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ВОПРОСЫ Медицинской 

ХИМИИ 



УДК « 1 2 . 1 1 3 - 0 8 

А. Ш. Бышевский, В. А. Чирятьев, М. К• Умутбаева 

ВЫДЕЛЕНИЕ ИНГИБИТОРА САМОСБОРКИ ФИБРИНА 
ИЗ ПЛАЗМЫ КРОВИ И ЭКСТРАКТОВ ТКАНЕЙ 

Кафедра биохимии медицинского института , Тюмень 

Ранее мы обнаружили в плазме (сы-
воротке) крови человека и ряда жи-
вотных, а также в тканях животных 
ингибитор самосборки фибрина 12- 4], 
который отличается по ряду свойств от 
обладающих антиполимеризационной 
активностью фрагментов D и комплек-
сов гепарина с прокоагулянтами [10]. 
Торможение самосборки обусловлено 
свойством ингибитора образовывать 
комплексы с мономерным и олигомер-
ным фибрином за счет электростатиче-
ских взаимодействий 15, 9]. Изменения 
содержания ингибитора в тканях и 
крови при воздействиях, угнетающих 
или активирующих тромбииогенез, сви-
детельствуют о его регулягорной роли 
в гемостазе 1.8]. 

В настоящей работе описаны приемы 
выделения из плазмы и тканевых эк-
страктов гомогенного ингибитора са-
мосборки фибрина. 

М е т о д и к а 

Активность ингибитора в плазме, экстрак-
т а х тканей и д р у г и х м а т е р и а л а х , получаемых 
в процессе выделения , определяли по их 
в л и я н и ю на скорость самосборки в системе 
0,4 мл 0 ,075 М боратиого буфера р Н 7,6 — 
0,1 мл 0,14 М раствора хлорида натрия — 
0,1 мл 0 ,03% раствора мономерного фибрина . 
З а м е н я я раствор хлорида натрия на иссле-
дуемый материал , устанавливали его влия -
ние на скорость самосборки (величина , обрат-
ная продолжительности , измеряется в с - 1 ) . 
Эффективность т о р м о ж е н и я рассчитывали по 
формуле / = 1 — Vq/Vk, где VQ и VK — ско-
рость самосборки в опыте и контроле соответ-
ственно. Количество ингибитора в ы р а ж а л и в 
условных единицах активности (ЕА) с по-
мощью калибровочного графика [4]. Гомоген-
ность препаратов ингибитора контролировали 
методом тонкослойной хроматографии на бу-
маге FN-11 в системе бутанол — л е д я н а я 
у к с у с н а я кислота — вода в соотношениях 
1 : 1 : 5 и 4 : 1 : 4 (обе смеси пропускали 
двукратно) . Гидролиз гомогенного ингибито-
ра проводили, как описано ранее [6]. Амино-
кислотный состав гидролизатов устанавли-
вали методом хроматографии на бумаге FN-11 
и на пластинках «Фиксион» 5 0 X 8 , электрофо-
реза на бумаге FN-12 и комбинацией электро-
фореза и хроматографии [6]. 

Д л я определения м о л е к у л я р н о й массы ис-
пользовали гель -фильтрацию через колонку 
«(се фа деке G-50, 10X400 мм, скорость протока 
:20 мл/ч) , к а л и б р о в а н н у ю рибофлавином, окси-

тоцином, цианокобаламином, цитохромом с 
и трипсином. 

Мономерный фибрин в ы д е л я л и из бычьей 
плазмы [7]. Кровь и органы брали у нарко-
тизированных животных (белые крысы), пер-
ф у з и р у я сосудистую систему после отбора 
пробы крови 0,14 М раствором хлорида нат-
рия до обесцвечивания оттекающей ж и д к о с т и . 
Т к а н и гомогенизировали (250 мг в 1 мл 0,14 М 
раствора хлорида натрия , с теклянный гомо-
генизатор , 2000 об/мин), гомогенат разбав-
л я л и тем же растворителем в 10 раз и ос-
в о б о ж д а л и с ь от грубых частиц центрифуги-
рованием (8000 g, 25 мин). 

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

Путем изменения продолжительности 
диализа, соотношения диализата и геля, 
рН и ионной силы элементов была 
найдена совокупность условий, позво-
ляющих получить достаточно очищен-
ный препарат ингибитора самосборки 
фибрина [1]: 

1) 0,5 л цитратной плазмы крови 
(3,8%, 1 : 9) дефибрииируют нагрева-
нием (56 °С, 10 мин) и центрифугиро-
ванием (1,250 g, 15 мин); 

2) дефибринированную плазму диа-
лизуют через купрофан (мембрана гид-
ратцеллюлозная для гемодиализа) про-
тив дистиллированной воды ( 1 : 2 ) , ме-
няя воду 5 раз через каждые 4 ч. Диа-
лизат выпаривают на кипящей водя-
ной бане до объема 50 мл; 

3) сконцентрированный диализат сме-
шивают с 180—200 мл геля ДЭАЭ-сефа-
декса А-25, экспонированного не менее 
6 ч в 0,05 М аммонийно-ацетатном бу-
фере рН 7,6 и помешивают при комнатной 
температуре 30 мин. Полученной смесыо 
заполняют стеклянную колонку (15 X 
Х500 мм); 

4) после сформирования столбика 
геля через колонку пропускают после-
довательно по 300 мл 0,05 и 0,10 М, а за-
тем 800 мл 0,15 М аммонийно-ацетат-
ного буфера рН 7,6. При пропускании 
последнего буфера элюат собирают 
порциями по 10 мл и определяют в каж-
дой содержание ингибитора; 

5) фракции, содержащие ингибитор, 
объединяют, летучий буфер удаляют 
выпариванием на кипящей водяной ба-



не, сухой остаток растворяют в необхо-
димом к о л и ч еств е ди сти л л и р ов а н н о й 
воды (не менее 5 мл) и отделяют центри-
фугированием нерастворившиеся ча-
стицы. В растворе содержится ингиби-
тор самосборки фибрина — 28 0 0 0 ± 
±930 ЕА из 1 л плазмы (около 100% 
исходного содержания). 

Молекулярная масса ингибитора из 
плазмы крови крысы, по данным гель-
фильтрации, составляет 1294 ±36 D, 
из плазмы человека — 1750 ±100 D. 
Препараты ингибитора из плазмы кро-
ви человека или крысы содержат сле-
довые количества серима и аспараги-
новой кислоты. Порознь и в смеси эти 
аминокислоты (0,1%) не влияют на са-
мосборку и, следовательно, не препят-
ствуют использованию препарата ин-
гибитора для изучения кинетики тормо-
жения самосборки и биологических 
свойств ингибитора. 

Выделение из плазмы крови гомоген-
ного препарата ингибитора самосборки 
осуществляют следующим образом: 

1) плазму крови, дефибринирован-
ную, как описано выше, диализуют че-
рез целлофан Т-100 против дистилли-
рованной воды, меняя воду 4 раза через 
каждые 4 ч. Диализат концентрируют 
примерно до V5 исходного объема плаз-
мы. Посколку средний размер пор у 
целлофана Т-100 меньше, чем у купро-
фана, диализат более полно освобож-
дается от высокомолекулярных соеди-
нений и не содержит веществ с характер-
ным для белков спектром поглощения. 
Это позволяет исключить ионообмен-
ную хроматографию и сразу приступить 
ко второму этапу; 

2) с к о н центр и р ова н н ы й ди а л и з а т 
(2 мл на колонку 10x400 мм) вносят в 
колонку, заполненную гелем сефадекса 
G-15, уравновешенную 0,05 М аммо-
нийно-ацетатным буфером рН 7,6, и 
промывают колонку этим же буфером, 
собирая элюат порциями по 2 мл и оп-
ределяя в каждой из них содержание 
ингибитора; 

3) ингибиторсодержащие порции элю-
ата объединяют и освобождают от бу-
фера выпариванием на кипящей водяной 
бане. Раствор сухого остатка в воде 
представляет собой целевой продукт. 
Если в его составе при хроматографии 
на бумаге обнаруживаются примеси, сле-
дует повторить гель-фильтрацию на ко-
лонке с сефадексом G-15. 

Чтобы избежать необходимости пов-
торения, следует после первой гель-

Хроматограмма гидролизатов ингибитора са-
мосборки фибрина (на бумаге FN-11) , выде-
ленного из плазмы крови и исследуемых тка-

ней белых крыс. 
1, 2, з, 4, 5 , 6, 7 и 8 — гидролизаты ингибитора 
из г о л о в н о г о мозга, л е г к и х , с е р д ц а , печени, ночки, 
с е л е з е н к и , мышцы бедра н плазмы крови соответ-

ственно. 

фи л ьтр а ци и п од в ер гн у ть бумажной 
хроматографии все ингибиторсодержа-
щие фракции элюата и объединить те из 
них, которые не содержат примесей. 
В этом случае выход ингибитора состав-
ляет 18—27% от исходного содержания 
в плазме. Повторной гель-фильтрацией 
его можно повысить до 45—50%. 

Ингибитор может быть получен и из 
экстракта тканей. При этом гомогенат 
ткани разбавляют в 10 раз и подверга-
ют такой же обработке, как и плазму 
крови по первому или второму описан-
ным выше вариантам. С помощью второй 
совокупности приемов мы получили из 
тканей головного мозга, легких, сердца, 
печени, почки, селезенки, мышцы бедра 
и плазмы крови белых крыс ингибитор 
с молекулярной массой 1294 D. Идеи-
тич н ость ингибитор ов плазмы крови 
различных тканей подтверждена также 
анализом аминокислотного состава гид-
ролизатов, полученных из гомогенных 
препаратов ингибитора, выделенного из 
плазмы крови крысы и каждой из пере-
численных выше тканей. Во всех слу-
чаях в составе гидролизатов при хро-
матографии на бумаге обнаруживали 
9 пятен с одинаковыми величинами ско-
рости миграции (см. рисунок). Хрома-
тография на пластинках «Фиксион» 50 X 
Х8, электрофорез на бумаге FN-11 и 
комбинация электрофореза на бумаге 
с хроматографией позволили устано-
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вить, что в составе гидролизатов инги-
битора плазмы крови крыс, а также ин-
гибиторов выделенных из перечислен-
ных выше тканей крыс содержатся одни 
и те же аминокислоты: алании, арги-
нин, аспарагиновая кислота, валин, 
глутаминовая кислота, лейцин, лизин, 
пролин, серии, фенилалании и цистии. 

Таким образом, при помощи второй 
из приведенных выше совокупностей 
приемов удается выделить гомогенный 
препарат ингибитора самосборки фиб-
рина, пригодиы й дл я а налитич ее ки х 
целей. 
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I S O L A T I O N O F I N H I B I T O R O F T H E FI-
B R I N S E L F A S S O C I A T I O N F R O M B L O O D 

P L A S M A A N D T I S S U E E X T R A C T S 

Л. Sh. Byshevsky, E. A. Chiryalyev, 
M. K. Umutbaeva 

Cha i r of B i o c h e m i s t r y , Medical School , T y u m e n 

P rocedures for i so la t ion of an i n h i b i t o r 
of the f ib r in se l fassoc ia t ion are descr ibed . The 
procedures involved d ia lys i s across c u p r o p h a n e 
or c e l l o p h a n e T-100, ion exchange chroma-
tog raphy (the f i rs t method) or gel f i l t r a t i o n 
(the second me thod) . The p roduc t c o n t a i n i n g 
a m i n o acid i m p u r i t i e s was o b t a i n e d a f t e r 
d i a ly s i s across c u p r o p h a n e and ion exchange 
c h r o m a t o g r a p h y ; a homogenous i n h i b i t o r was 
isola ted by means of d i a lys i s across c e l l o p h a n e 
T-100 and gel f i l t r a t i o n th rough Sephadex 
G-50. 
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Ф. 3. Меерсон, А. Д. Дмитриев, В. И. Заяц, И. И. Рожицкая, Е. А. Кизим 

ВЛИЯНИЕ СТРЕССА, ИНФАРКТА И АДАПТАЦИИ К КОРОТКИМ 
СТРЕССОРНЫМ ВОЗДЕЙСТВИЯМ НА СОДЕРЖАНИЕ 
ОПИОИДНЫХ ПЕПТИДОВ В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ 

Институт общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Всесоюзный 
научный центр психического здоровья АМН СССР, Москва 

Открытие опиоидных пептидов в го-
ловном мозге оказалось возможным на 
основе общей идеи о наличии в нем ра-
нее установленных фармакологами опи-
атных рецепторов, связанных с сущест-
вованием эндогенных лигандов, по хи-
мической структуре и действию подоб-
ных морфию и играющих важную роль 
в регуляции функций мозга [4]. Однако 
даже после установления химической 
структуры и распределения в мозге эн-
дорфинов и энкефалинов 12, 6] вопрос об 
их роли в конкретных физиологических 
реакциях организма остается во многом 
нерешенным. Так, например, известно, 
что Р-эндорфин и энкефалины выделя-
ются в кровь при стрессе 151 и при опре-
деленных стрессорных ситуациях могут 

накапливаться в тканях мозга 12]. Од-
нако неясно, как изменяется содержание 
этих опиоидных пептидов в тканях моз-
га при адаптации к повторным стрессор-
ным воздействиям. Между тем вопрос 
этот представляет существенный инте-
рес для понимания физиологической ро-
ли указанных пептидов в организме, 
так как известно, что такого рода адап-
тация к стрессорным воздействиям может 
предупреждать повреждения сердца и 
других органов при длительном стрес-
се и ограничивать нарушения сокра-
тительной функции сердца при инфаркте 
миокарда 13]. 

В соответствии с изложенным цель на-
стоящей работы состояла в определении 
содержания (3-эндорфина и энкефалинов 
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