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ВОПРОСЫ. 
МЕДИЦИНСКОЙ химии 



ACTIVITY O P E N Z Y M E S P A R T I C I P A T I N G 
IN M E T A B O L I S M O F X E N O B I O T I C S IN 
LIVER T I S S U E O F RATS D E F I C I E N T IN 
VITAMIN A AND IN E X P E R I M E N T A L T-2 

M Y C O T O X I C O S I S 

A. E. Kranauskas, L. V. Kravchenko, 
J. Ya. Коп, V. A. Tutel'yan 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical 
Sciences of the U S S R , Moscow 

Keeping male r a t s within a mon th on a 
ra t ion deficient in v i tamin A led to a dist inct 
decrease in content of cytochrome P-450, in 
act ivi t ies of carboxylase , epoxide hydrolase , 
ani l ine hydro lase and to a s l ight inhibit ion of 
U D P - g l u c u r o n o s y l t r a n s f e r a s e in live t issue. 

У Д К 

Изучение гликозаминогликаиов 
(ГАГ) и определение их концентрации 
в тканях представляют ряд существен-
ных трудностей [1, 5] . Обычно опреде-
ляют концентрацию одного из компо-
нентов глицидиых полисахаридных 
звеньев [ 5] или оценивают связывание 
красителей с фракциями ГАГ, получен-
ными методами зонального электрофо-
реза [2] . Широкие вариации содержа-
ния ацетиламииосахаров и гексуроно-
вых кислот в составе различных видов 
ГАГ» а т а к ж е возможное разрушение 
этих компонентов при гидролизе су-
щественно снижают ценность первого 
из этих методических подходов. Недо-
статком второго является неодина-
ковая реактивность красителей с 
различными видами ГАГ, а т а к ж е 
невозможность полного разделения 
полисахаридов д а ж е при использова-
нии нескольких буферных систем для 
электрофореза [2] . Поэтому поиск но-
вых методов изучения ГАГ является 
актуальной проблемой. 

At the same time, act ivi ty of g lu ta th ione t r ans -
fe rase and content of reduced g lu ta th ione in 
liver t i ssue were increased. Af te r admin i s t ra t ion 
of the epoxide-conta in ing T-2 mycotoxin into 
r a t s within 10 days at a dose of 0.54 m g / k g 
act ivi ty of the enzymes ca t a lyz ing metabol i sm 
of xenobiot ics w a s inhibited in the a n i m a l s 
main ta ined on the complete ha l f -synthet ic ra-
tion, except of epoxide hydro lase and g lu ta -
thione t r ans fe rase , activity of which w a s elevat-
ed. The admin i s t r a t ion of T-2 toxin under condi-
t ions of deficiency in v i t amin A caused espe-
cially dist inct inhibit ion of the enzymes involved 
in the 1 phase of xenobiotic metabol ism but it 
w a s accompanied by only s l ight increase in 
T-2 toxicosis. The enzymes par t i c ipa t ing in 
con juga t i on of xenobiot ics as well as epoxide 
hydro lase appear to play m a j o r roles in dcto-
xicat ion of T-2 mycotoxin . 

Свойство ГАГ образовывать преци-
питирующие комплексы с определен-
ными соединениями (цетилпиридиния 
хлоридом, цетилтриметиламмония бро-
мидом, риванолом и др.) широко ис-
пользуется для выделения их из слож-
ных смесей [5] , но лишь недавно оно 
нашло применение для определения 
общей концентрации ГАГ в моче [6] . 
Принцип метода состоит в преципита-
ции ГАГ в агаровом геле, содержащем 
цетилпиридиния хлорид. При этом 
между диаметром колец преципитации 
и концентрацией ГАГ наблюдается ло-
гарифмическая зависимость. К сожа-
лению, особенности реакций цетилпи-
ридиния хлорида с различными видами 
ГАГ остались неизученными, что пре-
пятствовало распространению этого 
метода. 

Способность ГАГ образовывать пре-
ципитаты в гелевой среде, содержащей 
соответствующие преципитирующие 
агенты, послужила основой для разра -
ботки нового направления изучения 
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полисахаридов — биоспецифического 
электрофореза , сущность которого из-
л о ж е н а в данной работе. 

М е т о д и к а 

В качестве объекта исследования использо-
вали препараты калиевой соли гиалуроновой 
кислоты, х о л д р о и т и н -4 - с у л ь ф а т а («Реахим», 
СССР) и гепарина («Спофа», Ч С С Р ) . В ка-
честве преципитиногенов применяли цетил-
лиридиния хлорид, риванол («Реахим», 
СССР) и цетилтриметиламмония бромид 
(«Chemapol», Ч С С Р ) . Д л я контроля специфич-
ности реакций преципитации использовали на-
тивную сыворотку крови человека, кристалли-
ческий альбумин из сыворотки крови челове-
ка и быка («Sigma», США) , Р Н К и Д Н К 
(«Serva», Ф Р Г ) . В качестве гелеобразующей 
среды применяли препараты агарозы с раз-
личными гелеобразующими и электроэндоос-
мотическими свойствами (агароза марки А, 
«Реахим», СССР; агароза тип A, «Pharmacia» , 
Швеция ; агароза типа 1 и IV, «Sigma», США 
и агароза для электрофореза, «Chemapol», 
Ч С С Р ) , а т а к ж е агара («Difco», США и «Fe-
гак», Ф Р Г ) . Д л я электрофореза применяли 
следующие буферные растворы: 0,1 М натрий-
фосфатный буфер рН 6,7; 0,02 М вероиал-ме-
диналовый буфер рН 8,6; 0,1 М растворы 
ацетата цинка, бария, меди и кальция, а 
т а к ж е цитрата натрия [2]. 

Ракетный биоспецифический электрофорез 
проводили следующим образом. На стеклян-
ную пластину наносили слой 1 % агара или 
агарозы в одном из указанных буферов тол-
щиной 1 мм, который содержал определенное 
количество одного из преципитиногенов. Даль -
нейшая методика соответствовала таковой 
при проведении ракетного иммуноэлектрофо-
реза: в геле вырезали лунки, заполняли их ис-
следуемыми препаратами, проводили электро-
форез и окрашивали преципитаты [4] 0,1 % 
раствором альцианового синего 8GS («Loba 
Chemie», Австрия) в 3 % уксусной кислоты. 
Избыток красителя отмывали 3 % уксусной 
кислотой. 

Перекрестный, слитный ракетный, линей-
ный, р а к е т и о - л и н е й н ы й биоспецифический 
электрофорез выполняли подобно широко 
известным вариантам количественного иммуно-
электрофореза [4]. Отличия состояли в том, 
что в реакцию вводились не антигены и анти-
тела, а ГАГ и соответствующие преципитино-
геиы. Аналогичные различия были и между 
высокочувствительными вариантами биоспсци-
фического электрофореза и иммуноэлектрофо-
реза [3]. Во всех случаях использовали как 
низковольтный (градиент потенциала 2 В/см), 
так и высоковольтный (градиент потенциала 
10 В/см) варианты биоспецифического элект-
рофореза. 

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

При использовании ракетного био-
специфического электрофореза к а ж д ы й 
из видов ГАГ образовывал преципита-
ты определенной формы, а т а к ж е раз-
личной интенсивности о к р а ш и в а н и я 
(рис. 1, см. вклейку) . Реакции ГАГ с 

цетилпиридиния хлоридом и цетилтри-
метиламмония бромидом были практи-
чески идентичны. В этом случае при 
равной концентрации ГАГ преципита-
ты гиалуроната имели наименьшую 
площадь , тогда как преципитаты гепа-
рина — наибольшую (см. рис. 1). Оп-
тимальное со дер ж ани е обоих преципи-
тиногенов в геле составляло 0,01 %. 
При большей их концентрации пло-
щ а д ь преципитатов резко уменьша-
лась , тогда к а к при меньшей они утра-
чивали четкость контуров. Оптималь-
ное со дер ж ан и е риванола в геле д л я 
биоспецифического электрофореза со-
ставляло 0,05 %. В этом случае площа-
ди преципитатов гепарина и хондро-
итин-4-сульфата были практически 
идентичны, а п л о щ а д ь преципитатов 
гиалуроната (при равной концентрации 
всех видов ГАГ) не п р е в ы ш а л а !/ё пло-
щади двух других полисахаридов . 

В этих условиях чувствительность 
метода биоспецифического электрофо-
реза соответственно с о с т а в л я л а : д л я 
гиалуроната — до 100 мкг/мл, а д л я 
хондроитин-4-сульфата и гепарина 
до 30 мкг/мл. При использовании вы-
сокочувствительного ракетного биоспе-
цифического электрофореза , когда в 
а н а л и з вводили до 0,2 мл раствора 
ГАГ, чувствительность метода удава -
лось повысить в среднем в 20 раз , т. е. 
5 мкг/мл д л я гиалуроната и до 1 мкг/мл 
д л я гепарина . При многократном опре-
делении концентраций ГАГ в идентич-
ных условиях коэффициент вариации 
результатов не п р е в ы ш а л 4 %. 

При смешивании препаратов различ-
ных ГАГ во всех случаях формировал-
ся единый преципитат , п л о щ а д ь кото-
рого определялась соотношением ин-
гредиентов. И в этом случае имелась 
линейная зависимость между концент-
рацией полисахаридов в растворе и 
п л о щ а д ь ю их преципитатов. 

Оказалось , что свойства гелеобразу-
ющего м а т е р и а л а имеют в а ж н о е значе-
ние для проведения биоспецифического 
электрофореза . В геле а гара образова -
ния преципитатов не наблюдалось . При 
использовании агарозы со сниженными 
электроэндоосмотическими свойствами 
п л о щ а д ь преципитатов ГАГ была су-
щественно больше, чем при употребле-
нии агарозы с в ы р а ж е н н ы м и электро-
эндоосмотическими свойствами. По-
видимому, это явление связано с 
наличием в а гаре и плохо очищенной 
агарозе агаропектииа — полисахарида , 
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с в я з ы в а ю щ е г о используемые преципи-
тиноген ы. 

Определенное влияние о к а з ы в а л о и 
наличие примесей белков и нуклеино-
вых кислот, которые д о б а в л я л и к ис-
следуемым п р е п а р а т а м ГАГ. При 
использовании цетилпиридиния хлори-
да и цетилтриметиламмония бромида 
в оптимальной концентрации для выяв-
ления ГАГ белки и нуклеиновые кисло-
ты, а н а л и з и р у е м ы е в тех же условиях, 
не о б р а з о в ы в а л и преципитатов. В ага-
р о з н ы х те л я х, со д е р ж а щ и х р и в а и о л, 
н а б л ю д а л о с ь образование преципита-
тов Д Н К и Р Н К . При этом п л о щ а д ь 
преципитатов Р Н К составляла Уз пло-
щади преципитатов сульфатированных 
ГАГ, а п л о щ а д ь Д Н К — У2 площади 
преципитатов гиалуроновой кислоты. 
Следует отметить, что четкость преци-
питатов нуклеиновых кислот значи-
тельно ниже, чем у ГАГ. Нуклеиновые 
кислоты, добавленные к препаратам 
ГАГ, не изменяли площади преципита-
тов полисахаридов д а ж е в том случае, 
когда их с о д е р ж а н и е превышало кон-
центрацию ГАГ в 2—3 раза (рис. 2, 
см. в к л е й к у ) . Это явление наблюда-
лось при использовании цетилпириди-
ния хлорида и цетилтриметиламмония 
бромида . В случае использования ри-
ванола добавление нуклеиновых кислот 
приводило к уменьшению площади 
преципитатов ГАГ. Введение в реак-
цию сыворотки крови или альбумина 
во всех случаях вызывает уменьшение 
площади преципитатов ГАГ пропор-
ц и о и а л ы ю концентрации белка , вве-
денного в реакцию (см. рис. 2) . 

Скорость формирования преципита-
тов ГАГ при проведении биоспецифи-
ческого электрофореза неодинакова . 
При ис пол ьзов аиии низ ковол ьтного 
биоспецифического электрофореза пре-
ципитаты гапарииа образуются через 
1,5—2 ч и полностью формируются че-
рез 3- 4 ч. Д л я полного формирования 
п р е ципит а тов гиа л у рои о во й кислот ы 
требуется не менее 12 15 ч. Высоко-
в о л ьт 11 ы й б и ос п е ц и ф и ч е с к и й электро-
форез позволяет сократить время ана-
лиза в 1 У2—2 раза , но при его исполь-
зовании требуется эффективное о х л а ж -
дение геля. 

Преципитаты ГАГ образуются при 
использовании всех буферных раство-
ров, т. с. при рН 3,5—8,6. Следует от-
мстить, что растворы с высокой ионной 
с и л ой 11 р и дл и те л ьном п р о веден и и 
эл е ктрофореза постепенно загрязни ют 

эл е ктрод ы п родукт а м и эл е ктроли з а, 
что не позволяет рекомендовать их 
и р и м е и е и и е для проведеи ия бис пе ци-
фического электрофореза . Оптималь-
ными свойствами о б л а д а е т вероиал-
мединаловый буфер р Н 8 6. 

Перекрестный биоспецифический 
электрофорез позволил установить, что 
к а ж д ы й из видов ГАГ образует преци-
питаты определенной формы (рис. 3, 
см. вклейку) . Следует указать , что 
преципитаты гиалуроиата и хондрои-
тин-4-сульфата неоднородны — помимо 
о с н о в но й ф р а к ц и и, мигрирую щ е й к 
аноду, н а б л ю д а е т с я образование пре-
ципитата , смещенного к катоду. Гепа-
рин в этих условиях образует симмет-
ричный гомогенный преципитат (см. 
рис. 3) . 

Проведенные исследования т а к ж е 
позволили установить, что на основе 
р е а кций ГА Г с пр еци 11 итиногеи а м и 
можно выполнять различные виды био-
специфического электрофореза , сход-
ные с аналогичными методами ко-
личественного иммуноэлектрофореза : 
линейным, ракетио-лиисйным, пере-
крестно-линейным и т. д. Таким обра-
зом, нами предлагается новая разно-
видность электрофоретических мето-
дов, основанная на реакциях биоспеци-
фического взаимодействия . Ранее в по-
добных реакциях использовались вза-
имодействия пар антиген — антитело 
[4] или лектин — лиганд [7] . Полу-
ченные нами результаты д а ю т основа-
ние полагать , что метод биоспецифи-
ческого электрофореза можно исполь-
зовать для изучения любых пар 
биоспеци фи чески реагирующих соеди-
нений, если образующийся преципитат 
не будет мигрировать при проведении 
электрофореза . Это открывает широ-
кие пе р с п е ктивы для использования 
биоспецифического электрофореза в 
различных областях исследования. 

Описанные методы биоспецифическо-
го электрофореза могут существенно 
дополнить арсенал современных мето-
дов изучения ГАГ. Их достоинствами 
являются высокая чувствительность,, 
хорошая воспроизводимость и относи-
тельная простота. К числу недостатков 
можно отнести необходимость очистки 
ГАГ от примесей, а т а к ж е группосие-
цифическую реактивность гтреципити-
ногенов с различными видами ГАГ. 
Однако последнее является т а к ж е и 
достоинством данных методов, посколь-
ку это свойство позволяет оценивать 
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общую концентрацию ГАГ в исследуе-
мых образцах, чего невозможно до-
биться при использовании других ме-
тодов. В этом случае необходимо пред-
варительно изучить свойства ГАГ в 
составе исследуемого образца (биоло-
гической жидкости или экстракта тка-
ни), чтобы па основе полученных дан-
ных подобрать смесь ГАГ, которую 
можно применять в качестве эталонно-
го препарата . 

При изучении отдельных видов ГАГ 
предлагаемые методы имеют сущест-
венные преимущества перед другими 
методами анализа . Так, эти методы 
могут быть использованы для исследо-
вания реакций ГАГ с другими вещест-
вами, которые можно вводить в лунки 
одновременно с ГАГ или в промежу-
точные зоны геля, подобно тому, как 
это делается в методах количественно-
го электрофореза [4]. Особенно важно 
то, что преципитаты ГАГ при биоспе-
цифическом электрофорезе образу-
ются в широком диапазоне рН. Это 
может послужить предпосылкой для 
изучения биоспецифических взаимодей-
ствий в оптимальных условиях при 
минимальной вероятности денатурации 
исследуемых препаратов. 

В заключение следует отметить, что 
реакции преципитации могут осущест-
вляться пе только в гелевой среде. Это 
открывает перспективы для разработки 
методов, подобных лазерной иммуно-
нефелометрии, радиоиммунному и им-
муиоферментному анализу. Разработ-

ка методов будет способствовать даль-
нейшему прогрессу в изучении свойств 
р а з л и ч и ых биополимеров. 
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Дискуссия, организованная редакцией ж у р - ятия, направленные на улучшение организа-
нала «Вопросы медицинской химии» по проб- ции учебного процесса. Н а р я д у с вопросами 
леме преподавания биохимии в медицинских повышения роли биохимии в воспитании спе-
институтах, является, несомненно, весьма ак- циалистов с коммунистическим мировоззрени-
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