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ВОПРОСЫ Медицинской 

ХИМИИ 



hospha te . P P a s e 1 d e p h o s p h o r y l a t e d t r i m e t h a p -
hospha te or case in . The e n z y m e molecu la r 
forms were d i f f e ren t f rom each o the r by the 
va lue of specif ic a c t i v i t y and s e n s i t i v i t y to 
hea t t r e a t m e n t . Two pro te in i n h i b i t o r s e lu ted 

by buffers of d i f f e r en t ionic s t r engh t 0 .2 M 
and 1.6 M — were i d e n t i f i e d . One of them, 
was i n a c t i v a t e d d u r i n g heat t r e a t m e n t (95 , 
5 miii), whi le the second i n h i b i t o r m a i n t a i n e d 
c o m p l e t e l y i ts a c t i v i t y in these cond i t i ons . . 
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Jl. Ф. Гуляева, В. M. Мишин 

ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ МОНООКСИГЕНАЗНОЙ 
СИСТЕМЫ ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ ИНДУКЦИИ ФЕНОБАРБИТАЛОМ 

В РАННЕМ НЕОНАТАЛЬНОМ ПЕРИОДЕ 

Отдел физиологии и патологии клетки Института клинической и экспериментальной 
медицины СО АМН СССР, Новосибирск 

Особен мости фу и кци он и рова i1 и я м и к-
р ос ом ной системы метаболизма ксено-
биотиков печени в онтогенезе представ-
ляют большой интерес как с теоретиче-
ской, так и с практической точки зре-
ния. Ряд работ в этом направлении по-
казал количественные и качественные 
р азл и ч и я между новорожден и ы м и и 
взрослыми особями 111, 15, 181. В ис-
следованиях, посвященных индукции мо-
нооксигеназной системы печени феталь-
ных и неонатальных крыс, показано, что 
у эмбрионов нет чувствительности к ин-
дукции фенобарбиталом, в то время как 
3-метилхолантрен индуцирует бепз(а)пи-
рен гидроксилазную активность 131. Од-
нако в печени фетальных и неонаталь-
ных животных фенобарбитал индуциру-
ет I ;и тох ром Р-450, и м м у и ол о г и чес к и 
идентичный цитохрому взрослых крыс 
121. Показано, что 3-метилхолантрен (ти-
пичный индуктор цитохрома Р-448) у 
фетальных животных индуцирует ци-
тохром Р-450, характерный для индук-
ции фенобарбиталом, хотя в печени ма-
тери регистрируется цитохром Р-448 191. 

В настоящее время считается дока-
занным, что специфичность и активность 
метаболизма ксенобиотиков микросома-
ми печени определяются набором мно-
жественных форм цитохрома Р-450 141. 
Однако исследованию этого аспекта мик-
росомиой монооксигеназы у новорож-
денных животных посвящены лишь еди-
ничные и противоречивые сообщения. 
По-видимому, отмеченные выше разли-
чия могут быть обусловлены индукцией 
(или отсутствием индукции) множест-
венных форм цитохрома Р-450, отли-
чающихся по количеству или каталити-
ческой активности от свойственных пе-
чени взрослых животных. 

Применение иммунохимических мето-
дов с использованием антител к опреде-

ленным формам цитохрома Р-450 позво-
ляет определить не только качествен-
ный уровень индукции, но и выяснить 
в клад о предел ен мой фор м ы ци тох ром а 
Р-450 в метаболизм того или иного суб-
страта 1171. 

Нами исследована индукция фермен-
тов монооксигеназной системы с точки 
з реи и я фу и к ц и о мир о в а и и я м н ожеств е н -
ных форм цитохрома Р-450 в раннем 
иеоиатальном периоде и предпринята 
попытка определить их участие в мета-
болизме некоторых ксенобиотиков. 

М е т о д и к а 

Объектом исследования с л у ж и л и н о в о -
рожденные крысы линии Вистар (6—7, 17 
18 дней). И н д у к ц и ю микросома л ьпых фер-
ментов вызывали внутри брюшинным введе-
нием фенобарбитала (80 мг на 1 кг массы), 
в течение 4 дней. Микросомы в ы д е л я л и обще-
принятым методом дифференциального цент -
р и ф у г и р о в а н и я . Содержание цитохромов Ьь 
и Р-450 о п р е д е л я л и , как описано ранее [10], 
содержание И А Д Ф Н-цитохром с редуктазы 
по восстановлению цитохрома с 112]. Цито-
хром Р-450 и Р-448 из ткани взрослых жи-
вотных в ы д е л я л и , как описано в литературе 
1,5], используя в качестве иоиообменника 
ДЭАЭ-сефацель . Антитела к полученным ци-
тохромам получали иммунизацией беспород-
ных к р о л и к о в [6]. Сыворотку крови животных 
получали через 10 дней после р а з р е ш а ю щ е г о ' 
внутривенного введения антигена . Фракцию-
lgG в ы д е л я л и из сыворотки крови фракцио-
нированием сульфата аммония. Скорость г и д -
рок си л и р ов а и и я бе и з (а) п и р е и а определи л и 
флюоресцентным методом | 1 | , скорость N-де-
метилирования бснзфстамила — методом Наш 
116]. В качестве ингибитора реакции N - д е м е -
т и л и р о в а и и я бензфетамина использовали ан-
титела к цитохрому Р-450 (анти-Р-450) и 
Цитохрому Р-448 (антп-Р-448). N-деметили-
Р у ю щ у ю активность макросом в присутствии 
антител определяли после преипкубации в 
течение 10 мин. Эффект ингибироваиия анти-
тел рассчитывали , принимая за 100% макси-
м а л ь н у ю скорость процесса в отсутствие анти-
тел. Б е л о к определяли методом Л о у р и и 
соавт. | 7 | , используя в качестве стандарта 
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Характеристика и каталитическая активность монооксигеназной системы крыс разного возраста 
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Контроль 7-- 8 0,10 0,3 0,5 Не определя-
ется 

Фенобарбитал 7-- 8 0,15 0 ,3 0,6 18 
Контроль 16 - 1 7 0,10 0,3 0 ,5 Не определя-

ется 
Фенобарбитал I8- 17 0,25 0,4 1,6 20 
Контроль 60 • - 7 0 0,10 0,6 0,8 Не определя-Контроль 

ется 
Фенобарбитал 60 —70 0,28 0,6 2,2 50 

К а т а л и т и ч е с к а я активность 

б е н э ( а ) п и р е и , 
и моль 3 - О Н 
б е и з ( а ) п и р е -

н а / м и н / м г 

0,21 0,42 0,62 1,24 

0,90 
0,20 

1,40 
0,40 

1,10 
0,60 

1,80 
1,20 

1,30 
0,40 

1,00 
0,57 

1,60 
0,80 

1,10 
1,00 

0,60 0,25 4,00 1,82 

бычий сывороточный альбумин. Р е а к ц и ю 
двойной иммунодиффузии по Оухтерлони про-
водили, как рекомендовано 1,14]. Количест-
венное определение цитохрома Р-450 в мик-
росомах проводили методом ракетного им-
муноэлектрофореза [13]. 

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

В таблице представлены общие данные 
о микросомальных переносчиках элект-
ронов, участие которых в метаболизме 
ксенобиотиков считается доказанным 181. 
Содержание цитохрома Р-450, опреде-
ленное по СО-восстановлениому состоя-
нию, и активность НАДФН-цитохром с 
р еду к тазы в микросомах контрольных 
животных в течение первых 3 нед жиз-
ни достаточно велики и сравнимы с эти-
ми показателями у взрослых животных. 
На рис. 1 представлен дифференциаль-
ный спектр цитохрома Р-450 микросом 
печени новорожденных крыс, индуци-
рованных фенобарбиталом, 7—8-дневно-
го и 16 --17-дневного возраста. Макси-
мум поглощения СО-восстановленного 
спектра равен 450 им, что соответствует 

Рис. 1. Дифференциальный спектр цитохрома 
Р-450 микросом иечени крыс разного возраста , 

и н д у ц и р о в а н и ы х фе н об а р б и талом . 
а — 7 — 8-дневные крысы; б — 1 6 — 1 7 - д н е в н ы е крысы 
По оси абсцисс — д л и н а волны (в им); но оси о р д и - . 
пат - оптическая плотность. Микросомы с о д е р ж а -

ли 1 мг б е л к а в 1 мл б у ф е р а . 

максимуму поглощен и я СО-восстанов-
ленного цитохрома взрослых животных, 
иидуцированных фенобарбиталом. Инду-
цирующий эффект фенобарбитала на об-
щее количество цитохрома Р-450 ие вы-
является при введении этого индуктора 
крысам 1-й недели жизни и весьма от-
четливо выражен на 16 -17-й день раз-
вития. Однако и ндуци рующий эф-
фе к т фе и обар битал а и а а кти вность 
НАДФН-цитохром с редуктазы заре-
гистрирован на всех сроках развития. 
Содержание цитохрома Ьъ постепенно 
увеличивается в процессе развития, вве-
дение фенобарбитала не увеличивает 
его содержания на 1 мг микросомаль-
ного белка. 

Как известно, бензфетамии наибо-
лее специфичный субстрат для формы 
цитохрома Р-450, индуцируемой фено-
барбиталом в микросомах печени взрос-
лых животных (Р-450ФБ). Бенз(а)пирен 
является субстратом, специфически ме-
таболизм рующимся другой формой цито-
хрома Р-450, а именно цитохромом 
Р-448, индуцируемым метилхолантреном 
(Р-448МХ). Поэтому для характеристик 
метаболизирующей активности микросом 
печени новорожденных крыс в качестве 
субстратов были выбраны эти два ксено-
биотика. 

Скорость N-деметилирования бензфе-
тамина микросомами контрольных жи-
вотных всех возрастов практически по-
стоянна (см. таблицу). Индуцирующий 
эффект фенобарбитала проявляется при 
его введении животным. При расчете 
скорости на 1 мг белка видно, что с воз-
растом индуцирующий эффект увеличи-
вается. Как видно из таблицы, у копт-
рольных животных 7 - 8 - и 16 -17-днев-
ного возраста наблюдается низкий уро-
вень метаболизма бенз(а)пирена. При 
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Рис. 2. Тест двойной иммунодиффузии по О у х т е р л о н и . 
В центральных л у н к а х и м м у н о г л о б у л и н ы антн Р - 4 5 0 Ф В (15 мг/'мл) а и лнти-Р- Н 8 М X 
(9 мг/мл)- б. В л у н к а х 1, 4 ц и т о х р о м Р - 4 5 0 Ф Б (I нмоль/ мл) а н цитохром P - 4 4 8 M X 
(1 имоль/мл) С>\ п л у п к е 2 — микросомы контрольных 1(> 17-дневны.\ крыс (5 мг/мл), и 
л у п к е 5 микросомы и н д у ц и р о в а н н ы х 16—17-дневных крыс (5 мг/мл); в л у н к е б — микросо-

мы и н д у ц и р о в а н н ы х 7 8 - д н е в н ы х крыс (5 мг/мл). 

индукции скорость его гидроксилирова-
ния увеличивается в несколько раз, при-
чем при расчете скорости на 1 нмоль 
цитохрома (молекулярная активность) 
у 7—8-дневных крыс она максимальна, 
хотя количество цитохрома Р-450, опре-
деленное по СО-восстановлен ном у состоя-
нию, практически не меняется. Этот 
факт, вероятно, может свидетельствовать 
об участии в метаболизме этого субстра-
та других форм цитохрома Р-450, но не 
цитохрома Р-448МХ, который, как сле-
дует из теста двойной иммунодиффузии 
по Оухтерлони, отсутствует как у конт-
рольных, так и индуцированных живот-
ных (рис. 2). Вполне возможно, что 
формы цитохрома Р-450, которые участ-
вуют в метаболизме бенз(а)пиреиа, обла-
дают максимальной молекулярной ак-
тивностью, которая заметно снижается 
с возрастом. 

С целью выяснения наличия опреде-
ленной фермы цитохрома, индуцируе-
мой в исследуемом промежутке времени, 
мы I спользовали иммунохимические ме-
тоды с применением антител к характер-
ным для взрослых животных формам 
цитсхрсма: Р-450ФБ и Р-448МХ. Мето-
дом двойной иммунодиффузии по 
Оухтерлони установлено, что микросомы 
печени крыс первых недель жизни, ин-
дуцированных фенобарбиталом, образу-

ют полосу преципитации с анти-Р-450ФБ 
и эти полосы сливаются с полосой, обра-
зованной преципитацией «взрослого» ци-
тохрома Р-450, чего не наблюдается для 
контрольных микросом (см. рис. 2). 

Для количественной оценки индукции 
был применен метод ракетного иммуно-
электрофореза. Содержание цитохрома 
Р-450ФБ, измеренное этим методом, в 
микросомах печени новорожденных крыс 
невелико и составляет 20% от общего 
содержания цитохрома, определенного 
по СО-восстановленному состоянию, в 
отличие от взрослых, где оно равно 50% 
(см. таблицу). Таким образом, изданных 
иммунохимического анализа следует, что 
у крыс раннего неонатального периода 
фенобарбитал индуцирует форму цито-
хрома Р-450ФБ, которая индуцируется 
и у взрослых крыс. 

Мы проверили участие этой формы в 
метаболизме бе н з фета м и на. Как видно 
из рис. 3, ингибировамие метаболизма 
этого соединения антителами к цитохро-
му Р-450ФБ взрослых животных наблю-
дается для всех возрастов, причем сте-
пень ингибирования различна для каж-
дого возраста. Неполное ингибировамие 
метаболизма бензфетамин у крыс пер-
вых недель жизни, видимо, свидетель-
ствует, что в деметилировании этого 
субстрата участвуют другие формы ци-
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Рис . 3. Имгибироваиие метаболизма бенз" 
.фетамина в микросомах новорожденных крыс 

различными антителами. 
По оси абсцисс количество IgG (в мг на 0,1 имоль 
ц и т о х р о м а Р-450); по оси о р д и н а т максимальная 
с к о р о с т ь (в %). 1 микросомы контрольных 16 — 
17-дневных крыс; 2 микросомы и н д у ц и р о в а н н ы х 
I (> 17-дневмых крыс; .7 микросомы и н д у ц и р о в а н -
ных 7- 8 - д н е в н ы х крыс; 4 - микросомы в з р о с л ы х 

и идун,и рова н и ых крыс. 

•тохрома Р-450, кроме Р-450ФБ, харак-
терные для новорожденных крыс. 
У взросных животных в метаболизме 
беизфетамина участвует преимуществен-
но форма Р-450ФБ, что следует из кар-
тины ингибирования. У контрольных 
крыс метаболизм этого субстрата оди-
наков для всех возрастов и нечувстви-
телен к антителам, что также свидетель-
ствует об участии в этом процессе дру-
гих форм цитохрома Р-450, но не 
Р-450ФБ. Вполне возможно, что это те 
же формы, которые участвуют в мета-
болизме бензфетамина у индуцирован-
ных животных и представляют собой 
так называемые конститутивные формы 
цитохрома Р-450. С возрастом их уча-
стие в деметилировании бензфетами на 
подавляется. Следует отметить, что ан-
титела к цитохрому Р-448 не ингибируют 
метаболизм этого соединения. Таким об-
разом, данный гемопротеид не участвует 
в указанной реакции. Известно, что у 
7 -8-дневных индуцированных живот-
ных скорость N-деметилировапия этого 
субстрата увеличивается в 2 раза по 
сравнению с контролем, хотя заметного 
увеличения содержания цитохрома 
Р-450, определенного по СО-восстанов-
ленному состояпию, не наблюдается. 
В то же время содержание цитохрома 
Р-450Ф Б, о п ределен ное и мм у мох и м и че-
ски, составляет 18% от общего содержа-
ния цитохрома Р-450 в микросомах. 
Небольшое количество цитохрома Р-450 
и в то же время его относительно высо-
кая каталитическая активность у инду-
цированных животных 1-й недели жиз-

ни могут свидетельствовать о высокой 
молекулярной активности фермента по 
сравнению с животными более позднего 
возраста. 

Таким образом, исследование актив-
ности монооксигеназной системы микро-
сом печени крыс в онтогенезе позволяет 
сделать вывод о временной регуляции 
активности некоторых форм цитохрома 
Р-450. Иммунохимический анализ де-
монстрирует количественное увеличение 
цитохрома Р-450ФБ среди общего пула 
цитохрома Р-450, но не цитохрома Р-448, 
который индуцируется у крыс при введе-
нии им некоторых полициклических уг-
леводородов (метилхолантреиа, Р-нафто-
фл а во н а). 

Исследование каталитической актив-
ности ферментов метаболизма ксенобио-
тиков показало, что введение фенобар-
битала крысам раннего неонатального 
возраста индуцирует бензфетамиii-N-де-
метилазную и бемз(а)пиреи-гидроксилаз-
ную активности. Анализ ингибирования 
метаболизма этих субстратов антителами 
к некоторым формам цитохрома Р-450 
показал, что в этих реакциях участвует 
и ее к оль ко фо р м цитохрома, характер-
н ы х для цитохромов новорожденных 
крыс и отличающихся от цитохромов 
в 3 р ОС Л Ы X Ж И ВОТ И Ы X. 
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A C T I V I T Y O F T H E L I V E R T I S S U E MONO-
OX Y G E N A S E S Y S T E M A F T E R I N D U C T I -
ON BY M E A N S O F P H E N O B A R B 1 T A L AT 

E A R L Y N E O N A T A L A G E IN R A T S 

L. F. Guljaeva, V. M. Mishin 

D e p a r t m e n t of Cell Phys io logy and Pa tho lo -
gy , I n s t i t u t e of C l in i ca l and E x p e r i m e n t a l 

Medic ine , S ibe r i an Branch of the A c a d e m y 
of Medical Sciences of the U S S R , Novos ib i r sk 

A c t i v i t y of e n z y m e s p a r t i c i p a t i n g in me-
tabo l i sm of xenobio t ics was s t u d i e d a f t e r their 
i n d u c t i o n by means of p h e n o b a r b i t a l in ra t s 
of W i s t a r s t r a in w i t h i n first weeks of l ife. 
Af te r a d m i n i s t r a t i o n of p h e n o b a r b i t a l in to 
the neona ta l r a t s c o n t e n t of c y t o c h r o m e P-450 
and a c t i v i t y of N A D P H - c y t o c h r o m e с reduc-
tase were increased in l iver microsomes . The 
r a t e s of N - d e m e t h y l a t i o n of b e n z p h e t a m i n e 
and b e n z ( a ) p y r e n e h y d r o x y l a t i o n were also 
increased a f t e r a d m i n i s t r a t i o n of the i nduc ing 
agen t . I m m u n o c h e m i c a l s t ud i e s w i t h an t ibo -
dies t o w a r d s some forms of c y t o c h r o m e P-450 
showed t h a t e n z y m a t i c fo rms of c y t o c h r o m e 
Р-450 P B were induced ; t h i s e n z y m a t i c fo rm 
is p r e d o m i n a n t in a d u l t a n i m a l s t r e a t e d w i t h 
p h e n o b a r b i t a l . When the m e t a b o l i s m of benz-
p h e t a m i n e and benz (a )py rene was i n h i b i t e d 
by a n t i b o d i e s , several fo rms of c y t o c h r o m e 
P-450, involved in these m e t a b o l i c r eac t ions 
were found in neona ta l ra ts , whereas in the 
a d u l t a n i m a l s only one form of the e n z y m e ex-
h ib i t ed a c t i v i t y t o w a r d s these s u b s t r a t e s . 

У Д К 6 1 2 . 3 5 . 0 1 5 . 3 2 : 5 4 7 . 9 1 5 

Д. Г. Пицин, В. И. Титов, /И. /7. Василева-Дымова, В. М. Санфирова 

ДЕЙСТВИЕ АДРЕНОКОРТИКОТРОПНОГО ГОРМОНА 
НА БИОСИНТЕЗ СОСТАВНЫХ КОМПОНЕНТОВ 

ГЛИЦЕРОЛИПИДОВ В ПЕЧЕНИ КРЫС 

В К Н Ц АМН СССР, Москва , Институт гастроэнтерологии и питания Медицинской 
академии, София, Н Р Б 

Однократное введение адренокортико-
тропного гормона (АКТГ) подопытным 
животным приводит к накоплению в пе-
чени липидов, преимущественно триа-
ци л гл и Iiep идов 127, 321. I I ату р а л ы i ые 
и синтетические глюкокортикоиды ока-
зывают действие, сходное с АКТГ, вы-
зывая липоидоз гепатоцитов 1181. Влия-
ние АКТГ на обмен липидов, с одной 
стороны, связано с тем, что гормон ин-
дуцирует липолиз в жировой ткани, 
активирует приток жирных кислот (ЖК) 
к печени и их последующую этерифика-
цию в триацилглицериды 124, 431. При 
этом одновременно с Ж К усилена этери-
фикация в триацилглицериды и (14С)-гли-
церина ИЗ, 21]. Не исключено, что дей-
ствие АКТГ в более поздние сроки свя-
зано со стимуляцией коры надпочечни-
ков и выбросом в кровь синтезирован-
ных глюкокортикоидов, кортизола или 
кортикостерона 14, 17, 29]. Возможно, 
что жировая инфильтрация печени 5!в-
ляется именно следствием гиперпродук-
ции глюкокортикоидов. Известно, что 
повышение в крови уровня кортизола 
при болезни Иценко — Кушинга и али-

ментарном ожирении сопровождается на-
коплением в организме триацилглицери-
дов 1121. У мышей с наследственным ожи-
рением (линии C57BI/6J) содержание 
А К Т Г и кортикостерона в крови повы-
шено в 5 6 раз по сравнению с таковым 
у животных других линий. В условиях 
экспериментального гиперкортицизма, 
индуцированного введением пролонги-
рованного АКТГ, скорость липогенеза 
значительно возрастает 134]. 

В ранее выполненных исследованиях 
определено влияние гормонов на сум-
марный липогенез (включение меченого 
предшественни ка в пул триацилглице-
ридов или Ж К печени). Поскольку ре-
гуляция биосинтеза отдельных компо-
нентов общих фосфолипидов (ОФ) и три-
ацилглицеридов осуществляется разны-
ми механизмами, мы сочли целесообраз-
ным исследовать влияние А К Т Г раз-
дельно на биосинтез индивидуальных 
Ж К и глицериновой части глицеролипи-
дов. В целях получения информации о 
механизмах регуляции А К Т Г биосинте-
за липидов и возможной роли в этом 
процессе специфических белков, в ряде 
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