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Х И М И Ч Е С К А Я О С Н О В А П О В Е Д Е Н И Я С И Н Г Л Е Т Н О Г О 
К И С Л О Р О Д А В О Р Г А Н И З М Е Ч Е Л О В Е К А ( О Б З О Р ) 

Ленинградский технологический институт им. Ленсовета, Ленинград 

Ранее [3] были кратко описаны не-
которые болезни, возникающие в ре-
зультате фотодииамического эффекта, 
а также принципы фотодинамической 
терапии. Считается, что основным раз-
рушающим агентом в этих процессах 
является синглетный кислород (Ю2). 

Необходимо отметить, что существуют два 
принципиальных механизма фотоокисления 
[2, 15, 22]. Процесс фотоокисления с уча-
стием синглетного кислорода принято назы-
вать механизмом типа II. Процесс же, в ко-
тором сенсибилизатор в возбужденном со-
стоянии взаимодействует непосредственно с 
субстратом или растворителем с образованием 
радикалов при отрыве атома водорода или 
переноса электрона, называют процессом ти-
па I. Последующие реакции этих радикалов 
с кислородом дают продукты окисления. 
В сложных системах определение точного ме-
ханизма бывает весьма затруднительным. 
Однако установлено, что процесс с участием 
радикалов более эффективен в лизкополяр-
иых средах, тогда как механизм с участием 
синглетного кислорода доминирует в полярной 
среде [26]. Таким образом, при изучении мо-
дельных систем различные растворители мо-
гут д а ж е смещать механизм фотореакций от 
типа 1 к типу II, и наоборот. Продукты 
фотоокисления типа II изучены более ши-
роко, чем типа I. 

При фотодинамическом воздействии 
повреждаются определенные специфи-
ческие химические мишени, а именно 
остатки гистидина, триптофана, метио-
нина, тирозина и цистеина в белках, 
гуаииповые остатки в нуклеиновых кис-
лотах, ненасыщенные жирные кислоты 
и холестерин в мембранах. Хотя хими-
ческие продукты многих из этих м о-
лекулярных мишеней еще неизвестны, 
однако некоторые реакции достаточно 
хорошо изучены [15]. Во многих слу-
чаях первичные продукты нестабиль-
ны и очень быстро дают вторичные 
продукты при комнатной температуре 
[15]. 

Существует пять классов реакций 
синглетного кислорода, которые лежат 
в основе взаимодействия синглетного 

кислорода с молекулами биологиче-
ских мишеней [15, 52]: 

1) реакции диеновых соединений 
(ароматические соединения, гетеро-
циклы), в которых кислород присоеди-
няется в положениях 1,4 к диеновой 
системе с образованием циклической 
эндоперекиси: 

2) окисление олефииов с атомами 
водорода в аллильном положении до 
аллильньтх гидроперекисей, в которых 
двойная связь смещается по положе-
нию: 

( ч - а • х н н 

3) присоединение кислорода к бога-
той электронами двойной связи с об-
разованием диоксетаиов [51]. Многие 
диоксетаиы легко разрушаются до 
карбонильных фрагментов при темпе-
ратуре ниже комнатной [8, 51] . Часть 
этих карбонильных соединений обра-
зуется в возбужденном состоянии с 
последующей люминесценцией: 

\ / о 1 — О ь = о 

|+ГЦГР=О 

4) окисление сульфидов до сульфо-
ксидов [19]: 

2 R 2 S + ' 0 2 — 2 R 2 S - 0 " 

5) реакции замещенных фенолов с 
образованием гидроксидиеноиов [37, 
58]: 
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Известные реакции молекул биоло-
гических мишеней с синглетным кис-
лородом описаны ниже [15, 52]. 

Гистидин. В исследовании, прове-
денном при низких температурах, бы-
ло показано, что первичными продук-
тами окисления гистидина и различ-
ных родственных имидазолов синглет-
ным кислородом являются эндопере-
киси [48]. Эти эндоперекиси очень не-
стабильны, особенно когда Ri = H, и 
разлагаются даже при температурах 

о т — Ш * 
н 

Метиоиин. Деградация метионина 
ответственна за потерю активности не-
которых важных ферментов. При вза-
имодействии с синглетным кислоро-
дом образуется сульфоксид: 

о о~ о 
2CH3-S-CH2—СН2-СН~С—R' + TO2-^2CH3-S

+—СН2-СН2—CH-C-R' 
NH NH 

R A 

порядка—80 °C. При нагревании обра-
зуется сложная смесь продуктов, со-
став которой неизвестен: 

Триптофан. Продукты фотоокисле-
ния триптофана чрезвычайно сложны, 
и ход реакции зависит от многих фак-
торов [60]. В работе [49] было уста-
новлено наличие 1,2-диоксетана в ка-
честве промежуточного продукта. Пер-
вичным выделяемым продуктом явля-
ется N-формилкинуренин, который 
очень легко превращается в кинуренин 
[50]: 

В работе [54] показано, что Ю2 
присоединяется к триптофану с обра-
зованием гидроперекиси со смещением 
связи в соседнее положение: 

При детальном изучении реакций 
метионина [57] было обнаружено, что 
они зависят от рН. Когда рН доста-
точно низок, так что аминогруппа про-
тонируется (или ацилируется в случае 
пептида), идет сравнительно простая 
реакция, дающая сульфоксид в каче-
стве первичного продукта. Когда ами-
ногруппа находится в свободном со-
стоянии (при высоких рН, когда она 
не ацилируется), образуется интерме-
диа? «дегидрометиоиии», который за-
тем испытывает медленный гидролиз, 
давая сульфоксид метионина в до-
вольно сложном процессе. 

Тирозин. Продукты фотоокисления 
тирозина изучены мало. С синглетным 
кислородом он взаимодействует недо-
статочно эффективно [58]. Установле-
но, что фотоокисление кольца тирозина 
обычно идет по мехаЦизму типа I [2, 
15]. 

Цистеин. Реакции фотоокисления 
цистеина тоже изучены недостаточно. 
При определенных условиях были вы-
делены сульфиновые и сульфоновые 
кислоты, в других случаях был выде-
лен дисульфид [2, 15, 25, 52]: 

/RSO2H-RSO3H 
RShNRSSR 

Важной мишеныо для фотоокисли-
тельного повреждения являются мем-
браны [2, 13, 15, 52]. Считается, что 
пероксидация липидов ответственна за 
потерю стабильности мембраны и ее 
биологической функции. Ненасыщен-
ные жирные кислоты липидов, реаги-
руя с синглетным кислородом, образу-
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ют гидроперекиси, при этом двойная 
связь обязательно смещается: 

ем очень нестабильного гидроперокси-
диенона [12]: 

ООН 

R-CH=CH-CH2R + 'O2-~RCH-CH=CH-R 

Если возможен более чем один про-
дукт, то часто образуется весь набор 
их. Однако в некоторых случаях эта 
реакция очень специфична. Например, 
холестерин признан лучшим маркером 
синглетного кислорода из-за исключи-
тельной специфичности его реакции с 
последним, основным продуктом кото-
рой является 5-ос-гидроперекись, тогда 
как другие перекиси образуются лишь 
в небольшом количестве. В свободно-
радикальном же окислении холестери-
на образуется сложная смесь, включа-
ющая 7а- и p-гидроперекиси и мно-
гие другие продукты, но 5а-гидропере-
кись не образуется: 

| | | - f - другие 

Н О ' х / Ч / ^ - Н продунты 

Н 
0 1 
О 

СшНзз* 0 2 

о ^ у 

^16^33 

(оба изомера) 

Реакции синглетного кислорода с 
нуклеиновыми кислотами изучены 
очен мало [60]. Обычно образуются 
сложные смеси продуктов, и точный 
ход реакции неизвестен. Первоначаль-
ным продуктом фотоокисления ураци-
ла при низких температурах в жидком 
аммиаке является гидроперекись [59]. 
При нагревании этот продукт расщеп-
ляется. Однако урацил не является 
существенной мишенью для синглетно-
го кислорода. 

Установлено, что ДНК в виде двой-
ной спирали приблизительно в 10 раз 
более фотолабильна, чем соответству-
ющая одионитевая ДНК [61]. 

а-Токоферол (витамин г) является 
важным биологическим антиоксидаи-
том. Он реагирует с синглетным кис-
лородом двумя путями: физически 
(тушение) и химически с образовани-

Тушение синглетного кислорода 
а-токоферолом является доминирую-
щим процессом, образование же хими-
ческого продукта — второстепенным. 

Известно, что каротиноиды выпол-
няют функцию защиты от синглетного 
кислорода в фотосинтезирующих орга-
низмах [35]. 

Чрезвычайно интересным биологиче-
ским субстратом является билирубин. 
Он прекрасный акцептор синглетного 
кислорода. Продукты их взаимодейст-
вия были хорошо изучены in vitro [9, 
36]. В течение довольно длительного 
времени считалось, что при фототера-
пии неонатальной желтухи билирубин 
разрушается в организме в процессе 
этого взаимодействия [2, 18, 44]. Од-
нако недавно четко установлено, что 
механизм фототерапии иной, а имен-
но под действием синего света били-
рубин превращается в метастабильный 
геометрический изомер, который го-
раздо более растворим в воде, чем ес-
тественный билирубин, и легко выво-
дится из организма [40, 41]. Таким об-
разом, при фототерапии снижается 
концентрация билирубина в крови и 
соответственно снижается вероятность 
того, что этот пигмент будет диффун-
дировать в мозг, где он проявляет 
свое токсическое действие. По данным 
статистики, в 1974 г. около 2,5% всех 
детей, рожденных в США, были под-
вергнуты фототерапии, т. е. длитель-
ному облучению ярким синим или бе-
лым светом [40]. 

По мнению Фута, одного из веду-
щих специалистов в области химии 
синглетного кислорода, исследования 
реакций синглетного кислорода с био-
логическими мишенями в сложных си-
стемах находятся пока в натальной 
стадии [15]. 

Известно, что псориаз успешно ле-
чат с помощью PUVA-терапии, где ис-
пользуется комбинация облучения 
мощным УФ-светом с приемом внутрь 
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8-метоксипсоралена (PUVA—psora-
len+UV—A). PUVA-аппараты исполь-
зуются в нашей стране. Однако в ли-
тературе появилась настораживающая 
информацию о том, что у некоторых 
пациентов PUVA-терапия промотиру-
ет кожный канцерогенез. При этом 
большему риску подвержены пациен-
ты, ранее получившие дозу ионизиру-
ющей радиации. Особому риску под-
вергаются больные, уже имевшие 
кожные карциномы до PUVA-терапии 
[56]. Авторы этого исследования 
предполагают, что риск канцерогенеза 
связан со способностью организма па-
циента восстанавливать поврежденные 
ДНК. В связи с этими результатами 
был поставлен вопрос о необходимо-
сти выяснения участия синглетного 
кислорода в механизме PUVA-терапии 
[23]. 

Нефотохимическое образование 
синглетного кислорода в организме 

С давних пор внимание исследова-
телей привлекала биологическая ток-
сичность супероксидрадикала 0~. 
Было высказано несколько предполо-
жений относительно механизма этой 
токсичности. Одно из них состояло в 
том, что в процессе спонтанной (нека-
тализированной) дисмутации о~ в 
водной среде образуется синглетиый 
кислород, который разрушает биологи-
ческие молекулы [21, 27, 43]. 

+ — > Н 2 0 2 = 1 0 2 . 

В течение десятилетия эта реакция 
была предметом дискуссий [7, 10, 11, 
20, 21, 24, 27, 28, 33, 39, 42, 43, 46, 
53], при этом одни исследователи 
представили данные, подтверждающие 
образование синглетного кислорода в 
этой реакции, другие получили отри-
цательный результат. Однако в 1981г. 
Хан представил бесспорное доказа-
тельство образования синглетного кис-
лорода в этой реакции, зарегистриро-
вав непосредственно люминесценцию 
синглетного кислорода, соответствую-
щую переходу 02 (>Л) —^ 02(;JS), 
с помощью сконструированного им 
высокочувствительного спектрометра, 
и тем самым завершил многолетнюю 
дискуссию [29]. Следует отметить, что 
подобный спектрометр, регистрирую-
щий излучение синглетного кислорода 
в растворах, был создан ранее в МГУ 
советским ученым Красновским [1]. 

В 1972 г. Аллеи и др. опубликовали 
интересное сообщение о том, что син-
глетиый молекулярный кислород дей-
ствует как бактерицидный агент в фа-
гоцитозе, т. е. в процессе, в котором 
некоторые типы белых кровяных кле-
ток, такие как полиморфно-ядерные 
лейкоциты, поглощают и разрушают 
микроорганизмы [5]. Механизм по-
глощения микробов этими клетками 
был объектом дискуссий в течение 
примерно столетия [38]. Исследуя 
процесс фагоцитоза, Аллеи и др. на-
блюдали хемилюминесцеицию, проис-
хождение которой они объяснили сле-
дующим образом. Синглетиый кисло-
род реагирует с областями высокой 
электронной плотности в микробиаль-
ных субстратах с образованием заме-
щенных диоксетанов, которые диссо-
циируют на электронно-возбужденные 
карбонильные фрагменты, релаксиру-
ющие в основное состояние путем хе-
милюминесценции. Они обнаружили, 
что интенсивность этого излучения 
коррелирует со всеми переменными, 
которые изменяют бактерицидную ак-
тивность. Хемилюминесцеиция не на-
блюдалась в отсутствие кислорода, а 
также в тех случаях, когда в системе 
присутствовали только лейкоциты или 
только микробы. Кроме того, хемилю-
минесцеиция отсутствовала в опытах с 
полиморфно-ядерными лейкоцитами, 
взятыми у пациентов с хроническим 
гранулематозом, при котором лейко-
циты неспособны убивать микроорга-
низмы. Авторы считают, что синглет-
иый кислород в этой системе образу-
ется при спонтанной дисмутации су-
пероксидрадикала 0~ , образующего-
ся в процессе метаболизма. 

Авторами ряда работ [6, 14] уста-
новлено, что при фагоцитозе полимор-
фно-ядерные лейкоциты интенсивно 
продуцируют 0;г . Эти авторы на-
блюдали также отсутствие продуциро-
вания 0 ~ лейкоцитами, взятыми у 
пациентов с хроническим гранулема-
тозом. 

По мнению автора работы [38],син-
глетиый кислород здесь образуется не 
в результате дисмутации о ~ , а в 
трехкомпонентной системе: миелопе-
роксидаза (МПО) — галогенид — пе-
рекись водорода следующим образом: 

Н 2 0 2 + С1- ^ tHaO + O C l -

0 С 1 - + Н 2 0 2 — > Н 2 0 + С1- + Ю2 . 
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Галогенид при каталитическом уча-
стии миелопероксидазы окисляется пе-
рекисью водорода до гипогалогенит-
иона, который реагирует с другой мо-
лекулой Н2О2. Реакция же гипогало-
генит-иона с перекисью водорода яв-
ляется классической химической реак-
цией продуцирования синглетного кис-
лорода (см., например, обзор [4]) . 

Клебанов и др. [30—32, 47] также 
предположили, что подобная трехком-
понентиая система ответственна за 
бактерицидную активность полиморф' 
но-ядерных лейкоцитов и, используя 
тушители 0 7 , успешно ингибирова-
ли эту бактерицидную активность. 

Другие авторы [45] несколько поз-
же представили несомненные доказа-
тельства того, что система пероксида-
за — Н2О2 — галогенид генерирует 
синглетиый кислород, и в свою оче-
редь высказали мнение, что именно 
синглетиый кислород ответствен за 
бактерицидную активность лейкоци-
тов. В подтверждение этой гипотезы 
Кринский [34] обнаружил, что каро-
тиноиды защищают микроорганизмы 
от уничтожения лейкоцитами. Однако 
в недавних работах Фута и др. [16, 
17], в которых были проведены ис-
следования продуцирования синглет-
ного кислорода лейкоцитами, получен 
отрицательный результат. 

Таким образом, вопрос об участии 
синглетного кислорода в процессе фа-
гоцитоза находится пока на стадии 
дискуссии. По мнению Хана [29], с по-
мощью спектрометра, непосредственно 
регистрирующего люминесценцию син-
глетного кислорода, можно было бы 
решить этот вопрос окончательно. 
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Б И О Л О Г И Ч Е С К А Я Р О Л Ь Ц Е Р У Л О П Л A 3 М И Н А И В О З М О Ж Н О С Т И 
Е Г О К Л И Н И Ч Е С К О Г О П Р И М Е Н Е Н И Я ( О Б З О Р Л И Т Е Р А Т У Р Ы ) 

Институт проблем онкологии им. Р. Е. Кавецкого АН УССР, Киев 

Церулопл азмин — ЦГ1 (КФ .1.16.3.1), 
медьсодержащая оксидаза крови чело-
века, интенсивно изучается во многих 
аспектах: исследуются его молекуляр-
ные и биологические свойства, меха-
низм действия, физиологическое зна-
чение, возможности клинического при-
менения. 

Известные биологические свойства 
этого белка — участие в транспорте и 
утилизации меди, нейроэндокринной 
регуляции, кроветворении, а также в 
неспецифической защите организма 
при многих патологических процес-
сах — вызывают огромный интерес к 
его изучению. 

ЦП, медьсодержащий белок а2-гло-
булиновой фракции крови человека и 
животных, впервые был выделен в 
чистом виде и описан в 1948 г. [34]. 
Величина молекулярной массы ЦП, 
полученная различными авторами, ко-
леблется от 130 до 160 кД [7, 53, 61]. 
По последним данным, основанным на 
использовании новых методов исследо-
вания, молекулярная масса ЦП равна 
130—135 кД [20, 39, 46]. 

Ранее считалось, что ЦП имеет 
субъединичную структуру [37]. В на-
стоящее время доказано, что человече-
ский ЦП представлен одной полипеп-

тидной цепью, состоящей более чем из 
1000 аминокислотных остатков [39]. 
В молекуле ЦП имеется по крайней 
мере 5 пептидных связей, особенно 
чувствительных к протеолитическому 
расщеплению. В результате разрыва 
этих связей из молекулы ЦП могут 
освобождаться несколько пептидных 
фрагментов, которые, очевидно, оши-
бочно принимались за субъединицы. 
Ряд авторов [38, 50, 59] показали, что 
при выделении ЦП из очень свежей 
крови с добавлением ингибиторов 
протеаз (20 мМ 6-аминогексаиоат) 
число фрагментов незначительно. Воз-
можно, что колебания в величинах мо-
лекулярной массы ЦП объясняются 
его частичной денатурацией. Имеются 
сведения о генетическом полиморфиз-
ме ЦП. Сообщалось о различных 
электрофоретических вариантах чело-
веческого ЦП в ряде этнических групп 
населения [51]. Недавно были обна-
ружены два новых электрофоретиче-
ских варианта ЦП, которые встреча-
ются среди населения штата Мичиган 
(США) [49]. 

ЦП является типичным сывороточ-
ным гликопротеином. Углеводный 
компонент ЦП, на долю которого 
приходится 2—8 % массы молекулы, 
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представлен 9 олигосахаридны ми це-
пями, содержащими глюкозамин, га-
лактозу, мальтозу, фукозу и сиаловые 
кислоты. По данным Ryden [63], угле-
водороды в молекуле ЦП находятся в 
следующих количествах: глюкоза-
мин — 15,7—19,2%, мамиоза 
14,2%, галактоза — 12,3%, фуко-
за — 1,6%, сиаловые кислоты 
8 ,6%. Убедительных данных о роли 
углеводной части в функционировании 
ЦП в литературе нет. Предполагается, 
что на физиологические свойства ЦП 
оказывают существенное влияние кон-
цевые сиаловые кислоты. Отщепление 
их от молекулы ЦП нейроминидазой 
приводит к изменению электрофорети-
ческих свойств белка, но не отражает-
ся на оксидазной активности или аб-
сорбции при 610 им [15]. 

Очень важную роль в структуре ЦП 
играет медь, составляющая 0,27 
0,32% от всей массы белка [42]. 

В последнее время методами атом-
ной абсорбционной и ЭПР-спектроско-
пии установлено, что молекула ЦП со-
держит 6 атомов меди, различающих-
ся по спектральным свойствам [22, 
25, 66]. Обнаруживаемые методом 
Э П Р атомы меди (часть ионов меди, 
входящей в ЦП, не обнаруживается 
ЭПР-спектроскопией) представлены 
двумя типами: 1-й тип — так называ-
емые «синие» ионы Си2+ с полосой 
поглощения при 610 им, ответственные 
за интенсивный голубой цвет ЦП и 
других медных белков таких, как лак-
каза, азурен, пластоцианин и др., 2-й 
тип — «не синие» ионы Си2 + , по 
спектрам поглощения сходные с про-
стейшими комплексами Си24 [30]. 
Предполагается, что только 4 из 6 
атомов меди необходимы для актив-
ного центра ЦП [63]. 

О структуре активного центра ЦП в 
литературе известно мало. Показано, 
что лигандами меди в активном цент-
ре являются SH-группы цистеина, а 
также атомы азота, гистидина и остат-
ки метионина [12, 63]. Остатки метио-
нина в качестве лиганда входят в ак-
тивный центр и других медьсодержа-
щих белков — пластоцианина и азу-
рина. Высказывается мнение о воз-
можной структурной общности актив-
ных центров ЦП и простых мельпро-
теидов, к которым относятся азурин и 
пластоцианин [63]. 

Подобно другим медьсодержащим 
белкам ЦП способен участвовать в 

окислительно-восстановительных реак-
циях. Показано [24], что общая окси-
дазная активность ЦП слабее актив-
ности других оксидаз, например лак-
казы растительного происхождения, 
но сильнее, чем у простых солей и 
комплексов меди, которые являются 
токсичными соединениями. Установле-
но, что оксидазиая активность ингиби-
руется неорганическими анионами 
C N ~ , N ~ , N C O ~ , N C S . Fe (II) так-
же сильно стимулируют оксидазную 
активность ЦП. В то же время высо-
кие концентрации Си (II) и Fe (II) , 
а также ионов Со (II) , Ni (II) , Мп 
(II) и Zn (II) могут ингибировать ее. 
Но концентрации, требуемые для ин-
гибироваиия, намного выше, чем фи-
зиологические концентрации ионов 
свободных металлов, поэтому in vivo 
ионы металлов вызывают, по-видимо-
му, стимулирующий, а не ингибиру-
ющий эффект [30]. ЦП окисляет 
in vitro многие субстраты: Fe (II) , 
ароматические амины и фенолы, ас-
корбиновую кислоту и др. В зависимо-
сти от типа окисляемого субстрата его 
называют ферроксидазой, амииоокси-
дазой и аскорбатоксидазой. Большого 
внимания заслуживает обнаруженная 
в последние годы способность ЦП 
«перехватывать» свободные суперок-
сидные радикалы [31, 32, 71]. 

Изучению структуры, физико-хими-
ческих и биохимических свойств ЦП 
посвящено значительное число работ. 
Более детально эти вопросы рассмот-
рены в обзорах и статьях [5, 30, 42, 
52]. Как реализуются мультифермент-
ные свойства ЦП в сложной системе 
in vivo, сказать трудно, но очевидно, 
что ЦА — многофункциональный бе-
лок и многие функции ЦП делают его 
необходимым для жизнедеятельности 
организма. Известные в настоящее 
время многообразные функции ЦП 
могут быть суммированы следующим 
образом: 

1. Транспорт меди: 
АпоЦП—Си ( I I ) n J L c u ( 1 ) + А п о Ц П — С и ( И ) * - ! 

белок Си п —белок 

2. Мобилизация сывороточного же-
леза для кроветворения. ЦП (ферро-
ксидаза): 
Fe (II ) Не (III) ] —>- трансферрин — > 

—>- синтез тема — г е м о г л о б и н . 

3. Сывороточный антиоксидант: ин-
гибитор перекисного окисления липи-
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дов, «перехватчик» супероксидных ра-
дикалов. 

4. Реактан «острой фазы». 
5. Регулятор уровня биогенных ами-

нов в сыворотке крови: окисление ка-
техол а м и нов, оксии идолов. 

Последняя функция ЦП наименее 
изучена. По мнению некоторых авто-
ров, ЦП регулирует уровень норадре-
налина, адреналина, серотонина и др. 
[18]. Недавно нашли [43], что ЦП 
присутствует в мозге. Вероятно, ЦП, 
влияя на время жизни биогенных ами-
нов, может играть определенную роль 
в регуляции химии мозга. 

Одной из важных функций ЦП яв-
ляется транспорт меди. В состав ЦП 
входит 90—93 % всей меди, содержа-
щейся в плазме крови [28]. Из-за ко-
роткой полужизни изотопов меди пря-
мых доказательств функции ЦП в ее 
транспорте нет. Как медиатор транс-
порта меди ЦГ1 обеспечивает поддер-
жание уровня меди в тканях, особен-
но в печени. Broman [19] одним из 
первых подчеркивал роль ЦП как спе-
цифического переносчика ионов меди 
от печени к клеткам других тканей ор-
ганизма. 

Предполагается, что синтезируемый 
в печени ЦП потоком крови разносит-
ся по тканям организма и транспор-
тирует ионы меди в клетки. Лишенный 
меди а п о Ц П д и ф ф у и д и р у е т обрат н о 
в плазму крови. В печени к апоЦП 
присоединяются ионы меди, и цикл 
повторяется. Медь, переносимая ЦП, 
используется для синтеза медьсодер-
жащих ферментов. Считают, что ЦП 
переносит медь к определенным груп-
пам цитохром-С-редуктазы. С по-
мощью радиоактивной метки установ-
лено, что медь ЦП тесно связана с 
цитохром-С-редуктазой митохондрий 
сердца [47]. При содержании крыс на 
диете с дефицитом Си было обнару-
жено сильное снижение активности 
цитохромоксидазы в большинстве 
тканей. Введение крысам ЦП способ-
ствовало быстрому восстановлению 
активности этого фермента, в то вре-
мя как только медь или ее комплексы 
с альбумином или гистидииом были 
менее эффективными [35]. 

При исследовании роли ЦП в мета-
болизме железа было установлено, что 
ЦП участвует в окислении железа в 
пл а з м е кр ови человека, п редета вляя 
собой ферроксидазу [29]. Субстратом 

ЦП является двухвалентное железо, 
которое он окисляет до трехвалентно-
го. Образующееся трехвалентное же-
лезо встраивается в молекулу апо-
трансферрина. Таким образом, феррок-
сидазная активность ЦП обеспечивает 
насыщение железом трансферрина, 
который транспортирует железо в ко-
стный мозг, где происходит синтез те-
ма. Следовательно, ЦП принимает 
участие в утилизации железа, способ-
с т в у я к р о в ет в о р е и и ю. 

В опытах in vitro показано [541, 
что ЦП ускоряет окисление двухва-
лентного железа и образование транс-
феррина более чем в 10 раз. Присут-
ствие альбумина в количестве 0,6— 
1,2 мМ, обычно тормозящего окисле-
ние Fe24, не оказывает влияния на ка-
тализируемое ЦП окисление Fe2 4 . 

Недавно было обнаружено, что ЦП 
обладает антиокислительной актив-
ностью [26]. Известно, что сыворотка 
крови человека содержит ингибитор 
липидного переокисления. Показано, 
что основным антиоксидантом в сы-
воротке как в норме, так и при пато-
логии является ЦП, ингибирующий и 
предотвращающий окисление липидов, 
ЦП ингибирует аутоокисление липи-
дов, стимулируемое аскорбиновой кис-
лотой и неорганическим железом в 
л и п осо м а х и го м ore н а т ах б ы ч ье го 
мозга. АпоЦП (лишенный меди ЦП) 
не ингибирует аутоокисление липидов. 
Другие комплексы меди, например 
CuS04 , имеют очень слабую антиокис-
лительную активность. Механизм ан-
тиокислительного эффекта ЦП в си-
стеме in vivo еще не выяснен. Неясно, 
от какой активности — ферроксидаз-
ной, аскорбатоксидазной или 02-пере-
хватывающей — зависит его анти-
окислительная активность [17]. ЦП 
ингибирует зависимое от НАДФ-Н 
окисле ние л ип идов, стимулируемое 
АДФ-Fe3 4 в микросомах печени крыс, 
причем его ингибирующее действие 
оказывается более сильным, чем дей-
ствие супероксиддисмутазы (СОД) 
[71]. Авторы последней из указанных 
работ склонны считать, что аитиокис-
лительный эффект ЦП зависит от его 
ферроксидазной активности. Это за-
ключение подтверждает вывод, еде-
л а и н ы й и а основа н и и и сс л е д о в а н и й 
окисления липидов липосом, индуци-
рованного Fe2+ | 331. Предполагается,, 
что ЦП играет роль в удалении токси-
ческих свободных радикалов суперок-
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сиданиона О ^ — продукта аэробно-
го метаболизма. Клетки и ткани за-
щищены от повреждения супероксид-
ным радикалом главным образом с по-
мощью медьсодержащей СОД — внут-
риклеточного фермента, катализирую-
щего дисмутацию свободных радика-
лов до Н 2 0 и 0 2 . ЦП, вероятно, с по-
мощью пары ионов Си2 + связывает 
Of-* осуществляя четырехэлектронное 
восстановление кислорода до РЬО. 
При этом в отличие от действия СОД 
IT2O2 не образуется. В работе [31] по-
казано, что ЦП может предохранять 
липидно-связанные структуры от Oj-
и что ЦП является «перехватчиком» 
свободных радикалов, циркулирующих 
в крови. Для проявления защитных 
функций организма очень важно, что 
ЦГ1 циркулирует в крови, в то время 
как СОД — внутриклеточный фермент. 

В исследованиях Погосяиа и соавт. 
[14а] установлено, что ЦП как инги-
битор липидной переоксидации при-
мерно на 2 порядка менее эффективен, 
чем СОД. Однако на основании полу-
ченных данных и оценки содержания 
ЦП в плазме сделан вывод, что ЦП 
правомерно рассматривать в качестве 
основного антиоксиданта плазмы. 

Содержание ЦП в сыворотке крови 
взрослого человека в норме составляет 
25—45 мг/100 мл. У новорожденных 
детей содержание ЦГ1 в сыворотке 
крови ниже — около 10 мг/100 мл, но 
через 1—2 мес после рождения оно 
увеличивается до значений, характер-
ных для взрослого человека [28]. 
В тканях животного организма уро-
вень ЦП относительно низок. Наибо-
лее высокое содержание ЦП обнару-
живается в сердечной мышце [43], 
более низкое — в печени, почках и 
мозге. Содержание ЦП в крови увели-
чивается при беременности, стрессах, 
при введении эстрогенов, что свиде-
тельствует об участии ЦП в эндокрин-
ной регуляции [64, 65]. 

Большого внимания заслуживают 
свойства ЦП, на основании которых 
он был классифицирован как «белок 
острой фазы». Многими исследовани-
ями установлено, что уровень ЦП в 
сыворотке крови значительно возра-
стает при различных инфекционных 
заболеваниях, остром и хроническом 
воспалительных процессах, сопровож-
дающихся деструктивными и некроти-
ческими изменениями в тканях (ин-

фаркт миокарда и др.), а также при 
злокачественном росте [9, 11, 23, 40, 
57, 69]. Очевидно, ЦП участвует в не-
специфической защите организма от 
вредных воздействий. Повышение со-
держания ЦП в острой фазе заболе-
вания напоминает изменение уровня 
других а-глобулипов, который повы-
шается при тканевом повреждении и 
воспалительных состояниях [32]. ЦП 
н аз ы в а ют э н до ген н ы м модулятором 
воспалительного ответа [30]. Одна из 
функций ЦП при воспалении — инак-
тивация свободных радикалов, образо-
ванных фагоцитирующими лейкоцита-
ми и поступающими во внеклеточные 
жидкости, которые не содержат пре-
дохранительных ферментов — катала-
зы и СОД. Существует мнение, что 
одним из молекулярных участков в 
воспалительном ответе организма яв-
ляется белок, освобождаемый лейко-
цитами, — эндогенный медиатор лей-
коцитов (ЭМЛ). ЭМЛ стимулирует 
синтез и освобождение белковых реак-
тантов активной фазы, включая ЦП 
[30]. 

Как было отмечено, содержание 
ЦП в сыворотке крови изменяется при 
опухолевом росте [14, 48, 55]. Возра-
стание уровня ЦГ1 в сыворотке крови 
наблюдается у крыс при росте раз-
личных имплантированных опухолей 
молочной железы и печени [44], а 
также карциномы Уокера [55]. Ак-
тивность ЦП начинает возрастать к 
6-му дню после имплантации, когда 
масса опухоли достигает 0,3 % от 
массы тела. Имплантация нормальной 
ткани не вызывает повышения содер-
жания ЦП. 

На экспериментальных моделях, 
таких, как саркомы М-1 и МТ-х крыс 
[13], а также карцинома Брауна — 
Пирс и карцинома кроликов Vx-2 [13, 
67], установлено также значительное 
(в 4—5 раз по сравнению с нормой) 
повышение уровня ЦП в сыворотке 
крови животных. Авторы утверждают, 
что содержание ЦП увеличивается в 
такой же степени у беременных кроль-
чих, но только в ранний период (3-я 
неделя). Впоследствии уровень ЦП у 
животных с раковыми опухолями на-
много выше, чем у беременных. Благо-
даря удачному выбору модели (кар-
цинома Vx-2 кроликов) можно было 
наблюдать изменения уровня ЦП при 
развитии или регрессии раковой опу-
холи. Результаты этих исследований 
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дали возможность авторам назвать 
ЦП одним из «маркеров неопластиче-
ской активности» [67]. Высказано 
мнение, что изменение концентрации 
ЦП и железа трансферрина в крови 
отражает метаболический стресс опу-
холевой болезни [28]. 

Исследования ферментативной и ан-
тигенной активности ЦП у больных 
раком легкого, молочной железы, а 
также желудочно-кишечного тракта 
показали, что при всех 3 видах рака 
уровень ЦП в сыворотке крови повы-
шается и степень этого повышения 
соответствует стадии заболевания. 
При лечении уровень ЦП возвраща-
ется к норме. Полагают, что в ряде 
случаев (при длительном наблюде-
нии) определение содержания ЦП мо 
жет быть использовано для диагности-
ки и прогноза злокачественных забо-
леваний [45]. 

Аналогичные результаты получены 
при определении концентрации ЦП у 
больных раком до и после радио- и 
химиотерапии. Концентрация ЦП пе-
рестает увеличиваться и постепенно 
снижается у больных после операции 
и повышается у больных, которым 
операцию не проводили [21]. Отмече-
но повышение содержания ЦП у 
больных с эстрогензависимыми рака-
ми (молочной железы, вульвы, шейки 
матки) [65]. 

Механизм повышения уровня ЦП в 
сыворотке крови при злокачественном 
росте неизвестен. Предполагают, что 
это результат либо усиления синтеза 
ЦП, либо снижения его распада. 

Высказано предположение [27], что 
повышенное содержание ЦП при опу-
холевом росте связано с изменением 
его катаболизма. При нормальном ка-
таболизме ЦП в печени происходит 
его деасилирование с помощью ней-
раминидазы до асиало-ЦП, который 
удаляется из печени. Малигнизирован-
ные клетки имеют более высокую ак-
тивность трансфераз сиаловых кислот 
[68]. Поэтомгу ЦП может реасиали-
роваться па поверхности раковых кле-
ток или в периферической крови. 
В малигнизированных клетках менее 
эффективна десиализация (из-за сни-
жения активности нейраминидазы). 
Таким образом, распад ЦП при зло-
качественном росте снижен, что может 
являться одной из причин повышения 
его содержания в сыворотке крови. 

Сравнительно редко отмечают сни-
жение содержания ЦП в крови. Это в 
основном наблюдается при недостатке 
или отсутствии синтеза ЦП (некроз 
печени, болезнь Вильсона) либо при 
увеличении его выведения (нефроз, 
наследственная тирозинемия). Сниже-
ние уровня ЦП в плазме крови при 
диффузном гломерулонефрите у детей 
сопровождается увеличением его коли-
чества в моче [16]. Вероятно, сниже-
ние уровня ЦГ1 в этом случае проис-
ходит за счет потери ЦП вместе с 
другими белками сыворотки крови. 
Пониженный уровень ЦП является 
одним из ранних симптомов болезни 
Вильсона. Дефект синтеза ЦП, сопро-
вождающийся накоплением меди в 
мозге и печени, вызывает тяжелую 
клиническую картину: поражение 
нервной системы, симптомы цирроза 
печени и другие изменения. Отмечено, 
что у больных гепатолентикулярной 
дегенерацией (болезнь Вильсона) 
удельная оксидазная активность ЦП 
на 20 % ниже нормы, а концентрация 
ЦП в сыворотке крови составляет 
4,7—25,4 вместо 30 мг/100 мл в нор-
ме наряду с повышенным выделением 
меди с мочой (116—900 вместо 
50=Ы0 мкг/сут в норме) [56]. 

Из печени животных выделена го-
могенная мРНК, кодирующая ЦП, ко-
торая может быть использована для 
молекулярно-биологического анализа 
дефекта синтеза этого белка при ге-
патолентикулярной дегенерации [6]. 

Установлено, что ЦП синтезируется 
в печени на мембранио-связанных по-
лисом ах. У большинства носителей 
вильсоновской мутации растущие це-
пи ЦП обнаруживаются преимущест-
венно во фракции свободных полиро-
босом, что коррелирует с появлением 
в сыворотке крови больных иммуноре-
активного предшественника ЦП с мол. 
массой 8400 Д, не обнаруживаемого в 
крови у контрольных больных [15]. 

Именно при болезни Вильсона бы-
ла сделана первая попытка применить 
ЦП с лечебной целью. Внутривенное 
введение больным ЦП, полученного из; 
сыворотки крови здоровых людей, в 
дозе 10 мг/кг вызывало нормализацию 
его содержания в крови, но не давало 
желаемого клинического эффекта при 
уже развившейся гепатолентикулярной 
дегенерации [58]. Вероятно, коррек-
ция экзогенным ЦП транспорта меди 
при врожденном дефиците ЦП может 
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иметь существенное значение лишь на 
ранней стадии заболевания. 

К настоящему времени накопилось 
достаточно данных, являющихся обос-
нованием для применения ЦП в ле-
чебных целях. В экспериментальных 
работах [70] и клинических наблюде-
ниях [61] отмечено гемостимулирую-
щее действие ЦП на кроветворение. 
Введение ЦП кроликам в комбинации 
с фолиевой кислотой вызывает появ-
ление эритропоэтипа в плазме крови и 
возрастание количества ретикулоци-
тов, эритроцитов и гемоглобина в пе-
риферической крови [70]. У собак и 
кроликов с постгеморрагической ане-
мией при введении человеческого ЦП 
наступает более быстрое восстановле-
ние картины периферической крови 
[10]. Есть сообщения о клинических 
результатах применений ЦП при лече-
нии больных с апластической анеми-
ей; приблизительно у 50 % больных 
ЦП вызывал стимуляцию эритропоэза, 
что позволяло сократить большое ко-
личество переливания крови, необхо-
димое этим больным в связи с резким 
снижением гемопоэтической функции 
[ е е ] . 

Экзогенный ЦП оказывает противо-
воспалительное действие [10, 41]. Вве-
дение крысам и мышам ЦП в дозе 
30 мг/кг при воспалении нормализует 
гематологические показатели и спо-
собствует улучшению морфологиче-
ской картины ткани в очаге воспале-
ния [10]. Отмечены положительные 
результаты применения ЦП при лече-
нии больных инфекционным неспеци-
фическим полиартритом [8]. 

Установлено, что ЦП обладает про-
тивоопухолевой и токсогормониейтра-
лизующей активностью. Токсогор-
мон — основной белок, выделяемый 
из клеток асцитного рака Эрлиха. При 
введении животным он, подобно 
растущей опухоли, снижает актив-
ность каталазьт в печени и уровень 
железа в сыворотке крови, а также 
оказывает прямое цитотоксическое 
действие в отношении нормальных 
мышиных лимфоцитов и макрофагов. 
В опытах на мышах LCK с саркомой 
180 показано, что введение ЦП 
(40 мг/кг) вызывает 40 % торможение 
роста опухоли [36]. ЦП восстанавли-
вает сниженную гипер чувствитель-
ность замедленного типа у мышей с 
саркомой 180 и активность Т-клеток-
хелперов у мышей после введения 

токсогормона. Следовательно, ЦП уве-
личивает in vivo генерацию аллореак-
тивных цитотоксических клеток, кото-
рые состоят из цитотоксических 
Т-лимфоцитов, цитотоксических мак-
рофагов и К-клеток [36]. 

Нами совместно с сотрудниками 
Киевского предприятия по производ-
ству бактерийных препаратов Мин-
здрава СССР (канд. мед. наук Ю. В. 
Волощенко, канд. биол. наук И. И. 
Гавриш) в течение ряда лет проводи-
лись работы по получению ЦП из 
ретроплацентариой крови человека 
(отходы производства у-глобулииа) и 
изучению действия его на организм 
животных [2]. Установлено, что ЦП 
практически нетоксичен, в дозе 5 г/кг 
он не вызывает гибели мышей и крыс. 
Длительное (2 мес) ежедневное вве-
дение ЦП не оказывает вредного вли-
яния на функции жизненно важных 
систем и органов. ЦП не обладает ал-
лергизирующей и тератогенной актив-
ностью. Отмечено стимулирующее 
влияние ЦП на гемопоэз, выражающе-
еся в увеличении содержания ретику-
лоцитов, эритроцитов и гемоглобина в 
крови крыс и кроликов, которым дли-
тельно вводили ЦП в дозе 10 мг/кг 
[2]. 

Нами впервые обнаружено радиоза-
щитное действие ЦП [3]. Показано, 
что ЦП повышает резистентность ор-
ганизма к рентгеновскому облучению. 
Однократное введение ЦП в разных 
дозах до и после радиационного воз-
действия при ЛД4 0 и ЛКюо увеличива-
ет выживаемость крыс. При этом 
улучшаются отдельные показатели 
гемограмм и миелограмм на ранних 
этапах после лучевого воздействия и 
отмечается более высокий уровень ЦП 
в сыворотке крови животных. Радио-
защитиое действие ЦП обусловлено, 
по-видимому, его антиоксидантными 
свойствами, способностью обезврежи-
вать радиотоксииы, в том числе су-
пероксидные радикалы, образующиеся 
в ранний период лучевой болезни. 

Изучено влияние экзогенного ЦП 
на рост экспериментальных опухолей 
[4]. В большинстве экспериментов 
на животных с различными перевив-
ными опухолями (карцинома Герена, 
лейкоз Швеца, лимфома NKLy, сарко-
ма 180 и лейкоз L 1210) при введении 
небольших доз ЦП (1 — 10 мг/кг) об-
наружен умеренно выраженный про-
тивоопухолевый эффект (торможения 
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роста на 25—50 %). При изучении 
влияния препарата ЦП на кинетику 
роста нормальных и опухолевых кле-
ток человека и животных в культуре 
установлено, что ЦП в различных до-
зах не оказывает существенного влия-
ния на пролиферацию нормальных 
фибробластов эмбрионов человека и 
крысы, а также опухолевых клеток. 
В то же время при культивировании в 
присутствии ЦП быстроделящихся 
опухолевых клеток животных, особен-
но лейкозных клеток крыс, отмечено 
ингибирующее рост влияние препара-
тов ЦП. Обнаруженный эффект был 
дозозависимым и не сопровождался 
токсическим действием препарата на 
клетку. 

П р едет а вл я ют интерес р езул ьт а ты 
исследования действия ЦП на имму-
нологический статус организма-опухо-
ле носителя. На модели карциномы 
легкого Лыоиса у мышей линии С57В1 
показано менее выраженное снижение 
уровня бластной трансформации лим-
фоцитов, вызванное фитогем агглюти-
нином, в группе животных с введени-
ем ЦП по сравнеию с контрольными 
животными (введение альбумина) [1]. 
Эти данные могут свидетельствовать 
о том, что ЦП ослабляет иммуноде-
прессию, вызванную ростом опухоли. 

Полученные в последние годы дан-
ные подтверждают представление о 
том, что ЦП является одним из фак-
торов естественной защиты организма. 
Как лечебный препарат он может 
быть получен из отходов крови чело-
века, образующихся при производст-
венном получении ^-глобулина, и ре-
комендован для применения при ане-
миях, воспалительных заболеваниях, 
в комплексной терапии злокачествен-
ных опухолей и при лучевых осложне-
ниях в качестве средства, стимулиру-
ющего гемопоэз и вызывающего де-
токсицирующий эффект. 

Дальнейшее изучение свойств ЦП и 
механизмов его действия, поиск новых 
подходов к использованию его в кли-
нике представляют, на наш взгляд, 
большой научный и практический ин-
терес. 
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Б И О Л О Г И Ч Е С К А Я Р О Л Ь М О И О О К С И Г Е Н А З 
И П У Т И У П Р А В Л Е Н И Я И Х А К Т И В Н О С Т Ь Ю 

Отдел регуляции обмена веществ АН БССР, Гродно 

Оксигеназы — ферменты, активиру-
ющие молекулярный кислород и ката-
лизирующие включение одного (моно-
оксигеназы) или двух (диоксигеназы) 
атомов кислорода в молекулу субстра-
та. Оксигеназы требуют присутствия 

доноров электронов (Д), в качестве ко-
торых используют обычно НАДФ • Н, 
реже НАД • Н, тетрагидрофолиевую 
или аскорбиновую кислоты. Моноокси-
геназная реакция происходит по урав-
нению: R + 0 2 + Д Н - ^ 0 Н + Н 2 0 + Д . 
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При этом один атом кислорода вклю-
чается в молекулу субстрата, другой 
восстанавливается до Н 2 0, т. е. фер-
мент выполняет не только оксигеназ-
иую, но и оксидазную функцию. Поэто-
му монооксигеназы иногда называют 
оксидазами со смешанной функцией. 
Поскольку при окислении такого типа 
в молекуле субстрата образуется в ко-
нечном итоге ОН, монооксигеназную 
систему называют также гидроксили-
рующей системой, а реакцию окисле-
ния — окислительным гидроксилиро-
ванием. 

В данной статье предметом рассмот-
рения является монооксигеназная си-
стема, которая широко распространена 
в различных биологических объектах 
(у животных, насекомых, в микроорга-
низмах, растениях, дрожжах и т. д.). 

У животных эта ферментная система 
локализована преимущественно в мем-
бранах эндоплазматического ретикулу-
ма клеток различных органов и тка-
ней, но наиболее активна она в печени. 
Монооксигеназы, ответственные за син-
тез кортикостероидов, локализованы в 
мембранах митохондрий клеток, надпо-
чечников. 

Монооксигеназная система эндоплаз-
матического ретикулума гепатоцитов 
образует НАДФ-Н- и НАДН-зависи-
мую редокс-цепь [1]. Более подробно 
изучена первая из них, с функциониро-
ванием которой и связано главным об-
разом окислительное гидроксилирова-
ние субстратов. НАД-Н-зависимой ре-
докс-цепи в этом процессе отводится 
второстепенная роль. 

НАДФ-Н-зависимая цепь состоит по 
крайней мере из двух ферментов -
НАДФ • Н-специфического флавопро-
теида (НАДФ • Н-цитохром Р-450-ре-
дуктаза, НАДФ • Н-цитохром с-редук-
таза, НАДФ-Н-феррицитохром с-окси-
доредукта'за, КФ 1.6.2.4) и цитохрома 
Р-450 (КФ 1.14.14.1). 

НАДФ • Н-специфический флавопро-
теид синтезируется на рибосомах эндо-
плазматического ретикулума. Молеку-
ла его содержит 1 моль ФАД и 1 моль 
флавинмононуклеотида на 1 полипеп-
тидную цепь массой 69 000 Д [66]. Оба 
флавина являются центрами, акцепти-
рующими электроны от НАДФ-Н. 
Главная функция НАДФ-Н-специфиче-
ского флавопротеида состоит в перено-
се электронов от НАДФ-Н к цитохро-
му Р-450. Кроме того, фермент обла-
дает способностью самостоятельно ка-

тализировать некоторые оксигеназные 
и редуктазные реакции, участвовать в 
реакциях перекисного окисления нена-
сыщенных жирных кислот [1, 14]. 

Цитохром Р-450 — гемопротеид, об-
ладающий свойством взаимодейство-
вать с субстратом окисления, активиро-
вать кислород и внедрять его в субст-
рат. Именно на цитохроме Р-450 про-
исходят реакции гидроксилирования 
[1]. Обнаружено множество форм это-
го фермента, чем и объясняется воз-
можность его связываться с многочис-
ленными субстратами и участвовать в 
их метаболизме. Эта множественность 
фермента носит групповой характер, 
т. е. одна изоформа цитохрома Р-450 
взаимодействует не с одним субстра-
том, а с группой веществ. В группу мо-
гут входить различные по химическому 
строению и происхождению вещества. 
Например, эндогенные и экзогенные ве-
щества могут взаимодействовать с од-
ной изоформой цитохрома [9]. 

В функции гидроксилирующей си-
стемы важную роль выполняют фос-
фолипиды мембран эдноплазматиче-
ского ретикулума [14]. Фосфолипиды 
причастны практически ко всем 
стадиям гидроксилирования. Они не-
обходимы для взаимодействия цито-
хрома Р-450 с субстратами, НАДФХ 
ХН-специфическим флавопротеидом и 
кислородом, а также для переноса 
электронов от НАДФ-Н к цитохрому. 
Влияние фосфолипидов на активность 
гидроксилирующей системы эндоплаз-
матического ретикулума, вероятно, 
связано с физическим, а не с химиче-
ским воздействием. Их влияние может 
сводиться к изменению и стабилиза-
ции конформации цитохрома Р-450 [4], 
к изменению спинового состояния же-
леза гемопротеида [3], а также микро-
вязкости липидного матрикса мембран 
эндоплазматического ретикулума [1, 9, 
14]. 

Гидроксилирующая система печени 
играет важную роль в жизнедеятельно-
сти организма. Она выполняет прежде 
всего пластическую функцию, участвуя 
в биосинтезе и деградации холестери-
на, в метаболизме стероидных гормо-
нов, желчных кислот и других эндоген-
ных веществ. 

Аэробная фаза биосинтеза холесте-
рина, начиная с превращения сквале-
на, происходит в мембранах эндоплаз-
матического ретикулума печени с уча-
стием НАДФ - Н-специфического фла-
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вопротеида [57] и цитохрома Р-450 
[9]. Сквален превращается в ланосте-
рин, а ланостерин — в холестерин. По 
сути гидроксилирующая система эндо-
плазматического ретикулума клеток 
печени заканчивает биосинтез холесте-
рина. В то же время эта система осу-
ществляет и первые реакции окисления 
(деградации) холестерина в желчные 
кислоты. При этом с участием холесте-
рин 7а- и 12а-гидроксилаз, типичных 
представителей семейства цитохрома 
Р-450 [53], происходит гидроксилиро-
вание его в 7-м и 12-м положениях. 

Вполне вероятно, что от функцио-
нального состояния гидроксилаз мо-
жет зависеть содержание холестерина 
в организме как в норме, так и при 
развитии атеросклероза [9]. 

Гидроксилазам эндоплазматическо-
го ретикулума печени принадлежит 
важная роль также в трансформации 
стероидных гормонов [23], которые 
превращаются в печени в более поляр-
ные соединения и выводятся из орга-
низма. В печени млекопитающих най-
дено несколько изоформ цитохрома 
Р-450, способных окислять половые 
гормоны и кортикостероиды в различ-
ных положениях. 

Эстрадиол — в 2а, 15а, 16а, 6а, 6(3, 
7а [35]; прегненолон — в 2а, 2(3, 7а, 
7|3, 16а [28]; прогестерон — в 2а, 6а, 
6(3, 7а, 15(3, 16а [35]; тестостерон — в 
1(3, 2(3, 6а, 6(3, 7а, 15(3, 16а, 18а [35]; 
андростендион — в 6а, 6(3, 7а, 16а, 18а 
[35]; кортизол — в 2а, 6(3 [35]. 

Процессы биотрансформации стеро-
идных гормонов в эндоплазматическом 
ретикулуме клеток печени, по-видимо-
му, могут играть важную роль в под-
держании определенного уровня стеро-
идов и, следовательно, в физиологиче-
ском статусе организма, а также в ле-
чебном действии введенных гормонов. 

Цитохром Р-450-зависимая гидрокси-
лирующая система эндоплазматическо-
го ретикулума печени принимает уча-
стие в со-окислении природных насы-
щенных жирных кислот с образованием 
соответствующих ш-оксикислот. Наибо-
лее подробно исследовано окисление 
лауриновой кислоты в оксилауриновую 
I | • 

Важную роль играет эта ферментная 
система в перекисном окислении липи-
дов [1, 12, 14]. В реакции участвует 
как НАДФ • Н-специфический флаво-
протеид, так и цитохром Р-450 [1]. 
Поскольку перекисное окисление липи-

дов играет большую роль в развитии 
многих патологических состояний, ста-
рении и гибели клеток, то этой функ-
ции гидроксилазной системы в настоя-
щее время уделяется значительное вни-
мание [12]. 

Гидроксилазы могут катализировать 
распад целого ряда гидроперекисей: 
17а-гидроперекиси прогестерона, Па-
гидроперекиси линолевой кислоты, гид-
роперекиси кумила, 7(3- и 25-гидропере-
кисей холестерина, гидроперекиси жир-
ных кислот [45]. 

Большую роль гидроксилирующая 
система выполняет в процессах актива-
ции витамина D (эргокальциферола, 
D2 И холекальциферола, D3). В мембра-
нах эндоплазматического ретикулума 
печени при участии витамин Оз-25-гид-
роксилазы холекальциферол гидрокси-
лируется по С25 [44] с образованием 
25-оксихолекальциферола, который яв-
ляется обязательным промежуточным 
продуктом для синтеза активной фор-
мы витамина — 1,25-диоксихолекаль-
циферола, происходящего в клетках по-
чек. 

Наряду с участием в метаболизме 
упомянутых эндогенных веществ гид-
роксилирующая система эндоплазмати-
ческого ретикулума печени выполняет 
защитную функцию, участвуя в био-
трансформации чужеродных веществ 
(ксенобиотиков), в том числе большо-
го класса лекарственных веществ, ин-
сектицидов, пестицидов, канцерогенов 
и других экзогенных веществ. 

Основными вариантами гидроксили-
рования ксенобиотиков являются сле-
дующие: ароматическое гидроксилиро-
вание — С0Н5х i ^ i НО—С6Н4Х; 
алифатическое гидроксилирование -
RCHg J—I RCH2—ОН; О-деалкили-
рование — R0CH3 i ^ l RCH3-OH_>. 
—> ROI-I+HCHO; ; N-деалкилирова-
ние — RNHCH3 i - L RNHCHoOH —>-
—>- RHo+HCHO; дезаминирование -
R2CHNH2 R2C(OH)NH2 —.R.CO+NH,; 
сульфоокисление — 
RSR i - L |RS + (OH)R'] —> 
—> RSOR' +H+ [18]. 

В результате гидроксилирования ве-
щества превращаются в более поляр-
ные, водорастворимые соединения, лег-
ковыводимые из организма. Как прави-
ло, эти продукты гидроксилирования 
имеют м е н ьш у ю ф а р м а коло г и ческу ю 
активность и токсичность. 
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Наряду с этим в процессе метаболиз-
ма ксенобиотиков могут образовывать-
ся активные продукты (эпокиси, N-, S-
окиси, радикалы), которые способны 
взаимодействовать с макромолекулами 
и повреждать их. Они стимулируют ре-
акции мутагенеза, тератогенеза, канце-
рогенеза, могут быть причиной лекарст-
венной и другого рода аллергии, оказы-
вать токсическое действие на клетки 
[2]. 

Учитывая важную роль гидроксили-
рования в физиологии и патологии ор-
ганизма, возможность познания и уп-
равления им следует отнести к одной 
из основных задач современной фарма-
кологии и медицины. 

К настоящему времени обнаружено 
большое число лекарственных веществ 
и других ксенобиотиков, обладающих 
свойством увеличивать (индуцировать) 
или тормозить ферментную активность 
различных гидроксилаз [8, 13]. 

К числу стимуляторов гидроксилиру-
ющей системы печени могут быть отне-
сены следующие широко известные 
фармакологические вещества: фено-
барбитал, иоксирон, галоперидол, ме-
протан, аминазин, диазепам, элениум, 
амидопирин, бутадиои, дифенин, фена-
цетин, резерпин, рифампицин, гризео-
фульвин, кортизон, прогестерон, триам-
цинолои, бутамид и др. Индуцирующее 
действие этих веществ обычно проявля-
ется при многократном введении. В ос-
нове индукции лежит увеличение син-
теза ферментного белка или торможе-
ние его распада [13]. 

В результате индукции микросомаль-
ных ферментов может возрастать ско-
рость трансформации как самих индук-
торов, так и других ксенобиотиков, а 
также некоторых эндогенных веществ. 
Например, после многократного введе-
ния фенобарбитала, бутадиона и дифе-
иина обнаружено увеличение метабо-
лизма стероидных гормонов и холесте-
рина [8]. 

Сделана попытка применения произ-
водного ДДТ, а также дифенилгидан-
тоииа для лечения больных с болезнью 
И цепко — Кушинга [69]. 

Выраженное увеличение экскреции с 
мочой 6-р-гидроксикортизола наблю-
дали после назначения этим больным 
фенилбутазоиа и фенобарбитала [30]. 
У больных с отравлением фенобарбита-
лом назначение ДДТ (внутрь) по 5 г 
масляного раствора приводило к исчез-
новению признаков интоксикации [62]. 

Большой интерес представляет воз-
можность фармакологического контро-
ля деградации холестерина, поскольку 
это дало бы хорошие возможности для 
лечения гиперхолестеринемии. 

В этом плане интересные результаты 
получены Р. И. Салгаником и соавт. 
[21], показавшими усиление гидрокси-
лирования холестерина в печени крыс в 
результате индукции фенобарбита-
лом, 3-ацетат- 16-изотиоцианопрегнено-
лоиом, 16-дегидропрегненолоном и 
прегненолон- 16-карбонилнитрином хо-
лестерин-7а-гидроксилазы, лимитирую-
щей синтез желчных кислот из холесте-
рина. Однако у кроликов фенобарбитал 
такого действия не оказывал [10]. 

Поиски специфических индукторов 
холестерин-7а-гидроксилазы продол-
жаются. Полагают [49], что их следует 
искать среди производных метилхо-
лантрена и бензофлавона. 

Кроме терапевтического, индукция 
может иметь и нежелательный эффект. 
При участии гидроксилаз эндоплазма-
тического ретикулума печени метилдо-
фа, хлороформ, галотан (фторотан), 
кокаин, фуросемид и парацетамол пре-
вращаются в высокотоксичные метабо-
литы, которые могут вызвать тяжелые 
поражения печени [29, 32, 33, 39, 51, 
52]. Комбинация вышеуказанных ле-
карств с индукторами микросомальных 
ферментов приводит к усилению их ге-
патотоксичности. 

В эксперименте на животных, а так-
же при клиническом исследовании на 
больных наряду с индукторами микро-
сомальных гидроксилаз обнаружен це-
лый ряд их репрессоров. К ним, в част-
ности, можно отнести такие фармако-
логические препараты, как фторотан, 
этаперазин, парацетамол, сультиам,ме-
ридил, метандростенолон, клофибрат, 
тетурам, левомицетин, изониазид, пара-
аминосалициловая кислота (ПАСК), 
ряд рентгеноконтрастных веществ и др. 
[8, 22]. 

По характеру действия ингибиторы 
цитохрома Р-450 подразделяются на 
следующие группы [64]: 

1) прямые обратимые (СО, N0, изо-
цианиды, анионы, спирты, эфиры, лак-
тоны, окисленные стероиды, фенолы, 
хиноны, производные пиридина, произ-
водные ам'идазола и других пятичлен-
ных гетероциклов, эллиптицины, бензо-
флавоны); 

2) непрямые обратимые, воздейству-
ющие на цитохром своими метаболита-
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ми, которые образуют с ним комплекс 
(производные метилендиоксибеизола, 
арилалкиламины и алкиламииы, SKF-
525 А и сходные соединений!, аромати-
ческие амины, N-оксисоединения и гид-
разины) ; 

3) обратимые (ингибирование субст-
ратом) ; 

4) необратимые, вызывающие дест-
рукцию цитохрома Р-450 (полигалоал-
каны, олифены, алиены, производные 
ацетилена, циклопропиламины, тиоло-
вые и серосодержащие соединения 
и др.); 

5) ингибиторы, нарушающие синтез 
и (или) деградацию Р-450 (ионы ме-
таллов, органические вещества, нару-
шающие метаболизм гема). 

Наиболее активным и специфичным 
ингибитором цитохрома Р-450, вызыва-
ющим угнетение метаболизма многих 
ксенобиотиков, является 2-диэтилами-
ноэтиловый эфир 2,2-дифенилвалериа-
новой кислоты (SKF-525 А), который 
способен значительно усиливать дейст-
вие ряда лекарственных веществ, в ча-
стности снотворное действие барбиту-
ратов [48]. 

Дикумарол, сульфафеназол, диокси-
кумарии, левомицетин, фенилбутазон, 
сульфизоксазол снижают метаболизм 
толбутамида, хлорпропамида (хлор-
цикламид) и ацетогексамида и усили-
вают их гипогликелическое действие. 

Сультиам, дикумарин, изониа-
зид, хлорамфеникол, сульфаметизол, 
ПАСК, галотан, метилфенидат, фени-
рамидол, дисульфирам и бензодиазепи-
ны тормозят метаболизм дифенилги-
дантоииа; метилфенидат уменьшает 
биотрансформацию примидона, а дику-
марол, изониазид и метилфенидат — 
фенобарбитала [40—42, 46, 47, 54, 55]. 

Левомицетин, фенирамидол, метил-
фенидат, дисульфирам, ацетаминофен, 
оксифенбутазон, фенилбутазон, метан-
дростенолон, клофибрат и атромид уг-
нетают активность ферментов печени, 
разрушающих антикоагулянты, и, сле-
довательно, потенцируют их действие 
[26, 31, 34, 36—38, 56, 58, 61, 63, 65, 67]. 

Значительно ингибируют ферменты 
лекарственного метаболизма актиноми-
цин D, пуромицин, четыреххлористый 
углерод — вещества, тормозящие син-
тез Д Н К и РНК [16]. 

Из гормональных препаратов репрес-
сирующее действие на окислительные 
ферменты микросом оказывает метаи-
дростенолон. Показано [68], что одно-

временное назначение его с оксифенбу-
тазоном приводит к увеличению в кро-
ви уровня последнего более чем на 
30%. Преднизон подобного действия 
не оказывает. 

Из приведенных литературных дан-
ных следует, что как индукция, так и 
репрессия микросомальных ферментов 
гидроксилирующей системы эндоплаз-
матического ретикулума печени может 
оказать существенное влияние на фар-
макологическую активность и токсич-
ность лекарственных веществ. Знания о 
действии веществ на ферменты печени, 
метаболизирующие ксенобиотики, поз-
волят в ряде случаев избежать тяже-
лых побочных действий лекарств на 
организм. 

Применение химических индукторов 
и ингибиторов в качестве регуляторов 
функции монооксигеназной системы, 
по-видимому, может иметь ограничен-
ное значение вследствие широкого 
спектра их фармакологического дейст-
вия. Кроме того, как чужеродные ве-
щества они небезразличны для орга-
низма.! 

Более физиологический путь управ-
ления этой системой — воздействие че-
рез общие метаболические процессы, 
обеспечивающие ее необходимыми для 
функции кофакторами. К таким воз-
действиям относятся, в частности, пи-
щевые факторы, в том числе витамины. 

Ряд витаминов имеет прямое или 
косвенное отношение к образованию и 
функции тех или иных компонентов 
гидроксилирующей системы. Для ре-
акций гидроксилирования необходим в 
качестве источника электронов 
НАДФ-Н, основным поставщиком ко-
торого является пентозофосфатиый 
цикл расщепления углеводов [15]. Ес-
ли учесть, что в его функционировании 
важную роль играет тиаминдифос-
фат — зависимая транскетолаза, то 
можно полагать, что тиамин имеет 
важное значение в обеспечении гидро-
ксилирующей системы НАДФ-Н. Для 
синтеза НАДФ-Н и НАДН-специфиче-
ских флавопротеидов, переносящих 
электроны к цитохрому, необходим ри-
бофлавин {27]. 

В синтезе гемовой части цитохрома 
Р-450 может принимать участие целый 
ряд витаминов. Исходными соединени-
ями в биосинтезе гема являются сук-
цинил-КоА и глицин. Сукцинил-КоА 
как промежуточный продукт цикла 
Кребса образуется, как известно, из 
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I®' 
а-кетоглутаровой кислоты и KoA-SH. 
Этот процесс катализируется фермент-
ным а-кетоглутаратдегидрогеиазным 
комплексом, в функции которого важ-
ную роль играют тиамин в виде тиа-
миндифосфата, липоевая кислота и 
флавинадениндинуклеотид [ 15]. Сук-
цинил-КоА может синтезироваться так-
же из пропинил-КоА при участии био-
тип- и витамин В^-зависимых фермен-
тов (пропинил-КоА-карбоксилазы и ме-
тил малонил-КоА-мутазы соответствен-
но) . 

Глицин образуется преимущественно 
из серина под действием сериноксиме-
тилтрансферазы, коферментом которой 
является пиридоксальфосфат (ПАЛФ); 
в этой реакции принимает участие и 
тетрагидрофолиевая кислота [7]. 

Сукцинил-КоА и глицин взаимодей-
ствуют в реакции, катализируемой ми-
тохондриальным ферментом — синте-
тазой 5-амииолевулиновой кислоты, ко-
ферментом которой является ПАЛФ 
[7]. В результате образуется 5-амиио-
левулиновая кислота, являющаяся ли-
митирующим субстратом в синтезе те-
ма. Таким образом, к синтезу гемовой 
части цитохрома Р-450 причастны ви-
тамины Вь Вг, В6, фолиевая и липоевая 
кислоты, В12, а также пантотеновая 
кислота (при образовании КоА). 

Поскольку в образовании предшест-
венников белков принимают участие 
тиамин | 17], фолиевая кислота [24], 
витамин В12 [19] и другие витамины, 
можно полагать, что изменение их фон-
да может отразиться на биосинтезе и 
ферментного белка. 

Зависимость функции гидроксилаз от 
содержания в мембранах эндоплазма-
тического ретикулума фосфолипидов и 
холестерина [2, 14] открывает еще 
один путь регуляции этой оксигеназной 
системой. 

Поскольку в синтезе фосфолипидов, 
а также холестерина ведущая роль 
принадлежит ацетил-КоА, то обеспе-
ченность организма витаминами, участ-
вующими в биосинтезе последнего, а 
именно пантотеновой и липоевой кисло-
тами, тиамином, рибофлавином и ниа-
цином, имеет важное значение для ре-
гуляции содержания в мембранах фос-
фолипидов и холестерина [50]. 

На липидный компонент мембран 
могут оказывать влияние также вита-
мины с анти- и прооксидантиым дейст-
вием (витамины А, С, D, Е). 

Данные о влиянии витаминов на ак-
тивность этой ферментной системы жи-
вотных и тем более человека малочис-
ленны. Они рассмотрены в ряде обзо-
ров [6, 25] и монографии [8 | . 

Показано, что при недостаточности 
витамина А [8], В2 ' [6], С [70] и Е [43] 
снижается активность ферментов мик-
росомального окисления. Введение жи-
вотным витаминов при соответствую-
щем гиповитаминозе нормализует их 
функцию. 

Введение здоровым животным вита-
минов Кз [5], РР [11] и биотина [20] 
приводит к увеличению активности 
ферментов микросомального окисле-
ния. 

Накопление данных о роли моиоок-
сигеназной системы в физиологии и па-
тологии клетки и путях регуляции 
функции этой ферментной системы име-
ет не только теоретическое, но и важ-
ное практическое значение, так как 
способствует решению ряда задач, свя-
занных с разработкой средств профи-
лактики и терапии заболеваний, обус-
ловленных, например, накоплением хо-
лестерина в организме, охраной внут-
ренней среды организма от поврежда-
ющего действия экзогенных химиче-
ских веществ, а также задач, связан-
ных с разработкой более рациональной 
комбинированной химиотерапии. 
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В позднем онтогенезе развиваются 
функциональные, обменные и морфоло-
гические изменения во всех системах 
организма и в значительной мере сни-
жаются его адаптационно-компенса-
торные резервы. Среди причин, прово-
цирующих возрастные нарушения, вы-
деляются в основном две главные: 
1) «груз» ошибок в генетически важ-
ных молекулах; 2) накопление в клет-
ках и затруднение эвакуации из них 
продуктов распада тех веществ, кото-
рые не являются чужеродными при 
нормальном функционировании орга-
на, а присутствуют там в качестве 
обычных ингредиентов, участвуют в ре-
акциях метаболизма и лишь тогда ста-
новятся токсичными, когда накаплива-
ются в количествах, превышающих оп-
ределенный предел. 

В процессах разрушения отработав-
ших свой лимит времени молекул био-
полимеров ведущее место занимают ли-
зосомальные ферменты [1], и поэтому 
их значимость в биохимическом гомео-
стазе префиналы-юй и финальной ста-
дий постнатального онтогенеза чрезвы-
чайно велика. Если к тому лее учесть, 
что названные ферменты осуществля-
ют и деструкцию синтезированных с 
ошибками молекул, становится очевид-
ным, что в старости их функциональная 
роль приобретает превалирующее зна-
чение. В силу того, что ферменты ката-
болизма сосредоточены главным обра-
зом в лизосомах и лишены доступа к 
субстрату из-за мембранной «прегра-
ды», их активность во многом зависит 
от структурной целостности мембран 
[2]. 

Ранее мы установили, что активность 
кислой РНКазы, ДНКазы и других де-
полимераз в лизосомах, выделенных из 
печени старых крыс, как правило, ока-
зывается повышенной по сравнению с 
активностью ферментов аналогичных 
субклеточных структур из печени зре-
лых животных, причем одним из факто-
ров, провоцирующих такое изменение 
активности деполимераз, является ла-
билизация лизосом а льных мембран 
[3]. С учетом всего изложенного выше 

не лишена оснований попытка увели-
чить устойчивость мембран, воздейст-
вуя на организм корригирующими ге-
риатрическими препаратами, проявля-
ющими достаточно выраженную мемб-
ранотропность. 

В качестве подобных препаратов бы-
ли избраны эссенциале («Bosnaliek», 
СФРЮ) и витогепат (Минское произ-
водственное объединение «Медпрепа-
раты»), близкий по входящим в него 
ингредиентам к известному в гериат-
рии ампевиту, но в отличие от послед-
него вызывающий несколько лучший 
лечебный эффект [4]. 

Эссенциале содержит в своем составе 
д и г л и цер иди ый эфир хол инфосфор ной 
кислоты природного происхождения в 
комбинации с ненасыщенными жирны-
ми кислотами — линолевой (70 % ), ли-
иоленовой и олеиновой, а также пири-
доксинхлорид, цианкобаламин, панто-
теиат и иикотинамид. Именно наличие 
в составе эссенциале большого количе-
ства лип иди ых компонентов заставляет 
предполагать возможность его направ-
ленного влияния на лизосомальные 
мембраны. Примерно такого же дейст-
вия следует ожидать и от получаемого 
из свежей печени крупного рогатого 
скота витогепата. Использование та-
кого рода препаратов в гериатрической 
практике оправдано, поскольку в них 
содержатся в оптимальных сочетаниях 
необходимые для организма жирные 
кислоты, витамины, аминокислоты и 
другие вещества [5, 6]. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на белых крысах-самцах 
линии Вистар стадного разведения, находив-
шихся на стандартном рационе вивария. 
Согласно общепринятой классификации [7], 
животных разделили на зрелых (14—16 мес) 
и старых (26—28 мес). 

Д л я получения высокоочищенной фракции 
лизосом применяли метод нагрузки их желе-
зом путем введения крысам внутримышечно 
в течение 3 иед препарата коллоидного же-
леза феррум лек (LEK, С Ф Р Ю ) . Препарат 
содержит полиизомальтозу, являющуюся но-
сителем Fe 3 + . Каждое животное получало 
500 мг Fe 3 + в виде 15 инъекций при разовой 
дозе 33,3 мг Fe3 + на I кг массы. Вследствие 
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аккумуляции граиул железа во вторичных 
лизосомах печени их плавучая плотность уве-
личивается до 1,28 г/см3 , что позволяет легко 
выделить их высокоочищеиную фракцию с 
помощью ультрацеитрифугирования в линей-
ном градиенте плотности сахарозы [8], отде-
лив от митохондрий и пероксисом. 

С этой целыо навеску печени гомогенизи-
ровали па холоде в 0,25 М сахарозе, приго-
товленной на трис-буфере рН 7,4 с добавле-
нием Э Д Т А в соотношении 1 : 9 . Гомогепат 
центрифугировали 10 мин при 600 g. Осадок 
ресуспеидировали в 0,25 М сахарозе и вновь 
центрифугировали 10 мин при 600 g. Оба 
иадосадка соединяли и центрифугировали 
7,5 мин при 6000 g. Полученный осадок 
ресуспеидировали в 0,25 М сахарозе из ра-
счета 0,5 г печени в 1 мл, наслаивали на ли-
нейный градиент сахарозы 1,4—2,24 М [12] 
и центрифугировали 120 мин при 100 000 g 
на центрифуге VAK-601. Полученный осадок 
лизосом ресуспеидировали 0,2*5 М сахарозой 
и использовали для аналитических процедур. 

Ж и в о т н ы е были распределены на 4 груп-
пы: 1-ю и 2-ю группы составили соответ-
ственно зрелые и старые крысы, которым вво-
дили только коллоидное железо, в 3-ю группу 
входили старые животные, которым наряду 
с коллоидным железом в те ж е сроки вво-
дили эссеициале, крысам 4-й группы, анало-
гичной по составу 3-й, инъецировали витоге-
пат и коллоидное железо . 

Д о з у эссеициале стандартизировали по 
циаикобаламииу, при этом однократная доза 
с о д е р ж а л а 0,286 мкг циаикобаламина на 1 кг 
массы животного. Перед внутримышечной 
инъекцией препарат разводили в 5 % глю-
козе в соотношении 1 : 1 . Введение осуще-
ствляли в течение 21 сут с перерывом 2 сут 
после к а ж д ы х 5 инъекций. 

Внутримышечное введение витогепата т о ж е 
стандартизировали по содержанию циапкоба-
ламипа . Р а з о в а я доза с о д е р ж а л а 0,27 мкг 
циаикобаламина на 1 кг массы животного. 
Введение осуществляли по схеме, принятой 
для эссеициале. 

В лизосомах печени подопытных и конт-

рольных крыс изучали общую и цеседименти-
руемую активность кислой Р Н К а з ы 
(КФ 3.1.4.23), кислой Д Н К а з ы (КФ 3.1.4.6), 
кислой фосфатазы (КФ 3.1.3.2), катепсипа D 
(КФ 3.4.23.5), гиалуронидазы (гиалуронат-
эндоглюкозаминидазы, К Ф 3.2.1.35), по опи-
санным методам [9, 10—12, 19]. Общую 
активность ферментов определяли после пре-
инкубации лизосом с тритоном Х-100 в конеч-
ной концентрации 0,1 % при 25 °С в течение 
15 мин [2]. Д л я определения иеседимеитируе-
мой активности свежевыделеииую суспензию 
лизосом инкубировали 15 мин при 25 °С в 
среде выделения, центрифугировали 30 мин 
при 100 000 g и полученный надосадок исполь-
зовали для анализа . Неседимеитируемую 
активность в ы р а ж а л и в процентах от общей, 
что служит качественным критерием сохран-
ности субклеточных структур [2, 14]. 

Белок определяли по методу Лоури [13]. 

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

Полученные данные о действии вито-
гепата и эссеициале на общую актив-
ность лизосомальных ферментов пред-
ставлены в табл. 1, а на неседимеити-
руемую активность — в табл. 2. 

У старых крыс 3-й группы, которым 
вводили эссеициале, наблюдается ста-
тистически значимое уменьшение об-
щей активности всех изученных фер-
ментов, кроме кислой РНКазы. Макси-
мальное снижение активности найдено 
в случае гиалуронидазы — почти на 
60 % по сравнению с ее активностью в 
лизосомах печени старых животных, не 
получавших эссеициале. Снижение ак-
тивности кислой ДНКазы, кислой фос-
фатазы и катепсина D также хорошо 
выражено и колеблется в пределах 
47—51 % (см. табл. 1). 

Т а б л и ц а 1 

Общая активность ферментов в лизосомах печени зрелых и старых крыс (в нкаталах на 1 мг белка 

Фермент 
З р е л ы е интактные 

крысы 
Старые интактные 

крысы 
( к о н т р о л ь ) 

Старые крысы, кото-
рым вводили э с с е и -

циале 

Кислая Р Н К а з а 0 , 0 0 1 9 ± 0 , 0 0 0 4 5 0 , 0 2 4 3 + 0 , 0 0 1 0 0 , 0 2 0 9 ± 0 , 0 0 1 7 
(79,1) (100) (85,7) 

Р < 0 , 0 0 1 0 , 1 > Р > 0 , 0 5 
Кислая Д Н К а з а 0 ,0049тЬ0,0002 0 , 0 0 6 4 ± 0 , 0 0 0 2 8 0,0031 ± 0 , 0 0 0 0 9 

(76,5) (100) (49,1) 
Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 

Кислая фосфатаза 14,21 -±0 ,860 1 6 , 6 4 ± 0 , 4 3 0 9 , 5 0 0 4 : 1 , 1 1 0 Кислая фосфатаза 
(85,4) (100) (57,0) 

Р < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 
Кителейн D 3 ,850d=0,140 7 , 0 5 0 ± 0 , 1 6 0 3,780-1-0,240 

(54,6) (100) (53,6) 
Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 

Гиалуронидаза 0 , 0 9 5 ± 0 , 0 0 2 8 0 , 1 1 5 ± 0 , 0 0 6 7 0 ,050 -Ь0 ,008 
(82,6) (100) (41,3) 

Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а н и е . В скобках активность ферментов (в % к контролю) 
Величина Р приводится т а к ж е по сравнению со 2-й группой старых крыс, 

Старые крысы, кото-
рым вводили вито-

гепат 

паратов . 
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0 ,0258 ± 0 , 0 0 2 6 5 
(106) 
>0,1 

0,0039т1г0,00057 
(59,9) 
<0,001 

П , 9 7 = Ь 0 , 8 8 0 
(71,9) 
<0,001 

3 , 9 6 0 ^ : 0 , 1 3 0 
(56,2) 

<0,001 
0 , 1 0 8 ± 0 , 0 0 7 

(91,7) 
>0,1 

пре-



Т а б л и ц е 2 

Неседиментируемая активность (в % от общей) 
в лизосомах печени зрелых и старых крыс 

Фермент 
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ры
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, 

к
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од
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л

и
 в

и
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Кислая 
Р Н К а за 6 , 8 4 10,6 10,0 10,2 

P < 0 , 0 0 1 
10,6 

0 , 1 > Р > 0 , 0 5 > 0 , 1 
Кислая 

Д Н К а з а 9 , 8 16,4 10 ,6 11,9 
Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 

Кислая фос-
фатаза 9 , 5 15,0 10,8 12,8 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 
К а тепе и н D 5 ,1 9 , 5 6 , 7 6 , 6 

Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
Гиалурони-

< 0 , 0 0 1 

даза 3 , 7 5 ,87 4 , 5 5 , 6 
Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 > 0 , 1 

При введении витогепата в печени 
старых животных также происходит до-
стоверное снижение общей активности 
кислой ДНКазы (на 40 % )> кислой фос-
фатазы (на 2 8 % ) и катепсина D (на 
4 3 % ) , в связи с чем активность этих 
ферментов приближается к уровню, от-
меченному у крыс зрелого возраста. 

Анализ данных табл. 2 показывает, 
что неседиментируемая активность в 
лизосомах, полученных из печени ста-
рых животных, нарастает по сравнению 
с выявленной у взрослых особей. При 
введении эссенциале прослеживается 
уменьшение неседиментируемой актив-
ности. Аналогичные изменения наблю-
даются при действии витогепата, хотя 
степень снижения неседиментируемой 
активности кислой ДНКазы и кислой 
фосфатазы в этом случае несколько 
меньше, чем при воздействии эссенциа-
ле, а для гиалуронидазы и кислой 
РНКазы изменений активности не вы-
явлено. Это свидетельствует о большем 
влиянии эссенциале на изменения ак-
тивности изученных ферментов. При 
этом следует отметить, что снижение 
неседиментируемой активности фер-
ментов является признаком, указываю-
щим на увеличение стабильности лизо-
сомальных мембран. 

Выявленные эффекты объясняются 
скорее всего общим действием указан-
ных лекарственных препаратов, в осо-
бенности тем, что витогепат нормализу-

ет функцию печени, оказывает положи-
тельное влияние на процессы регенера-
ции гепатоцитов [6]. При действии эс-
сенциале наблюдается снижение содер-
жания холестерина, липопротеидов, 
триглицеридов, стабилизируется уро-
вень ненасыщенных жирных кислот в 
плазме крови [15]. Следует также 
иметь в виду, что содержащиеся в эс-
сенциале богатые полиеновыми кисло-
тами холинфосфолипиды являются 
важнейшими компонентами мембран 
клеток и субклеточных органелл [16], 
необходимыми для поддержания их 
стабильности и нормального метабо-
лизма. 

Как было показано, введение старым 
животным обоих препаратов сопро-
вождается снижением в той или иной 
степени общей и неседиментируемой 
активности лизосомальных ферментов, 
в результате чего их активность приб-
лижается к таковой у взрослых живот-
ных. Иными словами, интенсивность и 
направленность функционирования 
всего конгломерата лизосомальных 
ферментов в период старости под дей-
ствием этих препаратов как бы возвра-
щается в предшествующий возрастной 
период. Роль стабилизации мембран 
здесь несомненна, однако отнести все 
это за счет «упрочения» мембран, види-
мо, нельзя, поскольку латеитность или 
активация лизосомальных ферментов 
не является результирующей только 
этих процессов. Известно, что назван-
ные параметры зависят и от ряда фак-
торов, регулирующих транспорт субст-
ратов в органеллы, наличия активиру-
ющих ионов и многого другого, что так 
или иначе может повлиять на актив-
ность ферментов [17]. 

В отношении применявшихся препа-
ратов, на наш взгляд, допустим следу-
ющий комплекс вариантов их оптими-
зирующего действия: проникновение 
внутрь лизосом, встраивание в мембра-
ну и, вследствие этого, изменение ее 
проницаемости, создание более аде-
кватных условий для функционирова-
ния ферментов, модификация структу-
ры мембран, влияние на мембраны ли-
зосом путем модуляции действия по-
средников, выполняющих медиаторную 
роль [18] и др. 
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EFFICIENCY OF ESSENTIALE AND VITO-
H E P A T U M AS STABILIZERS OF LIVER TIS-

SUE LYSOSOMAL MEMBRANES 
/С V. Fomichenko, V. F. Ermakov 

Inst i tute of Physiology, Academy of Sciences 
of the Byelorussian SSR, Minsk 

Essentiale or vi tohepatum were administered 
into 26-28 months old Wistar ra t s to stabilize 
the lysosomal membranes. Administrat ion of 
essentiale (cyancobalamine s tandardiza t ion at 
a dose of 0.286 fxg/kg) within 21 days led to 
a decrease in total activity of acid DNAase, 
acid phosphatase, cathepsin D, hyaluronidase 
without distinct changes in acid RNAase ac-
tivity. Vitohepatum administered similarly 
(cyancobalamine s tandardiza t ion at a dose of 
0,27 fxg/kg) caused a decrease in total activity 
of lysosomal enzymes acid DNAase acid phos-
phatase, cathepsin D, did not affect hyaluroni-
dase and acid RNAase activities. The admini-
stration of the both d rugs was also accompa-
nied by a decrease in non-sedimented activity 
of the enzymes studied. 
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M. А. Ташмухамедова, К. Т. Алматов, В. Н. Сыров, 
М. Б. Султанов, А. А. Абидов 

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

П Е Ч Е Н И К Р Ы С П Р И Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О М Д И А Б Е Т Е 

Институт химии растительных веществ AIT Узбекской ССР, Н И И краевой медицины 
Минздрава Узбекской ССР, Ташкент 

В настоящее время большой интерес 
привлекает к себе возможность исполь-
зования при инсулинзависимом диабете 
анаболически активных веществ из 
классов фитоэкдистероидов и стероид-
ных анаболических препаратов — син-
тетических аналогов мужских половых 
гормонов [11, 21]. Эти соединения за 
счет стимуляции белоксинтезирующих 
процессов в организме [8] повышают 
активность ряда ферментов, участвую-
щих в углеводном обмене [10, 11], уве-
личивают число клеток инсулярного 
аппарата поджелудочной железы и по-
вышают образование инсулина [14, 
18]. Все это в конечном итоге приводит 
к значительному гипогликемическому 
эффекту [5, 9, 21]. Однако неизучен-

ным остается вопрос о влиянии фито-
экдистероидов и стераноболов на био-
энергетику клеток в этих условиях, хо-
тя известно, что митохондрии часто яв-
ляются первичной мишеныо для неко-
торых диабетогенных агентов [15]. 

В связи с вышеуказанным мы изуча-
ли действие фитоэкдистероидов — эк-
дистерона и туркестерона, а также сте-
роидного анаболического препарата — 
неробола на процессы окислительного 
фосфорилирования, транспорт ионов 
кальция и функционирование полифер-
меитных систем в митохондриях печени 
крыс с развившимся эксперименталь-
ным диабетом. Выбор соответствующе-
го тест-объекта обусловлен тем, что 
именно в печени при диабете наблюда-
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ются глубокие нарушения [1, 13], от-
ражающиеся на всех обменных про-
цессах в организме [3]. 

М е т о д и к а 

Экдистерон и туркестерон были выделены 
из местного растительного сырья [4, 12]. 
Опыты проводили на крысах-самцах массой 
150—200 г. Экспериментальный диабет у них 
вызывали подкожным введением аллоксана 
(«Chemapol», Чехословакия) в дозе 15 мг на 
100 г массы тела. Введение крысам экдисте-
рона и туркестероиа производили в дозе 
5 мг/кг, неробола — 10 мг/кг орально начи-
ная через неделю после инъекции аллоксана 
с развитием у них стойкой гипергликемии. 
В к а ж д у ю группу отбирали по 8—10 живот-
ных, сахар крови которых составлял 
280—320 мг% (определяли ортотолуидиновым 
методом). Через 15 дней введения препаратов 
животных декапитировали, печень немедленно 
извлекали и использовали для выделения ми-
тохондрий [20]. Методы измерения скорости 
дыхания и параметров сопряжения митохонд-
рий описаны ранее [1]. Поглощение кальция 
митохондриями изучали полярографическим 
методом [19]. Белок определяли по Лоури. 
Часть митохондрий замораживали и после 
оттаивания измеряли активность Н А Д «Н-де-
гидрогеназы ( Н А Д - Н - Д Г ) и сукцииатдегид-
рогеназы ( С Д Г ) , которую выражали в мик-
ромолях 2,6-дихлорфенолиндофеиола па 1 мг 
белка митохондрий в 1 мин [17| . Действие 
фосфолипазы А2 (0,074 мкг па 1 мг белка) 
и трипсина (150 мкг на 1 мг белка) на актив-
ность флавопротеидиых ферментов мембран 
митохондрий изучали при 20°С в среде, 
содержащей 0,01 М трис-HCl рН 7,4 и 0,25 М 
сахарозу. При определении активности 
Н А Д - Н - Д Г в кювету спектрофотометра до-
бавляли 2 мкмоль Н А Д - Н , для измерения 
активности С Д Г — 10 мкмоль сукцииата. 
Цифровой материал обрабатывали статисти-
чески. 

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

Оценивая эффект исследуемых сое-
динений, следует прежде всего отме-
тить те изменения функционального со-
стояния митохондрий печени, которые 
выявлены при аллоксановом диабете в 
условиях нашего эксперимента. Так, 
через I мед после введения аллоксана 
скорость дыхания митохондрий печени 
у подопытных животных существенно 
повышается, особенно значительно в 
состоянии V4, что приводит к снижению 
величины коэффициентов Д К и АДФ/О 
(рис. 1). Одновременно происходит рез-
кое увеличение кальциевой емкости ми-
тохондрий (рис. 2). Существенно ска-
зался дефицит инсулина в организме и 
на активности исследуемых флавопро-
теидиых ферментов дыхательной цепи 
митохондрий. Активность НАД • Н-ДГ 
оказалась сниженной на 25% ( £ < 
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Рис. 1. Влияние фитоэкдистероидов и неробо-
ла на дыхание и окислительное фосфорилиро-

вание митохондрий печени при диабете. 

З д е с ь и па рис. 3 и 4: а — сукцинат (10 мМ); б — 
а - к е т о г л у т а р а т (10 М м ) . / — интактные животные; 
2 — контрольные крысы; 3—5 — животные, получав-
шие экдистерон, туркестерон и иеробол соответствен-
но. Скорость дыхания в состояниях 3 и 4 выражали 
в наноатомах кислорода на 1 мг белка митохондрий 
в 1 мин. Отношение А Д Ф / О и Д К измеряли но Чан-
су-Вильямсу [16[. З д е с ь и на рис. 2: состав сред 
измерения был с л е д у ю щ и м : сахароза 0,15 М, KC1 
12 мМ, К Н 2 Р 0 4 5 мМ, трис-буфер 5 мМ рН 7,4, Л Д Ф 

200 мкМ. 

< 0 , 0 5 ) , при этом активность СДГ воз-
растала на 42% ( Р < 0 , 0 5 ) . Одновре-
менно ухудшились и качественные ха-
рактеристики этих ферментов. Данные, 
представленные на рис. 3, свидетельст-
вуют о том, что по мере инкубирования 
митохондрий из печени крыс с аллокса-
новым диабетом при 36 °С, фаза акти-
вации ферментов, наблюдающаяся при 
инкубации митохондрий печени интакт-
ных животных в течение 5 ч, довольно 
быстро сменялась их термодеграда-
цией. Известно, что одной из причин 
пониженной стабильности ферментов 
дыхательной цепи митохондрий к дей-
ствию тепла являются нарушения в 
структурном сопряжении между фос-
фолипидами и белками мембран, что 
обычно выражается в их большей до-
ступности энзиматической атаке фос-
фолипаз и протеаз [2]. Это положение 
полностью подтверждается и в наших 
опытах. Так, активность НАД-Н-ДГ и 
СДГ при инкубации «разобщенных» 
митохондрий (рис. 4) из печени диабе-
тических крыс с фосфолипазой А2 за 
одно и то же время снижается больше, 
чем в норме. Аналогичный вывод сле-
дует и из представленных на рис. 4 дан-
ных с действием трипсина на актив-
ность соответствующих ферментов. 

Введение аллоксандиабетическим 
крысам фитоэкдистероидов или неро-
бола в течение 15 дней приводит к вос-
становлению окислительного фосфори-
лирования и кальций-траиспортирую-
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Рис. 2. Влияние экдистерона 
(а) , туркеетерона (б) и неро-
бола (в) на транспорт Са2+ 
митохондрий печени при диа-

бете. 

П о оси а б с ц и с с — в р е м я и н к у б а ц и и 
(в с ) , п о оси о р д и н а т — с к о р о с т ь 

д ы х а н и я (в н а т о м к и с л о р о д а на 
Ь м г б е л к а в 1 м и н ) . 1 — интакт-
ные ж и в о т н ы е ; 2 и 3 — крысы д о 
и п о с л е л е ч е н и я д и а б е т а соответст -
венно. Д о б а в к и С а 2 + 200 мкМ и 

Д Н Ф 5 - 1 0 - 5 М. 

щей функции митохондрий печени. Под 
их влиянием снижается дыхание мито-
хондрий в состоянии V4 в пробах как с 

А/А0 

Рис. 3. Изменение термостабильности НАД-
• Н - Д Г (а) и С Д Г (б) митохондрий печени 
диабетических крыс при введении им фитоэк-

дистероидов и неробола. 
Ао и А — а к т и в н о с т ь ф е р м е н т о в с о о т в е т с т в е н н о д о 
и н к у б а ц и и и в п р о ц е с с е т е п л о в о г о в о з д е й с т в и я 

(36 °С) . А / А о — о т н о с и т е л ь н а я активность . 

a-кетоглутаратом, так и сукцинатом, 
используемых в качестве субстратов, 
нормализуется скорость чфосфорилиру-
ющего окисления (состояние V3). В ре-
зультате заметно увеличивается вели-
чина коэффициента Д К и АДФ/О (см. 
рис. 1). Кроме того, митохондрии, вы-
деленные из печени крыс,, получавших 
исследуемые препараты, имели сни-
женную способность связывать каль-
ций и приближались по этому показа-
телю к норме (см. рис. 2). Под действи-
ем фитоэкдистероидов и неробола от-
мечены также позитивные сдвиги в ак-
тивности флавопротеидных ферментов 
в «разобщенных» митохондриях из пе-
чени крыс, что наиболее наглядно про-
являлось в опытах с СДГ, активность 
которой почти полностью нормализова-
лась. Наряду с этим значительно воз-
росла и термостабильность ферментов 
(см. рис. 3). Восстановление термоста-
бильности мембранно-связанных фер-
ментов дыхательной цепи митохондрий 
печени аллоксандиабетических живот-
ных, получавших фитоэкдистероиды и 
стероидный анаболический препарат 
неробол, по-видимому, связано с улуч-
шением сопряженности между фосфо-
липидами и белками мембран мито-
хондрий [2, 6, 7]. Результаты экспери-
ментов, представленные на рис. 4, по-
казывают, что фосфолипиды и белки 
внутренней мембраны митохондрий пе-
чени диабетических животных, лечен-
ных исследуемыми препаратами, ста-
новятся более устойчивыми к действию 
фосфолипазы А2 И трипсина. При этом 
НАД-Н-ДГ митохондрий печени лече-
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Рис. 4. Действие фосфолипазы А2 (а, в) и трипсина (б, г) 
на активность Н А Д - Н - Д Г (а, б) и С Д Г (в, г) митохонд-

рий печени до и после лечения диабета. 
Фосфолипаза АЙ — 0.074 мкг на 1 мг белка, трипсин — 150 мкг на 
1 мг белка митохондрий. iТемпература инкубации 20 °С. А0 и А — 
активность в отсутствие и соответственно в присутствии литических 

ферментов. 

ных животных более устойчива к дей-
ствию экзогенных фосфолипаз и про-
теаз даже по отношению к интактному 
контролю. Аналогичным был характер 
изменения ферментативной активности 
СДГ при действии литических фермен-
тов, хотя она и более существенно за-
висит от природы препаратов, введен-
ных в организм животных. Так, если к 
действию фосфолипазы А2 более устой-
чива СДГ митохондрий печени диабе-
тических животных, получавших неро-
болом, то при действии трипсина более 
стабильной становится СДГ митохонд-
рий печени крыс, леченных фитоэкди-
стероидами. 

Таким образом, введение крысам с 
экспериментальным диабетом фитоэк-
дистероидов (экдистерои и туркесте-
рон) или анаболического стероидного 
препарата неробола нормализует про-
цессы окислительного фосфорилирова-
ния и Са+2-транспортирующую функ-
цию митохондрий печени. Эти препара-
ты оказывают корригирующее влияние 
на активность НАД-Н-ДГ и СДГ ды-
хательной цепи митохондрий, заметно 
повышая их стабильность к действию 
факторов, приводящих к деградации 
митохондрий (нагревание, литические 
ферменты). Выявленные эффекты фи-
тоэкдистероидов и неробола, по-види-
мому, имеют существенное значение в 
проявлении их лечебного действия при 
диабетической патологии. 
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Oxidative phosphorylat ion and Ca 2 b - t r an s -
port funct ions of liver mitochondria were nor-
malized in rats with alloxane diabetes af ter 
peroral adminis t ra t ion of phytoecdisteroids— 
ecdisterone and turkesterone (5 m g / k g ) or ne-
robol (10 m g / k g ) within 15 days. These d r u g s 
normalized the activity of NADH dehydroge-
nase and succinate dehydrogenase in respiratory 
chain of mitochondria, increased distinctly sta-
bility of the enzymes to the effect of such fac-
tors as heat ing, effect of phospholipase A2 or 
trypsin. 
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Н Е Й Т Р А Л И З А Ц И Я Т Р О М Б И Н А А Н Т И Т Р О М Б И Н О М III 
В З А В И С И М О С Т И О Т И Н Т Е Н С И В Н О С Т И 

Г Р О М Б И Н О О Б Р А З О В А Н И Я П Р И Э К С IIЕ Р И М Е Н Т А Л Ь Н Ы X 
И К Л И Н И Ч Е С К И Х Х И Р У Р Г И Ч Е С К И Х В М Е Ш А Т Е Л Ь С Т В А Х 

Лаборатория физиологии и биохимии свертывания крови МГУ им. М. В. Ломоносова 

Ранее было показано, что при лави-
нообразном интенсивном образовании 
тромбина в кровотоке после внутривен-
ной инъекции животным тканевого 
тромбопластина генерированный свер-
тывающий фермент быстро нейтрали-
зуется антитромбином III [4]. При 
этом активность как фермента, так и 
его ингибитора значительно снижается 
в процессе нейтрализации тромбина. 

В то же время при некоторых экспе-
риментальных и клинических состоя-
ниях, характеризующихся медленным 
и длительным образованием микроко-
личеств тромбина в крови у старых 
животных |5] , у крыс с эксперимен-
тальным атеросклерозом [6] в началь-
ной стадии и у молодых людей с ише-
мической болезнью сердца (ИБС) [3] 
в доклинический период активность ан-
титромбина III достоверно и значитель-
но увеличивается. Это указывает на то, 
что длительная циркуляция микроко-
личеств тромбина в кровотоке вызыва-
ет компенсаторную реакцию, повыша-
ющую содержание антитромбина III, 
и свидетельствует о напряженном 
функционировании этого ингибитора. 

Целью н а стоя щего исс лед ов а и и я 
явилось изучение динамики тромбино-
генеза и нейтрализации образующегося 
свертывающего фермента антитромби-
ном III в ходе хирургических вмеша-
тельств, сопровождающихся выделени-
ем и поступлением из рассеченных тка-
ней в кровоток тромбопластических 

компонентов как в эксперименте, так и 
в клинике. Нейтрализацию тромбина 
антитромбином III оценивали в зави-
симости от интенсивности тромбиноге-
неза при этих вмешательствах. 

М е т о д и к а 

В экспериментах были использованы 
63 крысы-самца массой тела 170—180 г. Все 
животные были разделены на 4 группы. 
У животных 1-й группы осуществляли кож-
ный разрез, лапаротомию и повреждение тка-
ни печени (три стандартных прокола-разреза 
передней ее доли длиной 5 мм), у крыс 2-й— 
кожный разрез и лапаротомию. Подобное 
хирургическое вмешательство, осуществляемое 
под эфирным наркозом, сопровождается не-
значительной кровопотерей (0,2—0,3 мл) при 
разрезе кожи и брюшной стенки и проколе-
разрезе ткани печени и обеспечивает выде-
ление тромбопластических агентов из этих 
тканей в кровоток в относительно незначи-
тельном количестве. Животные 3-й группы 
служили обычным контролем и не подверга-
лись никаким воздействиям, 4-й группы -
контролем на наркоз без оперативного вме-
шательства. 

Кровь па анализ у животных брали с цит-
ратом натрия из v. jugular is до операции, в 
конце операции и через 2—3, 5—6 и 8 сут 
после нее. В плазме крови определяли актив-
ность антитромбииа III [7], тромбина [8], 
суммарный и нефермептативный фибринолиз 
по методу Кудряшова и Ляпииой [2], фибри-
нолитическую активность эуглобулнновой 
фракции плазмы на фибриновых пласти-
нах [9]. 

Д л я клинических наблюдений была взята 
группа детей (11 человек) в возрасте 
4—12 лет с хронической пневмонией на фоне 
врожденной легочной патологии (бронхоэкта-
зия, эмфизема и деформирующий бронхит). 
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Т а б л и ц е 2 
Активность тромбина (в с) в плазме крови крыс во время и после хирургического вмешательства 

на печени 

Время после о п е р а ц и и , с у т 

Группа животных в конце о п е р а -
ции 2 - 3 5 - 6 8 

1 -я 
( 2 0 ) 
2 - я 
( 1 6 ) 
3 - я 
( 1 8 ) 
4 - я 
( 1 2 ) 

3 3 7 ± 12 
Ж 0 , 0 1 
3 2 0 ± 1 1 
Ж 0 , 0 1 
4 22 ± 1 6 

3 8 7 ± 14 
Я < 0 , 0 5 

261 dt 10 
Ж 0 , 0 0 1 
2 7 2 ± 10 

Ж 0 , 0 0 1 
4 2 1 ± 12 

3 6 0 ± 14 
Ж 0 , 0 1 

3 12 ± 1 1 
Я < 0 , 01 
3 2 2 ± 18 

Я < 0 , 01 
4 3 0 ± 1 1 

3 9 7 ± 12 
Я > 0 , 5 

3 2 0 ± 2 1 
Я < 0 , 0 5 
3 7 0 ± 15 

Я > 0 , 5 
4 01 ± 18 

3 8 5 ± 12 
Я > 0 , 5 

П р и м е м а н и е . З д е с ь и в т а б л . 2 в скобках у к а з а н о ч и с л о животных. 

Все больные подвергались после нейролеп-
таиальгезии значительному хирургическому 
вмешательству — удалению доли или сег-
мента легкого, в ткани которого, как извест-
но, содержится значительное количество 
весьма активных тромбопластических компо-
нентов. В качестве контроля служила группа 
относительно здоровых детей (5 человек) без 
заболевания легких и оперируемых по по-
воду острого аппендицита. 

Кровь на анализ брали с цитратом натрия 
из локтевой вены до операции, во время 
получения наркоза (перед разрезом тканей) , 
во время операции (до переливания крови), 
на 2—3, 5—6 и 8-е сутки после операции. 
В крови больных определяли активность 
тромбина, антитромбина III , ферментативную 
и нефермеитативиую фибринолитическую 
активность, толерантность плазмы к гепа-
рину по Гермсену [9], показатели R и К 
тромбоэластограммы в 0,26 мл цитратной 
плазмы с добавлением 0,1 мл 0,29 % раствора 
СаС12. 

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

В экспериментах на животных было 
выявлено усиление процесса тромбино-
образования уже сразу после операции 
в результате поступления тромбопла-
стических веществ в кровоток. Однако 
активность тромбина была максималь-
ной лишь на 2—3-й сутки после опе-
рации. Время появления в реакцион-
ной смеси глыбок фибрина укорачива-
лось в 1,5 раза по сравнению с нормой 

(табл. 1; 1-я группа животных), что 
соответствует активности тромбина, 
равной 5-Ю-3—5-10"4 NIH/мл. Эти из-
менения активности тромбина свиде-
тельствуют о постепенном характере 
развития тромбиногеиеза и о его уме-
ренном характере. 

Как видно из данных, представлен-
ных в табл. 1, увеличение активности 
тромбина имело место и у животных 
2-й группы. Максимальная степень 
тромбиногеиеза у животных этой груп-
пы развилась также на 2—3-й сутки 
после операции, но она была ниже, чем 
у животных 1-й группы. В последую-
щие сроки наблюдения активность 
тромбина у крыс как 1-й, так и 2-й 
группы уменьшалась. Увеличение ак-
тивности тромбина у животных 4-й 
группы было наименьшим и имело до-
стоверный характер лишь через 2— 
3 сут после воздействия. 

Активность антитромбина III у жи-
вотных 1-й и 2-й групп, как отмечено 
в ходе исследования, была повышена в 
период максимального развития тром-
биновой активности на 20—25 % п о 

сравнению с таковой у животных 3-й 
группы. Наибольшее ее значение было 
у животных 1-й группы через 2—3 дня 
и на 5 - 6 - е сутки после операции 
(табл. 2). В последующие сроки опыта 

Т а б л и ц а 2 
Активность антитромбина Ш (в %) в плазме крови крыс во время и после хирургического вме-

шательства на печени 

Время после о п е р а ц и и , с у т 

Группа животных в конце о п е р а -
ции 2 - 3 5 - 6 8 

1 -я 
( 2 5 ) 
2 - я 
( 2 0 ) 
3 - я 
( 1 8 ) 
4 - я 
( 1 2 ) 

1 1 2 ± 7 , 5 
Я > 0 , 5 

1 1 0 ± 5 , 0 
Я > 0 , 5 

1 1 0 ± 8 , 0 

1 1 3 ± 3 , 5 
Я > 0 , 5 

1 3 0 ± 6 , 5 
Ж 0 . 0 5 

124 ± 5 , 1 
Я < 0 , 0 5 

108 ± 5 , 0 

126 ± 6 , 0 
Я < 0 , 0 5 

131 ± 6 , 7 
Ж 0 , 0 5 
1 2 3 ± 5 , 5 
Я > 0 , 5 

1 1 2 ± 5 , 0 

119 ± 6 , 7 
Я > 0 , 5 

9 5 ± 5 , 5 
Я > 0 , 5 

11 1 ± 8 , 0 
Я > 0 , 5 

102 ± 5 , 4 

101 ± 5 , 4 
Я > 0 , 5 
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Т а б л и ц е 2 

Активность тромбина, антитромбина III (AT III), неферментативного фибрииолиза (НФ), фибри-
нолитическая активность (ФА) эуглобулнновой фракции плазмы и толерантность плазмы к гепа-

рину (ТПГ) у больных детей после хирургического вмешательства на легких 

И с с л е д у е м ы й показа-
тель К о н т р о л ь 

Срок и с с л е д о в а н и я 

И с с л е д у е м ы й показа-
тель К о н т р о л ь 

д о о п е р а ц и и 
по премя нар-
коза д о раз -

реза 

и течение опе-
рации 

2 — 3 с у т 
после о п е р а -

ции 

7 — 8 с у т 
п о с л е о п е р а -

ции 

Время образования 
3 2 5 + 1 8 тромбина, с 4 5 5 + 2 4 411 ± 2 1 4 0 0 ± 2 2 3 0 3 + 2 0 2 3 4 + 1 7 3 2 5 + 1 8 тромбина, с 

Р > 0 , 0 5 Р > 0 , 0 5 Р , < ° > 0 1 P i < 0 , 0 1 P i < 0 , 0 1 
AT I I I , % 1 1 2 + 5 , 3 7 2 + 8 , 1 7 3 + 8 , 5 5 2 + 3 , 8 7 5 + 6 , 3 9 2 + 4 , 3 AT I I I , % 1 1 2 + 5 , 3 

Р < 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 P i < 0 , 0 1 Р г > 0 , 5 Р ; > 0 , 5 
НФ, мм2 4 3 + 4 , 0 3 5 + 4 , 1 3 0 ± 3 , 9 4 5 + 3 , 8 5 4 + 5 , 1 4 3 + 3 , 5 4 3 + 4 , 0 

Р > 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 Р г < 0 , 0 5 P j < 0 , 0 5 Рл> 0 , 5 
ФА, мм2 5 8 + 7 , 0 4 0 + 6 , 0 — 6 1 + 8 , 0 3 7 + 5 , 5 3 6 + 4 , 9 ФА, мм2 5 8 + 7 , 0 

Р < 0 , 0 5 — Рл< 0,01 Р т > 0 , 0 5 Р г > 0 , 5 
ТПГ, с 1380i t68 9 6 0 + 4 9 8 2 0 + 5 1 1140+52 1020+45 7 2 0 + 3 1 

Р < 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 Р х < 0 , 0 5 Р , > 0 , 0 5 P i < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е . Статистический показатель Р рассчитан по сравнению с контролем, Р1— 
ло сравнению с данными «до операции». 

активность антитромбииа III возвра-
щалась к контрольному уровню. У жи-
вотных 4-й группы активность этого 
ингибитора была достоверно увеличена 
на 2—3-й сутки после получения нар-
коза. 

Одновременно с этим в крови живот-
ных 1-й группы с наибольшей степенью 
тромбиногенеза в результате операции 
было отмечено усиление нефермента-
тивного фибрииолиза (в 1,3—1,5 раза 
по сравнению с таковым у животных 
3-й группы) в период максимального 
развития тромбиновой и антитромби-
иовой активности, в то время как сте-
пень ферментативного фибрииолиза у 
них не изменялась или была незначи-
тельно снижена. 

Изменения в показателях свертыва-
ющей и противосвертывающей систем 
у животных I, 2 и 4-й групп свидетель-
ствуют о том, что длительная и мед-
ленно развивающаяся активация систе-
мы свертывания с появлением микро-
количеств тромбина в указанной кон-
центрации вызывает напряженное 
функционирование его ингибитора и 
ведет к усилению неферментативного 
фибрииолиза. Повышение активности 
антитромбииа III вследствие относи-
тельно длительного нарастания актив-
ности тромбина в крови подопытных 
животных, возможно, обусловлено как 
временным увеличением синтеза этого 
ингибитора, так и повышением его ней-
трализующей ингибиторной активности 
за счет каталитического усиливающего 

влияния циркулирующего в крови ге-
парина в период появления в кровото-
ке свертывающего фермента и его ней-
трализации [11]. Увеличение степени 
неферментативного фибрииолиза у 
животных 1-й группы может быть так-
же результатом действия образующе-
гося комплекса генерированного тром-
бина с циркулирующим гепарином. Об-
разование подобного комплекса в ус-
ловиях как in vitro, так и in vivo при 
небольшой концентрации гепарина бы-
ло показано ранее [12]. 

При исследовании тех же показате-
лей свертывающей и противосвертыва-
ющей систем крови при клинических 
хирургических вмешательствах на лег-
ких у детей были выявлены иные зако-
номерности. 

Активность тромбина, как показали 
проведенные измерения, была значи-
тельно повышена уже во время опера-
ции и достигала 5-Ю"4 NIH/мл. Вре-
мя образования тромбина было укоро-
чено в 1,3 раза по сравнению с конт-
ролем. Максимальное содержание в 
крови тромбина наблюдалось через 
2—3 сут после операции и превышало 
активность тромбина, наблюдаемую в 
этот же период после операции у жи-
вотных с меньшей степенью повреж-
дения тканей. Это свидетельствует не 
о постепенном характере тромбиноге-
неза, а о лавинообразном и более бы-
стром образовании свертывающего 
фермента в результате обширного по-
ступления тромбопластических веществ 
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в кровоток из рассеченных тканей лег-
кого (табл. 3). 

Максимальное повышение содержа-
ния в крови тромбина имело место че-
рез 2—3 сут после операции, затем по-
следовало его снижение. 

Характер изменения активности ан-
титромбина III при данном типе тром-
биногеиеза (лавинообразная генера-
ция) также был иным, чем в случае 
постепенного и менее выраженного 
тромбииообразоваиия, наблюдаемого в 
эксперименте: в крови прооперирован-
ных детей активность антитромби-
на III значительно снижалась уже в 
течение операции, иногда до 25—30 % 
нормального уровня. В последующие 
сроки наблюдения (7—8-е сутки) от-
мечено восстановление активности ин-
гибитора до исходного уровня, харак-
терного для предоперационного перио-
да. В большинстве случаев активность 
антитромбина III через 7—8 сут и бо-
лее после операции превышала пред-
операционный уровень и достигала 
значений, наблюдаемых у здоровых де-
тей. 

Одновременно с изменениями ак-
тивности тромбина и антитромбина III 
в крови обследуемых детей в течение 
операции и через 2—3 сут после нее 
отмечалось значительное повышение 
как ферментативного, так и нефермен-
тативного фибрииолиза, происходило 
некоторое достоверное снижение толе-
рантности плазмы к гепарину (см. 
табл. 3). 

Важно отметить, что у больных де-
тей перед операцией наблюдались не-
которые признаки депрессии функции 
противосвертывающей системы — сни-
жение активности антитромбина III, 
фибринолитической активности эугло-
булиновой фракции плазмы и повыше-
ние толерантности плазмы к гепарину, 
что свидетельствует о снижении его 
уровня (см. табл. 3). В послеопераци-
онный период, как указывают данные, 
представленные в табл. 3, характер из-
менений ферментативной и нефермен-
тативной фибринолитической активно-
сти и толерантности плазмы к гепари-
ну, а также дальнейшее снижение 
уровня антитромбина III четко указы-
вают на активацию функции второй 
противосвертывающей системы в ре-
зультате операционного вмешательст-
ва у детей. В экспериментах на живот-
ных после внутривенного введения тка-
невого тромбопластииа и при лавино-

образной генерации тромбина в крово-
токе неоднократно получены результа-
ты, свидетельствующие об активации 
функции противосвертывающей систе-
мы [1]. Развитие полноценной реак-
ции противосвертывающей системы 
способствует нейтрализации тромбина. 

Экспериментальные и клинические 
наблюдения свидетельствуют о том, что 
низкий уровень тромбиногеиеза и по-
степенное, длительное его развитие 
вызывают компенсаторную фазу увели-
чения активности антитромбина III, в 
то время как высокая степень тромби-
иообразоваиия лавинообразного харак-
тера приводит к значительному потреб-
лению и снижению активности анти-
тромбина III. Отмеченные случаи зна-
чительного временного снижения ак-
тивности антитромбина III до 25—30 % 
от исходного значения в ходе операции 
и через 2—3 сут после нее при одновре-
менной полноценной активации проти-
восвертывающей системы у детей не 
сопровождались какими-либо тромбо-
тическими осложнениями. Это свиде-
тельствует о том, что относительно 
кратковременное снижение активности 
антитромбина III, очевидно, не влечет 
повышения тромбоопасности в орга-
низме на фоне активации функции про-
тивосвертывающей системы. Диагно-
стическая оценка уровня антитромбина 
III должна рассматриваться в совокуп-
ности с другими показателями проти-
восвертывающей системы. 
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Low rate of thrombinogenesis , its g radua l 

and prolonged development in animal circula-

tion af ter small-scale surgical operat ions was 

accompanied by a compensatory increase in the 

activity of ant i thrombin III. After surgical ope-

rat ions of lung in children thrombinoformat ion 

at the high rate led to distinct short- term con-

sumption and to decrease in activity of the in-

hibitor dur ing the operation period and within 

2-3 days af ter the operation simultaneously 

with activation of enzymatic and nonenzymatic 

fibrinolysis. At the same time, any postopera-

t ional thrombotic complications were not ob-

served in the children. 
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У Т И Л И З А Ц И Я глюкозы И А К Т И В Н О С Т Ь 
Г Л Ю К О 3 0 - 6 - Ф О С Ф A T Д Е Г И Д Р О Г Е Н A 3 Ы, 

И З О Ц И Т Р А Т Д Е Г И Д Р О Г Е Н А З Ы И М А Л А Т Д Е Г И Д Р О Г Е Н А З Ы 
Э Р И Т Р О Ц И Т О В К Р Ы С П Р И Д Е Й С Т В И И 

Г У Б Е Р К У Л О С Т А Т И Ч Е С К И М И П Р Е П А Р А Т А М И 

Кафедра биооргачической и биологической химии Кубанского медицинского института 
им. Красной Армии, Краснодар 

Известно, что утилизация глюкозы в 
тканях и органах зависит от многих 
факторов. Одним из них является ак-
тивность ферментов, участвующих в 
окислении глюкозы как по основному 
гликолитическому пути, так и по аль-
тернативному — пентозиому. В связи 
с этим известный интерес представ-
ляет изучение активности глюко-
зо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФДГ; 
КФ.1.1.1.49) и ферментов цикла 
трикарбоиовых кислот (ЦТК) 
изоцитратдегидрогеназы (ИЦДГ; 
КФ. 1.1.1.42) и малатдегидрогеназы 
{МДГ; КФ. 1.1.1.37), тонко реагирую-
щих на увеличение концентрации про-
дуктов расщепления глюкозы (пирува-
та и др.), образующихся при гликоли-
зе. Различные физические, химические 
и биологические факторы [1, 10, 11, 
14—16], а также некоторые тяжелые 
патологические процессы |5, 12] спо-
собны вызывать существенные измене-
ния активности Г-6-ФДГ, ИЦДГ и 
МДГ как в органах, так и в эритроци-
тах. Ранее было показано, что на ско-
рость утилизации глюкозы оказывают 
влияние антибиотики тетрациклиново-
го ряда [7]. 

В настоящей работе предполагалось 
проверить, существует ли зависимость 
между активностью изучаемых фер-

ментов и содержанием глюкозы при 
воздействии туберкулостатических пре-
паратов. 

М е т о д и к а 

Эксперименты поставлены на 100 крысах-
самцах с массой тела 180—200 г, получавших 
одинаковый рацион. Туберкулостатические 
препараты вводили в течение 10—14 дней в 
желудок через зонд в следующих дозах: изо-
ииазид — 7,5 мг на 100 г массы, протиона-
мид — 10, рифадин — 7,5, пара-аминосалици-
ловую кислоту (ПАСК) — 100, метазид — 15, 
фтивазид — 15, ларусаи — 15, этамбутол — 
10. Проведено 2 серии экспериментов, в каж-
дой из которых исследовали действие 4 пре-
паратов. В каждой из серий одна группа 
служила самостоятельным контролем. 

Кровь для определения содержания в ней 
глюкозы брали из хвостовой вены через 24 ч 
после прекращения кормления животных (при 
свободном доступе к воде): первый раз — 
натощак, но не ранее чем через 2 ч после 
последнего введения в желудок туберкуло-
статических препаратов, затем после внутри-
желудочного введения 2 мл 40 % раствора 
глюкозы (800 мг) — через каждые 30 мин 
в течение 150 мин. В пробах определяли со-
держание глюкозы ферментативным методом 
[4], используя набор реактивов БиоТест фир-
мы «Лахема» (ЧССР) . 

После окончания опыта животных дека-
питировали и брали кровь из шейных сосу-
дов для определения активности оксидоре-
дуктаз в эритроцитах. Полученную кровь 
смешивали в равных объемах с 3,8 % раст-
вором цитрата. Эритроциты отмывали 0,9 % 
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о х л а ж д е н н ы м NaCI и о с а ж д а л и центрифуги-
рованием при 3000 g и гемолизировали. При 
определении активности Г - 6 - Ф Д Г эритроциты 
гемолизировали путем добавления 1 % раст-
вора дигитонима, а при определении М Д Г и 
И Ц Д Г — 0,05 М фосфатного буфера рН 7,4. 
О б активности Г - 6 - Ф Д Г судили но скорости 
восстановления Н А Д О [13], об активности 
И Ц Д Г и М Д Г — по количеству восстанов-
ленного Н А Д [6]. 

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

Воздействие на организм крысы в те-
чение 10—14 дней туберкулостатиче-
скими препаратами влияет на скорость 
утилизации глюкозы крови. Так, под 
действием фтивазида, метазида и лару-
са на отмечено повышение на 9—15 % 
исходного уровня глюкозы крови 
(рис. 1). 

После сахарной нагрузки концен-
трация глюкозы в крови у этих живот-
ных увеличивается параллельно нара-
станию ее содержания у контрольных 
животных и достигает максимума к 
60-й минуте опыта, затем постепенно 
снижается. На 30-й минуте опыта раз-
личия составляют 7—12 %, на 60-й ми-
нуте — 9 -11 % от контрольного уров-
ня ( Р < 0 , 0 2 ) . Наибольшие различия, 
достигающие 15—24% ( Р < 0 , 0 1 ) , на-
блюдаются на 90-й минуте. В конце 
эксперимента (на 150-й минуте) кон-
центрация глюкозы остается достовер-
но увеличенной на 18 %. Только у жи-
вотных, получавших ПАСК, характер 
сахарной кривой мало отличается от 
кривой контрольной группы. 

При сравнительном анализе резуль-
татов исследования активности фер-
ментов (табл. 1) можно видеть, что под 
влиянием ПАСК, метазида, фтивазида 
и ларусана активность Г-6-ФДГ стати-
стически достоверно снижается на 13— 

м моль /л 

Рис. 1. Изменение с о д е р ж а н и я глюкозы в кро-
ви крыс при нагрузке глюкозой после введе-
ния в течение 10—14 дней туберкулостатиче-

ских препаратов . 
/ — контроль; 2 — П А С К ; 3 — метазид; 4 — фтиваУ 
зид; 5 — ларусаи . З д е с ь и на рис. 2 стрелкой ука-

з а н о введение глюкозы. 

19 %, под влиянием ИЦДГ — на 6— 
22 о/о, МДГ — на 14—33 %. 

Из сопоставления данных табл. 1 и 
рис. 1 следует, что имеется обратная 
зависимость между активностью 
Г-6-ФДГ, ИЦДГ и МДГ эритроцитов, 
с одной стороны, и концентрацией глю-
козы в крови — с другой. 

Систематическое введение крысам в 
течение 10 -14 дней изониазида и этам-
бутола приводит к снижению содержа-
ния глюкозы в крови, взятой натощак, 
на 9—14 % (рис. 2). У животных, по-
лучавших протионамид и рифадин, ис-
ходный уровень глюкозы не отличался 
от такового у крыс контрольной 
группы. 

После нагрузки глюкозой характер 
сахарных кривых у всех животных ока-

Т а б л и ц а 1 

Активность Г-6-ФДГ (в мкмолях НАДФ Н на 1 • 10° эритроцитов в 1 мин), ИЦДГ и МДГ (к мкмо-
лях НАД II на 5 10° эритроцитов в 1 мин) у крыс, получавших ПАСК» метазид, фтивазид и ла-

русан (М±т) 

ГГ репа рат Г - 6 - Ф Д Г И Ц Д Г М Д Г 

К о н т р о л ь 2 2 8 т Ы 0 , 8 (100) 2600 ± 8 3 , 6 (100) 2 9 2 5 ± 9 4 , 7 (100) 
П А С К 1 9 7 ± 8 , 4 (86) 2025±-68 ,7 (78) 2 2 5 0 ± 6 4 , 2 (77) 
Метазид 191 ± 7 , 3 (84) 230071-84,2 (88) 2 3 2 5 ± 6 5 , 4 (79) 
Ф т и в а з и д 1 9 5 ± 9 , 1 (86) 2 4 5 0 ± 6 3 , 6 (94)* 2 0 0 0 ± 8 0 , 3 (68) 
Л я р у с а м 1 8 5 ± 8 , 0 (81) 2 1 0 0 ± 6 2 , 7 (81) 2 2 0 0 ± 7 9 , 4 (75) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2 звездочкой отмечено Р > 0 , 0 5 , в к а ж д о й группе было 
по 10 животных; в остальных случаях Р < 0 , 0 5 . В с к о б к а х — % от к о н т р о л я . 
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Т а б л и ц е 2 

Активность Г-6-ФДГ (в мкмолях НАДФ-Н на 1-Ю 9 эритроцитов в 1 мин), ИЦДГ и МДГ (в 
мкмолях НАД-Н на 5-10° эритроцитов в I мин) у крыс, получавших изониазид, протионамид, 

этамбутол и рифадин (Mzbm) 

П р е п а р а т Г - 6 - Ф Д Г И Ц Д Г м д г 

К о н т р о л ь 2 3 5 * 1 1 , 4 (100) 2 5 7 5 * 5 5 , 4 (100) 2 7 5 0 * 5 5 , 4 (100) 
И з о н и а з и д 2 0 3 * 8 , 4 (87) 2000=1=54,6 (77) 2 0 4 5 * 6 8 , 7 (76) 
Протионамид 1 7 9 * 9 , 6 (77) 2175=Ь63,4 (84) 1 7 6 5 * 4 6 , 3 (64) 
Рифадин 1 5 9 * 7 , 8 ( 6 8 ) 2 1 0 0 * 6 1 .4 (81) 1 8 5 5 * 4 7 , 6 (67) 
Э т а м б у т о л 3 0 3 * 1 0 , 6 (129) 2 9 5 0 ± 1 1 9 , 1 (113) 3 3 5 5 * 1 2 2 , 1 (122) 

зался однотипен с кривой крыс конт-
рольной группы. Различия в нараста-
нии концентрации глюкозы в крови бы-
ли выраженными в основном на 30-й 
минуте опыта, где они составили 8— 
9 % У животных, получавших изониа-
зид и протионамид. Исключение со-
ставляет этамбутол. У животных, полу-
чавших этот препарат, содержание 
глюкозы в крови на протяжении всего 
опыта было ниже контрольного уровня 
на 10—20 % ( Р < 0 , 0 5 ) . 

Рифадин, как метазид, ларусан и 
фтивазид, способствует увеличению 
концентрации глюкозы в крови после 
нагрузки, но только в первые 60 мин. 

Сопоставление кривых, представлен-
ных на рис. 2, и данных, приведенных 
в табл. 2, свидетельствует о том, что 
эти препараты приводят во всех случа-
ях к угнетению активности ферментов 
на 13- 5 6 % . При этом кривые, отра-
жающие изменения содержания глюко-
зы в крови, у крыс, получавших эти 
препараты, мало отличаются от тако-
вой контрольной группы. Этамбутол 
является исключением. Это единствен-

Рис. 2. Изменение с о д е р ж а н и я глюкозы в кро-
ви крыс при нагрузке глюкозой после введения 
в течение 10- -14 дней туберкулостатических 

препаратов . 
1 — контроль, 2 — изониазид , 3 — протионамид, 

4 — рифадин, 5 — э т а м б у т о л . 

ный препарат (из 8 исследуемых), ко-
торый вызывает повышение активности 
Г-6-ФДГ на 2 9 % , МДГ на 22% и 
ИЦДГ на 13%, вследствие чего у 
крыс, получавших этот препарат, на-
блюдается самая низкая концентра-
ция глюкозы в крови после сахарной 
нагрузки. 

Проведенные эксперименты позволи-
ли выявить различную степень .утили-
зации глюкозы из крови в зависимо-
сти от вида применяемого туберкуло-
статического препарата. Весьма важ-
ная роль в этом процессе принадлежит 
ферментам эритроцитов. Четко просле-
живается зависимость скорости утили-
зации глюкозы от активности Г-6-ФДГ: 
чем ниже активность этого фермента, 
тем медленнее происходит снижение 
концентрации глюкозы в крови при са-
харной нагрузке. Примерно такая же 
зависимость наблюдается при измене-
нии активности ИЦДГ и МДГ. 

Известно, что ИЦДГ и МДГ — фер-
менты ЦТК, которые функционируют 
в ретикулоцитах. Активность этих фер-
ментов определяется на довольно вы-
соком уровне и в зрелых эритроцитах, 
хотя функционирование ЦТК в них и 
ставится под сомнение [9]. Вместе с 
тем определение активности ИЦДГ и 
МДГ в эритроцитах используется как 
надежный тест в дифференциальной 
диагностике кардиологических заболе-
ваний [8]. 

Из полученных данных видно, что 
если активность изучаемых ферментов 
угнетена (метазидом, фтивазидом, ла-
русаном, рифадином), то содержание 
глюкозы в крови после сахарной на-
грузки остается на более высоком 
уровне, чем в контроле, и наоборот, ес-
ли ферменты активированы (этамбу-
толом), то глюкоза утилизируется из 
крови быстрее. Протионамид, изониа-
зид и ПАСК, хотя и несколько угнета-
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ют активность изучаемых ферментов, 
но на утилизацию глюкозы существен-
но не влияют. 

Таким образом, установлено, что 
э рит р о ц итарные о кс идоредукта зы 
(Г-6-ФДГ, ИЦДГ и МДГ) весьма чув-
ствительны к туберкулостатическим 
препаратам. Все изучаемые препараты 
(за исключением этамбутола) прежде 
всего угнетают активность Г-6-ФДГ, 
что, несомненно, отражается на процес-
сах превращения НАДФ в НАДФ-Н, 
который необходим для восстановле-
ния глутатиона и нормального функ-
ц и о н и р о в а н и я перекис ной системы. 
Кроме того, эти препараты угнетают 
активность ИЦДГ и МДГ — оксидоре-
дуктаз, обеспечивающих превращение 
НАД в НАД-Н, являющийся кофер-
ментом энзимов начального звена ды-
хательной цепи, причастных к окисли-
тельному фосфорилированию АДФ. 
Следовательно, можно полагать, что 
туберкулостатические препараты сни-
жают в эритроцитах ресинтез АТФ, не-
обходимой для метаболических функ-
ций в этой клетке. 

Из приведенного выше следует, что 
туберкулостатические препараты (кро-
ме этамбутола) вызывают нарушения 
в метаболизме эритроцитов, которые 
выражаются не только угнетением ак-
тивности оксидоредуктаз, но и сниже-
нием скорости потребления ими глю-
козы. 
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C O N S U M P T I O N O F G L U C O S E AND ACTI-
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 - , ISO-
CITRATE- AND MALATE D E H Y D R O G E N A -
S E S IN ERYTHROCYTES O F RATS TREATED 
W I T H T U B E R C U L O S T A T I C P R E P A R A T I O N S 

P. G. Storozhuk, 1/. A. Sklyar, S. P. Кого-
chanskaya, Yu. V. Gontmakher 

Chair of Bioorganic and Biological Chemistry , 
Cuban Medical School, Krasnodar 

Metazamide , phthivazid, l a rusan and r i fa-
mycin were shown to inhibit activit ies of glu-
cose s -phospha t e - , isocitrate- and ma late dehyd-
rogenases in male r a t s within 10-14- days by 
14-32 %; as a resul t of this, the ra te of glu-
cose consumpt ion was decreased in blood, as 
shown by the shape of suga r plots af ter load-
ing with 300 m g of glucose. Adminis t ra t ion of 
these d r u g s led to elevation of suga r curves by 
11-18% a s compared with controls . p-Amino-
salicylic acid, isoniazid and pro t ionamide in-
hibited the enzymat ic activity but affected the 
ra te of glucose consumpt ion only sl ightly. 
E thambuta l act ivated these enzymes by 13-
2 9 % ; the h ighes t ra te of glucose consumpt ion 
w a s observed in presence of the drug . 
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В Ы Д Е Л Е Н И Е М Е М Б Р А Н Н Ы Х А Н Т И Г Е И О В 
Э П И Т Е Л И А Л Ь Н Ы Х К Л Е Т О К 

М О Л О Ч Н О Й Ж Е Л Е З Ы И З М Е М Б Р А Н Ж И Р О В Ы Х Г Л О Б У Л 
Ж Е Н С К О Г О М О Л О К А 

Московский научно-исследовательский онкологический институт им. П. А. Герцена 

Мембраны жировых глобул (МЖГ) 
молока млекопитающих и, в частности, 
человека являются производными 
плазматических мембран эпителиаль-
ных клеток молочной железы | 15]. Эти 
данные наряду с относительной просто-
той получения МЖГ позволяют ис-
пользовать их в качестве удобного объ-
екта при поиске органоспецифических 
антигенов (АГ) молочной железы. Изу-
чение таких АГ открывает возможно-
сти для выявления определенных взаи-
мосвязей между состоянием поверх-
ности клетки и процессом малигниза-
ции, а также для усовершенствования 
и р а с ш и р е и и я методов и м м у и од и а г н о -
стики рака. 

Ранее нами с помощью иммунных 
сывороток к нативным МЖГ был об-
наружен ряд АГ и показано наличие 
некоторых из них в нормальных и опу-
холевых клетках молочной железы [1]. 

I Настоящее исследование является 
продолжением изучения мембранных 
АГ молочной железы и посвящено раз-
работке метода их выделения из МЖГ 
путем последовательной обработки 
мембранного матрикса солями и детер-
ге нта м и. 

|М е т о д и к а 

Операционный материал получали не поз-
же чем через 1 ч после операции, тотчас по-
мещали в лед, освобождали от жира, замо-
раживали в жидком азоте и хранили при 
—20 °С до получения мембранных фракций. 
Аутопсийный материал получали через 
12—24 ч после смерти и использовали апа-
л о ги ч н о о п е р а ц и о и ному. 

Дли получения иммунных сывороток кро-
ликов-самок породы шиншилла (массой 
2—2,5 кг) иммунизировали фракциями, полу-
ченными солюбилизацией М Ж Г , по схеме: 
первая инъекция виутрикожпая в 6 точек спи-
ны (от 0,5 до 1 мл препарата), вторая — 
внутривенная (те же количества антигена) 
через 28 дней. Кровь брали на 7-й день после 
второй инъекции, реиммунизацию проводили 
внутривенно через 2 мед и более. Аитисыво-
роткн истощали под контролем иммунодиф-
фузии, применяя АГ, иммобилизованные на 
BrCN-сефарозе 4В, а также препараты мем-
бранных фракций из ткани почки и селезен-

ки, полученных дифференциальным центри-
фугированием. BrCN и BrCN-сефарозу 4В по-
лучали описанным ранее методом [2]. 

Концентрацию белка определяли методом 
Лоури [14] или по поглощению света при 
280 им, условно принимая К280 = 

Иммунодиффузию в агаре проводили как 
описано ранее [6], а также в 1,5% агаре, 
содержащем 2,5 % NaCl, в присутствии 1 % 
тритона Х-100, используя стандартные тест-
системы [6]. После отмывки непрецииитирую-
щих компонентов физиологическим раствором 
полосы преципитации окрашивали кумасси 
бриллиантовым G-250 и Суданом черным Б. 

Электрофорез мембранных компонентов 
осуществляли в 7,5 % ПААГ в присутствии 
додецилсульфата натрия (ДСП) [16]. Образ-
цы для электрофореза готовили, инкубируя 
антигенный материал (100 мг) в 8 М растворе 
мочевины, содержащем 1 % ДСН и 2 °/о 
|3-меркаптоэтанол ((3-МЭ), при 100 °С в тече-
ние 5 мин. Разделение компонентов проводили 
при силе тока 5 мА па трубочку в течение 
3 ч при 20 °С. После электрофореза столбики 
геля окрашивали 0,25 % раствором кумасси 
бриллиантового G-250 в 7,5 % уксусной кис-
лоте в течение 5 мим при 100°С и отмывали 
7,5 % уксусной кислотой. Липопротеиды окра-
шивали Суданом черным Б [5]. 

Д л я определения молекулярных масс анти-
генов использовали стандартные метчики 
фирмы "Serva" (ФРГ) . 

По современным представлениям, поверх-
ностные мембраны клетки состоят из липид-
ного бислоя, с которым ассоциированы раз-
личные белки. Последние условно можно раз-
делить на 3 группы: адсорбированные белко-
вые молекулы, периферические компоненты 
мембран и внутренние структуры мембран 
(иитегр аль н ые бел к и). 

Основываясь па этих представлениях и 
проводя аналогию между М Ж Г и поверх-
ностными мембранами клетки, мы проводили 
извлечение АГ из М Ж Г путем поэтапной об-
работки последних солюбилизирующими аген-
тами с увеличивающейся экстрагирующей 
активностью: изотоническим раствором, хао-
тропным агентом (1 М MgCl 2 ) , неионным де-
тергентом, неионным детергентом при обра-
ботке ультразвуком. 

Д л я сохранения адсорбированных на М Ж Г 
белковых молекул выделение жировых глобул 
(ЖГ) проводили в мягких условиях, взяв за 
основу метод [9]. 

Свежее молоко доставляли из родильных 
домов через 1—2 ч после лактации, немедлен-
но отделяли молочную плазму от жира цент-
рифугированием при 20 000 g и 4°С. Фло-
тирующий материал, представляющий собой 
Ж Г , собирали и промывали, суспендируя в 
0,01 п. трис-НС1-буфере рН 7,2, содержащем 
ингибиторы протеолитических ферментов: 
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0,5 % е - а м и н о к а п р о н о в у ю кислоту ( е -АМК) 
и к о и т р и к а л в дозе 200 И Е / м л (буфер А) с 
п ос л е д у ю щ и м це и три фуги р ов а н ием п р и 
20 000 g и 4 °С. Д л я суспендирования Ж Г , 
М Ж Г и их ф р а г м е н т о в использовали гомоге-
низатор П о т т е р а . П р о ц е д у р у отмывки повто-
ряли д о исчезновения белка в промывных во-
д а х . О т м ы т ы й ж и р з а м о р а ж и в а л и при —70 °С 
и хранили при —20 °С. 

Во и з б е ж а н и е ф р а г м е н т а ц и и мембран их 
получали о д н о к р а т н ы м р а з м о р а ж и в а н и е м Ж Г 
в изотоническом растворе . Д л я этого Ж Г , 
собранные из 3,5—4 л ж е н с к о г о молока , раз-
м о р а ж и в а л и , суспендировали в 55 мл буфе-
ра А и ц е н т р и ф у г и р о в а л и 1 ч при 105 000 g 
и 4 °С, п о л у ч а я 3 компонента : о с а д о к М Ж Г , 
н а д о с а д о к — раствор а д с о р б и р о в а н н ы х мем-
бранных белков в буфере А ( ф р а к ц и я 1-1) , 
ф л о т а т — ж и р из глобул . Ж и р о т б р а с ы в а л и , 
ф р а к ц и ю 1-1 д и а л и з о в а л и против дистилли-
рованной воды 20 ч при 4 °С, л и о ф и л ь н о вы-
сушивали и использовали д л я д а л ь н е й ш е й ра-
боты. М Ж Г к о н т р а с т и р о в а л и у р а н и л а ц е т а т о м 
и исследовали в электронном микро-
скопе [4 j . 

К а к видно на рис. I (см. вклейку) М Ж Г 
п р е д с т а в л я ю т собой округлые з а м к н у т ы е ли-
нии, н а п о м и н а ю щ и е поверхностные м е м б р а н ы 
клеток, п р е п а р а т гомогенен и не с о д е р ж и т 
примеси капелек ж и р а или других структур . 

С о л ю б и л и з а ц и ю компонентов М Ж Г прово-
дили следующим образом . Н а первом этапе 
М Ж Г промывали д в а ж д ы рабочим буфером А 
порциями по 9 мл с последующим центрифу-
гированием при 105 000 g и 4 °С в течение 
1 ч. П р о м ы в н ы е воды, обозначенные к а к 
ф р а к ц и и 1-2 и 1-3, использовали аналогично 
ф р а к ц и и 1-1. О с а д о к суспендировали в 9 мл 
б у ф е р а А, с о д е р ж а щ е г о 1 М MgCl 2 , выдер-
ж и в а л и 20 ч при 4 °С, центрифугировали 1 ч 
при 105 000 g и 4 °С, собирали н а д о с а д о ч и у ю 
жи дкость , условно обозначали ее как ф р а к -
ция 11-1. О с а д о к суспендировали в той ж е 
среде и через 1 ч ц е н т р и ф у г и р о в а л и в тех 
ж е условиях , п о л у ч а я ф р а к ц и ю II-2 и осадок . 

Последний после промывания дистиллирован-
ной водой д в а ж д ы суспендировали в 9 мл 
1 % раствора тритона Х-100 в буфере А по 1 ч 
при 4 °С, солюбилизированные компоненты 
отделяли центрифугированием в тех ж е усло-
виях, фракции обозначали 11-1 и I I I -2 . З а -
верша ли процесс солюбилизации компонентов 
М Ж Г озвучиванием осадка в 1 % растворе 
тритона Х-100 в буфере А 4 раза по 15 с на 
ледяной бане ( у л ь т р а з в у к о в о й генератор 
M S E ) с последующим центрифугированием. 
Эту п р о ц е д у р у повторяли д в а ж д ы и получали 
иадосадки , обозначенные к а к фракции IV-1 
и IV-2. 

Фракции д и а л и з о в а л и 24 ч против буфе-
ра А, разливали порциями, з а м о р а ж и в а л и 
при —70 °С и хранили при —20 °С. 

М Ж Г из молока коров получали и фрак -
ционировали т а к же , к а к М Ж Г молока ж е н -
щин. 

Полученные фракции анализировали на 
с о д е р ж а н и е белка, наличие полипептидных, 
липидных и липопротеидиых компонентов, а 
т а к ж е на с о д е р ж а н и е выявленных нами ра-
нее Л Г [1]. 

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

Данные о содержании белка во фрак-
циях и распределении в них мембран-
ных АГ представлены в табл. 1, где 
для сравнения приведены и результа-
ты иммуиохимического анализа плаз-
мы женского молока и мембранных 
фракций Ж Г молока коров. 

На рис. 2 (см. вклейку) представле-
ны результаты электрофореза мем-
бранных компонентов из фракций I — 
IV в ПААГ в присутствии ДСН с после-
дующим специфическим выявлением 
белков кумасси G-250 (см. рис. 2, а) , 

Т а б л и ц а 1 

Распределение мембранных АГ по фракциям женского и коровьего молока (данные 12 опытов) 

Материал Количество бел-
ка, мг/мл 

О
бъ

ем
 ф

ра
к-

ци
и,

 
мл

 

Наличие АГ (обратный титр) 

Материал Количество бел-
ка, мг/мл 

О
бъ

ем
 ф

ра
к-

ци
и,

 
мл

 

АГ1 АГ2 АГЗ АГ4 АГ5 АГ 1 3 АГ 1 4 

Женское молоко 

М о л о ч н а я плазма Н е исследовали — + ( 5 1 2 ) + (2) — — + (Ю24) — + (32) 
Ф р а к ц и я М Ж Г : 

+ ( 5 1 2 ) + (32) 

1-1 25 55 + (8) -1- (8) ± — + (64) — + (4) 
1-2 5 9 + (2) ± + (4) — — — — 

1-3 0 , 2 9 
+ (2) ± — — — — 

11 -1 15 9 + ( 2 - 4 ) -1- (8) — — — — + (8) 
I I - 2 2 9 + ( 0 + (2) — — — — + (8) 
111 -1 0 , 9 9 + (8) — — — 

I I 1 - 2 0 , 1 9 
+ (8) 

1V-1 0 , 6 9 — ! (4 8) — — 

IV-2 0 , 2 9 — — — 1 (1 2) — + 0 ) — 

М Ж Г (фракции I , I I , 
I I I и IV) Н е исследовали 

Коровье молоко 

по 9 — 
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липопротеидов и липидов Суданом чер-
ным Б (см. рис. 2, б), а также приве-
дена шкала молекулярных масс, по-
строенная по данным электрофореза в 
ПААГ стандартных метчиков в присут-
ствии ДСН. 

Как видно из табл. 1, М Ж Г челове-
ка в целом содержат большое количе-
ство белков, что согласуется с данны-
ми других авторов о высоком содержа-
нии белка в М Ж Г млекопитающих [7, 
13]. Распределение белка по фракциям 
неравномерно: наибольшее его количе-
ство содержит фракция 1-1, несколько 
меньшее — фракции II-1 и 1-2, сущест-
венно ниже концентрация белка во 
фракциях 1-3, II-2, III-1, 2 и IV-1, 2. 
Очень высокое содержание белка во 
фракции 1-1 обусловлено, по-видимо-
му, наличием в ней растворимых АГ мо-
лочной плазмы, вторично адсорбиро-
ванных на мембранах жировых глобул. 

Количественные данные о распреде-
лении белка коррелируют с картиной 
электрофоретического разделения ком-
понентов в полученных фракциях (см. 
рис. 2, а): наибольшим числом полос 
характеризуется фракция 1-1, богатый 
полипептидный спектр- присущ также 
фракциям 1-2 и II-1. На электрофоре-
граммах фракций III-1 и IV-1 полос 
существенно меньше. Малая концен-
трация белков во фракциях III-2 и IV-2 
не позволила выявить их электрофоре-
зом в ПААГ. 

При сравнении электрофореграмм, 
представленных на рис. 2, а, видно, что 
для адсорбированных и перифериче-
ских компонентов М Ж Г характерны 
как низко-, так и высокомолекуляр-
ны с полипептиды, в то время как инте-
гральные структуры мембраны содер-
жат в основном высокомолекулярные 
белковые компоненты. 

Как видно на рис. 2, б, фракции III 
и IV содержат липопротеидные и ли-
пидные компоненты при отсутствии та-
ковых во фракциях I и II, причем при 
озвучивании мембранного матрикса в 
детергенте в раствор (фракция IV) пе-
реходит значительно большее количе-
ство липидных компонентов, чем при 
обычной обработке детергентом (фрак-
ция I I I ) , что может свидетельствовать 
о более глубокой деградации мембран-
ного матрикса. Фракция IV характери-
зуется наличием высокомолекулярного 
(250 000 Д) липопротеида, не выявляе-
мого прокрашиванием на белки. 

Иммуиодиффузный анализ фракций 
показал, что в них в разных количест-
венных соотношениях присутствуют 
лактоферрин (АГ1), а-лактальбумин 
(АГ5), АГ2, АГЗ, АГ4 и АГ13 (см. 
табл. 1). Фракции 1-1, 2, 3 и II-1, 2 со-
держат ряд АГ, солюбилизаты 111-1,2 
и IV-1 содержат соответственно только 
АГЗ и АГ4, во фракции IV-2 найдены 
небольшие количества АГ4 и АГ13. 

В отличие от мембран молочная 
плазма не содержит АГЗ и АГ4, АГ2 
присутствует в ней в небольших коли-
чествах, в то время как лактоферрин и 
а-лактальбумин определяются в высо-
ких концентрациях. 

Плазма молока коров, а также от-
дельные фракции из его М Ж Г не со-
держат указанные АГ. Характер рас-
пределения АГ в полученных фракциях 
свидетельствует о принадлежности 
лактоферрина и а-лактальбумииа к ад-
сорбированным молекулам, АГ2 и 
АГ14 — к периферическим структурам 
бислоя, а АГЗ, АГ4 и АГ13 — к инте-
гральным антигенам МЖГ. 

Соотношение концентраций лакто-
феррина и а-лактальбумина в молоч-
ной плазме и во фракциях I и II отра-
жает их секреторную природу, однако 
наличие АГ1 не только во фракции I, 
но и во фракции II является доказа-
тельством прочной сорбции этого гли-
копротеида на периферических белках 
МЖГ, что обусловлено, по-видимому, 
сильными электростатическими взаи-
модействиями Fe2+ , присутствующего в 
молекуле этого АГ [8]. 

Корреляция между высокой концен-
трацией АГ4 во фракции IV-1 с нали-
чием в ней высокомолекулярного липо-
протеида дала основание предполагать 
липопротеидную природу этого АГ. 
Положительная окраска полосы преци-
питации в иммунодиффузионном Tecfe 
специфическим реагентом на липопро-
теиды Суданом черным Б подтвердила 
это предположение. Слабое окраши-
вание наблюдалось также для тест-
системы АГЗ, что также, по-видимому, 
может служить косвенным доказатель-
ством наличия небольшой липидной со-
ставляющей в его молекуле. 

Таким образом, разработанный ме-
тод последовательной дезинтеграции 
М Ж Г солями и детергентами позволил 
выявить на мембране ряд соединений 
с антигенными свойствами, погружен-
ных в бислой на различную глубину, а 
также разделить мембранные АГ2, 
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Характеристика полученных АС 
Т а б л и ц е 2 

И м м у и и з а ц и о н и ы й 
м а т е р и а л (фракция) 

1 - 1 
11 -1 
И М 
IV-1 
1V-2 

Н а л и ч и е AT к А Г 

АГ 1 

+ 

+ 

АГ2 

+ 

+ 

А Г З 

+ 

А Г 4 А Г 5 

+ 
АГ11 

+ + + 

А Г 1 3 АГ 1 4 

+ 

+ 

АГЗ, АГ4 и АГ13 между собой и отде-
лить их от секреторных компонентов 
молока: лактоферрина и а-лактальбу-
мина. 

В результате такого разделения по-
лучены фракции III и IV, гомогенные 
в антигенном отношении и содержащие 
индивидуальные АГ соответственно 3 
и 4. 

Мембранные фракции были исполь-
зованы для получения антисыворо-
ток — АС (табл. 2). 

Как видно из табл. 2, АС к фракци-
ям 1-1 и II-1 не являются моиоспе-
цифическими, они выявляют антитела 
(AT) к АГ2, лактоферрину, а также 
межорганному АГ14, не обнаруживае-
мому нами ранее, АС к фракциям 
III-1 и IV-1 характеризуются наличи-
ем специфических AT соответственно 
к АГЗ и АГ4. При иммунизации кро-
ликов фракцией IV-2 получены АС как 
к АГ4, так и АГ13. Часть иммунных сы-
вороток к фракциям III-1 и IV-1, 2 со-
держала примесные AT к межбргаино-
му мембранному АГ 11 [1], легко уда-
ляемые адсорбцией мембранами кле-
ток почки или селезенки. 
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Освобождение АС к АГ2 от примес-
ных AT проводили в два этапа: внача-
ле удаляли AT к лактоферрину, затем 
к АГ14. Последний был получен в вы-
сокоочищенном состоянии препаратив-
ным изоэлектрофокусированием фрак-
ции 1-1 [3] (рис. 3) и применен для 
приготовления иммуносорбента. 

Моноспецифические АС к АГ2, АГЗ 
и АГ4 использовали наряду с соответ-

Т а б л и ц а 3 

Распределение АГ2, АГЗ и АГ4 в мембранных 
фракциях различных тканей и биологических 
жидкостях (данные иммунодиффузионного ана-

лиза) 

И с с л е д у е м ы й м а т е р и а л 

Н а л и ч и е АГ (обратный 
титр) 

И с с л е д у е м ы й м а т е р и а л 

А Г 2 АГЗ А Г 4 

Нормальные ткани мо-
лочной железы 
(МЖ) 0 1 1 

Другие ткани (п = 24) 0 0 0 
Опухолевые ткани 
Рак молочной железы 0 1 2 
Метастазы рака мо-

лочной железы в 
лимфатические узлы 0 1 1—2 

Рак яичника 0 0 1—2 
Рак легкого 0 0 0—1 
Рак желудка 0 0 ± — 1 
Д р у г и е опухоли 

(л = 9) 0 0 0 
Плевральная и асци-

тическая жидкость 
больных раком мо-
лочной железы 0 0 1—2 

Сыворотка крови он-
кологических боль-
ных 0 0 0 

Сыворотка крови здо-
0 0 ровых лиц 0 0 0 

8 12 16 20 24 28 32 36 40 
№ фракции 

Рис. 3. Выделение АГ14 препаративным изо-
электрофокусированием. 

Сплошная линия — профиль элюции белков с ко-
лонки; пунктирная — градиент рН; заштрихованная 
часть — иммуиохимическая активность АГ14. Объ-
ем колонки 110 мл; градиент рН 3,0—5,0; градиент 

сахарозы 50 — 4 % (4 °С, 44 ч). 

П р и м е ч а н и е. Другие ткани—головной 
мозг, мозжечок, язык, миндалина, пищевод, 
желудок , толстая и тонкая кишки, печень, 
предстательная и слюнная железы, мочевой пу-
зырь, почка, селезенка, мочеточник, сосуды, 
поперечнополосатая и гладкая мышцы, брон-
хи, поджелудочная железа , яичник и матка . 
Другие опухоли—рак толстой кишки, пищево-
да, матки, околоушной железы, подчелюстной 
железы, кожи , меланома, лимфогранулематоз. 
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ствующими антигенными фракциями в 
стандартных тест-системах при изуче-
нии специфичности АГ методом имму-
н о д и ф ф у з и и. Обнаружение указан и ы х 
АГ проводили, используя гомогенаты 
различных нормальных и опухолевых 
тканей, а также солюбилизаты из их 
мембранных фракций (табл. 3). 

Мембранные фракции из нормаль-
ных и опухолевых тканей получали 
дифференциальным центрифугирова-
нием гомогенатов тканей, обработан-
ных в мягких условиях. Для этого 
нормальные и опухолевые ткани мелко 
нарезали, добавляли 0,01 М Na-фос-
фатный буфер рН 7,4, содержащий 
0,5 % е-AM К и 200 ИЕ/мл контрика ла 
(буфер Б) из расчета 1 :2 (масса тка-
ни: объем буфера) и гомогенизирова-
ли при 10 000 об/мин 3 раза по 30 с на 
ледяной бане. Гомогенаты тканей по-
ел е до в а те л ь и о центр и ф у г и р о в а л и п р и 
1500 и 6000 g, осаждая обрывки ткани 
и клеточные ядра. Мембранную фрак-
цию осаждали при 105 000 g и 4 °С в 
течение 30 мин. Полученные осадки 
мембран промывали буфером Б, цен-
трифугировали снова в тех же усло-
виях, повторяя отмывку до исчезнове-
ния белка в промывке. Мембраны лио-
фильно высушивали. 

Солюбилизацию компонентов кле-
точных мембран проводили следующим 
образом: мембраны суспендировали в 
буфере А, содержащем 1 % тритон 
Х-100 из расчета 10 мг в 1 мл, выдер-
живали 1 ч при 25 °С, оставляли на 
20 ч при 4 °С и отделяли иадосадочиую 
фракцию М-1 при 105 000 g и 4 °С в 
течение 1 ч. Осадок ресуспендировали 
в том же буфере, содержащем 1 % три-
тон Х-100, озвучивали 30 с (установка 
MSE) на льду, выдерживали 1 ч при 
25 °С и центрифугировали 1 ч при 
105 000 g и 4°С. Надосадочную фрак-
цию обозначили как М-2. 

Как видно из табл. 1 и 3, АГ2 при-
сущ МЖГ, но не выявляется в мембра-
нах клеток МЖ, АГЗ и АГ4 присутст-
вуют в нормальной молочной железе 
и сохраняются при малигнизации это-
го органа, АГ4 обнаружен также в 
опухолях других органов. Отсутствие 
исследованных А Г в МЖГ коров мо-
жет указывать на их в идоспеци фи че-
ски й характер. 

К настоящему моменту в литерату-
ре описано несколько антигенов МЖГ, 
присутствующих в нормальной и опу-
холевой тканях МЖ [8, 10—12]. Од-

нако сравнение этих АГ между собой 
и с АГ, выделенными нами, не пред-
ставляется возможным из-за отсутст-
вия их физико-химических характери-
стик. Косвенное сопоставление АГ по 
распределению в органах и тканях 
также весьма затруднительно, так как 
подавляющее большинство исследова-
ний по антигенам МЖГ выполнено с 
применением гетерологичных сыворо-
ток [11, 12] или моноклональных AT 
| 10] к нефракционированным, обезжи-
ренным органическими растворителя-
ми МЖГ, что не позволяет с уверен-
ностью судить о нативиости выявляе-
мых АГ. 
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ISOLATION OF MEMBRANE ANTIGENS OF 
MAMMARY GLAND EPITHELIAL CELLS 
FROM MEMBRANES OF FATTY GLOBULES 

OF HUMAN MILK 

R. I. Yakubouskaya, M. D. Korosteleva, 
S. K. Alexander, G. I. Avdeev 

Research Inst i tute of Oncology, Moscow 

Seven ant igens, belonging to various struc-
tures of bilayer: Arl (lactoferrin) and Ar5 
(a- lactalbumin) — adsorbed proteins; Ar2 and 
A r l 4 — p e r i p h e r i c components; Ar3, Ar4 and 
A r l 3 — integral s tructures, were found after 

t rea tment of fatty g lobuh membranes from 
human milk using the agen t s with improved 
extract ing activity (isotonic solution, 1 M 
MgCI2, 1 % Triton X-100, combined effect of 
I % Triton X-100 and sonication). The proce-
dure developed enabled to separate these an-
t igens and to isolate them from the main milk 
secretory proteins lactoferrin and a- lactalbumin. 
Towards highly purified preparat ions of the 
membrane an t igens 3 and 4 monospecific anti-
sera were raised, which allowed to identify 
these components among tissue-specific anti-
gens of mammary gland capable to be main-
tained in malignizat ion of the tissue. Ar4 was 
also found in tumoral t issues of ovary, lung 
and stomach. 

УДК 616. l27-002-022.7 + 6HU2-002.77|-092.9-07:616-008.939.15-074 

Г. С. Козлов, С. M. Носков 

П Е Р Е К И С Н О Е О К И С Л Е Н И Е Л И П И Д О В И Д Н Т И О К С И Д А М Т Н Ы Е 
С И С Т Е М Ы О Р Г А Н И З М А П Р И Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О М 

С Т Р Е П Т О К О К К О В О М М И О К А Р Д И Т Е И Р Е В М О К А Р Д И Т Е 

Ярославский медицинский институт 

Перекисному окислению липидов 
(ПОЛ) отводится важная роль в раз-
витии патологических реакций в мио-
карде. Усиление ПОЛ мембран мио-
цитов, уменьшение содержания анти-
оксидантов и активности антиокси-
дантных ферментных систем отмечены 
при ишемической болезни сердца и на 
модели острой ишемии сердечной 
мышцы в эксперименте [I, 6, 7]. Ин-
тенсификация ПОЛ обнаружена при 
адреналиновом миокардите [8]. Пола-
гают, что усиление ПОЛ может проис-
ходить в клетке только при дефиците 
природных антиоксидантов (токофе-
рол) и ферментных антиоксидантных 
систем (супероксиддисмутаза, глутати-
онредуктаза, глутатионпероксидаза, 
каталаза) [5, 17]. Процессы ПОЛ и 
антиоксидантной защиты при воспали-
тельных заболеваниях миокарда изу-
чены недостаточно. Целью настоящего 
исследования было определение интен-
сивности ПОЛ, содержания токоферо-
ла и активности глутатиоиредуктазы 
у крыс с экспериментальным стрепто-
кокковым миокардитом и у больных 
ревмокардитом. 

М е т о д и к а 

Экспериментальный стрептококковый мио-
кардит у 26 самок белых крыс массой тела 
80—90 г воспроизводили путем 5-кратиого 
введения животным культуры (3-гемолитиче-
ского стрептококка группы А штамм 2432 в 
дозе 3—4 млрд. микробных тел на 100 г 

массы внутрибрюшимно и паратонзиллярно 
[11]. Согласно применяемому методу, для 
моделирования стрептококкового миокардита 
пригодны только молодые, растущие крысы. 
Исследование проводили на 15, 30 и 45-е 
сутки от начала эксперимента, рассматривая 
эти сроки как соответственно острый, под-
острый и склеротический периоды. При этом 
у подопытных крыс развивается отчетливо 
выраженный миокардит, морфологически ха-
рактеризующийся в острой стадии альтера-
цией миокарда (зернистая дистрофия, некро-
биоз и некроз миоцитов, полнокровие и отек 
миокарда) , а в склеротической — кардиоскле-
розом [11]. Контролем служили 12 животных, 
которым вводили убитую культуру стрепто-
кокка. 

Клиническую группу составили 27 больных 
ревматизмом (20 женщин и 7 мужчин) в воз-
расте 41 ,6±1 ,7 года, у 15 из них зарегистри-
рован ревматизм в неактивной фазе. У 12 
больных с минимальной степенью активности 
ревматического процесса, обследованных при 
поступлении на стационарное лечение в кли-
нику кафедры госпитальной терапии, диагно-
стирован с использованием критериев 
А. И. Нестерова [9] слабо выраженный рев-
мокардит. Больные активным ревматизмом 
обследованы повторно после тридцатиднев-
ного курса обычной противоревматической 
терапии. Основу комплекса лекарственных 
средств составили исстероидныс противовоспа-
лительные препараты (аспирин, иидометации, 
вольтарен, бруфен, ибупрофеи) и антибиотики 
(пенициллин, эритромицин). По показаниям 
назначали сердечные гликозиды и мочегонные. 
У всех пациентов констатирован порок серд-
ца: митральный — 18, аортальный — 3, ком-
бинированный митрально-аортальный — 6 слу-
чаев. Д л я исключения влияния недостаточ-
ности кровообращения на изучаемые показа-
тели обследовали больных с недостаточностью 
кровообращения не выше II А стадии. Конт-
ролем служили 16 здоровых доноров (11 жен-
щин и 5 мужчин) з возрасте 38 ,2±2,4 года. 
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Т а б л и ц е 2 

Интенсивность ПОЛ и активность антиоксидантных систем у крыс с экспериментальным стрел 
тококковым миокардитом ( М ± ш ) 

П о к а з а т е л ь 
Объект и с с л е д о -

дования 
К о н т р о л ь 

(п= 12) 
Острая фаза 

(м= 1 0) 
П о д о с т р а я фаза 

(п = 8) 
С к л е р о т и ч е с к а я 

фаза ( п — 8) 

Перекисиое окис-
леииелипидов, Е 2 3 3 / 
на 1 г липидов 

Токоферол, мг/л 
Глутатиоиредук-

таза , мкмоль/мин/г 

Миокард 
Эритроциты 

Плазма 
Миокард 
Эритроциты 

1 1 3 , 7 ± 7 , 1 
5 4 , 7 ± 2 , 2 

2 , 1 9 ± 0 , 1 3 
1,11 ± 0 , 0 9 
0 , 7 6 : 1 0 , 0 4 

1 4 7 , 2 ± 6 , 3 * 
9 3 , 3 ± 5 , 8 * 

1 , 5 0 ± 0 , 1 6 * 
1 ,64 :10 ,10* 
1 ,16 :10 ,09* 

1 2 0 , 6 ± 8 , 7 
1 0 7 , 5 ± 6 , 6 * 

' 1 ,91 :10 ,12** 
1,31 ± .0 ,09** 
1 ,17 :10 ,08* 

1 0 1 , 6 : 1 9 , 9 
54,7.-11,9 

2 , 5 1 ± 0 , 1 7 * * 
0,97=10,05** 
0 , 6 6 ± 0 , 0 3 * * 

* Достоверные по сравнению с нормой изменения ( Р < 0 , 0 5 ) , выявляемые при сравнении 
выборочных средних. 

** Достоверные по сравнению с нормой изменения ( Р < 0 , 0 5 ) , выявляемые при сравнении 
выборочных долей. 

Животных забивали декапитацией под 
эфирным наркозом. Кровь у больных и допо-
ров брали из вены после 12-часового голода-
ния. Интенсивность П О Л в миокарде и эрит-
роцитарных мембранах животных, в эритро-
цитариых мембранах больных характеризо-
вали по содержанию диеновых конъюгатов 
( Д К ) , концентрацию которых выражали в 
Егзз на 1 г липидов [12]. Токоферол в плазме 
определяли по реакции с 2,2-дипиридилом 
[14]. Линиды экстрагировали ранее описан-
ным способом [16]. Активность глутатионре-
дуктазы в миокарде и эритроцитах опреде-
ляли спектрофотометрически [13, 18]. Актив-
ность фермента выражали количеством мик-
ромолей Н А Д Ф - Н г , окисленного за 1 мин в 
расчете па 1 г белка или гемоглобина. Опре-
деляли содержание общих липидов [15], об-
щего белка [19] и гемоглобина гемоглобин-
цианидиым методом. Статистическую обработ-
ку материала осуществляли путем сравнения 
выборочных средних и выборочных долей с 
использованием ^-критерия Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы 

Результаты экспериментальной ча-
сти представлены в табл. 1. В острый 
период воспалительного процесса на-
блюдается достоверное усиление ПОЛ, 
увеличение активности глутатионре-
дуктазы и уменьшение содержания то-

коферола. В подострый период ПОЛ 
в миокарде снижается до уровня конт-
роля. Сохраняется достоверное повы-
шение ПОЛ и глутатионредуктазы 
эритроцитов; у большинства животных 
(сравнение выборочных долей) повы-
шена активность глутатионредуктазы 
в миокарде и понижена концентрация 
токоферола в плазме. В склеротиче-
ской фазе все изучаемые показатели 
снижаются до уровня контрольных 
цифр. Более того, при сравнении вы-
борочных долей отмечается достовер-
ное снижение активности глутатион-
редуктазы и повышение содержания 
токоферола по сравнению с показате-
лями в норме. 

Результаты клинической части пред-
ставлены в табл. 2. Не выявлено зави-
симости исследуемых показателей от 
возраста и пола больных. У больных 
ревмокардитом по сравнению с груп-
пами больных неактивным ревматиз-
мом и здоровых людей повышено со-
держание диеновых конъюгатов в эри 
троцитарных мембранах на 50%, уве-
личена активность глутатионредукта-

Т а б л и ц а 2 

Интенсивность ПОЛ и активность антиоксидантных систем у больных ревмокардитом (УИ±т) 

Неактивная 
ф а з а ревматиз-

ма ( п = 1 5) 

Р е в м о к а р д и т 

П о к а з а т е л и Норма ( / г = 1 6 ) 
Неактивная 

ф а з а ревматиз-
ма ( п = 1 5) 

д о лечения 
(/г= 12) 

после лечения 
(п = 1 2 ) 

Перекисиое окисление липи-
дов эритроцитов, Е 2 3 з /иа 1 г 
липидов 

Токоферол плазмы, мг/л 
Глутатионредуктаза эритро-

цитов, мкмоль/мин/г 

1 4 6 ± 9 
8 ,95:1 .0 ,75 

2 , 8 3 ± 0 , 0 7 

165=16 
8 , 7 0 : 1 0 , 4 5 

3 , 1 2 ± 0 , 1 2 

247=t l9* 
6 ,70 ± 0 , 4 0 * 

3 , 8 5 ± 0 , 1 6 * 

174±16 
8,85=1:0,65 

3 , 3 8 ± 0 , 2 3 * 

* Отмечены достоверные ( Р < 0 , 0 5 ) по сравнению с показателями неактивной фазы изменения. 
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зы в эритроцитах на 24%, снижено 
содержание токоферола в плазме на 
23%. После лечения нормализуется 
ПОЛ и концентрация токоферола, ак-
тивность глутатионредуктазы остается 
повышенной. 

О б с у ж д е н и е 

В острой фазе воспалительного про-
цесса в миокарде и эритроцитах под-
опытных животных отмечается накоп-
ление первичных продуктов ПОЛ на 
фоне повышения активности глутати-
онредуктазы и уменьшения концент-
рации токоферола. У подопытных крыс 
вместе с уменьшением выраженности 
альтер ативно-экссудативных измене-
ний в миокарде наблюдается норма-
лизация ПОЛ и активности антиокси-
дантных систем как в миокарде, так 
и в эритроцитах. 

У больных ревмокардитом отмечает-
ся усиление ПОЛ эритроцитарных 
мембран, сопровождаемое увеличением 
активности глутатионредуктазы эри-
троцитов и уменьшением содержания 
токоферола в плазме. Вместе с улуч-
шением клинической картины заболе-
вания нормализуется ПОЛ и антиокси-
дантная защита. Эти данные согласу-
ются с результатами аналогичных кли-
нических работ, в которых при ак-
тивном ревматизме выявлено накоп-
ление конечных продуктов ПОЛ (ма-
лонового диальдегида) и снижение 
концентрации токоферола в плазме 
[2, 10]. 

В миокарде и эритроцитах крыс с 
экспериментальным стрептококковым 
миокардитом в острый период наблю-
даются идентичные изменения интен-
сивности ПОЛ. Коэффициент корреля-
ции между содержанием диеновых 
конъюгатов эр итроцита р и ых мембра-
нах и миокарде г = + 0,78 ( Р < 0 , 0 1 ) . 
Можно предположить, что при экспе-
риментальном миокардите усиление 
переокисления липидов в эритроци-
тах до некоторой степени характери-
зует ПОЛ в миокарде. 

Обусловленное дефицитом антиокси-
дантной системы повышение содержа-
ния токсичных продуктов ПОЛ вызы-
вает изменение состава липидов, ли-
пидио-белковых взаимоотношений и 
соответственно изменение функцио-
нальной активности мембраносвязан-
ных ферментов. В таких условиях мо-
гут возникать весьма серьезные нару-

шения в системе транспорта кальция 
в миоцитах [3]. Перекиси липидов вы-
зывают усиленный распад АТФ [20], 
что может нарушать энергетический 
обмен при воспалительных поражени-
ях миокарда [4]. Дефицит кальция и 
АТФ в свою очередь рассматриваются 
при миокардитах различной этиологии 
как основные причины падения сокра-
тительной способности миокарда. Та-
ким образом, интенсификация ПОЛ 
мембран миоцитов может играть су-
щественную роль в патогенезе ревмо-
кардита. 
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LIPID PEROXIDATION AND THE ANTIOXI-
DANT SYSTEMS OF A BODY IN EXPERI-
MENTAL STREPTOCOCCAL MYOCARDITIS 

AND RHEUMATIC CARDITIS 

G. S. Kozlov, S. M. Noskov 

Medical School, Yaroslavl 

Lipid peroxidation rate and activity of glu-
tathione and tocopherol ant ioxidant systems 
were studied in ra ts with experimental strepto-
coccal myocardi t is and in pat ients with rheu-

matic carditis. Dur ing the acute period of in-
f lammation content of diene con juga tes and 
activity of glutathione reductase were increased 
in myocardium and erythrocytes of ra ts simul-
taneously with a decrease in tocopherol con-
centration in blood plasma. In the pat ients with 
rheumatic cardit is activation of lipid peroxida-
tion and the glutathione reductase was found 
in erythrocytes as well as a decrease of the 
tocopherol content — in blood plasma. Interre-
lationship between al terat ions in these pa t te rns 
and their funct ions in rheumatic cardit is patho-
genesis are discussed. 

УДК 616.71-001.5-003.9-07:610.71-008.934.771 -074 

Б. #. Власов, A. M. Хрусцелевская 

М Е Т А Б О Л И З М Ц И Т Р А Т А В Д И Н А М И К Е К О Н С О Л И Д А Ц И И 
Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н О ГО П Е Р Е Л О М А 

Лаборатория биохимии Н И И травматологии и ортопедии, Иркутск 

Как известно [4], содержание цит-
рата в зрелой костной ткани в 100-
200 раз превышает его концентрацию 
в других органах. Кроме того что ци-
трат является участником трикарбоно-
вого цикла и аллостерическим эффек-
тором ряда ключевых ферментов [9], 
в минерализованных тканях он свя-
зан с метаболизмом неорганической 
матрицы [18]. Такая функциональная 
гетерогенность лимонной кислоты мо-
жет обеспечить тонкую регуляцию и 
взаимодействие обмена основных ком-
понентов костной ткани [2]. 

Исходя из этих представлений, мож-
но полагать, что при повреждении ко-
сти метаболизм цитрата должен иг-
рать важную роль в формировании ор-
ганического матрикса регенерата и его 
кальцификации. Имеющиеся по этому 
вопросу данные литературы [15] весь-
ма немногочисленны и касаются глав-
ным образом изучения содержания 
цитрата без анализа основных путей 
его превращения в ходе многостадий-
ного репаративного процесса. 

Целыо настоящей работы явилось 
изучение в эксперименте содержания 
цитрата в костной ткани и крови в за-
висимости от характера фиксации от-
ломков и стадии формирования реге-
нерата. Кроме того, были исследованы 
основные ферментативные механизмы, 
ответственные за изменение концент-
рации лимонной кислоты в костном 
регенерате и крови в процессе репара-
ции. 

М е т о д и к а 
В работе было использовано 365 белых 

крыс обоего пола массой тела 180—220 г, 

находившихся в условиях штатного вивария 
и получавших установленный пищезой рацион. 

Животным под эфирным наркозом созда-
вали закрытый перелом диафиза средней тре-
ти правой бедренной кости. У одних крыс 

•отломки фиксировали металлическим интраме-
дуллярным штифтом, у других фиксацию 
отломков не проводили. 

Спустя различное время после перелома 
животных по 4—8 особей в каждый срок де-
капитировали, а кровь, костную мозоль и пе-
чень использовали для дальнейшего иссле-
дования. 

В связи с тем что минерализованные орга-
ны содержат относительно мало клеточных 
элементов, д а ж е незначительное загрязнение 
их компонентами других тканей (кровь, кост-
ный мозг) резко изменяет не только количе-
ственные, но и качественные параметры мета-
болизма, что может привести к ложным тео-
ретическим обобщениям. С целыо полного 
освобождения кости и ее регенерата от сопут-
ствующих тканей мы применяли методику 
центрифугирования цельных проб, разрабо-
танную в нашей лаборатории (А. с. 
№ 1175481. Способ получения растворимой 
фракции костных клеток. Авторы: Б. Я. Вла-
сов, П. Ф. Переслыцких, Л . А. Сысоев). 

Подготовленную таким образом пробу в 
холодовой комнате (около 0°С) растирали в 
течение 2 мин со стеклянным песком в 5 % 
растворе метафосфорной кислоты (определе-
ние цитрата; 1 мл на 25 мг ткани; применять 
только кристаллический препарат метафосфор-
ной кислоты) или в 0,25 М растворе забуфе-
рениой сахарозы (определение ферментов; 
1 мл па 50 мг ткани; рН 7,40). Метафосфор-
иый экстракт оставляли на 2 ч, периодически 
встряхивая для полного извлечения цитрата, 
содержание которого определяли флуоримет-
рически [12] в 0,5 мл пробы. 

Активность ферментов определяли в цель-
ном сахарозном гомогенате (0,2—0,5 мл) сра-
зу после оседания частиц песка. Важно отме-
тить, что, согласно нашим наблюдениям, при 
р а с т и р а н и и м и н е р а л и з о в а н н ы х т к а н е й м о ж е т 
происходить существенное загцелачива^ие 
среды. Учитывая ограниченный объем мате-
риала, рН гомогеиата и содержимого кюветы 
спектрофотометра, контролировали прсцизиои-
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яым рН-метром от аппарата «микроАструп» 
(«Радиометр», Д а и и я) . 

Активность цитратсинтазы (КФ 4.1.3.7) и 
АТФ-цитратлиазы (КФ 4.1.3.8) определяли 
соответственно по нарастанию [17] и убыли 
цитрата [13] в инкубационной среде, содер-
ж а щ е й все необходимые компоненты. 

Об активности НАД-зависимой изоцитрат-
дегидрогеназы (КФ 1.1.1.4) судили по при-
росту поглощения света при 340 нм [16]. 
Митохондрии печени выделяли общепринятым 
методом [5]. Содержание белка определяли по 
Лоури [14]. 

Результаты исследования обработаны ста-
тистически [1]; различие средних признавали 
достоверным при Р ^ 0 , 0 5 . 

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, при заживле-
нии экспериментального перелома с 
фиксацией отломков в костной мозоли 
наряду с общей тенденцией к увеличе-
нию содержания цитрата отмечается 
волнообразное изменение этого пока-
зателя с двумя достоверными подъ-
емами на 3-й и 6-й неделях. Необхо-
димо подчеркнуть, что даже при дли-
тельных сроках наблюдения (20 нед) 
содержание лимонной кислоты в мо-
золи все еще остается достоверно ни-
же, чем в иитактиом диафизе бедрен-
ной кости. 

Анализируя полученные данные, 
можно отметить, что два обнаружен-
ных подъема концентрации лимонной 
кислоты совпадают по времени соот-
ветственно с завершением биосинтеза 
органического матрикса и интенсивной 
кальцификацией мозоли [6]. 

Хорошо известно [7], что непрочная 
фиксация отломков в поврежденной 
кости приводит к нарушению остео-
генеза с более медленным образова-
нием органической основы мозоли и 
задержкой ее оссификации. Таким об-
разом, если отмеченные подъемы кон-
центрации цитрата отражают фазы 
остеогенеза, то при переломе без фик-
сации отломков эти подъемы должны 
быть сдвинуты в сторону более дли-
тельных сроков. Действительно, как 
можно видеть из табл. 1, достоверное 
нов ы ше н ие кон цеит р а ц и и л и м о и и ой 
кислоты в этих опытах приходится на 
4-й и 8-й неделях. 

При сопоставлении изменений со-
держания цитрата в поздние сроки 
консолидации (6 нед и больше) в за-
висимости от характера остеогенеза 
выявлено (см. табл. 1), что концент-
рация лимонной кислоты в регенера-
те при переломе без фиксации отлом-

Т а б л и ц а I 
Содержание цитрата в костной мозоли (мкмоль 
на 1 г сухой массы) и крови (нмоль/мл) в про-
цессе консолидации экспериментального пере-

лома 

к и 
Время после 3 ай то £ Костная мо-

Кровь п е р е л о м а , 
S i з о л ь Кровь 

н е д я £ 
е о 

Интактные 2 0 , 9 ± 0 , 4 (8) 108 ± 6 
животные (диафиз бедра) 

1 + 4 , 5 5 ± 0 , 4 4 (6) 1 5 5 ± 5 (5) 
3 , 1 9 ± 0 , 2 8 (6) 1 5 5 ± 9 

2 + 3 , 2 9 ± 0 , 2 2 (5) 2 1 3 ± 7 (5) 
4 , 1 3 ± 0 , 5 5 (5) 162 ± 9 

3 + 8 , 0 0 ± 0 , 4 7 (6) 1 3 3 ± 6 ( 6 ) 
4 , 2 5 ± 0 , 4 0 (6) 189 ! 11 

4 + 6 , 2 0 ± 0 , 3 0 (6) 1 4 7 ± 7 (6) 
6 , 3 8 ± 0 , 5 2 (5) 200 ± 11 

6 + 9 , 7 2 ± 0 , 6 2 (6) 1 8 6 ± 13 (4) 
4 , 5 5 ± 0 , 2 7 (6) 1 4 6 ± 6 

8 + 11 , 4 6 ± 0 , 4 7 (5) 146± 12 
6 , 6 4 ± 0 , 4 4 (4) 1 9 3 ± 8 

10 + 1 3 , 0 5 ± 0 , 6 3 (5) 100±4 (4) 
8 , 0 0 ± 0 , 4 0 (5) 162 ± 8 

15 -I • 14,9Г) 1 (),;«) (<>) 92 ± 7 (5) 
9 , 2 9 ± 0 , 3 9 (5) 1 0 9 ± 8 

20 + 1 6 , 6 4 ± 0 , 3 8 (5) 9 7 ± 7 (5) 
1 3 , 5 3 ± 0 , 5 0 (5) 1 1 4 ± 7 

П р и м е ч а и и е. Здесь и в табл. 2 и 3: в 
скобках—число животных. 

ков достоверно ниже, чем в аналогич-
ных опытах с фиксацией. Эти резуль-
таты могут служить хорошим подтвер-
ждением представлений М. Ф. Гулого 
и соавт. [3] о цитрате как факторе, 
отражающем зрелость костной мозоли 
и кости. 

Изменение содержания цитрата в 
крови животных в процессе репарации 
кости также зависит от характера 
фиксации отломков (см. табл. 1), но в 
отличие от данных исследования мо-
золи первый подъем концентрации ме-
таболита при фиксации отломков и без 
нее наблюдается соответственно на 
2-й и 3—4-й неделях опыта. Важно от-
метить, что концентрация цитрата в 
крови у животных с фиксацией отлом-
ков не отличается от уровня интакт-
ных крыс к 10-й неделе после перело-
ма, в то время как в опытах без фик-
сации в этот период содержание ли-
монной кислоты превышает исходный 
показатель на 50% (Р <0 ,001) . Этот 
факт, вероятно, отражает более дли-
тельную перестройку костной мозоли 
в условиях нарушения репаративного 
процесса и в связи с доступностью 



Т а б л и ц е 2 

Активность цитратсинтазы, АТФ-цитратлиазы и НАД-зависимой изоцитратдегидрогеиазы (нмоль/мин 
на 1 мг белка) в костной мозоли при консолидации экспериментального перелома 

Срок после пере-
л о м а , нед Ц и т р а т с и и т а з а А Т Ф - ц и т р а т л и а з а 

Н А Д - э а в и с и м а я мзоцит-
р а т д е г и д р о г е н а з а 

Неповрежденный 
диафиз бедра 3,72=1=0,38(10) Н е определяется (6) 11,29=1=1,08 (7) 

1 
2 
3 
4 
6 
8 

10 
15 

2 , 2 1 z t 0 , 3 2 (6) 
3 , 1 1 ± 0 , 5 1 (4) 
2 , 4 2 ± 0 , 2 0 (5) 
,VJK | о , ; ш (0) 
8 , 5 7 ± 0 , 6 3 (6) 
6 , 3 5 ± 0 , 5 5 (5) 
5,27=1=0,64(5) 
4 , 4 1 ± 0 , 3 0 (5) 

2,34=1-0,38 (4) 
4 , 5 6 ± 0 , 8 3 ( 5 ) 
3 , 6 6 ± 0 , 4 7 (4) 

0 , 9 1 ± 0 , 2 8 (6) 
Н е определяется (4) 

14,25=1=0,73 (4) 
1 4 , 3 4 ± 1 , 1 7 (5) 
17,96=1:1,78 (5) 
2 6 , 7 9 ± 2 , 8 0 (5) 
4 3 , 3 б ± 3 , 5 9 (5) 
40,18=1-3,73 (5) 
23,16=}= 1 ,36 (5) 
1 8 , 2 6 ± 1 , 3 9 (4) 

крови для анализа может представить 
клинический интерес. 

Для того чтобы выяснить механизм 
выявленных изменений уровня цит-
рата в костной мозоли и крови при пе-
реломе с неосложненным течением ос-
теогенеза, было проведено изучение 
активности ферментов, участвующих в 
метаболизме лимонной кислоты. Уста-
новлено (табл. 2), что в интактной 
кости и регенерате на поздних этапах 
его формирования активность цитрат-
синтазы, лимитирующего фермента 
трикарбонового цикла, превышает со-
ответствующий показатель в других 
органах в 1,5—2 раза [10]. Это еще 
раз свидетельствует об исключитель-
ной роли лимонной кислоты в метабо-
лизме минерализованных тканей. 

Наибольшее повышение активности 
цитратсинтазы отмечается на 6-й не-
деле после перелома, что соответствует 
второму подъему цитрата в костной 
мозоли (см. табл. 1). Повышение ак-
тивности цитратсинтазы в этот период 
может обеспечить более интенсивное 

использование цитрата через НАД-за-
висимую изоцитратдегидрогеназную 
реакцию (см. табл. 2) и отмеченное 
повышение этого метаболита в крови. 
Кроме того, в этой фазе повышению 
уровня цитрата в исследованных тка-
ниях способствует снижение утилиза-
ции субстрата за счет АТФ-цитрат-
лиазы (см. табл. 2). 

Однако первый подъем содержания 
цитрата в костной мозоли и крови не 
удается объяснить, если исходить из 
данных об активности цитратсинтазы, 
которая в начальный период форми-
рования регенерата даже ниже, чем у 
интактных животных (см. табл. 2). 
Более того, низкая активность цитрат-
синтазы не согласуется с высокой ак-
тивностью АТФ-цитратлиазы и через 
1—3 нед после перелома, т. е. в пе-
риод, когда в костной мозоли наблю-
дается интенсивный липогенез [11]. 

Анализируя отмеченные противоре-
чия, а также возможность связыва-
ния костыо экстраоссального цитрата 
[8], мы пришли к выводу, что для ре-

Т а б л и ц а 3 

Активность цигратсиигазы (нмоль/мин на 1 мг белка) митохондрий печени в динамике заживле-
нии кспериментального перелома 

Срок п о с л е п е р е л о м а , мед С фиксацией отломков Без фиксации отломков 

И и такти ые ж и в о т н ые 2,75=1=0,33 (5) 2 , 8 5 ± 0 , 1 8 (6) 

1 2 , 7 5 ± 0 , 1 7 (5) 2 , 6 3 ± 0 , 3 2 (5) 
2 3,99=1=0,27 (5) 2,93=1=0,33 (5) 
3 3 , 8 5 ± 0 , 3 0 (6) 4,14=1=0,17 (5) 
4 2,56=1=0,21 (5) 4 , 4 4 ± 0 , 2 0 (5) 
6 3,05=1=0,19(5) 2 ,67 :4 ,0 ,19 (5) 
8 2 , 6 8 ± 0 , 1 7 (5) 2 , 7 4 ± 0 , 2 6 ( 5 ) 

10 2 , 4 4 = t 0 , 1 7 (4) 2 , 8 8 = ь 0 , 1 8 (4) 
15 2 , 6 5 ± 0 , 2 9 ( 4 ) 3 , 1 0 ± 0 , 1 8 (4) 
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В З А И М О Д Е Й С Т В И Е Г Л И К О З А М И Н О Г Л И К А Н О В 
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Г л и коз а м и иогл и к а и ы (Г А Г) входят 
в состав протеогликановых комплек-
сов, которые наряду с коллагеном и 
структурными гликопротеидами явля-
ются основными макромолекуляриыми 
структурами экстраклеточиого матрик-
са. Расшифровка первичной структу-
ры ГАГ и интерес к их макромолеку-
лярной организации и функциям бы-
ли обусловлены открытием наследст-
венных дефектов обмена — мукопо-
лисахаридозов (МПС), характеризую-
щихся внутриклеточным накоплением 
и гиперэкскрецией этих соединений у 
больных [1]. Несмотря на большое 
внимание к изучению ГАГ и протео-
гликанов, применяемые методы явля-
ются либо очень трудоемкими, либо 
недостаточно информативным и. Поэто-
му в ходе разработки программы био-
химической диагностики МПС и дру-
гих наследственных форм поражения 
скелета [2] мы ставили своей целью 
поиск новых методов исследования 
ГАГ в биологическом материале боль-
ных. Большинство биологически значи-
мых ГАГ — сульфатированные линей-
ные гетерополимеры с высокой плот-
ностью отрицательных зарядов [3]. 
Структурное сходство ГАГ с нуклеино-
выми кислотами, для исследования ко-
торых широко используются катион-
иые флюорокрасители (ФК), послужи-
ло основанием для применения этих 
веществ при исследовании ГАГ [4, 
5 | . В указанных работах исполь-
з о в а л и а к р иди нов ы й она и же в ы й 
(АО), 4,6-диамидино-2-фенилиндолХ 
ХНС! (ДАФИ) и «Hoechst 33258»: 
первый — для фл'юориметпического 
титрования экскретируемых ГАГ, вто-
рой и третий — для качественной оцен-
ки ГАГ, входящих в состав капсулы 
м и к р оо р г а и и з м ов. 

В данной работе исследован меха-
низм взаимодействия ГАГ с положи-
тельно заряженными ФК и изучены 
возможности использования этого 
взаимодействия для исследования ГАГ 
в биологическом материале больных. 

М е т о д и к а 

Биологический материал для исследования 
был представлен образцами нативной и диа-
лизованной против воды (20 ч, 4°С) мочи 
здоровых и больных МПС людей, а также 
протеогликаповыми мономерами, выделенны-
ми из хряща новорожденных, погибших от 
асфиксий и летальных костных дисплазий, по 
ранее описанной методике [6]. В работе 
использовали стандарты ГАГ: хондроитии-4-
сульфат (Х-4-С), хондроитин-6-сульфат 
(Х-6-С), дерматаисульфат (ДС) фирмы 
"Seikagaku Kogyo Со." (Япония), гиалуроно-
вую кислоту (ГК) фирмы "Miles" (Англия), 
хондроитинсульфат (ХС) фирмы "Serva" 
(ФРГ) , гепарин (ГП) фирмы "Spofa" 
(ЧССР) , кератансульфат (КС), любезно пре-
доставленный д-ром A. Cifonelly (Чикаго, 
США). Стандарт гепарансульфата (ГС) был 
получен из мочи больных МПС 111 А с ги-
перэкскрецией ГС после выделения суммар-
ной фракции ГАГ с помощью преципитации 
0,1 % раствором цетилпиридинийхлорида, 
перерастворения в 2 М NaCl, последующего 
осаждения ГАГ абсолютным этанолом и пе-
реваривания хондроитиназой ABC ("Seika-
gaku Kogyo Co."). Препарат диализовали 
против воды (20 ч), лиофилизировали и пере-
растворяли в воде. Десульфатированные пре-
параты ХС получали путем перевода натрие-
вой соли ХС в пиридиииевую [7] с после-
дующей инкубацией раствора последней в 
50 мл 90 % водного раствора диметилсуль-
фоксида при 80 °С в течение различных интер-
валов времени (10, 20, 40, 80, 160 и 
300 мин) [8]. Диализованные против воды и 
лиофилизированные препараты использовали 
в виде растворов в концентрации 0,1 мг/мл. 
Электрофоретическое разделение ГАГ осуще-
ствляли на ацетат-целлюлозных пленках 
("Cellogel", "Serva") в 0,1 М НС1 (1 = 5 мА, 
U = 20 13) в течение 2 ч. Пленки окрашивали 
0,1 % раствором алцианового синего в 2 , 5 % 
уксусной кислоте в течение 30 мин с после-
дующей отмывкой в 10 % уксусной кислоте 
до получения светло-голубого фона. Концен-
трацию ГАГ определяли стандартными мето-
дами по содержанию уроиовых кислот [9j 
и гексозамипа [10]. Концентрацию креагинина 
в моче определяли стандартным спекгрофото-
метрическим методом. Флюоресценцию сво-
бодных ФК и комплексов ГАГ — флюорохром 
измеряли на спектрофлюориметрах "Hitachi 
MPF-2A" и "Hitachi-850" (Япония) в кварце-
вых кюветах сечением 1 XI см (А,ИОзб = 355 им, 
^флюор = 450 пм). Флюориметрическое титрова-
ние проводили в кювете, содержащей 2 мл 
раствора ФК в воде, рН 5,6—6,0 или 0,005 М 
IT2SO4, рН 2,0 с рабочей концентрацией 
5-10""° М, внося микрошприцем по 5—10 мкл 
исследуемого раствора и тщательно переме-
шивая. Исходную флюоресценцию свободного 
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Рис. I. Кривые титрования флюорохромов АО (а) , 
I 1 I I I Д А Ф И (б), «Hoechst 33258» (в) и КМ (г) раствора-

Ю 20 30 40 \/.мнл м и Г А Г и Д Н К . 

ФК принимали за 100 %. Результаты выража-
ли графически. 

Реактивы. В работе использовали высоко-
полимерную Д Н К из эритроцитов цыплят 
("Reanal" , В Н Р ) и бычий сывороточный аль-
бумин ("Koch Light" , АНГЛИЯ). Флюорохромы: 
АО, Д А Ф И , квинакрин мустард (КМ) 
("Serva") и "Hoechst 33258" ("Calbiochem", 
Ф Р Г ) . 

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

Учитывая данные о структуре ГАГ 
и результаты работы Гроссгебауэра 
[4], показавшего принципиальную 
возможность взаимодействия ГАГ с 
ДНК-связывающими флюорохромами, 
мы исследовали спектры возбуждения 
и флюоресценции последних при взаи-
модействии со стандартами ГАГ. На 
рис. 1 показаны кривые титрования 
ФК водными растворами (рН 5, 6) 
ГК, ГП, ДС, Х-6-С, Х-4-С и ДНК в 
концентрации 0,1 мг/мл и ГС в кон-
центрации 0,45 мг/мл. Кривые титро-
вания оценивали по выраженности пе-
региба и углу наклона линейной ча-
сти кривой к оси ординат ( tga) . Ана-
лиз кривых титрования позволяет 
предположить, что механизм взаимо-
действия ГАГ с ДАФИ и «Hoechst 
33258» практически одинаков, но от-
личается от такового для АО и КМ. 
Очевидно также, что наиболее инфор-
мативным для характеристики индиви-
дуальных ГАГ является взаимодейст-

вие ДАФИ с различными типами ГАГ. 
Для выяснения механизма взаимо-

действия ДАФИ с ГАГ, который, судя 
по их химической структуре, должен 
носить электростатический характер, 
использовали метод ступенчатого де-
сульфатирования ХС, удаляющий 
сульфогруппы и не вызывающий раз-
рушения макромолекул [8]. Степень 
десульфатирования контролировали по 
изменению электрофоретической под-
вижности в 0,1 М HCI. В растворе 
0,1 М HCI все анионные группы, кро-
ме сульфатной, находятся в недиссо-
циироваином состоянии и электрофо-
ретическая подвижность пропорцио-
нальна процентному содержанию суль-
фатных групп в ХС [11]. Подвиж-

Рис,2 

Рис. 2. Флюориметрическое титрование Д А Ф И 
д есу л ьф а ти р о в а ни ы м и X С. 

1, 2, 3, 4, 5, 6 — п р о д о л ж и т е л ь н о с т ь д е с у л ь ф а т и р о -
вания с о о т в е т с т в е н н о 10, 20, 40, 80, 160 и 300 мин 

(НаО) . 
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Рис. 3. Титрование Д А Ф И водным раствором 
ГП (а) и график зависимости t g а от кон-

центрации ГП (б). 
Цифры у кривых титрования — концентрация раство-

ра ГП, мг/мл. 

ность ХС, десульфатированного в те-
чение 300 мин, приближается к под-
вижности ГК, не содержащей сульфат-
ных групп. При флюориметрическом 
титровании десульфатированных пре-
паратов ХС происходит смещение точ-
ки перегиба (эквивалентности) влево 
по мере уменьшения содержания суль-
фата (рис. 2) [12]. Это связано, по-
видимому, с увеличением расстояния 
между центрами связывания ДАФИ и 
ограничением возможности взаимодей-
ствия между ними. При использовании 
образца, десульфатированного в тече-
ние 160 мин, наблюдается только эф-
фект увеличения квантового выхода 
флюоресценции, аналогичный увеличе-
нию исходной флюоресценции раство-
ра после значительного повышения 
концентрации ГАГ в этом же раство-
ре. В последнем случае расстояние 
между молекулами флюорохрома уве-
личивается за счет перераспределения 
ДАФИ на цепях ГАГ. Кривая титрова-
ния образцом, десульфатированным в 
течение 300 мин, не отличается от та-
ковой для воды, т. е. взаимодействия 
ХС с флюорохромом не наблюдается. 
Таким образом, именно сульфатные 
группы ГАГ принимают участие в свя-

зывании с ДАФИ. Это взаимодействие 
носит, вероятно, электростатический 
характер, что подтверждается специ-
фическим влиянием ионной силы на 
образование комплекса ДАФИ — ГАГ. 
При концентрации NaCl выше 0,02 М 
комплекс ХС — ДАФИ разрушается 
и флюоресценция возвращается к 
уровню, характерному для чистого 
раствора ДАФИ. 

На рис. 3 приведены кривые титро-
вания водного раствора ДАФИ (рН 
5, 6) разными концентрациями ГП (от 
0,005 до 1 мг/мл). Тангенс угла на-
клона начального участка кривой ли-
нейно зависит от обратной концент-
рации ГАГ, что позволяет определять 
его концентрацию в растворе по фор-
муле t g a = K - (ГП)"1 . Существенно, 
что флюориметрическое титрование 
ДАФИ позволяет определять 0,025 мкг 
ГП, что в 40 раз превышает разреша-
ющую способность карбазолового ме-
тода для измерения концентрации ГАГ 
по уроновым кислотам. Все биологи-
чески значимые сульфатированиые 
ГАГ (Х-4-С, Х-6-С, ДС, ГС) в одина-
ковой концентрации имеют одинако-
вый угол а, что доказывает возмож-
ность определения их суммарной кон-
центрации в биологическом материале 
при рН 5,6 по калибровочной кривой, 

N построенной для ХС. 
Исходя из предположения о том, что 

диссоциация всех анионных групп (за 
исключением сульфатной) в кислой 
среде подавляется, проводили титро-
вание ДАФИ различными типами ГАГ 
в 0,005 М H2SO4, полагая, что это по-
зволит дифференцированно определят!, 
содержание отдельных ГАГ в смеси 
благодаря различиям в стереометрии 
распределения сульфатных групп. 
При рН 2,0 флюоресценция раствора 
ДАФИ не зависит от внесенного коли-
чества ГК, ХС и ДС, кривая титрова-
ния ГП аналогична таковой при рН 
5,6, а для ГС и КС наблюдается уси-
ление флюоресценции, пропорциональ-
ное количеству внесенного ГАГ (рис. 
4). Последний факт обусловливает 
возможность построения калибровоч-
ной кривой для количественного опре-
деления этих ГАГ в растворе. Форма 
кривых титрования на рис. 4 может 
быть объяснена как необходимость 
близкого расположения двух анион-
ных групп для связывания одной мо-
лекулы ДАФИ. При рН 2,0 это усло-
вие не выполняется для ГК, ДС и ХС, 
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Результаты флюориметрического титрования экс-
кретируемых ГС при различных формах МПС III 

Группа о б с л е д о в а н н ы х 
Ч исло 

о б с л е д о -
ван н ых 

Изменение 
относитель-
ной флюо-

ресценции на 
1 мкг у р о н о -
вых кислот 

Больные: 
MI1C 111 А 9 2 ,03:1:0,07 
МИС 111 В 3 0 ,91 ± 0 , 1 6 

Здоровые (норма) 10 0 , 0 6 ± 0 , 0 2 

МПС III В (дефект N-ацетилглюкоза-
минидазы), выраженные в единицах 
изменения относительной флюорес-
ценции на 1 мкг уроновых кислот. До-
стоверные различия между двумя ти-
пами гиперэкскретируемых ГАГ сви-
детельствуют о том, что данный ме-
тод может быть использован для ха-
рактеристики экскретируемых и внут-
риклеточных ГАГ. 

Возможности использования мето-
да флюориметрического титрования 
для исследования тканевых ГАГ были 
изучены на примере лиофилизирован-
ных препаратов протеогликановых мо-
номеров из гиалинового хряща ново-
рожденных. Форма кривых титрова-
ния, полученных в этом эксперименте, 
не отличалась от таковых для ХС, что 
хорошо коррелирует с данными лите-
ратуры о преимущественном содержа-
нии ХС (94%) в протеогликановых 
мономерах хряща новорожденных. 

Таким образом, в ходе данного ис-
следования выявлены характерные 
метахроматические изменения спект-
ра флюоресценции ДАФИ и «Hoechst 
33258» при их связывании с ГАГ, что 
ранее не было показано для этих 
флюорохромов. Этот феномен был ис-
пользован для количественного опре-
деления и анализа ГАГ и ГАГ-содер-
жащих макромолекул экстраклеточно-
го матрикса, исследование структуры 
и метаболизма которых является од-
ной из важнейших проблем современ-
ной медицинской биохимической гене-
тики. Флюориметрическое титрование 
позволяет оценивать содержание ГАГ 
в биологическом материале количест-
венно, по составу и заряду (для мо-
лекул ГАГ, принадлежащих к одному 
классу). Простота и высокая чувстви-

тельность данного метода определяют 
возможность его практического приме-
нения, в частности в медицинской био-
химии для пре- и постмата л ьной диа-
гностики наследственных МПС и дру-
гих заболеваний, характеризующихся 
гиперэкскрецией ГАГ. 
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INTERACTION O F GLYCOSAMINOGLYCANS 
W I T H CATIONIC F L U O R O C H R O M E S 

L. L. Horniak, X. D. Krasnopolskaya, O. N. Odi-
nokova, S. P. Feschenko, S. S. Shishkin 

Ins t i tu te of Medical Genetics, Academy of Me-
dical Sciences of the USSR, Moscow 

Interac t ion of g lycosaminoglycans (GAG) 
with cat ionic f luorochromes, which are used for 
b ind ing with DNA, w a s studied in biological 
mater ia l (urine, extract f rom gialinic car t i lage) 
obtained from pa t i en t s with heredi tary mucopo-
lysacchar idoses and from heal thy persons. 
Among the four f luorochromes studied in the 
react ions with s t anda rd GAG's, DAPI proved 
to be the most sui table f luorochrome. Quant i -
ta t ive f luor imetr ic technique enabled to es t imate 
the GAG concentra t ion and to eva lua te the in-
dividual content of h e p a r a n - S 0 4 and kera tan-
S 0 4 in biological sources. In teract ion of DAPI 
with GAG was electrostat ic and depended on 
s tereometry of DAPI -b ind ing sites on the GAG 
molecule. 
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О Р И Ф И З И Ч Е С К И Х Н А Г Р У З К А Х Р А З Л И Ч Н О Й Т Я Ж Е С Т И 

Кафедра гигиены Тбилисского медицинского института 

Известно, что физическая нагрузка 
сопровождается возрастанием потреб-
ности организма в витаминах, так как 
при выполнении тяжелой физической 
работы усиливаются внутриклеточный 
обмен и окислительно-восстановитель-
ные процессы, повышаются функции 
всех органов и тканей. В этих обмен-
ных процессах важную роль играют 
витамины, особенно аскорбиновая кис-
лота и витамин В|. 

Рядом авторов показано, что тяже-
л ы е ф и з и ч ее к и е иагрузк и в ы з ы в а ю т 
серьезные и а р у ш е н и я в капиллярной 
системе с появлением на коже мно-
жественных петехий и кровоизлияний 
[2—4, 12]. Если учесть, что в капил-
лярах осуществляется основная функ-
ция системы кровообращения [20], 
становится необходимым предупредить 
возможные и а р у ш е н и я ф у и к ц и о и а л ь -
ного состояния капиллярной системы 
путем п рименения р а зл ичных защит-
иых средств, в частности витамина Р. 

В литературе имеются данные о 
метаболическом синергизме между ви-
таминами С и Р и на основании этой 
взаимосвязи был синтезирован комп-
лексный препарат галаскорбин [1, 7, 
17, 19, 22, 24, 28, 29, 31]. Многие ав-
торы отмечали благоприятное дейст-
вие галаскорбииа при тяжелых физи-
ческих нагрузках [9, 10, 15]. Этот 
ком п л е к с н ы й п р е п а р а т п о л о ж и те л ьн о 
действует на энергетический обмен и 
интенсивность окислительных процес-
сов, тем самым создает предпосылки 
для повышения работоспособности и 
выносливости организма. Галаскорбин 
нашел широкое применение как сред-
ство дополнительной витаминизации 
•организма при тяжелых физических 
нагрузках, особенно при спортивных 
соревнованиях. 

Изучение физиологических и фарма-
кологических эффектов биофлавоиои-
дов, обладающих Р-витамииными 
свойствами, выявило, что они оказы-
вают антитиаминовое действие [27]. 
В трудах ряда авторов [8, 16, 21] по-

казано, что между комплексом витами-
нов С и Р и тиамином существуют ан-
тагонистические взаимоотношения, в 
частности введение тиамина на фоне 
приема комплекса витаминов С и Р 
снимает положительное действие по-
следнего. 

В связи с тем, что комплексы аскор-
биновой кислоты и витамина Р реко-
мендуются при тяжелых физических 
нагрузках, особенно во время спортив-
ных соревнований, и что между вита-
минами Р и В| существует антагони-
стическая взаимосвязь, мы ставили 
целыо изучить влияние массивных доз 
наиболее распространенного комплекс-
ного препарата витаминов С и Р 
аскорутина на обеспеченность организ-
ма витамином В| и обмен аскорбино-
вой кислоты при физических нагруз-
ках различной тяжести. 

М е т о д и к а 

Эксперимент был проведен на 150 кры-
сах — самцах Вистар с массой тела 
200—220 г. Животных содержали па полно-
ценном полусинтетическом рационе, разрабо-
танном в Институте питания АМН СССР. Он 
включал 22 % казеина, 60,5 % крахмала, 
5 % лярда, 5 % подсолнечного масла, 4 % 
солевой смеси [25], 0 ,2% цистеина, 0 ,2% 
холинхлорида, 0,1 % смеси витаминов [30] и 
3 % фильтровальной бумаги. Животных в пе-
риод наблюдения содержали в железных 
и н д и в и д у а л ьн ы х клетках. 

Животные были разделены па три груп-
пы — две опытные, подвергавшиеся физи-
ческой нагрузке, и контрольную — находив-
шуюся в обычных условиях вивария. Крысы 
1-й опытной группы получали ежедневно 
per os аскорутии 4,25 мг на 100 г массы тела, 
животные 2-й опытной группы аскорутин не 
получали. По продолжительности физической 
нагрузки животные 1-й и 2-й группы были 
разделены на три подгруппы: с 10-, 15- и 
20-дневной нагрузкой. 

В качестве физической нагрузки использо-
вали плавание 2 раза в день при температуре 
воды 39 °С. На хвосте животных подвеши-
вали груз, составляющий 10 % массы тела, 
и заставляли животных плавать до первого 
погружения [11]. В конце опыта (через 10, 
15 и 20 дней) для изучения показателей об-
менных процессов у животных брали кровь из 
сердца, а после декапитации — извлекали 
внутренние органы — печень и надпочечники. 
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В целях изучения обмена тиамина опре-
деляли его содержание в крови и печени 
флуорометрическим методом [5]. Об обеспе-
ченности организма тиамином судили т а к ж е 
по активности транскетолазы и величине 
ТДФ-эффекта [13j. Содержание аскорбиновой 
кислоты в крови и надпочечниках определяли 
титрованием 2,6-дихлорфеиолиндофенолом 
[18]. Цифровые данные обрабатывали мето-
дом вариационной статистики и выражали в 
системе Си. 

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

Результаты исследования содержа-
ния тиамина в крови и печени крыс в 
зависимости от продолжительности фи-
зической нагрузки на фоне приема 
аскорутииа представлены в табл. 1. 

Приведенные данные показывают, 
что с увеличением продолжительности 
физической нагрузки содержание тиа-
мина в крови и печени снижается. Эти 
изменения в крови во всех трех под-
группах были статистически достовер-
ны (Р<0 ,001) и колебались от 11 до 
40 % по сравнению с контролем. Со-
держание тиамина в печени снижалось 
менее значительно: на 10-й день опы-
та эти изменения были статистически 
недостоверными ( Р > 0 , 5 ) , а на 15-й и 
20-й дни составляли соответственно 
13 и 19 % по сравнению с контролем. 

Т а б л и ц а 1 

Содержание тиамина в крови (в мкмоль/л) и пе-
чени (в мкмоль/кг) крысы в зависимости от про-
должительности физической нагрузки на фоне 

аскорутина (М + т ) 

Г р у п п а ж и -
вотных 
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ол
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 ф
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К р о в ь П е ч е н ь 

Контрольная: 
1-я 

2-я 10 

0 , 6 7 + 0 , 0 1 
0 , 5 4 + 0 , 0 3 
Р , < 0 , 0 0 1 
0 , 6 0 + 0 , 0 2 
Р , < 0 , 0 0 1 

1 2 , 1 7 + 0 , 2 8 
1 1 , 2 7 + 0 , 1 8 
Р i < 0 , 0 1 

1 1 , 6 8 + 0 , 2 5 
Р i > 0 , 5 

Контрольная : 
1-я 

2-я 15 

0 , 6 6 + 0 , 0 1 
0 , 4 5 + 0 , 0 2 
Р 3 < 0 , 0 0 1 
0 , 5 0 + 0 , 0 2 

Р < 0 , 0 0 1 

1 2 , 7 4 + 0 , 2 4 
9 , 8 0 + 0 , 3 7 
Р х < 0 , 0 0 1 

1 1 , 1 0 + 0 , 2 6 
Рг < 0 , 0 0 1 

Контрольная: 
1-я 

2-я 20 

0 , 6 9 + 0 , 0 2 
0,32:1-0,01 
Р 2 < 0 , 0 0 1 
0 , 4 2 + 0 , 0 1 
Рг< 0 ,001 

1 2 , 4 4 + 0 , 2 2 
8 , 7 1 + 0 , 3 2 
Р 2 < 0 , 0 0 1 

1 0 , 0 4 + 0 , 2 2 
Р г < 0,001 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 Рг — 
по сравнению с контролем, Р2 — по сравнению 
с показателями 2-й группы. 

Т а б л и ц а 2 

Изменение активности транскетолазы (в 
ммоль/ч л) и величины ТДФ-зффскта (в %) в 
гемолизате крови у крыс в зависимости от про-
должительности физической нагрузки на фоне 

аскорутииа ( A f + m ) 

Г р у п п а ж и -
вотных 

П
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од
ол
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-
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-
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ч
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а-
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 Транскето-

л а з а Т Д Ф - э ф ф е к т 

Контрольная : 
1-я 

2-я 10 дней 

2 7 , 6 + 1 , 2 3 
2 0 , 4 + 0 , 6 6 
Р х < 0,001 
2 2 , 2 + 0 , 8 6 
р х < а , о о 1 

9 , 9 + 0 , 7 3 
1 5 , 2 + 0 , 6 4 
Р х < 0 , 0 0 1 
1 3 , 4 + 0 , 5 9 
Рг< 0 ,001 

Контрольная : 
1-я 

2-я 15 дней 

2 7 , 8 + 1 , 2 0 
1 4 , 7 + 1 , 1 7 
Р г < 0 , 0 0 1 
1 9 , 9 + 0 , 8 0 
Р х < 0 , 0 0 1 

Е 9 , 9 + 0 , 7 2 
1 9 , 5 + 0 , 6 6 
Р х < 0 , 0 0 1 
1 6 , 2 + 0 , 4 1 
P ^ O . O O l 

Контрольная: 
1-я 

2-я 20 дней 

2 8 , 9 + 1 , 0 1 
1 0 , 2 + 0 , 2 6 
Р 2 < 0 , 0 0 1 
1 4 , 8 + 0 , 8 1 
Р х < 0 , 0 0 1 

1 0 , 2 + 0 , 9 3 
1 4 , 8 + 0 , 5 4 
Р 2 < 0 , 0 0 1 
2 0 , 9 + 0 , 9 3 
Р х < 0 , 0 0 1 

Как видно из табл. 1, на фоне до-
полнительной витаминизации аскору-
тином, при тяжелых физических на-
грузках содержание тиамина в крови 
и печени животных еще более снижа-
лось. Этот эффект аскорутииа был 
особенно выражен при увеличении 
длительности физической нагрузки. 
Так, на 20-й день опыта содержание 
тиамина в крови у крыс 2-й группы 
снижалось до 0,42+0,01 мкмоль/л, а 
у животных 1-й группы — до 0,32=Ь 
±0,009 мкмоль/л, в печени содержа-
ние тиамина снижалось соответствен-
но до 10,04+0,22 и 8,71±0,32 мкмоль/ 
кг (различие было статистически до-
стоверно Р <0 ,001) . 

Изучение активности траскетолазы 
и величины ТДФ-эффекта показало, 
что активность этого фермента при 
увеличении физической нагрузки так-
же снижается. Это снижение было бо-
лее выраженным при приеме аскорути-
иа и было более выражено на 20-й 
день опыта (табл. 2). ТДФ-эффект на 
10-й день опыта находился в пределах 
нормы (0—15 %), а на 15-й и 20-й дни 
показывал умеренный дефицит тиами-
на (15—25%). 

Изучение обеспеченности организма 
аскорбиновой кислотой в зависимости 
от продолжительности физической на-



МП моль/л 
120 
100 
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60 
40 

I Т.::' 
10 15 20 Мни 

ммоль /кг 
24 
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10 15 

Влияние физической нагрузки на содержание 
аскорбиновой кислоты в крови (а) и надпо-

чечниках (б) крыс на фоне аскорутииа. 
П о оси абсцисс — продолжительность нагрузки 
(в д н я х ) ; HQ оси ординат — с о д е р ж а н и е аскорбиновой 
кислоты в мкмоль/л (а) или мкмоль/кг (б) . Светлые 
столбики —• контроль; заштрихованные горизонталь-

но — 1-я группа, вертикально — 2-я группа. 

грузки, на фоне высоких доз аскорути-
иа, показало, что при увеличении фи-
зической нагрузки содержание аскор-
биновой кислоты в плазме крови и 
надпочечниках крыс 2-й опытной груп-
пы постепенно снижается (см. рису-
нок). На 20-й день опыта содержание 
этого витамина в крови снизилось на 
40%, а в надпочечниках — на 30%. 
Введение аскорутииа крысам, подвер-
гавшимся физической нагрузке, полно-
стью предотвращало снижение ее со-
держания в надпочечниках и приводи-
ло к повышению этого показателя в 
крови до уровня, превышающего конт-
рольный. 

Из изложенного можно заключить, 
что при нарастании физической на-
грузки содержание тиамина в крови и 
печени снижается. Эти изменения обу-
словлены тем, что при тяжелых физи-
ческих нагрузках в организме усили-
ваются обменные процессы, особенно 
превращения углеводов, являющихся 
основным источником энергии. В этом 
обмене особая роль принадлежит тиа-
мину, который в виде тиаминдифос-
фата входит в состав ряда ферментов, 
участвующих в превращениях углево-
дов. Такими ферментами являются пи-
руватдегидрогенеза, а-кетоглутарат-
дегидрогенеза и транскетолаза. Пер-
вые два фермента участвуют в окис-
лительном декарбоксилировании пиро-
виноградной и а-кетоглутаровой кис-
лот с освобождением больших коли-

честв энергии. Кроме того, под дейст-
вием пируватдегидрогеназы пировиио-
градная кислота, взаимодействуя с 
ТДФ, подвергается декарбаксилирова-
нию и образует связанный с тиами-
ном активный ацетальдегидрид, пере-
носимый далее на кофермент А с об-
разованием ацетил — КоА, играюще-
го важную роль в пластическом обес-
печении процессов жизнедеятельности. 
Фермент транскетолаза, в состав кото-
рого входит ТДФ, является важней-
шим ферментом пентозофосфатного пу-
ти расщепления углеводов, играюще-
го исключительную роль в пластиче-
ских, синтетических и энергетических 
процессах [14, 26]. 

При тяжелых физических нагрузках, 
на фоне больших доз аскорутииа де-
фицит тиамина в крови и печени уве-
личивается. Это может объясняться 
тем, что комплексный препарат вита-
минов С и Р, активизируя окислитель-
но-восстановительные процессы в орга-
низме, способствует увеличению по-
требности в тиамине [9, 15]. Кроме 
того, по данным ряда авторов, между 
витаминами Р и В| существует анта-
гонистическая взаимосвязь, приводя-
щая к снижению содержания витами-
на В| в организме [6, 8, 16, 17, 27]. 

Как показали результаты исследова-
ния, при тяжелых физических нагруз-
ках содержание аскорбиновой кислоты 
в крови и надпочечниках снижается, 
причем тем значительнее, чем длитель-
нее физическая нагрузка. Как извест-
но, аскорбиновая кислота является 
катализатором внутриклеточного об-
мена, стимулирует окислительно-вос-
становительные процессы и функции 
отдельных органов и тканей, которые 
усиливаются при тяжелых физических 
нагрузках, что и может приводить к 
повышенному расходу этого витамина. 

Известно, что в организме белых 
крыс аскорбиновая кислота синтези-
руется в печени из углеводов, утилиза-
ция которых при физической нагрузке 
усиливается. Видимо, этот фактор так-
же отрицательно действует на синтезе 
аскорбиновой кислоты, что также при-
водит к снижению ее содержания в ор-
ганизме. 

Следует также иметь в виду, что 
длительное плавание с грузом являет-
ся экстремальным фактором, приводя-
щим организм к стрессовому состоя-
нию, при котором усиливается белко-
во-углеводный обмен и повышается 
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содержание адреналина и адреналин-
п о доб и ы х веще ств, с пособств у ю щ и х 
снижению содержания витаминов в ор-
ганизме. 

При физической нагрузке аскорутин 
постепенно нормализовал содержание 
аскорбиновой кислоты в надпочечни-
ках, а в крови его содержание удваи-
валось, по-видимому, вследствие того, 
что при тяжелых физических нагруз-
ках потребность в аскорбиновой кис-
лоте увеличивается и ее депонирова-
ния в надпочечниках не происходит. 

Полученные данные свидетельству-
ют о том, что дополнительное введе-
ние комплекса витаминов С и Р при 
п о в ы ш е и и ы х физических нагрузках, 
зарекомендовавшее себя в спортивной 
практике, предотвращает снижение со-
держания аскорбиновой кислоты в 
крови и надпочечниках крыс. Одно-
временно с этим введение аскорутииа 
в больших дозах усиливает вызывае-
мый физической нагрузкой дефицит 
тиамина в организме. В связи с этим 
возникает вопрос о целесообразности 
сочетанного применения аскорутииа с 
компенсирующими дозами тиамина, 
что является предметом дальнейшего 
исследования. 
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EFFECT OF ASCORUTIN ON THE CONTENT 
OF THIAMIN AND METABOLISM OF AS-
CORBIC ACID IN RATS SUBJECTED TO 

PHYSICAL EXERCISES 

B. S/i. Zurashviti 

Chair of Hygiene, Medical School, Tbilisi 

Content of thiamin and metabolism of as-
corbic acid were studied in 150 male ra ts ad-
ministered with ascorutin (vitamins С and P 
complex) af ter physical exercises within 10, 
15 and 20 days. Content of the v i tamins stu-
died was decreased depending on durat ion and 
severity of the physical exercises. High doses 
of ascorutin simultaneously with physical exer-
cises normalized the ascorbic acid con-
tent in adrenal g lands and increased the 
vi tamin concentrat ion in blood. At the same 
time, ascorutin caused different decrease in 
content of thiamin in blood and liver tissue 
accompanied by a marked decrease of the t rans-
ketolase activity in blood and by an increase 
in the TDP-effect. The data obtained sugges t 
that ascorutin should be combined with compen-
satory doses of thiamin. 
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Б. А. Кудряшов, A. AT. Ульянов, Л. А. Ляпана 

Ф У Н К Ц И О Н А Л Ь Н Ы Е И З М Е Н Е Н И Я В С О С Т О Я Н И И И Н С У Л Я Р Н О И 

С И С Т Е М Ы У Ж И В О Т Н Ы Х П О С Л Е В Н У Т Р И В Е Н Н О Г О В В Е Д Е Н И Я 

Д И А Б Е Т О Г Е Н Н О Г О Ф А К Т О Р А 

Биологический факультет и лаборатория физиологии и биохимии свертывания крови 
МГУ им. М. В. Ломоносова 

В предшествующих исследованиях 
было установлено, что плазма крови 
крыс с экспериментальным диабетом 
| 1, 4], а также плазма крови людей, 
страдающих сахарным диабетом [2, 
4], содержит диабетогенный фактор 
(ДГФ), который будучи введен в кро-
воток здоровых крыс, провоцирует ги-
пергликемию, сохраняющуюся в тече-
ние 2 нед и более. Доказано, что ги-
пергликемическая активность ДГФ по-
давляется гипарином [1, 2, 4]. 

Настоящая работа посвящена даль-
нейшему изучению механизма действия 
диабетогенного фактора на инсуляр-
ную систему организма. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили па беспородных крысах-
самцах. Д л я развития аллоксанового диабета 
были использованы крысы массой 250—300 г, 
находившиеся па модифицированной диете, 
содержащей сбалансированное количество 
белков, жиров, углеводов, минеральных солей 
и витаминов [7]. Диабет вызывали внутри-
венным введением аллоксаиа (фирма "Spofa" , 
ЧССР) в дозе 40 мг/хг крысам, предвари-
тельно голодавшим в течение 24 ч. 

Д л я исследования функционального со-
стояния инсуляриой системы были использо-
ваны здоровые крысы массой 160—200 г. 
Крысам внутривенно вводили чистый ДГФ, 
выделенный из плазмы крови крыс, больных 
аллоксановым диабетом (3 мг в 1 мл физио-
логического раствора), или плазму крови 
больных крыс (1 мл на 200 г массы тела) в 
течение 3 последующих дней. 

Сахар крови определяли модифицирован-
ным методом Хагедорпа [3J. Иммунореак-
тивный инсулин (ИРИ) в плазме крови опре-
деляли с помощью набора "Insulin Riakit" 
( В Н Р ) . Концентрацию гепарина определяли, 
как описано в литературе |8] . 

В работе использовали гепарин фирмы 
"Hcdeon Ricliier" (ВНР) и инсулин для 
инъекций (СССР) . 

Взятия крови и внутривенные введения 
препаратов осуществляли через v. jugular is . 
Кровь для исследования концентрации сахара 
стабилизировали цитратом натрия ( 3 , 8 % ) в 
отношении 9 : 1 . При определении уровня со-
держания И Р И к крови добавляли 1 % раст-
вор ЭДТА в том же отношении. 

Полученные данные обрабатывали стати-
стически по методу Фишера — Стыодента. 

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

В н у т р и ве н н ое введение здоровым 
крысам плазмы крови, полученной от 
животных, больных устойчивым ал-
локсановым диабетом (длительность 
2—3 мес, концентрация сахара в кро-
ви 300—500 мг%), вызывала возраста-
ние содержания сахара в крови реци-
пиентов в среднем со 111,8±7,3 до 
189,7+6,4 мг% (Р<0 ,001) через 1 нед 
после последнего введения, до 212,3± 
± 9 , 3 мг% (Р<0 ,001) через 2 нед и 
до 189,5 ±5,1 мг % (Р<0 ,001) через 
3 нед. Концентрация же ИРИ в плаз-
ме крови реципиентов в среднем сни-
зилась с 30,6±5,6 мкМЕ/мл до 22,1± 
±3 ,4 мкМЕ/мл (Р>0 ,2 ) , 12,7± 
± 2 , 3 мкМЕ/мл (Р<0 ,001) и 12,3± 
±3 ,5 мкМЕ/мл (Р<0 ,02 ) соответствен-
но (рис. 1). 

В контроле внутривенное введение 
нормальным крысам плазмы крови 
здоровых животных не вызывало ника-
ких изменений в содержании сахара и 
инсулина в крови реципиентов. 

В следующей серии опытов был ис-
пользован чистый препарат ДГФ, вы-

После ддедения плазмы 

Рис. I. Концентрация И Р И в плазме крови 
крыс-реципиентов после троекратного внутри-
венного введения им плазмы крови крыс, боль-

ных аллоксановым диабетом. 
Линия с кружочками — опыт; линия с треугольни-
ками — контроль (введение плазмы крови здоровых 

крыс). 
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V 

Т а б л и ц а 1 

Содержание ИРИ (в мкМЕ/мл) и сахара (в мг%) в крови крыс-реципиентов после троекратного 
внутривенного введения им ДГФ 

Введенный препарат П о к а з а т е л ь 
И с х о д н ы й у р о -

вень Ч е р е з 1 нед Ч е р е з 2 нед 

Д Г Ф И Р И 

Сахар 

30 ,1 ± 2 , 9 
(13) 

8 4 , 5 ± 4 , 2 
(13) 

10,0=1=2,6 
(9) 

Р < 0 , 0 0 1 
193, Ozh 10 ,8 

(9) 
Р < 0 , 0 0 1 

7,5-1=2,5 
(9) 

Р < 0 , 0 0 1 
198,6=1=7,1 

(9) 
Р < 0 , 0 0 1 

Альбумин плазмы крови здоровых 
крыс 

И Р И 

Сахар 

2 4 , 6 = Ы , 7 
(9) 

89,3=1=4,8 
(9) 

2 9 , 3 ± 7 , 6 
(6) 

9 0 , 3 = t 5 , 3 
(6) 

25,9=1=1,3 
(6) 

97,0=1=3,1 
(6) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2 Р рассчитано по отношению к исходному уровню, в 
с к о б к а х — ч и с л о опытов. 

деленный из плазмы крови больных ал-
локсановым диабетом крыс. Препарат 
ДГФ представляет собой белок с мол. 
массой 60 000 дальтон. Но нашим дан-
ным (табл. 1), препарат ДГФ, введен-
ный внутривенно здоровым животным 
в течение 3 дней по 3 мг в день (в 1 мл 
физиологического раствора), вызыва-
ет резкое снижение содержания ИРИ 
в крови реципиентов. Так, средний уро-
вень инсулина через 7 дней после пос-
ледней инъекции снизился более чем 
в 3 раза, а через 14 дней — в 4 раза 
по сравнению с исходным. Одновре-
менно с этим наблюдали повышение 
концентрации сахара в среднем с 84,5 
до 193,4 и 198,6 мг% соответственно. 
В контроле внутривенное введение 
альбуминовой фракции, выделенной 
из плазмы крови здоровых животных, 
не сопровождалось какими-либо изме-

100 

& ч 
Сэ 
Со 

50 г 
и 

р<0,001 

1 

ш 
р<0,001 

! 

нениями в содержании И Р И и сахара 
в плазме крови реципиентов. 

Таким образом, из проведенных опы-
тов следует, что у реципиентов чисто-
го препарата ДГФ происходит резкое 
снижение концентрации ИРИ в плаз-
ме крови, что свидетельствует о блоки-
рующем действии ДГФ на функцию 
инсулярного аппарата. 

Последующие эксперименты показа-
ли, что ДГФ повышает также резис-
тентность организма к инсулину (рис. 
2). Через 1 сут после троекратного 
внутривенного введения здоровым ре-
ципиентам плазмы крови больных ал-
локсановым диабетом животных на-
блюдали угнетение ответа организма 
на инсулин, о чем свидетельствовало 
отсутствие выраженного снижения со-
держания сахара в плазме крови пос-

7,0 

^60 

Рис. 2. Влияние троекратного введения плаз-
мы крови крыс с аллоксановым диабетом, со-
д е р ж а щ е й Д Г Ф , здоровым ж и в о т н ы м на про-
явление гипогликемического действия инсули-
на (0,3 Е Д / 2 0 0 г) (через 1 сут после послед-

него введения п л а з м ы ) . 
Заштрихованные столбики — исходный уровень саха-
ра в крови (примятый за 100 %); светлые столби-
ки — уровень сахара через 30 мин после введения 
инсулина с физиологическим раствором (опыты 1 и 
/ / / ) или с гепарином (опыт 11). 1 и 11 — введение 
плазмы крови крыс с аллоксановым д и а б е т о м ; 111 — 

введение плазмы крови здоровых крыс. 

^3,0 

%3,0 

cu ; 

k 2,0 
1,0 

После дведения 
74 дни 

Рис. 3. Изменение с о д е р ж а н и я гепарина в кро-
ви крыс-реципиентов после 3-кратного внут-

ривенного введения им Д Г Ф . 
Линия с кружочками — Д Г Ф ; лииия с треугольни-
ками — контроль (альбумин крови здоровых крыс) . 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние троекратного введения плазмы крови 
крыс, больных аллоксановым диабетом, на про-
явление гипогликемического действия экзоген-
ного инсулина (0,3 ЕД/200 г) (через 1 нед пос-

ле последнего введения плазмы) 

Введенный материал 

С о д е р ж а н и е с а х а р а в кро-
ви, мг% 

Введенный материал 

и с х о д н о е 

через 30 мин 
п о с л е вве-

дения и н с у -
лина 

Плазма с Д Г Ф , ин-
сулин, физиоло- 1 4 4 , 3 ± 5 , 1 11 1 , 0 ± 3 , 1 
гический раствор (<i) (6) 

Р < 0 , 0 0 1 
Плазма с ДГФ, ин- 143,1 ± 5 , 1 7 4 , 5 ± 4 , 0 

сулин, гепарин (7) (7) 
Р < 0,001 

Плазма без Д Г Ф , 
инсулин, физио-
логический раст- 1 0 4 , 5 ± 6 , 1 6 1 , 3 ± 5 , 8 
вор (7) (()) 

Р < 0,001 
Плазма без Д Г Ф , 1 0 7 , 1 ± 8 , 1 5 8 , 2 ± 3 , 9 

инсулин, гепарин (С.) (С.) 
Р < 0 , 0 0 1 

ле введения реципиентам экзогенного 
инсулина. Однако, как видно из дан-
ных, представленных на рис. 2, та же 
доза инсулина (0,3 ЕД на 200 г) вызы-
вала выраженный гипогликемический 
ответ, если инсулин вводили в орга-
низм на фоне предварительной инъек-
ции гепарина (50 ME). Через 7 дней 
после последнего введения содержав-
шей ДГФ плазмы крови реципиенты 
еще сохраняли резистентность к экзо-
генному инсулину, хотя она уже про-
являлась в меньшей степени. При вну-
тривенном предварительном введении 
гепарина полностью восстанавливался 
ответ на экзогенный инсулин (табл. 2). 
Возможно, что повышение резистент-
ности к инсулину у реципиентов ДГФ 
обусловлено достоверным (Р<С0,01) 
снижением активности гепарина в кро-
ви животных после введения ДГФ 

(рис. 3). Известно, что инсулин не про-
являет своей специфической гормо-
на л ьной активности при недостатке 
гепарина в организме [5, 6]. 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют, что ДГФ не только 
блокирует функцию инсулярного ап-
парата, но и вызывает повышение ре-
зистентности организма к инсулину. 
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F U N C T I O N A L ALTERATIONS IN T H E STATE 
O F ANIMAL I N S U L I N SYSTEM AFTER IN-
T R A V E N O U S ADMINISTRATION O F DIABE-

T O G E N O U S FACTOR 

B. A. Kudryashov, A. M. Ul'yanov, L. A. Lya~ 
pina 

Biological Facul ty , M. V. Lomonosov S ta te 
Universi ty , Moscow 

Na tu ra l d iabetogenic factor, which is al-
bumin with molecular mas s 60,000 Da, occur-
r ing in blood p lasma of r a t s impaired with 
a l loxane diabetes, caused a s table hyperglyce-
mia, dist inct decrease of insulin in blood and 
increased the body resis tance to insulin in 
heal thy animals . Activity of the diabetogenic 
factor was neutra l ized by heparin. 
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М. И. Яцык 

В Л И Я Н И Е БРОМКРИПТИНА Н А З А Х В А Т 3 Н - Д О Ф А М И Н А 
С И Н А П Т О С О М А М И Г И П О Т А Л А М У С А И Н Т А К Т Н Ы Х 

И А Д Р Е Н А Л Э К Т О М И Р О В А Н Н Ы Х К Р Ы С 

Н И И эндокринологии и обмена веществ Минздрава УССР, Киев 

Данные экспериментальных иссле-
дований показали, что биогенные ами-
ны структур головного мозга прини-
мают участие в регуляции секреции и 
выделения рилизинг-гормоиов гипота-
ламуса и тронных гормонов гипофиза 
[6, 9]. В связи с этим появились 
предпосылки для поиска и применения 
фармакологических веществ, влияю-
щих на обмен аминов или на актив-
н о с т ь м о н о а м и н с о д е р ж а щ их н е й р о н о в 
с целью нормализации гормональных 
сдвигов центрального происхождения. 

К представителям такой группы ве-
ществ относится бромкриптин, приме-
нение которого начато в комплексной 
терапии при болезни Иценко - Ку-
шинга для снижения уровня кортико-
тропина и кортизола в плазме крови 
[1, 5 | . Бромкриптин принадлежит к 
п р о и зв од н ы м эр гол и н а, я в л я ю щи м с я 
агонистами D2-рецепторов дофамина. 
Последние локализуются пресинапти-
чески и относятся к а у то рецепторам 
регулирующим высвобождение дофа-
мина по механизму обратной связи 
[15]. Предполагается, что для прояв-
ления действия бромкриптин а необхо-
дима стимуляция дофамииергической 
системы, осуществляемая эндогенным 
дофамином [12], который в значитель-
ном количестве содержится в гипота-
ламусе [18]. 

В настоящем сообщении приведены 
результаты исследования одного из 
возможных механизмов действия бром-
криптина на дофаминергическую сис-i 
тему — захват 3Н-дофамина синапто-
сомами гипоталамуса иитактных и ад? 
реналэктомированных крыс. 

М е т о д и к а 

Эксперименты были выполнены на взрос-
лых белых крысах-самцах Вистар, содержа-
щихся в обычных условиях виварного режи-
ма. В опытах применяли бромкриптин в виде 
препарата парлодел фирмы "Sandoz" (Швей-
цария) . Суспензию препарата, приготовленную 
на физиологическом растворе, вводили живот-
ным внутрь через рот с помощью специаль-
ного зонда. 

Крысы были распределены на 4 группы: 
животные 1-й группы служили контролем и 
получали только растворитель; крысы 2-й 
группы — парлодел (однократно из расчета 
5 мг на 1 кг массы тела) , затем через 4 ч 
после введения препарата их декапитировали; 
животным 3-й и 4-й групп — соответственно 
иитактным и адреналэктомированиым — пре-
парат вводили 1 раз в сутки в той же дозе 
на протяжении 4 дней (адреналэктомирован-
иым на А—7-е сутки после операции), затем 
через 4 ч после последнего введения их 
умерщвляли. 

Из головного мозга выделяли участки ги-
поталамической области для получения синап-
томомальной фракции с помощью метода 
дифференциального центрифугирования в гра-
диенте плотности сахарозы [14]. Содержание 
белка в образцах определяли общепринятым 
методом [16]. Захват 3Н-дофамина изучали 
с помощью ранее описанных методов [2, 13]. 
Д л я этого пробы сииаптосом, содержащие 
0,1—0,2 мг белка, выдерживали 10 мин в 
среде Кребса — Рингера при 0 °С, преинку-
бировали в течение 10 мим при температуре 
37 °С в присутствии траисамииа (0,09 мМ) и 
аскорбиновой кислоты (1,23 мМ), затем инку-
бировали в этих же условиях еще 10 мин 
после добавления 2 - К ) - 8 М 3Н-дофамипа 
(удельная радиоактивность 344 ГБк/ммоль, 
фирма "Amersham", Англия). После инкуба-
ции содержимое проб подвергали ультра-
фильтрации через фильтры «Сынпор» (ЧССР) 
с диаметром пор 0,40 мкм. Фильтры промыва-
ли ледяной средой Кребса — Рингера, сушили 
на воздухе и помещали во флаконы с жид-
ким сцинтиллятором. Радиоактивность проб 
измеряли в сцинтилляциоином счетчике 
Mark-З (США). Полученные данные обрабо-
таны статистически [7] и представлены в ви-
де скорости захвата дофамина в и моль па 
1 мг белка в 1 мии. 

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

Истинный захват меченого дофами-
на препаратами нервных окончаний 
гипоталамусов крыс, представляющий 
собой разницу между количеством 3Н-
дофамина, а кку м у л и р о в а н но го п р и 
37 °С, и количеством 3Н-дофамина, 
сорбированного при 0°С, являлся ак-
тивным процессов, поскольку скорость 
захвата на 93,1 % тормозилась при 
0°С. Как видно из данных, представ-
ленных в таблице, для фракции сииап-
тосом гипоталамусов контрольных 
крыс, получавших физиологический 
раствор, захват меченого амина опре-
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Изменение интенсивности захвата дофамина си-
наптосомами гипоталамусов интактных и адре-
налзктомированных крыс под влиянием бром-

крип тина (УИ±т; п = 6 ) 

Групп Ж И ПОТНЫХ 

З а х в а т дофамина 

р пмоль на 
1 мг белка 

и 1 м и и 

%
 

от
 

к
он

тр
ол

я 

р 

2 , 8 6 ± 0 , 1 6 100 

3 , 0 3 ± 0 , 2 1 6 > 0 , 5 
3 , 4 9 ± 0 , 2 4 22 < 0 , 0 1 

3 ,66 ± 0 , 2 8 28 < 0 , 0 2 

Контроль 
И н та к т н ы е живо т и ы е: 

одноразовое введе-
ние 
4-дневное введение 

А д р е н а л эк т о м и р о ва н -
иые животные: 

4-дневное введение 

деля лея скоростью 2,86 ±0,16 пмоль 
на I мг белка в 1 мин. В проведенных 
экспериментах длительность инкубаци-
онного периода для проб составляла 
10 мин, поскольку ранее было показа-
но, что активный захват моноаминов 
с ии аптосом а м и отдело в мозга к р ы с 
х а р а к те р и з у е т с я про п о р ц и о н а л ь и ы м 
повышением во времени (до 20 мин) 
при концентрации белка в пробах до 
0,3—0,5 мг в 1 мл [2—4]. 

Через 4 ч после одноразового введе-
ния парлодела в дозе 5 мг на 1 кг мас-
сы скорость захвата 3Н-дофамина пре-
паратами синаптосом, выделенными из 
гипоталамусов интактных крыс, состав-
ляла 106 % по сравнению с контроль-
ным уровнем. Ежесуточный прием 
этой же дозы исследуемого вещества 
на протяжении 4 дней сопровождался 
достоверным возрастанием интенсив-
ности захвата в 1,22 раза по отноше-
нию к уровню, который наблюдался у 
крыс, получавших только раствори-
тель. Такая же направленность изме-
нений в поглощении дофамина (увели-
чение на 28 %) отмечена и при опреде-
лении его в препаратах синаптосом, 
полученных из гипоталамусов крыс с 
двусторонней адреналэктомией, кото-
рым бромкриптин вводили четырех-
кратно на 4—7-е сутки после удаления 
надпочечников. 

Таким образом, при изучении од-
ной из сторон действия бромкриптина 
на д о ф а м имерг и ч е с к у ю с и с т ему г и п о -
таламуса — процесса обратного захва-
та дофамина пресинаптическими нерв-
ными окончаниями — выявлена акти-
вация его скорости, которая выражен-
ие) проявляется после многократного 

введения препарата. Причем данный 
эффект наблюдается как при исследо-
в а н и и с и н а птосо м г и п от а л а м усов и н -
тактных животных, у которых гормо-
нальный статус и содержание аминов 

•до введения бромкриптина был не из-
менен, так и при исследовании этой же 
фракции из гипоталамусов крыс с уда-
ленными надпочечниками. У животных 
последней группы, как известно, отме-
чается резкое снижение уровня корти-
костероидов в крови, повышение кор-
тик о т р о п и о й ф у н к ц и и г и п о ф и з а и 
уме н ь 1 н е н и е содержания м о н о а м и и о в 
в структурах головного мозга [8, 10]. 

Бромкриптин применяется в основ-
ном как средство противопролактине-
мического действия и как препарат, 
регулирующий половую функцию [17]. 
Вместе с тем публикации последних 
лет свидетельствуют об участии его и 
в регуляции секреции адренокортико-
тропиого гормона у крыс [ 1 1] и корти-
зола у человека [19]. В связи с этим 
не исключено, что выявленная в экспе-
риментах стимуляция синаптосомаль-
ного захвата дофамина под влиянием 
бром к р и пт и на, от р а ж а юша я основ н о й 
путь утилизации медиатора в синап-
тической щели, является одним из 
возможных механизмов в изменении 
уровня гипофизарных гормонов в ор-
ганизме животных. 
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INFLUENCE OF BROMOCRIPTINE ON зН-
DOPAMINE UPTAKE IN HYPOTHALAMIC 
SYNAPTOSOMES FROM INTACT AND AD-

RENALECTOMIZED RATS 

M. I. Yatsuk 

Inst i tu te of Endocrinology and Metabolism, 
Ministry of Public Health of the Ukrainian 

SSR, Kiev 

Intensi ty of 3H-dopamine uptake in hypo-
thalamic synaptosomes was similar both in 
intact ra ts and in the animals which received 
a single adminis t ra t ion of bromocriptine at a 
dose of 5 m g / k g within 4 hrs. Within 4 days 
af ter the d rug administrat ion incorporation of 
the label was increased 1.22-fold and 1.28-fold 
in intact and adrenalectomized rats, respecti-
vely. Alterat ions in dopamine uptake in hypo-
thalamic synaptosomes caused by bromocriptine 
appear to be one of dopaminergic-dependent 
effects of the drug in the animal brain struc-
tures. 

У Д К 616.36-006.04-008.939.22 

Л. И. Иванова, Э. М. Халилов, Е. А. Горбатенкова, 
А. И. Арчаков, 10. М. Лопухин 

В С Т Р А И В А Н И Е И В Ы В Е Д Е Н И Е Х О Л Е С Т Е Р И Н А 
И З П Л А З М А Т И Ч Е С К О Й M E M В Р А Н Ы Г Е И А Т О Ц И Т О В 

И К Л Е Т О К Г Е П А Т О М Ы З А Й Д Е Л Я 

11 МММ им. IT. И. Пирогова, Н И И физико-химической медицины Минздрава Р С Ф С Р 

Вопрос о роли холестерина в патоге-
незе злокачественных новообразований 
в настоящее время привлекает все 
большее внимание исследователей. По-
явились клинические и эксперимен-
тальные работы, свидетельствующие о 
большей частоте развития злокачест-
венных новообразований при гипохо-
лестеринемии |8, 15]. 

При исследовании лейкозных клеток 
человека и животных показаны сниже-
ние содержания холестерина и умень-
шение микровязкости липидного би-
слоя их мембран по сравнению с нор-
мальными лимфоцитами [15]. Резуль-
таты-, полученные при исследовании 
других опухолей, противоречивы. Од-
ни авторы обнаруживают повышение 
содержания холестерина в опухолевых 
клетках [20, 24], другие выявляют его 
снижение при канцерогенезе [15]. 
При определении липидного состава 
клеточных мембран некоторых гепа-
том было выявлено повышение моляр-
ного отношения холестерин/фосфоли-
пиды (Х/ФЛ-индекс) [12]. Однако в 
клетках асцитной гепатомы обнаруже-
но снижение молярного отношения хо-

лестерин/фосфолипиды по сравнению 
с клетками нормальной и регенериру-
ющей печени [11]. Возможно, что сво-
боднорастущие опухолевые клетки от-
личаются по этому признаку от клеток 
солидных опухолей. 

Целыо настоящей работы явилось 
сравнительное исследование влияния 
встраивания и выведения холестерина 
на микровязкость липидного бислоя и 
активность ферментов плазматических 
мембран Na, К-АТФазы (КФ 3.6.1.3) 
и 5'-иуклеотидазы (КФ 3.1.3.5) гепато-
цитов крысы и клеток гепатомы Зай-
деля, а также выяснение возможного 
цитостатического действия встраива-
ния холестерина в клетки гепатомы 
Зайделя. 

М е т о д и к а 

Работа выполнена на крысах-самцах мас-
сой 180—200 г, содержавшихся на стандарт-
ной диете. Д л я получения клеток асцитной 
гепатомы Зайделя крысам вводили внутри-
брюшинно по М О 8 клеток. После развития 
опухоли животных декапитировали, вскрыва-
ли брюшную полость и выделяли опухолевые 
клетки [10], которые отмывали от асцитной 
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жидкости при 200 g 3—4 раза на центрифуге 
" Jane tzk i " в течение 3 мин бескальциевым 
раствором Хенкса. Д л я получения изолиро-
ванных гепатоцитов использовали «диссо-
циирующий» метод \ i \ . Печень перфузировали 
средой, содержащей 30 мМ трис-НС1, 0,22 М 
сахарозу, 5 мМ KCJ, 2 мМ MgCI2 , 1 мМ 
ЭДТА, 1 % бычий сывороточный альбу-
мин рН 7,4. После перфузии печень помещали 
па 20 мин в рабочую среду при помешивании, 
затем измельчали, фильтровали через нейло-
новую ткань и центрифугировали д в а ж д ы па 
ручной центрифуге в течение 1—2 мин. Под-
счет клеток проводили в камере Горяева. 

Д л я обогащения плазматическх мембран 
опухолевых и нормальных клеток холестери-
ном их инкубировали с холестерии-фосфати-
дилхолиновыми липосомами (ХФХЛ) от 1 до 
6 ч при температуре 37 °С при постоянном 
помешивании [23]. Д л я выведения холесте-
рина из мембран нативных и предварительно 
обогащенных холестерином клеток их инкуби-
ровали с фосфатидилхолииовыми липосомами 
(ФХЛ) при аналогичных условиях. Контроль-
ные клетки инкубировали в бескальциевом 
растворе Хенкса. 

ХФХЛ получали из смеси яичного фосфа-
тидилхолина и холестерина. Полученную смесь 
упаривали под вакуумом досуха и суспенди-
ровали в бескальциевом растворе Хенкса. 
Д л я получения однородных по размеру моно-
бислойных липосом суспензию облучали па 
ультразвуковом дезинтеграторе Sonic-300 
фирмы "Fisher" (США), затем центрифугиро-
вали при 300 000 g при 3 °С в течение 70 мин, 
используя центрифугу "Beckman L5-65" 
(США) па роторе Т-60. 13 полученной иадоса-
дочной жидкости содержались моиобислойиые 
липосомы с молярным отношением холесте-
рин/фосфол-ипиды, равным 2,1 ± 0 , 2 [9]. ФХЛ 
получали аналогичным образом. Микровяз-
кость липидов мембран опухолевых и нор-
мальных клеток оценивали с помощью флуо-
ресцентного зонда пирена [1] и спинового 
зонда — нитроксильиого производного стеари-
новой кислоты с парамагнитным фрагментом 
в пятом (5-NS)-положении относительно 
карбоксила жирнокислотной цепи [5]. 

Активность Na, К-АТФазы и 5'-иуклеоти-
дазы определяли по накоплению неорганиче-
ского фосфата (Ф и ) [19]. Д л я определения 
активности Na, К-АТФазы использовали сре-
ду, содержащую 30 мМ трис-HCl, рН 7,4, 
I мМ MgCl2 , 130 мМ NaCl, 20 мМ КС1, 
0,4 мМ АТФ. Д л я определения нечувствитель-
ной к уабаииу АТФазной активности в среду 
инкубации добавляли 0,1 мМ уабаии. Среда 
инкубации для определения активности 
5 ' -иуклеотидазы содержала 25 мМ НС1 рН 
7,4, 100 мМ KCI, 50 мМ МоС| , , Г> мМ АМФ. 
Концентрация клеток по белку не превышала 
20 мкг. За единицу ферментативной актив-
ности принимали такое количество белка, ко-
торое катализирует образование 1 наномоля 
Ф п за 1 мин при 37 °С. Белок определяли 
методом Лоури [18]. Степень окисленности 
яичного фосфатидилхолина оценивали по от-
ношению интеисивностей поглощения при 233 
и 215 мм [17]. Д л я определения липидного 
состава клеток и липосом их экстрагировали 
смесью Фолча [13]. Фосфолипиды определяли 
по количеству Ф н , используя цветную реак-
цию на Ф и с молибдатом аммония и эйкоио-
геповым восстановительным реагентом [6]. 
Содержание холестерина в липидных экстрак-

тах клеток и липосом определяли колоримет-
рическим методом в реакции с хлорным же-
лезом и серной кислотой [24]. Результаты 
исследований обрабатывали статистически с 
использованием /-критерия Стыодеита [2]. 

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

При инкубации клеток ге па то мы 
Зайделя и гепатоцитов с ХФХЛ в те-
чение 4 ч наблюдалось увеличение со-
держания холестерина в расчете на 
1 мг белка и 10° клеток. Содержание, 
фосфолипидов существенно не из-
менялось в изученных клетках. 
Для опухолевых клеток к концу 
4-часового периода инкубации 
с ХФХЛ имело место увеличение мо-
лярного отношения холестерин/фосфо-
липиды на 110% (с 0,20±0,00 до 
0,424=0,01; Р < 0 , 0 0 1 ) . В то же время 
Х/ФЛ-индекс для гепатоцитов увели-
чивался на 55% (от 0,40+0,01 до 
0,62±0,00; Р < 0 , 0 0 1 ) . При инкубации 
опухолевых и нормальных клеток с 
ФХЛ наблюдалось извлечение холесте-
рина из плазматической мембраны ге-
патоцитов: показано снижение Х/ФЛ-
индекса на 28% (от 0,40±0,01 до 
0,29±0,01; Р<0,01). Удаления холе-
стерина из мембраны клеток гепатомы 
не наблюдалось. В противоположность 
этому эффективность извлечения холе-
стерина из предварительно обогащен-
ных им мембран клеток гепатомы Зай-
деля и гепатоцитов была практически 
одинаковой — Х/ФЛ-индекс уменьшал-
ся на 50 % как для опухолевых, так и 
для нормальных клеток (табл. 1). 

Результаты опытов по встраиванию 
и выведению холестерина из плазма-
тической мембраны гепатоцитов и кле-
ток гепатомы Зайделя свидетельству-
ют о том, что эффективность встраи-
вания и выведения холестерина зави-
сят от величины молярного отношения 
холестерин/фосфолипиды в мембране. 
Встраивание холестерина было тем 
эффективней, чем ниже был Х/ФЛ-ин-
декс. Извлечение холестерина, наобо-
рот, было тем эффективнее, чем выше 
было исходное соотношение холесте-
рин / ф о с ф о л и п и д ы. 

Результаты настоящего исследова-
ния свидетельствуют о том, что с по-
мощью ХФХЛ, с одной стороны, и 
ФХЛ — с другой, можно изменять со-
держание холестерина в плазматиче-
ской мембране опухолевых и нормаль-
ных клеток и таким образом воздейст-
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Т а б л и ц а I 
Изменение молярного отношения холестерин/фосфолипиды и гепатоцитах и в клетках гепатомы 

Зайделя после инкубации с липосомами 

№ с е р и и 
о н ы т а ] У с л о в и я о п ы т а Г е п а т о ц и т ы 

Клетки гепатомы 
З а й д е л я 

1 Исходные клетки 0 ,40 ± 0 , 0 1 0 , 2 0 ± 0 , 0 0 
2 Инкубация с ХФХЛ 0,62 ± 0 , 0 0 0 , 4 2 ± 0 , 0 1 
3 Инкубация с ФХЛ 0 , 2 9 ± 0 , 0 1 0 , 2 0 ± 0 , 0 1 
4 Инкубация с ХФХЛ, а затем с ФХЛ 0 , 3 8 ± 0 , 0 2 0,21 ± 0 , 0 2 

П р и м е ч а н и е . Приведены средние данные 8 опытов. Р2 ,, Р., , и Р. 2 составляют 
< 0 , 0 0 1 . 

вовать па физические свойства их 
фосфол ипидного бислоя. 

При встраивании и выведении холе-
стерина из опухолевых и нормальных 
клеток исследовали микровязкость их 
мембран с помощью флуоресцентного 
и спинового зондов. Увеличение Х/ФЛ-
индекса вследствие встраивания холе-
стерина в клетки гепатомы Зайделя и 
гепатоциты сопровождалось снижени-
ем эксимеризации флуоресцентного 
зонда пирена, что свидетельствовало 
о повышении микровязкости липидно-
го бислоя мембран исследованных кле-
ток (рис. 1). Пирен, используемый в 
качестве флуоресцентного зонда, может 
находиться в мембране в виде моно-
мера, флуоресцирующего в области 
392 им, и в виде эксимера (возбуж-
денного димера) с максимумом флуо-
ресценции в области 470 нм. Соотно-
шение интенсивностей флуоресценции 
эксимеров и мономеров является чув-
ствительным показателем микровяз-

F3/FM 

Рис. 1. Зависимость параметра упорядоченно-
сти (F.,/FM) жириокислотного спинового зонда 
( / , 3) и степени эксимеризации (S) флуорес-
центного зонда пирена (2, 4) от содержания 
холестерина в гепатоцитах (пунктирные линии) 
и в клетках гепатомы Зайделя (сплошные ли-

нии) . 
Здесь и на рис. 2 по оси а б с ц и с с — м о л я р н о е отно-

ш е н и е х о л е с т е р и н / ф о с ф о л и п и д ы . 

кости липидной фазы мембраны, по-
скольку в вязкой среде степень экси-
меризации снижается [1]. При уве-
личении Х/Ф Л -индекса в исследован-
ных клетках наблюдалось увеличение 
параметра упорядоченности спиновой 
метки, что также свидетельствует о 
повышении микровязкости липидного 
бислоя мембран гепатоцитов и клеток 
гепатомы Зайделя. Параметр упорядо-
ченности спинового зонда 5-NS служит 
показателем степени ориентации и мик-
роскопической упорядоченности жир-
нокислотных цепей фосфолипидов мем-
бран. При инкубации нормальных и 
опухолевых клеток с буферным раст-
вором (бескальциевый раствор Хенкса) 
не было обнаружено изменений пара-
метров, характеризующих микровяз-
кость мембран исследованных клеток. 
При выведении холестерина из пред-
варительно обогащенных им мембран 
гепатоцитов и клеток гепатомы Зайде-
ля было выявлено уменьшение микро-
вязкости липидного бислоя их мем-
бран. 

Таким образом, встраивание и вы-
ведение холестерина из обогащенных 
им мембран клеток гепатомы Зайделя 
и гепатоцитов сопровождается измене-
нием микровязкости фосфол ипидного 
бислоя их мембран. Увеличение микро-
вязкости липидного бислоя может 
быть причиной нарушения функцио-
н и р о в а н и я м е м б р а н н ы х ферме н т и ы х 
систем. В связи с этим мы исследова-
ли активность характерных для плаз-
матической мембраны ферментов Na, 
К-АТФазы и 5'-нуклеотидазы в опухо-
левых и нормальных клетках при 
встраивании и выведении холестерина. 
Получены следующие результаты срав-
нительного анализа активности Na, 
К-АТФазы и 5'-нуклеотидазы в нор-
мальных и опухолевых клетках 
(табл. 2). 
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К ст. N. Л. Жуковой и соавт. 

Рис. I. Легкое морской свинки, зараженной подкожно микобактернями туберкулеза. 
Окраска гематоксилином и эозином. 

« — продуктивный очажок через 2 мсс после заряжения. Ув. 170; 6 - крупный эпителиоидно-кле-
точпый очаг с участками кавеоза черев 3 мсс после варажения. Ун. МО; и легкое животного че-
рев 2 мес после заражения и I мес лечения антибактериальными препаратами. Повышение про-
ницаемости сосудистых стенок. В просвете альвеол множество альвеолярных макрофагов. Ув. 340. 

Рис. 2. Легкое морской свинки, зараженной внутрилегочно микобактернями тубер-
кулеза. О к|) ci с is с\ гематоксилином и эозином. 

а — формирующаяся стенка каверны с обширным кавеовпо-пекротическим и рыхлым специфическим 
грануляционным слоем черев 1,5 мес после варажения. Ув. 170; 0 легкое морской свинки черев 
3 мес после заражения. Перикавитариая воиа. Коллагепивация межальвеолярных перегородок. 
Ув. 340; а - - легкое морской свинки черев 3 мес после заражения и 1,5 мес антибактериальной 
терапии. Рыхлый грануляционный слой. Фиброзный слой с четко очерченными коллагеповыми 

волокнами. У в. 170. 



Т а б л и ц а 2 

Активность ферментов 
Молярное отношение 

холестерин/фосфолипиды 
моль/моль 

Тип клеток Na, K-АТФаза, наномоль 
Р н на 1 мг ФЛв 1 мин 

Б'-нуклеотидаза, нано-
моль Р н на 1 мг ФЛ в 

1 мин 

Молярное отношение 
холестерин/фосфолипиды 

моль/моль 

Гепатоциты 
Гепатома Зайделя 

1 3 2 , 8 ± 1 5 , 6 
8 4 , 9 ± 8 , 5 

3 2 4 , 9 ± 3 8 , 1 
160,4=Ь17,2 

0,40=Ь0,01 
0 , 2 0 ± 0 , 0 0 

Таким образом, активность фермен-
тов плазматической мембраны Na, К-
АТФазы и б'-нуклеотидазы, рассчитан-
ная в наномолях Р н на I мг ФЛ в 
i мин, в опухолевых клетках в 2— 
2,5 раза ниже, чем в гепатоцитах. Та-
ким образом, в клетках гепатомы 
Зайделя наряду со снижением моляр-
ного отношения холестерин/фосфоли-
пиды наблюдается и понижение ак-
тивности мсмбраносвязанных фермен-
тов Na, К-АТФазы и б'-нуклео-
тидазы. 

При увеличении молярного отноше-
ния холестерин/фосфолипиды вслед-
ствие встраивания холестерина в 
клетки гепатомы и гепатоциты было 
показано снижение активности мсм-
браносвязанных ферментов (рис. 2). 
Таким образом, увеличение микровяз-
кости липидной фазы мембран клеток 
гепатомы и гепатоцитов приводит к 
снижению активности Na, К-стимули-
руемой АТФазы и б'-нуклеотидазы. 
Наоборот, уменьшение микровязкости 
мембран вследствие извлечения холе-
стерина из предварительно обога-
щенных им мембран способствует по-
вышению активности этих ферментов.; 
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Рис. 2. Изменение активности Na, К-АТФазы 
(1) и 5 '-нуклеотидазы (2) в зависимости от 
с о о т н о ш е н и я х о л е с т е р и н / ф о с ф о л и п и д ы в гепа-
тоцитах (пунктирные линии) и в клетках ге-

патомы Зайделя (сплошные линии). 
По оси ординат — активность (в наномолях Ф п на 

1 мг белка в 1 мин). 

На основании полученных результа-
тов можно сделать вывод, что два фер-
мента плазматических мембран гепа-
тоцитов и гепатомы Зайделя — Na, 
К-АТФазы и б'-нуклеотидаза — имеют 
диффузионно лимитируемые стадии, 
что подтверждается регуляцией их 
активности микровязкостыо липидного 
бислоя мембран. 

В заключительной части работы мы 
исследовали влияние изменений физи-
ческих свойств плазматической мем-
браны при встраивании холестерина 
на перевиваемость клеток гепатомы1 

Зайделя. Для этого были проведены^ 
эксперименты по перевивке животным 
опухолевых клеток, обогащенных хо-
лестерином. В качестве контролей ис-
пользовали интактные опухолевые 
клетки, а также клетки, обработанные 
ФХЛ, и клетки после соответствующей 
инкубации в буферном растворе. Под-
счет числа выживших животных про-
водили ежедневно от 5-го дня после 
перевивки опухолей. При вскрытии 
трупов обнаруживали большое количе-
ство асцитной жидкости; число опухо-
левых клеток подсчитывали в камере 
Горяева. К 15—18-му дню все живот-
ные погибали при введении интактных 
клеток гепатомы Зайделя или клеток, 
инкубированных в буферном раство-
ре. Продолжительность жизни крыс 
значительно увеличивалась при введе-
нии клеток, обработанных ФХЛ 
(рис. 3). Наиболее выраженное защит-
ное действие оказывала инкубация 
клеток с ХФХЛ; к 30-му дню погиба-
ло менее 50 % животных. 

Цитостатический эффект инкубации 
опухолевых клеток с ФХЛ, по-видимо-
му, обусловлен токсическим действием 
фосфолипидных перекисей на опухоле-
вые клетки. О прямом ярко выражен-
ном цитостатическом действии встро-
енного холестерина свидетельствовало 
существенное различие выживаемости 
крыс подопытной (после инкубации с 
ХФХЛ) и контрольной (после инкуба-
ции с ФХЛ) групп. 
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Рис. 3. Продолжительность жизни крыс после 
перевивки клеток гепатомы Зайделя . 

По оси абсцисс — время (в днях), по оси ординат — 
количество выживших животных (в %). 1—4 — клет-
ки, инкубированные с ХВХЛ, ФХЛ. раствором Хенк-
са и интактные соответственно. Животным каждой 
группы перевивали по 108 жизнеспособных клеток. 
Каждая кривая представляет усредненные значения 

для данной группы животных. 

Увеличение выживаемости экспери-
ментальных животных при перевивке 
им клеток гепатомы Зайделя с повы-
шенным молярным отношением холе-
стерин/фосфолипиды является след-
ствием замедления скорости клеточной 
пролиферации. Это подтверждается 
уменьшением числа опухолевых кле-
ток в асцитической жидкости у живот-
ных подопытной группы по сравнению 
с контрольными. Необходимо отметить, 
что продукты окисления холестерина, 
в частности 25-оксихолестерин, 20-ок-
сихолестерин, также могут оказывать 
выраженное цитостатическое действие 
на клетки [16]. В связи с этим цито-
статическое действие холестерина мо-
жет быть обусловлено влиянием его 
окисленных производных. 

Другим возможным механизмом ци-
тостатического действия холестерина 
на опухолевые клеши может быть уве-
личение микровязкости их плазмати-
ческих мембран на митотическую ак-
тивность. 

Такие свойства, как латеральная 
диффузия белковых рецепторов [14], 
проницаемость мембран для различ-
ных веществ [21] и ионный транспорт 
определяется в значительной степени 
микровязкостыо липидного бислоя мем-
бран. Изменения этих свойств обус-
ловленные увеличением микровязко-
сти мембраны могут повлечь за собой 
нарушение функционирования клетки. 
Увеличение микровязкости липидной 
фазы мембран и уменьшение активно-
сти мембраносвязанных ферментов 
характерно для процесса старения ор-
ганизма и влечет за собой снижение 
многих жизненно важных процессов, 
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в том числе скорости клеточной про-
лиферации [3, 7]. 

Следовательно, встраивание холесте-
рина в мембраны опухолевых клеток 
можно рассматривать как моделиро-
вание процесса старения. 
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I N T R O D U C T I O N AND LIBERATION O F CHO-
L E S T E R O L IN PLASMATIC M E M B R A N E S O F 
H E P A T O C Y T E S AND O F Z A I D H E L A H E P A -

TOMA C E L L S 

L. I. Ivanovo., E. M. Khalilov, E. A. G or bat en-
kova, A. I. Archakov, Yu. M. Lopukhtn 

N. I. P i rogov II Mcdical School, Ins t i tu te of 
Physico-Chernical Medicine, Minis t ry of Publ ic 

Hea l th of the R S F S R , Moscow 

Molar ra t io of choles te ro l /phosphol ip ids w a s 
decreased in Zaidhela hepa toma cell m e m b r a n e s 

as compared with ra t normal hepatocytes . Mic-
roviscosi ty of lipid bilayer w a s increased in 
m e m b r a n e s of normal and m a l i g n a n t cells, 
while the activi ty of Na+, K + - A T P a s e and 5'-
nucleot idase w a s decreased d u r i n g in t roduct ion 
of cholesterol into the cell membranes . As com-
pared with control g roups the dura t ion of life 
w a s increased in the group of an imals implant-
ed with Zaidhela hepa toma cells modified by 
cholesterol . The da ta obtained s u g g e s t tha t an 
increase in microviscosi ty of membranes in 
t umora l cells, enriched with cholesterol, migh t 
inhibit their mi tot ic divisions. 
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Ф. 3. Меерсон, Т. Г. Сазонтова, Ю. В. Архипенко, В. Е. Каган 

А Н А Л И З Т Е Р М О Д Е Н А Т У Р А Ц И И Na, К-АТФазы САРКОЛЕММЫ 
М И О К А Р Д А КРЫС ПРИ СТРЕССЕ И ВОЗМОЖНАЯ Р О Л Ь 

П О В Р Е Ж Д Е Н И Я ЭТОГО ФЕРМЕНТА В ПАТОГЕНЕЗЕ АРИТМИЙ 

Н И И общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Москва, Институт 
физиологии Болгарии, АН, София, Н Р Б 

Известно, что при стрессе и ишемии 
в миокарде реализуется так называе-
мая липидиая триада повреждения 
биомембран, слагающаяся из актива-
ции перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) [6], фосфолипаз [13] и детер-
гентного действия лизофосфолипидов 
и жирных кислот [11]. В результате 
при стрессе увеличивается проницае-
мость сарколеммы, что обнаружива-
ется по выходу креатинфосфокиназы и 
лактатдегидрогеназы в коронарный 
проток, а также по накоплению в 
миокарде технеция [4, 17]. Одновре-
менно происходит снижение активно-
сти основных мембранио-связанных 
ферментов и прежде всего Na, 
К-АТФазы [7, 8], играющей ключе-
вую роль в поддержании трансмемб-
ранного поцеициала кардибмиоцитов и 
следовательно, в сохранении электри-
ческой стабильности сердца. 

Эти данные дают основание предло-
лагать, что нарушения активности Na, 
К-АТФазы могут играть существен-
ную роль в возникновении наблюдае-
мого при стрессе у животных и людей 
снижения электрической стабильности 
сердца и возникновении фибрилляции 
желудочков [5, 14]. Однако по суще-
ству этот вопрос остается открытым, 
так как информация о состоянии Na, 
К-АТФазы при стрессе сводится к 
факту, что скорость гидролиза АТФ 

эцим ферментом у животных, пере-
несших стресс, уменьшается. Это не 
позволяет оценить тонких конформаци-
онных изменений в молекуле, которые 
in vivo могут сказаться на устойчиво-
сти фермента к внешним воздействи-
ям, его кооперативных, регуляториых 
и других свойствах. Простым спосо-
бом, позволяющим выявить эти из-
менения, является анализ кинетики 
термоденатурации фермента. Термоде-
иатурация является принятым мето-
дом оценки конформационной ста-
бильности растворимых и мембраино-
связанных белков. 

Цель данной работы — вяснеиие 
влияния стресса на термостабильность 
Na, К-АТФазы, оценка роли ПОЛ в 
повреждении фермента и возможности 
предупреждения этих нарушений с по-
мощью антиоксидантов, а также пред-
варительной адаптации животных к 
коротким стрессориым воздействиям. 

М е т о д и к а 

Работа проведена на крысах-самцах Вис-
тар массой 180—200 г, у которых вызывали 
эмоционалыю-болевой стресс (ЭБС) в форме 
невроза тревоги по методу Десидерато [10] 
в течение 6 ч. Животных декагштировали через 
2 ч после окончания стресса. Ионол вводили 
внутрибрюшинно за 5, 3 и 1 сут до ЭБС, а 
т а к ж е в день проведения Э Б С по 20 мг на 
1 кг массы тела. Предварительную адапта-
цию к стрессу осуществляли в виде 7 одно-
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часовых сеансов, проводимых через день 
(последний сеанс — за 2 сут до 6-часового 
стресса). 

Фракцию сарколеммы выделяли по разра-
ботанному нами методу с учетом работ Мап-
sier и соавт. [16]. Извлеченные сердца про-
мывали в охлажденном физиологическом 
растворе, освобождали от соединительной тка-
ни, предсердий, сосудов и жира и измельчали 
гомогенизатором типа «Политроп» 2 раза по 
7 с в 10-кратном объеме среды, содержащей 
20 мМ имидазол, 20 мМ пирофосфат натрия 
и 1 мМ ЭДТА (рН 7,8 при 4°С) . Гомогеиат 
фильтровали через 2 слоя марли и центри-
фугировали 10 мин при 1300 g. Осадок сус-
пендировали в гомогенизаторе тефлон — стек-
ло в 10 объемах среды гомогенизирования и 
осаждали в тех же условиях. Эту операцию 
проводили дважды. Полученный осадок сус-
пендировали в 20 объемах среды гомогенизи-
рования, содержащей 1 М КС1. Суспензию 
инкубировали при 4 °С с постоянным пере-
мешиванием в течение 4 ч и центрифугиро-
вали 10 мин при 2300 g. Осадок промывали 
20 мМ имидазолом (рН 7,2 при 4°С) с пов-
торным переосаждением и суспендировали в 
среде хранения, содержащей 20 мМ имидазол, 
1 мМ ЭГТА, 25 % глицерина. Полученная 
таким образом фракция тяжелой сарколеммы 
обладала активностью Na, К-АТФазы поряд-
ка 15 мкмоль Ф„ на 1 мг белка в 1 ч при 
соотношении активностей М ^ - А Т Ф а з а / № , 
К-АТФаза не более 1/0,8. Суспензию мембран 
сразу использовали в эксперименте или хра-
нили при температуре жидкого азота. 

Активность АТФаз определяли по накоп-
лению Ф и [19] после инкубации мембранной 
суспензии в среде, содержащей 3 мМ АТФ, 
3 мМ MgCl2 , 120 мМ NaCl, 20 мМ КС1, 
30 мМ имидазол (рН 7,4 при 37 °С) в при-
сутствии 1 мМ уабаина и без него. Кон-
центрацию белка определяли по Лоури и 
соавт. [15]. 

П О Л инициировали в суспензии везикул 
сарколеммы (1 мг белка в 1 мл) в среде 
20 мМ трис-HCl (рН 7,0 при 25 °С) системой 
ре 2+ — аскорбат в концентрациях 0,1 и 
0,2 мМ соответственно. Реакцию останавли-
вали добавлением ионола в концентрации 
10 нмоль на 1 мг белка и быстрым охлаж-
дением. Степень окисления мембран контро-
лировали по накоплению малонового диаль-
дегида [18]. 

Термоденатурацию проводили в интервале 
температур 50—60°С при термостатироваиии 
с точностью ±0,1° . Исследование кинетики 
термодеиатурации и расчет термодинамиче-
ских параметров проводили, как описано ра-
нее [12]. Несмотря на сложность структуры 
молекулы Na, К-АТФазы, термодинамический 
анализ процесса ее температурной инактива-
ции может быть проведен аналогично анализу 
простых белков [1]. 

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

ЭБС приводит к снижению актив-
ности Na, К-АТФазы сарколеммы мио-
карда на 20%. Вместе с тем наблю-
дается резкое увеличение скорости 
термоактивации фермента в мембра-
нах, выделенных из крыс, перенесших 
ЭБС. На рис. 1, а представлена киие-

20 40 60 

Рис. 1. Термоинактивация Na, К-АТФазы в 
сарколемме миокарда крыс при 55 °С в конт-
роле ( / ) и после ЭБС (2) в обычных услови-
ях эксперимента (а) и при предварительном 

введении ионола (б). 
Здесь и на рис. 4: по оси абсцисс — время инкуба-
ции (в мин), по оси ординат — активность фермен-
та (в мкмоль Ф н на 1 мг белка в 1 ч). Пунктиром 
обозначено время полу максимального ипгибирования 

фермента. 

тика ипгибирования Na, К-АТФазы в 
процессе термоденатурации. Как вид-
но, время полумаксимаЛьного ипгиби-
рования фермента после стресса в 2 
раза меньше (при 55°С), чем в конт-
роле. 

Представляя кинетические данные 
термоииактивации Na, К-АТФазы в 
виде полулогарифмической зависимо-
сти степени ингибирования фермента 
от времени термодеиатурации, можно 
получить значения констант скорости 
термоденатурации, пропорциональные 
тангенсу угла наклона прямых в этих 
координатах. Во всех исследованных 
случаях процесс термоденатурации 
Na, К-АТФазы следует кинетике реак-
ций первого порядка. Как видно из 
рис. 2, с повышением температуры 
значительно увеличивается скорость 
термоииактивации фермента и соот-
ветственно константа скорости этого 
процесса. При этом важно, что ско-

IgAo/At 
ю 

60 мин 

Рис. 2. Изменение константы скорости термо-
деиатурации Na, К-АТФазы сарколеммы мио-
карда (Ктд = 2,303• tg (х) в зависимости от тем-

пературы. 
Ао и А^ — активность фермента соответственно в на-
чальный момент времени и в момент времени t. 1, 
3, 5 — контроль при 52, 56 и 58 °С соответственно; 

2, 4, 6 — ЭБС при тех же температурах. 
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Рис. 3. Температурная зависимость Ктд Na, К-
АТФазы сарколеммы миокарда в контроле ( / ) , 
после стресса (2) и после окисления нативных 

мембран системой Fe — аскорбат (3). 

рость термоинактивации Na, 
К-АТФазы при каждой конкретной 
температуре после стресса существен-
но выше, чем в контроле. 

После проведения термодеиатурации 
Na, К-АТФазы сарколеммы миокарда 
при различных температурах получен-
ные данные были представлены в ко-
ординатах IgK от 1/Т, где К — кон-
станта скорости термоденатурации 
при определенной температуре, Т 
абсолютная температура (рис. 3). 
Анализ этих зависимостей позволяет 
рассчитать термодинамические пара-
м етр ы процесса тер м о деи ату р а ции. 
В таблице представлены значения 
энергии активации (Е а) , изменения 
энтальпии (AIT*), энтропии (AS *) и 
свободной энергии (AF*). В резуль-
тате стрессориого воздействия сущест-
венно уменьшается величина Еа и со-
ответственно снижаются AIT * и AS * 
термодеиатурации по сравнению с 
контролем при практически неизменен-
ной величине AF*. Это свидетельству-

ет о том, что после перенесенного 
стресса коиформация белка резко от-
личается от нативной, в результате че-
го существенно облегчены переходы к 
функционально неактивным кон фор-
мационным состояниям, т. е. к денату-
рированным состояниям. 

Опираясь на измеренные нами в 
эксперименте константы скорости тер-
моденатурации Na, К-АТФазы (в ин-
тервале 50—60°С), путем экстраполя-
ции можно определить скорость тер-
модеиатурации в диапазоне темпера-
тур 37—40 °С, реально существующем 
в организме млекопитающих. Оказа-
лось, что в контроле время полумакси-: 
мального иигибироваиия фермента со-
ставило 126,3 ч, а после стресса 
уменьшилось до 10,5 ч. Это позволяетi 
предположить, что в результате пере-, 
несенного стресса время жизни фер-п 
мента существенно уменьшается. Разу-
меется, нет оснований переоценивать 
значение этих экстраполированных 
величин, однако они позволяют пред-
положить, что стресс в той или иной 
мере ускоряет процесс инактивации 
фермента в физиологических1 условиях, 
что может играть роль в снижении 
активности фермента вследствие 
стрессового воздействия. 

Одним из важнейших факторов, оп-
ределяющих структуру и стабильность 
,глобулярных белков, являются гидро-
фобные взаимодействия. Если в рас-; 
творимых белках они реализуются! 
главным образом во внутреннем гид-r i 
рофобном ядре молекулы, то для мем-
бранно-связанных белков существен-
ное значение имеют взаимодействия 
неполярных аминокислотных остатков 
с гидрофобными углеводородными це-
пями липидной матрицы. В результа-
те ЭБС, как было показано ранее [6], 
в сердце активируется процесс ПОЛ, 
что должно приводить к появлению 
полярных продуктов ПОЛ в липидном 

Термодинамические параметры термоденатурации Na, К - А Т Ф а з ы сарколеммы миокарда в контро-
ле после перенесенного стресса и после индукции МОЛ in v i to 

Параметр Контроль Стресс ПОЛ 

Еа> ккал/моль 7 5 , 6 ± 2 , 3 6 0 , 7 = Ь 2 , 0 * 5 9 , 2 ± 1 , 9 * 
AIT*, ккал/моль 7 5 , 0 ± 2 , 3 6 0 , 1 ± 2 , 0 * 5 8 , 6 ± 1 , 9 * 
AS*, кал/ (моль-град) 1 5 6 , 8 ± 0 , 6 111 , 3 - J z 3 , 6 * * 1 0 4 , 6 ± 1 , 2 * * 
AF*, ккал/моль 2 4 , 4 ± 1 , 5 2 3 , 7 ± 1 , 9 2 3 , 4 - t 2 , 1 

* Р < 0 , 0 5 . 
** Р < 0 , 0 0 1 . 
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бислое и микроокружепии Na, 
К-АТФазы. Можно предположить, что 
именно этот процесс приведет к сни-
жению термостабильности фермента. 
Подтверждением этого является ранее 
доказанный факт детергентного дейст-
вия гидрофильных продуктов ПОЛ 
[9] и их способности увеличивать раз-
упорядоченность липидного бислоя. 
Эти процессы в свою очередь вызыва-
ют увеличение подвижности полипеп-
тидных цепей мембранно-связанных 
белков. Высокая полярность кислород-
содержащих группировок (гидропере-
кисных, гидроксильных, карбониль-
ных), появляющихся в результате ин-
дукции ПОЛ в полиеновых ацилах 
фосфолипидов мембраны, нарушает 
гидрофобные липид-белковые взаимо 
действия в сарколемме. Отсюда стано-
вится ясным, что вероятность перехо-
да липопротеидных комплексов в не-
упор я д о че н и ое д е н а ту р и р о в а н н ое со-
стояние должна увеличиваться после 
стресса и требовать для этого меньшей 
энергии. 

Обращает на себя внимание одно-
временно и тот факт, что ЭБС, а сле-
довательно и индукция ПОЛ в сарко-
лемме приводят к уменьшению вели-
чины AS * термоденатурации Na, 
К-АТФазы. Само по себе высокое зна-
чение AS * в иативиом препарате сви-
детельствует о высокой структурной 
организации молекулы Na, К-АТФазы. 
В результате накопления продуктов 
Г10Л при стрессе увеличивается энт-
ропия, так как белок частично при-
ближается к денатурированному со-
стоянию и, следовательно, полностью 
денатурированное состояние будет до-
стигнуто при меньшем изменении энт-
ропии (AS*). 

В целях моделирования in vitro про-
цессов, ответственных за повреждение 
Na, К-АТФазы при ЭБС, нативные 
мембраны были частично окислены 
системой Fe — аскорбат в течение 
6 1мин, что привело к снижению актив-
ности ферментов на 20 %, соответству-
ющему степени ипгибирования Na, 
К-АТФазы при стрессе. За это время 
произошло накопление 3,5 нмоль ма-
лоиового диальдегида на 1 мг белка. 
Затем окисленные и нативные мембра-
ны подвергли темоденатуации при 
различных температурах, после чего 
рассчитывали термодинамические па-
раметры этого процесса. Оказалось, 
что Еа термоденатурации, пропорцио-

нальная t g a в координатах lgK-гд от 
1/Т, окисленных мембран значительно 
меньше, чем у нативных мембран, что 
соответствует изменению Еа после 
ЭБС (см. рис. 3). Очень важным, на 
наш взгляд, является не только каче-
ственное, но и количественное совпа-
дение параметров термоденатурации 
Na, К-АТФазы при ЭБС и при ПОЛ 
(см. таблицы). Это свидетельствует о 
возможном сходстве механизмов по-
вреждения Na, К-АТФазы в изучен-
ных моделях и, следовательно, о воз-
можном участии ПОЛ в стрессорном 
повреждении Na, К-АТФазы миокар-
да. 

Такой вывод послужил основанием 
для попытки предотвратить поврежда-
ющее действие ЭБС на Na, К-АТФазу 
предварительным введением живот-
ным синтетического антиоксиданта 
4-метил-2,6-дитрет-бутилфеиола (ионо-
ла) . Как видно из даных, представ-
ленных на рис. 1, б, ионол полностью 
предотвращал не только снижение ак-
тивности Na, К-АТФазы при ЭБС, но 
и увеличение скорости ее термодена-
турации: время полумаксимальиого 
ингибироваиия после стресса, прове-
денного на фоне ионола, не отличает-
ся от такового в контроле. 

Как было показано ранее, стрессор-
иые повреждения сердца могут быть 
предотвращены не только экзогенны-
ми фармакологическими факторами, 
но и путем использования адаптацион-
ных возможностей организма [3]. 
В целях предупреждения снижения 
термостабильиости Na, К-АТФазы бы-
ла использована предварительная 
адаптация к коротким стрессовым 
воздействиям. При этом было обна-
ружено, что у животных, подвергшихся 

20 40 60 мин 
Рис. 4. Влияние предварительной адаптации к 
коротким стрессовым воздействиям на кинети-
ку термоииактивации Na, К-АТФазы миокарда. 
/ — контроль; 2 — ЭБС; 3 — адаптация к коротким 
стрессам; 4 — ЭБС у крыс, адаптированных к корот-

ким стрессам. 
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стрессу после их адаптации к этому 
воздействию, кинетика термоинактива-
ции Na, К-АТФазы сарколеммы мало 
отличается от таковой у адаптирован-
ных животных, не подвергавшихся 
длительному ЭБС (рис. 4). 

В целом полученные результаты 
свидетельствуют о том, что изучение 
к и н ети ки те р м о и и а кти в а ци и N а , 
К-АТФазы позволяет выявить сущест-
венные изменения внутримолекуляр-
ных свойств фермента даже при не-
значительных снижениях его гидро-
литической активности. Этим способом 
при стрессе обнаружены глубокие из-
менения в молекуле Na, К-АТФазы 
сарколеммы миокарда. Наиболее ве-
роятной причиной этих повреждений 
является активация ПОЛ, наблюдае-
мая в сердце при стрессе. Аитиокси-
даит ионол и предварительная адапта-
ция к коротким стрессориым воздей-
ствиям предотвращает повреждения 
Na, К-АТФазы. 

Оценивая эти данные, следует иметь 
в виду установленный недавно факт, 
что использованный нами антиокси-
дант ионол предупреждает возникаю-
щее под влиянием стресса снижение 
электрического порога фибрилляции 
сердца, а предварительная адаптация 
к коротким стрессорным воздействиям 
не только имеет аналогичный эффект 
[5], но также увеличивает резистент-
ность сердца к аритмогенному дейст-
вию химического индуктора ПОЛ [2]. 

Таким образом, факторы, ограничи-
вающие ПОЛ и предотвращающие 
нарушения в системе Na, К-АТФазы 
при стрессе, одновременно предупреж-
дают стрессорное снижение электри-
ческой стабильности сердца. Это со-
гласуется с предположением о роли 
ПОЛ и повреждения системы Na, 
К-АТФазы в аритмогенном действии 
стресса. 
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ANALYSIS O F T H E N a + , K + - A T P a s e T H E R -
M O D E N A T U R A T I O N IN RAT MYOCARDIUM 
SARCOLEMMA IN S T R E S S AND P O S S I B L E 
R O L E O F T H E ENZYME I M P A I R M E N T IN 

P A T H O G E N E S I S O F ARRHYTHMIAS 

F. Z. Meerson, T. G. Sazontova, Yu. V. Arkhi-
penko, V. E. Kagan 

Ins t i tu te of Pa tho logy and Pa thophys io logy , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Moscow, Ins t i tu te of Physiology, Bu lga r i an 

Academy of Sciences, Sofia 

Activity of Na+, K + - A T P a s e and kinetics 
of the enzyme the rmodena tu ra t ion were es t imat-
ed in p repa ra t ions of heavy sarcolemma isolated 
from rat myocardium. Emot iona l -pa infu l s t ress 
( E P S ) decreased the enzymat ic activity by20 u /o , 
whereas the ra te of the enzyme the rmodena tu ra -
tion w a s increased 2-3-fold. A the rmodynamic 
ana lys i s enabled to find a decrease in the 
energy of act ivat ion of the process a f te r the 
s t ressory effects as well as a l t e ra t ions in 
en ta lpy and en t ropy under condi t ions of prac-
tically cons tan t changes in free energy; this 
s u g g e s t s the possible conformat iona l t r ans fo r -
ma t ions in the Na+, K + - A T P a s e molecules in 
E P S , resembl ing the s ta te of dena tura t ion . 
Lipid peroxidat ion w a s essent ia l for the dec-
rease in the enzyme thermostabi l i ty . Act ivat ion 
of lipid peroxidat ion in the sarcolemma na t ive 
m e m b r a n e s w a s accompanied by impa i rments 
typical for E P S . Preadmin is t ra t ion of an anti-
oxidant ionol before s t ress protected both the 
activity and thermostabi l i ty of Na+, K+-ATPase. 
Adapta t ion to E P S by m e a n s of mul t ip le short-
term s t ressory act ions prevented a lso the en-
zyme impairment . Mechan i sms of the s t ress 
a r rhy thmogen ic effect are discussed. 
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Я. М. Геворкян, Л. А. Локшина, Н. В. Николаева, Б. 3. Иткин 

С Р А В Н И Т Е Л Ь Н А Я Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А ПРОТЕОЛИТИЧЕСКИХ 
Ф Е Р М Е Н Т О В Л И М Ф О Ц И Т О В В НОРМЕ И ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ 

Л И М Ф О Л Е Й К О З Е 

И н с т и т у т биологической и медицинской химии А М Н С С С Р , 
И н с т и т у т химической физики А Н С С С Р , В е т е р и н а р н а я а к а д е м и я им. К. И . С к р я б и н а , 

Москва 

Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) 
человека и животных — лимфопроли-
феративное заболевание, характеризу-
ющее накоплением в организме моно-
клональных лимфоцитов (чаще В-кле-
точного происхождения) [20]. При 
этом лейкозный клон образуют лим-
фоциты, которые, возможно, блокиро-
ваны на промежуточных стадиях диф-
ференцировки [27] и характеризуются 
увеличенным временем жизни [9]. 
Молекулярные механизмы, лежащие в 
основе этого заболевания, в настоящее 
время неясны. С целыо их изучения в 
ряде работ проводились исследования 
в лимфоцитах активности лизосомных 
гидролаз [18, 21], ферментов пурино-
вого [10, 19] и нуклеинового обмена 
[24], а также дипептидиламинопепти-
дазь* (ДАП) IV [11] и карбоксипеп-
тидазьг А [16]. Некоторые из этих 
ферментов предлагают использовать 
для дифференциальной диагностики 
разных форм лейкоза; к ним относит-
ся, в частности, ДАП IV, которая об-
наружена только в Тп -лимфоцитах 
[ П ] : 

Учитывая имеющиеся в литературе 
данные об участии протеолитических 
ферментов в индукции пролиферации 
113, 22] и в диффереицировке клеток 
[14, 17], а также сведения о повышен-
ном уровне их активности в опухоле-
вых клетках [7, 23], мы сочли инте-
ресным выяснение возможной роли 
протеииаз в патогенезе лимфопроли-
феративиых заболеваний, в частности 
ХЛЛ. 

В качестве модели был использован 
ХЛЛ крупного рогатого скота, являю-
щийся наиболее распространенной 
ф.Ьрмой гемобласгозов у этих живот-
ных. [2]. Протеолитические форменты 
лимфоцитов крупного рогатого скота 
мало исследованы как в норме, так и 
при Лейкозах. Только в 1982 г. появи-
лась работа по сравнительному изуче-
нию протеолитической активности 
плазматической мембраны лимфоци-
тов периферической крови и лимфоуз-

лов в норме и при энзоотическом 
бычьем лейкозе [6]. 

Настоящая работа представляет со-
бой первую попытку дать сравнитель-
ную характеристику, оценку общей 
протеолитической активности и спект-
ра протеолитических ферментов в 
лимфоцитах периферической крови 
крупного рогатого скота в норме и 
при ХЛЛ. 

М е т о д и к а 

Л и м ф о ц и т ы из периферической крови 
крупного рогатого скота выделяли , пропус-
к а я г епарииизироваиную кровь через термо-
с т а т и р у е м у ю колонку с хлопковым волокном 
9078И д л я у д а л е н и я граиулоцитов [ 3 | . Гемо-
лиз эритроцитов проводили в 0,83 % растворе 
NH4C1, с о д е р ж а щ е м гепарин. З а т е м л и м ф о ц и -
ты о с а ж д а л и центрифугированием (30 мин, 
800 g) и т р и ж д ы отмывали ф о с ф а т н ы м бу-
фером ( N a C l — 8 г/л, КС1 — 0,2 г/л, 
К Н 2 Р 0 4 — 0 , 2 г/л, N a 2 H P 0 4 — 1 г/л, 
N a H 2 P 0 4 — 0,15 г/л; р Н 7,2) . Полученный 
о с а д о к л и м ф о ц и т о в суспендировали в 0,1 М 
ф о с ф а т н о м буфере р Н 7,4, с о д е р ж а щ е м 1 М 
КС1 и 0,1 % тритон Х-100 (107 к л е т о к / м л ) . 
З а т е м проводили троекратное з а м о р а ж и в а н и е 
и оттаивание клеточной суспензии. П р о з р а ч -
ный л и з а т использовали д л я определения кон-
центрации белка по методу Л о у р и и д л я изу-
чения протеолитической активности. 

В качестве субстратов д л я определения 
активности протеииаз при р Н 7,4 и 4,0 исполь-
зовали соответственно ацетилированные 
3 Н-уксусным ангидридом казеин [15] и гемо-
глобин [1]. У д е л ь н а я р а д и о а к т и в н о с т ь 
полученных п р е п а р а т о в с о с т а в л я л а 
2000 имп/мин/мкг . П р о б у объемом 0,5 мл, 
с о д е р ж а щ у ю 0,1 мл л и з а г а (5 -Ю 5 —10° лим-
ф о ц и т о в ) , 0,1 М ф о с ф а т н ы й буфер р Н 7,4 
(или 0,1 М ацетатный буфер р Н 4,0) и 5 мкл 
р а д и о а к т и в н о г о субстрата 20 000 имп) , 
инкубировали 2 ч при 37 °С. При изучении 
действия а к т и в а т о р о в и ингибиторов л и з а т 
преинкубировали с соответствующим реаген-
том 5—10 мин при комнатной температуре . 
О б ъ е м пробы при этом составлял 0,5 мл; 
была использована конечная концентрация 
дитиотрейтола (ДТТ) и Э Д Т А 5 . 1 0 - 4 - — 
10~3 М, п а р а - х л о р м е р к у р и б е и з о а т а (п -ХМБ) 
2 - Ю " 4 М, ф е н и л м е т и о н и н с у л ь ф а и и л ф т о р и д а 
( Ф М С Ф ) 5• 10~4 М, пепстатииа 2—4 мкг/мл. 
Действие трех первых пеществ исследовали 
при р Н 7,4 и 4,0, Ф М С Ф — при р Н 7,4, а 
пепстатииа — при р Н 4,0. П о с л е д о б а в л е -
ния 5 мкл соответствующего р а д и о а к т и в н о г о 
субстрата и последующей 2-часовой иикуба-
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ции в к а ж д у ю пробу вносили по 0,1 мл 3 % 
раствора сывороточного альбумина в 0,1 М 
фосфатном буфере рН 7,4 и проводили осаж-
дение равным объемом 20 % трихлоруксус-
иой кислотой (ТХУ). Пробы оставляли на 
ночь при 4 °С и после центрифугирования 
(20 мин, 2500 g) в иадосадочмой жидкости 
определяли радиоактивность растворимых в 
ТХУ продуктов. Протеолитическую активность 
в ы р а ж а л и в импульсах в 1 мин, обнаружи-
ваемых в ТХУ-фильтратах за 1 ч гидролиза 
в пересчете на клетку и 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 

Исследована протеолитическая ак-
тивность в лизатах лимфоцитов 24 жи-
вотных: 14 здоровых и 10 больных 
ХЛЛ. На рис. 1 приведены значения 
удельной активности ферментов в ней-
тральной и кислой среде (гидролиз 
казеина при рН 7,4 и гемоглобина при 
рН 4,0) в норме и при ХЛЛ. Обраща-
ет на себя внимание большой разброс 
величин активности ферментов как в 
нейтральной, так и в кислой среде в 
обеих группах исследованных живот-
ных. Тем не менее на фоне существу-
ющих индивидуальных колебаний при 
расчете на клетку (см. рис. 1, а, сред-
ние значения) при ХЛЛ отмечается 
некоторая тенденция к снижению про-
теолитической активности. Однако 
при расчете активности на 1 мг белка 
(см. рис. 1, б) тенденция изменяется: 

Содержание белка в лизатах лимфоцитов 
(107 клеток/мл) периферической крови крупного 

рогатого скога в норме и при Х Л Л 

5,4 
Ш 
4.4 
3,0 

15 

2,0 

1.5 

1,0 

0,5 

рН 7.4 рН 4,0 

Н JUJ1 Н ХЛЛ 

Н ХЛЛ Н ХЛЛ 

№ животного 
Лейкоциты в Белок, 

№ животного 1 мкл мкг/мл 

Норма 

1 7 400 860 
2 9 000 — 

3 7 750 — 

4 8 150 — 

5 8 600 890 
6 7 000 450 
7 6 750 — 

8 5 250 650 
9 3 800 600 

10 7 670 520 
11 6 400 825 
12 7 200 700 
13 6 500 750 
14 15 700 — 

С р е д н е е . . . 694 ± 1 2 3 

ХЛЛ 

15 42 400 
16 156 800 150 
17 20 000 340 
18 22 000 300 
19 29 000 390, 
20 53 000 105 it 
21 123 000 170 
21а 166 000 270 
216 181 600 290 ' 
22 34 125 450 
23 42 430 300 
24 65 500 430 

С р е д н е е 290 ± 8 5 

Рис. 1. Удельная протеолитическая активность 
при рН 7,4 и 4,0 в лизатах лимфоцитов пери-
ферической крови животных в норме (Н) и 

при Х Л Л . 
а — в расчете на 10е клеток; б — в расчете на 1 мг 
белка. Кружки — норма; треугольники — ХЛЛ; го-
ризонтальные линии — средние значения активности. 

наблюдается повышение в среднем 
удельной протеолитической активности 
при ХЛЛ по сравнению с нормой. • ') 

Это может быть связано с разным 
содержанием белка в • лимфоцитах ' й 
норме и при ХЛЛ1. Действительно,' if а1-1 

ми обнаружены значительные' 'рйз'ли'1 

чия в содержании белка в ЛМйат^х 
лимфоцитов здоровых (694± 
±123 мкг/107 клеток) и больны'х !ХЛЛ 
(290±85 мкг/107 клеток) Живб^ЙШ* 
(см. таблицу). Таким образом, в лиза-
тах лимфоцитов здоровых животных: 
содержится в среднем й 2,4 раза1' бШь-
ше белка, чем в лимфоцитах больных' 
ХЛЛ. Эти различия статиётй^ёски1 до11 

стоверны (Р<0,005) . Обнаруженный 
различия в содержании белка м;йгли 
быть связаны с загрязнением йЬлучен-
ной нами фракции лимфоцитов дру-
гими типами клеток Либо клёт'очш>ш!1'1 
фрагментами (что более вероятно 'при 
исследовании здоровых, где лёйко'ци-
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Рис. 2. Протеолитиче-
ская активность лим-
фоцитов при рН 7,4 
в динамике развития 
Х Л Л у одного и того 

же животного. 
По оси ординат — удель-
ная активность в расче-
те на 108 клеток; по оси 
абсцисс — количество 
лимфоцитов в I мкл пе-

риферической крови. 

тарная фракция более гетерогенна). 
С целью проверки такой возможности 
мы провели контрольные эксперимен-
ты: определили содержание белка в 
лимфоцитах, выделенных другим ме-
тодом (с использованием системы изо-
пак — фиколл |4 ] ) , а также во фрак-
циях клеток, полученных методом 
дифференциального центрифугирова-
ния (от 400 до 200 g) клеточной сус-
пензии после гемолиза эритроцитов. 
Однако содержание белка во всех слу-
чаях в норме было значительно выше, 
чем при ХЛЛ. Таким образом, обна-
руженное сниженное содержание белка 
в лизатах лимфоцитов при ХЛЛ, по-
видимому, не является артефактом; 
скоре всего оно может иметь отноше-
ние к природе этих клеток при ХЛЛ. 

В связи с наличием существенных 
различий в содержании белка мы счи-
таем необходимым выражать актив-
ность ферментов как на клетку, так и 
на 1 кг белка (см. 1, а и б). Эти два 
способа выражения ферментативной 
активности, используемые также и в 
некоторых других работах [12, 21, 
26], могут взаимно дополнять друг 
друга и свидетельствовать о некото-
рых специфических изменениях мета-
болизма в клетках. Это особенно важ-
но при сравнительной оценке актив-
ности различных ферментов в норме и 
при патологии [12]. 

Корреляцию между активностью 
исследуе м ых фе р ме и то в, соде ржа н ие м 
белка в клетках и лейкоцитозом в 
крови животных выявить не удалось. 
То, что это скорее всего связано имен-
но с индивидуальными колебаниями в 
уровнях активности у разных живот-
ных, подтверждающих опыты, прове-
денные на одном и том же животном. 
Так, у животного № 21 в развернутой 
стадии болезни брали кровь три раза 
с интервалом 1,5—2 мес и в лимфо-
цитах определяли протеолитическую 
активность. Результаты исследования 
приведены на рис. 2. В этом случае 
наблюдается явный рост казеинолити-

ческой активности при рН 7,4 по мере 
нарастания лейкоцитоза в крови (от 
123 000 до 181 000). Этот результат 
свидетельствует о важности исследо-
ваний такого рода, когда нивелируют-
ся индивидуальные различия в уров-
нях активности ферментов и выявля-
ется эффект, характеризующий разви-
тие самого патологического процесса. 
Надо отметить, что и в ряде других 
случаев ХЛЛ высокий лейкоцитоз со-
провождался высокими величинами 
протеолитической активности. В част-
ности, максимальное значение актив-
ности при рН 4,0 наблюдалось у жи-
вотного № 16 с лейкоцитозом 156 800. 

Для выявления спектра протеолити-
ческих ферментов, представленных в 
лизатах лимфоцитов в норме и при 
ХЛЛ, исследовали влияние на протео-
литическую активность лизатов ряда 
активаторов и ингибиторов различных 
классов протеииаз (рис. 3). Обнару-
жено, что пепстатин — специфический 
ингибитор карбоксильных протеи-
иаз — полностью подавляет протео-
литическую активность при рН 4,0 в 
лизатах лейкоцитов здоровых живот-
ных (из 6 изученных исключение со-
ставляет только одно животное, у ко-
торого при нормальном уровне лейко-
цитов в крови обнаруживалась 26 % 
активность, ие ингибируемая пепстати-
ном, — животное № 7). При ХЛЛ, 
наоборот, во всех опытах (п = 6), кро-
ме одного (животное № 24), обнару-
живалось неполное (на 50—80 %) 
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Рис. 3. Влияние активаторов и ингибиторов 
на активность протеииаз в лизатах лимфоци-

тов в норме (Н) и при Х Л Л . 
а — р Н 7,4; б — р Н 4,0. 1 — без добавок (исходная 
активность); 2 - Д Т Т + Э Д Т А ; 3 - ЭДТА; 4 -
ФМСФ; 5 — п -ХМБ \ 16 — пепстатин. Вертикальными 
отрезками обозначена стандартная ошибка средней 

.арифметической. 
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торможение пепстатином активности в 
кислой среде. 

Присутствие ДТТ и ЭДТЛ, вызыва-
ющих активацию тиоловых протеииаз, 
практически не сказывалось на про-
теолитической активности в кислой 
среде лизатов лимфоцитов в норме. 
При ХЛЛ в 7 случаях активация так-
же не наблюдалась (80—90 % исход-
ной активности), а у 4 животных ак-
тивность возрастала до 125, 147, 154 
и 163% исходной (животные № 16, 
21, 19 и 20 соответственно). Три из 
этих случаев сопровождались высо-
ким лейкоцитозом. К этому можно до-
бавить, что остаточная активность при 
ХЛЛ, не тормозимая пепстатином, пол-
ностью ингибируется п-ХМБ — инги-
битором тиоловых протеииаз (2 опы-
та). 

Полученные данные указывают, что 
в норме практически вся активность 
при рН 4,0 обусловлена катепсином 
D, тогда как при ХЛЛ в лимфоцитах 
проявляется активность тиоловых про-
теииаз. 

При ХЛЛ активирующее влияние 
ДТТ и ЭДТА оказалось гораздо более 
выраженным при исследовании актив-
ности в нейтральной среде (рН 7,4): 
активация имела место во всех опы-
тах и достигала в некоторых случаях 
200 % и более. В тех же условиях в 
норме были выделены 2 группы жи-
вотных, в одной из которых (п = 7) 
действие ДТТ и ЭДТА сводилось к 
некоторой инактив ации п ротеиназ 
(80—96 % исходной активности, в 
двух опытах до 5 0 % ) , а в другой 
(п=3) — к активации до 133, 152 и 
164 % исходной (животные № 1 , 2 и 
4). Следует отметить, что при ХЛЛ 
особенно сильная активация фермен-
тов ДТТ и ЭДТА при рН 7,4 отмечена 
у тех же животных, у которых проис-
ходит активация и при рН 4,0. Это 
может свидетельствовать о присутст-
вии при ХЛЛ тиоловой протеиназы, 
активность которой выявляется как в 
кислой, так и в нейтральной среде. 

При действии на лизаты ФМСФ, 
угнетающего активность протеииаз се-
рииового типа, и п-ХМБ, тормозящего 
тиоловые протеиназы, обнаружено 
(см. рис.3), что в норме эти ингибито-
ры вызывают соответственно 50—60 и 
30 -70 % торможение активности при 
рН 7,4. 

При ХЛЛ как ФМСФ, так и п-ХМБ 
угнетают протеолитическую актив-

ность в лизатах лимфоцитов (рИ 7,4) 
в большей степени, чем в норме, и пОд 
действием каждого из них в ряде опы-
тов достигается 60^—100 % торможе-
ние. Это позволяет заключить, что при 
ХЛЛ в лимфоцитах содержится фер-
мент (или ферменты), чувствительный 
к действию как ФМСФ, так и п-ХМБ. 

Полученные данные о характере 
влияния активаторов и ингибиторов 
на активность протеолитических фер-
ментов указывают на существование 
заметных различий как в активности, 
так и в наборе ферментов в лимфоци-
тах в норме и при ХЛЛ. В частности, 
отмечается повышенная активность 
тиоловых протеииаз при ХЛЛ. Обус-
ловлено ли регистрируемое увеличение 
активности протеииаз повышенным 
синтезом какого-то определенного 
фермента (или ферментов) или оно 
связано с нарушением баланса между 
ингибитором и протеиназой, пока не 
известно, и для выяснения этого воп-
роса нужны дальнейшие исследования. 

В связи с полученными данными 
следует отметить, что в трансформиро-
ванных онкогенными вирусами клет-
ках и во многих видах опухолей син-
тезируются и секретируются в среду 
некоторые протеиназы, отсутствующие 
в норме [8, 23, 26]. Среди таких фер-
ментов отмечается и тиоловая протеи-
наза, подобная катепсийу В [23, 26]. 
Такого рода фермент может быть от-
ветствен и за обнаруженное нами уве-
личение тиолзависимой протеолитиче-
ской активности. 

Отмеченные различия в спектре про-
теолитических ферментов в лимфоци-
тах в норме и при ХЛЛ могут быть 
обусловлены как различным составом 
популяции лимфоцитов, так и изме-
ненными характеристиками прсщессов 
обмена В-клеток при ХЛЛ [10, 18, 
21]. С этими же двумя факторами мог 
гут быть связаны и обнаруженные 
различия в содержании белка в Лим-
фоцитах здоровых и больных ХДЛ 
животных. В пользу первого свиде-
тельствует существенное ра.злцуяе в 
содержании белка "в Т- и В-лимфоци-
тах у человека [21]. Что касается осо-
бенностей В-клеток при ХЛЛ, ТО у 
больных ХЛЛ выявлено снижение как 
содержания рибосом в лимфоцитах 
(в среднем в 2 раза), так и скорости 
синтеза белка [5]. При этом скорость 
деградации суммарного белка в лим-
фоцитах человека при ХЛЛ практиче-
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ски не отличается от таковой в норме 
[25]. 

В связи с вышесказанным представ-
ляется важным провести определение 
белка и активности протеолитических 
ферментов отдельно во фракциях Т- и 
В-лимфоцитов. Это даст возможность 
ответить на вопрос о количественных 
и качественных изменениях в спектре 
протеолитических ферментов в В-клет-
ках при ХЛЛ. 
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C H A R A C T E R I S T I C S O F LYMPHOCYTE PRO-
TEOLYTIC ENZYMES IN NORMAL STATE 

AND IN C H R O N I C L Y M P H O L E U K O S I S 

N. M. Gevorkyan, L. A. Lokshina, N. V. Niko-
laeva, B. Z. Itkin 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemistry , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, In-
s t i tu te of Chemical Physics, Academy of Scien-
ces of the USSR, Veter inary Academy, Moscow 

Proteolyt ic activity w a s es t imated in lym-
phocyte lysa tcs of cat t le in normal s ta te and 
in chronic lympholcukosis us ing 3 H-acetyla ted 
casein (pH 7.4) and 3 H-acety la ted hemoglobin 
(pH 4.0) as subs t ra tes . Dist inct individual va-
r ia t ions in the enzymat ic activity were observed 
either in neu t ra l or sl ightly-acid media in the 
animal g roups studied. In chronic lympholcu-
kosis specific proteolytic activity, calculated per 
a cell, was decreased, while it w a s increased in 
calculat ion per a m g of protein. The lower 
contcnt of protein (about 2.4-fold) was found 
in lysates of lymphocytes in chronic lympholcu-
kosis as compared with normal state. An in-
crease in proteolytic activity in lymphocyte 
lysates correlated with elevation of blood leu-
kocytosis if chronic lympholeukosis developed 
in individual animals . Effects of a number of 
pro te inase inhibitors and ac t iva tors were studied 
in the cell lysates; the spectrum of pro-
te inases in chronic lympholeukosis was dis-
similar to tha t of normal state. Peps ta t in in-
hibited quite completely the proteolytic activity 
at pH 4.0 in lymphocytes of heal thy an imals 
and hence cathepsin D w a s responsible for the 
activity; in chronic lympholeukosis, except of 
cathepsin D, thiol-dependent prote inase w a s also 
detected. Activity of pro te inases a t_heu t r a l pH 
value in lymphocytes of heal thy and impaired 
an imals w a s inhibited by phenylmethionine fluo-
rosu l fa te and p-chloromercuribcnzoate , thus sug-
ges t ing that serine and thiol-dependent pro-
te inases were present ; the level of these en-
zymes was dist inct ly higher in chronic lympho-
leukosis as compared with normal s tate . 
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В настоящее время не вызывает 
сомнения тот факт, что нарушение 
обмена биогенных аминов сопровож-
дает многие патологические процессы 
у человека, в частности злокачествен-
ный карциноид, гипертоническую бо-
лезнь, болезнь Паркинсона [2], преж-
девременное прерывание беременности 
[1]. Одним из основных ферментов, 
принимающих участие в обмене био-
генных аминов, является митохондри-
альная моиоаминоксидаза [амин: кис-
лород оксидоредуктаза, дезаминирую-
щая, флавинсодержащая КФ. 1.4.3.4 
(МАО)]. 

Важность роли МАО в обмене био-
генных аминов и возникающая в свя-
зи с этим необходимость определения 
моноаминоксидазной активности в 
клинике требует наличия в арсенале 
биохимиков эффективных методов, по-
зволяющих исследовать активность 
МАО с использованием различных 
субстратов. 

В настоящее время наиболее широко 
применяют радиометрические методы, 
позволяющие определить образующий-
ся в ходе моноаминоксидазной реак-
ции альдегид [12]. Эти методы, буду-
чи высокочувствительными, обладают 
рядом недостатков. Прежде всего они 
не являются кинетическими, т. е. тре-
буют остановки реакции после инкуба-
ции с субстратом перед измерением; 
во-вторых, необходимо наличие мече-
ных субстратов и приборов для реги-
стра ци и р а д и о а кти вн ости. 

В п р а кти к е к л и и и к о - б и о х и м и ч е с к и х 
исследований часто используются ме-
тоды регистрации начальной скорости 
и кинетики реакции окисления аминов 
[2, 12]. 

В последние годы для исследования 
различных оксидазных реакций нача-
ли применять методы, основанные на 
хемилюминесцентном определении пе-
рекиси водорода в реакции с люмино-
лом. Эти методы обладают не мень-
шей чувствительностью, чем радиомет-
рические, но позволяют регистриро-

вать процесс непрерывно, количествен-
но оценивая начальную скорость реак-
ции по образованию перекиси водоро-
да [10]. 

Целыо настоящей работы было ис-
следование возможности использова-
ния хемилюминесцентного метода для 
изучения свойств МАО на примере 
МАО митохондрий плаценты человека. 

М е т о д и к а 

Исследовали МАО митохондрий плаценты 
человека. Плаценты получали при нормаль-
пых своевременных родах в родильном доме 
№ 6 Москвы и использовали для выделения 
митохондрий не более чем через 12 ч после 
родов. Митохондрии выделяли методом диф-
ференциального центрифугирования 30 % го-
могената ткани в изотопическом растворе са-
харозы (0,25 М) с Э Д Т А ( 5 . 1 0 - * М) , приго-
товленном на К-фосфатном буфере рН 7,4 
(10~2 М) с последующей двукратной про-
мывкой той ж е средой. 

Активность МАО определяли тремя неза-
висимыми методами: колориметрически с 
реактивом Несслера по освобождению аммиа-
ка в пробах с серотонином, тирамйиом или 
2-фенилэтиламииом (2-ФЭА) в качестве суб-
стратов [2, 4] (в ряде опытов в систему 
вместо субстратов МАО вносили диамин — 
кадаверин) ; спектрофотометрическим по обра-
зованию беизальдегида в пробах с беизилами-
ном в качестве субстрата [3, 9] , а т а к ж е 
хемилюминесцентным методом с 2-ФЭА, бен-
зиламииом или кадаверином [10]. Регистра-
цию хемилюминесценции осуществляли на 
хемилюминесцентной установке с фотоэлектро-
умиожителем 9635 QB EMI в режиме регист-
рации тока. 

Среда для регистрации хемилюминесцен-
ции содержала К, Ыа-фосфатный буфер рН 
7,4 ( 1 0 - 2 М ) , суспензию митохондрий 
(0,5 мг/мл) , пероксидазу из хрена 
(1,25 ед/мл) , люминол (10 4 М), субстрат 
(концентрации указаны в тексте) и при не-
обходимости ингибиторы МАО (концентрации 
указаны в тексте); общий объем пробы со-
ставлял 3,3 мл. 

В работе использовали люминол (5-амиио-
2,3-дигидро-1,4-фталазиндион) фирмы 
"Koch — L igh t " Labora tor ies Ltd., пероксидазу 
из хрена (25 ед/мг) фирмы "Reana l" , хлор-
гили и был предоставлен фирмой "May & 
Baker" (Англия), депрепил предоставлен проф. 
Knoll (Венгрия) , все остальные реактивы 
были отечественного производства. 

Белок определяли по Lowry и соавт. [8]. 
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Субстратная специфичность МАО плаценты че-
ловека, определенная колориметрическим (К) и 

спектрофотометрическим (С) методами 

Субстрат 

Насыщаю-
щая кон-

центра-
ция, мМ 

Метод 
определе-

н и я 

Удельная 
активность, 
нмоль про-
дукта на 

1 мг в 
1 мин 

2-ФЭА 0,1 К 8,25 
Серотонии 0,1 к 26,99 
Тирамин 0,1 к 28,41 
Бензиламин 1,0 с 0,79 
Кадаверин Нет к 0 

П р и м е ч а н и е. Исследования проводили 
при рН 8,1. 

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

В тканях млекопитающих МАО яв-
ляется мембраносвязаииым фермен-
том, локализованным в мембране ми-
тохондрий. По субстратной специфич-
ности и чувствительности к ацетиле-
новым ингибиторам (хлоргилииу и 
депренилу) различают два типа 
МАО: А и Б [7]. 

В плаценте человека МАО пред-
ставлена несколькими множественны-
ми формами: в основном типе А й в 
незначительном количестве типами В 
и Б ' [5]. Последний тип МАО обла-
дает субстратной специфичностью ти-
па Б, но отличается равной чувстви-
тельностью к специфическим ингиби-
торам обоих типов МАО. Плацентар-
ная МАО типа А в отличие от МАО 
типа А из других источников облада-
ет высоким сродством к 2-ФЭА 

Рис. 1. Типичная кривая хемилюминесцентного 
ответа при исследовании ферментативного 

о к и с л е н и я р а з л и ч н ы х с у б с т р а т о в . 
Здесь и на рис. 2 по оси абсцисс — время реак-
ции (в мин); по оси ординат — амплитуда (хемилю-
минесценции (в имп/с-10-2). / — 2-ФЭА(б • 10-5 М); 
2 — бензиламин (Ю-з М); 3 — кадаверин (10-3 М). 
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классическому субстрату МАО типа Б 
[ п ] . 

На первом этапе работы были сопо-
ставлены величины, характеризующие 
ферментативное окисление 2-ФЭА 
(5- 10~5М), бензиламина (10~3М), 
кадаверина (10 - 3 М) как в сопряжен-
ной люминол-пероксидазной системе 
(рис. 1), так и независимыми метода-
ми (табл. 1). Хемилюминесцентный 
ответ регистрируется в виде кривой с 
максимумом. Быстрая фаза соответст-
вует начальной скорости реакции, а 
наличие максимума и снижение ин-
тенсивности хемилюминесценции обус-
ловлено расходованием Н 2 0 2 в ходе 
окисления люминола при участии пер-
оксидазы. 

Амплитуда хемилюминесценции 
при моноаминоксидазном окислении 
2-ФЭА значительно выше, чем при 
дезаминировании бензиламина, и пол-
ностью отсутствует в пробах с када-
верином. Это хорошо согласуется с 
данными табл. 1, где представлены 
удельные активности МАО при деза-
минировании различных субстратов, 
определенные колориметрическим и 
спектрофотометрическим методами. 
Все эти данные также согласуются с 
литературными [5, 11]. 

На рис. 2 представлена зависимость 
интенсивности хемилюминесцентного 
ответа от рН среды проведения моно-
аминоксидазной реакции. Как видно, 
максимальная амплитуда хемилюми-
несценции получена при рН 8,4. Из-
вестно [5], что митохондриальная 
МАО плаценты человека имеет опти-
мальный рН 8,1. Несмотря на это, все 
другие измерения проводили при рН 

Рис. 2. Зависимость амплитуды хемилюмине-
сценции от рН, субстрат — 2-ФЭА ( 5 - 1 0 ~ 5 М ) . 

1 — рН 7,4; 2 - рН 8,4. 



Т а б л и ц а 2 
Влияние избирательных ингибиторов МАО типов 

Л и В на дсзаминированис 2-ФЭА 

Ингибитор 
Концентрация 

ингибитора, мкМ 
Ингибироиаиие 

дезам и и и ров а и и я 
2 - Ф Э А , % 

Депренил 10 90 
0 , 5 49 

Хлор гил и н 0 ,1 100 Хлор гил и н 
0,01 46 

П р и м е ч а н и е. В пробах содержание ми-
тохондрий составляло 0,5 мг/мл, конечная кон-
центрация 2-ФЭА — 5- 10—r> М; преинкубация с 
ингибитором 10 мин при 37 °С; рН 7,4. 

7,4. Это связано с тем, что пероксида-
за имеет оптимальный рН в нейтраль-
ной области, а квантовый выход све-
чения люминола возрастает при незна-
чительном сдвиге в сторону увеличе-
ния рН [6]. 

В результате определения зависимо-
сти скорости моноаминоксидазиой ре-
акции от концентрации 2-ФЭА хеми-
люминесцентиым методом установле-
но, что скорость дезаминирования воз-
растает при увеличении концентрации 
субстрата, следуя обычной кинетике 
Михаэлиса — Ментен; насыщение на-
ступает при концентрации 2-ФЭА вы-
ше 10~4 М. 

Прямая пропорциональность между 
увеличением начальной скорости реак-
ции окисления 2-ФЭА и содержанием 
в пробах белка митохондрий была от-
мечена в интервале от 0,3 до 1 мг/мл. 

В табл. 2 представлены данные ин-
гибиторного анализа митохоидриаль-
ной МАО плаценты человека, получен-
ные хемилюминесцентным методом. 
Из табл. 2 видно, что плацентарная 
МАО значительно более чувствитель-
на к хлоргилину — избирательному 
ингибитору МАО типа А, чем к депре-
нилу — избирательному ингибитору 
МАО типа Б; концентрация хлоргили-
на, при которой достигается ингибиро-
ваиие окисления 2-ФЭА на 50%, в 
500 раз меньше, чем концентрация 
депренила. 

Полученные в настоящей работе 
данные свидетельствуют о возможно-
сти определения моноаминоксидазиой 
активности в сопряженной люминол-
пероксидазиой системе хемилюминес-
центным методом. Метод позволяет 
регистрировать кинетику процесса, а 
также с высокой точностью (ошибка 
не превышает 3 % ) и чувствитель-
ностью (не менее 10 9 М Н2О2) изме-

рять начальную скорость окисления 
аминов. Недостатком метода является 
тот факт, что некоторые субстраты и 
продукты моноаминоксидазиой реак-
ции могут влиять на развитие хеми-
люминесцентиого ответа, выступая в 
качестве тушителей или активаторов 
люминесценции. В условиях наших 
опытов, однако, данные, полученные 
хемилюминесцентным методом, были 
полностью адекватны результатам ис-
следований с применением других ме-
тодов определения моноаминоксидаз-
иой активности. 
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STUDIES ON MONOAMINE OXIDASE FROM 
HUMAN PLACENTA MOTOCHONDRIA US-
ING THE C H E M I L U M I N E S C E N C E TECHNI-

QUE 
О. E. Volkovitshaya, P. Q. Bochev, S. R. Ri-

barov, V. Z. Gorkin, V. E. Kagan 

The activity of monoamine oxidase from 
human placenta mitochondria was determined 
with 2-phenylethylamine and benzylamine as 
subst ra tes by the generat ion of hydrogen pero-
xide in a conjugated luminol-peroxidase system, 
using the chemiiuminescence method. The mono-
amine oxidase was found to oxidize at a high 
rate MAO substra tes and revealed high sensi-
tivity to clorgyline, a specific inhibitor of mo-
noamine oxidase type A. It was shown that 
the use of the chemiiuminescence technique for 
determining the monoamine oxidase activity 
gives the results that are fully consistent with 
those obtained by other methods. 
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С Р А В Н И Т Е Л Ь Н А Я Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А А К Т И В Н О С Т И 
П Р О Т Е О Л И Т И Ч Е С К И Х Ф Е Р М Е Н Т О В И И Х И Н Г И Б И Т О Р О В 
В Л Е Г О Ч Н О Й Т К А Н И М О Р С К И Х С В И Н О К П Р И Р А З В И Т И И 

Г Е Н Е Р А Л И 3 0 В А Н Н О Г О И Д Е С Т Р У КТ И В Н О Г О Т У Б Е Р К У Л Е З А 

Центральный Н И И туберкулеза Минздрава СССР, Москва 

На любое повреждение тканей ор-
ганизм отвечает комплексом гумораль-
ных и клеточных реакций, важным 
компонентом которых является высво-
бождение лизосомальиых ферментов 
и прежде всего протеиназ из активи-
рованных фагоцитирующих клеток. 
Протеиназы полиморфно-ядерных лей-
коцитов (ПЯЛ) и альвеолярных мак-
рофагов (AM) в легких обеспечивают 
внутриклеточное переваривание фаго-
цитированного материала, в том числе 
патогенных микроорганизмов. Вместе 
с тем активированные ПЯЛ и AM вы-
свобождают протеиназы во внекле-
точную среду, где эти ферменты ин-
дуцируют физиологические реакции 
ограниченного протеолиза, но при от-
сутствии контроля способны обусло-
вить деструкцию всех основных струк-
турных компонентов легочной ткани 
[1, 5, 6]. 

Фагоцитирующие клетки содержат 
полный набор протеолитических фер-
ментов [8, 9]. При попадании во вне-
клеточное пространство наибольшую 
активность обнаруживают нейтраль-
ные протеиназы и прежде всего эла-
стаза, которая разрушает эластиче-
ский каркас легкого и оказывает вы-
раженное повреждающее действие на 
коллаген, протеогликаны, базальные 
мембраны, апопротеин сурфактанта 
[5, 9]. Высокой агрессивностью обла-
дает катепсин D-лизосомальиая кис-
лая карбоксипротеиназа, разрушаю-
щая протеогликаны [12]. 

Физиологический контроль активно-
сти лизосомиых протеиназ обеспечи-
вается системой их ингибиторов, из 
которых главными являются арпро-
теазный ингибитор ( а г П И ) и а2-
макроглобулин (а2-МГ). 

а р П И является главным ингибито-
ром серииовых протеиназ, а а2-МГ 
блокирует активность всех классов 
протеолитических ферментов [6, 9, И ] . 
Баланс между активностью протеоли-
тических ферментов и эффективностью 
их ингибиторов в конечном итоге оп-

ределяет развитие и исход локального 
патологического процесса. 

М е т о д и к а 

Д л я решения > задач, связанных с оценкой 
роли протеолитических ферментов и их инги-
биторов в легочной ткани при развитии ту-
беркулезного воспаления, было поставлено 
2 серии экспериментов. 

В 1 серии создавали модель генерализо-
ванного туберкулеза подкожным введением 
0,0001 мг 3-иедельной культуры микобактерии 
туберкулеза (МБТ) H37RV. В эксперименте 
было использовано 36 самок морских свинок 
массой 150—180 г, которые были разделены 
на 3 группы. 1-ю группу составили 14 жи-
вотных со спонтанным развитием экспери-
ментального туберкулеза, 2-ю — 10 живот-
ных, которых через месяц после заражения 
начинали лечить рифампицином (10 мг/кг) 
и изониазидом (10 мг/кг). Препараты вводили 
per os ежедневно, кроме суббот и воскресе-
ний. В 3-ю группу вошло 12 контрольных 
животных. Животных умерщвляли через 
1 мес после заражения (1-я и 3-я группы) и 
через 2 и 3 мес (1—3-я группы). 

Во II серии создавал^ модель деструктив-
ного туберкулеза легких [3]. Животным про-
водили вакцинацию подкожным введением 
культуры Б Ц Ж в дозе 0,1 мг. Через 1,5 мес 
после проведения туберкулиновой пробы 
(внутрикожное введение 0,01 мл альттубер-
кулииа в разведении 1 : 10) и получения по-
ложительной реакции в виде папулы 
15—17 мм в нижнюю долю правого легкого 
вводили 1 мг 3-недельной культуры МБТ 
H37RV в 0,3 мл вазелин-ланолиновой взвеси. 
В эксперименте было использовано 30 жи-
вотных. Эксперимент проводили летом. Мор-
ские свинки были значительно крупнее, чем 
в первом опыте (500—700 г) и контрольные 
показатели у , н и х отличались от вышеописан-
ных. Все животные были разделены па 3 груп-
пы: 1-ю группу составили 9 морских свипок 
со спонтанным течением деструктивного ту-
беркулеза, 2-ю — 6-животиых, которых через 
1,5 мес после заражения начинали лечить 
тубазидом и рифампицином по вышеприве-
денной схеме, 3-ю — 15 здоровых особей 
(контроль). 

Животных умерщвляли через 1,5 мес (1-я 
и 3-я группы) и через 3 мес после зараже-
ния (1—3-я группы). Для, гуюрских свинок 
2-й группы этот срок соответствовал 1,5 мес 
лечения. 

В обеих сериях экспериментов материал 
для исследования получали под тиопентал-
натриевым наркозом (50 мг виутрибрюшин-
по). После наступления анестезии вскрывали 
грудную клетку, перерезали брюшную аорту 
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и проводили перфузию легкого подогретым 
д о 37 °С физиологическим раствором через 
правый ж е л у д о ч е к под давлением. Л е в о е 
легкое выделяли in s i tu и немедленно замо-
р а ж и в а л и в ж и д к о м азоте. П р а в о е легкое 
использовали д л я гистологического исследова-
ния. З а м о р о ж е н н у ю ткань легкого растирали 
в ф а р ф о р о в о й ступке и переносили в предва-
рительно взвешенные пробирки-. Экстракцию 
проводили физиологическим раствором в 
соотношении 0,25 г ткани на 1 мл физиоло-
гического раствора в течение 18—20 ч при 
4 ° С . П р о б ы центрифугировали 20 мин при 
7000 об/мин, д л я исследований использовали 
надосадочную жидкость . 

Общее с о д е р ж а н и е белка определяли по 
Л о у р и , эластолитическую активность (ЭА) — 
с использованием в качестве субстрата пара-
нитрофеиилового эфира N-терт-бутилоксикар-
бонил-1-аланина [12], активность катепсина D 
измеряли по расщеплению гемоглобина в при-
сутствии пепстатииа [11], активность катеп-
сина В — по отношению к синтетическому 
субстрату Ы-а-беизоил-ОЬ-аргинина пара-нит-
роанилиду [4], антитриптическую активность 
(АТА) — по способности экстракта тормо-
зить Ы-а-бензоил-Ь-аргинина этиловый эфир 
( Б А Э Э ) — эстеразную активность трипсина 
[2]. Р е з у л ь т а т ы пересчитывали на 1 г в л а ж -
ной ткани. 

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

В I серии у животных со спонтан-
ным течением туберкулеза (1-я груп-
па) через месяц после заражения ги-
стологически обнаруживали изменения 
неспецифического характера: вокруг 
сосудов и бронхов имелись лимфоид-
ные скопления и инфильтраты, капил-
лярная сеть была полнокровной, меж-

альвеолярные перегородки утолщены 
за счет лимфоидной инфильтрации. 
В большом количестве выявляли гис-
тжшитарные элементы, образующие 
сплошные безвоздушные участки. Спе-
цифических измеиеиий к этому сроку 
не было, что можно, по-видимому, объ-
яснить недостаточной вирулентностью 
использованной культуры. Через 
2 мес после заражения в легочной 
ткани появились туберкулезные оча-
ги, состоявшие из эпителиоидных кле-
ток и лимфоидных элементов (рис. 1, 
см, вклейку). К исходу 3-го месяца 
они становились более многочислен-
ными, крупными и местами приобре-

тали сплошной характер. В центре таких 
очагов появлялся казеозный некроз, 
обнаруживалось множество распада-
ющихся иейтрофилов. В межальвео-
лярных перегородках определялась 
нейтрофильиая инфильтрация. 

При постепенном развитии тубер-
кулезных изменений в легких отмеча-
ли значительное увеличение содержа-
ния растворимого белка (табл. 1), 
что, очевидно, обусловлено повышени-
ем сосудистой проницаемости и пере-
ходом альбумина в ткани. Одновре-
менно происходило перемещение в 
легкие и а г П И , обладающего близ-
кой молекулярной массой, за счет чего 
возрастала и АТА. Вероятно, высоким 
уровнем АТА можно объяснить отсут-
ствие повышения ЭА при наличии ней-

Т а б л и ц а 1 

Активность протеолитических ферментов в гомогенатах обескровленной легочной ткани морских 
свинок на разных этапах развития генерализованною туберкулеза и при лечении рифампицином в 

комбинации с изониазидом 
X 
в Белок, мг ЭА, нмоль на 

Катепсин D Катепсин В, АТА 
о н Белок, мг ЭА, нмоль на ед . опт. пл. нмоль на 

1 г влаж-Группа животных Ч о о м на 1 г влаж- 1 г влажной на 1 г нмоль на 
1 г влаж- мИЕ на 1 г мИЕ на 1 мг s s 

•V % 
ной ткани ткани влажной ной ткани влажной белка •Г' . 

s s 
•V % ткани ткани белка 

К о н т р о л ь 12 16 ,92 dz 1 ,08 3 6 4 , 0 ± 6 0 , 9 Ю , 3 ± 0 , 8 4 8 , 9 ± 1 , 0 1 0 8 9 ± 1 6 0 6 0 , 7 ± 7 , 3 
Ж и в о т н ы е ....со спон-

танным течением ту-
беркулеза : 

2 5 , 6 ± 2 , 1 6 1 мес 6 2 5 , 6 ± 2 , 1 6 230 ,1 ± 3 4 , 7 1 1 , 4 ± 1 , 8 8 8 , 2 ± 0 , 5 1301 ± 1 4 4 5 0 , 8 ± 4 , 1 
Р < 0 , 0 1 

5 0 , 8 ± 4 , 1 

2 мес 5 2 6 , 5 ± 3 , 8 269 ,1 ± 2 4 , 0 2 3 , 0 ± 1 , 7 9 8 , 5 ± 0 , 5 2 6 0 7 ± 6 4 , 5 Ю 7 , 5 ± 2 2 , 0 
Р < 0 , 0 5 

4 5 1 , 3 ± 2 2 4 , 6 
Р < 0 , 0 1 Р < 0 , 0 1 Р < 0 , 1 

3 мес 3 3 2 , 3 ± 5 , 7 4 5 1 , 3 ± 2 2 4 , 6 1 8 , 3 ± 2 , 9 8 8 , 8 ± 0 , 9 6 4 0 7 7 ± 1 6 4 3 1 5 6 , 2 ± 9 0 , 4 
Р < 0 , 0 5 Р < 0 , 0 5 

1 5 6 , 2 ± 9 0 , 4 

Ж и в о т н ы е , получав-
шие лечение: 

2 мес 5 2 6 , 9 ± 5 , 5 6 2 9 0 , 0 ± 5 8 , 4 2 3 , 5 ± 2 , 9 
Р < 0 , 0 1 

9 , 1 ± 0 , 9 2 4 3 0 ± 4 6 9 
Р < 0 , 0 2 

Ю 8 , 6 ± 1 4 , 4 
Р < 0 , 0 1 

3 мес 5 30,9=1=3,88 
Р < 0 , 0 1 

431 ,6=Ы 10 1 3 , 7 ± 2 , 5 8 9 , 1 8 ± 1 , 2 2 3 9 0 9 ± 6 0 7 
Р < 0 , 0 1 

1 3 3 , 4 ± 9 , 2 
Р < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е . Сроки указаны с момента з а р а ж е н и я . 1 м И Е тормозит гидролиз 1 нмоля 
с у б с т р а т а . Р — достоверность различий по сравнению с контролем. 
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трофильной инфильтрации и большого 
числа распадающихся нейтрофилов, 
поскольку (хрПИ является мощным ин-
гибитором нейтрофильной эластазы. 
Развитию туберкулезного воспаления 
с последующей деструкцией сопутст-
вовало закономерное увеличение ак-
тивности катепсина D, по отношению 
к которому ai-ПИ малоактивен. Тен-
денция к увеличению активности эла-
стазы на 3-м месяце течения туберку-
леза, возможно, была обусловлена 
увеличением активности макрофагаль-
иого фермента, на который не дейст-
вует арПИ. 

При лечении животных антибакте-
риальными препаратами (2-я группа) 
уже через месяц сформированные 
туберкулезные очаги в легочной ткани 
не определялись, нейтрофильная ре-
акция отсутствовала. Легочная ткань 
была воздушна, но значительная часть 
альвеолярных перегородок инфильт-
рирована лимфоидными элементами. 
В просвете альвеол обнаруживалось 
большое число AM (см. рис. 1). Ка-
пиллярная сеть была расширена, а 
проницаемость сосудов оказалась вы-
ше, чем у нелеченых животных (при 
данном сроке наблюдения). Сходная 
гистологическая картина выявлялась и 
по истечении 2 мес терапии. Однако 
AM по размерам были несколько мень-
ше, чем при предыдущем сроке иссле-
дования. Несмотря на отчетливый по-
ложительный эффект антибактериаль-
ной терапии, биохимические сдвиги со-
ответствовали таковым у нелеченых 
животных. Содержание растворимого 
белка в легочной ткани было повыше-
но (см. табл. 1). Соответственно бо-
лее чем вдвое возрастал показатель 
АТА. Сохранялась высокая активность 
катепсина D, что можно объяснить вы-
раженной активацией AM с высвобож-
дением ими большого числа лизосо-
мальных ферментов. 

Через 2 мес терапии активность ка-
тепсина D нормализовалась, что со-
четалось с уменьшением размеров и, 
по-видимому, степени активации AM. 
Гистологически регистрируемому по-
вышению сосудистой проницаемости 
соответствовали высокое содержание 
растворимого белка в тканях и высо-
кий уровень антипротеолитической за-
щиты. 

Во II серии на модели деструктив-
ного туберкулеза развитие процесса 
характеризовалось значительно более 

бурным течением. Через 1,5 мес после 
заражения у всех животных в правом 
легком сформировался крупный очаг 
казеозного поражения, у некоторых из 
них с распадом. Стенки каверны плохо 
сформированные были представлены 
широкой зоной грануляционной ткани 
с обильной нейтрофильной инфильтра-
цией (рис. 2, см. вклейку). В зоне 
специфического воспаления многие со-
суды облитерировались за счет про-
дуктивного васкулита, а в окружности 
фокуса сосудистая сеть была расши-
ренной и полнокровной. Коллагеиовьте 
волокна, выявляемые в участках фор-
мирования фиброза, были тонкими, 
располагались рыхло. Между ними об-
наруживалось множество лимфоидиых 
скоплений и участков специфического 
воспаления, большое количество фиб-
робластов и фиброцитов. Через 3 мес 
после заражения отмечалось отграни-
чение участка специфической пневмо-
нии. Казеозный фокус становился зна-
чительно крупнее, с хорошо сформи-
рованными стенками каверн, однако 
на внутренней поверхности каверны 
выявлялись массивные казеозно-не-
кротические массы, пронизанные рас-
падающимися иейтрофилами. Грану-
ляционный слой стал тоньше (частич-
но за счет казеификации). По пери-
ферии фокуса отмечались массивные, 
ком па ктиьте, четко очерчен иые пучки 
коллагеновых волокон. Межальвео-
лярные перегородки значительно утол-
щались за счет коллагеиизации и 
л и м фо и д но й и и ф ил ьтр а ции. 

Результаты биохимических исследо-
ваний (табл. 2) показывают, что зна-
чительная часть изменений (увеличе-
ние содержания растворимого белка, 
абсолютной и удельной величины 
АТА, активности катепсина D) повто-
ряла динамику анал ог и чны х я вл е ний 
при генерализованном туберкулезе че-
рез 2 мес после заражения. Принци-
пиальным отличием в группе с дест-
руктивным туберкулезом являлось 
двукратное увеличение ЭА. Через 
3 мес после заражения на фоне ана-
логичных изменений достоверно воз-
растала и активность катепсина В. 
Учитывая, что это явление не было 
характерно для генерализованного 
прогрессирующего туберкулеза и что 
катепсин В обладает свойствами раз-
рушать спиральную структуру колла-
гена, можно полагать, что увеличение 
активности катепсина В, являясь мар-
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Т а б л и ц а 2 

Активность протеолитических ферментов в гомогенатах обескровленной легочной ткани морских 
свинок на разных этапах развития деструктивного туберкулеза и при лечении сочетанием рифам-

пицина с изониазидом 

Сумма тно-
ловых про-

теиназ 
е д . опт. пл. 

на 1 г в л а ж -
ной ткани 

АТА 

Группа 
животных 

Ч
и

сл
о 

ж
и 

во
тн

ы
х 

Белок, мг 
на 1 г 

влажной 
ткани 

ЭА, нмоль 
на 1 г в л а ж -

ной ткани 

Катепсин D , 
е д . опт . пл. 

на 1 г влаж-
ной ткани 

Катепсин В, 
нмоль на 1 г 

в л а ж н о й 
ткани 

Сумма тно-
ловых про-

теиназ 
е д . опт. пл. 

на 1 г в л а ж -
ной ткани 

мИЕ на • 
1 г в л а ж -
ной ткани 

мИЕ на 
! мг белка 

Контроль 
Спонтанное 

течение тубер-
к у л е з а : 

1 , 5 мес 

3 мес 

Лечение 

15 3 9 , 2 ± 2 , 5 3 8 7 , 9 ± 3 7 , 6 1 8 , 6 ± 1 , 2 5 , 9 6 ± 0 , 7 5 1 7 , 3 ± 0 , 6 6 237 1 ± 2 9 4 6 0 , 5 ± 7 , 5 Контроль 
Спонтанное 

течение тубер-
к у л е з а : 

1 , 5 мес 

3 мес 

Лечение 

4 

5 

6 

4 8 , 4 ± 2 , 3 
Я, С 0 , 0 2 

5 6 , 0 ± 3 , 5 
Р , < 0 , 0 1 

6 0 , 0 ± 2 , 2 
P i < 0 , 0 1 

7 7 5 , 2 ± 9 5 , 0 
Л С 0 . 0 1 

5 4 5 , 0 ± 5 9 , 1 
P i < 0 , 01 

6 0 5 , 7 ± 4 2 , 2 
P j C O . O l 

2 9 , 4 ± 2 , 8 3 
/ \ < 0 , 0 1 

3 3 , 9 ± 2 , 62 
Я , < 0 . 0 1 

3 2 , 1 ± 1 , 2 2 
/ \ < 0 , 01 

6 , 5 ± 0 , 8 7 

8 , 8 6 ± 1 , 12 
Р , < 0 , 05 

9 , 5 5 ± 1 , 3 8 
P j C O . O l 

1 8 , 2 ± 1 , 1 

19 , 3 ± 2 , 5 

1 8 , 8 ± 1 , 4 

67 16 ± 3 7 2 
y j , < 0. 01 

4 3 6 8 ± 4 8 8 
Р \ < 0 , 01; 
Я 2 < 0 , 0 1 

4 1 5 0 ± 4 3 3 
я , < 0 , 01 

1 3 8 , 8 ± 7 , 7 
Я , < 0 , 01 
7 8 , 0 ± 8 , 7 

Р 2 < 0 , 01 
6 9 , 2 ± 7 , 2 

П р и м е ч а н и е . Я , — д о с т о в е р н о с т ь различия м е ж д у группами через 1 , 5 мес после заражения, Р2 — 
достоверность различий при спонтанном течении заболевания через 1 , 5 и 2 мес после заражения. 

кером интенсивного фиброзирующего 
процесса, отражало наличие защитной 
ограничительной реакции. С другой 
стороны, АТА ткани по сравнению с 
предыдущим сроком достоверно сни-
жалась, а удельная активность АТА 
практически нормализовалась, что, по-
видимому, являлось следствием от-
граничения очага протеолитического 
разрушения тканей. 

Антибактериальная терапия в тече-
ние 1,5 мес обусловила значительное 
рассасывание перифокального воспа-
ления. Участок поражения становил-
ся более отграниченным. У всех жи-
вотных определялся крупный казеоз-
ный очаг с распадом, но стенки кавер-
ны становились более узкими. Грану-
ляционный слой характеризовался 
большим количеством полнокровных 
сосудов. Соединительная ткаиь в тол-
ще грануляционного слоя по перифе-
рии каверны, а также в межальвео-
лярных перегородках в отдаленных 
участках легких отличалась четкой 
очерченностыо пучков коллагеновых 
волокон (см. рис. 2), малым количест-
вом фибробласгов и большим числом 
лимфоцитов. Эпителиоидиых клеток 
стало намного меньше, но появились 
гигантские клетки и значительное коли-
чество макрофагов. Тем не менее на 
границе с казеозом грануляционный 
слой был еще в значительной степени 
инфильтрирован нейтрофилами. 

Таким образом, антибактериальная 
терапия, начатая на этапе уже сфор-
мировавшейся каверны, оказалась го-
раздо менее эффективной, чем при ге-
нерализованном туберкулезе, и приво-

дила лишь к частичному рассасыванию 
и усилению процессов фиброзирования. 
В соответствии с относительно малым 
эффектом лечения и в биохимических 
показателях в легочной ткани между 
двумя сравниваемыми группами 
(спонтанное течение и лечение анти-
бактериальными препаратами) суще-
ственных различий не выявлялось. 

Результаты обеих серий исследова-
ний позволяют сделать вывод, что при 
развитии туберкулезного воспаления 
параллельно повышению сосудистой 
проницаемости резко нарастает анти-, 
прогеолитический потенциал легочной 
ткани за счет перемещения в нее сы-
вороточного си-ПН. Благодаря этому 
обстоятельству на длительное время 
эффективно блокируется нейтрофиль-
ная эластаза, а главным фактором 
тканевой деструкции выступает кате-
псин D. При деструктивном туберку-
лезе нарастает активность всех клас-
сов протеолитических ферментов, что, 
по-видимому, в значительной мере 
предопределяет характер морфологи-
ческих реакций. 
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ACTIVITY OF PROTEOLYTIC ENZYMES AND 
OF THEIR INHIBITORS IN LUNG T I S S U E 
OF GUINEA P I G S WITH GENERALIZED 
AND DESTRUCTIVE FORMS OF TUBERCU-

LOSIS 

Ar. /.. Zhukova, L. E. Gedymin, V. /. Golyshevs-
kaya 

Central Inst i tute of Tuberculosis, Ministry of 
Public Health of the USSR, Moscow 

Two series of experiments were carried out 
us ing 66 guinea pigs infected with tuberculosis. 

In the first experiment generalized tuberculosis 
was simulated by means of subcutaneous ad-
minis trat ion of Mycobacterium tuberculosis 
HazRV strain at a dose of 0.0001 mg. In the 
second experiment destructive form of tuber-
culosis was developed after in t rapulmonary ad-
minis trat ion of the bacteria (1 mg) followed 
by VCG vaccination. In both experiments the 
animals were divided into groups with spon-
taneous form of the infection and the group of 
animals treated with r ifampycin and isoniazid. 
Total protein, elastolytic activity, cathepsins В 
and D, free ant i t rypt ic activity were estimated 
in lung homogenates . Generalized and destruc-
tive forms of tuberculosis were shown to in-
duce an increase in content of soluble protein 
as well as in cathepsin D, elastolytic and anti-
tryptic activities in tissues. Destructive form 
of tuberculosis was characterized by more than 
4-fold increase in elastolytic activity and by a 
distinct activation of cathepsin B. The antibac-
terial d rugs used affected only slightly the bio-
chemical pa t te rns studied in lung tissue. 
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С Т И М У Л Я Ц И Я О К И С Л И Т Е Л Ь Н Ы Х Ф Е Р М Е Н Т О В М И Т О Х О Н Д Р И И 
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Среди регуляторыых механизмов, 
о п р еде л я ю щ и х срочные метаболиче-
ские реакции организма на острое ох-
лаждение, ведущая роль принадлежит 
сим патико-адреналовой системе [9, 
14]. Под влиянием холодового стиму-
ла происходит мобилизация депониро-
ванных катехоламинов, с действием 
которых связаны различные метабо-
лические ответы [9, 10, 14, 15]. Вопрос 
о роли катехоламинов в регуляции ак-
тивности окислительных ферментов 
митохондрий при остром охлаждении 
стал изучаться только в последнее 
время [5, 6 | . Между тем уже извест-
но существование катехоламиновой 
цАМФ-зависимой стимуляции дыхания 
митохондрий [5], активности ключе-
вых ферментов цикла трикарбоновых 
кислот: НАД^-зависимой изоцитратде-
гидрогеназы (НАД+-ИПДГ) [5, 17] 
сукцинатдегидрогеназы (СДГ) 161, а 

также НАДФ+-трансгидрогеназы (ТГ) в 

и а п р а в леи ии переноса гид рид-и о н а 
НАДФ • Н-Ч1АД+ [7, 17]. Все это и 
определило наш интерес к исследова-
нию влияния острого охлаждения ор-
ганизма на активность окислительных 
ферментов митохондрий. 

М е т о д и к а 

Работа проведена на 150 крысах Вистар 
массой 150—250 г. Животных охлаждали в 
малогабаритной климатической камере 
МКК-3 при —17—20 °С в индивидуальных 
клетках с сохранением двигательной актив-
ности [9]. О степени гипотермии судили по 
температуре в ободочной кишке, которую 
определяли электротермометром ТПЭМ-1. 
Антагонист ,8-адренорецепторов апаприлии 
(пропанолол) вводили в дозе 34 мкмоль/кг 
за 30 мин до начала охлаждения. Животных 
декапитировали. Органы и ткани гомогенези-
ровали в средах следующего состава: а) пе-
чень — 0,25 М сахароза, 1 мМ ЭДТА, 
10 мМ трис-HCl буфер рН 7,4 (на 1 г ткани 
9 мл среды); б) сердце — 0,115 М КС1, 
I мМ MgCl2 , 50 мМ трис-HCl буфер рН 7,4 
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(на 1 г ткани 10 мл среды) ; в) скелетные 
мышцы — 9,1 М КС1, 1 мМ MgCl2 , 50 мМ 
трис-HCl буфер рН 7,4 (на 1 г ткани 4 мл 
среды). Инкубацию клеточных фракций с ка-
техоламинами и цАМФ (10~6 М) проводили, 
как описано ранее [5—7]. Митохондрии вы-
деляли дифференциальным центрифугирова-
нием гоМогеиатов печени [5], сердца [18] и 
скелетных мышц [1]. Активность ферментов 
определяли спектрофотометрически: ЫАД+-
И Ц Д Г и Н А Д Ф + - И Ц Д Г [13, 211 и ТГ 
[22] — в иадосадочиой жидкости при 15 000 л 
в течение 20 мин после обработки 0,1 или 
I % раствором детергента тритон Х-100 ми-
тохондрий, С Д Г — в изолированных мито-
хондриях и их лизатах, содержащих 1 % три-
тон Х-100 [3]. Белок определяли модифици-
рованным методом Лоури [20]. 

Р е з у л ь т а т ы 

Острое охлаждение крыс стимулиру-
ет активности НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ, 
не влияя на активность НАДФ+-ИЦДГ 
митохондрий печени (см. рисунок). 
Максимальная стимуляция всех трех 
ферментов наблюдается при снижении 
температуры тела до 30 °С, дальней-
шее углубление гипотермии вплоть до 
смерти не изменяет степени актива-
ции ферментов. Аналогичные измене-
ния наблюдались в митохондриях серд-
ца и скелетных мышц (табл. 1). Акти-
вация ферментов в сердце проявляет-
ся при охлаждении наркотизирован-
ных животных (тиопентал-натрий, 
120 мг/кг внутрибрюшинно), у кото-
рых отсутствует реакция на боль, но 
сохранены роговичные рефлексы. 

Стимуляция НАД+-ИЦДГ, СДГ и 
ТГ при холодовом воздействии коли-
чественно близка или совпадает с их 
активацией при введении экзогенных 
катехоламинов, действие которых ре-
ализуется через (3-адренорецепторы, 
аденилатциклазу и цАМФ [5—7]. 
Поскольку острое охлаждение вызыва-

Дииамика активации ферментов митохондрий 
печени при остром (—20—25 °С) охлаждении 

кр ыс. 
По оси а б с ц и с с — температура тела в ободочной 
кишке (охлаждение до 30 °С развивалось за I ч, до 
16 °С — за 4 ч); по оси ординат — изменение ак-
тивности ферментов (в %) по отношению к конт-
ролю. / — ТГ (направление реакции Н А Д Ф - Н - > 

И 1АД-1-); 2 — СД Г; 3 — Н АД +-ИЦДГ; 4 — НАДФ t 
ИЦДГ. Точками отмечены достоверные различия по 
сравнению с контролем (Р<С0,05), кружочками — не-
достоверные. В сериях проведено по 4—10 опытов. 

ет мобилизацию эндогенных катехол-
аминов [9, 10, 14], представлялось 
целесообразным проверить участие 
последних в реализации эффекта ох-
лаждения на активность исследуемых 
ферментов. С этой целыо исследовали 
влияние антагониста р-адренорецепто-
ров анаприлина (пропранолола) на 
реакцию НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ при 
охлаждении. Введение блокатора не 
влияет на активность исследуемых 
ферментов у интактных животных в ус-
ловиях острого охлаждения, но пол-
ностью предупреждает стимуляцию 
ферментов во всех изученных тканях 
(табл. 2). Это, очевидно, свидетельст-
вует в пользу определяющей роли эн-
догенных катехоламинов в холодовой 
стимуляции НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ 
и опосредовании их эффекта р-адре-
норецепторами. 

Т а б л и ц а 1 
Влияние острого охлаждения на активности НАД * - ИЦДГ, НАДФ4 -ИЦДГ, СДГ и ТГ митохондрий 

сердца и скелетных мышц крыс 

Орган (ткань) Условия опыта НАД"4*-ИЦДГ НАДФ+-ИЦДГ СДГ ТГ 

Сердце Контроль 3 8 , 6 ± 3 , 2 8 5 5 ± 4 1 ,8 333 ± 6 9 , 1 27,1 ± 2 , 5 
Охлаждение 5 4 , 4 ± 3 , 0 8 9 5 ± 4 0 , 8 5 7 8 ± 4 9 , 4 3 9 , 2 ± 2 , 0 

Скелетные 
Р < 0 , 0 1 > 0 , 5 < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 

Скелетные Контроль 43,1 ± 2 , 3 181 ± 1 7 , 1 2 9 , 4 ± 2 , 1 21 , 2 ± 1 , 6 
мышцы Охлаждение 5 8 , 6 ± 1 , 7 202 ± 1 5 , 7 5 6 , 5 ± 9 , 9 3 2 , 7 ± 2 , 7 

Р < 0 , 0 0 1 > 0 , 3 < 0 , 0 2 < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е . Активности Н А Д + - И Ц Д Г , Н А Д Ф + - И Ц Д Г и ТГ выражены в наномолях 
НАДФ-IT на 1 мг белка в 1 мин, активность С Д Г — в наномолях окисленного сукцииата на 
1[мг белка в 1 мин. В сериях по 7—10 опытов. 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние предварительной блокады (З-адренорецепторои анаприлином на активирующий эффект 
острого охлаждения 

Н А Д + •ицдг сдг ТГ 
Орган Условия Орган Условия 

(ткань) опыта 
- + - + - + 

Печень Контроль 6,9±0,6 6 ,8±0 ,5 165*13,0 182*17,4 10,6*1,1 12,7*1,5 
Охлаждение 9,2±0,6 6 ,7±0,6 263*28,1 202 ±25,8 18,4*2,2 11,4*1,0 

Р <0 ,05 > 0 , 9 <0,01 > 0 , 1 <0,01 > 0 , 4 
Сердце Контроль 36,6±3,0 38,7±2,4 383*29,8 490*48,6 22,3*1,5 20,4*1,6 Сердце 

Охлаждение 49,4-J=3,2 38,7±2,1 557*62,3 456*51,3 31,8*2,0 19,4*0,6 
Р <0,02 1,0 <0,01 > 0 , 1 <0,01 > 0 , 8 

Мышцы Контроль 42,0±2,4 45,8=ь5,6 29,4*1,9 35,2*2,9 42,2*4,5 46,2*6,3 
Охлаждение б0,8:±1,0 43,4*6,4 57,5*9,1 41,2*3,8 68,5*5,2 46,6*4,3 

Р <0,001 > 0 , 9 <0,02 > 0 , 4 <0,01 > 0 , 9 

П р и м е ч а н и е . Различия в активностях ферментов контрольных животных без анаприли-
на (—) и при введении анаприлина ( + ) статистически недостоверны (Р > 0,3—0,7). В сериях по 
7—11 опытов. Активность ферментов выражена в наномолях на 1 мг белка в 1 мин. 

На фоне холодовой стимуляции эк-
зогенный норадреналин не влияет на 
активности НАД+-ИЦДГ и СДГ при 
инкубации с гомогенатами печени 
(табл. 3; для ТГ подобных эксперимен-
тов не проводили). В параллельных 
экспериментах на гомогенатах печени 
интактных животных влияние норад-
реналина проявляется четко (см. 
табл. 3). Инкубация гомогенатов или 
изолированных митохондрий печени 
охлажденных животных с цАМФ так-

же ие вызывает дополнительного уве-
личения активности ни одного из ис-
следуемых ферментов (табл. 4). Оче-
видно, эффекты острого охлаждения, 
норадреналина и цАМФ на НАД+-
ИЦДГ, СДГ и ТГ не суммируются, 
что свидетельствует об идентичности 
механизмов их действия. Таким обра-
зом, представляется обоснованным 
следующий механизм стимуляции ио 
следуемых ферментов: холод—м<ате-
холамины р-адреиорецепторы—^аде-

Т а б л и ц а 3 
Воздействие охлаждения и норадреналина на НАД 4 -ИЦДГ и СДГ митохондрий печени крыс 

Фермент Контроль Норадреналин, 
10~в М 

Охлаждение до 
з и ° с 

Охлаждение до 
30 °С-|- норадрена-

лин, 10~в М 

Н А Д + - И Ц Д Г 1 0 , 9 * 0 , 8 13 ,9-Ь1,2 1 4 , 9 * 1 , 5 1 5 , 4 * 1 , 6 
Р < 0 , 0 2 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

СДГ 1 5 7 * 1 6 , 2 2 3 4 * 3 9 , 7 2 4 8 * 3 1 , 1 2 4 2 * 3 7 , 6 
Р < 0 , 0 2 < 0 , 0 1 < 0 , 0 2 

П р и м е ч а н и е . Гомогенаты печени инкубировали с норадреналином 10 мин при 30 °С в 
присутствии Ю - 8 М аскорбата и теофиллина. Различия эффекта суммы (охлаждение -f- норадре-
налин) от эффектов охлаждения и норадреналина статистически недостоверны ( Р > 0 , 4 — 0 , 7 ) . В 
каждой серии 8—10 опытов. 

Т а б л и ц а 4 
Воздействие охлаждения и цАМФ на НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ митохондрий печени крыс 

Фермент Контроль ЦАМФ, 1 0 ~ ° М Охлаждение до 30 °С Охлаждение до 
3 0°СН-цАМФ, 10~6М. 

Н А Д + - И Ц Д Г 1 1 , 8 * 0 , 8 1 4 , 6 * 1 , 2 * 16 ,0db l ,2 1 5 , 3 * 1 , 4 * Н А Д + - И Ц Д Г 
Р < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 

СДГ 149-Ь10,1 2 5 0 * 3 0 , 9 2 2 9 * 3 2 , 5 2 0 9 * 3 1 , 2 
Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 

ТГ 1 7 , 1 * 1 , 3 2 3 , 9 * 2 , 2 2 5 , 3 * 1 , 6 2 5 , 5 * 1 , 2 
Р < 0 , 0 2 < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а н и е . Митохондрии или (отмечено звездочкой) гомогенаты инкубировали с 
цАМФ 10 мин при 30 °С в присутствии 10~ 3 М теофиллина. В каждой серии 7 — И опытов. 
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нилатциклаза цАМФ ->- митохонд-
рии активация ферментов. 

О б с у ж д е н и е 

Острое охлаждение крыс стимули-
рует активность митохондриальных 
ферментов НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ, 
не влияя на НАДФ+-ИЦДГ. Актива-
ция последних проявляется на началь-
ных этапах гипотермии и сохраняется 
вплоть до гибели животных. НАД+-
ИЦДГ, НАДФ+-ИЦДГ и ТГ часто 
объединяют в систему ферментов окис-
ления изоцитрата [19, 23]. В этой си-
стеме как катехоламины [7, 17], так и 
охлаждение активируют именно лими-
тирующие ферменты обоих путей окис-
ления изоцитрата: НАД+-ИЦДГ и ТГ. 

Активация НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ 
позволяет увеличивать поток восста-
новленных эквивалентов в дыхатель-
ную цепь, способствуя повышенной вы-
работке энергии организмом при ост-
ром охлаждении. В пользу важности 
стимуляции ферментов митохондрий 
при охлаждении ^свидетельствует и то, 
что стимуляция НАД+-ИЦДГ, СДГ и 
ТГ обнаружена не только в печени и 
сердце, но и в скелетных мышцах, 
вносящих, как известно, основной вклад 
в теплопродукцию организма [16]. Ак-
тивация НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ на-
блюдается при охлаждении как бодр-
ствующих, так и наркотизированных 
животных. Это позволяет полагать, что 
эффект острого охлаждения не связан 
с эмоционально-поведенческими реак-
циями на холод. Предварительное вве-
дение антагониста p-адренорецепторов 
анаприлина полностью предупреждает 
холодовую активацию ферментов, под-
черкивая тем самым определяющую 
роль эндогенных катехоламинов и р-
адренорецепторных механизмов в сти-
муляции НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ при 
ост р ом о х л а ж дей и и. 

Хорошо известно, какое значение 
имеют р-адреиорецепторы для устой-
чивости животных к действию холода 
[9, 12]. Ранее это связывалось с моби-
лизацией субстратов [12], однако 
блокада последней существенно не 
сказ ы в а ется н а п р о до л ж ител ьност и 
жизни животных при остром охлажде-
нии [9]. Судя по нашим данным, ак-
т и в а ц и я и с с л е д у е м ы х ф е р м е н т о в о с у -
ществляется независимо от мобилиза-
ции субстратов и не обусловлена ею. 
В пользу этого свидетельствует преж-

де всего тот факт, что цАМФ действу-
ет ие только на распад биополимеров, 
но и на сами митохондрии, что приво-
дит к стимуляции НАД+-ИЦДГ, СДГ 
и ТГ |5—7]. Это подтверждается и 

выраженной активацией ферментов при 
насыщающих концентрациях субстра-
тов. 

Таким образом, приведенные в на-
стоящей работе результаты показыва-
ют важность катехоламиновой цАМФ-
зависимой стимуляции окислительных 
ферментов митохондрий при охлаж-
дении, которая в немалой степени 
обусловливает существенное значение 
Р-адренергических механизмов для 
устойчивости к действию холода. 

Если в экстремальных состояниях, 
связанных с неблагоприятным дейст-
вием холодового фактора, стимуляция 
'окислительного метаболизма, несом-
ненно, полезна, то в практике искусст-
венной гипотермии ее проявление ед-
ва ли желательно. Между тем идеоло-
гия методов искусственной гипотермии, 
базирующаяся на наркозе в сочетании 
с глубокой кураризацией [4, 8], сов-
сем не исключает реакции симпатико-
адреналовой системы на охлаждении. 
Давно известна неэффективность фар-
макотерапии катехоламинами в пост-
гипотермном периоде [2]. Рефрактер-
ность к действию адреналина на окис-
лительный метаболизм, например, мо-
жет наблюдаться в течение продолжи-
тельного времени после гипотермии 
[И] . С одной стороны, это ограничи-
вает возможности полноценного фар-
макологического контроля окислитель-
ных функций как в ходе гипотермии, 
так и в постгипотермном периоде, с 
другой — поднимает вопрос о необхо-
димости фармакологической защиты 
регуляторных звеньев метаболических 
процессов при проведении гипотермии. 
Нами установлено, что при охлажде-
н и и н а р кот и з и р ов а и и ы х жив отн ы х и а 
фоне предварительной блокады р-ад-
ренорецепторов не происходит стиму-
ляции НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ в ми-
тохондриях сердца крыс (см. табл. 2 
и 5). При этом полностью сохраняется 
чувствительность ферментов к стиму-
ляции цАМФ в экспериментах in vitro 
(см. табл. 5). Последнее предполага-
ет иита;ктность внутриклеточных зве-
н ь е в p-адренорецепторного м е х а н и з м а 
регуляции их активности. Вероятно, 
целесообразно включение антагони-
стов p-адренорецепторов в комплекс 
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Т а б л и ц а 2 
Сохранение чувствительности НАД+-ИЦДГ, СДГ и ТГ митохондрий сердца и цАМФ при гипотер-

мии наркотизированных животных на фоне предварительной блокады (З-адренорецепторов 

Условия 
опыта 

Н А Д + - И Ц Д Г СДГ ТГ 
Условия 

опыта базальная ак-
тивность 

-1-цАМФ, 
10~СМ 

базальная ак-
тивность 

+ ЦАМФ, 
1 0 ~ 6 М 

базальная 
активность 

+ ЦАМФ, 
10~вМ 

Контроль 

Охлаждение 

3 7 , 1 ± 3 , 0 
/><о,< 

41,2=1=2,5 I 
Я<0 ,< 

50,6=ЬЗ,9 
001 
1 5 3 , 7 ± 4 , 2 
D01 

383=1=69,1 

357=hl5,3 
Р< о, 

506=1=42,1 
01 

4 5 , 2 ± 6 , 2 
Р < 0 

4 4 , 2 ± 4 , ? | 
Р < С 

66,6=1=7,6 
1,01 
| 6 6 , 0 ± 7 , 8 
1,01 

Р > 0 , 3 > 0 , 6 > 0 , 8 > 0 , 8 >0,9 

П р и м е ч а н и е . Прочерк — исследования не проводились. В каждой серии 6—7 опытов. 

средств, применяемых для искусствен-
ной гипотермии. 
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CONTRIBUTION OF CATECHOLAMINES TO 
STIMULATION OF MITOCHONDRIAL OXI-
DATIVE ENZYMES UNDER CONDITIONS 

OF ACUTE , COOLING 

V. T Kulinsky, A. E. Medvddev, A. K. Kuhtse-
, vich ••).. 

Medical School, Krasnoyarsk 

Acute cooling of r a t s v l ed to. st imulation of 
NAD ^-dependant isocitrate dehydrogenase 
(ICD'H), succinate dehydrogenase (SDH) and 
NAD(P)+- t r anshydrogenase (TH) but did not 
affect the NADP+-ICDH activity in l iver , ;heart 
and sceletal muscle mitochondria. After pretreat-
ment of the animals with propranolol the sti-
mula t ing effect was decreased, thus sugges t ing 
that endogenous catecholamines and p-adreno-
receptors are of importance in activation of 
NAD+-ICDI-I, SDH and J H . The effects of 
cooling, noradrenal ine and cAMP did not sum-
marize. Role of catecholamines in stimulation 
of mitochondrial oxidative enzymes under condi-
t ions of cooling is discussed. 
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УДК 610.127-005.8-07:610.153.1-074 

Н. Г. Степанова 

О П Р Е Д Е Л Е Н И Е АКТИВНОСТИ А Л Ь Д О Л А З Ы ТИПА А 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ ИНФАРКТОМ М И О К А Р Д А 

НИИ медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

И сс л е д об а и и е соде ржания (актив-
ности) в сыворотке крови специфиче-
ских для мышечной ткани (миокарда) 
соединений — миоглобина [11], фер-
ментов или характерных для сердеч-
ной мышцы изозимов этих ферментов 
(MB изозима креатиифосфокииазы — 
КФК или изозима 1 ЛДГ) имеет иаи-
большую и11форм ационную ценность 
для диагностики некроза сердечной 
мышцы, особенно в случае стертых, 
атипично протекающих форм этого 
патологического процесса [1, 8, 13, 23]. 
Следует отметить, что число фермен-
тов, обладающих выраженной ткане-
специфичностью для скелетных мышц 
и миокарда, невелико. В связи с этим 
разработка и внедрение в клиниче-
скую практику методов их определе-
ния по-прежнему актуальны. 

Ранее было установлено, что про-
цесс образования пентозофосфатов в 
сердечной мышце из метаболитов гли-
колиза в анаэробных реакциях пенто-
зофосфатного пути [19] в отличие от 
путей биосинтеза этих соединений в 
надпочечниках, лактирующих железах 
и печени, включает стадию биосинтеза 
гептулозо-1,7-дифосфата (Гепт-1,7-
диФ) из эритрозо-4-фосфата (Э-4-Ф) и 
диоксиацетонфосфата (ДАФ) [14, 19]. 
В реакции участвует одна из 
гетерогенных форм альдолазы 
( КФ.4.1.2.13) — альдолаза типа А или 
ее гибридная изоформа. Энзим ката-
лизирует реакцию альдольной конден-
сации и расщепления дифосфомоноса-
харидов, основными из которых явля-
ются Гепт-1,7-диФ и фруктозо-1,6-
дифосфат (Ф-1,6-диФ). По первичной 
структуре полипептидных цепей, элек-
трофоретической подвижности, им-
мунологическим свойствам, кинетиче-
ским характеристикам, в том числе по 
отношению к субстрату реакции, аль-
долаза А отличается от других ее мо-
лекулярных форм — В и С, локализо-
ванных в печени и мозгу соответствен-
но [3, 16, 18]. Придавая большое зна-
чение при диагностике заболевания 
фактору тканеспецифичности, мы соч-
ли возможным разработать способ оп-

ределения альдолазы А в сыворотке 
крови. Анализ описанных в литерату-
ре тестов определения активности аль-
долаз в сыворотке крови свиде-
тельствует, что наибольшее рас-
пространение в клинических лаборато-
риях получил метод Сибли и Ленинд-
жера [20] и его модификации [5, 9]. 
Применяется в клинике также энзима-
тический тест Бериигера, который, по-
добно методу Варбурга и Христиан 
[24], основан на использовании систе-
мы 3 сопряженных ферментов, что в 
значительной степени затрудняет его 
использование. В перечисленных мето-
дах скорость ферментативной реакции 
определяют в направлении расщепле-
ния Ф-1,6-диФ — при измерении ак-
тивности фермента в сердечной мыш-
це или сыворотке крови при некроти-
ческих изменениях миокарда и фрук-
тозо-1 -фосфата (Ф-1-Ф) — в ткани 
печени или сыворотке крови при за-
болеваниях этого органа. Однако при 
измерении активности фермента этими 
методами не учитывают его свойств, в 
частности, направленности протекания 
реакции в ткани. В связи с этим, для 
того чтобы измерить активность альдо-
лазы, в инкубационную смесь вносят 
гидразин, мышьяковую кислоту, циа-
нистый калий, которые, искусственно 
смещая кажущуюся константу равно-
весия реакции ( к р а в и ) в сторону рас-
щепления фосфосахаров, дают воз-
вожность только в этом случае иден-
тифицировать продукт реакции. При 
этом гидразин оказывает частичное ин-
гибирующее влияние на альдолазу 
[17]; два других соединения высоко-
токсичны. 

Новизна предлагаемого нами мето-
да определения альдолазы А в сыво-
ротке крови состоит в том, что в ос-
нову его положены данные, получен-
ные при изучении свойств этого фер-
мента в миокарде и сыворотке крови 
при деструктивных повреждениях сер-
дечной мышцы. В работе была иссле-
дованы основная каталитическая на-
правленность действия фермента и 
сравнительная скорость образования 
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Кинетические параметры альдолазы типа А в миокарде 

Альдолазная реакция Субстрат к м , м м 
Концентра-

Активность, мкмоль/час 
на 1 мг белка 

Альдолазная реакция Субстрат к м , м м ция в ткани, 
мМ насыщающие 

концентрации 
субстратов 

эндогенные 
концентрации 
субстратов 

Э - 4 - Ф + Д А Ф гепт-1,7-диФ (I) 
Г л а - 3 - Ф + Д А Ф т — ^ Ф-1,6-диФ (II) 

Э-4-Ф 
Гла-З-Ф 

М О " 2 

1 , 0 
М О " 3 

б , 8 . 1 0 - з 
2 2 , 8 
1 ,44 

2 , 2 8 
0 , 0 1 

дифосфомоносахаридов — соединений, 
являющихся продуктами этой реакции. 
Подобного рода прием, базирующий-
ся на изучении свойств фермента в 
ткани, был использован ранее при раз-
работке методов определения активно-
сти Л Д Г и КФК в сыворотке крови 
при патологии [2, 10]. 

П р ед л а г а ем ы й метод о ri р е д е л е и и я 
альдолазы А отработан по условиям 
проведения ферментативной реакции 
в сыворотке крови и химической иден-
тификации продукта реакции — гепт-
1,7-диФ (в присутствии Э-4-Ф и ДАФ) 
орциновым методом в нашей модифи-
кации, позволившей повысить чувстви-
тельность теста в 3 раза. Тест пред-
полагается использовать с целью ди-
агностики инфаркта миокарда. 

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

Повышение активности фермента в 
сыворотке крови при патологии в зна-
чительной степени обусловлено вы-
бросом его в кровоток из ткани при 
деструктивных или некротических из-
менениях последней. В связи с 
этим более адекватным способом из-
мерения активности фермента в сыво-
ротке при патологии является метод, 
который учитывает свойства фермента 
того органа, где локализован данный 
энзим. Один из этапов работы состо-
ял в определении степени равновесно-
сти реакции, катализируемой альдо-
лазой А. Для этого были использованы 
обычно применяемые с этой целью 
критерии: определение Крави» расчет 

к 
величины отношения рашг где Г — 

Г ' 
отношение действующих масс [4]. Ре-
зультаты измерения Кравн» а также 

расчет значений этой величины из урав-
нения изменения свободной энергии 
свидетельствовали о смещении Кравн 

реакции: ДАФ + Э-4—Ф^гепт-1,7-
диФ (реакция I) в сторону синтеза, а 

не расщепления дифосфомоиосахарида: 
. _ [ДАФ] [Э-4-Ф) 

К р а в н - [гепт-1,7-диФ] - о х ш м 

Определение концентрации метаболи-
тов реакции I в ткани миокарда 
[ДАФ] = 3 - Ю-5 М; [Э-4-Ф] = I X 
Х10~6 М; [гепт-1,7-диФ] = 1—5-10~5М 
[2, 10] (см. таблицу) позволило рас-
считать величину: 

[ДАФ] [Э-4-Ф] 
Г = [гепт-1,7-диФ] 

[ 3 » 1 0 - 5 М ] - [ Ы 0 - 6 М ] 
[1 — 5 - 1 0 ~ 5 MJ = 3 . 1 0 - 6 М. 

Отсюда величина отношения чравн 

всегда превышала 21, что свидетельст-
вует о смещении Кравн реакции [4]. 
Более точное определение величины 
этого отношения связано с трудностя-
ми измерения концентрации гепт-1,7-
диФ в ткани миокарда. Таким обра-
зом, полученные данные указывают на 
преимущественную направленность ис-
следуемой реакции (I) в сторону син-
теза, а не расщепления дифосфомоио-
сахарида — гепт-1,7-диФ. Альдолазная 
реакция: ДАФ+глицеральдегид-З-Ф^ 
^Ф-1,6-диФ (реакция 11) также ха-
рактеризуется низкой величиной Крави> 
равной 8,1—9,9-Ю-5 М [22]. Резуль-
таты исследований послужили основа-
нием для определения активности аль-
долазы А в предлагаемом методе по 
скорости биосинтеза дифосфомоиосаха-
рида. 

Дальнейшие опыты были посвящены 
сопоставлению скорости образования 
продуктов данной реакции — дифос-
фомоносахаридов — гепт-1,7-диФ (ре-
акция I) и Ф-1,6-диФ (реакция II). 
Исследования показали, что в инкуба-
ционной среде, содержащей в опти-

мальных насыщающих количествах суб-
страты: Э-4-Ф, фосфотриозы (глице-
ральдегид-З-Ф1, ДАФ) и гиалоплазму 
сердечной мышцы, скорость образова-
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ния гепт-1,7-диФ в 15—16 раз превы-
шала скорость биосинтеза Ф-1,6-диФ 
[6]. Это в значительной степени объ-
ясняется утилизацией глицеральде-
гид-3-фосфата (Гла-З-Ф) не только в 
альдолазной, но и в триозофосфатизо-
меразной реакциях. Активность триозо-
фосфатизомеразы (ТФИ) в миокарде 
очень высока, а величина Кравн зна-
чительно смещена в сторону образо-
вания ДАФ. Сыворотка крови живот-
ных [9, 21] и людей также содержит 
ТФИ. Проведенные исследования сви-
детельствуют, что при некротических 
изменениях миокарда человека наря-
ду с выбросом в сыворотку крови 
альдолазы А наблюдается освобожде-
ние из ткани и поступление в кровь 
ТФИ. Поэтому, как показали резуль-
таты опытов, в среде, содержащей 
Э-4-Ф, фосфотриозы и сыворотку кро-
ви, биосинтез гепт-1,7-диФ протекает 
также в 15—16 раз активнее, чем об-
разование Ф-1,6-диФ. 

Произведено сравнение результатов 
этой серии опытов, где в инкубацион-
ной среде использовались достаточно 
высокие концентрации соединений, с 
данными, характеризующими актив-
ность альдолазы А в условиях низкого 
эндогенного содержания субстратов. 
Для этого был использован прием со-
поставления эндогенных концентраций 
субстратов с величиной Км фермента 
к этим соединениям (величиной, отра-
жающей количественные взаимоотно-

шения между скоростью реакции и кон-
центрацией субстрата). При анализе 
данных мы основывались также на об-
щепринятом положении, согласно ко-
торому регуляцию активности фермен-
та субстратом рассматривают как 
потенциальный механизм регуляции 
любого метаболического пути [4]. 
В связи с этим, зная Vmax и Км аль-
долазы к субстратам реакции, а также 
содержание этих метаболитов в мио-
карде, мы сочти возможным рассчи-
тать начальную скорость (V0) альдо-
лазной реакции при K m 3 > S в услови-
ях низкого содержания субстратов [7]. 
Из таблицы видно, что скорость био-
синтеза гепт-1,7-диФ в этом случае 
значительно превосходит образование 
Ф-1,6-диФ. Биосинтез Ф-1,6-диФ 
лимитируется низким содержанием 
Гла-З-Ф (6,8-10~3 мМ) и сравнитель-
но более высокой величиной Км = 1 , 0 
фермента к этому соединению, чем к 
Э-4-Ф. Значение величины Км альдо-

лазы типа А к Гла-З-Ф в 147 раз пре-
восходит концентрацию этого соедине-
ния в миокарде, в то время как для 
Э-4-Ф величина К м = Ы 0 ~ 2 мМ лишь 
в 10 раз больше его содержания в сер-
дечной мышце (L -10—3 мМ). Таким об-
разом, проведенные опыты не только 

свидетельствовали о преимущественном 
биосинтезе (а не расщеплении) в ми-
окарде и сыворотке крови дифосфо-
моносахарида, но и указывали на вы-
сокую скорость образования гепт-1,7-
диФ по сравнению с Ф-1,6-диФ. 

Следующий этап работы состоял в 
отработке условий определения альдо-
лазной реакции типа А в сыворотке 
крови. Для этого необходимо было со-
вместить два требования — оптималь-
ные условия проведения ферментатив-
ной реакции и химической идентифика-
ции продукта реакции — гепт-1,7-диФ 
в присутствии Э-4-Ф и ДАФ. Гепт-1,7-
диФ определяли спектрофотометриче-
ским методом, используя для этой це-
ли орциновый тест [12, 15] в нашей 
модификации. Оптимальным содержа-
нием субстратов в инкубационной сре-
де является 2,5 мкмоль Э-4-Ф и 
2,5 мкмоль ДАФ. Эти величины 
обеспечивают прямолинейный харак-
тер зависимости альдолазной реак-
ции от времени инкубации в течение 
60 мин при 37 °С при работе с 0,5 мл 
нормальной и патологической сыворот-
ки (с учетом максимально возможного 
повышения активности фермента в 
10—15 раз). Содержание в пробе суб-
стратов реакции менее 1,5 мкмоль (в 
сумме 3 мкмоль) не гарантирует точ-
ности определения при повышении ак-
тивности фермента при патологии бо-
лее чем в 5 раз. В то же время уве-
личение содержания в среде инкуба-
ции Э-4-Ф и ДАФ более 4 мкмоль (в 
сумме 8 мкмоль) вызывает торможе-
ние развития окраски, которую дает 
гептосахар с РеС13-орциновым реакти-
вом. Повышение химической чувстви-
тельности теста в 3 раза по сравнению 
с другими описанными в литературе 
орциновыми методами определения 
гептосахаров [12, 15] было достигнуто 
подобранной величиной соотношения 
орцина и FeCl3-6IT20, равной 231:1, 
использованием в предлагаемом мето-
де хлороформа, который полностью 
экстрагировал окраску гептулозы в 
меньший объем, подлежащий колори-
метрированию. Экстракция окраски 
хлороформом снимала также побоч-
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ный «вклад», который частично оказы-
вают субстраты реакции на оптическую 
плотность определяемого Гепт-1,7-диФ. 
П ов ы ш е и и е химической ч у в ств ите л ь-
иости теста сделало возможным изме-
рение показаний оптической плотнос-
ти при невысоких ее значениях. Пос-
леднее является особенно важным при 
диагностике мелкоочаговых инфарктов 
миокарда. Ниже приводится пропись 
разработанного нами метода опреде-
ления активиости альдолазы типа А по 
образованию гепт-1,7-диФ в сыворотке 
крови. 

Получение сыворотки. Кровь брали из лок-
тевой Вены без добавления консервантов, цен-
трифугировали д в а ж д ы при 3000 g в 1 мин в 
течение 20 мин. Сыворотка, используемая для 
анализа, должна быть лишена следов гемолиза. 
Сыворотка может храниться при 2—4 °С до 
4 сут или длительное время при —17 °С (без 
р а з м о р а ж и в а н и я ) . 

Инкубационная смесь (содержание в одной 
пробе): сыворотка крови — 0,5 мл; Э-4-Ф — 
2,5 мкмоль; Д А Ф — 2,5 мкмоль; 270 мкмоль 
триэтамоламин-HCl буфера р Н 7,6, вода до 
общего объема пробы — 2,7 мл. Инкубацию 
проводили в водяной бане в течение 1 ч при 
37 °С. Реакцию останавливали прибавлением 
0,3 мл насыщенного раствора ТХУ. Общий объ-
ем пробы 3 мл. В контрольную пробу того ж е 
состава ТХУ добавляли раньше внесения сы-
воротки. После центрифугирования ТХУ-филь-
трат тщательно сливали в другую пробирку. 

Ход определения. В пробирку с притертой 
пробкой отбирали 2 мл ТХУ-фильтрата (крити-
ческий объем пробы), добавляли 0,4 мл конц. 
НС1 ( d = ] , 1 9 ) . Пробирку помещали в кипя-
щую водяную баню на 80 мни, после чего ее 
быстро о х л а ж д а л и под водопроводной водой до 
комнатной температуры. Прибавляли 0,1 мл 
0,052 % FeCl-г 6 Н 2 0 на 4 н. НС1 и 0,1 мл 12 % 
спиртового раствора орцина (готовится перед 
употреблением). Пробу перемешивали и вновь 
помещали в кипящую водяную баню на 3 мин, 
о х л а ж д а л и и прибавляли 1,5 мл хлороформа. 
Экстракцию окраски хлороформом производи-
ли путем встряхивания образца ручным или 
механическим способом в течение 3—5 с. Со-
держимое пробирки переливали в обезжирен-
ную, ополоснутую хлороформом спектрофото-
метрическую кювету на 3 мл {d—10 мм). 
Окраска развивалась сразу, во времени была 
устойчивой. Расслоение водной фазы и хлоро-
форма происходило быстро. Измерения про-
водили при длине волны 660 нм. В свя-
зи с небольшим объемом исследуемого 
образца для измерения использовали при-
лагаемую к спектрофотометру диафрагму 
(Ю-73.04.177). Кюветы в кюветодержате-

ч ле поднимали с помощью подкладки 1X 
X I см2), изготовленной из тефлона, резиновой 
пробки или другого материала. Контрольную 
пробу на реактивы и стандартные образцы, со-
д е р ж а щ и е 5—100 мкг ангидрида гептулозы, об-
рабатывали также . Доверительная чувствитель-
ность метода — 0,05 мкмоль гептулозы в пробе. 

Порядок расчета. Измеряли оптическую 
плотность опытной и контрольной проб. По ка-
либровочному графику определяли содержание 
гептулозы в микрограммах в пробах. Высчиты-

вали разницу ее содержания между опытными 
и контрольными пробами (А, мкг) . Д л я выра-
жения активности в международных едини-
цах — Ед /л [мкмоль/л -мин] использовали сле-
дующую формулу: Ед /л = ДмкгХ0,26, где 0,26— 
коэффициент пересчета. Коэффициент пересчета 
получали следующим способом: полученные 
данные в микрограммах (разница между опыт-
ной и контрольной пробой) умножали на 2000 
(для пересчета на 1 л сыворотки) , умножали 
на коэффициент ( / ) , который зависит от коли-
чества отобранного ТХУ-фильтрата из 3 мл об-
щего объема пробы. При отборе 2 мл коэффи-
циент был равен 1,5, делили на 60 (для выра-
жения активности в 1 мин), делили на 192 — 
молекулярную массу ангидрида гептулозы -
моногидрата (для выражения активности в 
микромолях) . Отсюда: 

_ А мкг -2000-1 ,5 (/) 
Е д / л - 60-192 

Активность альдолазы типа А в сы-
воротке крови доноров составляла 
6,024=0,5 Ед/л. 

Апробация методов в условиях кли-
ники при сопоставлении с данными 
электрокардиографического и клинико-
биохимического обследования больных 
показала, что активность альдолазы 
типа А (по определению гепт-1,7-диФ) у 
больных инфарктом миокарда ( д = 3 3 ) 
различной локализации при осложнен-
ном и неосложиенном течении этого за-
болевания статистически достоверно 
превышает аналогичный показатель сы-
воротки крови здоровых людей (п = 
= 35) и больных с хронической коро-
нарной недостаточностью (/г = 13). Ста-
тистическая обработка материала сви-
детельствует о высокой доверительной 
вероятности теста. Определение альдо-
лазы типа А позволяет диагностиро-
вать инфаркт миокарда в более позд-
ние сроки заболевания (до 8 дней), 
что, несомненно, имеет большое прак-
тическое значение. Определение актив-
ности альдолазы по предложенной про-
писи уменьшает число ложноположи-
тельных и ложноотрицательных слу-
чаев, которые наблюдаются при ис-
пользовании метода с 2,4-дииитрофе-
нилгидразином. 

Автор работы выражает благодар-
ность доктору биол. наук И. С. Севе-
риной за совет, позволивший повысить 
химическую чувствительность теста. 
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E S T I M A T I O N O F ALDOLASE O F T H E TYPE 
A IN BLOOD S L R U M O F P A T I E N T S WITH 
MYOCARDIAL INFARCTION BY M E A N S O F 
T H E P R O C E D U R E B A S E D ON S P E C I F I C 

P R O P E R T I E S O F T H E ENZYME 

N. G. Stepanova 

Ins t i tu te of Medical Enzymology , Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow 

A procedure is described for es t imat ion of 
a ldolase of the type A — a t issue-specific en-
zyme of myocard ium — in blood serum under 
condi t ions of myocard ia l infarct ion. The rate 
of the enzymat ic react ion w a s es t imated by 
moni to r ing product ion of hcptulose- l ,7-diphos-
phate. Ery throse-4-phosphate and dihydroxyace-
tone phospha te were used as subs t ra tes of the 
react ion. High ra tes of the react ion product 
accumula t ion w a s observed if the compounds , 
sh i f t ing the react ion K'eqb were not added into 
the exper imenta l samples. Sensi t ivi ty of the test 
w a s 3-fold increased due to modif ica t ions of 
the or ig inal method. Clinical experience with 
the test showed tha t activity of a ldolase of the 
type A w a s dis t inct ly higher in blood serum of 
pa t ien t s with myocardium infarct ion as com-
pared with the heal thy donors or with the pa-
t ients with ischemic hear t disease. 

УДК 616.155.3-008.939.633.2-02:615.31:547.586.2 

А. А. Карелин, А. Г. Глоба, В. С. Демидова, А. И. Марчук 

О Б Р А З О В А Н И Е СИГНАЛЬНОГО АТФ ПЛАЗМАТИЧЕСКИМИ 
МЕМБРАНАМИ П О Л И М О Р Ф Н О - Я Д Е Р Н Ы Х Л Е Й К О Ц И Т О В , 

А К Т И В И Р О В А Н Н Ы Х 
Ф О Р М И Л М Е Т И О Н И Л Л Е Й Ц И Л Ф Е Н И Л А Л А Н И Н О М 

Лаборатория биохимии и отделение переливания крови Института хирургии им. А. В. 
Вишневского АМН СССР, Москва 

Синтез короткоживущего АТФ, его 
участие в требующем энергии преобра-
зовании трансмембраиного гормональ-
ного сигнала подтверждено исследова-
ниями, проведенными ранее для обога-
щенных плазматическими мембранами 
частиц (ОПМЧ) различных клеток-ми-
шеней при действии инсулина и родст-
венных регуляторов [1, 2]. Показано, 
что синтезу мембраносвязанного АТФ 

предшествует ряд химиоосмоэлектриче-
ских событий, связанных с переносом 
электронов и протонов, происходящих 
на плазматической мембране, что сог-
ласуется с хемоосмотической концеп-
цией Митчелла [2, 3]. В частности, 
эксперименты по стимуляции инсули-
ном, проведенные на ОПМЧ адипоци-
тов и эритроцитов в присутствии 
карбонилцианид - п-трифторметоксифе-
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нилгидразона (n-ТФКФ) и монензина, 
показали, что образование сигнально-
го АТФ сопряжено с Ыа+/Н_!"-обменом, 
на который рецепция инсулина оказы-
вает активирующее воздействие [3]. 
Аналогичная активация Ыа"ь/Н+-обме-
на обнаружена рядом исследователей 
в полиморфно-ядерных лейкоцитах 
(ПМЯЛ) при действии хемотактиче-
ских факторов, в частности N-формил-
L - метионил - L - лейцил - L - фенил-
аланина (ФМЛФ), который относится 
к группе формулированных пептидов 
[ И , 16]. Идентичность ионотранспорт-
ных событий, возникающих в ответ на 
действие хемоаттрактаитных пептидов, 
событиям, протекающим на плазмати-
ческой мембране клеток-мишеней при 
рецепции инсулина, позволила предпо-
ложить возможность аналогичного об-
разования АТФ и его участия в преоб-
разовании хемотактического сигнала 
по каскадному механизму АТФ-зависи-
мого усиления сигнала. В пользу это-
го свидетельствует и обнаружение эк-
топротеинкиназы на плазматической 
мембране ПМЯЛ [ И ] , которая интен-
сивно потребляет экзогенный АТФ, а 
также наблюдение последующего 
включения у-фосфата АТФ в мембран-
ные белки. 

В настоящем сообщении приведены 
экспериментальные данные, подтвер-
ждающие факт образования сигналь-
ного АТФ на плазматической мембра-
не ПМЯЛ при стимуляции их хемоат-
трактантным пептидом. 

М е т о д и к а 

Использованные реактивы: аденозин-5'-ди-
фосфата натриевая соль ( А Д Ф ) , НАД, НАД-IT 
(препараты фирмы «Reanal», Венгрия) ; D,L-p-
оксимасляиной кислоты натриевая соль («Loba 
Chemie», Австрия) , ротенон (BDH, Англия) , 
Н А Д Ф , г л и ц и л - г л ццин, cl-глюкоза, трис-оксиме-
тиламинометан, бычий сывороточный альбумин 
(фракция V) , цитохром с из сердца лошади, 
аденил-Р, у-имидодифосфат, антимицин А, наф-
талин, смола Д а у э к с 1 x 8 (100—200 меш) 
(«Serva», Ф Р Г ) , гексокиназа (КФ 2.7.1.1), ди-
фенилоксазол (НПО) («Fluka», Швейцария) , 
карбонилцианид - п - трифторметоксифенилгид-
разон (n -ТФКФ) , глюкозо-б-фосфатдегидроге-
наза (КФ 1.1.49) («Boehringer , Mannheim», 
Ф Р Г ) , Ы-формил-Ь-метионил-Ь-лейцил-Ь-фе-
нилаланин ( Ф М Л Ф ) , 5-фторсульфонилбензоил-
аденозии (ФСБА) , фенилметилсульфонилфто-
рид (ФМСФ) («Calbiochem-Behrin ger Corp.», 
С Ш А ) , [ Н С|-АТФ [адеиозин-5 ' -трифосфат — U C 
(U) , ЧССР, удельная радиоактивность 
17,02 ГБк/ммоль], хроматографичсская бумага 
W h a t m a n № 1 («WR Balston», Англия) , дифе-
нилоксазолилбензол ( П О П О П ) , сахароза , ди-
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метилсульфоксид ( Д М С О ) , цитрат аммония, 
NaCl, NaHCOs, К Н 2 Р 0 4 , КС1, СаС12, M g S 0 4 , 
MgCl2 , ацетон («Союзреактив», квалификация 
не ниже х. ч.), 3 2Р (PBS-11, «Amersham», Анг-
лия) , фиколл 400 («Pharmacia» , Швейцария) , 
верографин («СПОФА», Ч С С Р ) , трихлоруксус-
ная кислота (ТХУ, «Союзреактив») . 

Приготовление препарата ОПМЧ из ПМЯЛ. 
Интактные П М Я Л получали из перитоиеальной 
жидкости морской свинки, как описано ранее 
[5], фракцию О П М Ч — по методу, приведенно-
му в работе [17] с некоторыми модификациями. 
Клетки разрушали в среде 0,01 М трис-HCl бу-
фера 7,4, содержащего 0,001 М Ф М С Ф с до-
бавлением 0,1 объема 0,25 М сахарозы, много-
кратными движениями пестика в гомогенизато-
ре Даунса . Д а л е е концентрацию сахарозы в 
растворе доводили до 0,34 М посредством 38 % 
сахарозы. Ядра и неразрушенные клетки осаж-
дали при 1000 g в течение 10 мин, фракцию 
О П М Ч — при 2000 g в течение 40 мин. Конеч-
ный осадок был рссуспендироваи в нужном 
объеме 0,25 М сахарозы и был использован в 
экспериментах. Все операции осуществляли при 
температуре 4 °С. 

Из периферической крови человека нейтро-
филы были изолированы по методу [7]. Разру-
шение П М Я Л и выделение фракции О П М Ч про-
изводили так же, как описано выше для пре-
паратов из П М Я Л морской свинки (исключение 
составил тот факт, что ядра и неразрушенные 
клетки осаждали при 500 g в течение 10 мин, 
а осадок О П М Ч был получен центрифугирова-
нием при 27 000 g в течение 30 мин). 

Инкубация и процедура изоляции АТФ. По-
лученные препараты О П М Ч суспендировали в 
холодном 0,25 М растворе сахарозы и вносили 
в инкубационную среду, в состав которой кро-
ме компонентов, описанных ранее [1, 2], входил 
Ю~4 м СаС12. Инкубацию начинали после вне-
сения в среду 2,1 мл раствора Ф М Л Ф (11 мкг/ 
мл) , 20 мкл 0,001 М трис-глицииового буфера 
сразу после 1,5 мл охлажденной на льду сус-
пензии О П М Ч П М Я Л . Инкубацию осуществля-
ли в течение 1 мин при 30 °С в атмосфере 
100 % 0 2 при встряхивании. Процесс остановки 
реакции путем замораживания в жидком азо-
те, нагревания при 100 °С, выделения АТФ ме-
тодом одноколоиочной хроматографии на бума-
ге описаны ранее [1—3]. Содержание АТФ в 
лиофилизатах и элюатах с бумаги определяли 
по восстановлению Н А Д Ф в присутствии гексо-
киназы, глюкозы и глюкозо-6-фосфатдегидро-
геназы спектрофлюориметрическим методом 
[13]. Стимулирующий эффект Ф М Л Ф определя-
ли по разности количества АТФ в пробах, инку-
бированных в присутствии Ф М Л Ф и без пеп-
тида. В опытах по изучению действия ФСБА, 
последний вводили как в контрольные, так и 
в подопытные пробы в концентрации I • Ю - 6 М. 
Содержание белка в препаратах О П М Ч опре-
деляли по методу, опубликованному ранее [14]. 
Радиометрию проб проводили в сцинтилляторе 
Брея на спектрометре SL-40000 «Roche Bioelec-
t ronique» (Франция) . 

Включение неорганического фосфата в мем-
бранные белки. Инкубацию пробы общим объ-
емом 340 мкм (см. примечаиие к табл. 2) осу-
ществляли в стеклянных пробирках (15 мм 
вместимостью 5 см3) . Пробы содержали сле-
дующие компоненты (указаны конечные кон-
центрации): 2 , 3 - Ю - 3 М АДФ, 5 - Ю - 3 М M g S 0 4 , 
5 , 8 - Ю - 3 М К И 2 Р 0 4 , Ю - 4 М СаС12, 10~4 М 
Н А Д - Н, 10~2 М натриевую соль, (3-оксимаслян-



ной кислоты, 200 мкг/мл цитохром с, 280 мкг/ 
мл бычий сывороточный альбумин, Ю - 3 М KCN, 
100 мкл суспензии ОПМЧ в 0,25 М сахарозе, 
3• 10~5 М глицил-глицин в 0,02 М трис-HCl бу-
фере рН 7,4. В опытные образцы вносили 
Ф М Л Ф до конечной концентрации 2,5-10~5 М, 
а при исследовании ингибирующего эффекта 
ФСБ А его вносили в контроль, так и в опыт 
в концентрации 10~6 М. Во всех случаях в 
каждую пробирку вносили по 4 мкКи [32Р]-орто-
фосфата. 

Реакцию начинали внесением в среду 
100 мкл препарата ОПМЧ и проводили в ус-
ловиях встряхивания при температуре 37°С в 
течение 4 мин. Остановку реакции осуществля-
ли добавлением в среду 1 мл 10 % ТХУ, пред-
варительно охлажденной на льду. Пробы вы-
держивали 20 мин при 4 °С, затем осадок бел-
ка отделяли центрифугированием в бакетиом 
роторе при 1800 g в течение 40 мин. Полу-
ченный осадок д в а ж д ы промывали 10 % ТХУ 
(1800 g X 4 0 мин), затем растворяли в 5 мл 
0,1 М NaOH. Полученный раствор, содержа-
щий смесь радиоактивных пептидов, количест-
венно переносили в сцинтилляциоиные флако-
ны. Радиометрию осуществляли на спектромет-
ре SL-4000 в диапазоне максимальной регист-
рации излучения Черепкова (тритиевый канал) . 
В каждом опыте параллельно осуществляли 
контроль неспецифической сорбции [32Р]-орто-
фосфата инкубационной средой. Д л я этого про-
бу, содержащую [32Р]-ортофосфат и все компо-
ненты, кроме препарата ОПМЧ, инкубировали 
в тех же условиях, что и экспериментальные об-
разцы. Неспецифическую сорбцию среды учиты-
вали в расчетах. Включение неорганического 
фосфата в мембранные белки определяли, исхо-
дя из концентрации белка и конечной удельной 
активности [32Р]-ортофосфата. Эффективность 
счета составляла 10 %. 

Исследования биосинтеза АТФ в ОПМЧ. 
Инкубацию осуществляли в пробах объемом 
3,6 мл. Состав среды соответствовал описанно-
му ранее для опытов с адипоцитами [3] с до-
бавлением СаС12 (10—4 М) . Реакцию начинали 
внесением в среду 40 мкг Ф М Л Ф на сосудик 
(3,6 мл) в 25 мкл трис-глицинового буфера 
(0,001 М глицил-глицин в 0,04 М трис-HCl бу-
фере). В опытах с ФСБА его конечная кон-
центрация составляла 1 - Ю - 6 М. Инкубировали 
в течение 1 мин при 30 °С в атмосфере 100% 
кислорода. Результаты, экспериментов обеих 
серий опытов обрабатывали разностным мето-
дом. 

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

Образование АТФ в ответ на стиму-
ляцию хемотактическим пептидом бы-
ло обнаружено при инкубации в тече-
ние 1 мин препаратов ОПМЧ ПМЯЛ 
в полной инкубационной среде в при-
сутствии 2,5-10~5 М ФМЛФ (табл. 1). 

В ходе экспериментов выяснилось, 
что увеличение времени инкубации 
приводило к резкому снижению содер-
жания синтезированного АТФ, и при 
2-минутиой инкубации АТФ в образ-
цах обнаружить практически не уда-
валось. Исследование временной дина-
мики образования АТФ (см. рисунок) 

Т а б л и ц а 2 
Синтез АТФ в ОПМЧ ПМЯЛ» активированных 

ФМЛФ, в присутствии ФСБА или без него 

Исследованный 
параметр 

Контроль 
(без ФСБА; 

п=* 9) 

Эксперимент 
(с ФСБА; 

п = 6) 

Синтез АТФ, имоль 
на 1 мг белка 
за 1 мин: 

без Ф М Л Ф 1,04 0 ,27 
с Ф М Л Ф 1,58 1,80 

Стимулирующий 
эффект Ф М Л Ф , 
А АТФ, нмоль на 
1 мг белка в 1 мчн 0,54=Ь0,14 1 , 5 2 ± 0 , 0 8 7 

Р < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 

позволило выявить максимум образо-
вания АТФ при инкубации в течение 
45 с и последующее быстрое исчезнове-
ние АТФ из инкубационной среды. 
Можно предположить, что указанное 
время (45 с) представляет собой лаг-
период между связыванием ФМЛФ с 
рецептором и активацией некоторых 
мембранных потребителей АТФ. За 
45 с могут происходить векторные хи-
миоосмоэлектрические события, с кото-
рыми, по-видимому, сопряжен процесс 
образования сигнального АТФ. 

Введение в инкубационную среду 
М О 6 М ФСБА привело к троекрат-
ному возрастанию количества синтези-
рованного АТФ (см. табл. 1). Одновре-
менно наблюдалось некоторое сниже-
ние базального уровня АТФ в неакти-
вированиых препаратах ОПМЧ. Эти 

20 40 60 90 100 120 

Зависимость образования АТФ, обогащенными 
плазматическими мембранами частицами 
П М Я Л , активированных ФМЛФ, из перито-
неальной жидкости морской свинки, от вре-

мени инкубации. 
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явления объясняются действием ФСБА 
как селективного ингибитора протеин-
киназ. Структура ФСБА подобна 

NH 

структуре АТФ, однако третий фосфат 
АТФ замещен в боковой цепи сходной 
по размерам группировкой, содержа-
щей сульфонилфторидную группу в по-
ложении соответствующем у-фосфату 
[9, 18]. ФСБА благодаря структурно-
му сходству с АТФ имеет сродство к 
АТФ-связывающсму участку активно-
го центра цикло-АМФ-зависимой [18] 
и цикло-АМФ-независимой (тирозино-
вой) [12] протеиикииаз, так как моди-
фицирует остатки лизина в молекулах 
кииаз, что вызывает их ингибирование. 
Таким образом, наблюдаемый прирост 
синтеза АТФ является следствием ин-
гибирования мембранных киназ, кото-
рые потребляют сигнальный АТФ. Па-
дение базального уровня АТФ в неак-
тивированных препаратах ОПМЧ мо-
жет происходить вследствие ингибиро-
вания Ыа+-К+-АТФазы, за счет прехо-
дящего обращения которой предполо-
жительно синтезируется короткоживу-
щий АТФ [2]. 

Исследование тотального фосфори-
лирования мембранных белков в на-
шей искусственной системе также под-
тверждает роль сигнального АТФ как 
субстрата или активатора мембрано-
связанных протеиикииаз (табл. 2). 
Так, инкубация препаратов ОПМЧ с 
ФМЛФ приводила к активации вклю-
чения [32Р]-ортофосфата в мембран-
ные белки ПМЯЛ. Присутствие в инку-
бационной среде 10~6 М ФСБА вызы-
вало снижение фосфорилирующей ак-
тивности как в контрольных, так и в 
активированных ФМЛФ препаратах 
ОПМЧ. Включение [32Р] -ортофосфата 
в мембранные белки в нашей модель-
ной системе в сущности является след-
ствием двух процессов: 1) образования 
АТФ из [32Р]-ортофосфата и АДФ за 
счет преходящего обращения АТФаз-
ной реакции [2, 3]; 2) переброски у-32Р 
на мембранные белки. 

Результаты проведенных экспери-

Т а б л и ц а 2 

Включение 3 2Р~ортофосфата в мембранные белки 
ПМЯЛ, активированных ФМЛФ, в присутствии 

ФСБА и без него 

Исследованный па- Контроль Эксперимент 
раметр (с ФСБА) (без ФСБА) 

Включение фос-
фата , нмоль/мг бел-
ка за 4 мин: 

без Ф М Л Ф 81 ,28 33 ,14 
с Ф М Л Ф 127,50 57 ,22 

Стимулирующий 
эффект Ф М Л Ф , 
АР Н , нмоль на 1 мг 
белка 46 ,21 rh 12,84 2 4 , 0 7 ± 6 , 4 0 

Р < 0 , 0 2 < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е. Приведены результаты 
двух серий опытов по 8 экспериментов в каж-
дой. Обработка результатов произведена раз-
ностным методом. 

ментов согласуются с данными других 
исследователей, которые обнаружили 
инициированное ФМЛФ включение 
[ 3 2Р| -ортофосфата в 9 мембранных и 
цитозольных белков интактных ПМЯЛ, 
выделенных из периферической крови 
человека [4]. Данный процесс не за-
висит от содержания в инкубационной 
среде реагентов, действующих на аде-
нилатциклазную систему. По-видимо-
му, активация ПМЯЛ является след-
ствием фосфорилирования ключевых 
регуляторных белков [4]. 

В последнее время появился ряд со-
общений об участии фосфоинозитидов 
в процессе активации ПМЯЛ под дей-
ствием хемотактических факторов. Так, 
в иейтрофилах человека и кролика 
ФМЛФ стимулировал фосфорилирова-
ние фосфатидилииозита, дифосфатиди-
линозита, а также последующий гид-
ролиз этих осфолипидов [6, 8]. 

Результаты проведенных исследова-
ний свидетельствуют о возможности 
существования подобного механизма 
активации нейтрофилов, так как в на-
чальной стадии этого процесса активи-
руется инозитлипидкиназа, которая 
также является потребителем энергии 
мембраносвязаииого АТФ. 

Ранее сообщалось об обнаружении 
эктопротеинкиназной активности в 
ПМЯЛ кролика [10]. Эти исследова-
ния позволяют предположить, что на 
поверхности мембраны лейкоцитов 
имеется АТФ-зависимый центр проте-
йнкиназы, который может утилизиро-
вать как мембраносвязанный, так и эк-

96) 



Т а б л и ц а 97 

Синтез мембраносвязанного ЛТФ в ОПМЧ активированных ФМЛФ ПМЯЛ циркулирующей крови 
человека в норме и при хирургической инфекции 

Синтез АТФ, нмоль на 1 мг белка 
П 1 М И W Сти му л и рующи й эффект 

Группа о б с л е д у е м ы х ФМЛФ, А АТФ, нмоль 
на 1 мг белка в 1 мин 

без ФМЛФ с ФМЛФ 

Доноры (контроль; п = 7) 2 , 2 6 ± 0 , 2 9 18,81zh 1,30 16,55 Доноры (контроль; п = 7) 
Р < 0 , 0 0 1 

Сепсис: 
больной А. 0 , 00 3,91 3,91 

» Б. 0 ,44 4 ,99 4 ,55 
Синдром гиойно-рёзорбтивиой ли-
хорадки: 

6 ,90 больной В. 0 ,77 7 ,67 6 ,90 
» Г. 0 ,64 7 ,67 7 ,03 

П р и м е ч а н и е . У больного А. летальный исход через 2 сут после определения АТФ-об-
разующей активности Г1МЯЛ. Объем проб был уменьшен с 3,6 до 2,4 мл. 

зогенный АТФ, высвобождающийся из 
некротизированных тканей. В послед-
нем случае АТФ выступает в роли са-
мостоятельного хемотактического фак-
тора. 

Особый интерес представляют иссле-
дования АТФ-образующей активности 
препаратов ОПМЧ, полученных из 
ПМЯЛ периферической крови челове-
ка в норме и при патологии (табл. 3). 
Для устранения влияния потребителей 
АТФ во всех случаях инкубацию про-
водили в присутствии 10~6 М ФСБА. 
Обнаружено, что ПМЯЛ перифериче-
ской крови человека обладают более 
высокой АТФ-образующей активностью 
по сравнению с аналогичными препа-
ратами, полученными из перитонеаль-
ной жидкости морской свинки. 

Нами обследован на начальной ста-
дии лечения ряд хирургических боль-
ных с различными по тяжести форма-
ми местной и генерализованной инфек-
ции. В большинстве случаев АТФ-об-
разующая активность ОПМЧ ПМЯЛ 
была сниженной по сравнению с тако-
вой доноров. 
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PRODUCTION OF T H E SIGNAL ATP IN 
PLASMATIC MEMBRANES OF POLYMOR-
PHONUCLEAR LEUKOCYTES, ACTIVATED 
BY FORMYLMETHIONYL LEUCYLPHENYL- ' 

ALANINE 

A. A. Karelin, A. G. Globa, V. S. Demidova, 
A. /. Marchuk 

Inst i tute of Surgery, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Energy-consuming, ATP-dependent step of 
t r ansmembrane t ransmission of the signal for 
chernotaxis was studied at the pathway between 
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receptors of formylpept ide and m e m b r a n e kinase 
of po lymorphonuc lea r s leukocytes. Some pepti-
des, par t icular ly formylmeth ionyl leucylphenyl-
a lan ine ( F M L P ) , were demons t ra t ed to have a 
proper ty of chemost imula t ion , i. e. they had an 
ability to s t imula te phagocy tos i s in h u m a n and 
an imal neut rophi ls due to presence of specific 
receptors on the cell surface . Isolat ion, identi-
f icat ion and use of the m e m b r a n e ATP, synthe-
sized in presence of the chernotactic pept ide 
F M L P , is described. The ATP w a s produced 
within 1 min on the sur face of polymorpho-

nuclear leukocytes du r ing aerobic phosphoryla-
tion f rom A D P and inorgan ic phosphate , coup-
led with t r ansmiss ion of e lectrons and protons . 
The ATP-produc ing activity of polymorphonuc-
lear leukocytes, s t imula ted by the formylpept ide , 
w a s dist inctly decreased in the pa t ien t s with 
va r ious fo rms of puru len t surgical infect ions — 
sepsis, pyo-resorpt ive fever. The ATP, synthe-
sized in p lasmat ic m e m b r a n e s of polymorpho-
nuclear leukocytes, appea r s to serve as a t r ans -
lator of the chernotactic, ene rgy-consuming 
s ignal . 

УДК 616.243.4:547.963.21.07 

E. Я. Стан, A. /7. Екимовский, С. И. Алейник, 
JJ. С. Василевская, М. П. Черников 

В Ы Д Е Л Е Н И Е , А М И Н О К И С Л О Т Н Ы Й СОСТАВ И ХАРАКТЕР 
Д Е Й С Т В И Я И Н Г И Б И Т О Р О В Ж Е Л У Д О Ч Н О Й С Е К Р Е Ц И И ИЗ 

к-КАЗЕИНА 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Ранее установлено, что растворимый 
в 12 % ТХУ пептидный материал, об-
разующийся из к-казеина при его огра-
ниченном протеолизме пепсином, наз-
ванный, согласно принятой номенкла-
туре молочных белков, гликомакропеп-
тидом (ГМП), оказывает выраженное 
ингибиторное действие на желудочную 
секрецию [10] и моторику [б]. Пока-
зано, что в растворе ГМП находится в 
сильно ассоциированной форме с мол. 
массой 32 000 Д, из которой при гель-
хроматографии на колонках с биогеля-
ми вычленяется моиомерная форма с 
с мол. массой около 4000 Д [4]. Даль-
нейшее исследование позволило выя-
вить более значительную гетероген-
ность ГМП и неравнозначность ингиби-
торной активности его гель-хром ато-
графических фракций [9]. Наиболь-
шая ингибиторная активность была 
локализована в пептидной фракции с 
мол. массой в пределах 700—2000 Д 
[5]. 

В ы де л ем и ы й п е пт и д и ы й препарат 
можно рассматривать как перспектив-
ное лекарственное средство, для лече-
ния гастродуоде нально й п а тол о г ии, 
связанной с гиперфункцией желудка. 

В связи с тем что ранее описанный 
метод [1] не обеспечивает достаточно 
высокого выхода ингибитора со ста-
бильной активностью, в настоящей ра-
боте был разработан метод выделения, 
обеспечивающий выход ингибитора с 
повышенной ингибиторной активно-
стью. В работе приводятся данные, ха-
рактеризующие аминокислотный со-

став и ингибиторную активность вхо-
дящих в состав препарата пептидов. 

М е т о д и к а 
Общий казеин получают из свежего обез-

жиренного молока кислотным осаждением в 
изоточке [12]. Из общего казеина выделяют к-ка-
зеин методом [18], основанным на растворимо-
сти последнего в растворе мочевины при 
р Н 1,3—1,5, когда остальные белки казеиново-
го комплекса выпадают в осадок. После отде-
ления осадка фильтрованием или центрифуги-
рованием при 4000 g в течение 20 мин к-ка-
зеин высаливают из фильтрата сернокислым 
аммонием при концентрации 132 г/л и после 
диализа д в а ж д ы очищают от примесей а 8 - и 
р-казеииов осаждением его из 50 % этанола ук-
суснокислым аммонием [18]. Полученный оса-
док очищенного к-казеина растворяют в ми-
нимальном объеме 6 М мочевины, диализуют 
против 0,5 % раствора NaCl и используют для 
выделения ингибитора. Д л я этого незначитель-
ную часть раствора лиофилизуют и оценивают 
чистоту к-казеина электрофоретически. Электро-
форез проводят в 7 % ПААГ в трис-буфере 
рН 9,1 при силе тока 5 мА на трубку диамет-
ром 6 мм и напряжении 175 В в течение l '/г ч. 
Гель, буфер и проба содержат мочевину в кон-
центрации 7 М [16]. 

Д л я проведения ферментативного гидролиза 
в полученном растворе очищенного к-казеина 
определяют концентрацию белка спектрофото-
метрически по поглощению при 280 им с по-
мощью калибровочной прямой, построенной по 
раствору к-казеина. Обычно Eijgo °нм ~= * * ^ • 
Раствор к-казеина разбавляют 0,5 % NaCl до 
концентрации 2 %, подогревают до 37°С, 0,1 и. 
НС1 доводят рН до 5,65 и вносят пепсин, рас-
творенный в небольшом количестве дистиллиро-
ванной воды из расчета 1 весовая часть фер-
мента на 100 весовых частей к-казеина, инку-
бируют 21/2 мин и прибавляют 50 % ТХУ до 
конечной концентрации 12 % (31,5 мл 50 % ТХУ 
па 100 мл гидролизата) . Через 1 ч осадок бел-
ка и крупных полипептидов отделяют фильтро-
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ванисм через бумажный складчатый фильтр и 
отбрасывают, а фильтрат очищают от ТХУ 5— 
6-кратной экстракцией равными объемами сер-
ного эфира (длительность каждой экстракции 
.3—4 мин). Водную фазу лиофилизуют, полу-
чая препарат ингибитора. Содержание пептид-
ного материала в препарате определяют мето-
дом Кьельдаля с последующей несслериза-
цией [14]. 

В другом варианте метода к-казеии после 
высаливания не очищают от примесей a s - и 
(3-казеинов, его обработку пепсином проводят 
при фермент-субстратном соотношении I : 200 
[1] или 1 : 100, а ТХУ удаляют из фильтрата 
диализом. 

Полученный препарат в количестве 100 мг 
в 2 мл 0,01 М NI-Ь,ОН фильтруют через колон-
ку с сефадексом G-50 средним ( 1 , 5 x 1 0 5 см), 
уравновешенную 0,01 М NH/.OH со скоростью 
24 мл/ч. Выход материала с колонки автома-
т и ч ее к и per и ст р и р у ют с помощью Р Э П П С -1М 
и самописца КСП-4 при длине волны 260 нм. 
Элюат собирают порциями по 2 мл. Получен-
ные пептидные фракции лиофилизуют. Амино-
кислотный состав фракций определяют на ами-
нокислотном анализаторе «Бекман-121» после 
гидролиза в 6 н. НС1 в атмосфере азота при 
106°С в течение 24 ч. Ингибиторную актив-
ность определяют в опытах на 5 собаках с 
павловским изолированным желудочком. Всего 
проведено 20 опытов. Животных брали в опыт 
через 18 ч после кормления при щелочной или 
нейтральной реакции желудка . Исходные пре-
параты ингибитора, полученные разными мето-
дами, вводили внутривенно в дозах, вызываю-
щих 50 % снижение объема секретирусмого же-
лудочного сока за 4 ч опыта. Очищенные фрак-
ции вводили подкожно в дозе 0,095 мг на 1 кг 
массы тела. Д о з ы указаны для чистого пепти-
да, определенного методом Кьельдаля . Через 
15 мин после введения препарата животных 
кормили (100 г хлебной крошки с лизином) и 
через к а ж д ы е 15 мин определяли количество 
выделенного желудочного сока и концентрацию 
общей кислоты титрациониым методом. 

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

В ранее описанном способе [1] для 
получения ингибитора использовали 
неочищенный к-казеин, его гидролиз 
пепсином осуществляли при фермент-
субстратном соотношении 1 : 200, а 
фильтрат, получаемый после осажде-
ния белка и крупных полипептидов, 
очищали от ТХУ диализом. Получен-
рый препарат содержал ГМП, кото-
рый тормозил желудочную секрецию 
[10]. Выход ГМП из 10 л обрата со-
ставлял 0,6—0,8 г пептида, определен-
ного по N, а его активность, выражен-
ная как количество пептида, вызываю-
щее 50 % угнетение объема желудоч-
ного сока за 4 ч, составляло 0,43, 
0,45—0,55 мг на 1 кг массы животного. 

Поскольку в дальнейшем было пока-
зано [5], что значительная ингибитор-
иая активность локализована в низко-
м ол е к уля р иой фр а к ции гидр ол из а т а, 
то концентрация пепсина в иикубаци-

К 

уз 
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•V + 
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Рис. 1. Электрофореграмма общего казенна 
(1) и очищенного к-казеина (2). 

онной среде была увеличена в 2 раза, 
до фермент-субстратного соотношения 
1 : 100. При этом выход ингибитора 
значительно вырос, составив 1 —1,2 г 
пептида, по его активность снизилась в 
6—10 раз. 

Возможной причиной снижения ин-
гибиторной активности могло быть за-
грязнение препарата неактивными 
балластными примесями, которые об-
разуются вследствие ферментативной 
деградации as-и р-казеинов, присутст-
вующих в неочищенном к-казеине. По-
этому была введена стадия очистки 
к-казеина осаждением его из 50 % эта-
нола уксуснокислым аммонием [18], в 
результате которой, согласно электро-
форетическим данным, получался 
практически чистый к-казеин (рис. 1). 
Другой причиной снижения активно-
сти может быть потеря части низкомо-
лекулярных продуктов протеолиза при 
диализе фильтрата. Так как вследст-
вие увеличения концентрации пепсина 
возможно образование более значи-
тельной фракции низкомолекулярных 
пептидов, для их сохранения* диализ 
был заменен на экстракцию ТХУ из 
фильтрата эфиром. При этом выход 
ингибитора составлял 1 1 , 1 г пепти-
да, что на 25—40 % выше по сравне-
нию с выходом ГМП, а его активность 
увеличивалась в 3—4 раза и составля-
ла 0,1—0,13 мг на 1 кг массы тела. 

Выделенный ингибитор отличается 
от ГМП, полученного ранее, своей 
аминограммой и фракционным соста-
вом. В его состав входят Тир, Фен, Гис/ 



Аминокислотный состав безуглеводного пептида (в г/100 г) 

Аминокислота 
Фракция 

I II 111 
Г1ара-к-казеии ГМГТ 

Аспарагиновая кисло-
та* 
Треонин 

7 , 3 5 8 ,64 6 , 5 3 6 , 5 6 6 ,86 Аспарагиновая кисло-
та* 
Треонин 16,32 15,46 7 ,50 2 , 4 2 16,83 
Серии 7 , 7 7 7,61 5 ,80 4 , 9 6 7 ,80 
Глутамииовая кисло-
т а + 

Пролин 

19,50 21 ,30 14,26 17,78 19,39 Глутамииовая кисло-
т а + 

Пролин 11,56 10,27 12,60 9 ,51 11,78 
Глицин 1,01 2 , 8 0 3 , 9 5 0 , 4 6 0 ,84 
Алании 5 ,32 4 , 0 6 6 , 9 8 5 , 2 0 6 , 3 4 
г / 2 цистина — — — 1,81 — 

Валин 6 ,51 6 , 3 0 4 , 7 5 4 , 0 6 8 , 8 3 
Метионин Следы 0 ,045 0 ,21 1,07 1,94 
И з о лейцин 7 ,50 8 , 5 0 4 , 1 6 5 ,60 12,00 
Лейцин 1,66 2 , 7 5 6 , 7 8 6 ,44 1,67 
Тирозин 0 , 5 0 0 , 0 6 5 0 , 7 8 11,95 — 

Фенил ал а ним 1,19 0 , 8 8 2 , 3 5 4 , 7 0 — 

Лизин 5,74 9 , 6 7 11,36 6 , 2 7 5 ,72 
Гистидин 7 ,40 0 ,54 8 ,11 3 ,30 — 

Аргинин 0 , 6 7 1,16 4 , 6 0 6 ,40 — 

Триптофан Н / о Н / о Н / о 1,49 

П р и м е ч а н и е . * Аминокислота + амид; аминокислотный состав пара-к-казеина и ГМП 
рассчитан, исходя из первичной структуры [11, 15]. Н /о—не определяли. 

Apr (см. таблицу), отсутствующие в 
аминограмме ГМП [2], а при гель-
хроматографии на сефадексе G-50 он 
разделяется на 4 фракции, в то время 
как ГМП имеет на хроматограмме 
только 2 фракции (рис. 2). Из сравне-

Рис. 2. Гсль-хроматограммы ингибиторов же-
лудочной секреции, полученных с помощью 
предлагаемого (а) и ранее описанного (б) ме-

тодов. 
По осям абсцисс — объем (в мл); по осям ординат — 
поглощение при 260 нм (в %). I, II, III, IV — фрак-

ции. 

ния аминограмм фракций I, II и III ин-
гибитора (см. таблицу) следует, что 
во фракциях I и III отмечается высо-
кое содержание остатков Гис. При пе-
реходе от I фракции к III наблюдает-
ся нарастание содержания Гли, Мет, 
Лей, Лиз, Apr. В III фракции имеет 
место отчетливое нарастание уровня 
Тир и Фен и снижение содержания Тре 
и Иле по сравнению с I и II фракция-
ми. Для всех фракций характерно вы-
сокое содержание Лиз и особенно Гли, 
уровень которого многократно превы-
шает его содержание в к-казеине. 

Все исследованные фракции оказы-
вали ингибиторное действие на желу-
дочную секрецию, но оно было выра-
жено в различной степени. Так, фрак-
ция I снижала объем секретируемого 
желудочного сока за 4 ч лишь на 1 0 ± 
± 5 %, в то время как фракции II и 
III в такой же дозе снижали его на 
50=1=7 %. Результаты статистически до-
стоверны ( Р < 0 , 0 1 ) . При этом отмеча-
лась тенденция к снижению общей кис-
лотности сока. 

Временная динамика ингибиторного 
действия фракции II носила двухфаз-
ный характер (рис. 3). Первое тормо-
жение сокоотделения наблюдалось сра-
зу же после дачи пищевого раздражи-
теля, когда в течение 45 мин объем 
секретируемого сока снижался на 70— 
80 %, в течение последующих 60 мин 
секреция сохранялась на уровне конт-
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Р и с . 3. В р е м е н н а я д и н а м и к а и и г п б и т о р н о г о 
д е й с т в и я I I ф р а к ц и и . 

Г1о оси абсцисс — время опыта (в ч); по оси орди-
нат — количество желудочного сока (в мл). 1 — кон-

троль; 2 — введение фракции II. 

рольных значений, после чего наступал 
второй период торможения, когда сек-
реция сока падала до нуля и полно-
стью отсутствовала в течение 1 ч, оста-
ваясь ниже контрольного уровня в по-
следующие 4-й и 5-й часы опыта. Под 
влиянием фракции III увеличивался 
латентный период закислеиия желудка, 
а разрыв между первой и второй фа-
зами торможения секреции сокращал-
ся или совсем отсутствовал. При этом 
секреция равномерно снижалась на 
протяжении 4—5 ч опыта в среднем на 
50 %. 

Ранее сообщалось, что ингибиторная 
активность в отношении желудочной 
секреции продуктов ограниченного 
протсолиза к-казеина пепсином связа-
на с ГМП [7], отщепляемым, как из-
вестно, от молекулы к-казеина в ре-
зультате разрыва одной пептидной 
связи, Фен 105 — Мет 106 [13], имею-
щей повышенную чувствительность к 
действию протеиназ [17]. При этом ос-
тальная часть молекулы к-казеина -
пара-к-казеин — теряет свою раство-
римость и выпадает в осадок. 

Известно, что пара-к-казеии и ГМП 
существенно отличаются друг от друга 
по аминокислотному составу [11, 15]. 
Такие аминокислоты, как 1/2 Цис, Тир, 
Фен, Гис, Трп и Apr, присутствуют 
только в пара-к-казеиие. Содержание 
в нем Тре в 7 раз, Вал в 2 раза, Иле 
в 2 раза ниже, а Лей в 4 раза выше, 
чем в ГМП. Соотношение Иле/Лей со-
ставляет в пара-к-казеине и ГМП со-
ответственно 0,9 и 7. 

Исходя из этих четких различий 
аминокислотного состава пара-к-казеи-
на и ГМП, мы провели сравнение ами-
иограмм выделенных фракций ингиби-
тора. Во всех выделенных фракциях 
имеются аминокислоты Тир Фен Гис 
Apr, присущие только пара-к-казеиио-

вой части молекулы. Динамика измене-
ния содержания Тре Вал Иле Лей, име-
ющихся в обеих частях молекулы к-ка-
зеина, но в четко различных количест-
вах, показала, что фракции I и II по 
содержанию этих аминокислот прибли-
жаются к ГМП, а содержание их во 
фракции III приближается к таковому 
пара-к-казеина. Соотношение Иле/Лей 
составляет 4,5, 3,0 и 0,6 соответственно 
для фракций I, II и III, что также сви-
детельствует о существенном сдвиге 
аминограммы в сторону пара-к-казеи-
новой части молекулы при переходе от 
I к III фракции и, следовательно, о на-
личии в них фрагментов молекулы па-
ра-к-казеина. 

Двухфазный характер иигибирова-
ния желудочной секреции свидетельст-
вует о том, что препарат представляет 
собой комплекс двух ингибиторов, один 
из которых (ингибитор 1) проявляет 
свое действие сразу же после введе-
ния без латентного периода, когда в 
механизме желудочной секреции пре-
обладают центрально-нервные влияния, 
и, следовательно, действие этого инги-
битора опосредуется через централь-
ные нервные механизмы. Тормозное 
действие второго ингибитора (ингиби-
тор 2) проявляется через 2-часовой ла-
тентный период, когда в механизмы 
желудочной секреции включается весь 
комплекс гуморальных факторов, обус-
ловленный как перевариванием нутри-
ентов в тонком кишечнике, так и по-
ступлением их из кишечника в кровь. 

Латентный период действия ингиби-
тора 2 совпадает с латентным перио-
дом действия ГМГ1 [3], выделенного 
ранее. Отставленность во времени тор-
мозного действия ингибитора 2 связа-
на, по-видимому, не только с особенно-
стью механизма его действия, но, воз-
можно, также с необходимостью его 
дополнительной деградации под влия-
нием эндогенных протеиназ крови для 
освобождения активного пептидного • 
биорегулятора, законсервированного в 
аминокислотной последовательности 
пептида-предшественника, находящего-
ся в препарате. 

Таким образом, введение стадии очи-
стки к-казеина, увеличение фермент-
субстратного соотношения на стадии 
протеолиза и замена диализа фильтра-
та на экстракцию эфиром позволили 
увеличить выход ингибитора желудоч-
ной секреции на 25—40 % и повысить 
в 3—4 раза его ингибиторную актив-
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ность по сравнению с этими парамет-
рами при использовании ранее описан-
ного метода. 

Аминокислотный анализ гель-хрома-
тографических фракций ингибитора 
свидетельствует о наличии фрагментов 
пара-к-казеиновой части молекулы. На 
основании временной кинетики ингиби-
торного действия сделай вывод о нали-
чии в препарате двух ингибиторов же-
лудочной секреции. Ингибитор 1 про-
являет свое действие сразу после вве-
дения и увеличивает латентный период 
закисления желудка. Тормозной эф-
фект ингибитора 2 проявляется через 
Р/2—2 ч после введения. Выделенный 
препарат может быть перспективным 
лекарственным препаратом для лече-
ния гастродуоденальной патологии, 
связанной с гиперацидным состоянием. 

С учетом исключительной роли казе-
инов как истинно алиментарных (пи-
щевых) белков новорожденных [8] об-
наружение двух ингибиторов желудоч-
ной секреции в структуре к-казеина, ко-
торые освобождаются из него при про-
теолизе, имитирующем желудочное пе-
реваривание, позволяет рассматривать 
к-казеин в качестве носителя регуля-
ториых пептидов, чье действие тесно 
связано с функционированием желу-
дочно-кишечного тракта и может иг-
рать важную роль в процессе перевари-
вания и утилизации белков молока в 
период новорожденное™. 
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ISOLATION, A M I N O ACID C O M P O S I T I O N 
AND E F F I C I E N C Y O F T H E I N H I B I T O R S O F 
GASTRIC S E C R E T I O N D E R I V E D F R O M 

K-CASEIN 

E. Ya. Stan, A. P. Ekimovsky, S. /. Aleinik, 
L. S. Vasilevskaya, M. P. Chernikov 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

Yield of an inhibitor of gas t r i c secretion and 
its activity were increased af te r addi t ional step 
of the k-casein pur i f icat ion as well as a resul t 
of increase in the e n z y m e / s u b s t r a t e ra t io at 
the step of enzymat ic hydrolys is and of substi-
tu t ion of the f i l t ra te dialysis by extract ion with 
ether. Amino acid ana lys i s of the gel chromato-
graphic f rac t ions of inhibitor demons t ra t ed the 
presence of para-k-casein f r a g m e n t s in its mo-
lecule. As shown by kinetics of inhibi tory action 
the p repara t ion included two inhibi tors of 
gas t r i c secretion. The inhibitor I exhibited i ts 
effect immedia te ly a f te r admin is t ra t ion and in-
creased the la tent period of the gas t r ic acidifi-
cat ion. The effect of the inhibitor II w a s ma-
nifested with in 1.5-2 hrs a f te r adminis t ra t ion . 
The p repara t ion isolated m a y be an usefu l d r u g 
in t r ea tmen t of ga s t roduodena l impa i rments 
caused by hypcracidic s ta tes . 
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СВОЙСТВО П О Л И М О Р Ф Н О - Я Д Е Р Н Ы Х Л Е Й К О Ц И Т О В КРОВИ 
П Р О Д У Ц И Р О В А Т Ь С У П Е Р О К С И Д ПРИ ОСТЕОМИЕЛИТЕ 

Центральный научно-исследовательский институт травматологии и ортопедии им. Н. Н. 
Приорова, Москва 

Продукция супероксидного аниона 
(Orf) полиморфно-ядерными лейкоци-
тами, моноцитами и макрофагами яв-
ляется одним из механизмов бактери-
цидной активности этих клеток [6 |. По 
отношению к тканям макроорганизма 
усиление генерации о~, возникающее 
при вовлечении лейкоцитов в воспали-
тельный процесс, может быть причиной 
нарушения микроциркуляции [8], дест-
рукции полимеров межклеточного мат-
рикса [9, 12]. После воздействия супер-
оксида плазма крови приобретает хе-
мотактическую активность [13]. 

В литературе отсутствуют данные о 
02~-продуцирующих свойствах лейко-
цитов при локальных процессах гной-
ного воспаления. 

В настоящей работе исследовано 
свойство лейкоцитов периферической 
крови больных с острым и хроническим 
остеомиелитом генерировать о ~ . 

М е т о д и к а 

Полиморфно-ядерные лейкоциты выделяли 
из крови больных с острым и хроническим те-
чением остеомиелита костей конечностей и у 
здоровых доноров. Д л я этого к 2 мл гепари-
низироваиной крови добавляли 2 мл 10 мМ нат-
рий-фосфатного буфера рН 7,35, содержащего 
138 мМ хлорида натрия, 0,6 мМ хлорида каль-
ция и 5,5 мМ глюкозы; разбавленный образец 
крови (4 мл) наносили на 3 мл Фиколла — Пак 
и центрифугировали при 400 g 30 мин. Верх-
ний слой, содержащий плазму и лимфоциты, 
отбрасывали; осадок, содержащий эритроциты 
и гранулоциты, доводили тем ж е буфером до 
4 мл и вносили в равный объем 3 % раствора 
декстрана T-500 на 0,9 % хлориде натрия. Осто-
•рожио перемешивали суспензию и оставляли 
для осаждения слоя эритроцитов отстаиванием 
примерно до 7з объема (5—10 мин). Иадоса-
дочную жидкость отбирали и центрифугирова-
ли при 250 g 10 мин. Д л я лизиса оставшихся 
эритроцитов к осадку добавляли 2,5 мл дистил-
лированной воды и точно через 30 с приливали 
равный объем 1,8 % хлорида натрия. Отмыва-
ли осадок гранулоцитов 0,9 % раствором хло-
рида натрия и суспендировали в указанной вы-
ше буферной среде, не содержащей хлорида 
кальция. Микроскопически в полученных пре-
паратах выявлялось не менее 85—88 % поли-
морфно-ядерных клеток. Скорость генерации 
0 ~ определяли по количеству иигибируемого 

супероксиддисмутазой восстановления цитохро-
ма с при инкубации (37 °С, 30 мин) клеток (око-
ло 106 клеток в мл) в среде (1 мл) , содержа-
щей 10 мМ натрий-фосфатного буфера (рН 
7,38), 5,5 мМ глюкозы, 138 мМ хлорида нат-
рия, 0,6 мМ СаС12, 100 мкМ цитохрома с, 
200 ед. суперокеиддисмутазы (или без нее). 

Число клеток, добавляемых в среду, опре-
деляли при помощи целлоскопа Picoscale или 
микроскопически. Содержание восстановленно-
го цитохрома с определяли по разнице опти-
ческой плотности при 540 и 550 им с коэффи-
циентом экстинкции 15,4 м М - 1 с м - 1 [14]. 

Д л я исследования -генерирующей спо-
собности стимулированных клеток в среду ин-
кубации добавляли 0,01 % латекс (частицы 
1,1 мкМ, фирма «Serva») и 300 мкМ менадион 
(конечные концентрации). Содержание белка в 
клеточных препаратах определяли по Лоури и 
соавт. [11] после предварительной обработки 
клеток 0,5 % раствором дезоксихолата натрия 
в 0,1 н. NaOH. 

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

0 2 -продуцирующая способность лей-
коцитов in vitro может быть повы-
шена добавлением различных природ-
ных и синтетических веществ [5]. Изве-
стно, например, что добавление частиц 
латекса к лейкоцитам усиливает обра-
зование о ~ примерно в 2 раза [15]. 

Т а б л и ц а 1 

Стимуляция продукции лейкоцитами чело-
века в присутствии латекса и менадиона 

Стимулятор 

Образование 0 2 

Стимулятор 
абсолютное 

нмоль на 
1 мг белка 

относитель-
ное, %* 

Без стимулятора 6 , 7 0 ± 1 , 5 2 3 , 4 * 3 , 2 

Л а т е к с 2 6 , 3 7 ± 5 , 7 5 2 5 , 2 ± 6 , 3 
Менадион 33 ,34dh1 ,25 4 2 , 6 ± 9 , 5 
Л а т е к с + менадион 43,85=fc3,38 2 6 , 4 ± 1 1 , 2 

* Д о л я цитохрома с, восстановленного 0 2 » 
от общего количества феррицитохрома, приня-
того за 100 % . Результаты 6 экспериментов в 
к а ж д о й группе. Отличия от контроля (без сти-
мулятора) во всех группах достоверны при 
Р < 0 , 0 5 . 
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Т а б л и ц а 2 

Образование 0 2 полиморфно-ядерными лейко-
цитами крови у больных с остеомиелитом 

Образование 

Группа Стиму-
ляция 

O2 нмоль 
на 10° клеток 

за 30 мин 

Доноры 
+ 2 ,42d=l ,06 

8 , 5 9 d b l , 4 3 

Больные: 
острое течение 

хроническое » 
+ + 

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

П р и м е ч а н и е . Было исследовано по 6 че-
ловек в каждой группе. 

В наших условиях постановки экспери-
мента латекс повышал интенсивность 
продукции о2~ в 3—4 раза (табл. 1). 
Ранее нами установлено, что витамин 
Кз (менадион) также может быть ис-
пользован в подобных системах в каче-
стве стимулятора [2]. Добавление ме-
надиона повышает на 67% интенсив-
ность генерации 0 2 -клетками, стиму-
лированными латексом, т. е. эффект ла-
текса и менадиона аддитивен. Стиму-
лированные таким способом клетки ге-
нерируют о2" в 5—6 раз более интен-
сивно, чем в отсутствие стимуляторов, 
что объясняется различным механиз-
мом стимуляции клеток этими агента-
ми. Вместе с тем хотя количество элек-
тронов, переносимое Of на цитохром 
с в присутствии двух стимуляторов, вы-
ше, чем с каждым из них, но доля Of -
зависимого пути относительно общей 
мощности внеклеточного транспорта 
электронов на акцептор при аддитивно-
сти оказывается более низкой, чем при 
действии одного менадиона. Причиной 
уменьшения относительной мощности 

-зависимого пути при его абсолют-
ном увеличении может быть ограниче-
ние доступности кислорода или сниже-
ние сродства менадиона к мембранным 
рецепторам клеток при фагоцитозе ча-
стиц латекса. Что касается действия 
одного менадиона, то большее возра-
стание абсолютного и относительного 
количества Of , генерируемого лейко-
цитами, по сравнению с латексом поз-
воляет рассматривать хиноны, как 
сравнительно специфичные стимулято-

ры О - -зависимой биологической ак-
тивности нейтрофилов in vitro и, воз-
можно, in vivo. 

Участие Of , генерируемого поли-
морфно-ядерными л е й к о ц и т а м и и мак-
рофагами, в бактерицидной способно-
сти клеток, с одной стороны, и в про-
цессах окислительной деструкции кол-
лагена и гиалуроновой кислоты [9, 12], 
с другой, необходимое для «очищения» 
некротических масс, позволяет предпо-
ложить, что ослабление Of-продуци-
рующих свойств фагоцитов может быть 
одной из причин существования гнойно-
го очага. Напротив, можно было ожи-
дать, что проникновение в кровяное 
русло продуктов распада гнойного оча-
га приводит к стимуляции лейкоцитов 
не только в отношении их хемотакти-
ческой активности, но и других функ-
циональных параметров, включая Of-
продуцирующую способность. Как ока-
залось, лейкоциты крови больных с ост-
рым и хроническим остеомиелитом в 
отсутствие стимуляторов продуцируют 
Of со скоростью в 3—4 раза меньшей, 
чем у доноров (табл. 2). Однако коле-
бания величин продукции о2~ в груп-
пе здоровых и группе хронических 

„больных довольно велики и различия 
усредненных значений не достигают 
уровня достоверности. У больных с 
острым остеомиелитом клетки в нести-
мулированном состоянии продуцируют 
Of достоверно (Р <0 ,001) меньше, 
чем у доноров. Во всяком.случае сти-
муляции Of -продуцирующих свойств 
лейкоцитов в кровеносном русле под 
влиянием продуктов резорбции из гной-
ного очага ни при остром, ни при хро-
ническом остеомиелите не происходит. 
Напротив, в большинстве случаев мож-
но констатировать снижение эндоген-
ных -генерирующих свойств. 

Уменьшение продукции Of клетки в 
нестимулированном состоянии могло, 
быть следствием либо ослабления их 
функциональных свойств, либо сниже-
ния чувствительности к активирующим 
сигналам. Для выявления максималь-
ных -продуцирующих свойств в дан-
ной работе использована стимуляция 
одновременно двумя активаторами: и 
латексом, и менадиоиом. Оказалось, 
что лейкоциты больных с острым и 
хроническим остеомиелитом не отлича-
ются от клеток доноров по свойству 
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отвечать на присутствие стимуля-
торов продукции (см. табл. 2). Но 
образование 02~ стимулированными 
клетками доноров примерно в 4 раза 
выше, чем больных ( Р < 0 , 0 0 1 ) . Следо-
вательно, общая мощность клеток по 
образованию ОгГ в условиях стимуля-
ции при остеомиелите снижена, несмот-
ря на сохранение рецепторной чувстви-
тельности лейкоцитов к использован-
ным сигналам активации окислитель-
ного метаболизма. Различие между ин-
тенсивностью генерации супероксида 
лейкоцитами больных с острым и хро-
ническим остеомиелитом оказалось не-
достоверным. 

Известно, что угнетение гемолитиче-
ской активности моноцитов и снижение 
бактерицидной способности полиморф-
но - я д е р н ы х лейкоцитов, уме и ь ш е н и е 
хемотактической активности и содер-
жания катион ных белков являются 
факторами риска возникновения гной-
ного осложнения переломов костей. 
Представленные выше данные свиде-
тельствуют о недостаточной функции 
лейкоцитов при остеомиелите и по та-
кому параметру, как О^"-продуцирую-
щие свойства. 

Больные с гнойными процессами, как 
правило, получают массивную антибио-
тикотерапию. У 3 больных с хрониче-
ским. остеомиелитом, получавших ан-
тибиотики, коэффициент усиления про-
дукции 02~ -стимуляторами оказался 
ниже в 3 раза, чем у леченных без при-
менения антибиотиков, но уровень про-
дукции ОгГ в стимулированном состо-
янии не зависел от этих препаратов. 
Таким образом, эти предварительные 
данные свидетельствуют о том, что дли-
тельная антибиотикотерапия не восста-
навливает максимальной мощности 
продукции о2~ лейкоцитами при гной-
ном воспалении, а вероятно, подавляет 
ее. Если учесть полученные ранее дан-
ные о свойствах антибиотиков взаимо-
действовать с 02~~ и ингибировать 0<г 
зависимые процессы [3], то можно 
предполагать, что уменьшение эффек-
тивности 02"~-зависимых процессов ан-
тибиотиками может быть весьма важ-
ным фактором ослабления бактерицид-
ной функции лейкоцитов при длитель-
ной а ит и б иоти котерa 11 и и. 

Представленные выше данные о сни-
жении -продуцирующих свойств 
полиморфно-ядерных лейкоцитов кро-

ви при остеомиелите не позволяют од-
нозначно оценить состояние окисли-
тельного метаболизма фагоцитирую-
щих клеток в зоне гнойного очага, хотя 
и могут служить достаточным основа-
нием для предположения о их недоста-
точности, как возможном патогенетиче-
ском факторе ослабления «окислитель-
ного фагоцитоза» [6| и способности к 
резорбции некротических масс фагоци-
тами очага. Следует отметить, что ак-
тивность миелопероксидазы — фермен-
та, необходимого для окислительной 
деструкции микробов и клеточных 
фрагментов внутри фагоцита, при ос-
теомиелите снижается [1], уменьшает-
ся число функционирующих СЗ-рецеп-
торов мембран гранулоцитов и способ-
ность к усилению восстановления нит-
росинего тетразолия при стимуляции 
клеток эндотоксином Е. coli [10]. Пос-
кольку многие параметры функцио-
нальной активности лимфоцитов при 
остеомиелите также снижены [4, 7], 
можно думать об ослаблении функции 
иммунокомпетентных клеток организ-
ма при гнойном процессе в костной тка-
ни. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Галанова Р. Я- / / Съезд травматологов-ор-
топедов Украины: 8-й: Тезисы докладов. -
Киев. — 1979. — С . 132—133. 

2. Герасимов А. М., Гудошникова Л. В., То-
порова С. М., Топоров Ю. А. / / Взаимодей-
ствие ультразвука с биологической сре-
дой. — М м 1983. — С . 21. 

3. Герасимов А. М., Овчинников К. Г., Мель-
никова В. М. / / Антибиотики. — 1984.— 
№ 8. — С. 600—604. 

4. Лизик Г. М. II Съезд травматологов-орто-
педов Украины: 8-й. Тезисы д о к л а д о в . — 
Киев, 1979.— С. 130—131. 

Г). Маянский A. FT, Маянский Д. ТТ Очерки 
о нейтрофиле и макрофаге. — Новосибирск, 
1983. 

6. Панченко Л. Ф., Герасимов А. М., Анто-
ненков В. Д. Роль пероксисом в патологии 
клетки. — М., 1981. 

7. Руиндеою Т. Г., Шеина Э. П., Ахундов 
А. А., Алиев А. Г. / / С ъ е з д травматологов-
ортопедов Украины: 8-й. Тезисы докла-
дов. — Киев, 1979. — С . 133—135. 

8. Del Maestro R. F., Bjork J., Arfors К. E. // 
Microvasc. Res. — 1981. — Vol. 22. — 
P. 239—270. 

9. Greenwald R. A. / / Biological and Clinical 
Aspects of Superoxide and Superoxide Di-
smutase . — New York, 1980. — P . 160—171. 

10. Hierholzer S., Hierholzer G. / / Unfal lhei l -
k u n d e . — 1980. — Bd 83. — S. 241—244. 

105 



11. Low г у О. И., Rosebrough N. /., Farr A. L., 
Randall R. / . / / J. biol. Chem., — 1951. — 
Vol. 193. — P. 265—275. 

12. McCord J. M. / / Sc ience .— 1974.— Vol. 
185.— P. 529—531. 

13. McCord J. M., Roy R. S.// Canad . J. Phy-
siol. Pharmacol . — 1982. — Vol. 60. — 
P. 1346—1352. 

14. Nakagawara A., Minakama S . / / B i o c h e m . 
biophys. Res. C o m m u n . — 1975. — Vol. 64.— 
P. 760—767. 

15. Salin M. L., McCord J. M. / / J. clin. In-
vest. — 1974. — Vol. 5 4 . — P. 1005—1009. 

Поступила 05.12.85 

T H E P R O P E R T Y OF P O L Y M O R P H O N U C -
LEAR L E U K O C Y T E S TO P R O D U C E S U P E -

R O X I D E ANION IN O S T E O M Y E L I T I S 

A. M. Gerasitnov, L. V. Gudoshnikova, N. E. 
Makhson, Z. I. Urazgil'diev 

Cent ra l Ins t i tu te of T r a u m a t o l o g y and Ortho-
paedics, Moscow 

Rate of superoxide anion product ion w a s 
decreased in blood polymorphonuclear leukocy-
tes of pa t i en t s with acute and chronic osteomye-
litis both in absence of an act ivator and a f te r 
s t imula t ion of the cells by latex par t ic les and 
menad ion in vitro. 

УДК 016-056.43-07:[610.153.1:577.152.34+ 616.154:577.175.85 

Ii. M. Ненашева, В. Л. Доценко, Л. А. Горячкина, Г. А. Яровая 

АКТИВНОСТЬ СИСТЕМЫ П Р Е К А Л Л ИКРЕИН — К А Л Л И К Р Е И Н 
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В изучении патогенеза ряда патоло-
гических состояний большое внимание 
уделяется калликреин-кининовой си-
стеме (ККС). Это объясняется высокой 
биологической активностью кининов, 
широким спектром их действия, тесным 
взаимодействием этой системы с други-
ми протеолитическими системами кро-
ви (гемокоагулирующей, фибринолити-
ческой, ренин-ангиотензиновой, комп-
лементом), ответственными за поддер-
жание гемодииамического равновесия, 
сосудистого тонуса и участвующими в 
защитных реакциях организма. При 
многих патологических состояниях про-
исходит нарушение адаптивно-регуля-
торной функции ККС, что делает опре-
деление ее активности важным момен-
том в изучении патогенеза заболевания 
и выбора тактики лечения ,[2]. 

При изучении аллергических заболе-
ваний интерес к ККС, в частности к оп-
ределению активности основного ки-
иинобразующего фермента плазмы 
крови — калликреина (К) и содержа-
ния его предшественника прекалликре-
ина (ПК) как важным показателям ак-
тивности системы, обусловлен сходст-
вом патогенетического действия кини-
нов (расширение капилляров и увели-
чение их проницаемости, спазм гладкой 
мускулатуры бронхов) и аллергических 
реакций у человека. Кроме того, бради-
кинин стимулирует синтез простаглан-
динов в тканях [12, 16], способствует 
освобождению катехоламинов из над-

почечников, гистамина и серотонина из 
тучных клеток [16]. 

Активация ККС при немедленной ги-
перчувствительности возможна как 
результат взаимодействия антигена с 
антителом класса иммуноглобулинов Е 
(IgE) на поверхности мембран базофи-
лов и секреции из них биологически ак-
тивных веществ, среди которых имеют-
ся высокомолекулярные медиаторы, 
обозначенные как базофильная калли-
креиноподобная активность (БКА) [13, 
14]. БКА генерирует кинины из кини-
ногена плазмы, отщепляет от фактора 
Хагемана активный фрагмент, способ-
ный активировать ПК в К, активирует 
плазминоген в плазмин [15]. БКА мо-
жет оказаться важным звеном между 
реакциями повышенной чувствительно-
сти и каскадными системами плазмы 
крови [14, 15]. 

Несмотря на широкое изучение ККС 
при аллергии, ряд вопросов в этой об-
ласти остается нерешенным. В частно-
сти, почти не изучена роль ККС при 
атонической астме, реакция со стороны 
системы на специфическую иммуноте-
рапию (СИТ) аллергенам. Остается не-
выясненным вопрос об участии ингиби-
торов К в регуляции кининогенеза при 
атопии, неизвестна роль а-1-протеоли-
тического ингибитора (а-1-ПИ) и его 
дефицита в развитии аллергических 
состояний. Между тем эти данные мог-
ли бы способствовать не только пони-
манию патогенеза заболевания, но и 
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правильному выбору терапевтических 
мероприятий. 

Целыо настоящей работы было опре-
деление активности ККС в сыворотке 
крови больных поллинозом с клиниче-
скими проявлениями пыльцевой брон-
хиальной астмы и без таковой. Актив-
ность К, а также ПК, а-1-ПИ и а2-мак-
роглобулина (0С2-МГ) изучали у боль-
ных атопией, получавших специфиче-
скую иммунотерапию, у пациентов с 
острой и хронической крапивницей. 

М е т о д и к а 

Активность К и содержание его предшест-
венника ПК в сыворотке крови больных опре-
деляли хроматографическим методом после от-
деления от других протеиназ и их профермен-
тов па ДЭАЭ-сефадексе А-50 («Pharmac ia Fine 
Chem.», Швеция) . Об активности К судили по 
начальной скорости расщепления N-беизоил-Ь-
аргииии-этилового эфира (БАЭЭ, «Reanal», 
В Н Р ) не адсорбированной на анионообмении-
ке фракцией; количество предшественника оце-
нивали после активирования его трипсином 
(«Spofa», Ч С С Р ) и подавления активности по-
следнего овомукоидом (Олайнский завод) [3, 
4]. Активность К и содержание ПК, определен-
ные данным методом в сыворотке крови здо-
рового человека, равны соответственно 13,8± 
± 0 , 5 и 334 ± 1 0 , 8 М Е / м л [4]. 

Активность а - 1 - П И и а 2 - М Г в сыворотке 
крови определяли унифицированным энзимати-
ческим методом В. Ф. Нартиковой и Т. С. Пас-
хиной [1], принимая за норму величины, полу-
ченные авторами метода — 29,9 =1= 1,2 и 4 , 9 ± 
± 0 , 1 2 И Е / м л соответственно. 

У 10 больных, у которых выявилась низ-
кая активность а - 1 - П И в сыворотке крови, 
было проведено феиотипирование а - 1 - П И ме-
тодом изоэлектрофокусирования в ПААГ при 
рН 3,5—6,0 [9, 11]. 

Обследован 51 больной, находившийся на 
лечении в аллергологическом стационаре. Всем 
им были проведены общеклииическое и специ-
фическое аллергологическое обследования, оп-
ределение уровня общего I g E в сыворотке кро-
ви иммуиоферментным методом (совместно с 
аллергологической лабораторией Московского 
Н И И вакцин и сывороток им. И. И. Мечнико-
ва ) . Больные были разделены на 3 группы. 

В 1-ю группу вошли 17 больных поллинозом 
в возрасте от 16 до 62 лет. Из них 13 обследо-
вано в момент обострения болезни (сезон цве-
тения) , в том числе 5 больных с ярко выражен-
ным обострением и 8 с менее выраженной кли-
никой обострения. В состоянии ремиссии (вне 
сезона цветения) были обследованы 4 больных. 
Клинические проявления поллииоза у лиц этой 
группы были различными: у 3 больных имел 
место риноконъюиктивит, у 7 — рииокоиъюнк-
тивит и предастма и у 7 — риноконъюнктивит и 
пыльцевая бронхиальная астма преимуществен-
но легкого и среднетяжелого течения. 

Во 2-ю группу выделены 17 больных в воз-
расте от 15 до 52 лет, получавших С И Т аллер-
генами, на которые была выявлена у них по-
вышенная чувствительность. Исследование про-
водили до начала С И Т и после окончания ста-
ционарного курса лечения. В дальнейшем боль-

ные продолжали С И Т амбулаторно поддержи-
вающими дозами аллергена. С И Т всем больным 
проводили по ускоренной схеме, начиная с раз-
ведения аллергена Ю - 6 при первом курсе ле-
чения (12 больных) и с разведения 10~5 при 
повторных курсах (5 больных). 

В 3-ю группу вошли 17 больных крапивни-
цей в возрасте от 18 до 58 лет. Из них острой 
крапивницей страдало 6 человек; уртикарные 
высыпания и отеки типа Квинке были связаны 
с приемом лекарственных препаратов (витами-
ны группы В, антибиотики и сульфаниламиды, 
новокаин, пиразолоновые препараты) . 11 боль-
ных хронической рецидивирующей крапивницей 
(средняя длительность болезни 1—2 года) не 
могли указать причины, вызывающей высыпа-
ния. 

Антигистаминовая терапия, начатая у всех 
больных за 2—3 дня до исследования, оказа-
лось малоэффективной у больных с хрониче-
ской крапивницей. 5 лицам этой группы был 
проведен курс лечения препаратами ингибито-
ров протеиназ: 4 больных получали коитрикал 
(VEB, Г Д Р ) и 1 — гордокс («Гедеон Рихтер», 
В Н Р ) . Препараты вводили внутривенно ка-
пельпо в физиологическом растворе. Д о з у пре-
парата подбирали индивидуально. Средняя до-
за на курс составляла 195 тыс. ед. Исследо-
вание К, ПК, ингибиторов протеиназ у этих 
больных проводили до и после лечения. 

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

Результаты определения К, ПК и ин-
гибиторов протеиназ у больных 1-й 
группы представлены в табл. 1. Как 
видно из этой таблицы, у 5 больных с 
аллергией к пыльце деревьев, у кото-
рых в период исследования отмечалось 
выраженное обострение поллииоза, ак-
тивность К была достоверно выше, 
чем у 8 больных с аллергией к пыльце 
злаковых трав в сочетании (или без) с 
аллергией к пыльце деревьев или сор-
ных трав ( Р < 0 , 0 1 ) , у которых обсле-
дование было проведено в сезон цвете-
ния злаков. У последних больных обс-
ледованию предшествовала длительная 
антигистаминовая терапия, и клиниче-
ская картина обострения была стертой. 
Активность К У 4 больных, обследован-
ных в состоянии ремиссии, приближа-
лась к нулю. Содержание ПК у всех 
больных поллинозом в состоянии обо-
стрения была ниже нормальных вели-
чин и достоверно ниже содержания ПК 
у больных, обследованных в состоянии 
ремиссии ( Р < 0 , 0 1 ) . 

Таким образом, при поллииозе в пе-
риод обострения болезни наблюдается 
активация ККС, обусловленная сте-
пенью выраженности обострения. Зави-
симости исследуемых показателей от 
клинических проявлений заболевания, 
в частности от наличия астматического 
компонента, не обнаружено. Некоторое 
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Результаты исследования общего IgE, К, ПК и ингибиторов протеииаз в 
ных 1-й группы 

Т а б л и ц а I 

сыворотке крови боль-

Подгруппа обследованных ПК а - 1 - ПИ а 2 -МГ I Общий IgE 

Здоровые лица 
Больные с аллергией к 

пыльце деревьев, имевшие вы-
раженное обострение болез-
ни (5) 

Больные с аллергией к 
пыльце злаков и деревьев (5) 
и к пыльце злаковых и сор-
ных трав (3), имевшие стер-
тую клинику обострения 

Больные поллинозом, об-
следованные в состоянии ре-
миссии (4) 

13,8=1=0,5 

76, 5 ± 19,13 

9 , 2 5 ± 6 , 4 6 

О 

334dz10,8 

142=1=29,4 

141 ± 2 0 , 8 

278dz15,3 

2 9 , 9 ± - 1 , 2 
31 ,0=h4,49 (3) 

3 , 4 ± 3 , 4 * (2) 

34,9=i=4,0 

25 ,6=t 1,94 

4,9=fc0,12 

6 , 1 7 ± 0 , 8 

4 ,3=Ь0,47 

4 ,42=Ь0,28 

7 5 , 9 ± 9 , 0 

3 2 2 ± 9 2 , 2 

1 7 6 ± 5 5 , 5 

5 2 0 ± 1 8 7 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в т а б л . 2 и 3 в скобках число больных в подгруппах. З в е з д о й 
кой отмечен уровень а - 1 - П И у больных с дефицитным фенотипом. 

снижение содержания ПК в состоянии 
ремиссии у больных поллинозом по 
сравнению с нормой, возможно, являет-
ся показателем неполного излечения 
больных. 

У больных с выраженным обострени-
ем поллиноза отмечено значительное 
повышение ингибитор ной активности 
«2-МГ. Столь заметное для данного ин-
гибитора повышение активности может 
быть вызвано увеличением его концент-
рации как высокомолекулярного белка 
при некотором сгущении крови (белок 
сыворотки у больных данной группы 
составлял 7,65=1=0,1 %). Возрастание 
его относительной концентрации среди 
остальных белков плазмы крови могло 
быть обусловлено высокой проницае-
мостью капилляров для белков средней 
и низкой молекулярных масс на фоне 
активации ККС. 

Содержание а-1-Г1И у больных пол-
линозом'имело тенденцию к повыше-
нию, однако эти изменения достоверно 
не отличались от нормы. Такой незна-
чительный ответ а-1-ПИ, белка острой 
фазы, на обострение аллергического 
воспаления требовало дополнительного 
анализа. При фенотипировании а-1-ПИ 
у 2 больных с наименьшей активностью 
этого ингибитора был обнаружен дефи-
цитный MS-тип, что позволило выде-
лить этих больных в отдельную под-
группу. Причины слабого реагирования 
а-1-ПИ у остальных больных остались 
неясными. 

Результаты исследования активности 
К, содержания ПК, а-1-ПИ и сх2-МГ в 
сыворотке крови больных, получавших 

СИТ, представлены в табл. 2. У всех 
больных до СИТ наблюдалась актива-
ция ККС, вероятно, связанная со сро-
ками исследования: у большинства 
больных кровь для исследования брали 
на 4—5-й день пребывания в стациона-
ре, когда эффект элиминации был не-
полным, либо когда клиническому бла-
гополучию не соответствовала еще нор-
мализация биохимических показате-
лей. 

Как видно из табл. 2, в результате 
СИТ происходит еще более глубокое 
активирование ККС: уменьшение со-
держания ПК (Я<0,05) у всех боль-
ных этой группы и резкое увеличение 
активности К ( Р < 0 , 0 1 ) у больных с 
бытовой и пыльцевой, перекрестной пи-
щевой и лекарственной аллергиями, 
которым СИТ проводили несколькими 
смесями аллергенов и которые к мо-
менту повторного исследования полу-
чали достоверно большую суммарную 
дозу аллергенов (990=h508 PNU), чем 
больные бытовой аллергией, получав-
шие СИТ одной смесью аллергенов из 
домашней пыли. У больных с бытовой 
и пыльцевой аллергией отмечались и 
более выраженные реакции на инъек-
ции аллергена в процессе СИТ. 

Осталась невыясненной причина низ-
кой активности К у лиц с бытовой ал-
лергией при значительном снижении 
содержания ПК и несколько более вы-
соком значении аг-МГ. 

Содержание ос- 1-ПИ до СИТ оказа-
лось повышенным только у больных 
бытовой аллергией, получавших СИТ 
одной смесыо аллергенов из домашней 
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пыли. Больные с сочетанной аллергией 
на пыльцевые и бытовые аллергены 
не реагировали повышением концент-
рации этого ингибитора. Проведение 
СИТ даже несколько снижало его со-
держание. В результате исследования 
фенотипических проявлений ингибито-
ра у 2 больных этой подгруппы с осо-
бенно низким уровнем а-1-ПИ выяви-
ло у них частично дефицитный MS-тип. 

Из изложенного, по-видимому, следу-
ет, что СИТ приводит ККС к еще более 
глубокому активированию на фоне 
практически не меняющегося или да-
же снижающегося содержания ингиби-
торов. Очевидно, определение степени 
ее активирования может служить кри-
терием переносимости СИТ, в частно-
сти СИТ ускоренным методом. По-ви-
димому, целесообразно при регистра-
ции высокой активности К (в 2 раза и 
более выше нормы) и низкого содержа-
ния ПК (меньше 250—200 мЕ/мл) в 
сыворотке крови больного, которому 
проводится СИТ ускоренным методом, 
делать большие интервалы между инъ-
екциями аллергенов и (или) применять 
препараты — естественные ингибиторы 
протеииаз (контрикал,трасилол и др.). 

Полученные данные об изменении 
компонентов ККС в процессе СИТ сог-
ласуются с данными других авторов 
[6]. Активация ККС в процессе СИТ 
возможна как результат реакции ал-
лерген + специфическое IgE-антитело 
[13, 15], которая наблюдается при ус-
коренном методе СИТ и следствием 
которой является истощение клеток-
мишеней аллергической реакции [5]. 

Результаты определения К, ПК и ин-
гибиторов протеииаз у больных кра-
пивницей представлены в табл. 3. Как 
видно из этой таблицы, у больных этой 
группы наблюдается активация ККС, 
проявляющаяся в снижении содержа-
ния ПК и повышении активности К, 
причем наиболее выраженными эти из-
менения были у больных хронической 
рецидивирующей крапивницей в стадии 
выраженного обострения. 

Активность а-1-Г1И оказалась повы-
шенной у больных острой крапивницей 
и в группе больных хронической кра-
пивницей с единичными уртикариями. 
У больных хронической крапивницей в 
стадии выраженного обострения, не-
смотря на клиническую картину аллер-
гического воспаления, ингибиторная 
активность а-1-ПИ незначительно от-
личалась от нормы. Фенотипирование 
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Т а б л и ц а 2 
Результаты исследования общего IgE, К, ПК и ингибиторов протеиназ в сыворотке крови боль-

ных 3-й группы 

Подгруппа обследованных Общий IgE к 
i 

ПК а - 1 - П И а2-МГ 

Больные острой кра-
пивницей (6) 

Больные хронической 
крапивницей в стадии вы-
раженного обострения 
(7) 

Больные хронической 
крапивницей с единичны-
ми уртикариями или без 
них (4) 

1 2 5 ± 4 6 , 4 

1 8 3 ± 6 7 , 5 

177±128 

1 9 , 0 ± 1 0 , 1 

6 7 , 0 ± 1 2 , 2 

1 6 , 2 ± 1 1 , 1 

1 8 4 ± 5 3 , 4 

1 7 0 ± 9 , 9 6 

1 6 5 ± 3 9 , 0 

3 9 , 9 ± 8 , 2 7 (4) 
1 5 , 0 ± 0 , 0 0 5 (2)* 

3 3 , 7 ± 6 , 8 1 

4 1 , 4 ± 8 , 2 9 

3,56=1=0,4 

3 , 1 7 ± 0 , 3 5 

4 , 2 5 ± 0 , 4 5 

ингибитора у больных острой крапив-
ницей с низким уровнем активности вы-
явило 2 больных с MS- и MZ-феиотипа-
м и . 

У больных как острой, так и хрони-
ческой крапивницей выявлены необъяс-
нимо низкие величины активности а т 
МГ. Заметное снижение содержания 
этого ингибитора в плазме крови мо-
жет свидетельствовать, как указывают 
некоторые авторы [7, 8, 101, об интеи-
с и ф и к а ци и п р отео л ит и ч ее к и х п р о цессо в 
в тканях, что может иметь место при 
о б о с т р е н и и к р а п и в и и l i ы . 

Как указано выше, 5 больным с вы-
раженным обострением хронической 
рецидивирующей крапивницы был про-
веден курс лечения препаратами инги-
биторов протеиназ. Средние значения 
исследуемых компонентов ККС и ин-
гибиторов до и после лечения у этих 
больных представлены в табл. 4. У всех 
больных отмечалось улучшение состоя-
ния в процессе лечения: уртикарные 
высыпания исчезали сразу после ка-
пельницы, но через некоторое время 
(3—12 ч) возникали вновь, хотя и в 
меньшем количестве, чем до инфузии 
препарата. После окончания курса ле-
ч е ни я на ст упа л а ремиссия заболева-
ния, которая длилась от 7—10 дней до 
2—3 нед, что свидетельствует о времен-

ном эффекте терапии. У 4 больных от-
мечено на фоне проводимого курса ле-
чения ингибиторами протеиназ повыше-
ние эффективности антигистаминовых 
препаратов и пролонгирование их дей-
ствия. Результаты исследования компо-
нентов киииновой системы а-1-ПИ и аг-
МГ у больных данной группы после 
лечен и я п р и р о д н ы м и и и г и б и т о р а м и 
протеиназ выявили достоверное сниже-
ние активности К после лечения ( Р < 
<С0,05), повышение содержания ПК> 
что свидетельствуют о тенденции к 
нормализации активности ККС, не-
смотря на временный эффект, получае-
мой от терапии ингибиторами, этот ме-
тод все же можно рекомендовать боль-
ным хронической редицивирующей кра-
пивницей неясной этиологии в случае,, 
если не получен эффект от других ви-
дов лечения, в том: числе антигистами-
иовой терапии. 

В целом полученные данные позво-
ляют сделать следующие выводы. 

Для правильного выбора терапевти-
ческих мероприятий при обострении ал-
лергических заболеваний может быть 
рекомендовано определение степени ак-
тивации ККС плазмы крови хрома то-
графическим методом. 

При поллинозе, в период обострения 
болезни, происходит активация ККС 

Т а б л и ц а 4 

Результаты определения К, ПК и ингибиторов протеиназ у больных, получавших лечение препа-
ратами естественных ингибиторов протеиназ 

Время обследования К ПК а-1 -ПИ а2-МГ 

Д о лечения 64 ,4=ь17 ,8 166=1=15,4 38,2=1=6,62 3,12=1=0,46 
После лечения 11 ,7=1=13,0 246=1=36,6 50,0=1=9,28 3 , 8 7 ± 0 , 3 3 
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сыворотки крови, обусловленная сте-
пенью выраженности обострения. 

В процессе СИТ происходит актива-
ция ККС, более выраженная у боль-
ных, страдающих аллергией ко многим 
видам экзоаллергенов и получающих 
СИТ несколькими смесями аллергенов. 
Активация ККС при СИТ зависит от 
общей суммарной концентрации аллер-
гена, полученной к моменту исследова-
ния. 

Определение активности К и содер-
жания ПК в сыворотке крови больных 
может служить критерием переносимо-
сти СИТ ускоренным методом. 

Активация калликреин-кинииовой си-
стемы при хронической крапивнице бо-
лее глубока, чем при острой, и зависит 
от степени выраженности обострения 
крапивницы. 

Препараты ингибиторов протеиназ 
(контрикал, гордокс) дают временный 
эффект при хронической рецидивирую-
щей крапивнице, стойкой к антигиста-
миновым препаратам. 

У больных поллинозом и крапивни-
цей даже в стадии выраженного обост-
рения не выявлено значимого увеличе-
ния (х-1-ПИ. 

Фенотипирование а-1 -ПИ у индиви-
дов со значительным снижением актив-
ности данного ингибитора выявило ге-
терозиготный генотип с дефектным ал-
л е л е м . 
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ACTIVITY O F T H E P R E K A L L I K R E I N - K A L L -
L I K R E I N SYSTEM AND C H A R A C T E R I S T I C 
P R O P E R T I E S O F ITS R E G U L A T I O N IN 

S O M E A L L E R G I C D I S E A S E S 

N. M. Nenasheva, V. L. Dotsenko, L. A. Go-
ry achkina, G. A. Yarovaya 

Centra l Ins t i tu te for P o s t g r a d u a t e T ra in ing of 
Physic ians , Moscow 

Activity of kall ikrein and content of prekal-
likrein were es t imated in blood serum of 34 pa-
t ients with atopy and of 17 pa t ien t s with urti-
caria by m e a n s of the ch romatograph ic pro-
cedure. In these pa t ien t s activity of (^-proteo-
lytic inhibitor ( a r P I ) and a 2 -macroglobul in 
((x2-MG) w a s studied. At the acute period of 
poll inosis act ivat ion of the kall ikrein-kinin 
system w a s found, which correlated with the 
disease a g g r a v a t i o n . Dur ing specific immuno-
therapy of the pa t ien t s with a topy act ivat ion of 
the kall ikrein-kinin system occurred, which de-
pended on the total concentra t ion of al lergen 
adminis tered . At the same time, act ivation of 
the kall ikrein-kinin system, observed under con-
di t ions of ur t icar ia , w a s most distinct in the 
pa t ien t s with chronic re laps ing ur t icar ia and 
w a s related to the degree of the disease ag-
grava t ion . P r e p a r a t i o n s of pro te inase inhibi tors 
a n a l o g o u s to contr ical were only shor t - term ef-
fective in chronic re laps ing urt icaria . In the 
pa t ien t s with dist inct a g g r a v a t i o n of poll inosis 
inhibitory activity of (X2-MG w a s marked ly in-
creased which occurred apparen t ly as a resul t 
of blood pachyemia s imul taneous ly with activa-
tion of the kall ikrein-kinin system. Dist inct in-
crease in the U|-PI activity w a s not found in 
the pa t i en t s with poll inosis and urt icaria even 
at the step of pronounced agg rava t i on . Pheno-
typ ing of the inhibitor in 10 pat ients with a 
marked decrease in its activity enabled to find 
6 pe rsons exhibi t ing the he te rozygous genotype 
with a defect allele. 
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Д И А Г Н О С Т И Ч Е С К О Е З Н А Ч Е Н И Е О П Р Е Д Е Л Е Н И Я АКТИВНОСТИ 
Н Е Й Т Р А Л Ь Н О Й а - Г Л Ю К О З И Д А З Ы И 

М-АЦЕТИЛ -р -О-ГЕКСОЗАМИНИДАЗЫ В МОЧЕ ПРИ ПАТОЛОГИИ 
П О Ч Е К 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР и Н И И трансплантологии 
и искусственных органов Минздрава СССР, Москва 

Определение активности различных 
ферментов в моче для диагностики пов-
реждения почек давно привлекает вни-
мание биохимиков и клиницистов. Наи-
больший интерес представляет опреде-
ление в моче активности ферментов, 
имеющих почечное происхождение. 
К таким,ферментам относится нейт-
ральная а-глюкозидаза мочи [2, 8, 13, 
14]. Иммунохимическим методом было 
показано [15], что в почках человека 
нейтральная а-глюкозидаза содержит-
ся в эпителиальных клетках извитых 
канальцев и отсутствует в клубочках. 
Фермент локализован преимуществен-
но в щеточной кайме (мембранио-свя-
занная форма) этих клеток и лишь око-
ло 8 % от общей активности содержит-
ся в цитозоле (растворимая форма) 
[9]. Растворимая и мембраино-связан-
иая а-глюкозидазы являются близкими 
ферментами, и синтез обоих форм фер-
мента кодируется, очевидно, одним 
структурным геном [5]. В моче содер-
жится в основном растворимая (цито-
зольная) форма фермента [2]. Фер-
мент, идентичный нейтральной а-глю-
козидазе почек и мочи, был обнаружен 
только в эпителиальных клетках слизи-
стой оболочки кишечника [11] и не 
найден в других органах и тканях [15]. 
Ранее [4] было показано, что при пора-
жении почек активность нейтральной 
а-глюкозидазы в моче возрастает и что 
фермент может служить маркером на 
повреждение почек. 

Настоящее исследование посвящено 
выяснению диагностического значения 
определения активности нейтральной 
а-глюкозидазьт в моче при различных 
иефропатиях. Для сравнения в тех же 
образцах мочи определяли активность 
лизосомальной Ы-ацетил-р-О-гексоза-
минидазы (р-гексозаминидазы), кото-
рая считается | 17] одним из лучших 
ферментов-маркеров на повреждение 
почек. 
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Активность нейтральной а-глюкозидазы оп-
ределяли по скорости образования глюкозы из 
мальтозы. Реакционная смесь состояла из 
0,1 мл диализоваиной мочи и 0,2 мл 0,2 М ка-
лий-фосфатного буфера рН 6,5, содержащего 
8,3 мМ мальтозу. При определении расщепле-
ния мальтозы при рН 4,о реакционная смесь 
включала в себя 0,1 мл диализованной мочи 
и 0,2 мл 0,2 М ацетатного буфера рН 4,5, со-
держащего 8,3 мМ мальтозы. Пробы инкуби-
ровали 30 мин при 37°С. Реакцию останавли-
вали кипячением в течение 2 мин. Образовав-
шуюся глюкозу определяли глюкозооксидазиым 
методом [3]. 

Акти в н ость N - а цети л- [3 - D -гсксоз а м и н и д а зы 
(р-гексозаминидазы) определяли по количеству 
образовавшегося п-иитрофенола при расщепле-
нии п-иитрофснил-Ы-ацетил-Р-О-глюкозаминида 
[12]. Реакционная смесь состояла из 0,2 мл диа-
лизоваиной мочи и 0,2 мл 0,5 М нитратного бу-
фера рН 4,5, содержащего 7,5 мМ и-иитрофсиил-
Ы-ацетил-р-О-глюкозамииид. Инкубацию про-
водили 1 ч при 37 °С. Реакцию останавливали 
добавлением 3 мл 0,1 М Na2CCb. Оптическую 
плотность образовавшегося п-нитрофенола из-
меряли при 400 им. 

Активность ферментов в моче выражали в 
микромолях распавшегося субстрата на 1 ммоль 
креатинина в 1 ч. 

При сравнительном определении активности 
ферментов в диализованной и недиализоваииой 
моче об активностях а-глюкозидазы и р-гек-
созамииидазы судили по образованию 4-метил-
умбеллиферона при расщеплении соответствен-
но 4-метилумбсллиферил-а-0-глюкопиранозида 
и 4-метилумбеллиферил-]М-ацстил-Р-В-глюкоза-
минида. Реакционная смесь состояла из 0,2 М ка-
лийфосфатного буфера рН 6,5, содержащего 
1 мМ 4-метилбсллифсрил-а-0-глюкониранозид, 
или из 0,2 М цитратного буфера рН 4,5, содержа-
щего 1 мМ 4-метилумбеллифсрил-Ы-ацетил-Р-0-
глюкозаминид, и аликвоты мочи. Общий объем 
реакционной смеси составлял 0,25 мл. Смеси 
инкубировали 30 мин при 37 °С. Реакции оста-
навливали добавлением 5 мл 0,1 М ЫагСОз. 
Флюоресценцию образовавшегося 4-метилумбел-
лиферона определяли на флюориметре «Би-
ан-130» (СССР) при возбуждении 365 нм и 
испускании при 436 нм. 

При определении активности нейтральной 
а-глюкозидазы в диализованной и недиализо-
ваииой моче 10 больных было установлено, что 
хотя в 60 % случаев активность фермента в 
обоих образцах мочи была одинаковой, в 40 % 
случаев в моче больных присутствовал диали-
зуемый ингибитор нейтральной а-глюкозидазы, 
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ингибирующий фермент па 20—50 %. Ингиби-
роваиие активности фермента наблюдали д а ж е 
при 80-кратном разведении мочи в пробе. В не-
диалмзованной моче этих больных отмечали 
т а к ж е ингибирование р-гексозамииидазиой ак-
тивности на 18—55 %. Ингибирование этого 
фермента было более выраженным при исполь-
зовании в качестве субстрата п-нитрофенил-N-
ацетил-р-Э-глюкозаминида, когда разведение 
мочи в инкубационных пробах было незначи-
тельным (1 : 1). При 20—40-кратном разведе-
нии мочи в пробе ингибирование активности 
Р-гексозаминидазы сохранялось, но проявлялось 
в меньшей степени. В связи с наличием в моче 
у некоторых больных диализуемого ингибито-
ра (или ингибиторов) нейтральной а-глюкози-
дазы и р-гексозамииидазы определение этих 
ферментов проводили в диализоваиной моче. 

Ранее [4] было показано, что нейтральная 
а - глюкозидаза не утрачивает активности во 
время длительного хранения недиализованиой 
мочи при 2 °С или в замороженном состоянии 
(от 14 до 20 °С). Хранение 6 образцов мочи 
при —20 °С в течение 2 мес не приводило к за-
метному изменению активности как нейтраль-
ной а -глюкозидазы, так и р-гексозамииидазы. 

В связи с изложенным активности нейтраль-
ной а - глюкозидазы и р-гексозамииидазы опре-
деляли в моче, собранной за 1 ч (с 7 до 8 ч ут-
ра) . Мочу использовали тотчас ж е после сбо-
ра или хранили в замороженном состоянии от 
14 до 20 °С в течение 5—10 дней. Д л я опреде-
ления активности ферментов 5 мл мочи диали-
зовали против 25 мМ NaCl, содержащего 1 мМ 
Э Д Т А рН 6,7, в течение суток при 4 °С. 

В связи с тем что в моче, кроме нейтраль-
ной а - глюкозидазы (оптимальный рН 5,75— 
6,5), присутствует кислая лизосомальная а -глю-
козидаза (оптимальный рН 4,5), необходимо 
было убедиться, что определяемая при рН 6,5 
активность нейтральной а - глюкозидазы не за-
вышена за счет активности кислого фермента. 
Д л я этого во всех образцах диализоваиной мо-
чи активность фермента определяли при рН 6,5 
и 4,5. Поскольку известно [2], что при рН 4,5 
активность нейтрального фермента составляет 
примерно 60 % от его активности при опти-
мальном рН, то активность кислой а-глюкози-
дазы в моче рассчитывали по разности между 
величиной активности, измеренной при рН 4,5, 
и величиной, составляющей 60 % от активности, 
измеренной при рН 6,5. Во всех случаях рас-
считанная таким способом активность кислой 
а - глюкозидазы не превышала активность, из-
меренную при рН 6,5. Поскольку кислая а -глю-
козидаза обладает крайне низкой активностью 
при рН 6,5 [18], то активность, измеренную при 
рН 6,5, принимали за истинную активность ней-
г| • р а л ь н о й а -глюкозидазы. 

Концентрацию белка в моче определяли 
биуретовьш методом [10], концентрацию креа-
тинина в сыворотке крови больных и в м о ч е -
но реакции Яффе в модификации Поппера и 
соавт. [16]. Клиренс креатинина рассчитывали 
как среднее из двух определений, проведенных 
в двух 1-часовых пробах, взятых утром нато-
щак (с 7 до 8 или с 8 до 9 ч) после водной на-
грузки (500—700 мл) . 

Способность почек к осмотическому концен-
трированию мочи оценивали по максимальной 
осмоляриости мочи в условиях дегидратации в 
течение 36 ч. 

Достоверность различий устанавливали при 
помощи критерия Стыодента; при анализе ре-

зультатов использовали корреляционный ана-
лиз [1]. 

Обследовано 55 здоровых (18 женщин и 
37 мужчин) людей в возрасте от 20 до 56 лет 
и 123 больных (55 женщин и 68 мужчин) с 
различными заболеваниями почек. Возраст 
больных колебался от 15 до 54 лет (у боль-
ш и н с т в а — от 26 до 35 лет) . 86 пациентов 
( 6 9 , 9 % ) страдали хроническим гломерулонеф-
ритом (ХГН) , длительность которого состав-
ляла от 3 мес до 35 лет, но у большинства не 
превышала 5 лет. Диагноз ХГН у 68 больных 
был подтвержден гистологически (биопсия поч-
ки) : липоидный нефроз ( Л Н ) установлен у 
1 больного, мембранозный гломерулонефрит 
(МГН) — у 7, мезангиопролиферативный 
(МезПГН) — у 28, мезангиокапиллярный 
(МезКГН) — у 17, фокальный сегментарный 
гломерулярный гиалиноз (ФСГГ) — у 5, фибро-
пластический гломерулонефрит ( Ф П Г Н ) — у 
10 больных. В 16 случаях констатирована фиб-
ропластичсская трансформация клубочков по-
чек, в 32 — тубулоинтерстициальный компо-
нент. У 16 больных был диагностирован хрони-
ческий пиелонефрит длительностью от 2 до 
15 лет. Выраженная лейкоцитурия определена 
лишь у 2 больных, у 14 больных хронический 
пиелонефрит находился в латентной стадии и 
был установлен на основании анамнестических 
и рентгенологических данных. Артериальная 
гипертония в пределах 150/90—180/100 мм 
рт. ст. наблюдалась у 18 больных. 8 больных 
страдали гипертонической иефроаигиопатией, у 
1 больного был диагностирован синдром Фан-
кони, у 3 — острый интсрстициальный нефрит в 
стадии реконвалесцеиции, у 2 больных — ами-
лоидоз почек. 

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, активность 
нейтральной а-глюкозидазы в моче здо-
ровых людей (55 человек) составляет 
27,94= 11,6 микромоля распавшейся 
мальтозы на 1 миллимоль креатинина 
в 1 ч, а активность р-гексозаминидазы 
(обследовано 46 человек) — 16,8±8,9 
микромоля на 1 миллимоль креатинина 
в 1 ч. 

Активность нейтральной а-глюкози-
дазы мочи больных варьировала в ши-
роком диапазоне (от 16 до 460 микро-
молей на 1 миллимоль креатинина в 1 ч) 
и в среднем значимо превышала норму 
(111+84 микромоля на 1 миллимоль 
креатинина в 1 ч; р < 0 , 0 1 ) . Активность 
р-гексозаминидазы в моче больных сос-
тавляла в среднем 121 ± 149 микромо-
лей на 1 миллимоль креатинина в 1 ч. 
Между активностями обоих ферментов 
в моче существует прямая линейная 
корреляция ( г = 0 , 5 ± 0 , 0 9 ) . 

Из табл. 2 следует, что наиболее вы-
сокая активность обоих ферментов на-
блюдается у больных ХГН и амилоидо-
зом почек (нефротическая форма). 
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Активность нейтральной а-глюкозидазы и 1М-ацстил-р-0-1 ексозаминидазы (|\-гексозаминидазы) 
в моче больных ХГН 

Показатель 
Статистический 

Группа обследуемых 
Норма Показатель критерий 

1-я 2 -я 3-я 
Норма 

Нейтральная а-глюко-
зидаза, мкмоль распав-
шейся мальтозы на 
1 ммоль креатинина в 1 ч 

X 
6 
т 

Диапазон коле-
бания 

п 

156,9* 
85,1 
15,8 

60—460 

29 

57,2* 
35,4 

6 ,4 
16—162 

31 

130,9* 
89 ,7 
19,6 

3 9 - 4 0 7 

21 

27,9 
11,6 

1,6 
5 ,7—52,6 

55 

[i-Гексозаминидаза, 
мкмоль образовавшегося 
п-иитрофенола на 1 ммоль 
креатинина в 1 ч 

X 
6 
т 

Диапазон коле-
бания 

я 

213,8* 
225,8 

53,2 
2 7 - 9 0 3 

17 

36* 
30,6 

7 ,7 
6—120 

16 

125,2* 
107,9 
27 ,0 

9—407 

16 

16,8 
8 ,9 
1 ,3 

3 , 5 - 4 1 , 1 

46 

Белок, г/сут X 
б 
т 

5,15 
3 ,90 
0 ,70 

0,52 
0 ,28 
0 ,05 

6,10 
7 ,30 
1,60 

< 0 , 1 

Клиренс креатинина, 
мл/мии 

X 
б 
т 

91,2 
32,4 

6 , 0 

121,8 
23,7 

4 ,2 

108,0 
28 ,8 

6 , 6 

> 8 0 

Максимальная осмо-
лярность мочи, мосм/кг 

X 
6 
т 

647.6 
241.7 

45,7 

951 ,7 
197,1 
36,0 

756,2 
190,0 
43 ,6 

> 9 0 0 

* Р < 0 , 0 1 по сравнению с нормой. 

Для выяснения возможной взаимо-
связи между активностью ферментов в 
моче и тяжестью почечного поражения 
больных ХГН были разделены на 3 
группы в соответствии с представления-
ми о клинических типах болезни, пред-
ложенными М. Я. Ратнер и соавт. [7]. 
К 1-й группе отнесено 29 больных (см. 
табл. 1), у которых были констатирова-
ны I и II клинические типы ХГН. Они 
характеризовались ярко выраженным 
нефритическим синдромом, т. е. сочета-
нием выраженной протеинурии (5 ,5± 
± 3 , 9 г белка в сутки) с гематурией и 
(или) артериальной гипертонией. Это-
му сопутствовало снижение способно-
сти к осмотическому концентрирова-
нию мочи (647,6±242 мосм/кг). Кли-
ренс креатинина, как правило, был в 
пределах нормы (91,2±32,4 мл/мин). 
Во 2-ю группу (см. табл. 1) включен 
31 больной III клинического типа. Не-
фритический синдром был выражен 
умеренно и проявлялся сочетанием про-
теинурии (0,52±0,28 г белка в сутки) 
с микрогематурией, а у */з больных оп-
релялась умеренная артериальная ги-

пертония. Функциональное состояние 
почек у больных этой группы близко к 
норме (см. табл. 1). К 3-й группе (см. 
табл. 1) отнесен 21 больной с IV клини-
ческим типом ХГН. Единственным про-
явлением заболевания было увеличе-
ние клубочковой проницаемости для 
сывороточных белков, что клинически 
проявлялось резко выраженной протеи-
нурией (6,1 ± 7 , 3 г белка в сутки); ар-
териальная гипертония и гематурия от-
сутствовали. В этой группе, как и в 1-й, 
отмечено снижение способности к ос-
мотическому концентрированию мочи 
(см. табл. 1). 

В зависимости от морфологического 
типа болезни активность (по крайней 
мере нейтральной а-глюкозидазы) бы-
ла различной. Так, при МезПГН она 
составляла 86±57 микромолей на 1 
миллимоль креатинина в 1 ч и была 
статистически значимо ниже, чем при 
МезКГН или МГН (122±57 и 156±80 
микромолей на 1 миллимоль креатини-
на в 1 ч соответственно; р < 0 , 0 5 ) . При 
ФПГН активность нейтральной а-глю-
козидазы очень близка к таковой для 
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Активность нейтральной а-ииокозидазы и 1Ч-ацетил-Р-0-гексозаминидазы (Р-гексозаминидазы) 
в моче больных ХГН и другими нефропатиями 

№ п/п Больной Заболевание и морфологический 
тип 

Нейтральная 
а-глюкоз и-

даза 
[З-Гексоза-
мпнидаза Белок, г / с у т 

X р о и и ч ее к и й гл о м е р у л о н еф -
рит 

1-я группа 

1 Ч-и 108 285 2,65 
2 И-н Лобулярный 119 — 2,70-9,00 
3 К-к Лобуляриый 227 — 0,80 
4 М-в МезКГН 119 — 0,3 
5 Д-ва Лобулярный 118 47 0,88 
6 К-в МезКГН 182 81 1,60—4,50 
7 М-на м г н 266 62 2,30 
8 С-п МезКГН 223 93 0,88—3,50 
9 К-в МезКГН 107 123 2,60 

10 В-в Лобуляриый 116 111 5,39 Лобуляриый 
269 691 15,00 

11 К-и МезКГН 63 167 6,80 
12 А-в МезКГН 60 122 7,00 
13 П-ва МезПГН 149 115 0,95—1,10 
14 М-в — 460 223 2,10 

2-я группа 

15 К-и МезПГН 26 15 0,34—0,63 
16 1.11-ва МезПГН 138 61 0,43—1,10 
17 С-в МезПГН 114 69 0,80 
18 И-н МезПГН 93 48 0,19 
19 Ж - в МезПГН 162 120 0,35 
20 М-в МезПГН 51 12 0,56 
21 В-в МезПГН 55 6 0,08 
22 Н-н ФСГГ 22 20 0,54 
23 Т-на — 35 30 0,08 
24 Е-в — 117 67 0,72 

3-я группа 

25 Д-в МезПГН 59 69 4,20 
26 К-ч МезКГН 103 60 1,95-3,70 
27 В-к МГН 107 72 2,25 
28 А-в МГН 78 131 12,3 
29 Е-ва МезПГН 165 156 2,40 

МезПГН 132 45 1,56 
30 Г-на ФСГГ 129 131 1,00 
31 Л-на Л Н 134 297 3,26 
32 Я-в МГН 237 193 11,30 
33 С-ва — 368 88 6 ,20 

— 407 208 3,22 
34 А-н Системная красная волчанка 217 0,87—1,50 
35 Б-я То же 239 407 1,60—3,4 
36 Д-ва Синдром Фаикони 24 39 1,46 
37 Р-ий Амилоидоз почек 501 1690 
38 А-ко То же 130 — 2,40—4,00 

X р о нич ее к и й пиел о нефр ит 
2 ,40—4,00 

39 Ж-ва Лейкоцитурия 33 21 
40 Г-н Лейкоцитурия 24 31 0,10—0,14 
41 П-в 106 0,08 
42 С-ва 129 0 ,10 
43 3-ва 92 0 ,13 

П р и м е ч а н и е . Здесь и .в табл. 3 и 4 активности ферментов выражены в микромолях 
распавшегося субстрата на ё1 миллимоль креатинина в 1 ч; прочерки — исследования не про-
водили. 
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МезПГН (88±54 микромоли на 1 мил-
лимоль креатинина в 1ч) . 

Наиболее высокая активность изу-
чаемых ферментов отмечалась у боль-
ных с ярко выраженной клинической 
картиной заболевания (1 и III типы 
ХГН; см. табл. 1). У больных 2-й груп-
пы с умеренной выраженностью забо-
левания активность ферментов была 
статистически значимо ниже, но превы-
шала уровень, характерный для конт-
рольной группы. Таким образом, выяв-
ляется отчетливая взаимосвязь между 
характером клинических проявлений 
ХГН и активностью как нейтральной 
а-глюкозидазы, так и (3-гексозамина-
дазы. 

Следует отметить, что активность 
ферментов была наиболее высокой 
именно при тех клинических вариантах 
ХГН, которые протекали с нарушением 
одной из канальциевых функций — ос-
мотического концентрирования мочи. 

Как видно из данных табл. 2, при 
ХГН, особенно при тяжелых его фор-
мах (1-я и 3-я группы) у некоторых 
больных отмечалась высокая актив-
ность а-глюкозидазы при умеренном 
увеличении активности р-гексозамини-
дазы. На различную степень увеличе-
ния активности двух ферментов при 
ХГН у больных 1-й группы указывает 
коэффициент корреляции между актив-

ностями нейтральной а-глюкозидазы и 
р-гексозаминидазы: для 1-й группы 
г=0 ,44±0 ,24 , для 2-й г = 0 , 8 9 ± 0 , 0 6 и 
для 3-й г = 0 , 6 4 ± 0 1 6 . Различная сте-
пень изменения активности этих двух 
ферментов у больных ХГН объясняет-
ся, вероятно, их разной локализацией 
в эпителиальных клетках извитых ка-
нальцев почек: нейтральная а-глюко-
зидаза— цитозольный, а р-гексоза'ми-
нидаза — лизосомальный фермент. 
В связи с этим нам представляется 
важным при диагностике поражения 
почек определять активности обоих 
ферментов. 

Особую группу составили больные 
ХГН в стадии почечной недостаточно-
сти (15 человек). У 4 их них почечная 
недостатоность развилась в острой фа-
зе болезни — в течение короткого сро-
ка в результате быстро прогрессирую-
щего течения заболевания на фоне его 
ярких клинических проявлений. Актив-
ности обоих ферментов в этих случаях 
были высокими (табл. 3). У 11 боль-
ных хроническая почечная недостаточ-
ность развилась в результате медленно 
прогрессирующего ХГН. Активность 
нейтральной а-глюкозидазы в моче 
этих больных была низкой (в пределах 
нормы), а активность р-гексозаминида-
зы, наоборот, высокой. По-видимому, 
низкая активность нейтральной а-глю-

Т а б л и ц a 3 

Активность нейтральной а-глюкозидазы и N-ацетил-Р-О-! ексозаминидазы (Р-гексозаминидазы) 
в моче больных ХГН и стадии почечной недостаточности 

№ п / п Больной 
Нейтральная 

а-глюкозидаза 
З-Гексозамини -

да за 
Клиренс креа-

тинина, мл/мин Белок, г / с у т 

6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

Ч-н 
Т-ч 
К-ва 
Б-в 

Почечная недостаточность в острой фазе ХГН 

108 
98 

266 
114 
169 

285 
175 
903 
348 

1068 

.44,8 
45 ,2 
41 ,5 

48,1 

Необратимая хроническая почечная недостаточность 

К-ва 

Ц-на 
Ш-в 
3 - а я 
П-т 

Л-в 
Р-с 
У - в а 
С-на 
13-и 
Б-ва 

38 
8 

10 
45 
49 
38 
21 
29 
22 
31 
35 
20 
21 
34 

209 
91 

130 
172 
190 
93 

133 
133 

49 

13,9 3 ,60 
3 4 , 3 5 ,60 
35 ,6 — 

18,4 8 ,30 
36 ,9 1 ,84—4,92 
48,4 0,11 
21 ,0 2 ,50 
12,4 1,56 
12 ,3 0 ,90 
15,7 0 ,77 
4 6 , 6 1 ,68 
15,6 1 ,90 

49 ,6 2 ,20 
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козидазы в моче характерна для боль-
ных с почечной недостаточностью в ко-
нечной необратимой стадии заболева-
ния, а высокая — для больных с почеч-
ной недостаточностью, возникшей в 
острой фазе ХГН; для р-гексозамиии-
дазы таких различий в активности не 
наблюдалось. Возможно, что низкая 
активность в моче нейтральной а-глю-
козидазы при высокой активности 
Р-гексозаминидазы может служить ди-
агностическим признаком ХПН в ко-
нечной, необратимой стадии. 

У 22 больных ХГН изменения актив-
ности изучаемых ферментов в моче бы-
ли прослежены в динамике заболева-
ния. Как видно из табл. 4, при полной 
и частичной ремиссии ХГН (12 боль-
ных) активности ферментов в моче су-
щественно снижались. Однако тесная 
взаимосвязь между состоянием боль-
ного и активностью фермента выявля-
лась лишь для нейтральной а-глюкози-
дазы, активность которой снижалась 
постепенно и достигала нормального 
значения только при наступлении пол-
ной ремиссии. Следует отметить, что 
ремиссии сопутствовало восстановле-
ние канальцевых функций (величина 
максимальной осмоляриости мочи уве-
личивалось от 716,2=1=55,0 до 976,5=Ь 
4=43,5 мосм/кг; Р < 0 , 0 1 ) . Для р-гексо-
заминидазы наблюдалось «преждевре-
менное» снижение активности до нор-
мального значения уже при частичной 
ремиссии. В тех случаях, когда лече-
ние не было эффективным, активности 
ферментов в моче не изменялись (см. 
табл. 4). При обострении заболевания 
резко возрастали активности нейтраль-
ной а-глюкозидазы и р-гексозаминида-
зы (см. табл. 4). 

Из представленных данных видно, 
что изменение активности обоих фер-
ментов отражало картину клинического 
состояния больного, однако полное 
соответствие между клинико-лабора-
торными показателями состояния боль-
ного и активностью фермента наблю-
далось только для нейтральной а-глю-
козидазы. 

Возвращаясь к данным, приведен-
ным в табл. 2, следует отметить, что у 
больных хроническим пиелонефритом 
активность нейтральной а-глюкозидазы 
в моче была выше нормы (56,6=1=35,7 
микромоля на 1 миллимоль креатинина 
в 1 ч; Р < 0 , 0 1 ) , но у подавляющего 
большинства больных она была суще-
ственно ниже, чем при ХГН ( Р < 

<0 ,001) . Активность фермента отме-
чалась высокой при пиелонефрите, соп-
ровождающемся изменениями чашеч-
но-лоханочной системы, нарушением 
канальцевых функций и артериальной 
гипертонией. У 2 больных пиелонефри-
том с высокой лейкоцитурией [(1,5— 
—2) • 105 при подсчете по Амбурже] ак-
тивность нейтральной а-глюкозидазы 
была в пределах нормы (см. табл. 2). 
Из этих данных также видно, что нали-
чие в моче лейкоцитов, содержащих 
а-глюкозидазу, не влияет на определе-
ние нейтральной а-глюкозидазы в моче 
больных. 

При синдроме Фанкони, при котором 
I [ а т р ий з а ви с и м ы е с исте мы транспорта 
в щеточной кайме почек нарушены, но 
патологические изменения эпителиаль-
ных клеток [19] методом электронной 
м и к р ос ко п и и и е об и а р у ж и в а юте я, ак-
тивность нейтральной а-глюкозидазы в 
моче не отличалась от нормы. 

Таким образом, результаты исследо-
вания показали, что активность нейт-
ральной а-глюкозидазы в моче при гло-
мерулопатиях значительно превышает 
таковую при других заболеваниях по-
чек и что величина активности фермен-
та соответствует активности процесса и 
остроте заболевания. 

Поскольку нейтральная а-глюкозида-
за локализована в эпителиальных клет-
ках извитых канальцев почек [5], вы-
сокая активность этого фермента в мо-
че при гломерулопатиях (ХГН и ами-
лоидоз почек) еще раз подтверждает 
[ 6], что при этих заболеваниях наряду 
с клубочками почек повреждаются и 
эпителиальные клетки извитых каналь-
цев. 

Известно, что суточная экскреция 
белка является одним из важных пока-
зателей поражения почек. Низкий ко-
эффициент корреляции (г=0,35=1=0,09) 
для всех обследованных больных меж-
ду суточной экскрецией белка и актив-
ностью нейтральной а-глюкозидазы в 
моче свидетельствует о том, что вели-
чина активности фермента является не-
зависимым от протеинурии и самостоя-
тельным критерием повреждения по-
чек, что, вероятно, объясняется различ-
ными механизмами протеинурии и вы-
хода нейтральной а-глюкозидазы из 
эпителиальных клеток извитых каналь-
цев почек. В этой связи важно подчерк-
нуть, что активность нейтральной а-
глюкозидазы была наиболее высока 
именно при тех вариантах ХГН, кото-
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Т а б л и ц / 4 

Активность нейтральной а-глюкозидазы и N-ацетил-р-О-гексозаминидазы (р-гексозаминидазы) в моче больных в динамике заболевания ХГН 

Первоначальные иссле- Частичная ремиссия Полная ремиссия 
дования 

No 
п/п Больной 

о ч и 
2 ч и 

* О) и 
белок 2 

U 
* о 
U 

белок 
о ч и 

ьг а и 
белок 

« QG. в са а со. 

1 К-к 245 117 0 ,65 80 25 0 ,44 

2 Д-ва 118 47 0 ,88 72 36 1,01 

3 Я-в 237 193 11 ,0—4,4 97 50 6 , 5 — 2 , 5 

4 Б-в — — — 103 27 0 ,03 

5 М-в 119 — 0 ,50 52 23 — 

6 К-ва 88 82 1,30 54 47 0,04 

7 С-п 223 97 3 ,50 87 20 1,28 

8 3-ва 98 — 2,41 69 33 0 ,59 21 16 0 ,06 3-ва 
98 2,41 69 33 0 ,59 12 5 0 ,05 

9 С-ва 407 208 3 ,22 — — — 49 26 0,06 

10 Ш-р 148 83 3,20 — — — 50 27 0 ,08 

11 Л-на 134 297 2 ,00 — — — 29 15 0,09 

12 Б-ва 101 77 6 ,66 — — — 16 12 — 

13 М-ва — — — — 39 27 Нет 

14 Д-ба — — — — — — 43 27 0 ,03 

15 К-ва 95 66 1,04 — — — — — — 

16 Ж-в 130 101 2 ,92 — — - — — — — 

17 Б-н 153 — 9 ,80 — — — — — — 

18 Е-ва 165 156 2 ,40 — — — — — — 

19 В-в 116 111 7 ,30 — — — — — — 

20 М-на 67 17 1,20 — — 

21 П-в 58 48 0 ,05 — — — — — — 

22 К-ва 189 — 9 ,80 — — — — — — 

23 Ц-на 84 — 1,87 — — — 

24 Ш-в 88 4 ,92 

Стабильное течение 

118 

105 
132 

82 
357 
54 
45 
82 

1,30 
8,13 
4,70 
1,56 
5,39 

Ухудшение состоя-
ния 

269 
267 
217 

691 
62 

301 

22,40 
2,30 
0,87 

Развитие ХПН 

38 
45 
49 

209 
172 
190 

3,60 
8,30 
3,40 



рые протекали с признаками поражения 
канальдиевых функций на фоне макси-
мальной выраженности клинических 
проявлений заболевания. 

Проведенные исследования также 
показали, что изменение активности 
нейтральной а-глюкозидазы и р-гексо-
заминидазы в динамике заболевания 
является достаточно чувствительным 
тестом на изменение клинического сос-
тояния больного, который может быть 
использован в клинике для оценки те-
чения заболевания. Наличие хорошей 
корреляции при терапии между клини-
ко-лабораторными показателями сос-
тояния больного и активностью ней-
тральной а-глюкозидазы в моче пока-
зывает, что определение активности 
этого фермента может быть применено 
для контроля за эффективностью про-
водимого лечения. 

Полученные результаты свидетельст-
вуют о целесообразности одновремен-
ного определения в моче больных ак-
тивностей нейтральной а-глюкозидазы 
и р-гексозаминидазы, так как определе-
ние одновременно обоих ферментов 
расширяет и улучшает возможности 
дифференциальной диагностики почеч-
ных поражений. 

Авторы выражают глубокую благо-
дарность члену-корр. АМН СССР 
В. В. Серову и доктору мед. наук В. А. 
Варшавскому за морфологическую 
диагностику заболевания почек и проф. 
Е. JI. Розенфельд и проф. М. #. Ратнер 
за обсуо/сдение результатов. 
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D I A G N O S T I C I M P O R T A N C E O F ESTIMA-
TION O F N E U T R A L a - G L U C O S I D A S E AND 
N-ACETYL-p-D-HEXOSAMINIDASE ACTIVI-
T I E S IN U R I N E O F P A T I E N T S WITH 

KIDNEY PATHOLOGY 

/. S. Lukomskaya, T. P. Lavrenova, N. A. To-
milina, M. L. Zubkin, N. D. Fedorova 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemistry , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Ins t i tu te of Transp lan to logy and Artif icial Tis-
sues, Minis t ry of Publ ic Heal th of the USSR, 

Moscow 

As shown in s tudies of 123 pa t ien t s with 
var ious nephropathies , activit ies of a-glucosi -
dase and N-acetyl-P-D-hexosaminidase in ur ine 
of the pa t ien t s correlated with severity and 
s t ages of these diseases; at the same time, 
s imul taneous es t imat ion of both enzymat ic ac-
tivit ies in ur ine w a s shown to be more infor-
mat ive in d iagnos t ic of kidney impa i rments . 
Low va lues of correlat ion coefficient (r = 0 . 3 5 ± 
± 0 . 0 9 ) between daily excretion of protein and 
the activity of neu t ra l a -g lucos idase in ur ine 
showed tha t the enzyme activity did not depend 
on prote inur ia and w a s independent test for 
kidney impairment . Es t imat ion of a -g lucos idase 
activity could be used for control of the the-
rapy; the enzymat ic activity in ur ine correlated 
dist inct ly with the cl inico-laboratory pa t t e rn s 
of the pa t i en t s s tudied. 
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Болезнь Андерсона — Фабрн, или 
диффузная ангиокератома, относится к 
группе наследственных гликолипидозов 
и развивается в результате недостаточ-
ности лизосомиой а(1-Й-) -галактозил-
гидролазы, или церамидтригексозид-а-
галактозидазы (КФ 3.2.1.22). В норме 
этот фермент катализирует отщепление 
концевых галактозных остатков в це-
рамидтри- и церамиддигалактозидах, а 
также в гликолипидных и гликопроте-
идных В-антигенах системы ABO [1, 
5]. Болезнь Фабри является единст-
венным гликолипидозом, при котором 
генетический дефект связан с Х-хромо-
сомой. Несмотря на то что болезнь 
Фабри характеризуется определенными 
клиническими симптомами — кожными 
изменениями типа диффузной ангиоке-
ратомы, нарушением функции почек и 
сердца, четкая диагностика этой пато-
логии может быть проведена только 
при выявлении у больных недостаточ-
ности церамидтригексозид-а-галакто-
зидазы и ее форм. Именно эта задача 
решалась в настоящей работе при био-
химическом исследовании 2 больных, 
состоящих в кровном родстве (родные 
братья), которые в прошлом в течение 
длительного периода обследовались 
клиницистами разных профилей без ус-
тановления точного диагноза. 

М е т о д и к а 

В качестве источника ферментных препара-
тов для определения активности ряда лизосом-
иых гликозидаз использовали плазму крови и 
суммарную лейкоцитную фракцию обследован-
ных больных и здоровых доноров, которые по-
лучали по описанной ранее методике [3]. 

У одного из больных (Г. В.) после биопсии 
кожи была получена культура кожных фибро-
бластов, т а к ж е использовавшихся в качестве 
источника ферментных препаратов. 

В качестве флуорогенных субстратов при 
определении ферментативной активности ис-
пользовали следующие 4-мстилумбеллиферил-
гликозиды (4-МУФ-гликозиды): 4 -МУФ-а-О-
га л а кто пира и оз и д; 4 - МУ Ф -13 - D -га л а ктоп и рано-
з ид, 4 -МУ Ф -a -L-фу копирам оз ид, 4 -МУ Ф - [3- D - N -
ацетилглюкозаминид (все гликозиды производ-
ства фирмы «Koch-Light», Великобритания) . 
А кти в и ость р - гал акто цер еб р оз ид а зы о пр сдел я л и 

с помощью 6-гексадскаиоиламипо-4-МУФ-р-П-
галактопиранозида в качестве субстрата [2]. При 
определении активности лизосомных ферментов 
инкубационная проба содержала от 10 до 
50 мкл ферментного препарата в случае лейко-
цитарной фракции или плазмы, соответственно, 
100 мкл соответствующего субстрата (конечная 
концентрация 1 мМ) и 100 мкл 0,1 М ацетат-
ного буфера рН 4,65. Ферментную реакцию 
останавливали добавлением 2 мл 0,4 М глицин-
NaOH-буфсра рН 10,5. Флюоресценцию в про-
бах измеряли па спектрофотометре «Спскорд 
М-40» («Карл Цейс, Йена», Г Д Р ) с приставкой 
для измерения флюоресценции Х„0зо 365 им, 
А-фл 450 им; в случае использования 6-гексадс-
каноиламино-4-МУФ-(3 - D - галактопиранозида 
^вопб составляла 385 нм). 

Изоэлектрическос фокусирование фермент-
ных препаратов из экстрактов лейкоцитов и 
фибробластов кожи проводили на пластинах 
полиакриламидного геля ( Л К Б , Швеция) при 
4 °С в течение 3 ч, используя градиенты рН 3,5— 
9,5 и 4—6,5 соответственно согласно [11]. Д л я 
идеи т и ф и к а ц и и а кт и в и о сти цер а м и д тр и гексози д -
a -D-галактозидазы (далее a -D-галактозидаза ) 
слой геля разрезали на участки размером 0,25X 
X I см, которые помещали в 0,1—0,2 мл 0,1 М 
ацетатного буфера (pIT 4,65). Полученные об-
разцы инкубировали с 0,1 мл 2 мМ раствора 
4-МУФ->а-Е)-галактозида, приготовленного на 
указанном выше буферном растворе, в течение 
24 ч при 37 °С. Фиксацию проб и измерение 
флюоресценции проводили как описано выше. 

Д л я определения градиента рН вырезанные 
участки геля указанного размера помещали в 
0,5 мл Н2О и после 12 ч инкубации при 4 °С 
измеряли значения рН на потенциометре 
ЛПУ-01. 

Общее количество Сахаров во фракции гли-
колипидов, полученной из осадка мочи экстрак-
цией смесыо хлороформ-метанол (2 : I по объ-
ему) [8], определяли с помощью феиол-НгЗСХ-
реактива по методу [6]. 

Сывороточные липопротсиды низкой плот-
ности ( Л Н П ) выделяли методом препаратив-
ного ультрацентрифугирования [7]. Концентра-
цию отдельных фракций липопротеидов рас-
считывали по площадям пиков па флотацион-
ных шлирен-диаграммах [4]. 

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

У больного Г. В., 49 лет, первые при-
знаки заболевания появились в 7 лет и 
выражались сильными болями в суста-
вах стоп и кистей рук. Больной посту-
пил в клинику для обследования с ти-
пичными для диффузной ангиокерато-
мы Фабри кожными высыпаниями на 
нижней части туловища, бедрах, губах 
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Т а б л и ц а 2 

Активность некоторых лизосомных ферментов в лейкоцитах (I) и плазме крови (II) в норме и при 
болезнях Рендю — Ослера и Фабри 

Обследованные 
a - D - г а л а к -
тозидаза 

P-D-галак-
тозндаза 

a - L - ф у к о -
зидаза 

N-ацетил-
гексозамини-

даза 

Галактоцере-
брозид-р-

галактози-
даза Обследованные 

I 11 I 11 I 11 I 11 I 

Норма 60,7 7 , 8 211 3 , 8 72,0 84 ,5 222 255 
i 

2 ,4 

Больной Ш.* 50,2 9 , 2 190 3,1 55 ,3 168 199 400 1 ,8 
Больной Д .* 58 ,5 7 , 6 196 3 , 3 67,4 143 176 270 1 ,9 
Больной Г. И.** 3 ,0 1 ,1 167 6 ,7 60 ,8 170 304 850 2 , 0 
Больной Г. В.** 3 ,7 0 ,75 213 2 ,9 74 ,5 146 311 390 2 , 0 

П р и м е ч а н и е . В качестве контроля (нормы) использовали лейкоциты и плазму крови, 
полученные от 2 здоровых доноров. Активность ферментов выражали в наномолях соответст-
вующих 4-МУФ-гликозидов в 1 ч на 1 мг белка лейкоцитов или на 1 мл плазмы. Одна звездоч-
к а — при болезни Рендю—Ослера , две — при болезни Фабри. 

и слизистой рта. Отмечены тяжелые по-
ражения сердечно-сосудистой системы 
(диффузные изменения миокарда, ар-
териальная гипертеизия без поражения 
клапанного аппарата) и нефропатия с 
хронической почечной недостаточно-
стью. У его младшего брата (больной 
Г. И.), 47 лет, заболевание проявилось 
в 11 лет болями в суставах. Кожные 
измеиения оказались малозаметиыми, 
нефропатия — выраженной, но без по-
чечной недостаточности. Изменени я 
сердда характеризовались оча гов ым и 
поражениями миокарда и митральным 
пороком. 

В табл. 1 представлены данные об 
активности 5 лизосомных ферментов в 
лейкоцитах и плазме крови в норме и у 
пациентов, страдающих болезнью Рен-
дю— Ослера и диффузной ангиокера-
томой. Активность а-галактозидазы в 
лейкоцитах и плазме больных с диф-
фузной ангиокератомой (Г. И. и Г. В.) 
значительно снижена и составляет в 

Т а б л и ц а 2 
Удельная активность ряда гликозидаз в фибро-
бластах человека в норме и при болезни Фабри 
(в нмолях/ч на 1 мг белка) 

Фибробласты 

Г
ек

со
за

-
м

ин
ид

аз
а 

a-
L

-ф
у-

ко
зи

да
за

 

p-
D

-г
а-

ла
кт

оз
и-

да
за

 

a-
D

-г
а-

ла
кт

оз
и-

да
за

 

Норма 1 

№ 25) 
Больной I 

(штамм 

\ В. 
3100 
2633 

97 
42 

688 
711 

19 
4 , 6 

1 Постнатальные кожные фибробласты из 
клеточного банка Института ревматизма АМН 
СССР. 

лейкоцитиой фракции около 5—6 %, а в 
плазме — около 10% от нормы. Актив-
ность других исследованных ферментов 
у этих больных находится в пределах 
нормы или даже существенно повыше-
на в плазме (a-L-фукозидаза и гексоза-
минидаза). Снижение активности а-га-
лактозидазы было отмечено также в 
культуре фибробластов кожи больного 
Г. В. (табл. 2). 

В литературе имеются данные о том, 
что остаточная активность a-D-галак-
тозидазы в лейкоцитах пациентов с бо-
лезнью Фабри обусловлена одной ж* 
трех форм этого фермента, обнаружи-
ваемых в лейкоцитах здоровых людей 
с помощью изоэлектрического фокуси-
рования [9]. 

Результаты проведенного нами изо-
электрофокусирования a-D-галактози-
дазы лейкоцитов 2 здоровых людей и 
пациентов с болезнью Фабри представ-
лены на рис. 1 и 2. a-D-галактозидаза 
нормальных л е й к о ц и т о в характеризу-
ется 2—3 формами с изоэлектрически-
ми точками (pi) от 3,5 до 5,6. a-D-га-
лактозидаза пациентов с болезнью 
Фабри проявлялась при изоэлектрофо-
кусировании единственным компонен-
том, соответствующим изоформе с pi 
4,35 a-D-га л а ктозидазы нормальных 
лейкоцитов. Полученные результаты 
согласуются с данными литерату-
ры [9]. Следует отметить, что, несмот-
ря па значительные различия в клини-
ческих проявлениях болезни, профили 
изоэлектрофокусирования a-D-галакто-
зидазы лейкоцитов больных Г. В. и 
Г. Й. достаточно сходны (см. рис. 2). 
При этом, как видно на рис. 1 и 2, соот-

121) 



3.65 

Рис. 1. Изоэлектрическое фокусирование a -D-галактозидазы лейкоцитов человека в 
норме и при болезни Фабри в тонком слое полиакриламидиого геля (рЫ 3,5—9,5). 
Черные кружки — норма; треугольники — больной Г. В.; здесь и на рис. 2 и 3: по оси абсцисс — 

расстояние от анода, см; по оси ординат — активность, усл. ед. 

Рис. 2. Изоэлектрическое фокусирование a -D-галактозидазы лейкоцитов человека в 
норме -и при болезни Фабри в тонком слое полиакриламидиого геля (рН 3,5—9,5). 
Черные кружки — норма, черные треугольники — больной Г. В.; светлые треугольники — боль-

ной Г. И., белые кружки — градиент рН. 

Рис. 3. Изоэлектрическое фокусирование a -D-галактозидазы фибробластов человека 
в норме и при болезни Фабри в тонком слое полиакриламидиого геля (рН 4,0—6,5). 

Черные кружки — норма; белые кружки — больной Г. В.; крестики — градиент рН. 

ношение изоформ L-D-галактозидазы в 
лейкоцитах двух нормальных индиви-
дов различалось, хотя в работе [9] от-
мечено сходство профилей изоэлектро-
фокусирования a-D-галактозидазы нор-
мальных индивидов. 

Результаты изоэлектрического фоку-
сирования a-D-галактозидазы нормаль-
ных кожных фибробластов и клеток 
больного Г. В. представлены на рис. 3. 
Как видно на рис. 3, профиль активно-
сти a-D-галактозидазы больного харак-
теризуется снижением активности ком-
понента с pi •— 4,2 по сравнению с нор-
мой, некоторым уменьшением и сдви-
гом в более щелочную область главно-
го компонента с pl~4,4—4,5, а также 
полным отсутствием плеча в области 
р Н > 4 , 6 . 

Полученные нами данные свидетель-
ствуют о том, что значительная недо-
статочность активности a-D-галактози-
дазы в лейкоцитах обоих пациентов с 
болезнью Фабри обусловлена отсутст-
вием: определенных форм фермента. 
В случае же фибробластов изменение 
профиля фермента у больного при изо-

электрофокусировании было не столь 
выраженным по сравнению с нормой и 
отличалось от данных зарубежных ис-
следователей [10], показавших нали-
чие по крайней мере 6 изоформ a-D-га-
лактозидазы в нормальных фибробла-
стах и полное отсутствие 2—3 наиболее 
«кислых» форм фермента при болезни 
Фабри. 

Одним из основных продуктов на-
копления при болезни Фабри является, 
как известно, церамидтригексозид, на-
капливающийся в плазме крови, лейко-
цитах и выделяющийся с мочой боль-
ных. Обнаружение церамидтригексози-
да в осадке мочи больных — один из 
наиболее ранних диагностических при-
знаков болезни Фабри [1]. 

При определении общего содержания 
нейтральных углеводов в гликолипид-
ной фракции осадка мочи больного 
Г. В. выявлено их увеличение в 4,4 раза 
по сравнению с нормой. 

В сыворотке крови этого же больного 
отмечалось существенное повышение 
фракции ЛНП с Sf 0—12S, которое сос-
тавило 549 мг/100 мл (норма 350— 
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400 мг/100 мл) и с sf 12—20S — 
82 мг/100 мл (норма до 50 мг/100 мл). 
Поскольку, как известно, ЛНП являет-
ся одним из основных переносчиков 
нейтральных гликосфинголипидов [5], 
то увеличение концентрации этого 
класса липопротеидов может быть обу-
словлено повышением содержания 
церамидтригексозида в сыворотке 
больного., 

Таким образом, результаты прове-
денного исследования позволяют ди-
агностировать у обследованных боль-
ных наследственный гликолипидоз -
диффузную ангиокератому Фабри. 

Авторы выражают признательность 
М. И. Фрейдину (Институт медицин-
ской генетики АМН СССР) за проведе-
ние биопсии кожи и получение куль-
туры фибробластов от одного из боль-
ных и И. М. Карманскому и Г. Г. Кова-
левой (Институт биологической и меди-, 
цинской химии АМН СССР) за опреде-
ление концентрации липопротеидов в 
сыворотке крови. 
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B I O C H E M I C A L D I A G N O S I S O F T H E A N D E R -
SON-FABRI D I S E A S E IN TWO B R O T H E R S 

G. Ya. Wiedershain, E. M. Beyer, M. M. Men-
delson, Yu. A. Livandovsky 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemist ry , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, Hos-
pital 52, Medico-Stomatologica l School, Moscow 

Activity of several lysosomal enzymes w a s 
studied in leukocytes, blood p lasma and skin 
f ibroblas t s of two adul t bro thers with clinical 
d i agnos i s of Fabr i disease. Activity of ceramide 
t r ihexos ide-galac tos idase w a s dist inct ly decrea-
sed in both pat ients . The res idual enzymat i c 
activity const i tu ted 5-6 % in the pa t ien t s leuko-
cytes, Jess than 10 % in blood p lasma and 25 % 
in f ibroblas ts as compared with controls . Dif-
ferences in composi t ion of a -D-ga lac tos idase 
mult iple fo rms were detected in f ibroblas ts and 
blood cells of the pa t ien ts with Fabr i disease 
as compared with normal leukocytes by m e a n s 
of isoelectric focusing. 



МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ 

УДК fi12.12-1-616.153]12.015.3:541.135.5:577.15 

А. С. Ефимов, Д. С. Черепанов 

Ф Е Р М Е Н Т Н Ы Е Э Л Е К Т Р О Д Ы Д Л Я А Н А Л И З А МЕТАБОЛИТОВ 
КРОВИ В НОРМЕ И ПРИ ПАТОЛОГИИ 

Киевский институт эндокринологии и обмена веществ Минздрава УССР, Киев 

Ферментные анализаторы с электрохими-
ческой индикацией находят применение в пи-
щевой промышленности, охране окружающей 
среды, фармацевтической промышленности и 
медицине [1—5]. 

Ферментные электроды в медицине ис-
пользуются при диагностике и лечении раз-
личных заболеваний, в частности эндокринных. 
В первую очередь это относится к диагности-
ке и лечению сахарного диабета. Широкое 
внедрение в практику экспресс-анализаторов 
глюкозы будет способствовать ранней диагно-
стике и изучению эпидемиологии сахарного 
диабета, позволит осуществлять самоконтроль 
за лечением и дозированием вводимых сахар-
снижающих препаратов и, кроме того, при 
использовании в системе биостатора поможет 
выведению больных из коматозных состоя-
ний. 

Ферментные электроды могут служить для 
одноразового определения анализируемого 
компонента (анализ дискретных проб) и для 
непрерывного слежения за его содержанием в 
течение определенного промежутка времени 
(мониторинг). В перспективе возможно им-
плантирование ферментных электродов в жи-
вые организмы, например для определения 
содержания глюкозы, как составной части ап-
парата «искусственная эндокринная поджелу-
дочная железа», вживляемого в организм 
больного диабетом [6]. 

Применение ферментов в аналитических си-
стемах с электрохимической индикацией (фер-
ментных электродах) , а т а к ж е в системах со 
спектрофотометрической, люминесцентной и 
прочими видами индикации имеет следующие 
преимущества. Ферментные анализаторы отли-
чаются большой специфичностью, быстротой 
анализа (вследствие высоких скоростей хими-
ческих реакций, идущих на высокоактивных 
катализаторах — ферментах) , высокой чув-
ствительностью, позволяющей определять ана-
лизируемые компоненты в концентрации 
10~7М и менее. 

Ферментные электроды используются для 
количественного определения субстратов фер-
ментативных реакций, ферментов, кофермен-
тов, ингибиторов и активаторов ферментов [3, 
7—9]. В медицине наибольший интерес пред-
ставляет определение метаболитов в крови, 
моче и других биологических жидкостях . 

В ряде случаев можно подобрать фермен-
тативную реакцию, в которой данный метабо-
лит служил бы субстратом, и разработать со-
ответствующий ферментный электрод. 

П р и н ц и п у с т р о й с т в а 

Если рассматривать ферментный электрод 
как систему, то можно выделить две его со-
ставные части: ферментный реактор и элект-
рохимический сенсор. В ферментном реакторе 
протекает катализируемая ферментом реакция 
превращения анализируемого компонента в 
продукты ферментативной реакции, из кото-
рых один по крайней мере является электро-
химически активным, т. е. способным претерпе-
вать электрохимические превращения на 
электроде, который является сенсором — чув-
ствительным элементом всего устройства. 
В результате на электроде возникает потен-
циал или через него начинает протекать 
электрический ток, величина которых зави-
сит от содержания анализируемого компонен-
та. В первом случае ферментная система явля-
ется потеициометрической, во втором — ампе-
рометрической. 

Ферментные электроды в отличие от наи-
более распространенных в настоящее время 
ферментных систем со спектрофотометрической 
индикацией не требуют использования опти-
чески прозрачных жидкостей, что позволяет 
применять их при анализе мутных сред (на-
пример, цельной крови) . Кроме того, анализ 
при помощи ферментных электродов легко 
поддается автоматизации, так как информа-
ция о содержании метаболита получается в 
виде электрического сигнала. Этот ж е фактор 
обеспечивает простоту создания замкнутых 
систем пациент — анализатор — ЭВМ — на-
сос инфузии лекарственного п р е п а р а т а — п а -
циент, применяющихся при создании аппара-
тов типа «искусственная эндокринная подже-
лудочная железа» [6, 10]. Подобная система 
с постоянной индикацией уровня мочевины 
может быть использована в клинике при вы-
ведении больных из уремического состояния, 
развивающегося в условиях хронической по-
чечной недостаточности. 

В ферментных электродах используют, как 
правило, иммобилизованные ферменты. Суще-
ствует несколько методов иммобилизации фер-
ментов [1, 11]. При иммобилизации наблюда-
ется увеличение стабильности фермента, что 
обеспечивает получение воспроизводимых ре-
зультатов. Кроме того, иммобилизация дает 
возможность многократно использовать фер-
ментный электрод, т. е. понижается стои-
мость анализа. Однако при иммобилизации 
уменьшается активность ферментов, поэтому 
в ряде случаев используются растворы по-
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следних и ферментативная реакция протекает 
при смешении раствора фермента с анализи-
руемой жидкостью [12]. 

Как у ж е отмечалось, электрохимические 
сенсоры ферментных электродов могут быть 
потенциометрическими и амперометрическими. 
Потеициометрическая индикация осуществля-
ется при помощи ионоселективных и газовых 
электродов [9]. Ионоселективные электроды 
чувствительны к определенным ионам, обра-
зующимся в ходе ферментативной реакции. 
В газовых электродах между ферментным ре-
актором и электрохимическим сенсором име-
ется воздушный промежуток или мембрана, 
проницаемая для образующегося в ходе ре-
акции газа, но непроницаемая для молекул 
органических веществ, ионов, молекул воды. 
Системы с потенциометрической индикацией 
обладают более высокой селективностью и 
операционной стабильностью (сроком службы 
при постоянных показаниях) , чем амперомет-
рические системы. Однако интервал опреде-
ляемых концентраций у них уже, а время ответа 
дольше, чем у систем с амперометрической ин-
дикацией [13]. 

Ферментные аналитические системы с ам-
перометрической индикацией получили наиболь-
шее распространение. Особенно широко приме-
няется при создании ферментных электродов 
класс ферментов — оксидоредуктазы. В боль-
шинстве случаев используются реакции окис-
ления субстратов растворенным кислородом, а 
одним из продуктов ферментативной реакции 
является перекись водорода. Это обусловило 
разработку двух основных типов амперомет-
рических сенсоров: кислородных и перекисно-
водородных [1, 3]. В первых регистрируется 
уменьшение концентрации кислорода в ходе 
реакции, во вторых — концентрации генери-
рующейся перекиси водорода. Обе величины 
пропорциональны содержанию субстрата в 
анализируемой жидкости. 

Ые всегда проведение одной ферментатив-
ной реакции приводит к появлению электрохи-
мически активных частиц. В таких случаях 
используются би- и мультиферментиые элект-
роды, в которых последовательно протекают 
две и более ферментативных реакций [14]. 
Эти системы с л у ж а т в некоторой степени мо-
делью живого организма, в котором вещест-
ва претерпевают целый ряд последовательных 
и параллельных химических превращений, ка-
тализируемых различными ферментами. 

А н а л и з у г л е в о д о в 

Первые ферментные электроды были соз-
даны для определения глюкозы [15, 16]. Д л я 
клиники экспресс-метод определения глюкозы 
с помощью ферментных электродов имеет 
важное значение. Внедрение в практику дан-
ного метода позволит, во-первых, решить проб-
лему ранней диагностики сахарного диабета 
при массовых обследованиях населения, во-
вторых, обеспечить самоконтроль за течением 
диабета у больного, Не менее в а ж н о примене-
ние ферментного анализатора в системе ис-
кусственной поджелудочной железы (типа 
«Биостатор») для мониторного слежения за 
уровнем гликемии. 

В ферментных электродах для определе-
ния глюкозы используют реакцию: 

гзкжозооксидаза 
P-D-глюкоза + 0 2 + Н 2 0 0-D- >• 

D-глюконовая кислота -f- Н 2 0 2 . (1) 

Глюкозу можно определять по потребле-
нию кислорода в ходе реакции (1), по изме-
нению рН в результате образования глюконо-
вой кислоты и по количеству образующейся 
перекиси водорода. 

Первый описанный в литературе фермент-
ный электрод был разработан Кларком и 
Лайонсом [15]. Глюкозооксидаза была иммо-
билизована между мембранами из купрофана. 
Глюкоза из анализируемой жидкости диф-
фундирует через внешнюю мембрану к фер-
ментному слою, где окисляется до глюкоио-
вой кислоты. Последняя через внутреннюю 
мембрану диффундирует к рН-чувствительно-
му стеклянному электроду. По изменению рН 
судят о содержании глюкозы. 

В работе [15] описан т а к ж е способ опре-
деления глюкозы по потреблению кислорода. 
Глюкозооксидазу иммобилизовали между диа-
лизной мембраной и гидрофобной мембраной, 
проницаемой для кислорода. За гидрофобной 
мембраной расположен кислородный элект-
род. По разности показаний между ним и 
аналогичным электродом, не содержащим 
ферментного слоя, определяют содержание 
глюкозы. 

Апдайк и Хикс [16] иммобилизовали глю-
козооксидазу в слое полиакриламидиого геля. 
К нему примыкает полимерная мембрана, в 
которой имеются отверстия диаметром 50 
300 мкм, через них кислород диффундирует к 
поверхности полярографического кислородного 
электрода. Более подробно принцип работы 
кислородного электрода описан в обзоре [1]. 
Поглощение кислорода в ходе реакции (1) 
лежит в основе работы автоматического ана-
лизатора глюкозы, выпускаемого фирмой 
«Бекмаи» [17]. Анализатор позволяет опреде-
лять глюкозу в сыворотке крови в течение 
3—5 мин при концентрации до 25 мМ. 

В последние годы наибольшее распростра-
нение получили датчики, в которых содержа-
ние глюкозы определяется по количеству об-
разующейся перекиси водорода [18—20]. В ра-
ботах [18, 19] использовалась трехслойная 
мембрана. Внешняя фильтрующая мембрана 
служит для предотвращения попадания на 
электрод макромолекул и форменных элемен-
тов крови. Внутренняя мембрана, примыкаю-
щая к электроду, служит для тонкой фильтра-
ции и предотвращает попадание на электрод 
веществ с молекулярной массой более 250. 
М е ж д у этими мембранами заключен фермент-
ный слой с иммобилизованной глюкозооксида-
зой. Образующаяся в этом слое перекись во-
дорода диффундирует через внутреннюю мем-
брану к платиновому аноду, на котором про-
текает реакция ее окисления. 

Дискретный анализатор «Иеллоу Спрингс 
Инструменте» [18] дает возможность анали-
зировать 40 образцов плазмы в час. Аналогич-
ный датчик монитора глюкозы, входящего в 
состав искусственной эндокринной поджелу-
дочной железы «Биостатор» [19], позволяет 
непрерывно получать информацию о содер-
жании глюкозы в крови больного диабетом с 
временной задержкой всего 90 с с момента 
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отбора крови в диапазоне концентраций от 1 
до 50 мМ, при этом количество анализируемой 
крови не превышает 50 мл/сут. После 25—50 ч 
непрерывной работы достаточно заменить трех-
слойную мембрану, чтобы восстановить чувст-
вительность датчика к глюкозе. 

Д а т ч и к на перекись водорода более удо-
бен, чем кислородные: как правило, достаточ-
но одного электрода для измерения содержа-
ния перекиси водорода после реакторного 
слоя с ферментом [21], в то время как при 
использовании кислородных электродов тре-
буется определять кислород как до, так и 
после ферментного реактора. Кроме того, кис-
лородные электроды затруднительно использо-
вать в цельной крови, так как клетки крови 
потребляют кислород, изменяя его содержа-
ние. Поэтому кислородные электроды в на-
стоящее время используются, как правило, 
для определения глюкозы в сыворотке и плаз-
ме [22]. 

Недостатком перекисиоводородиых сенсо-
ров является достаточно высокий анодный по-
тенциал определения перекиси водорода (0,5— 
0,8 В) , при котором возможно окисление дру-
гих компонентов крови, приводящее к полу-
чению завышенных значений концентрации 
глюкозы. Д а ж е применение сложных трех-
слойных мембран [19] не обеспечивает пол-
ного исключения влияния этих веществ. 

От этого недостатка свободен бифермент-
ный глюкозиый электрод [23]. Образующаяся 
в ходе реакции (1) перекись водорода реаги-
рует с вводимым в анализируемую жидкость 
ферроциаиидом калия: 

H 2 0 2 4 - 2 [ F e ( C N ) , ] « - + 

пероксидаза 
+ 2 Н + >• 2 [ F e ( C N ) 0 ] 3 - + 2 Н 2 0 . 

(2 ) 

В ферментный слой входят два фермента: 
глюкозооксидаза и пероксидаза, катализирую-
щая реакцию (2). Образующийся феррицианид 
восстанавливается далее на катоде из плати-
ны или стеклоуглерода при низком потенциале 
(от 0,3 до —0,1 В) , при котором сопутствую-
щие глюкозе компоненты крови электрохимиче-
ски неактивны. Возникающий ток пропорциона-
лен содержанию глюкозы в крови в области 
0,1 —10 мМ (с учетом 10-кратиого разбавления 
анализируемой жидкости буферным раствором) . 
Время ответа датчика 2—4 мин. 

Помимо глюкозы, с помощью ферментных 
электродов возможно определение галактозы, 
что в а ж н о для предварительного диагноза га-
лактоземии. Кроме того, результаты исследо-
ваний показывают, что галактоза может быть 
важным дополнительным источником энергии 

у недоношенных детей [24]. Галактозу опре-
деляют при помощи ферментного электрода с 
иммобилизованной галактозооксидазой [24] по 
реакции: 

галактозо-
D - г а л а к т о з а 0 2 ^ 

оксидаза 

— > • D - г а л а к т о г е к с о д и а л ь д о л а з а - f - Н 2 0 2 . (3) 

Галактозооксидаза иммобилизована при по-
мощи глутаральдегида между двумя мембра-
нами: внешней лавсановой и внутренней аце-
татцеллюлозной. Образующаяся в результате 
реакции перекись водорода определяется на 
платиновом аноде. Электрод позволяет опре 
делять галактозу в цельной крови и плазме в 
диапазоне концентраций 0,3—22 мМ в тече-
ние 40 с. 

А н а л и з м о ч е в и н ы , к р е а т и н а и 
к р е а т и и и и а 

Ферментные электроды для определения 
мочевины по своей распространенности усту-
пают только глюкозным электродам [25]. Это 
объясняется важностью определения мочевины 
в крови. Повышенное ее содержание наблюда-
ется при почечной недостаточности, хрониче-
ских нефритах, диабетической иефропатии, 
иефропатии беременных и острых отравле-
ниях. 

В анализаторе для определения мочевины 
ферментным реактором служит слой геля, со-
держащего уреазу, катализирующую гидролиз 
мочевины: 

уреаза 
( N H 2 ) 2 C 0 + 2 H 2 0 + H+ 

- > H C 0 3 - + 2 N H + . (4) 

Образующиеся ионы диффундируют к по-
верхности селективного к ионам ЫЩ'" стеклян-
ного электрода, изменение потенциала которого 
слулшт мерой содержания мочевины в анали-
зируемой жидкости [27]. Время ответа фер-
ментного электрода 1—3 мин. Диапазон опре-
деляемых концентраций мочевины 4-10~5— 
2-Ю- 4 М. 

Описан потенциометрический электрод, се-
лективный к мочевине, электрохимическим сен-
сором которого служит рН-чувствительный 
электрод на основе двуокиси иридия [26]. По-
тенциал электрода линейно зависит от лога-
рифма концентрации мочевины в области 
5-10 - 5—5-10~ 3 М. Электрод отличается быстро-
той установления сигнала — 1—2 мин. 

В электроде с газовым мембранным сенсо-
ром [9] вслед за реакцией (4) протекает реак-
ция: 

N H ^ + O H ~ N H 3 + H 2 0 . (5) 
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При подщелачивании среды до р Н 11 рав-
новесие этой реакции сдвигается вправо, про-
исходит выделение аммиака, который диффун-
дирует через газопроницаемую мембрану к 
стеклянному электроду, чувствительному к из-
менению рН среды. Выделение аммиака проис-
ходит в полости внутри газопроницаемой мем-
браны в результате образования ионов О Н -
по реакции (5), протекающей справа налево. 
Отмечается, что газовые сенсоры такого типа 
являются наиболее специфичными при опреде-
лении субстратов, однако характеризуются за-
медленностью действия. Линейность их до 
концентрации мочевины в сыворотке и плазме 
15 мМ. 

Менее инерционен ферментный электрод с 
газовым сенсором [21]. Уреаза иммобилизована 
на нейлоновой сетке, которая фиксируется на 
аммиачном сенсоре. Сыворотка крови разбав-
ляется в 10 раз и прокачивается в течение 
1 мин через проточную ячейку объемом 40 мкл. 
Затем осуществляется промывка ячейки в те-
чение 2 мин, и электрод подготовлен к следу-
ющему определению мочевины. 

При почечной недостаточности, особенно в 
начальных стадиях, важно знать концентрации 
креатинина и креатина в крови. Креатинии 
сыворотки определяли при помощи аммиачно-
го газового электрода [28]. В ферментном ре-
акторе происходит образование ионов аммо-
ния из креатинина в присутствии креатинин-
дезаминазы. Интервал анализируемых кон-
центраций составляет Ь Ю - 4 — 2 - Ю - 3 М . ' О т -
мечено в л и я н и е ' мочевины на результаты ана-
лиза. 

Д л я определения креатина и креатинина 
могут быть использованы мультиферментные 
электроды [14]. При помощи глутарового аль-
дегида иммобилизовали на пористой мембране 
креатининиминогидролазу, креатииамидиногид-
ролазу и саркозииоксидазу. Д л я определения 
креатина применяют датчики, содержащие 
последние два фермента. Креатинамидииогид-
ролаза переводит креатин в саркозин, а сар-
козииоксидаза катализирует окисление пос-
леднего до нескольких продуктов, одним из 
которых является перекись водорода, опреде-
ляемая амперометрически на платиновом 
аноде. 

Если необходимо определить креатинин, на 
мембране иммобилизуют все три фермента. 
Креатининиминогидролаза переводит креати-
нии в креатин, дальнейшие ферментативные 
реакции которого описаны выше. Метод поз-
воляет проводить определение в пробе объе-
мом 25 мкл. Минимальная определяемая кон-
центрация Ы 0 " 5 М . 

А н а л и з а м и н о к и с л о т 

Необходимость определения содержания в 
крови отдельных аминокислот и их суммарно-
го количества возникает при патологии пече-

ни (гепатите, острой атрофии) , инфаркте мио-
карда и ряде других патологических состоя-
ний. 

В одной из первых работ, посвященных оп-
ределению аминокислот [29], использовали 
реакцию: 

оксидаза 
R C H N H a C O O H + 0 2 + Н 2 0 >• 

L-амииокислот 

— R C O C O O H + N H 3 + Н 2 0 2 . (6) 

Оксидаза L-аминокислот катализирует окис-
ление всех L-аминокислот независимо от дли-
ны их цепи и электрод с ее использованием 
позволяет определять суммарное содержание 
L-аминокислот. Оксидаза L-аминокислот иммо-
билизована на платиновом электроде и отделена 
от анализируемой жидкости полупроницаемой 
мембраной из целлофана. Образующаяся в 
результате реакции (6) перекись водорода 
окисляется на платиновом электроде при 
-I-0,35В относительно насыщенного каломель-
ного электрода. Время достижения стационар-
ного тока не превышает 1 мин. 

Д л я анализа отдельных аминокислот мож-
но использовать ферменты типа декарбоксилаз , 
которые катализируют отщепление от амино-
кислот углекислого газа с образованием ами-
нов. Получающийся при этом углекислый газ 
определяют с использованием углекислотиого 
газового электрода [30]. Таким методом нахо-
дят лизин, тирозин, феиилалаиии при помощи 
иммобилизованных лизиидекарбоксилазы, тиро-
зиндекарбоксилазы и фенилаланиндекарбокси-
лазы соответственно. Ферменты иммобилизовы-
вали с помощью глутарового альдегида. 

Возможен другой метод определения лизи-
на [31]. На мембране кислородного электрода 
Кларка иммобилизуют лизиндекарбоксилазу 
совместно с диаминоксидазой. Образующийся 
после декарбоксилирования диамин окисляется 
на диаминоксидазе , при этом происходит по-
глощение кислорода, определяемое на плати-
новом катоде кислородного электрода при по-
тенциале —0,65В. Метод позволяет определять 
лизин в количестве до 2 мМ и анализировать 
15—30 образцов в час, впрыскивая пробу в 
носитель — текущий буфер. 

А н а л и з м о ч е в о й к и с л о т ы и к с а и -
т и н а 

Определение мочевой кислоты в крови име-
ет значение как для дифференциальной 
диагностики подагрического полиартрита, так 
и д л я оценки методов лечения — определения 
периодов обострения и ремиссии заболевания. 

При определении мочевой кислоты исполь-
зуют уриказу, катализирующую реакцию: 

уриказа 
мочевая кислота + 0 2 

—>• аллантоин Н 2 0 2 + С 0 2 . (7) 

В качестве сенсора использовали электрод, 
чувствительный к перекиси водорода [32]. Ли-
нейная зависимость тока от содержания мо-
чевой кислоты наблюдается до концентрации 
3 мМ. Время ответа не превышает 30 с. Д л я 
анализа требуется 25 мкл цельной крови или 
сыворотки. Одна мембрана может быть ис-
пользована для проведения нескольких сотен 
анализов и храниться без использования более 
года. 
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К продуктам метаболизма пуриновых осно-
ваний, содержание которых повышается при 
подагрических полиартритах, относится и 
ксантин. 

К с аити и о кс и д аз а, ковалентно и м м о били з о-
ванная на графитовом электроде [13], исполь-
зуется для определения ксантина по реакции: 

ксантин-
ксантин + 2 [ F e ( C N ) 0 ] a - + H 2 O * 

оксидаза 

— м о ч е в а я кислота + 2 [Fe (CN) 0 ] 4 ~ + 2 H + . 
(8) 

Эта реакция интересна тем, что в качестве 
окислителя используется не растворенный кис-
лород, а специально вводимый феррициаиид. 
При протекании реакции (8) образуется фер-
роцианид, который может быть определен дву-
мя способами: амперометрически путем окис-
ления на графитовом электроде при потенциа-
ле 4-0,3 В относительно хлорсеребряиого 
электрода сравнения, либо потенциометриче-
ски, путем измерения потенциала, обусловлен-
ного наличием в растворе одной ионной части-
цы в двух различных степенях окисления: 

[ F e ( C N ) e ] 3 - и [Fe ( C N ) e ] 4 _ . 

Потеициометрический вариант позволяет 
определять ксантин при концентрациях 8- К)-6— 
6 - Ю ~ 3 М в течение 2—5 мин, а амперометри-
ческий — 6 ,5 -Ю- 6 —4,5-10~ 3 М в течение 1 — 
2 мин. 

А н а л и з б и л и р у б и н а 

Определение билирубина о т р а ж а е т функ-
циональное состояние печени и является, 
диагностическим тестом при различных фор-
мах печеночной патологии (гепатиты, холели-
тиаз, новообразования и др.) . Д л я анализа 
билирубина в сыворотке используется бифер-
ментиый электрод с иммобилизованными глю-
козооксидазой и пероксидазой [20]. При про-
пускании через этот электрод 1 м'М раствора 
глюкозы в нем протекает реакция (1). Далее , 
как и в работах [18, 19], определяют ток 
анодного окисления перекиси водорода. 

При введении в раствор глюкозы образца 
сыворотки крови, содержащей билирубин, 
часть образовавшейся перекиси водорода рас-
ходуется на катализируемую пероксидазой ре-
акцию окисления билирубина. При этом умень-
шается ток окисления на электроде перекиси 
водорода. Уменьшение тока пропорционально 
содержанию билирубина в анализируемой жид-
кости при его концентрациях 0,1—2 мМ. 

А н а л и з х о л е с т е р и н а 

Определение уровня холестерина в крови 
не менее важно для практики здравоохране-
ния, чем анализ крови па сахар. Повышение 
содержания холестерина может быть ранним 
диагностическим признаком атеросклероза, 
ишемической болезни сердца, гипертонической 
болезни, сахарного диабета. 

Актуальность разработки ферментных 
электродов для установления содержания хо-
лестерина определяется приведенными ниже 
факторами [33]: традиционные методы опре-
деления холестерина, использующие цветные 
химические реакции, зависят от условий экспе-
римента; другие вещества влияют на резуль-
таты определения; требуется большой объем 
образца. Ферментативный анализ холестерина 

со спектрофотометрической индикацией под-
вержен влиянию таких веществ, как билиру-
бин и аскорбиновая кислота. 

В ферментном электроде д л я определения 
общего холестерина в сыворотке | 33 | исполь-
зуют растворы холестеринэстеразы, холестери-
моксидазы и пероксидазы. В растворе протека-
ют следующие реакции: 

эфиры холестерина 
холестсрипэстераза 

— х о л е с т е р и н + жирные кислоты; (9) 
холестерин-

холестерин 0 2 
эстераза 

—>- холест-4-ен-З-он + Н 2 0 2 (10) 

и далее реакция (2). Образующийся ферри-
циаиид восстанавливается на трубчатом уголь-
ном электроде при потенциале -0,075 В от 
носительно насыщенного каломельного электро-
да сравнения. Д л я измерения необходимо 
20 мкл сыворотки. 

Если нужно определить лишь свободный 
холестерин, то реакцию (9) не проводят. Би-
лирубин, гемоглобин и аскорбиновая кислота % 
в обычных концентрациях пе влияют на точ- * 
ность определения холестерина, и лишь повы-
шенные количества аскорбиновой кислоты 
искажают результаты анализа. 

Недостатком описанного метода является 
большая длительность анализа. Этого недо-
статка лишен метод |34| , в котором образую-
щуюся в реакции (10) перекись водорода оп-
ределяют при помощи анализатора «Йеллоу 
Спрингс Инструменте» на платиновом аноде, 
как и при определении глюкозы |18| . Продол-
жительность анализа 1 мин. 

Сначала определяют свободный холестерин 
введением в измерительную кювету холестери-
ноксидазы. Если затем добавить холестерин-
эстеразу, то к первоначальным показаниям 
прибавится величина, характеризующая содер-
жание эфиров холестерина. Объем исследуе-
мой пробы 10 мкл, диапазон анализируемых 
концентраций 3—13 мМ. 

Методы анализа холестерина [33, 34] имеют 
аналоги в методах определения глюкозы при 
помощи ферментных электродов, поскольку и 
те и другие используют ферменты группы 
оксид аз, а окислителем служит кислород. Раз -
личие этих методов состоит в том, что в фер-
ментных электродах для определения глюкозы 
ферменты иммобилизуют, а в случае холесте-
рина используют растворенные ферменты. 
В связи с этим приходится определять холе-
стерин по перекиси водорода, образующейся в 
объеме пробы, а пе внутри мембраны, как в 
случае глюкозы. Поскольку в эритроцитах со-
держится катал'аза, быстро разрушающая пе-
рекись водорода, то анализировать на холе-
стерин и его эфиры цельную кровь не пред-
ставляется возможным. Это служит еще од-
ним аргументом, свидетельствующим в пользу 
иммобилизованных ферментов, и еще одним 
стимулом для поиска методов иммобилизации 
тех ферментов, для которых они еще не ра:; 
работамы. 

А и а л и з л а к т а т а и э т а и о л а 

Содержание лактата может служить пока-
зателем для оценки реакции организма на фи-
зическую нагрузку. Клиницисты придают важ-
ное значение содержанию молочной кислоты, 
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поскольку этот показатель помогает в диагно-
стике молочнокислотиого ацидоза, нередко 
осложняющего течение сахарного диабета . 

Л а к т а т может быть окислен в пируват | 35 | 
в присутствии лактатдегидрогеназы по реак-
ции: 

лактат-
л а к т а т 2 [Fe ( C N ) 6 p -

дегидрогеиаза 

пируват + 2 [ F e ( C H ) e ] 4 - + 2 Н + . ( И ) 

Электрохимическим сенсором служит окис-
лителыю-восстаиовительиый электрод, изме-
ряющий потенциал пары 

[Fe ( C N ) 0 ] 3 - / [ F e ( C N ) , ] « - . 

Потенциал электрода зависит от концентра-
ции лактата в области его концентраций от 
J О - 4 до Ю - 1 М. Д л я установления потенциала 
затрачивается этим методом 20—30 мин. 

Описан [36] амперометрический лактатный 
электрод, использующий реакцию, аналогич-
ную (11), но в ней в качестве окислителя 
используется не феррицианид, а феррицито-
хром С, который в ходе реакции восстанав-
ливается до ферроцитохрома С. Лактатдегид-
рогеназа в виде водного раствора иммобили-
зована полупроницаемой мембраной, через 
которую диффундирует определяемый лактат . 
Образующийся ферроцитохром С окисляется 
электрохимически на платиновом аноде. Ме-
тод использован д л я определения лактата в 
крови и обеспечивает линейный ответ при 
концентрациях лактата от 0,3 до 5 мМ. 

10. 10. Кулис и А. А. Малинаускас | 37 | 
иммобилизовали при помощи диализной 
мембраны лактатдегидрогеназу и НАД. В ана-
лизируемую жидкость добавляли феиазинме-
тосульфат (ФМС) . Совокупность протекающих 
в анализаторе реакций была следующей: 

лактат-
л а к т а т + Н А Д >• пируват 

дегидрогеназа 

Н А Д — Н 2 ; (12) 

Н А Д + Н а + ФМС ФМС-Н 2 + Н А Д ; (13) 
P t 

ФМС-Н 2 — > ФМС + 2 Н + - | - 2 е ; (14) 

Суммарная реакция — л а к т а т — > 

—>• п и р у в а т 2 Н + + 2е . (15) 

Электрод позволяет определить лактат в 
концентрации до 1,5 мМ в течение З м и и . Дат -
чик теряет 50 % чувствительности за 60 ч 
работы. 

В работе [37] описан т а к ж е электрод для 
анализа этанола. Иммобилизованная алкоголь-
дегидрогеназа катализирует реакцию: 

алкоголь 
С 2 Н 5 О Н - | - Н А Д ^ 

дегидрогеназа 

— > С Н 3 С Н О -[- Н А Д - Н 2 . (16) 

Последующие реакции (13) и (14) были та-
кими же, как и для лактата . Суммарная ре-
акция имеет вид: 

С 2 Н б О Н — > СНдСНО 2 Н + + 2е. (17) 

Датчик позволяет определять этанол в кон-
центрации до 80 мМ за 3 мин. 

В работе [38| алкогольдегидрогеиаза была 
адсорбционно иммобилизована на саже сов-
местно с НАД. Перед каждым определением 

на поверхность электрода наносили тонкий 
слой сажевой пасты, содержащей фермент, ко-
торый после определения снимали с поверхно-
сти электрода и заменяли свежим слоем. Рас-
ход фермента на 1 определение был в 3— 
5 раз меньше, чем при спектрофотометриче-
ском анализе, линейная зависимость тока от 
концентрации этанола наблюдалась в области 
3 - Ю - " 5 — 5 - 1 0 ~ 4 М . Время отклика составило 
1 мин. 

Д л я определения этанола может быть ис-
пользован ферментный электрод с иммобили-
зованной алкогольоксидазой [391. В фермент-
ном реакторе протекает реакция: 

алкоголь-
C 2 H G OH + о2 > си3сно+н2о2. 

оксидаза 
(18) 

Содержание этанола в сыворотке крови 
оценивали при помощи кислородного поляро-
графического электрода по убыли кислорода в 
ходе реакции (18). На платиновый катод по-
давали потенциал —0,6 В и вводили 25 мкл 
сыворотки в 10 мл фосфатного буфера. Ми-
нимальная определяемая концентрация спирта 
в сыворотке 2 мМ. 

О с о б е н н о с т и и с п о л ь з о в а н и я ф е р -
м е п т п ы х э л е к т р о д о в 

Выше при описании конкретных фермент-
ных электродов приводились данные о диапа-
зоне концентраций анализируемых метаболи-
тов, продолжительности анализа и т. д. Эти 
характеристики были индивидуальны для каж-
дого описанного ферментного электрода. Здесь 
мы коснемся некоторых вопросов, общих для 
всех ферментных электродов и касающихся 
главной характеристики любого аналитическо-
го усгройства — селективности. 

Рассмотрим отдельно две составные части 
ферментного электрода: ферментный реактор п 
электрохимический сенсор. Естественно пред-
положить, что па селективность анализатора в 
целом будет влиять избирательность действия 
фермента. Как правило, фермент не обладает 
абсолютной специфичностью и может катали-
зировать химическое превращение ряда сход-
ных по строению (а иногда и имеющих раз-
личную структуру) веществ. Так, при опреде-
лении холестерина путем его окисления холе-
стериноксидазой до перекиси водорода [33] 
было обнаружено, что аналогичному окисле-
нию подвергаются дигидрохолестерии и 7-де-
гидрохолестерин (12). Наличие этих веществ 
в пробе, анализируемой на содержание холе-
стерина, приводит к завышенным значениям 
концентрации последнего. 

Еще более важную роль в селективности 
ферментного электрода играет селективность 
электрохимического сенсора, причем потепцио-
метрические и амперометрические сенсоры за-
метно отличаются по характеру восприятия 
помех. Так, при работе с ионоселективными 
электродами, особенно селективными к ионам 
аммония, возможно мешающее влияние дру-
гих ионов крови: К"ь и Na + . При определе-
нии мочевины с помощью реакции (4), ката-
лизируемой уреазой [9|, необходимо учитывать 
тот факт, что в различных пробах анализи-
руемой жидкости (крови, плазмы и т. д.) мо-
гут содержаться различные количества ионов 
К+ и Na* , в некоторой степени искажающих 
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результаты определения мочевины по данной 
методике. рН-чувствительные электроды, т а к ж е 
относящиеся к группе иопоселективных элек-
тродов, менее подвержены влиянию других 
ионов. 

Газовые электроды, составляющие вторую 
группу потенциометрических сенсоров, отлича-
ются несколько большей специфичностью, чем 
иоиоселективные [22]. 

Амперометрические сенсоры дают информа-
цию об анализируемом метаболите в виде то-
ка окисления [13, 18, 24, 29] или восстанов-
ления [15, 23, 31] электрохимически активного 
вещества. В этих сенсорах причинами умень-
шения селективности являются нижесле-
дующие. 

Во многих случаях электродные реакции 
протекают при значительных потенциалах. Так, 
окисление перекиси водорода на платиновом 
электроде требует наложения на него потен-
циала около + 0 , 7 В [18] относительно хлорсе-
ребряного электрода сравнения. При этом по-
тенциале наряду с перекисью водорода про-
исходит окисление других восстанавливающих 
веществ крови: мочевой кислоты, аскорбино-
вой кислоты, метионииа и некоторых других. 
Это ведет к погрешностям измерений. 

Кроме того, при высоких анодных потен-
циалах возможно непосредственное окисление 
субстрата ферментативной реакции. Указыва-
ется на возможность расходования ксантина 
[13] в результате его окисления на платино-
вом аноде при потенциале окисления переки-
си водорода. В данном случае часть метабо-
лита не вступает в ферментативную реакцию, 
что т а к ж е искажает результаты анализа. 

И, наконец, в случае анализа по истоще-
нию кислорода [15, 39] теоретически возмож-
но потребление кислорода в результате его хи-
мической реакции с аскорбиновой кислотой и 
цистеином [39], что т а к ж е может вызвать по-
нижение селективности ферментного электрода 
к анализируемому метаболиту. 

Увеличение селективности амперометриче-
ских сенсоров может быть достигнуто путем 
покрытия электродов сложными в изготовле-
нии полупроницаемыми мембранами [18] либо, 
что более перспективно, уменьшением потен-
циалов окисления или восстановления электро-
химически активных частиц, например путем 
использования веществ, облегчающих процес-
сы переноса электронов — медиаторов [23, 24]. 

П у т и с о в е р ш е н с т в о в а н и я ф е р -
м е н т н ы х э л е к т р о д о в 

Совершенствование ферментных электродов 
аналитического назначения идет в основном 
по пути сокращения времени реакции и по-
вышения селективности. Все большее распро-
странение в последние годы получают кинети-
ческие методы анализа. О концентрации ве-
щества при использовании этих методов су-
д я т не по стационарному значению тока или 
потенциала, а по скорости нарастания элек-
трического сигнала. Во многих случаях эта 
величина коррелирует с концентрацией мета-
болита [7, 14, 40]. В таких устройствах мож-
но, к примеру, измерять ток через фиксирован-
ное время после начала нарастания (или па-
дения) сигнала датчика [14, 22], а затем, пос-
ле отмывания датчика от остатков предыду-
щей пробы, вводить в него следующую. При 
этом производительность устройства возраста-
ет в несколько раз. 

Значительно сокращает время анализа ис-
пользования более тонких ферментных мемб-
ран. В этом случае ускоряется диффузия 
электрохимически активных частиц к сенсору 
ферментного электрода [22], а т а к ж е диффу-
зия метаболита к слою фермента. 

Повышение селективности ферментных 
электродов, как указывалось выше, достига-
ется уменьшением потенциалов биоэлектрока-
талитического превращения. Одним из спосо-
бов достижения этой цели является использо-
вание биотопливных элементов [37], в кото-
рых генерирование тока, являющегося мерой 
содержания анализируемого компонента, про-
исходит без наложения потенциала извне. 
Возможно т а к ж е использование вводимых 
вместе с пробой переносчиков электронов, об-
легчающих электрохимические реакции [33]. 

Иллюстрацией нового подхода к созданию 
ферментных электродов может служить работа 
[41], в которой в качестве окислителя в реак-
ции (1) используется не кислород, а такой 
полимер, как полихиион или полибензилвио-
логеи, что обеспечивает проведение анализа 
при низких потенциалах (0,2—0,4 В относи-
тельно насыщенного каломельного электрода) . 
О концентрации глюкозы судят либо по ско-
рости увеличения тока окисления накапливаю-
щейся восстановленной формы полимерного 
акцептора на графитовом электроде, либо по 
стационарным значениям тока окисления. 

Создание новых типов электрохимических 
сенсоров и разработка новых методов иммоби-
лизации ферментов, а т а к ж е совершенствова-
ние и удешевление методик получения очи-
щенных ферментов, несомненно, приведут к 
появлению новых ферментных электродов ана-
литического назначения. 

И с п о л ь з о в а н и е ф е р м е н т н ы х 
э л е к т р о д о в в к л и н и к е 

Ферментные электроды применяют в диа-
гностических и лечебных целях. Д л я опреде-
ления глюкозы в плазме и сыворотке крови 
больных диабетом используют анализаторы 
«Бекман» [17] и «Иеллоу Сприигс Инстру-
менте» [18], описанные выше и использующие 
в качестве глюкозного датчика электроды с 
иммобилизованной глюкозооксидазой. 

Д л я лечения больных сахарным диабетом 
применяют аппарат «Искусственная эндокрин-
ная поджелудочная железа» типа «Биоста-
тор», в состав которого входит глюкозный 
датчик — ферментный электрод [19]. Аппарат 
может быть использован для выведения боль-
ных из состояния гипергликемии [42]. Исполь-
зование «Биостатора» при лечении больных 
инсулинозависимым диабетом может нормали-
зовать не только уровень глюкозы в крови, но 
и содержание лактата , пирувата, аланииа и 
липидов [6]. При помощи «Биостатора» мож-
но определять потребность больных в инсу-
лине; аппарат «Искусственная эндокринная 
поджелудочная железа» используют при опе-
ративных вмешательствах у диабетических па-
циентов [6]. Возможно использование аппара-
та при родовспоможении, хронической почеч-
ной недостаточности, возникающей у больных 
диабетом [43], для выведения больных из ке-
тоацидотической комы [44]. 

Полуавтоматический анализатор «Кимбл» 
предназначен для определения азота мочеви-
ны в плазме и сыворотке [45]. В нем исполь-
зуется ферментный электрод с уреазой, иммо-
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билизованной на пористом оксиде алюминия. 
После прохождения ферментативной реакции 
анализируемая жидкость смешивается с ще-
лочным раствором и подается на газовый мем-
бранный электрод, чувствительный к аммиа-
ку. Анализатор «Кимбл» позволяет определять 
мочевину в 20 мкл образца, содержащего до 
17 мМ мочевины. Анализатор удобен д л я ши-
рокого использования в лабораторной прак-
тике и позволяет получать точные и воспро-
изводимые результаты при определении азо-
та мочевины в плазме и сыворотке крови па-
циентов. 

Фирмой «Бекмаи» выпускается анализатор 
азота мочевины, предназначенный для работы 
с цельной кровыо [46]. Уреаза катализирует 
реакцию гидролиза мочевины (6), и образую-
щиеся ионы увеличивают электропроводность 
образца . Данный кондуктометрический метод 
используют д л я измерения азота мочевины 
крови пациентов с уремией, а т а к ж е в пе-
диатрии. 

Д л я определения лактата в плазме и цель-
ной крови можно использовать прибор «Лак-
татаналяйзер-640», в основе которого лежит 
фермеитно-электрохимический принцип [47]. 
Прибор применяют для определения содер-
ж а н и я лактата в спинномозговой жидкости и 
используют в спортивной медицине [48]. 

Современной тенденцией в разработке ана-
лизаторов клинического назначения является 
создание многоканальных анализаторов. С их 
помощью можно определять одновременно не-
сколько биохимических показателей. 

Д л я замены оптической индикации в цен-
трифужном анализаторе «Джемсек» разрабо-
тан новый прибор с электрохимической инди-
кацией [49]. Образцы сыворотки больного 
впрыскивают в 8 камер, в них ж е подают 
растворы соответствующих ферментов и при 
помощи угольных электродов измеряют ток. 
В число анализируемых компонентов входит и 
глюкоза, окисляющаяся на глюкозооксидазе и 
определяемая электрохимически. 

Фирмой «Векман» выпускается многока-
нальный анализатор «Астра-8», работа кото-
рого контролируется микропроцессором [50]. 
В число анализируемых компонентов сыворот-
ки крови входят мочевина и глюкоза, опре-
деляемые электрохимически после ферментных 
реакций. Мочевина определяется копдуктомет-
рически, как описано выше, а глюкоза — 
полярографически, при помощи кислородного 
электрода. Д л я определения мочевины и глю-
козы требуется по 10 мкл сыворотки. Ниж-
ний предел чувствительности прибора по мо-
чевине 0,2 мМ, по глюкозе 5 - Ю - 6 М. Анали-
затор отличается точностью, надежностью в 
работе и простотой эксплуатации. Прибор спо-
собен автоматически Проводить серийные ис-
следования. 
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О П Р Е Д Е Л Е Н И Е С О Д Е Р Ж А Н И Я С В О Б О Д Н О Г О ХОЛЕСТЕРИНА В 
СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА С И С П О Л Ь З О В А Н И Е М 

ГОЛОТОКСИНА А! 

О т д е л клинической биохимии II МММ им. И. И . Пирогова , Москва ; Л а б о р а т о р и я био-
синтеза Тихоокеанского института биоорганической химии Дальневосточного научного 

центра А Н С С С Р , Владивосток 

В плазме крови человека обнару-
живают как свободный, так и связан-
ный (этерифицированный) холесте-
рин [3]. Обычно методы анализа сы-
вороточного холестерина позволяют 
о п р ед е л я ть суммарный (св о б од и ы й + 
+связаиный) холестерин [9]. Сво-
бодный холестерин в настоящее вре-
мя определяют в основном двумя ме-
тодами: осаждением свободного холе-
стерина из суммарного липидного эк-
стракта с помощью дигитонина [2] 
или томатина [7] с последующим хи-
мическим анализом холестерина в 
промытом осадке; ферментативным 
методом анализа с использованием 
холестерииоксидазы [6]. Второй ме-
тод обладает рядом преимуществ, но 
для широкого применения остается 
пока слишком дорогим. Первая мето-
дика более трудоемка, требует боль-

ше времени, но она значительно де-
шевле. Широкому ее использованию 
в клинике препятствует отсутствие 
достаточных количеств дигитонина и 
томатина. 

В данной работе исследовали ряд 
веществ из класса тритерпеиовых 
гликозииовых с целью поиска доступ-
ного заменителя дигитонина, могу-
щего использоваться для определения 
содержания свободного холестерина 
в сыворотке крови. 

М е т о д и к а 

В работе была использована сыворотка 
крови з д о р о в ы х доноров и больных с гиперхо-
лестеринемией после предварительной про-
верки на с о д е р ж а н и е общего и свободного хо-
лестерина с помощью ферментативного теста 
(124087, " B o e h r i n g e r M a n n h e i m G m b H " , Ф Р Г ) . 
Д л я экстракции с у м м а р н ы х липидов смешива-
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Содержание свободного холестерина (в м г % ) 
в сыворотке крови здоровых доноров и больных 

с гиперхолестеринемией 

Химический метод анализа 
Фермента-

тивный 
метод 

анализа ДИ Г И Т О Н и и 
голоток- СТИХОПОЗИДЫ 

Фермента-
тивный 
метод 

анализа ДИ Г И Т О Н и и син Ai 
С I д 

Фермента-
тивный 
метод 

анализа 

87 
73 
73 
96 
95 ' 

256 
196 
182 
122 
179 

90 
77 
73 
95 
94 

248 
195 
178 
129 
185 

52 
50 
49 
55 
55 

104 
87 
73 
63 
82 

48 
51 
54 
58 
53 

115 
91 
81 
71 
90 

89 
76 
74-
98 
97 

250 
200 
188 
135 
189 

ли 0,1 мл сыворотки с 2,5 смеси ацетон — 
этанол ( 1 : 1 ) , центрифугировали (2000 об /мин) 
1 ч, надосадочный слой сливали и упаривали 
на водяной бане до объема 0,5 мл. Д л я осаж-
дения свободного холестерина были исполь-
зованы 0,25 % растворы следующих гликози-
дов: ди гитом и на ("Serva Heidelberg" , Ф Р Г ) , 
голотоксина А] из голотурии St ichopus japoni-
cus [1], стихопозидов С и D из голотурии 
St ichopus chloronotus |4, 5} 

Тритерпеновые гликозиды голотоксин А,, 
стихопозиды С и D были получены в Тихо-
океанском институте биоорганической химии 
Дальневосточного научного центра АН СССР. 

Гликозиды растворяли в смеси этанол — во-
да — уксусная кислота (1 : 0,8 : 0,02). К 0,5 мл 
липидного экстракта добавляли 0,2 мл раство-
ра гликозида и через 1 ч центрифугировали. 
Полученный осадок трижды промывали смесью 
а ц е т о н — этанол ( 1 : 1 ) . Содержание холесте-
рина определяли по методу |9 | . Осажденный в 
виде комплекса с гликозидом холестерин ра-
створяли в ледяной уксусной кислоте. Пробу 
объемом 0,1 мл, содержащую не более 0,6 мг 
холестерина, смешивали с 2,5 мл смеси ледя-
ная уксусная кислота — уксусный ангидрид 
( 2 : 3 ) , инкубировали при комнатной темпера-
туре 5 мин и добавляли при охлаждении 
0,5 мл концентрированной серной кислоты, пе-
ремешивали и инкубировали 10 мин в холод-

Корреляционная зависимость между уровнями 
свободного холестерина, определенными с ис-
пользованием дигитонина и голотоксина Ai. 
По оси абсцисс — концентрация холестерина, опреде-
ленная с голотоксином А| (в мг на 100 мл); по оси 

ординат — т о ж е при определении с дигитонииом 

ной водяной бане. Оптическую плотность раст-
вора измеряли на цифровом фотометре «Спек-
тромом-410» (MOM, В Н Р ) с фильтром 570 им 
относительно холостого опыта. Калибровку 
проводили по результату анализа, где в ка-
честве пробы был взят раствор холестерина в 
ледяной уксусной кислоте (2 м г / м л ) . 

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

При сравнении результатов оценки 
содержания свободного холестерина 
в сыворотках с использованием раз-
личных гликозидов было обнаружено, 
что в случае применения дигитонина 
и голотоксина Ai данные совпадают и 
соответствуют данным ферментатив-
ного анализа (см. таблицу). 

Результаты определения содержа-
ния свободного холестерина в одних 
и тех же пробах с использованием 
дигитонина и голотоксина Ai пред-
ставлены на рисунке. Имеет место 
линейная зависимость между резуль-
татами анализа, проведенного двумя 
методами. Был проведен корреляци-
онный анализ этих данных с по-
мощью в ы числитель н ой м а ш и и ы 
ЕМГ-666/В (ВИР) . Коэффициент 
корреляции равен 0,983, что под-
тверждает идентичность сравнивае-
мых методик. Таким образом, три-
терненовый гликозид голотоксин Ai 
может быть успешно использован 
вместо дигитонина в клиническом 
анализе свободного холестерина сыво-
ротки крови. 
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ASSAY O F F R H F C H O I . F S T F ROL IN HUMAN 
BLOOD S E R U M U S I N G T R I T E R P E N E GLY-

C O S I D E GOLOTOXIN A! 

A. S. Jvanov, E. M. Khalilov, E. F. Solovyova, 
V. A. Stotxik, J. I. Maltsev, G. B. Eljakov 

Depar tmen t of Clinical Biochemistry , N. I. Pi-
rogov 11 Mcdical School, Moscow, Paci f ic 
Ocean Ins t i tu te of Bioorganic Chemist ry , Fa r 
Eas te rn Research Centre , Academy of Sciences 

of the U S S R , Vladivos tok 

Tri terpene glycosides f rom ho lo thur ians go-
lotoxin Ai, s t ichoposides С and D were used 

for a ssay of blood serum free cholesterol in-
stead of digi tonin. Blood serum lipids were 
extracted by a mixture of acetone-ethanol 
( 1 : 1 ) . Free cholesterol w a s ' p r e c i p i t a t e d f rom 
the ext ract a f t e r addi t ion of the glycosides and 
analyzed in reac t ions with acetic anhydr ide , 
acetic and su l fur ic acids. These resu l t s were 
compared with the da ta of an enzymat ic tes t 
for es t imat ion of free cholesterol. Golotoxin A t 
f rom St ichopus japonicus enabled to obtain 
resul t s similar to those demons t ra t ed with 
digi tonin (r = 0.98). Golotoxin Ai m a y be used 
instead of d ig i tonin in clinical pract ice for as-
say of free cholesterol content in blood scrum. 
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Р А З Д Е Л Е Н И Е ИЗОФОРМ Г Л И К О Г Е Н Ф О С Ф О Р И Л А З Ы МЕТОДОМ 
Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З А НА АЦЕТАТЕ Ц Е Л Л Ю Л О З Ы 

Институт клинической кардиологии В К Н Ц АМН СССР, Москва 

В настоящее время для разделения 
изоферментов гликогенфосфорилазы 
используют оригинальный метод, 
предложенный Волленбергером и 
соавт. [7]. Метод основан на электро-
форетическом разделении изоформ 
гликогенфосфорилазы в блоке поли-
акриламидного геля (ПААГ). При 
длительном инкубировании в субст-
ратной смеси реакция протекает в 
сторону синтеза гликогена из глюко-
зо-1 -фосфата. Образованный полиса-
харид окрашивают раствором Люго-
ля. В общей сложности все исследо-
вание, включая приготовление ПААГ, 
инкубацию с субстратной смесыо и 
окрашивание, занимает более 24 ч, 
требует большого количества реак-
тивов. 

В связи с изложенным, нами по-
ставлена задача разработать новый 
метод разделения изоформ гликоген-
фосфорилазы, который при такой же 
высокой аналитической надежности 
позволял бы сократить время иссле-
дования. Для решения поставленной 
задачи мы изменили поддерживаю-
щую среду, буфер и параметры 
электрофореза, направление реакции 
в процессе инкубации, способ оценки 
результатов разделения изоформ. 
Суть изменений состоит в разделе-
нии изоферментов гликогенфосфори-
лазы методом электрофореза на аце-
тате целлюлозы с последующим оп-
ределением их активности по образо-
ванию г л ю к оз о -1 - ф о сф а т а. Ко н це н т-
рацию последнего определяют в со-
пряженных ферментативных реакци-

ях по эквимолярному приросту содер-
жания НАДИ, измеряемому флюори-
метрически. Как и в оригинальном 
методе, фермент, содержащийся в 
биологическом материале, концентри-
ровали аффинной хроматографией. 
Метод электрофореза изоформ глико-
генфосфорилазы на ацетате целлюло-
зы описан впервые (авторское свиде-
тельство № 1008655). 

М е т о д и к а 

Материалом служил гомогеиат свежей мыш-
цы сердца. Ткань миокарда получена при 
аутопсии в случаях внезапной смерти не поз-
ж е 4 ч с момента остановки сердца. Материал 
брали из миокарда вне зоны некроза и обра-
батывали следующим образом: к 2 г измель-
ченной сердечной мышцы добавляли 7,5 мл 
раствора следующего состава: (З-глицерофос-
фат Na 5 - 1 0 ~ 3 М , ЭДТА Ы 0 ~ 3 М , 2-меркап-
тоэтанол 15-10~ 3 М, бидистиллироваииая вода 
до 200 мл, рН 6,8 и гомогенизировали в стек-
лянном гомогенизаторе 4 раза по 10 л с ин-
тервалами в 60 с для предупреждения нагре-
вания гомогената. Гомогеиат центрифугирова-
ли 10 мин при 10 000 об /мии и 4°С. В две 
хроматографические колонки объемом 5 мл за-
ливали по 2 мл суспензии нерастворимого 
крахмала ("Merck") , приготовленного следую-
щим образом: 20 г крахмала промывали 
500 мл дистиллированной водой; 50 мл раст-
вора, состоящего из фторид натрия 1 0 0 - Ю - 3 М, 
2-меркаптоэтанол 1 5 - Ю - 3 М и р-глицерофосфат 
N a l - 1 0 " 3 M , затем заливали 40 мл того ж е 
раствора и ставили в холодильник; перед 
употреблением крахмал взбалтывали до обра-
зования гомогенной суспензии. Раствору дава-
ли возможность стечь, после чего на слой 
крахмала наслаивали 2 мл иадосадочной фрак-
ции гомогената сердечной мышцы и давали 
возможность самостоятельно пройти через ко-
лонку. После этого колонку отмывали от бал-
ластных белков 2 мл раствора, на котором 
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готовили суспензию крахмала . Гликогеифосфо-
рилазу элюировали 1 мл раствора следующе-
го состава: 1 % раствор гликогена; Э Д Т А 
0 , 6 5 - Ю - 3 М; 2-меркаптоэтанол 0 ,65-10" 3 М, (3-
глицерофосфат N a l 5 - 1 0 ~ 3 M , бидистиллиро-
ванная вода до 100 мл, рН 6,8. Полученный 
элюат хранили при —18 °С. 

Электрофоретическую ацетатцеллюлозную 
пленку производства В Н И И С С (Владимир) за-
мачивали на 20 мин в буфере (веронал 1,34 г, 
мединал 10,3, трис 5,06 г на 1 л дистиллиро-
ванной воды рН 8,8, ионная сила 0,075). Ис-
пользовали пленки ацетата целлюлозы разме-
ром 100X50 мм. Высокие аналитические свой-
ства отечественной ацетатцеллюлозы были вы-
явлены нами ранее при исследовании изофер-
ментов креатинкииазы и лактатдегидрогеназы 
[4]. После того как пленки намокали, их про-
сушивали и наносили предварительно размо-
роженный элюат аппликатором или пастеров-
ской пипеткой с оттянутым носиком; количе-
ство наносимого материала 8—10 мкл. Место 
нанесения располагали в 3 см от края пленки; 
движение фракций гликогеифосфорилазы было 
направлено к аноду. Пленку помещали в 
электрофоретическую камеру, располагая ее 
таким образом, чтобы сторона, на которую 
нанесены образцы, была обращена вниз. Элек-
трофорез проводили при напряжении 350 В, 
силе тока 10 мА в течение 10 мин. Сразу 
после начала электрофореза на другую, ана-
логично вымоченную пленку, наносили инку-
бационную смесь, которую к а ж д ы й раз гото-
вили во время электрофореза, смешивая раст-
воры 1, 2, 3 и 4. 

Раствор 1\ гликоген — 292 ,4 -10~ 3 М; адено-
зии-5-монофосфат N a - с о л ь — 1 9 , 2 - Ю - 3 М; глю-
козо-1,6-дифосфат — 0 ,066-10~ 3 М; ЭДТА — 
32,7 - К) - 3 М, Н А Д Ф - N a — 6 ,55-10" 3 М. 

Раствор 2: сульфат магния — 3 2 , 7 - Ю - 3 М. 
Раствор 3: фосфоглюкомутаза , Са-соль -

40 Е; глюкозо-6-фосфатдегидрогеиаза, Са-
с о л ь — 2 0 0 Е. 

Раствор 4: К Н 2 Р 0 4 — 327 мМ; N a 2 H P 0 4 — 
327 мМ, рН 6,8. 

Д л я приготовления инкубационной смеси 
растворы 1, 2, 3, 4 смешивали в объемах 0,3, 
0,3, 0,03 и 0,3 мл. После тщательного переме-
шивания смесь наносили на ацетатцеллюлоз-
ную пленку так, чтобы она растеклась ров-
ным слоем по поверхности. По окончании 
электрофореза пленку, на которой проводи-
лось разделение изоферментов, накладывали на 
пленку с инкубационным раствором. Пленки 
помещали м е ж д у двумя стеклами, прижимали 
грузом (200 г) и термостатировали при 37 °С 
в течение 40 мин. Затем пленки разъединяли 
и просушивали при той ж е температуре в те-
чение 10 мин. Результаты электрофореза оце-
нивали методом деиситометрии по флюорес-
ценции па денситометре фирмы «Хелена» 
(США) . 

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

Известно, что гликогеифосфорилаза 
(а-1,4 глкжан; ортофосфат-глюкозил-
трансфераза; КФ 2.4.1.1) представле-
на в цитозоле миоцитов в трех изо-
формах, отражающих наличие моно-, 
ди- и тетрамеров ферментов [5]. 

При освещении в хемископе пленки 

ацетатцеллюлозы, на которой прове-
дено электрофоретическое разделение 
изоформ гликогеифосфорилазы, мож-
но отметить флуоресцирующие фрак-
ции, продвинувшиеся при 10-минут-
ном электрофорезе от старта на 20— 
25 мм. При разделении гомогената 
сердечной мышцы человека обнару-
жено, что наиболее ярким является 
третий изофермент гликогеифосфори-
лазы, наиболее медленный по скоро-
сти движения в электрическом поле. 
На расстоянии 8 мм впереди него 
располагался второй изофермент, ме-
нее яркий, и в 5 мм впереди второ-
го — первый изофермент глюкоген-
фосфорилазы, так же слабо окрашен-
ный. Для документирования резуль-
татов электрофореза мы применили 
денситометрию в режиме флюорес-
ценции. На деиситограмме гомогена-
та сердечной мышцы человека (рису-
нок) видны 3 фракции глюкогеифос-
форилазы: I, II и III, как это было 
показано ранее и при электрофорезе 
в ПААГ [1, 5]. 

При электрофорезе сыворотки кро-
ви больного инфарктом миокарда об-
наружен лишь один изофермент, за-
нимающий наиболее удаленное поло-
жение от старта. Это изофермент 
ГФ-1 [1, 2]. В отличие от фракций 
гомогената сердечной мышцы фрак-
ция гликогеифосфорилазы, получен-
ная при электрофоретическом разде-
лении сыворотки крови больного ин-
фарктом миокарда, выявляется сла-
бее, так как активность фермента в 
сыворотки крови значительно мень-
ше, чем в гомогенате. Вследствие' не-
большой общей активности гликогеи-
фосфорилазы в сыворотке крови 
больного инфарктом миокарда нам 

Д е н с итог р а м м а изо ф о р м г л и коге и ф осф о р ил а з ы 
гомогената сердечной мышцы человека. 

I—III — фракции. 
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не удалось получить при электрофо-
ретическом разделении отчетливых 
фракций фермента. Активность изо-
ферментов в миокарде зависит и от 
используемого материала. Так, в го-
могенате сердечной мышцы, которая 
была заморожена через 3 ч после 
взятия, не удавалось обнаружить изо-
фермент ГФ-1, а через 6 ч — и 
ГФ-1. 

При исследовании изофермеитного 
состава гликогеифосфорилазы в мио-
карде с помощью ПААГ и на ацетате 
целлюлозы выявлены 3 изоформы 
[5]. Изоформа ГФ-1 в ПААГ явля-
ется основным изоферментом миокар-
да, в качестве добавочных компонен-
тов в миокарде присутствуют ГФ-П 
и ГФ-Ш [6]. В сыворотке крови 
больных инфарктом миокарда показа-
но наличие только ГФ-1. Как уже бы-
ло отмечено выше, гликогенфосфори-
лаза присутствует в цитозоле миоци-
тов в нескольких молекулярных фор-
мах — тетра-, ди- и мономер. Каж-
дый из мономеров имеет участки мо-
лекулы фермента, обусловливающие 
структуру его активного центра: мо-
лекулярная масса мономера 92 000 
[7]. В крови больных инфарктом 
миокарда гликогенфосфорилаза пред-
ставлена в форме нефосфорилирован-
ного димера — фосфорилазы в [5]. 
Наличие только этой изоформы пока-
зано и в перфузате ишемизированно-
го сердца [2]. Электрофоретический 
метод определения изоформ гликогеи-
фосфорилазы может быть применен 
в экспериментальных исследованиях 
при работе с гомогенатами органов 
и тканей. Исследование изоформ гли-
когеифосфорилазы в сыворотке кро-
ви больных инфарктом миокарда не-
сколько ограничено низкой актив-
ностью фермента. Выявление фрак-
ций гликогеифосфорилазы возможно 
в основном только при достаточно 
высокой активности фермента в кро-
ви. Данная работа является первой 
попыткой определения изофермент-
ной активности гликогеифосфорилазы 
с использованием ацетатцеллюлозной 
пленки, и мы надеемся в дальнейшем 
улучшить метод разделения изофер-
ментов. Мы ставили целыо данной 

работы проведение клинического ис-
пытания электрофоретического мето-
да разделения изоферментов глико-
геифосфорилазы. В дальнейшем бу-
дет исследована возможность исполь-
зования определения изоформ глико-
геифосфорилазы как способа диагно-
стики инфаркта миокарда [3]. Осно-
вываясь на предварительных данных, 
можно сказать, что исследования в 
этой области могут быть весьма перс-
пективными. 
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S E P A R A T I O N OF GLYCOGEN P H O S P H O -
RYLASE I S O F O R M S U S I N G T H E ELECTRO-
P H O R E S I S ON ACETATE C E L L U L O S E 
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J. K. Filippov, 1/. N. Titov, V. /. Sargina, 
A. Zh. Azhmukhanbetova 

Ins t i tu te of Clinical Cardiology, All-Union 
Cardiological Research Centre, Academy of Me-

dical Sciences of the USSR, Moscow 

A new electrophoret ic procedure is develo-
ped for es t imat ion of g lycogen phosphory lase 
i soforms us ing acetate cellulose fi lms. In the 
course of incubat ion of a mixture con ta in ing 
subs t ra te the react ion w a s directed t o w a r d s for-
mat ion of g lucose- l -phosphate , concent ra t ion 
of which w a s es t imated in the coupled reac t ions 
based on equimolar increase in content of 
NADH. Content of the reduced nucleotide w a s 
evaluated by m e a n s of f luorescent dens i tometry . 
Three f rac t ions of glycogen phosphorylase 1, 
II and 111 were detected af te r electrophoret ic 
separa t ion of an extract f rom heart muscle 
hornogenatc . Only the isoenzyme 1 w a s found 
in blood serum of pa t ients with myocard ium 
infarct ion. In subsequent s tudies clinical va-
lidity of the procedure should be evaluated in 
order to prove the suitabil i ty of glycogen phos-
phorylase isoenzymes es t imat ions for d iag-
nostics of myocard ia l infarct ion. 
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Г. Е. Морозевич, А. Е. Берман, В. И. Мазуров 

И З М Е Н Е Н И Е БИОСИНТЕЗА К О Л Л А Г Е Н О В Ы Х БЕЛКОВ В 
ОН ^ Т Р А Н С Ф О Р М И Р О В А Н Н Ы Х ФИБРОБЛАСТАХ ЧЕЛОВЕКА 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Снижение синтеза коллагеиовых 
белков при опухолевом росте обнару-
жено при исследовании линий онко-
трансформированных клеток, а также 
к л ето ч н ы х к л о и о в, по луч е н н ы х из 
опухолей [1, 4, 5]. Следует, однако, 
отметить противоречивый характер 
сведений о том, является ли сниже-
ние коллагенового синтеза признаком, 
специфическим для опухолевого ро-
ста. Например, известны случаи, ког-
да клеточная пролиферация неонко-
генной природы также сопровожда-
лась торможением синтеза коллагена 
[3]. При исследовании фенотипиче-
ских признаков онкогеиной трансфор-
мации, в том числе особенностей син-
теза белков, в каждом конкретном 
случае возникает вопрос об адекват-
ности сравниваемых моделей, напри-
мер растущих в культуре исходных 
нормальных клеток определенной 
природы и аналогичных клеток, 
трансформированных тем или иным 
агентом. 

В настоящей работе проведено ис-
следование синтеза коллагеновых 
белков в культурах нормальных эм-
бриональных фибробластов челове-
ка, находящихся на различных пас-
сажных уровнях и стадиях роста, а 
также эмбриональных человеческих 
фибробластов, трансформированных 
онкогенным вирусом SV-40. 

Штаммы диплоидных фибробластов 
эмбрионов человека (получены в Ин-
ституте медицинской генетики АМН 
СССР, Москва) культивировали в 
среде Игла с добавлением 10 % сы-
воротки крупного рогатого скота, 5 % 
сыворотки эмбрионов крови и 
1 мкг/мл канамицина. Линии эмбрио-
нальных человеческих фибробластов, 
трансформированных вирусом SV-40 
(получены во Всесоюзном онкологи-
ческом центре АМН СССР, Москва) 
культивировали в среде Игла, содер-

жащей 10 % сыворотки крупного ро-
гатого скота, 0,25 % гидролизата лак-
тальбумина и 1 мкг/мл • канамицина. 
При исследовании белкового синтеза 
в культурах с образовавшимся моно-
слоем клеток (стационарная фаза ро-
ста) или в культурах через 24 ч пос-
ле пассажа (логарифмическая фаза 
роста) заменяли среду с добавлением 
в нее аскорбиновой кислоты и (3-ами-
нопропионитрила в конечных кон-
центрациях 50 мкг/мл. Еще через 
24 ч проводили замену среды на не 
содержащую сыворотки среду с до-
бавлением [14С]-пролииа в концент-
рации 8 мкКи/мл и проводили инку-
бацию в течение 4 ч. После инкуба-
ции белки из инкубационной среды 
осаждали сульфатом аммония и ра-
створяли в буфере для коллагеназ-
иой реакции [2], а клеточный слой 
растворяли в щелочи, нейтрализовали 

Т а б л и ц а 1 

Включение [14С]-пролина (в имп/мин на 1 мкг 
Д Н К ) в расщепляемые коллагеназой белки, син-
тезированные в культурах нормальных эмбрио-

нальных фибробластов человека 

Штамм П а с с а ж 

Стадия роста 

Штамм П а с с а ж логарифми-
ческая стационарная 

845 15 6 600 (40) 
18 — 16 000 (35) 
20 — 9 000 (21) 
21 — 6 700 (25) 
23 13 100 (28) 6 200 (33) 

814 17 12 000 (47) 9 000 (48) 
19 - (34) — 

22 - ( 3 1 ) 8 400 
23 26 000(32) 18 500 (29) 
26 • (39) - ( 2 7 ) 
39 13 500 (28) 11 000 (36) 

11 р и м е ч а и и е. В скобках — процентное 
содержание расщепляемых коллагеназой радио-
активных белков в радиоактивном белковом ма-
териале. Здесь и в табл. 2: прочерки — иссле-
дований не проводили. 
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и разводили избытком указанного 
буфера. Определение радиоактивных 
коллагеновых белков проводили с по-
мощь ю в ы сокооч и щей и ой б а ктер и а л ь-
ной коллагеназы [2]. Синтез колла-
гена оценивали как в абсолютном 
выражении по количеству расщепляе-
мых коллагеназой радиоактивных 
белков в расчете на 1 мкг ДНК, так 
и по содержанию расщепляемых бел-
ков в тотальном синтезированном de 
novo белке. 

Как видно из табл. 1, синтез колла-
гена в нормальных фибробластах ма-
ло изменяется между 15-м и 39-м пас-
сажами клеток. Важно подчеркнуть, 
что относительно стабильный уровень 
коллагенового синтеза обнаруживает-
ся при анализе двух различных 
штаммов эмбриональных фибробла-
стов в условиях нескольких рекульти-
ваций и с использованием различных 
партий среды, сыворотки и меченого 
п р ед ш еств ен и и к а. 

Из табл. 1 также видно, что на 
ранних и поздних пассажах клетки, 
находящиеся в стадии активной кле-
точной пролиферации (логарифмиче-
ская стадия), несколько более ак-
тивны в синтезе коллагеновых бел-
ков по сравнению с неделящимися 
клетками (стационарная фаза) . 

При сопоставлении синтеза колла-
геновых белков в нормальных и 
трансформированных фибробластах 
было установлено, что последние 
продуцируют примерно в 6—8 раз 
меньше синтезированных de novo и 
расщепляемых коллагеназой белков. 
Однако оказалось, что содержание 
Д Н К в трансформированных фибро-
бластах примерно в 2,7 выше, чем в 
нормальных клетках. Из этого следу-
ет, что нормальная клетка продуци-
рует в 3 раза больше коллагена, чем 
трансформированная. Тем не менее 
для более корректного вывода следу-
ет также учитывать возможные раз-
личия в удельной радиоактивности 
внутриклеточного фонда пролина 
между нормальными и трансформи-
рованными фибробластами. Исследо-
вания в этой области в настоящее 
время проводятся. 

При анализе относительного синте-
за коллагеновых белков (табл. 2) бы-
ло установлено, что на одном и том 
же пассажном уровне в пределах 
15—39 пассажей культуры нормаль-

Т а б л и ц а 2 

Включение [14С)-пролина в расщепляемые кол-
лагеназой белки, синтезйрованные в культурах 
эмбриональных фибробластов, трансформирован-

ных вирусом SV-40 

№ опыта 
Радиоактивность, 

имп/мин на 
1 мкг ДНК 

Содержание 
расщепляемых 
коллагеназой 
белков*, % 

1 1100 15 
2 3500 14 
3 2000 6 
4 1720 9 
5 1000 — 

6 — 11 
7 750 10 
8 — 7 
9 — 17 

10 Т— 9 

* За 100% принято общее содержание ра-
диоактивных белков, осаждаемых трихлорук-
сусной кислотой. 

ных фибробластов в фазе активной 
пролиферации и в стационарной ста-
дии не различаются между собой по 
содержанию расщепляемых коллаге-
назой синтезированных de novo кол-
лагеновых продуктов. 

Однако при сопоставлении более 
ранних и более поздних пассажей 
видно, что в пределах 15—19 суб-
культиваций относительный синтез 
коллагеновых белков несколько выше, 
чем на более поздних пассажах. 
В пределах 21—39 пассажей этот 
синтез остается практически одинако-
вым. 

При анализе относительного синте-
за коллагена в трансформированных 
фибробластах (см. табл. 2) было 
установлено, что содержание колла-
геновых пептидов в белках, синтези-
рованных этими клетками, в 2—4 ра-
за ниже по сравнению с таковым в 
нормальных фибробластах. Таким об-
разом, снижение относительного син-
теза коллагеновых белков при транс-
формации соответствует уменьшению 
их абсолютного синтеза. Из этого 
следует, что по общему белковому 
синтезу, оцениваемому по включению 
пролина в расчете на 1 клетку, нор-
мальные и трансформированные фиб-
робласты различаются незначительно. 
Действительно, включение меченого 
пролина в белки, синтезированные в 
культурах нормальных клеток раз-
личных пассажей и стадиях роста, а 
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также в белки, синтезированные в 
трансформированных культурах, ко-
лебалось в пределах 120— 
240 имп/мин на 103 клеток и 130— 
320 имп/мин на Ю3 клеток соответ-
ственно. 

Таким образом, установлено, что 
культивируемые эмбриональные фиб-
робласты человека поддерживают по-
стоянный уровень синтеза коллагена 
на протяжении 20 пассажей культу-
ры. Эта особенность характерна для 
пролиферирующих и покоящихся 
клеток. Различия между нормальны-
ми и трансформированными фибро-
бластами в синтезе коллагеновых 
белков были обнаружены как при 
абсолютном, так и при относитель-
ном выражении этого показателя. 
При этом следует учесть, что относи-
тельный синтез коллагена является 
более стабильным критерием, по-
скольку в этом случае нивелируется 
значение неизбежных при культиви-
ровании вариаций условий (различ-
ные партии питательных соед, неоди-

наковая удельная радиоактивность 
предшественника и др.). Устойчивый 
характер коллагенового синтеза в 
культуре клеток на протяжении дли-
тельных сроков «жизни» популяции 
и вне зависимости от фазы роста по-
зволяет считать, что использованные 
штаммы эмбриональных фибробла-
стов — адекватная модель для иссле-
дования синтеза коллагена при онко-
генной трансформации клеток. 
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К О Н Ф Е Р Е Н Ц И Я « И З У Ч Е Н И Е БЕЛКОВ МЕТОДОМ Д В У М Е Р Н О Г О 
Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З А В М Е Д И К О - Б И О Л О Г И Ч Е С К И Х 

И С С Л Е Д О В А Н И Я Х » 

Институт медицинской генетики 

В Институте медицинской генетики АМН 
С С С Р состоялась конференция на тему «Изуче-
ние белков методом двумерного электрофореза 
в медико-биологических исследованиях». Орга-
низаторами конференции были Научный совет 
по медицинской генетике АМН СССР, проблем-
ная комиссия «Молекулярная и биохимическая 
генетика», Институт медицинской генетики 
АМН С С С Р и Московское городское научное 
общество медицинских генетиков. В конферен-
ции примяли участие около 60 сотрудников раз-
личных научных учреждений AIT СССР, АМН 
С С С Р и Минздрава СССР. 

Появление 10 лет назад метода двумерного 
электрофореза по О 'Фарреллу привело в ко-
нечном счете к важному качественному скачку 
в изучении белков как продуктов экспрессии ге-
нов. Открылись возможности систематического 
анализа состава различных биологических объ-
ектов с целыо каталогизации составляющих их 
белков. В начале 80-х годов в США была раз-

работана программа «Молекулярная анатомия» 
с задачей построения каталога белков человека. 
Следствием прогресса в изучении белков яви-
лось таким образом возникновение фактически 
нового научного направления, определяемого 
отмеченными выше целями. Это направление в 
настоящее время успешно развивается и его 
достижения используются для разработки раз-
личных проблем генетики, онкологии, биологии 
развития и других научных дисциплин. 

В 80-е годы в нашей стране в ряде научных 
учреждений начались работы по освоению и 
использованию технологической основы моле-
кулярно-анатомического направления. В связи 
с этим и была организована конференция, за-
дачами которой были обмен накопленным опы-
том и обсуждение перспектив развития этого 
направления в нашей стране. 

Конференцию открыл заместитель председа-
теля Научного совета по медицинской генетике 
член-корр. АМН С С С Р В. И. И в а н о в . 
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В кратком вступительном сообщении, сделан-
ном С. С. Ш и ш к и и ы м (Институт меди-
цинской генетики — И М Г АМН С С С Р ) , нашли 
отражение основные этапы развития молеку-
лярно-анатомического направления за рубежом 
в последние годы. 

B. В. А д л е р , А. В. П о л о ц к а я и 
М. А. К р а с и л ь н и к о в (Всесоюзный онко-
логический научный центр А М Н СССР) пред-
ставили доклад «Использование двумерного 
электрофореза для изучения фенотипических 
особенностей нормальных и опухолевых кле-
ток». Объектом исследования послужили куль-
туры клеток гепатомы Морриса. С помощью 
фракционирования белков двумерным электро-
форезом по О 'Фарреллу и детекции авторадио-
графией было обнаружено несколько полипеп-
тидов, синтез которых резко менялся при воз-
действии стероидными гормонами и некоторы-
ми цитостатиками. 

В докладе Л . И. К о в а л е в а , Г. Л . И в о л -
г и п о й, С. С. III и ш к и и а (ИМГ АМН 
СССР) «Двумерный электрофорез белков сер-
дечной мышцы в норме и при наследственной 
патологии» были представлены результаты, по-
лученные на 4 инбредных линиях мышей. При 
детекции с помощью кумасси R-250 авторы об-
наружили на электрофореграммах 158 белковых 
фракций и охарактеризовали их по электрофо-
ретической подвижности в обоих направлени-
ях. На основе этих данных была построена 
предварительная двумерная карта, на которой 
с помощью коэлсктрофореза удалось идентифи-
цировать креатинфосфокиназу, альбумин, мио-
глобии и другие белки. Сравнение результатов 
фракционирования белков разных линий жи-
вотных позволило выявить б случаев белкового 
пол иморфизма. 

C. Г. В о л о щ у к и И. Н. А к у л о в (Все-
союзный научный центр психического здоровья 
АМН СССР) в докладе «Исследование белко-
вого полиморфизма разных отделов мозга» со-
общили о полученных ими результатах фрак-
ционирования двумерным электрофорезом бел-
ков биоптатов мозга собаки. Особое внимание 
было уделено стандартизации методики приго-
товления образцов (лизатов) для анализа . Ав-
торы обнаружили небольшие различия в белко-
вом составе разных отделов мозга. 

Возможности применения двумерного элек-
трофореза для изучения проблем биологии раз-
вития продемонстрировали в своем докладе 
«Двумерный электрофорез в изучении смены 
белков в раннем развитии» А. А. Н е й ф а х и 
С. В, Е р м о л а е в (Институт биологии раз-
вития АН С С С Р ) . Авторы показали, что для 
оценки изменений в спектре синтезирующих 
белков целесообразно использовать два мето-
да детекции белковых фракций на электрофо-
реграммах — окрашивание серебрением и флуо-
ресцентную авторадиографию. Различия в ре-
зультатах детекции позволяли выявить актив-
но синтезирующиеся и метаболически стабиль-
ные белки. На примере развития зародышей 
выона показаны изменения в белковом спектре 
за счет быстро синтезирующихся белков. 

Построению двумерной карты мембранных 
белков эритроцитов человека был посвящен до-
клад П. С. Г р о м о в а, А. М. Ш а н д а л ы , 
Е. Е. К о л о с к о в о й и С. С. Ш и ш к и и а 
«Изучение белков мембран эритроцитов мето-
дом двумерного электрофореза». Отмечалось, 
что трудности в работе с этим объектом свя-
заны со склонностью к агрегации главных вы-
сокомолекулярных мембранных белков и высо-

кой чувствительностью их к протеолитической 
деградации. Тщательная очистка от загрязняю-
щих протеаз и модифицированный режим изо-
электрического фокусирования позволили авто-
рам получить двумерные элсктрофорсграммы, 
на которых присутствовали все главные мем-
бранные белки. Кроме того, был отмечен ряд 
дополнительных фракций, не выявляемых од-
номерным электрофорезом. 

Ю. Е. Д у б р а в а и Н. Л . Б а б к и н а 
(Институт общей генетики АН СССР) пред-
ставили доклад «Р1зучение семян голосемен-
ных методом двумерного электрофореза для 
оценки темпа мутационного процесса». Сопо-
ставив возможности выявления различных му-
таций традиционными методами, базирующи-
мися на одномерном электрофорезе, и двумер-
ного электрофореза по О'Фарреллу, авторы от-
метили, что последний метод позволяет одно-
временно анализировать продукты экспрессии 
сотен генных локусов. В качестве примера бы-
ли представлены результаты фракционирования 
белков семян сосны, на электрофореграммах, 
окрашенных кумасси R-250, удавалось охарак-
теризовать более 100 белковых пятен. 

В докладе А. Г. М а л ы г и н а и О. И. Л а -
р и и о й (Институт биоорганической химии 
АН СССР) «Опыт создания оборудования для 
двумерного электрофореза в полиакриламидиом 
геле» были продемонстрированы оригинальные 
м о д и ф и к а ц ии стандартного э л ектрофоретичес ко-
го оборудования, позволяющие эффективно ис-
пользовать его для электрофореза по О'Фар-
реллу. Отметив необходимость серийных иссле-
дований двумерным электрофорезом, авторы 
предложили прибор для одновременного ана-
лиза 8 образцов. Результаты фракционирования 
на этом оборудовании белков плазмы крови 
хорошо соответствовали литературным данным. 

Переход к серийным исследованиям с по-
мощью электрофореза по О 'Фарреллу требует 
разработки систем автоматического анализа ре-
зультатов. Вопросы, связанные с этой пробле-
мой, обсуждались в докладе С. А. Т о л о ч к о , 
М. И. Р о з е и б с р г а, Н. Н. С о п с а л с в а 
и С. С. Ш и ш к и и а ( Ц К Б с опытным заво-
дом АМН СССР и И М Г АМН СССР) «На 
пути к разработке автоматической системы ана-
лиза результатов фракционирования белков 
двумерным электрофорезом». В качестве ска-
нирующего устройства авторы предложили ис-
пользовать отечественный фотоповторитель с 
кареткой на воздушной подушке, способный 
осуществлять сканирование пластин геля с ша-
roivf 0,1 мм и точностью позиционирования око-
ло 3 мк. В ходе дискуссии выступил 
А. В. Ш у р х а л (Институт общей генетики 
АН С С С Р ) , который поделился опытом исполь-
зования для изоэлектричсского фокусирования 
отечественных амфолинов. 

Следует отметить, высокий методический 
уровень подготовки докладов, сделанных на 
конференции. Представленные результаты сви-
детельствовали об определенном прогрессе в 
области изучения белков как продуктов экс-
прессии генов разных организмов на основе 
двумерного электрофореза. Вместе с тем ука-
зывалась необходимость учета различных арте-
фактов при интерпретации результатов. Уста-
новлено, что важным условием быстрого разви-
тия м олекуля р но-ана томического иаправлеъия 
в нашей стране является более тесная коор-
динация исследований, проводящихся в различ-
ных научных учреждениях. 

Поступила 24.06.85 
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РЕФЕРАТЫ СТАТЕЙ, НАПРАВЛЕННЫХ НА Д Е П О Н И Р О В А Н И Е В ВИНИТИ 

У Д К 61.591.105:591.133.591.8.612.014.43 

Аминокислотные резервы сыворотки крови, 
ткани почек и их субклеточных структур у 
крыс при глубокой гипотермии. Т у р я и и -
ц а И. М., П а щ с н к о А. Е., Т у р я н и -
д а С. М. 

Проведено исследование пула свободных 
аминокислот в сыворотке крови, ткани почек, 
их ядрах и митохондриях у белых крыс при 
1, 3 и 6 ч гипотермии. Свободные аминокис-
лоты определяли с помощью одномерной нис-
ходящей хроматографии на обессоленной бу-
маге FN-1 Г Д Р . 

Выявлена перестройка резервов свободных 
аминокислот в сыворотке крови, ткани почек, 
выделенных- из них ядрах и митохондриях у 
белых крыс при гипотермии. Установлено на-
копление резервов подавляющего большинства 
свободных аминокислот в ткани почек (цисте-
ин с цистином, орнитин, лизин, гистидин, арги-
нин, аспарагиновая кислота, глицин, треонин, 
ала ним, тирозин, метионин, валин, фенила ла-
иин и лейцин с изолейцином) и ряда из них 
в сыворотке крови (аспарагиновая кислота, 
серии, глутамииовая кислота, треонин, тиро-
зин) в динамике к 3 ч охлаждения и падение 
концентраций их большинства к 6 ч опыта. 
Найденное уменьшение резервов большинства 
свободных аминокислот в ткани почек к 6 ч 
опыта сочеталось с таковым в сыворотке кро-
ви лишь для аспарагиновой кислоты, треони-
на, тирозина, лейцина с изолейцином. 

К концу 1 ч в митохондриях найдено 
уменьшение резервов всех свободных амино-
кислот, за исключением нарастания содержа-
ния аргинина. К 3 ч опыта определено нара-
стание количеств лизина, серина, глутаминовой 
кислоты, треонина, аланииа, пролииа, тирози-
на, метионина, но падение — аргинина, валина, 
фенилаланииа и лейцина с изолейцином в ми-
тохондриях. В ядрах при этом .отмечено уве-
личение уровней аспарагиновой кислоты, лей-
цина с изолейцином и снижение — аланииа. 
К 6 ч охлаждения наблюдалось падение пула 
цистеина с цистином, аргинина, аспарагиновой 
кислоты, серина, треонина, аланииа и лейцина 
с изолейцином в ядрах; лизина, аспарагиновой 
кислоты, серина, треонина, тирозина, метиони-
на при увеличении — гистидина, аргинина, гли-
цина, триптофана, фенилаланииа и лейцина с 
изолейцином в митохондриях. 

Таким образом, выявленное нарастание ко-
личества свободных аминокислот в почках на 
тканевом уровне, по-видимому, явилось ре-
зультатом повышенной протеолитической ак-
тивности лизосомальных ферментов, а не как 
результат лишь межтканевого перераспределе-
ния через кровь из других тканей, поскольку 
нет однозначности сдвигов в сыворотке и этих 
органах. Уменьшение содержания ряда свобод-
ных аминокислот в сыворотке крови, видимо, 
связано с их интенсивным использованием в 
других органах и тканях, что является причи-
ной возникновения аминокислотного дисбалан-
са при гипотермии. Сдвиги, выявленные на 
субклеточном уровне, вероятно, происходят 
вследствие повышенного включения свободных 
аминокислот в энергетический метаболизм. 

Таблиц 4. Библиография: 16 названий. 

(Рукопись деп. в В И Н И Т И 3.10.85, № 6994— 
В85) . 

У Д К 612.391-08:612.273.2.017.2 

Сравнительное исследование некоторых показа-
телей метаболизма изолированной печени ин-
тактных кроликов и кроликов, подвергнутых 
полному алиментарному голоданию. 3 и н о в ь -
е в Ю . В., К о з л о в С. А., К и с е л е в Е. Н. 

С целыо выяснения роли глюконеогеиеза 
печени в повышенной устойчивости голодавших 
в течение 4 суток кроликов к высотной гипок-
сии были исследованы скорость потребления 
лактата и кислорода, а т а к ж е скорость выбро-
са глюкозы изолированной перфузируемой пе-
ченью этих животных. Причем перфузат, рас-
твор Хенкса с 20 мМоль лактата , не содержал 
эритроцитов. 

В обеих сравниваемых группах скорости 
расхода печеныо кислорода, выброса глюкозы 
в перфузат и потребления лактата по мере уве-
личения длительности и перфузии снижались. 

Скорость потребления кислорода изолиро-
ванной печенью через 3 мин после начала пер-
фузии была одинаковой в сравниваемых груп-
пах кроликов. По мере увеличения длительно-
сти перфузии она снижалась с одинаковой 
скоростью в группах интактиых и голодающих 
животных, достигая к концу перфузии соответ-
ственно 57% и 62% от исходных величии. 

Абсолютные величины скорости потребле-
ния кислорода, а т а к ж е их значительное сни-
жение по мере увеличения времени перфузии 
свидетельствуют о том, что перфузия печени 
осуществлялась в гипоксическом режиме. 

Скорость потребления печеныо лактата в 
этих условиях в группе голодающих крольков 
была значительно выше по сравнению с питав-
шимися нормально. У интактиых кроликов у ж е 
на 10-й минуте перфузии убыль лактата сме-
нялась увеличением его концентрации в перфу-
зате. Однако выброс глюкозы в перфузат изо-
лированной печеныо интактиых кроликов был 
выше по сравнению с голодающими. Это связа-
но, вероятно, с тем обстоятельством, что источ-
ником глюкозы у интактиых кроликов служит 
не лактат, а гликоген. Об этом свидетельствует 
тот факт, что скорость выброса глюкозы в 2— 
3 раза превышала скорость убыли лактата . На-
против, в начальном периоде перфузии печени 
голодающих кроликов скорость убыли лактата 
превышала скорость выброса глюкозы. К а к из-
вестно, при голодании запасы гликогена в пе-
чени резко уменьшаются у ж е через 1—2 сут, 
после последнего приема пищи. 

Таким образом, представленные данные 
свидетельствуют о том, что в условиях гипоксии 
печень голодающих кроликов удаляет лактат 
из сосудистого русла более эффективно, чем 
печень животных, находящихся на обычном пи-
щевом режиме. Это подтверждает предположе-
ние о положительной роли глюконеогеиеза пе-
чени в механизме аитигипоксического действия 
длит ел ь ного гол од а ни я. 

Таблиц 3. Библиография: 5 названий. 
(Рукопись деп. в В И Н И Т И 3.10.85, № 6995— 
В85) . 
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