

Количественные данные, полученные в опытах, представлены в табл. 1, 
из которой видно, что содержание полирибосом и моносом в контроле состав-
л я л о приблизительно по 50% (суммарное количество Р Н К в полирибосомах и 
моиосомах принято за 100%). Эти данные хорошо согласуются с данными о 
соотношении полирибосом и моносом в других опухолевых клетках [18]. 
При 21/2-часовом действии актиномицина D соотношение полирибосом и мо-
носом ие изменялось по сравнению с контролем. С другой стороны, при од-
новременном действии актиномицина D и ЦГИ отмечалось уменьшение со-
держания полирибосом с параллельным увеличением количества моносом. 
Это может свидетельствовать о том, что на фойе действия ЦГИ происходит 
разрушение части полирибосом в клетках гепатомы Зайдела. Было также 
определено относительное содержание радиоактивной м Р Н К в полирибосо-
мах и пострибосомных частицах. Как видно из табл. 1, радиоактивность по-
лирибосомной м М Н К и м Р Н К в пострибосомных частицах (в расчете на 1 мг 
Р Н К рибосомиых фракций градиента) при действии актиномицина D ос-
тается практически такой же, как в контроле. При одновременном действии 
актиномицина D и Ц Г И содержание радиоактивной м Р Н К как в полирибо-
сомах, так и в пострибосомных частицах было меньше, чем в контроле. 
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Из табл. J также видно, что радиоактивность полирибосомной м Р Н К в рас-
чете на 1 мг Р Н К полирибосом в контроле и при действии актииомицииа D 
оказалась практически одинаковой. При действии обоих ингибиторов радио-
активность полирибосом была меньше, чем в контроле. Иными словами, на 
фоне действия ЦГИ отмечается «обеднение» полирибосом радиоактивной 
м Р Н К по сравнению с контролем (см. также рис. 3). Д л я объяснения этого 
факта можно предложить следующую возможность. В опытах, результаты 
которых представлены на рис. 3 и в табл. 1, радиоактивный предшественник 
вводился на 40 мин. Учитывая большую стабильность м Р Н К в опухолевых 
клетках [19, 201, а также данные о различной скорости мечения м Р Н К в 
опухолях [21 ], трудно себе представить, что за данный промежуток времени 
«пометятся» все молекулы м Р Н К полирибосом. За это время может пометать-
ся лишь часть полирибосомной м Р Н К , тогда как другая фракция м Р Н К по-
лирибосом будет оставаться немеченой 121 ]. Разрушение радиоактивной 
м Р Н К полирибосом на фоне действия комбинации актииомицииа D и ЦГИ 
должно приводить к уменьшению удельной радиоактивности суммарной 
полирибосомной м Р Н К по сравнению с контролем, что и наблюдалось в 
наших опытах (см. рис. 3 и табл. 1). 

Данные, представленные на рис. 3 и в табл. 1, показывают, что при сов-
местном действии актииомицииа D и ЦГИ количество предварительно ме-
ченной мРН К полирибосом и информосом в клетках гепатомы Зайдела умень-
шается по сравнению с таковым при действии одного актиномицина D. 

i Однако необходимо отметить, что центрифугирование в градиенте кон-
центрации сахарозы не позволяет четко разделить радиоактивность, связан-
[ую с м Р Н К полирибосом и информосом. Дело в том, что информосомы в 

этих условиях могут седиментировать в широкой зоне, перекрывающейся 
областью легких полирибосом, как это показано для клеток печени 121 и 
миеломы 117.1. В связи с этим проведенное нами выше разделение радио-
активности м Р Н К двух классов мРНП-частиц является в определенной 
степени условным. Именно поэтому в следующих опытах для разделения 
полирибосом и информосом был использован метод центрифугирования 
РНП-частиц в градиенте плотности CsCl. 

В этих опытах крысам 3 групп с асцитной гепатомой Зайдела вводили 
по 120 м к К и 1 4С-уридииа на фоне подавления синтеза р Р Н К низкими до-
зами актиномицина D. Контрольных животных забивали через 1 ч после 
введения 1 4С-уридина. Подопытным крысам через 1 ч после 1 4С-уридина вво-
дили актииомицин D или актииомицин D с ЦГИ и через 3 ч после введения 
ингибиторов животных забивали. РНП-частицы цитоплазмы клеток гепатомы 
Зайдела центрифугировали в градиенте плотности CsCl (см. «Методика») 

Как видно на рис. 4, и в контроле, и в случае актииомицииа D и его ком-
бинации с ЦГИ радиоактивная м Р Н К определялась в двух областях гра-
диента. При этом радиоактивность в первом пике седиментировала в зоне 
плотности от 1,58—1,59 до 1,54 г/см3 с максимумом в области 1,55— 
1,56 г/см3 . Радиоактивность в этой области градиента полностью совпадала 
d профилем оптической плотности при 260 им и скорее всего была связана 
с полирибосомной м Р Н К 1161. Радиоактивность во второй области градиента 
седиментировала широким пиком в зоне плотности от 1,5 до 1,37—1,38 г/см3 

с максимумом в области 1,39—1,4 г/см3 и не совпадала с оптической плот-
ностью при 260 им. Такое положение при центрифугировании в градиенте 
плотности CsCl характерно именно для цитоплазматических мРНП-частиц 
(информосом) [161. Количественные данные, полученные в этих опытах, 
представлены в табл. 2. 

Из табл. 2 видно, что радиоактивность м Р Н К полирибосом и информосом 
в расчете на 1 мг Р Н К рибосом градиента в контроле и при действии актиио-
мицииа D практически одинакова. В то же время отмечается уменьшение 
радиоактивности м Р Н К обоих классов мРНП-частиц при одновременном 
действии актииомицииа D и ЦГИ, причем в случае информосом это уменьше-
ние было несколько более выражено. 
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:В клетках эукариотов содержатся мембраносвязанные и свободные по-
лирибосомы, причем в отличие от нормальных клеток печени, у которых 
основная часть (около 65%) полирибосом связана с мембранами эидоплаз-
матического ретикулума [22], в опухолевых клетках, в частности в клетках 
асцитной гепатомы Зайдела крыс, лишь 20% полирибосом связано с мембра-
нами, а 80% определяется в свободном состоянии в цитоплазме [7.1. В связи 

с этим представляло инте-
Т а б л и ц а л 

Изменение радиоактивности мРНК полирибосом 
и цитоплазматических мРНП-частиц в клетках 

гепатомы Зайдела в разных условиях 

Условия опыта Фракции 

Радиоактивность 
мРНК, имп/мии • 10-j 

Условия опыта градиента 
обща я 

па 1 мг 
РНК ри-

босом 

Контроль Пол и рибосомы 
мРНП- частицы 

13,2 
13,7 

49,8 
51,2 

Актииомицип D Пол и рибосомы 
мРНП-частицы 

9,9 
11,0 

43.6 
47.7 

Актииомицип 
D + ЦГИ 

Пол и рибосомы 
мРНП-частицы 

8,58 
7,26 

25,2 
21,1 

Т а б л и ц а 3 
Изменение радиоактивности мРНК полирибосом в 
клетках асцитной гепатомы Зайдела крыс в разных 

условиях 

Радиоактивноеть 
мРНК пол и рибо-

сом, иКи 

Условия опыта Тип полири-
босом 

общая 
на 1 м г 
РНК по-
ли рибо-

сом 

КонтролЬ 

Суммарные 
Мсмбранесвя-

занные 
Свободные 

56,2 
8,1 

38,2 

18,1 
12,5 

20,1 

Актииомицип 
D 

Суммарные 
Мембраиссвя-

заниые 
Свободные 

59,7 

7,0 
42,9 

17,0 

13,0 
18,0 

Актииомицип 
D + ЦГИ 

Суммарные 
Мембраносвя-

занные 
Свободные 

19,6 

2,2 
17,4 

8,0 

3,0 
10,3 

полирибосом 

рес исследовать влияние 
ЦГИ на содержание пред-
варительно меченной 
м Р Н К обоих классов поли-
рибосом в клетках гепато-
мы Зайдела. 

Д л я этого в 3 группах 
крысам с асцитной гепато-
мой Зайдела вводили по 
100 мкКи 1 4С-уридина на 
фоне подавления синтеза 
р Р Н К низкими дозами ак-
тиномицина D. Контроль-
ных животных забивали 
через 40 мин, подопытным 
через 40 мин после 14С-
уридина вводили актииоми-
цип D или актиномицин D 
с ЦГИ; животных забивали 
через З 1 / 2 ч. Из клеток ас-
цитной гепатомы Зайдела 
получали суммарные, мем-
браносвязанные и свобод-
ные полирибосомы, в ко-
торых определяли радиоак-
тивность и содержание 
Р Н К . Радиоактивность 
полирибосомной м Р Н К 
рассчитывали на 1 мг Р Н К 
полирибосом. 

Из табл. 3 видно, что 
радиоактивность м Р Н К 
суммарных, мембраносвя-
заниых и свободных поли-
рибосом клеток гепатомы 
Зайдела при действии ак-
тиномицина D остается 
практически такой же, 
как в контроле. При одно-
временном действии 2 ан-
тибиотиков радиоактив-

значителыю уменьшается по ность м Р Н К всех классов 
сравнению с контролем. 

Таким образом, при использовании разных методов и разной продол-
жительности мечения содержание радиоактивной м Р Н К в цитоплазме кле-
ток асцитной гепатомы Зайдела практически не изменялось при действии 
актиномицина D в течение 3:L/2—4 ч. На клетках HeLa было также обнару-
жено, что количество предварительно меченной п о л и - А ( + ) м Р Н К в цито-
плазме не изменяется даже при 5-часовом действии актиномицина D [23]. 
Эти результаты могут свидетельствовать о большой стабильности м Р Н К в 
опухолевых клетках. Данное предположение подтверждается результатами 
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непосредственного определения времени жизни матриц в клетках опухолей. 
Так , полупериод жизни м Р Н К в клетках HeLa составляет 2—3 дня [19], 
а в клетках миеломы мышей — 12—14 ч [20]. С другой стороны, при инги-
бировании Ц Г И белкового синтеза отмечается уменьшение содержания ра-
диоактивной м Р Н К как в полирибосомах, так и в информосомах клеток ге-
патомы Зайдела (см. выше). Некоторые авторы предполагают, что на фоне 
действия актиномицина D происходит разрушение м Р Н К в цитоплазме кле-
ток гепатомы, но в ядрах этих опухолевых клеток существует значительный 
по размерам фонд предшественников м Р Н К , способный поддерживать ядер-
но-цитоплазматический транспорт матриц на постоянном уровне даже после 
полного блока синтеза Р Н К 181. В таком случае уменьшение содержания 
м Р Н К в клетках гепатомы Зайдела при действии ЦГИ, обнаруженное в на-
ших опытах, можно было 
бы объяснить тем, что ЦГИ 
препятствует транспорту 
м Р Н К из ядра в цитоплаз-
му. Против этой возмож-
ности свидетельствуют дан-
ные, показывающие, что в 
клетках HeLa [6] и асцит-
ной гепатомы Зайдела [7] 
ЦГИ не влияет на ядерио-
цитоплазматический тран-
спорт м Р Н К . Более того, 
в клетках HeLa , в которых 
содержание радиоактивной 
м Р Н К в цитоплазме оста-
валось постоянным в тече-
ние 5 ч действия актиномицина D (см. выше), транспорт предварительно 
меченной м Р Н К из ядра отмечался лишь в течение 20—25 мин после до-
бавления к культуре этого антибиотика [6.1. Сопоставление изложенных 
данных позволяет думать, ч т о м Р Н К в клетках гепатомы Зайдела, стабиль-
ная при действии актиномицина D в течение З х / 2—4 ч, начинает разру-
шаться при подавлении ЦГИ белкового синтеза. Дополнительное подкре-
пление сделанному предположению было получено нами при исследова-
нии активности различных Р Н К - а з в клетках гепатомы Зайдела в описан-
ных выше условиях. 

В данной серии опытов крысам с асцитной гепатомой Зайдела вводили 
актииомицин D (5 мг на 1 кг массы) или актииомицин D с ЦГИ, животных 
забивали через 2V 2 —3 ч. Во фракциях S-15, полученных из клеток гепато-
мы Зайдела, определяли активность кислых и щелочных Р Н К - а з . Кроме 
того, определяли активность эндо-РНК-аз и ПНФ-азы, связанных с полири-
босомами клеток гепатомы. 

Как видно из табл. 4, на фоне действия актиномицина D несколько уве-
личивается удельная активность как кислых, так и щелочных Р Н К - а з в 
цитоплазме клеток гепатомы Зайдела. При одновременном действии актиио-
мицииа D и ЦГИ удельная активность обоих типов Р Н К - а з значительно воз-
растает. Была также определена активность щелочных Р Н К - а з во фракции 
S-15 клеток гепатомы в присутствии п-хлормеркуриобензоата (ПХМБ) в 
концентрации 2 ,2-10~ 4 М. Как известно 124 ], П Х М Б оказывает мощное инак-
тивирующее действие на белковые ингибиторы Р Н К - а з . При этом он вызы-
вает отделение белка-ингибитора от молекулы Р Н К - а з ы , что приводит к по-
вышению активности последней. В наших опытах П Х М Б увеличивал удель-
ную активность щелочных Р Н К - а з в контроле и при действии актиномицина 
D в одинаковой степени (соответственно в 4,5 и 4,6 раза). При совместном 
действии актиномицина D и ЦГИ удельная активность щелочных Р Н К - а з 
в присутствии П Х М Б повышалась лишь в 2,6 раза (см. табл. 4). 

Так как сам ЦГИ непосредственно не влияет на активность Р Н К - а з 

Т а б л и ц а 4 

Активность щелочных и кислых РНК-аз в цитоплазме 
клеток асцитной гепатомы Зайдела крыс в разных 

условиях 

У с л о в и я опыта 

У д е л ь н а я а к т и в н о с т ь , ед . на 
1 мг б е л к а 

У с л о в и я опыта 
к и с л ы е 

Р Н К - а з ы 

щелочные Р К Н - а з ы У с л о в и я опыта 
к и с л ы е 

Р Н К - а з ы — П Х М Б 4- П Х М Б 

Контроль 
Актииомицин D 
Актииомицин D + 

+ ЦГИ 

1,074 
2 , 0 9 

4 , 0 

1 ,05 
1 ,58 

3 , 5 5 

4 , 7 2 
7 , 3 

9 , 5 3 
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Активность эндо-РНК-азы в мембраносвязаниых и 
свободных полирибосомах клеток асцитной гепатомы 

Зайдела крыс в разных условиях 

125 ], то для объяснения этих данных можно предложить следующую возмож-
ность, хотя она, по-видимому, не является единственной. Показано, что ин-
гибиторы РНК-аз являются лабильными белками 1.24 ]. Можно думать, что на 
фоне действия ЦГИ происходит разрушение предсуществующих белков-ин-
гибиторов, в то время как синтез новых молекул белка-ингибитора становит-
ся невозможным, что и должно приводить к повышению активности РНК-аз . 
В табл. 4 обращает на себя внимание то, что удельная активность щелочных 
Р Н К - а з при действии ЦГИ и актиномицина D в 2 раза выше, чем в контроле 
(в условиях действия ПХМБ) . Это можно объяснить тем, что не все комплексы 
РНК-аза — ингибитор чувствительны к П Х М Б , хотя синтез этих белков-ин-
гибиторов также блокируется ЦГИ. Безусловно, для выяснения этих воз-

можностей необходимы 
Т а б л и ц а 5 специальные исследования. 

На фоне действия ак-
тиномицина D удельная 
активность эндо-РНК-азы 
в мембраносвязаниых по-
лирибосомах клеток гепа-
томы Зайдела оставалась 
практически такой же, как 
в контроле. В то же время 
отмечалось некоторое по-
вышение удельной актив-
ности эндо-РНК-азы в сво-
бодных полирибосомах 
(табл. 5). При одновремен-
ном действии актиномици-
на D и ЦГИ удельная 
активность эндо-РНК-азы 
значительно повышалась 
как в мембраносвязаниых, 
так и в свободных поли-
рибосомах, причем в слу-
чае мембраносвязаниых по-
лирибосом это повышение 

данном случае повышение 
может быть связано с 
подавления ЦГИ белко-

что белковый инги-

У с л о в и я о п ы т а Т и п п о л и р и -

У д е л ь н а я а к т и в -
ность э н д о - Р Н К - а з ы 

У с л о в и я о п ы т а босом ед. на 
1 мг 
б е л к а 

% 

Контроль 
Мембранесвя-

занные 
Свободные 

0,067 
0,47 

100 
100 

Актииомицип D 
Мембранесвя-

занные 
Свободные 

0,08 
0,87 

119 
185 

Актииомицин D 
+ 1 \ГИ 

Мембранссвя-
занные 

Свободные 
0,65 
1,41 

970 
300 

П р и м е м а и и е. Активность эндо-РНК-азы 
мембраносвязанных и свободных полирибосом в конт-
роле принята за 100%. 

было более выражено (см. табл. 5). В 
удельной активности эндо-РНК-азы также 
нарушением синтеза белка-ингибитора на фоне 
вого синтеза. В связи с этим интересно отметить, 
битор эндо-РНК-азы был обнаружен в рибосомиой фракции надпочечников 
морской свинки [261. Кроме того, в скелетных мышцах крыс обнаружены 
две латентные эндо-РНК-азные активности, связанные с рибосомами. При 
этом активность одной из этих Р Н К - а з повышалась при добавлении в инку-
бационную смесь ПХМБ, что приводило к разрушению м Р Н К полирибосом 
в условиях in vi tro. Эти данные также свидетельствуют в пользу существо-
вания в рибосомах ингибитора эндо-РНК-азы, по-видимому, белковой при-
роды [27]. 

Некоторые авторы предполагают, что в разрушении м Р Н К в клетках 
высших животных может участвовать ПНФ-аза 128 I. В связи с этим пред-
ставляло интерес исследовать активность этого фермента в полирибосомах 
клеток гепатомы Зайдела в разных условиях. 

Оказалось, что удельная активность ПНФ-азы по реакции фосфороли-
за поли-А в суммарных полирибосомах контрольных клеток гепатомы Зай-
дела, а также при 3-часовом действии актиномицина D или комбинации ак-
тиномицина D с ЦГИ составляла соответственно 1,25; 1,3 и 1,02. Таким об-
разом, активность ПНФ-азы в клетках асцитной гепатомы Зайдела крыс при 
ингибировании ЦГИ белкового синтеза, когда отмечается разрушение м Р Н К 
в этих клетках (см. выше), не изменяется. В связи с этим хочется отметить, 
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что участие П Н Ф - а з ы в деградации м Р Н К в клетках животных в условиях 
in vivo не доказано, тем более что механизм действия этого фермента не поз-
воляет объяснить его участие в процессе разрушения матриц. Противоречие 
[заключается в том, что разрушение Р Н К ПНФ-азой осуществляется с З'-го 
конца молекулы, тогда как движение рибосом по м Р Н К в процессе трансля-
ции происходит в направлении от 5' к 3 ' концу матрицы [29]. 

Таким образом, результаты настоящей работы показывают, что радио-
активная м Р Н К в клетках асцитной гепатомы Зайдела крыс остается ста-
бильной при действии актиномицина D в течение 3V2—4 ч. При одновре-
менном действии актиномицина D и Ц Г И отмечается разрушение м Р Н К 
мембраносвязанных и свободных полирибосом, а также м Р Н К информосом. 
Разрушение м Р Н К при ингибировании Ц Г И белкового синтеза скорее все-
го обусловлено повышением активности Р Н К - а з в клетках гепатомы. 

В заключение следует отметить, что в настоящей работе не исследова-
лось содержание быстрометящейся м Р Н К на ранних сроках действия акти-
номицина D, а т акже его комбинации с ЦГИ. Дальнейшие исследования это-
го вопроса, по-видимому, позволят изучить «поведение» быстрообмениваю-
щейся фракции м Р Н К в клетках асцитной гепатомы Зайдела. 

Авторы приносят глубокую благодарность А. В. Лихтенштейну за учас-
тие в планировании некоторых экспериментов и обсуждении полученных ре-
зультатов, а т акже Н . А. Александровой за помощь, оказанную при центри-
фугировании препаратов РНП-частиц в градиенте плотности CsCl. 
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D E G R A D A T I O N O F M R N A IN M A L I G N A N T C E L L S I N V I V O A F T E R I N H I B I T I O N 
O F P R O T E I N S Y N T H E S I S B Y C Y C L O H E X I M I D E 

V. A. Arbusov, G. D. Krechetovci, M. I. Pigareva 

L a b o r a t o r y of E n z y m o l o g y , Oncologic Research Cent re I n s t i t u t e ol E x p e r i m e n t a l 
Endoc r ino logy and Hormone Chemis t ry , Academy of Medical Sciences of the U S S R , 

Moscow 

Amoun t of p re l abe l l ed m R N A was una l t e r ed in Z a j h d e l asc i tes h e p a t o m a of ra t cells 
w i th in 3.5-4 hrs under condi t ions of t r e a t m e n t w i t h ac t i ncmyc in D. Due to ccmbined 
e f f ec t of ac t i ncmyc in D and cyc lohex imide the con ten t of m R N A in the h e p a t o m a cells 
was r a p i d l y decreased. Deg rada t i on of m R N A occurred in m e m b r a n e - b o u n d polyr iboso-
mes, free po lyr ibosomes and in cy top l a smic m R N P - p a r t i c l e s / i n fo rmoscmes / as a resul t 
of the ef fec t of cyc lohex imide . S i m u l t a n e o u s l y wi th these phenomena , d is t inc t increase 
in a c t i v i t y of acid and a l k a l i n e R N A a s e s was observed in cy top l a sma of the h e p a t o m a 
cells; a c t i v i t y of e n d o R N A a s e from membrane -bound and free po lyr ibosomes of the he-
pa toma was also m a r k e d l y increased . Cyc lohex imide did not a f f e c t the a c t i v i t y of poly-
nuc l eo t i de p h o s p h o r y l a s e in po lyr ibosomes of t he h e p a t o m a cells . Lab i l e p ro te ins , res-
ponsib le for i nh ib i t i on of R N A a s e s a p p e a r t to p a r t i c i p a t e in r egu la t ion of m R N A sta-
b i l i t y in ma l ignan t cells . 

УДК 612.397.3 .014.46:547.473.2 / .3 

4. Б. Кайране, Э. А. Бауманис, Е. Б. Бурлакова, В. 3. Горкин, 
И. Э. КалнинЯу Е. М. Молочкина 

ИЗМЕНЕНИЕ АНТИОКИСЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ ЛИПИДОВ 
ОРГАНОВ МЫШЕЙ И АКТИВНОСТИ МОНОАМИНОКСИДАЗЫ 

ПРИ ДЕЙСТВИИ ДИБЕНЗИЛГИДРАЗИДА 
D, L-ЯБЛОЧНОЙ КИСЛОТЫ 

Институт химической физики АН СССР, Институт биологической и медицинской химии, 
Москва , Р и ж с к и й медицинский институт 

Известно, что изменение интенсивности окислительных реакций в ли-
пидах мембран влияет на активность мембраносвязаниых ферментов. Пере-
киси липидов могут ингибировать [1, 2] , активировать [3] и трансформиро-
вать 14, 51 их активность. Наряду с непосредственным влиянием перекисей 
липидов на активность мембранных ферментов существует и другая возмож-
ность изменения их функционального состояния. Показано, что перекисиое 
окисление липидов вызывает изменение состава липидов и вязкости липидиой 
компоненты мембраны, что в свою очередь приводит к изменению активности 
мембраносвязаниых ферментов [6—8]. Направленно изменяя скорость пе-
рекисного окисления липидов разными воздействиями на организм, мож-
но направленно влиять на активность ферментов. 

Моноаминоксидаза (МАО) [амин : кислород оксидоредуктаза (дезами 
пирующая) флавинсодержащая, КФ 1.4.3.4 I связана с мембранными струк-
турами клетки (в основном с наружной митохондриальной мембраной) и осу-
ществляет окислительное дезаминирование первичных и вторичных моно-
аминов. Накопление продуктов перекисного окисления липидов как in 
vitro, так и in vivo не только приводит к снижению активности МАО, по 
и инициирует ее трансформацию [4, 5] . Последний термин обозначает яв-
ление качественно обратимого изменения каталитической активности МАО, 
в результате которого они приобретают свойство дезами пировать азотистые 
соединения (гистамин, диамины, полиамины и др.), не принадлежащие к 
числу субстратов МАО [5]. 

Ы2-алкилгидразиды карбоновых кислот, являющиеся аналогами суб-
стратов МАО и известные как ингибиторы активности МАО 19, 10], в опре-
деленных условиях обладают свойством вызывать трансформацию моноами-
ноксидазной активности [11 ]. В литературе описано свойство производных 
гидразина распадаться на свободные радикалы [12—14]. Можно было пред-
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положить, что благодаря этому свойству данные вещества могут влиять на 
общую скорость свободнорадикального окисления липидов и в соответствии 
с этим трансформировать активность фермента. 

Задачей нашей работы было изучить влияние ингибитора МАО — пред-
ставителя 1М2-алкилгидразидов карбоновых кислот — на активность фермен-
та и интенсивность окислительных процессов в условиях in vi t ro и in vivo. 
Целью работы являлось определение сходства или различия его действия в 
модельной системе и живом организме, изучение взаимосвязи между изме-
нением интенсивности перекисиого окисления липидов и трансформацией 
фермента и выявление вклада перекисиого окисления липидов в модифика-
цию активности МАО данным веществом. 

М е т о д и к а 

В работе использовали ингибитор МАО — д и б е н з и л г и д р а з и д D, L-яблочной 
кислоты, дигидрохлорид , синтезированный на кафедре фармацевтической химии Р и ж -
ского медицинского института . П р е п а р а т вводили в н у т р и б р ю ш и н и о беспородным мы-
шам обоего пола массой 17—25 г. Контрольным животным в н у т р и б р ю ш и н и о вводили 
физиологический раствор . Мышей содержали на общевиварном рационе . В день забоя 
их не к о р м и л и . Ж и в о т н ы х д е к а п и т и р о в а л и через определенные п р о м е ж у т к и време-
ни после введения п р е п а р а т а , и звлекали печень и мозг. Л и п и д ы из органов живот-
пых э к с т р а г и р о в а л и по методу Б л а я и Д а й е р а в модификации Кейтса [15]. 

Об интенсивности с в о б о д и о р а д и к а л ь н ы х окислительных реакций в липидах 
судили по аитиокислительиой активности (АОА) липидов , которую о п р е д е л я л и на 
метилолеатной окислительной модели [16]. АОА липидов х а р а к т е р и з о в а л и разницей 
периодов индукции при окислении метилолеата с добавленной липидной в ы т я ж к о й 

Дт 

(1 чистого метилолеата , где Дт — разность периодов индукции , с — концент-

р а ц и я липидов в метилолеате) . 
Д л я оценки в л и я н и я самого ингибитора МАО на процесс о к и с л е н и я метило-

леата в последний вместо л и п и д н о й в ы т я ж к и д о б а в л я л и спиртовой раствор дибензил-
гидразида D, L-яблочной кислоты в к о н ц е н т р а ц и я х 2 - 1 0 ~ 3 и 5 - 1 0 ~ 4 М . В контроль-
ный метилолеат д о б а в л я л и э т а н о л (4% по объему). Последний , к а к о к а з а л о с ь , не 
в л и я е т на кинетику окисления метилолеата . Окисление проводили при бО + ^ С . 

П р е п а р а т ы митохондрий мозга мышей д л я определения моноаминоксидазной 
и свойственной т р а н с ф о р м и р о в а н н ы м МАО активности в ы д е л я л и методом Шнейдера 
и Хогебума [17]. Активность МАО находили методом изотермической отгонки обра-
зовавшегося аммиака с последующей несслеризацией [18, 19]. В качестве субстратов 
использовали серотонин, к р е а т и н и н - с у л ь ф а т в концентрации 10~~:з М и гистамина 
г и д р о х л о р и д в концентрации 10~2 М. 

Содержание белка в суспензии митохондрий определяли биуретовым методом 
[20], содержание серотонина в т к а н я х — по Юденфренду [21, 22], гистамина — по 
Шору и Мещеряковой [23—25]. 

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

Дибензилгидразид D,L-яблочной кислоты модифицирует (трансформи-
рует) активность МАО in v i t ro в концентрации 10~ 'л М при 5-минутной пре-
иикубации с митохондриальной фракцией. 

Основной задачей нашей работы было изучение свойства ингибитора 
МАО трансформировать активность фермента in vivo. 

Ранее было установлено, что введение животным дибеизилгидразида 
Р ,L-яблочной кислоты ингибирует активность МАО [25]. Наряду с инги-
фирующим эффектом данный препарат в определенных дозах вызывает 
появление гистаминдезамииазной активности, что свидетельствует о транс-
формации МАО. На рис. 1, а представлены данные о свойствах ингибитора 
МАО вызывать трансформацию фермента митохондрий мозга мышей через 
18 ч после введения препарата. Как следует из рисунка, трансформацию вы-
зывает ингибитор в интервале доз 60—130 мг/кг. На рис. 1, б отражено по-
явление при исследовании в течение суток несвойственной ферменту в норме 
гистаминдезамииазной активности в ответ на однократное введение инги-
битора МАО в дозе 100 мг/кг. Как видно из рис. 1, появление активности, 
свойственной трансформированной МАО, наблюдается через 6 ч после вве-



дения препарата, максимальная гнстаминдезаминазная активность отмечена 
через 12, 15 и 18 ч. Через 21 ч наступает уменьшение гистаминдезаминазной 
активности. Обнаруженное в описанных выше опытах индуцирование ги-
стаминдезаминазной активности, свойственной модифицированному фер-
менту, согласуется с результатами изучения изменений в содержании ги-
стамина и серотонина в т к а н я х мозга. Установлено, что препарат в дозе 
100 мг/кг через 18 ч после введения вызывает снижение уровня гистамина 
в тканях мозга на 43% и увеличение уровня серотонина на 150% по сравне-
нию с контролем. 

Таким образом, исследованный ингибитор МАО обнаруживает свойство 
вызывать трансформацию фермента как in vi t ro , так и in vivo. Характер 

Рис. П . г Г н с т а м и н д е з а м и н а з н а я актив-
ность МАО митохондрий мозга мышей 
в зависимости от дозы 1\12-дибензилгид-
разида — D, L-яблочной кислоты (а) и 
времени после введения препарата в 

дозе 100 м г / к г (б). 

Рис . 2. Кинетические к р и в ы е н а -
копления г и д р о п е р е к и с е й п р и 
окислении чистого м е т и л о л е а т а 
( / ) и метилолеата в п р и с у т с т в и и 
ингибитора МАО в концентр а ц и ях 
5 . 1 0 - ' и 2 - К ) - 3 М (кривые 2 и 3 

соответственно). 

влияния ингибитора (только ингибирование или ингибирование и трансфор-
мация) зависит от введенной дозы и времени после введения. Трансформи-
рующее влияние ингибитора МАО на фермент может быть связано с его воз-
действием на процессы перекисного окисления липидов. 

На рис. 2 приведены кинетические кривые накопления гидроперекисей 
при окислении чистого метилолеата и метилолеата с растворенным в нем 
ингибитором МАО в двух разных концентрациях. К а к видно из рис. 2, 
дибензилгидразид D,L-яблочной кислоты в модельной системе ускоряет пе-
рекисное окисление метилолеата, при этом ускорение процесса окисления 
тем сильнее, чем больше его концентрация в метилолеате. Промотирующее 
окисление воздействие ингибитора МАО вызвано, вероятно, свойством 
производных гидразина образовывать радикалы 1.12—14]. 

Исходя из этих результатов, можно было предположить, что данный ин-
гибитор также будет усиливать процесс перекисного окисления липидов, 
протекающий в живом организме. Однако при введении препарата животным 
проявляется его двойственное действие на АОА липидов — он может как 
повышать, так и понижать АОА. Эффект зависит от дозы и времени после 
введения. На рис. 3 представлено АОА липидов мозга мышей. 

К а ж д а я точка па рис. 3—5 представляет собой среднее двух экспери-
ментов. Графически обозначенная погрешность включает в себя как био-
логический разброс, так и ошибку измерений. Там, где погрешность на ри-
сунках не обозначена, она лежит в пределах нанесенных па график кружков , 
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являющихся символами экспериментальных точек. Как видно из величин 

— , обе дозы ингибитора МАО в первые часы после введения повышают 
Дт 

— липидов мозга по сравнению с контролем. Препарат в дозе 120 мг/кг 
Д т 

через 8 ч после введения вызывает существенное снижение величины — 
Дт 

липидов. Еще большее снижение — наблюдается через 12 ч после ииъек-

дии. Доза 30 
мозга, хотя 

Д т 
снижение —-

иие через 24 ч после введения. Ана-
логичную с описанной выше картину 
изменения АОА липидов в первые 
часы после введения данного вещест-
ва животным можно наблюдать и в 
печени (см. рис. 4). Доза 30 мг/кг 

Д1,мл/г 

9.00 13.00 16.00 20.00 

-1000 -I 

8.00 <у 

-2000 

Р и с . 3 . И з м е н е н и е А О А л и п и д о в м о з г а 
п о с л е о д н о к р а т н о г о в в е д е н и я и н г и б и т о р а 

М А О . 
1 и 2 — доза и н г и б и т о р а 30 и 120 м г / к г в т е ч е н и е 

с у т о к ; 3 — к о н т р о л ь н ы е ж и н о т п ы е . 
П о оси абсцисс : н а в е р х у — иремя с у т о к , в н и з у — 

в р е м я п о с л е в в е д е н и я п р е п а р а т а (в ч) . 

Р и с . 4 . К о л и ч е с т в о п е р е к и с е й в о к и с -
л я в ш е м с я в т е ч е н и е 6 0 ч м е т и л о л е а т е . 
1 — к о н т р о л ь н ы е ж и в о т н ы е ; 2 — м е т и л о л е а т 
о к и с л я л с я в п р и с у т с т в и и л и п и д н ы х в ы т я ж е к , 
э к с т р а г и р о в а н н ы х из печени мышей после 
о д н о к р а т н о г о в в е д е н и я 30 м г / к г и н г и б и т о р а 
МАО; 3 — то ж е п о с л е о д н о к р а т н о г о в в е д е н и я 

120 м г / к г . 
П о оси о р д и н а т п р и в е д е н о к о л и ч е с т в о гидро 
п е р е к и с е й в м е т и л о л е а т е , о к и с л я ю щ е м с я в те-
чение 60 ч в п р и с у т с т в и и л и п и д н о й в ы т я ж к и 
из печени к о н т р о л ь н ы х ж и в о т н ы х и ж и в о т -
ных , к о т о р ы м был введен п р е п а р а т , но оси 

абсцисс — время после введения п р е п а р а т а . 

через 1 ч после введения вызывает увеличение количества перекисей 
(Снижение АОА липидов), но через 2 ч после введения наблюдается 
уменьшение их количества (повышение АОА). Это отмечается также через 
3 и 8 ч после введения препарата. 

В дозе 120 мг/кг изучаемый ингибитор МАО в первые часы после вве-
дения не вызывает существенных изменений в интенсивности окислительных 
реакций в липидах. Через 3 ч начинается значительное уменьшение АОА. 

На рис. 5, а и б представлены изменения АОА липидов печени в течение 
6 сут после однократного введения дибензилгидразида D,L-яблочной кис-
лоты. Из рисунка видно, что влияние ингибитора МАО проявляется и в 
поздние сроки после введения. В данном случае наблюдаются также зави-
сящие от дозы различия в действии препарата на окислительные процессы 
в липидах. 

Следует отметить, что характер действия ингибитора МАО на интенсив-
ность перекисиого окисления липидов зависит от времени года. Это, по-
видимому, связано с различным первоначальным уровнем АОА у интактных 
животных, который, как известно (61, изменяется от сезона к сезону. Вве-
дение ингибитора МАО в дозе 120 мг/кг при низком исходном уровне АОА 
у животных (1150 ед. в летний период) не вызывает понижения АОА липидов. 
Ei этих условиях не было обнаружено и трансформации ферментативной ак-
тивно ст и. 

мг/кг не оказывает существенного влияния на АОА липидов 
отмечается некоторое 

через 8 ч и повыше-

1300 16.00 20.00 
J I I I ' I I „ 
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Таким образом, в модельной системе дибензилгидразид D,L-яблочной 
кислоты ускоряет перекисное окисление метилолеата, что может быть свя-
зано со свойством производных гидразина образовывать реакциопноспособ-
пые радикалы. В живом организме характер влияния ингибитора МАО на 
окисление липидов как в мозге, так и в печени зависит от введенной дозы 

АОА,ч-мл/г 
5000 

)он троль 

0 20 40 60 80 100 120 140 20 40 60 80 100 120 

Рис. 5. Изменение АОА липидов печени мышей в течение 6 сут после 
однократного внутрибрюшинного введения ингибитора МАО в дозе 
30 мг /кг ( /) и 120 мг /кг (2). Ж и в о т н ы х забивали в 12 ч при исходном 

уровне АОА 2000 ед. (а) и 1150 ед. (в). 

и времени после введения. Это может быть обусловлено действием продуктов 
превращения ингибитора МАО в организме, которые могут оказывать двой-
ственное действие на АОА, являясь , например, ингибиторами радикальных 

реакций. Кроме того, влияние ингибитора 
МАО на АОА липидов in vivo может быть 
обеспечено вкладом в АОА повышенного 
уровня моноаминов, вызванного в тканях 
иигибированием моиоаминоксидазиой актив-
ности фермента. 

Представляется интересным сопоставить 
данные о влиянии ингибитора МАО на ак-
тивность фермента с данными о его влиянии 
на АОА липидов. Как уже было отмечено, 
препарат в дозах 25—50 мг/кг вызывает толь-
ко ингибирование активности ферментов [251 
и не вызывает трансформации. В интервале 
этих доз наблюдалось повышение АОА 
липидов органов при действии ингибитора 
МАО. Доза 120 мг/кг, вызывающая транс-
формацию активности фермента, усиливает 
процесс перекисного окисления липидов 
органов. Таким образом, имеется соответствие 
в характере влияния изучаемого вещества 
на АОА липидов и активность фермента. 

Методом линейной регрессии установлено наличие статистически до-
стоверной связи между АОА липидов мозга и гистаминдезаминазной ак-
тивностью, свойственной трансформированному ферменту после введения 
препарата (рис. 6). 

Приведенные данные по влиянию разных доз препарата на активность 
фермента и АОА липидов позволяют предположить, что трансформирующее 
воздействие исследуемого соединения осуществляется продуктами перекис-
ного окисления липидов, на уровень которого влияет ингибитор МАО. 

Однако следует учитывать, что интенсификация перекисного окисления 
липидов влечет за собой изменение состав липидов, микровязкости липидной 
компоненты мембраны, что в свою очередь может сказываться на функцио-
нальном состоянии мембранных ферментов, в том числе и МАО. 

0 I 1 1 1— 
-1000 -2000 -3000 

АО А,ч-мл/г 

Рис . 6. Л и н и я регрессии, 
х а р а к те р и з у ю щ а я в з а и м о с в я з ь 
между изменением АОА ли-
пидов мозга и гистаминдеза-
миназной активностью МАО 
митохондрий мозга после вве-

дения ингибитора МАО. 
К о э ф ф и ц и е н т л и н е й н о й р е г р е с с и и 
5 , 8 . 10 4 ч=0,8. 10 4 ( з н а ч и м о о т л и -

чен от 0). 
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E F F E C T O F D I B E N Z Y L H Y D R A Z I D E O F D , L - M A L I C A C I D O N T H E 
A N T I O . X I D A T I V E A C T I V I T Y O F L I P I D S A N D O N T H E M O N O A M I N E O X I D A S E 

A C T I V I T Y I N M O U S E T I S S U E S 

Ch. B. Kayrane, E. A. Baumanis, E. B. Burlakova, V. Z. Gorkin, 
I. E. Kalninya, E. M. Molochkina 

I n s t i t u t e of Chemica l P h y s i c s , A c a d e m y of Sciences of t h e U S S R , I n s t i t u t e of Bio logica l 
and Medica l C h e m i s t r y , A c a d e m y of Medica l Sciences of t he U S S R , Moscow, 

S t a t e Medical Schoo l , R iga 

A d m i n i s t r a t i o n of d i b e n z y l h y d r a c i d e of D , L - m a l i c ac id ( i n h i b i t o r of m o n o a m i n e 
ox idase ) i n t o a n i m a l s caused not on ly i n h i b i t i o n bu t a lso t r a n s f o r m a t i o n of t h e m i t o c h o n -
dr ia l m o n o a m i n e o x i d a s e a c t i v i t y , wh ich ac iqu i r ed t h e p r o p e r t y to d e a m i n a t e h i s t a m i n e . 
E f f e c t of t h e m o n o a m i n e o x i d a s e i n h i b i t o r on t h e a n t i o x i d a t i v e a c t i v i t y of l i p id s f rom 
m o u s e l iver and bra in t i s sues was s t u d i e d . E f f e c t of t he dose a d m i n i s t e r e d and of t h e 
pe r iod of i t s ac t ion a f t e r a d m i n i s t r a t i o n were c h a r a c t e r i z e d . I n f l u e n c e of t he i n h i b i t o r on 
o x i d a t i o n of m e t h y l o l e a t e was a lso s t u d i e d in a mode l s y s t e m . T h e da ta o b t a i n e d sugges t 
t h a t t h e t r a n s f o r m a t i o n - p r o d u c i n g e f f e c t of t h e s u b s t a n c e was not r e l a t e d to i ts i m m u d i a t e 
ac t ion on t h e enzyme m o l e c u l e b u t was a p p a r e n t l y clue to i t s i n f l u e n c e on t he i n t e n s i t y 
of l i p id p e r o x i d a t i o n in m e m b r a n e s . 
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Л. Розынов 

МОДИФИКАЦИЯ МЕТОДА ОПРЕДЕЛЕНИЯ 16N 
В БИОЛОГИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ 

Всесоюзный кардиологический научный центр и Институт биоорганической химии 
им. М. М. Шемякина, Москва 

При изучении азотистого обмена с помощью изотопа 1 5N возникает 
необходимость разделения и очистки азотсодержащих органических соеди-
нений, перевода их азота в аммонийную форму, последующего выделения 
аммиака дистилляцией (диффузией) для окисления до молекулярного азота 
11—4]. Образцы азота для анализа изотопного состава не должны содержать 
примесей, искажающих результаты измерений (аминов, окиси углерода, оки-
си азота, азота воздуха и др.) [5]. В связи с этим приобретает большое зна-
чение подготовка образцов молекулярного азота для изотопного анализа. 
В настоящей работе описан метод определения включения 1 6 N в свободные 
аминокислоты и мочевину сердечной мышцы. Он может быть применен для 
определения изотопного состава азота этих соединений в биологических жид-
костях. Преимуществами метода перед ранее описанными в литературе 13, 
6.1 являются исключение стадий расщепления органических веществ по 
Кьельдалю и окисления аммиака до азота и высокая чувствительность, поз-
воляющая снизить количество азота в пробе до 100 мкг. 

М е т о д и к а 

Реактивы и изотопы. В работе использовали : цитрат л и т и я , гидрат окиси л и т и я , 
ацетат н а т р и я , п и к р и н о в у ю кислоту , иингидрии, с о л я н у ю кислоту , бридж-35 («Мегск», 
Ф Р Г ) ; окись н и к е л я , цеолит СаА — 100 меш (СССР); смолы: М-72 ( « В е с к т а п » , США), 
DC-3 («Pierce», США), Dowex 2 X 8 (100—200 меш), Dowex 5 0 X 8 — 200 меш («Serva», 
Ф Р Г ) , полисорб-1 (СССР); ацетат аммоиия- 1 бЫ (95,4 ат. % N), 1 -аспарагиновую кис-
л о т у - 1 1 ^ (95,8 ат. % N), 1-аланин-1 бЫ (98 ат. % N), 1-глутаминовую кислоту- 1 5Ы -
95 ,8 ат. % («VEB Ber l in chemie», Г Д Р ) . Б е з а м м и а ч н у ю воду получали на деминера-
лите «Зеролит» (Англия) . 

Разделение аминокислот и мочевины. Выделение свободных аминокислот и мо-
чевины, меченных 1 6 N, из безбелкового тканевого э к с т р а к т а проводили на препара -
тивной к о л о н к е ( 2 , 5 X 6 0 см) аминокислотного а н а л и з а т о р а «Бекмаи М-121» при 40 С. 
К о л о н к у з а п о л н я л и смолой М-72. Элюцию проводили литий-цитратным буфером 
р Н 2 ,80 |8] со скоростью 260 мл/ч. П р е д в а р и т е л ь н о буфер п р о п у с к а л и через смолу 
DC-3 ( 0 , 9 X 2 0 см) д л я у д а л е н и я ионов аммония . Вытекающий из колонки элюат раз -
д е л я л и на два потока: один со скоростью 60 мл/ч поступал в фотометр а н а л и з а т о р а 
для регистрации выхода веществ, другой — со скоростью 200 мл/ч — на к о л л е к т о р 
ф р а к ц и й . Расчет внутриклеточного с о д е р ж а н и я аминокислот и мочевины проводили 
стандартным способом; внутренним стандартом с л у ж и л норлейции . Содержание внут-
риклеточной воды в сердце крысы принимали равным 0,56 мл на 1 г т к а н и [7]. Вне-
клеточное с о д е р ж а н и е н и и г и д р и н п о л о ж и т е л ь н ы х соединений принимали равным 0 . 

Обессоливание аминокислот и мочевины. Ф р а к ц и и аминокислот и мочевины очи-
щали от компонентов буфера при помощи ионообменных смол. Аминокислоты обес-
силивали на колонке ( 0 , 9 x 1 0 см) с Dowex 5 0 x 8 в Н + -форме [2]. Подкисленные 
до р Н 2,0 ф р а к ц и и аминокислот наносили на колонку со скоростью I мл/мин. Колон-
ку промывали 10 мл 0,02 и. НС1. Аминокислоты э л ю и р о в а л и 0 ,5 н. L iOH до появ-
л е н и я щелочи . Элюат у п а р и в а л и в в а к у у м е при 40°С. Остатки, содержащие амино-
кислоты и хлорид л и т и я , высушивали досуха в эксикаторе над Р 2 0 5 . Ф р а к ц и ю мо-
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чевины последовательно п р о п у с к а л и через колонку 0 , 9 x 1 0 см с Dowex 5 0 x 8 , элю-
и р у я 5 мл 0,02 н. НС1, и к о л о н к у 0 , 9 x 1 0 см с Dowex 2 x 8 в форме C l _ j э л ю и р у я 
10 мл безаммиачной воды, со скоростью 5 мл/мин. Элюат у п а р и в а л и в в а к у у м е при 
40°С и высушивали над Р2Об. 

Выделение азота аминокислот и мочевины. Д л я препаративного выделения азота 
мочевину и аминокислоты с ж и г а л и при 900°С в а н а л и з а т о р е C H N - 2 в присутствии 
окиси н и к е л я в токе гелия . Продукты о к и с л е н и я — азот, у г л е к и с л ы й газ , окись угле-
рода, воду — р а з д е л я л и на хроматографической колонке а н а л и з а т о р а , з аполненной 
полисорбом-1, при 30°С. Азот у л а в л и в а л и на 50 мг цеолита СаА в ампуле при ох-
л а ж д е н и и ж и д к и м азотом. А м п у л ы предварительно п р о к а л и в а л и в токе гелия при 
300°С. Количество азота в сжигаемой пробе определяли по площади пика на хрома-
гограмме. Д л я определения изотопного состава веществ требовалось 100 мкг азота . 

Определение изотопного состава азота. Изотопный а н а л и з азота мочевины и 
аминокислот о п р е д е л я л и при помощи масс-спектрометра МИ-1305 с д в у х к а н а л ь н о й 
системой ввода путем с р а в н е н и я с пробой азота известного состава . В качестве стан-
дарта использовали азот с изотопным составом 0 ,365% 1 5N и 99 ,635% 1 4 N [8]. При 
измерении изотопного состава регистрировали величину о, определяемую по формуле: 
Расчет с о д е р ж а н и я 1 5N в исследуемых о б р а з ц а х проводили по формуле : 

2 9 Д ^ о б р а з ц а 1V 100(%). 

Насчет содержания 15N в исследуемых образцах проводили по формуле: 

Ат. % l r W o 6 p a 3 U a = 0 ,365 ( щ + 1 

Точность измерения на приборе составляла + 1 , 5 % . 

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

Наиболее эффективное препаративное разделение компонентов кислой 
фракции свободных нингидринположительных соединений ткани сердца 
крысы достигается на смоле М-72 («Весктап» № В 3020401 — см. рисунок). 
При использовании смолы «Зе-
ролит» (25—40 мкм) и нитрий-
цитратиого буфера по методике 
19] не происходит полного раз-
решения триплета аспарагин 
глутаминовая кислота — глута-
мин, глицина и аланина. Зна-
чител ьное кол и чество та у р ина 
в сердечной мышце крысы за-
тр удн я ет выделен и е фр а к ци и 
мочевины. Полное разделение 
этих веществ наблюдали при ис-
пользовании более кислого бу-
фера (рН 2,5) и понижения 
температуры колонки до 25 °С. 
Данные о содержании некоторых 
свободных аминокислот сердца 
крысы, определенное препаративной хроматографией тканевого экстракта , 
приведены в табл. 1. Эти данные хорошо согласуются с результатами, по-
лученными ранее аналитическими методами [7, 9—11]. 

Д л я определения выхода азота после обессоливания веществ стандарт-
ную смесь мочевины и аминокислот, указанных в табл. 1, количество ко-
торых соответствовало содержанию в 5 г ткани, наносили на колонку анали-
затора. Фракции мочевины, аспарагиновой кислоты, глутамина, глутамино-
вой кислоты, аланина собирали и обессоливали. Количество азота в каждой 
фракции определяли с помощью CHN-анализатора . Данные опыта сопостав-
лены с расчетными величинами в табл. 2. Выход азота из фракций аспараги-
новой, глутаминовой кислот, аланина, глутамина близок к теоретическому. 
Содержание азота мочевины ниже расчетного из-за отбора лишь части фрак-
ции этого вещества. Во всей собранной фракции количество азота достовер-

Хроматограмма кислой фракции безбелкового 
тканевого экстракта сердечной мышцы крысы. 
1 — цистеииовая кислота; 2 — таурин; J — фосфо-
этаноламии; 4 — треонин; 5 — серии; 6 — пролин; 

7 — ц и т р у л л и н . 
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но превышало (на 20%) расчетное за счет таурина. Выход азота глутамино-
вой кислоты был выше теоретического при пониженном содержании азота 
фракции глутамина. 

Результаты определения изотопного состава азота аминокислот с извест-
ным содержанием 1 6 N приведены в табл. 3. Из нее видно, что изотопный 

Т а б л и ц а 1 

Содержание некоторых азотистых сое-
динений сердца крысы после отмывки от 
крови 20 мл раствора Кребса Ханзе-

л мйта 

Т а б л и ц а 2 

Выход азота из фракций мочевины и амино-
кислот после обессоливани51 

С о е д и н е н и е 

К о н ц е н т р а ц и я 
в сердечной м ы ш ц е 

С о е д и н е н и е М К МО л ь 
на 100 мл 
;жст|> а к 

та 

мкг на 1 г 
т к а н и 

Таурии 4800 ; 400 3 3 6 0 + 3 3 6 
Мочевина 250 ± 5 0 8 0 ± 1 6 
Аспаратиповая 

кислота 204 Н-9 152 ,5+7 ,6 
Серии 40--»-1 2 3 , 5 + 0 , 6 
Треонин Г>() 1 2 3 3 , 3 + 1 , 3 
Аспарагин 56 ± 9 4 1 , 4 ± 6 , 8 
Глутаминовая 

кислота 7 7 0 + 2 0 6 3 3 , 8 + 1 6 , 8 
Гл у та ми и 8 0 0 + 3 0 6 5 4 + 2 5 
Пролии 4 0 1 К) 2 5 , 8 + 4 , 1 
Глицин 3 8 + 1 16 ,0+0 ,5 
Алании 3 0 2 + 5 150 ,5+3 ,8 
Цитруллии 2 5 + 5 2 4 , 5 + 4 , 6 

К о л и ч е с т в о в е щ е с т в а , 
н а н е с е н н о г о на 

к о л о н к у , мг 

С
од

ер
ж

ан
и

е 
аз

от
а 

р
ас

-
че

тн
ое

, 
м

г 

К
ол

и
че

ст
во

 
вы

де
ле

н
н

о-
го

 
аз

о
та

, 
м

г 

В
ы

хо
д 

аз
о

-
та

, 
%

 

Мочевина, 0,4 0,184 0,125 67,9 
0,110 59,7 
0,135 73,4 

Аспарагиновая кис- 0,070 0,074 105,7 
лота, 0,76 0,058 82,8 

0,060 85,7 
Глутаминовая кислс- 0,201 0,320 106,3 

лота, 3,17 0,316 104,9 
0,328 108,9 

Глутамии, 3,27 0,627 0,538 85,8 
0,520 82,9 
0,522 83,2 

Алании, 0,75 0,118 0,102 86,5 
0,112 94,9 
0,108 91,5 

Т а б л и ц а 3 
Изотопный состав азота мочевины и аминокислот со стандартным содержанием 16N 

С т а н д а р т 
Кол ичестпо 
1 6 N в с т а н -
д а р т е , мкг 

К о л и ч е с т в о 
1 4 N в с т а н -
д а р т е , мкг 

И з б ы т о к 
ат . % в 

с т а н д а р т е 
И з б ы т о к ат . % 

J 5 N в а з о т е 

Мочевина 23,5 12,965 0,181 0 ,176+0 ,006 
0 ,184+0 ,008 
0 ,179+0 ,005 

Глутаминоная кислота 141,0 12,965 1,086 1,076+0,006 Глутаминоная кислота 
1 ,081+0,007 
1,069+0,010 

Алании 47,0 12,965 0,361 0 ,368+0 ,008 
0 ,352+0 ,008 
0,351 + 0 , 0 0 6 

Аспарагинсвая кислота 94,0 12,965 0,719 0 ,710+0 ,005 Аспарагинсвая кислота 
0 , 7 0 7 + 0 , 0 ' 0 
0,706 1 0,008 

состав в образцах, полученных сжиганием аминокислот в CHN-анализаторе 
с точностью ошибки измерения ±0 ,005—0,01 ат. %, соответствует содер-
жанию 1 5 N в стандартах. Это свидетельствует о том, что при разделении про-
дуктов сгорания на колонке CHN-анализатора и запаивании ампул не про-
исходит загрязнения азота и разбавления его воздухом. 

Вся последовательность операций по разделению меченных 1 5 N соедине-
ний тканевого экстракта и их очистке, приготовлению образцов азота для 
изотопного анализа была выполнена на стандартной смеси (см. табл. 1), со-
держащей мочевину (0,546 ат. % 1 6 N), глутаминовую кислоту (1,451 ат. % 

784-



N), аланин (0,726 ат. % 1 5 N), аспарагиновую кислоту (1,084 ат. % 1 5 N). 
Количество веществ в смеси соответствовало их содержанию в 5 г ткани серд-
ца. Изотопный состав азота этих соединений, а также выделенного из смеси 
глутамина отвечает исходному содержанию 1 5 N в этих соединениях (табл. 4). 
Обращает на себя внимание пониженное содержание 1 5 N в образцах глута-
мииовой кислоты и мочевины. Очевидно, гидролиз глутамина до глутамиио-
вой кислоты и аммиака, происходящий при разделении компонентов смеси 

а колонке аминокислотного анализатора 112, 13], приводит к увеличению 
содержания немеченой глутаминовой кислоты. Этот вывод подтверждается 
данными табл. 2, указывающими на низкий выход азота фракции глутами-

Т а б л и ц а 4 

Изотопный состав азота аминокислот и мочевины выделенных из стандартной смеси 

Всщсстпо Ат. % l 5 N и с х о д и . Ат. % l 6 N а з о т а И з м е н е н и е * 

Мсчевина 0,546 0,518-1-0,007 — 3 . 6 6 + 0 , 0 5 
0 , 5 0 2 + 0 , 0 0 9 —8,05 + 0,14 
0,5201-0,006 — 4 , 7 6 + 0 , 0 5 

А с л a p а г и но в а я кисло та 1,084 1,062-1-0,010 — 2 , 0 3 + 0 , 0 2 А с л a p а г и но в а я кисло та 
1,068-1-0,008 — 1,47+0,01 
1 ,060+0,006 —2,21 + 0 , 0 1 

Ллутак' и новая кислота 1,451 1,354-1-0,005 — 6 , 6 8 + 0 , 0 2 Ллутак' и новая кислота 
1,362-1-0,006 — 6 , 0 5 + 0 , 0 2 
1 ,348 + 0 , 0 0 8 —7,10 + 0,01 

J л у та ми н 0 ,365 0 , 3 6 7 + 0 , 0 0 7 + 0 , 5 5 + 0,01 J л у та ми н 
0,370 : 0,00Г) + 1 ,40+0,01 
0,374-1-0,005 + 2 , 4 6 + 0 , 0 3 

Алании 0,726 0 , 7 1 6 + 0 , 0 0 5 1 ,38+0,01 
0 , 7 1 2 + 0 , 0 0 6 — 1 ,93+0 ,01 
0,710 ! 0,010 — 2 , 2 0 + 0 , 0 2 

* Процент от исходного ат. % l f tN. 

на и, как следствие, — обеднение пробы азотом-15. Не исключено, что в 
случае высокого содержания I 6 N в аминогруппе глутамина можно ожидать 
загрязнения азота глутаминовой кислоты 1 5 N. Азот глутамина в условиях 
опыта не обогащался : l 5N. 

Обеднение 1 5 N фракции мочевины может быть связано с недостаточно 
полным отделением ее от таурина. 

Повторное использование одной и той же порции смолы М-72 для раз-
деления соединений, меченных 1 6 N, не приводит к ее загрязнению тяжелым 
азотом при условии регенерации колонки 2 н. L iOH в течение 1 ч после каж-
дого опыта. 

Изложенный выше метод определения l f )N был использован при изучении 
утилизации аммиака 1GN аминокислотами и мочевиной сердца крысы. 
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A m e t h o d is descr ibed for p r e p a r a t i o n of n i t rogen samples and e s t ima t ion of ] 6 N 
concent ra t ion in free amino ac ids and urea , i so la ted from hea r t mucs le , using mass-spec-
t romet r i c ana lys i s . Components of t he t i ssue e x t r a c t s were s e p a r a t e d a t t he p r e p a r a t i v e 
scale; amino acids and urea were desa l ted by means of ion exchange c h r o m a t o g r a p h y . 
C H N - a n a l y z e r was used to measu re content of n i t rogen in urea and amino acids . The met -
hod requ i red abou t 100 },ig of n i t rogen for t he i so tope ana lys i s . 
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