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Сердечно-сосудистая система пред-
ставляет собой специализированную 
транспортную систему организма . Со-
д е р ж а щ и е с я в плазме , л и м ф е и интер-
стициальной жидкости соединения и 
клетки крови осуществляют перенос 
многих веществ, необходимых д л я под-
д е р ж а н и я гомеостаза . Р е з у л ь т а т ы ис-
следования последних лет показали , 
что существуют белки, осуществляю-
щие перенос липидов в п л а з м е крови. 
Ц е л ь ю данного обзора является обоб-
щение данных о роли белков в транс-
порте и метаболизме липидов в сосу-
дистом русле. П р о б л е м е сердечно-со-
судистых заболеваний , обусловленных 
нарушениями обмена липидов [2, 21, 
35, 47, 48] , уделяется в последнее вре-
мя самое пристальное внимание, поэ-
тому количество информации по этому 
вопросу увеличилось настолько, что 
дальнейшие исследования ее целесо-
образно планировать л и ш ь при обоб-
щении у ж е накопленного м а т е р и а л а . 

Одним из в а ж н ы х аспектов обмена 
липидов является транспорт липидных 
соединений от синтезирующих их орга-
нов к тканям , в которых они подверга-
ются деструкции (эфферентный транс-
порт) . Основной транспортной формой 
для ряда гидрофобных соединений, 
о б л а д а ю щ и х крайне низкой раствори-
мостью в водных растворах , я в л я ю т с я 
лилопротеиды ( Л П ) , Ч а р л т о н и Смит 
[16] н а з в а л и их своеобразными «цир-
кулирующими резервуарами» . Форми-
рование мицелл Л П , построенных, ве-
роятно, по единому принципу, несмот-
ря на различие апопротеинов ( апо ) , 
входящих в их состав, является весьма 
выгодным, поскольку обеспечивает 
термодинамическую устойчивость вхо-
д я щ и х в их состав соединений. Соглас-
но современной пространственной мо-
дели Л П , поверхностный их слой з а н я т 
головными фосфолипидными и поляр-

ными группами белков и не о с т а в л я ю т 
какого-либо пространства д л я нейт-
ральных липидных компонентов. Р о л ь 
молекул холестерина (ХС) на поверх-
ности з а к л ю ч а е т с я , по-видимому, в 
создании свободного пространства 
между полярными группами фосфоли-
пидов, что позволяет амфипатическим 
пептидным ф р а г м е н т а м энергетически 
более выгодно располагаться на грани-
це раздела ф а з [71] . Изучение термо-
динамики образования Л П показало, , 
что гидрофильность эфирных групп 
ХС и триглицеридов значительно ни-
же , чем т а к о в а я з а р я ж е н н ы х групп 
аминокислотных остатков участков по-
липептидной цепи, контактирующих с 
водой, и фосфолипидных головных 
групп. Удаление с поверхности ЛП. 
гидрофобных остатков липидов обеспе-
чивает значительный выигрыш в сво-
бодной энергии, поскольку величина 
последнего значительно превышает по-
терю свободной энергии в результате 
отдаления от поверхности мицелл не-
больших гидрофильных групп [71] . 

Относительно постоянный состав 
ци р кул ирующих Л П п о д д е р ж и в а ется 
одновременно протекающими процес-
сами: 1) синтеза и секреции; 2) пас-
сивного транспорта и обмена липидных. 
и апопротеиновых компонентов; 3) ак-
тивного транспорта , в том числе под 
влиянием специфичных плазменных 
белков; 4) изменения в составе под 
действием ферментов — фосфатидил-
холин: х о л е с т е р о л а ц и л т р а н с ф е р а з ы 
(КФ 2.3.1.43; тривиальное название 
Л Х А Т ) , постгепариновой ( К Ф 3.1.1.3) 
и печеночной (КФ 3.1.1.3) триацил-
глицероллипаз ; 5) удаления из цирку-
ляции путем поглощения клетками как 
Л П , так и их белковых и липидных 
компонентов. Судьба циркулирующих 
в сосудистом русле Л П и их способ-
ность участвовать в переносе р а з н ы х 
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л и п и д о в зависят п р е ж д е всего от 
свойств входящих в их состав апопро-
теинов. 

Апопротеины, входящие в состав Л П , 
в зависимости от их роли в организа-
ции первичных Л П - м и ц е л л могут быть 
условно разделены на 2 группы. Сог-
ласно предложенной Р а й н о л ь д с и со-
авт. классификации [30] , к J-й группе 
следует отнести апопротеины, способ-
ные служить «скелетом» в первичных 
ЛП-ча.стицах. Это апоВ для Л П - ч а с -
тиц, осуществляющих эфферентный 
транспорт липидов из печени к пери-
ферическим тканям , и апоА для Л П 
высокой плотности ( Л П В П ) , основной 
функцией которых является перенос 
.ХС в обратном ( афферентном) направ-
лении. 2-ю группу составляют апопро-
теины, с о д е р ж а щ и е с я в Л П в значи-
тельно меньших количествах и переме-
щ а ю щ и е с я м е ж д у ними. Основной 
ролью последних является осуществле-
ние регуляторных функций в процессе 
метаболизма Л П . 

Предполагают , что апоА и апоВ иг-
рают ведущую роль в организации Л П -
мицелл, поскольку эти апопротеины 
обычно не присутствуют вместе в дли-
тельно циркулирующих Л П - ч а с т и ц а х . 
Исключение составляют хиломикроны 
(ХМ) , синтезированные в эпителиаль-
ном слое тонкой кишки. Эти наиболее 
крупные Л П - ч а с т и ц ы характеризуют-
ся коротким временем жизни : после 
поступления в кровь они в течение 5 
мин гидролизуются постгепариновой 
триацилглицеролгидролазой , фиксиро-
ванной на эндотелии к а п и л л я р о в [5 ] . 

Перенос синтезированных в печени 
липидов к периферическим т к а н я м осу-
ществляется в составе богатых тригли-
церидами частиц — ХМ и Л П очень 
низкой плотности ( Л П О Н П ) , синтези-
рованных в печени и тонкой кишке; ин-
тегральными белками этих частиц яв-
ляются апоВ. При отсутствии в сыво-
ротке крови апоВ, что имеет место у 
пациентов с одной из форм абетали-
пе ) п р отеи д е м и й, т р и г л и це р иды и е сек -
ретируются в кровь, несмотря на то 
что их синтез в гепатоцитах не нару-
шен. Характерной особенностью апоВ-
белков является то, что они неспособ-
ны перемещаться м е ж д у Л П - ч а с т и ц а -
ми и нерастворимы в 4,2 М тетраме-
тилмочевине и водных буферах после 
д е л и п и д и р о в а и и я. На л ичие об щ их 
свойств у этих белков в совокупности 
с их сходными аминокислотным соста-

вом и углеводными компонентами в 
течение долгого времени ставило под 
сомнение существование in vivo раз-
ных апоВ-белков; к а з а л о с ь более ве-
роятным, что н а б л ю д а е м а я после вы-
деления гетерогенность апоВ является 
а р т е ф а к т о м . Веской причиной трудно-
сти интерпретации получаемых при ис-
следовании апоВ результатов являет-
ся нетипичное д л я других белков по-
ведение апоВ в р а с т в о р а х а м ф и ф и л ь -
ных соединений: к а ж у щ а я с я мол. мас-
са апоВ, вычисленная по скорости се-
диментации в присутствии додецил-
сульфата натрия ( Д С П ) , с о с т а в л я л а 
500 кД , что в 2 р а з а п р е в ы ш а л о циф-
ры, получаемые методом седимеитаци-
онного равновесия в 7—8 М гуанидин-
хлориде. Это позволило в ы с к а з а т ь 
предположение о том, что апоВ сохра-
няет в присутствии д о д е ц и л с у л ь ф а т а 
и а тр и я (Д С Н ) д и мер и у ю стр у кту р у 
[83] . Кан и соавт. , п р е д л о ж и в ш и е в 
1980 г. рациональную номенклатуру 
д л я апоВ-белков , считают, что in vivo 
мол. масса наиболее крупного из апоВ 
(обозначенного В-100) составляет 549 
к Д . Н е д а в н и е исследования , проведен-
ные методом седиментационного рав-
новесия в гуанидинхлориде , показали , 
что мол. масса апоВ-100 составляет 
примерно 400 кД . При этом к а ж у щ у ю -
ся мол. массу других форм апоВ вы-
р а ж а ю т цифровыми значениями, соот-
ветствующими относительной величине 
их массы по отношению к таковой 
апоВ-100 (позже мол. массы были 
у т о ч н е н ы а найме и о в а н и я о с т а л и с ь 
неизменными) . Согласно данной но-
менклатуре , В-74 и В-26 обозначе-
ны апоВ-белки с мол. массами 
300 и 100 к Д соответственно, а В-
48—белок с мол. массой 264 к Д [43, 
44] . В случае применения более жест-
ких методов делипидирования , чем ис-
пользовали Кан и соавт. ( экстракция 
липидов смесыо этанол — этиловый 
э ф и р ) , например , таких к а к о б р а б о т к а 
смесыо хлороформа с метанолом [64] 
или э т а н о л а с диэтиловым эфиром в 
присутствии гуанидин — C u ( N H 3 ) 4 + 2 , 
исследователи о б н а р у ж и в а ю т [37] 
фрагменты с мол. массой от 63 до 
136 кД. Д е л и п и д и р о в а н и е с последую-
щим малеинированием или сукцинили-
рованием и солюбилизацией при высо-
ком р Н [45] , с о л ю б и л и з а ц и я в дезокси-
холате натрия [17] , делипидирование 
па ионообменной смоле с амфифиль-
ными соединениями [76] , прогревание 
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и хранение в присутствии Д Н С [83] 
приводят к получению белков со зна-
чительно меньшими мол. массами. Эти 
д а н н ы е наводили на мысль, что первич-
ные молекулы апоВ состоят из белков с 
к а ж у щ и м и с я мол. массами менее 44 к Д 
[76] . Во-вторых, фактором, обусловли-
вающим возможное а р т е ф а к т н о е появ-
ление фрагментов апоВ с более низ-
кой, чем in vivo мол. массой, служит 
подверженность апоВ бактериальной 
деградации . В-третьих, в а ж н ы м факто-
ром является окисление иативных мо-
лекул апоВ соединениями, вводимыми 
в среду в процессе выделения (в том 
числе препаратами , препятствующими 
микробной д е г р а д а ц и и ) , и продуктами 
окисления ненасыщенных ж и р н ы х кис-
лот, возникающими в процессе окисле-
ния липидных компонентов частиц, бо-
гатых триглицеридами. В о з м о ж н о так-
ж е расщепление иативных апоВ моле-
кул неспецифичными протеазами [82, 
83] . 

Ввиду трудности работы с апоВ пол-
ная первичная структура этого белка 
окончательно не установлена , но изу-
чена последовательность аминокислот 
в отдельных фрагментах . АпоВ-100 со-
д е р ж и т углеводы в количестве 8 — 1 0 % , 
в том числе маннозу, N-ацетилглюко-
замин, г а л а к т о з у и N-ацетилнейрами-
новую кислоту. Исходя из первичной 
структуры фрагментов , апоВ о б л а д а е т 
обычным аминокислотным составом 
[44] . Белок содержит 14 моль полуци-
стииовых остатков. В составе Л П низ-
кой плотности ( Л П Н П ) апоВ имеет 2 
свободные сульфгидрильные группы, в 
то время как 12 остальных остатков 
образуют внутримолекулярные дисуль-
фидные связи [13] . АпоВ взаимодейст-
вует с гепарином и другими сульфати-
роваииыми г л и к о з а м и н г л и к а н а м и , что, 
возможно, играет определенную роль 
при атероматозе . Иммуноморфологиче -
скими методами п о к а з а н о присутствие 
апоВ в пораженной артериальной стен-
ке, при этом апоВ присутствовал как 
в непораженной интиме, т а к и в липид-
фиброзных б л я ш к а х [36] . 

Гетерогенность апоВ была п о к а з а н а 
для сыворотки крови человека [44] и 
крыс [46]. О б н а р у ж е н н ы е в Л П О Н П 
и Л П Н П крови человека н а р я д у с 
апоВ-100 белки В-74 и В-26 я в л я ю т с я , 
судя по их аминокислотному составу, 
ф р а г м е н т а м и апоВ-100 [44] . П о к а з а -
но, что эти фрагменты могут быть об-
разованы из ЛПНГ1 при инкубации с 

каликреином [14] . В-100 является 
единственным апоВ-белком у 50 % здо-
ровых людей, у остальных в Л П Н П 
н а р я д у с апо.В-100 были о б н а р у ж е н ы 
белки В-74 и В-26, причем их присут-
ствие в сыворотке крови было отмече-
но на протяжении нескольких месяцев 
[19] . 

Н а й д е н н ы й в ХМ апоВ-48 в отличие 
от приведенных выше не является 
фрагментом апоВ-100. По аминокис-
лотному составу апоВ-48 отличается 
от фрагментов апоВ-100 [44] . Сущест-
вуют экспериметальные д о к а з а т е л ь -
ства различий в синтезе и м е т а б о л и з -
ме апоВ-100 и апоВ-48 [43, 44] . Не-
исключено, что эти белки кодированы, 
разными генами. Выделенные из сыво-
ротки крови крыс формы апоВ обозна-
чены anoBh (апоВ с «высокой» мол. 
массой) и anoBi ( апоВ с «низкой» мол. 
массой) [76] . Одновременно другие-
исследователи при электрофорезе в 
П А А Г в присутствии Д С Н выделили' 
из сыворотки крови 3 формы апоВ,. 
обозначив их как фракции I, II, I II 
[22, 23] . Согласно подвижности при 
электрофорезе , ф р а к ц и я I апоВ сыво-
ротки крови крыс была сходна с апоВ-
100 сыворотки крови человека , а фрак-
ция II I — с агюВ-48. Относительное-
со дер ж ан и е фракции III в Л П сыво-
ротки крови крыс уменьшалось по ме-
ре увеличения гидратированной плот-
ности частиц: от 70—90 % в Л П О Н П 
до 7 % в Л П Н П 2 ( 1 , 0 3 8 1 , 0 6 3 г/ 
см 3 ) . Отметив сходство апоВ фракции: 
I I I сыворотки крови крыс с апоВ бел-
ком сыворотки крови человека , являю-
щимся маркером ХМ, и отсутствую-
щим в составе Л П О Н П , липопротеидов-
промежуточной плотности ( Л П П П ) и; 
Л П Н П , авторы впервые провели ана-
логию между апоВ-100 и наиболее 
крупным апоВ-белком из сыворотки 
крови крыс. Эксперименты со следо-
вой меткой показали , что формы I и 
II апоВ сыворотки крыс присутствова-
ли в Л П О Н П . З а т е м у к а з а н н ы е белки 
в виде ремнантов у д а л я ю т с я печеныо,. 
и снижение отношения апоВ формы III 
к суммарному с о д е р ж а н и ю форм I и 
II может с л у ж и т ь критерием скорости 
м е т а б о л и з м а Л П . О д н а к о номенклату-
ра, в которой апоВ-белки обозначены 
римскими, цифрами, не получила ши-
рокого распространения : обычно ис-
пользуют обозначения Bh и В]. 

Гетерогенность апоВ-белков , обра-
зующих субфракции Л П Н П сыворотки 
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крови человека, обусловлена формиро-
ванием молекул апоВ из полипептид-
ных фрагментов с мол. массой от 14 
до 250 к Д , составленных в разной пос-
ледовательности. Эти молекулы, воз-
можно, с о д е р ж а т сходные полипептид-
ные фрагменты, однако определенные 
части являются , очевидно, специфич-
ными д л я индивидуальных апоВ-бел-
ков и обусловливают антигенную гете-
рогенность последних. Н е л ь з я исклю-
чить, однако, возможность отличий в 
углеводной части молекул апоВ. Таким 
образом, апо Л П Н П представляет со-
бой систему гетерогенных антигенов, 
неравномерно распределенных на пеп-
тидных фрагментах [77] . Существова-
ние общих антигенных детерминант 
было установлено д л я апоВ-100 и 
апоВ-48, но согласно их иммунореак-
тивности в апоВ-48 отсутствует часть 
субъедиииц апоВ-100, а апоВ-100 не 
содержит определенных фрагментов 
В-48 [26, 57] . В соответствии с такой 
моделью отсутствие генетического ко-
дирования синтеза отдельных пептид-
ных фрагментов апоВ может приво-
дить к избирательному нарушению 
синтеза апоВ-100 или апоВ-48. Отсут-
ствие синтеза субъединиц, общих д л я 
обоих белков, вызывает , очевидно, на-
рушение образования апоВ-содержа-
щих Л П в печени и тонкой кишке [43, 
44, 57] . Сходство аминокислотного со-
става отмечено д л я апоВь и anoBi сы-
воротки крови крыс; х а р а к т е р н ы м так-
ж е является наличие сходных и разли-
чающихся пептидных фрагментов [22, 
43] . Р а з л и ч и я в иммунореактивности 
поверхностных структур апоВ, найден-
ных в составе Л П О Н П и Л П Н П чело-
века, д а ю т основания полагать , что во 
время липолиза происходит изменение 
поверхностных детерминант апоВ. Об-
разованные после липолиза формы 
апоВ имеют большее сродство к Е-ре-
цепторам фибробластов человека, воз-
можно, за счет д е м а с к и р о в а н и я откры-
тых до липолиза антигенных детерми-
нант и с в я з ы в а ю щ и х участков [73, 74, 
77] . 

Синтез апоВ происходит в печени, 
тонкой кишке и, возможно , в почках 
[8—10] . У человека в печени синтези-
руются апоВ-100 и его комплементар-
ные фрагменты — апоВ-74 и апоВ-26, 
о б н а р у ж и в а е м ы е в составе циркули-
рующих Л П О Н П и Л П Н П . Н е ф р а к ц и -
онированная Р Н К из печени человека 
способна п р о г р а м м и р о в а т ь в л и з а т е 

ретикулоцитов кролика синтез полипеп-
тидов, специфически с в я з ы в а е м ы х ан-
тителами против Л П Н П ( l , 0 3 0 ^ d ^ 
^ 1,055 г/см8) т а к же , как и антитела-
ми против апоВ-100 [63] . Синтез апоВ-
48, входящего в состав ХМ человека , 
происходит в тонкой кишке [35, 44] . 
У крыс в тонкой кишке синтезируются 
только Bi [82] , тогда к а к печень син-
тезирует к а к апоВь, т а к и anoBi [22, 
78] . Предположение , что Л П Н П , со-
д е р ж а щ и е обе формы апоВ, секретиру-
ются печеныо, в настоящее время в. 
большей мере д о к а з а н о д л я крыс, чем 
д л я человека . 

Мнение о последовательном превра-
щении Л П О Н П в ЛГ1ВП и д а л е е в 
Л П Н П было в ы с к а з а н о Гитлиным 
(1956) на основании исследования в 
сосудистом русле судьбы входящего в 
состав Л П О Н П 1251-апоВ. О д н а к о в по-
следнее время накоплены факты, не 
согласующиеся с данной концепцией. 
Согласно гипотезе Айзенберг , Л П О Н П , 
богатые апоС, взаимодействуют перво-
начально с гепаринзависимой триацил-
глицероллипазой , Л П Н П , обогащен-
ные апоВ, связываются с рецепторами 
плазматических мембран внепеченоч-
ных тканей; в то время к а к обогащен-
ные апоЕ Л П О Н П поглощаются ре-
цепторным механизмом гепатоцитов 
[21]. 

Н а л и ч и е в Л П - ч а с т и ц а х крови двух 
форм апоВ (апоВ-100 и апоВ-48 у че-
ловека ; апоВь и апоВ] у крыс) свиде-
тельствует о различии их метаболиче-
ских превращений [35] . Временные 
различия м е т а б о л и з м а двух форм 
апоВ исследованы при введении доб-
ровольцам Л П , с о д е р ж а щ и х меченые 
апоВ-100 и апоВ-48. В этих условиях 
не отмечено различий в д и н а м и к е ис-
чезновения из крови обеих форм апоВ. 
В то ж е время у пациентов с Г Л П эли-
минация апоВ-100 из крови была зна-
чительно выше, чем д л я апоВ-48 [62] . 
У гипотиреоидных крыс в крови проис-
ходит накопление Л П Н П , с о д е р ж а щ и х 
преимущественно апоВ-100, что связа -
но не с изменением м е т а б о л и з м а 
Л П О Н П , а скорее с нарушением ре-
цепторного связывания Л П Н П и сни-
ж е н и е м их клиренса [91] . Эти д а н н ы е 
у к а з ы в а ю т на то, что в м е х а н и з м а х 
развития нарушений обмена Л П и на-
копления в крови а п о В - с о д е р ж а щ и х 
Л П одинаково в а ж н у ю роль играет 
изменение метаболизма к а к йпоВ-100, 
т а к и апоВ-48. При введении кр ысам 
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меченых Л П О Н П показано , что апоВ-
100 быстро у д а л я л с я из крови, в то 
время как апоВ-48 оставался в крови 
в составе Л П Н П [81] . Н е с м о т р я на 
явное различие в метаболизме апоВ, 
обе ф о р м ы я в л я ю т с я функционально 
связанными. П р е в р а щ е н и е апоВ-со-
д е р ж а щ и х Л П О Н П в Л П Н П зависело 
от апоВ. Меченные 1251 Л П О Н П были 
получены от крыс, которым скармли-
вали сахарозу . З а т е м эти Л П О Н П 
инъецировали к р ы с а м - д о н о р а м совме-
стно с гепарином. В таких условиях 
апоВ оставались в составе Л П Н П 
[81] . Возможно , что существует попу-
л я ц и я Л П О Н П , с о д е р ж а щ а я одновре-
менно апоВи и Bi [80] . Если это дей-
ствительно так , то метаболические пре-
в р а щ е н и я этих Л П д о л ж н ы быть более 
длительными, чем скорость исчезнове-
ния из крови Л П О Н П с апоВь Не иск-
лючено, что Л П Н П , с о д е р ж а щ и е обе 
формы апоВ, вообще секретируются 
печенью и отдельные формы наруше-
ния обмена Л П прямо связаны с избы-
точным синтезом Л П Н П в печени [20] . 
Р е з у л ь т а т ы исследований с мечеными 
аминокислотами свидетельствовали о 
прямом синтезе Л П П П в печени и их 
превращении в Л П Н П в сосудистом 
русле. Возможно , что более половины 
циркулирующих в крови Л П Н П 
секретирует печень независимо от 
Л П О Н П . С о д е р ж а щ и е апоВ Л П Н П 
могут быть метаболизированы к а к пе-
риферическими тканями , т а к и пе-
ченью в зависимости от их липидного 
состава и входящих в них апопротеи-
нов. П о к а з а н о т а к ж е , что и у человека 
печень de novo синтезирует и секрети-
рует богатые холестерином Л П с гид-
ратированной плотностью Л П Н П [21] . 
Описанные ранее в литературе случаи 
генетического нарушения синтеза апоВ 
(абеталипопротеидемии) характеризо -
вались низкой концентрацией липидов 
в крови, в том числе и триглицеридов . 
О д н а к о в последнее время описаны 
случаи данного з аболевания , сопро-
в о ж д а ю щ и е с я нормальным уровнем 
триглицеридов в крови (нормотригли-
церидемическая абеталипопротеиде-
мия) [57] . П р и этом в а р и а н т е абета-
липопротеидемии в крови пациентов 
отсутствуют Л П О Н П и Л П Н П , содер-
ж а щ и е апоВ, но нормальный уровень 
триглицеридов обусловлен присутстви-
ем в крови ХМ, секретируемых тонкой 
кишкой. В основе этой формы патоло-
гии обмена Л П л е ж и т избирательное 

нарушение синтеза в организме апоВ-
100, при этом образование апоВ-48 в 
кишечнике не нарушено и существует 
обычный перенос липидов от тонкой 
кишки к печени. Эти д а н н ы е показыва -
ют, что 2 формы апоВ находятся под 
влиянием разных генетических факто-
ров и что Л П О Н П и Л П Н П не явля -
ются продуктами превращения ХМ. 
Гетерогенность форм апоВ в крови лю-
дей может быть обусловлена т а к ж е 
индивидуальными в а р и а н т а м и апоВ. 
У здоровых людей ферментативный 
гидролиз апоВ, выделенного из Л П Н П , 
и последующее электрофоретическое 
ф р а к ц и о н и р о в а н и е полипсптндного 
г и д р о л и з а т а в геле п о л и а к р и л а м и д а 
п о к а з а л и большое сходство полипеп-
тидных фрагментов апоВ, по были вы-
явлены и некоторые различия [19] . 

Р а з л и ч и я в отдельных полипептидах 
апоВ были установлены и методом 
пептидных карт . 

АпоВ является лигандом для Л П Н П 
рецепторов плазматических мембран 
[21] . Непрерывное функционирование 
рецепторов з а х в а т а Л П Н П клетками 
внепеченочных тканей играет в а ж н у ю 
роль в снабжении их ХС и п о д д е р ж а -
нии его гомеостаза в крови. 

От 2/з до 3/4 Л П Н П катаболизиру-
ются путем взаимодействия с апоВ, 
Е-рецепторами, главным образом в пе-
чени. М о д и ф и к а ц и я лизинового остат-
ка апоВ с нейтрализацией его з а р я д а 
( ацетацетилирование или малеиниро-
вание) устраняет связывание апоВ как 
со специфическими рецепторами плаз-
матических мембран, т а к и с гепари-
ном [56, 85] . Это у к а з ы в а е т на то, 
что остатки аргинина и лизина апоВ 
участвуют во взаимодействи с рецеп-
торами и гепарином, а не с холестери-
ном. Взаимодействующий с этими ж е 
рецепторами апоЕ т а к ж е богат лизи-
ном и аргинином [70, 86] . Н а р у ш е н и е 
взаимодействия апоВ-рецепторов плаз-
матической м е м б р а н ы периферической 
клетки, к а к показано на примере фиб-
робластов , приводит к развитию Г Л П 
типа 11а, накоплению в крови Л П П П 
и, в конечном итоге, к развитию атеро-
склероза [48, 52] . АпоВ-48 в отличие 
от апоВ-100 не взаимодействует с 
апоВ, Е-рецепторами плазматических 
мембран , его с о д е р ж а н и е в Л П не 
о к а з ы в а е т влияния на поглощение 
В - Л П О Н П м а к р о ф а г а м и [39] . 

В последнее время д л я исследования 
апоВ применяют моноклональные ан-
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титела [58] . Получены 6 моноклональ-
пых антител к апоВ-100. Исследование 
стехиометрической связи полученных 
антител с Л П Н П показало , что Fab-
фрагмент реагирует только с одной ли-
попротеидной частицей. Это предпо-
л а г а е т существование 1 молекулы 
апоВ-100 на липопротеидиую частицу 
[61] . И з 6 антител 4 блокировали свя-
зывание Л П Н П с апоВ, Е-рецептора-
ми. Н е было взаимодействия м е ж д у 
антителами и апоВ-48 или апоВ-26; 
такое взаимодействие было отмечено 
для апоВ-74. По-видимому, этот фраг-
мент апоВ-100 содержит идентичные с 
апоВ-100 иммунологические детерми-
нанты и может принимать участие в 
рецепториом поглощении липопротеид-
ных частиц клетками [58] . 

Способностью к эфферентному тран-
спорту ХС о б л а д а е т и другой апопро-
теин — апоЕ. АпоЕ найден в Л П О Н П 
здоровых людей [52] и в Л П В П 2 . По-
к а з а н о [47, 49] , что у некоторых ви-
дов животных диета , богатая ХС, при-
водит к накоплению в крови Л П В П с 
гидратированной плотностью, прибли-
ж а ю щ е й с я к Л П Н П — Л П В П ь Одним 
из основных апопротеинов, образую-
щих Л П В П с или Л П В П ь является 
апоЕ. АпоЕ в отличие от апоВ спосо-
бен перемещаться м е ж д у Л П отдель-
ных классов [67] . АпоЕ входит в со-
став ХМ, ремнантов ХМ, Л П О Н П и 
Л П В П с . Концентрация белка в плаз-
ме крови составляет 3—7 мг/дл и по-
вышается до 20—60 мг на 100 мл у 
пациентов с Г Л П (особенно типа I I I ) 
[50] . Концентрация апоЕ в крови че-
ловека возрастает т а к ж е при голода-
нии одновременно с увеличением кон-
центрации ХС и триглицеридов [59] . 
Методом изофокусирования выделены 
6 основных фенотипов апоЕ: 3 гомози-
готных — Е 4/4; Е 3/3 и Е 2 /2 и 3 ге-
терозиготных — Е 4/3; Е 4/2 и Е 3/2. 
Изоэлектрические точки основных изо-
форм апоЕ р а с п о л о ж е н ы в интервале 
р Н от 5,7 до 6,2 [90, 92] . Три минор-
ные формы представляют собой гли-
колизированные формы основного бел-
ка. П р е о б л а д а ю щ и м в популяции яв-
ляется апоЕ 3/3, который найден у 
60 % исследованных людей. Н а л и ч и е 
в организме гомозиготного фенотипа 
Е 2/2 является реальной причиной воз-
никновения Г Л П (особенно типа I I I ) 
[50, 68, 69] . Д л я апоЕ в отличие от 
апоВ установлена первичная структу-
ра, последовательность из 299 амино-

кислотных остатков с молекулярной 
массой 34,2 к Д [70] . И з о ф о р м ы апоЕ 2 
и апоЕ 4 отличаются от апоЕ 3 единст-
венной аминокислотой в положении 
112. АпоЕ 3 в этом положении имеет ци-
стеин, а апоЕ 4 — аргинин, что создает 
относительную разницу в з а р я д е . 
АпоЕ 2 я вляется генетически неоднород-
ным. Описаны 3 формы апоЕ 2 , ассоци-
ированные с Г Л П типа II I [50, 52, 68, 
69] . Эти формы отличаются тем, что в 
них один из нейтральных аминокислот-
ных остатков з а м е щ е н лизином или 
аргинином. Н а и б о л е е часто встречают-
ся в а р и а н т ы апоЕ 2 , в которых аргинин, 
находящийся в положении 158, заме-
нен на цистеин. АпоЕ, к а к и другие 
апо, имеет упорядоченную структуру, 
в частности сс-спиральную вторичную 
[70] . П о л а г а ю т , что основным лигшд-
с в я з ы в а ю щ и м доменом является треть 
его молекулы, с С-копца полипептид-
ной цепи [70] . АпоЕ не о б л а д а е т про-
пептидной формой [60, 95] , он секрети-
руется в высокоспирализованиой фор-
ме, и в п л а з м е циркулирующей крови 
80 % белка не вступает в реакцию с 
сиаловымм кислотами [94, 95] . 

Формы апоЕ, присутствующие в кро-
ви экспериментальных животных , 
сходны с таковыми человека . П о л н а я 
первичная структура апоЕ крысы, рас-
считанная на основании а н а л и з а мат-
ричной Р Н К , о к а з а л а с ь на 70 % гомо-
логичной апоЕ человека . АпоЕ кроли-
ка и собаки т а к ж е сходны с апопро-
теином человека . 

АпоЕ осуществляет транспорт ХС, 
синтезированного в печени, но не в 
тонкой кишке. Концентрация апоЕ в 
п л а з м е крови увеличивается у многих 
ж и в о т н ы х после с к а р м л и в а н и я им ХС. 
АпоЕ становится в этих условиях ос-
новным белком Л П богатых ХС, — 
Л П О Н П и Л П В П с . Л П О Н П представ-
ляют собой ф р а к ц и ю Л П , синтезиро-
ванную в тонкой кишке и печеночные 
ремнаиты, а Л П В П с — ф р а к ц и ю , обо-
гащенную ХС и апоЕ [47, 49, 52] . 

П р и метаболизме Л П О Н П в крови 
основная часть апоЕ остается в соста-
ве о б р а з у ю щ и х с я Л П П П , l , 0 0 6 ^ d ^ 

1,0,19 г/см3 . Н а этапе действия пе-
ченочной триацилглицерол-липазы , до 
момента ф о р м и р о в а н и я Л П Н П , апоЕ 
покидает Л П П П и транспортируется в 
Л П В П . При инкубации с п л а з м о й кро-
ви человека 1251 — Л П О Н П , обогащен-
ных апоЕ, 50 % радиоактивности было 
найдено в Л П В П , 20 % оставалось в 
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Л П О Н П и 30 % — во фракции с плот-
ностью более 1,21 г/см3 [25] . Д о на-
стоящего времени остается открытым 
вопрос о том, какое значение имеет 
присутствие в крови апоЕ в форме, не 
связанной с Л П , з а т р у д н я е т интерпре-
тацию д а н н ы х и увеличение доли сво-
бодного апоЕ после ультрацентрифуги-
рорания [15] . 

Увеличение с о д е р ж а н и я апоЕ во 
всех классах Л П крови при скармли-
вании им ХС сопровождается снижени-
ем свободной ф о р м ы апоЕ во ф р а к ц и и 
с плотностью более 1,12 г/см3 [25, 52] . 
Н а к о п л е н и е Л П В П с в крови подопыт-
ных животных н а б л ю д а е т с я и после 
гепатэктомии. В течение 1 ч после ге-
патэктомии у крыс в крови не изменя-
ется с о д е р ж а н и е апоВ и апоЕ, но из-
меняется их перераспределение м е ж д у 
отдельными к л а с с а м и Л П . При этом 
в Л П Н П повышается с о д е р ж а н и е 
апоВ и апоЕ. Основная масса апоЕ 
о б н а р у ж и в а е т с я в частицах, богатых 
апоА-I, которые были меньше, чем 
Л П Н П , но больше, чем Л П В П . Это 
свидетельствует о том, что при физио-
логических условиях печень элимини-
нирует из крови апоЕ, богатые Л П , 
которые образуются в процессе транс-
ф о р м а ц и и Л П О Н П в крови [18, 21] . 
П о л а г а ю т , что Л П В П С или Л П В П ! в 
условиях нагрузки ХС формируются в 
п л а з м е или э к с т р а ц е л я р и о м простран-
стве из Л П В П , не с о д е р ж а щ и х апоЕ. 
Л П В П с , с о д е р ж а щ и е высокую концен-
т р а ц и ю апоЕ, состоят более чем на 
50 % из свободного ХС и фосфолипи-
дов, представляя собой полиморфные 
о б р а з о в а н и я от везикулярных частиц 
до цепочек бислойных дисков [84] . 
Морфологически и структурно Л П В П с 
похожи на Л П В П , богатые апоЕ, кото-
рые секретирует печень при перфузии 
ее средой, с о д е р ж а щ е й ингибиторы 
ЛХАТ. Основным местом синтеза апоЕ 
является печень. О д н а к о и многие дру-
гие ткани с о д е р ж а т значительное ко-
личество м Р Н К для синтеза апоЕ. К 
т а к и м т к а н я м относятся мозг, надпо-
чечники, селезенка , почки, яичники и 
поперечнополосатые мышцы [24] . Д о -
л я апоЕ крови, синтезированного в пе-
риферических тканях , , может состав-
л я т ь до 20 % от общего с о д е р ж а н и я 
белка . Скорость о б р а з о в а н и я апоЕ в 
корковом слое надпочечников в 6 раз 
выше, чем в мозговом [10] . Синтез 
апоЕ в т к а н я х может быть необходим 
д л я перераспределения ХС м е ж д у раз-

ными популяциями клеток в одном ор-
гане, я в л я я с ь высокоактивным лигаи-
дом д л я стерина. Не до конца понят-
ной остается высокая концентрация 
(30 % по сравнению с печеныо) апоЕ 
м Р Н К в мозговой ткани человека, 
крыс и обезьян. В ткани мозга весь 
апоЕ л о к а л и з о в а н в клетках астроци-
тарной глин [12] . В цереброспиналь-
ной жидкости с о д е р ж а н и е апоЕ выше, 
чем в плазме крови. Не исключено, 
что апоЕ может функционировать как 
л и г а и д и при транспорте ХС в ткани 
мозга. 

П о л а г а ю т , что Л П О Н П , богатые 
апоЕ, я в л я ю т с я атерогенными, что свя-
зано с их способностью вызывать на-
копление эфиров ХС в м а к р о ф а г а х 
[47, 48, 52, 54] . Д о н а т о р а м и ХС могут 
быть и Л П В П с , хотя не исключено, 
что они обеспечивают афферентный 
транспорт ХС к печени, осуществляя 
присущее им антиатерогеиное дейст-
вие. 

Общность физиологических функций 
апоВ и апоЕ соответствует тесной вза-
имосвязи процессов их метаболизма . 
Л П В П с я в л я ю т с я вторым классом Л П , 
которые, к а к и Л П Н П , богатые апоВ, 
связываются со специфическими рецеп-
торами плазматической м е м б р а н ы кле-
ток. В дополнение к теории рецептор-
ного связывания и интернализацйи 
Л П Н П , богатых апоВ [32, 33] , пока-
зано, что некоторые органы имеют 
другие рецепторы, но не только к 
апоВ. Так, печень имеет рецепторы к 
агюЕ, р е м и а н т а м ХМ. Известно, что 
м а к р о ф а г и имеют рецепторы, или ме-
ста связывания , по крайней мере, к 
Л П Н П , р - Л П О Н П пациентов с Г Л П 
типа III и отрицательно з а р я ж е н н ы м 
Л П Н П (полученным химической мо-
дификацией б е л к а ) . Г Л П типа III 
только отчасти связан с нарушенным 
взаимоотношением Л П — рецептор 
[50, 52, 54] . Число рецепторов является 
фактором, контролирующим поступле-
ние ХС в клетку . Н е д а в н о показано , 
что не все интернализированные Л П 
подвергаются лизосомальному гидро-
лизу; часть из них может быть возвра-
щена на поверхность клетки в резуль-
тате процесса, названного «ретроэидо-
цитозом» [6] . В новом свете стали рас-
с м а т р и в а т ь конкуренцию Л П Н П и 
Л П В П за связь с рецепторами: конку-
рирующей формой Л П В П я в л я ю т с я 
Л П В П с , богатые апоЕ. Действительно , 
если Л П В П , богатые ХС, лишены 
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апоЕ, то они не взаимодействуют с ре-
цепторами [21, 52, 87] . Создается 
впечатление, что апоЕ и апоВ взаимо-
действуют на поверхности клетки с 
одними и теми ж е рецепторами. 

Ацетилирование аргинина и восста-
новительное метилирование лизина 
позволили установить роль к а к апоВ, 
так и его отдельных аминокислотных 
остатков в связывании Л П Н П с рецеп-
торами. В обоих случаях рзаимодейст-
вие ацоВ и апоЕ с рецепторами фиб-
робластов было полностью подавлено 
[55] . Н а л и ч и е апоВ и апоЕ в составе 
Л П не всегда является гарантией , что 
эти частицы будут связываться с апоВ 
Е-рецепторами. К а ж е т с я вероятным, 
что липидный состав и размер мицелл 
могут о к а з ы в а т ь влияние на их спо-
собность взаимодействовать с рецепто-
рами. Так, ХМ и нормальные Л П О Н П , 
несмотря на то что они с о д е р ж а т апоВ 
и апоЕ, не вступают во взаимодействие 
с рецепторами фибробластов [52] . По-
сле частичного делипидирования диэ-
тиловым эфиром ХМ приобретают спо-
собность взаимодействовать с апоВ, 
Е-рецепторами, они д а ж е могут всту-
пать в конкурентные взаимоотношения 
с Л П Н П . Присутствие в Л П апоС так-
ж е может п р е д о т в р а щ а т ь взаимодей-
ствие апоВ и апоЕ с рецепторами [89] . 

Способностью специфически взаимо-
действовать с апоВ, Е-рецепторами об-
л а д а е т и Л П (а) [28] . Я в л я я с ь гене-
тически детерминированным, Л П (а) 
присутствует в крови многих людей в 
низкой концентрации. В качестве ос-
новного белкового компонента ЛГ1 (а) 
содержит апоВ, отличающийся от 
ahoB-100 высоким с о д е р ж а н и е м угле-
водов, сиаловых кислот и менее актив-
ным взаимодействием с рецепторами. 
Не исключено, что высокое с о д е р ж а -
ние сиаловых кислот о к а з ы в а е т влия-
ние па взаимодействие апо с рецепто-
рами [27] . 

Установлено, что Л П В П с , с о д е р ж а -
щие апоЕ, связываются с рецепторами 
фибробластов более интенсивно, чем 
Л П Н П [41] . Высокое сродство апоЕ 
как к апоВ, Е, Л П Н П , т а к и с апоЕ-
рецепторами коррелирует с высокой 
скоростью клиренса апоЕ, с о д е р ж а щ и х 
Л П (клиренс Л П О Н П от нескольких 
минут до 1 ч) , по сравнению с более 
медленным клиренсом апоВ, с о д е р ж а -
щих Л П Н П (2—3 сут) . АпоЕ являет -
ся основной детермииантой , ответст-
венной за рецепторное связывание 

Л П В П , , Л П В П с , Л П О Н П , ремнантов 
ХМ и Л П О Н П у кормленных ХС жи-
вотных и при Г Л П типа III у человека 
[38, 47] . 

Ф и б р о б л а с т ы с в я з ы в а ю т Л П В П с в 
80—100 раз более активно, чем Л П Н П 
и, кроме того, д л я насыщения всех 
мест связывания на плазматической 
мембране ф и б р о б л а с т а требуется в 4 
ра за больше частиц Л П Н П , чем 
Л П В П с (соответственно 90—100 000 и 
25 000) [52, 65] . Оба типа Л П конку-
рируют за связывание с одними и теми 
ж е рецепторами. У больных с наслед-
ственной гомозиготной гиперхолесте-
ринемией ф и б р о б л а с т ы не с в я з ы в а ю т 
ни Л П Н П , ни Л П В П с . В ы с к а з а н о пред-
положение, что апоВ, Е-рецепторные 
единицы имеют 4 места связыва-
ния. Согласной этой модели, мицел-
лы Л П В П с связываются одновременно 
с 4 точками связывания , а Л П Н П 
только с 1 точкой [65, 66] . Исходя из 
д а н н ы х по молекулярной массе Л П В П с 
(хотя единого мнения по последнему 

вопросу не имеется) эти Л П с о д е р ж а т 
16 молекул апоЕ, в то время к а к в со-
став к а ж д о й Л П Н П - ч а с т и ц ы входит 
2 молекулы апоВ (В-100) . П о к а з а н о , 
что ХМ и Л П О Н П связываются с 
апоВ, Е-рецепторами крыс и человека 
в культуре фибробластов и гладко-
мышечными клетками крысы с высо-
кой специфичностью [42] . 

В а ж н ы е сведения были получены 
при исследовании рецепторного связы-
вания а н о м а л ь н ы х форм апоЕ 2 , кото-
рые присутствуют в крови пациентов 
с Г Л П типа III [50] . Д л я этого типа 
х а р а к т е р н о нарушение клиренса рем-
нантов Л П О Н П и ХМ и накопление в 
крови Л П О Н П . Все мутантные формы 
апоЕ 2 о б л а д а ю т сниженной способ-
ностью взаимодействовать к а к с апоВ-, 
Е-, Л П Н П - р е ц е п т о р а м й , так и с рецеп-
торами апоЕ; с в я з ы в а ю щ а я способ-
ность р а з н ы х форм апоЕ 2 составляет 
от 2 до 45 % по сравнению с таковой 
апоЕ 3 . Исследование таких мутантов 
позволило о х а р а к т е р и з о в а т ь домены 
молекул апоЕ, ответственные за рецеп-
торное связывание . Н а р у ш е н и е взаимо-
действия с рецепторами зависит от за-
мещения нейтральных аминокислот в 
положениях 142, 145, 146 и 158 на ли-
зин и аргинин [68, 69] . Д а л ь н е й ш и е ис-
следования показали , что все домены 
рецепторного взаимодействия располо-
ж е н ы на участке полипептидной цепи 
от 140 до 160 аминокислотного остат-
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ка. С о д е р ж а н и е arioE в крови возра-
стает в условиях холестаза [29] . 

Известно, что очищенный апоВ, Е,-
Л П Н П - р е ц е п т о р является кислым гли-
копротеидом с pL 4,6. Это дает основа-
ние предполагать существование ион-
ного взаимодействия м е ж д у положи-
тельно з а р я ж е н н ы м и группами амино-
кислотных остатков апоВ и апоЕ и от-
рицательно з а р я ж е н н ы м рецептором. 
Л П , с о д е р ж а щ и е апоЕ, взаимодейству-
ют с гепарином [56] ; это относится и 
к липопротеидным частицам, содержа-
щим апоВ. Тот ж е самый участок по-
липептидной цепи, в заимодействующий 
с рецепторами плазматической мем-
браны, взаимодействует и с гепари-
ном. Н е исключено, что присоединение 
Л П , с о д е р ж а щ и х апоВ, Е к гепарину 
(или другим г л и к о з а м и н о г л и к а и а м ) 
является в а ж н ы м физиологическим ме-
ханизмом фиксации Л П на поверхно-
сти эндотелия или при взаимодействии 
с основным веществом артериальной 
стенки. Возможно , в этом состоит один 
из моментов о б р а з о в а н и я липидных 
отложений на деэндотелизированном 
участке стенки сосуда. Гепарин, явля-
ющийся сильно кислым иротеоглика-
ном, тормозит освобождение Л П Н П и 
Л П В П с от их связи с рецепторами. В 
то ж е время связывание Л П с гепари-
ном не препятствует их взаимодейст-
вию с рецепторами [31, 56] . 

Поглощение ремиантов печенью оп-
ределяется тем, что они с о д е р ж а т 
апоЕ. Поэтому в норме Л П В П с , со-
д е р ж а щ и е апоЕ, т а к ж е быстро удаля -
ются из крови. В то ж е время в усло-
виях патологии нарушение взаимодей-
ствия апоЕ 2 Л П О Н П с рецепторами 
гепатоцитов приводит к развитию Г Л П 
типа III [50, 72, 86] . О д н а к о не иск-
лючено существование на мембране ге-
патоцитов рецепторов к ра з н ым фор-
мам апоЕ [51] . 

Не до конца установлено значение 
апоЕ в формировании липопротеидных 
частиц, обогащенных э ф и р а м и ХС. 
Последний может быть получен из на-
груженных ХС клеток или Л П В П , ут-
р а т и в ш и х апоЕ, который может перей-
ти в сыворотку крови в свободной фор-
ме. В эксперименте накопление свобод-
ного ХС в липопротеидных частицах 
активирует Л Х А Т по типу субстратной 
активации . М а л ы е формы Л П В П в 
крови увеличивают свои р а з м е р ы па-
р а л л е л ь н о с возрастанием в них со-
д е р ж а н и я апоЕ и эфиров ХС, в резуль-

тате чего образуются Л П В П размера -
ми ~ 1 5 (малые) и 20 (большие) и 
Л П диаметром 25 им, я в л я ю щ и е с я 
Л П В П с [34] . 

Увеличение р а з м е р а Л П В П происхо-
дит вследствие о б р а з о в а н и я 1, 2 или 3 
слоев эфиров ХС внутри я д р а частицы, 
а накопление в них апоЕ необходимо 
для стабилизации возросшего поверх-
ностного слоя [54] . Если апоЕ отсут-
ствует в крови, не могут быть образо-
ваны большие Л П В П с , обогащенные 
ХС. Столь ж е активна и роль апоЕ в 
метаболизме Л П , богатых триглицери-
дами . П о к а з а н о , что р - Л П О Н П , вы-
деленные из крови пациента с Г Л П 
типа III , не п р е в р а щ а ю т с я в Л П Н П 
при инкубации in v i t ro с гепаринзависи-
мой триглицероллипазой . Д о б а в л е н и е 
а п о С — I I и фракции с d > , l , 2 1 г/см3 

активирует превращение Л П О Н П в 
Л П П П , но не в Л П Н П [54] . Д о б а в л е -
ние в инкубационную среду апоЕ 3 и 
фракции с d > l , 2 1 г/см3 ( ф р а к ц и я Л П , 
не с о д е р ж а щ а я постгепарииовой три-
глицероллипазы) активирует процесс 
метаболизма Л П О Н П с образованием 
Л П Н П . Д о б а в л е н и е апо и фракции 
d > l , 2 1 г/см3 , выделенных от пациен-
тов с Г Л П типа I I I , не активируют 
процесс превращения Л П О Н П . Это 
свидетельствует о том, что апоЕ 3 (но 
не апоЕ 2 ) могут в заимодействовать с 
фракцией d > l , 2 1 г/см3 , с о д е р ж а щ е й 
иной липидтранспортный белок, кото-
рый, модифицируя состав Л П О Н П , 
способствует липолизу. Предстоит еще 
выяснить, к а к апоЕ 3 модифицирует 
структуру Л П О Н П , д е л а я в о з м о ж н ы м 
течение липолиза и превращение 
Л П П П в Л П Н П при действии липо-
протеидлипазы Неспособность апоЕ 2 , 
с о д е р ж а щ и х Л П О Н П , быть превра-
щенными в Л П Н П является причиной 
того, почему при Г Л П типа III кон-
центрация Л П Н П в крови оказывает -
ся сниженной [21, 50] . 

ЛГ1, с о д е р ж а щ и е апоЕ, особенно 
Л П В П с апоЕ ( Л П В П , и Л П В П с ) , иг-
рают в а ж н у ю роль в эфферентном 
транспорте ХС у пациентов с абетали-
попротеидемией [11, 40] . Эти люди, у 
которых в крови отсутствуют Л П , со-
д е р ж а щ и е апоВ-100, имеют одновре-
менно значительное количество выше-
у к а з а н н ы х Л П , способных транспор-
тировать ХС в клетки через апоВ, Е, 
Л П Н П - р е ц е п т о р ы . Кроме того, Л П В П , 
с о д е р ж а щ и е апоЕ, я в л я ю т с я основным 
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классом Л П в плазме крови новорож-
денных [40] . 

Большое количество апоЕ продуци-
руют макрофаги , которые секретируют 
белок независимо от ХС. АпоЕ досту-
пен для взаимодействия с Л П В П 1 эк-
с т р а ц е л л ю л я р н о й жидкости и участву-
ет в обратимом транспорте ХС [7] . 
Л П В П , с о д е р ж а щ и е апоЕ, могут быть 
образованы in v i t ro и являются основ-
ной формой Л П в периферической 
л и м ф е [34, 75] . В дополнение к воз-
можному участию апоЕ м а к р о ф а г о в в 
транспорте липидов в интерстициаль-
ной жидкости апоЕ, синтезируемый и 
секретируемый м а к р о ф а г а м и , может 
функционировать как активатор им-
мунокомпетентных клеток. Во время 
стимуляции м а к р о ф а г о в эндотоксином 
продукция апоЕ была снижена [88] 
по сравнению с таковой интактных 
клеток. На плазматической мембране 
лимфоцитов показано присутствие им-
мунорегуляториых рецепторов. Связы-
вание апоЕ с этими рецепторами обес-
печивает устойчивость лимфоцитов к 
митогенной стимуляции. Очевидно, свя-
зывание Л П рецепторами ингибирует 
ранние стадии т р а н с ф о р м а ц и и клеток, 
а именно поглощение ими Са 2 + , об-
новление фосфатидилинозитола и ме-
таболизм цАМФ. Не исключена опре-
деленная роль апоЕ и в регуляции им-
мунологического ответа организма . 
Возможно , что при исследовании ме-
таболического и иммупорегуляторного 
действия апоЕ будет объяснено взаи-
моотношение м е ж д у активацией им-
мунного ответа организма и развитием 
Г Л П . Исследование апоЕ и апоВ пред-
ставляется актуальной областью липи-
дологии и на этом пути мы вправе 
о ж и д а т ь появления новых данных. 
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М Е Д Ь С О Д Е Р Ж А Щ И Е Л М И Н О К С И Д Л З Ы К Р О В Е Н О С Н Ы Х 
СОСУДОВ ( О б з о р ) 

Институт биохимии АН Армянской ССР, Ереван 

Д е ф и ц и т меди у высших животных 
о т р а ж а е т с я на функционировании мно-
гих систем организма , при этом наибо-
лее уязвимыми я в л я ю т с я легкие, ко-
сти, нервная и сердечно-сосудистая си-
стемы. Так, при недостатке меди наб-
людается утоньчение стенок кровенос-
ных сосудов, что может привести к 
спонтанному р а з р ы в у крупных арте-
рий. Оказалось , что такой исход свя-
зан с изменением строения эластина -
основного структурного белка сосудов. 
Своеобразные механические свойства 
э л а с т и н а и других коллагеновых бел-
ков обеспечиваются наличием опреде-
ленного числа внутри- и межмолеку-
лярных поперечных ковалентных сши-
вок [1] . В молекуле нормального эла-
стина на 1000 аминокислотных остат-
ков приходится в среднем 16 попереч-
ных сшивок [2] . От числа ковалент-
ных сшивок зависят механические 
свойства кровеносных сосудов — высо-
кая прочность при высокой эластич-
ности. Увеличение числа сшивок до 
величии, п р е в ы ш а ю щ и х норму, приво-
д и т к повышению хрупкости сосудов, 
сокращение их числа — к увеличению 
«текучестЬ». Н а ч а л ь н ы м звеном обра-
з о в а н и я поперечных сшивок является 
ферментативный процесс, в ходе кото-
рого из лизильных и оксилизильных 
остатков полипептидных цепей колла-
геновых белков путем окислительного 
д е з а м и н и р о в а н и я синтезируются у-по-
луальдегиды а - аминоадипиновой кис-
лоты — аллизин и оксиаллизин . Ка-
т а л и з и р у е м а я ферментом реакция про-
т е к а е т по следующей схеме: 

лизин 4- 0 2 + Н 2 0 —>- аллизин + Н 2 0 2 + Н 3 . 

А л ь д е г и д н а я группа аллизина д а л е е 
взаимодействует неферментативно с 
2 - а м и н о г р у п п а м и эластина , приводя к 
о б р а з о в а н и ю ш и ф ф о в ы х оснований по-

перечных сшивок. О б р а з о в а н и е попе-
речных сшивок совершенно необходи-
мо д л я нормального биосинтеза этих 
структурных белков. Существование 
фермента , участвующего в образова -
нии таких связей, было предсказано на 
основании опытов по ингибированию 
их биосинтеза так н а з ы в а е м ы м и «ла-
тирогенными агентами», а т а к ж е по 
изучению влияния дефицита меди на 
экспериментальных животных. П о з ж е 
было показано , что латирогеиные сое-
динения и дефицит меди направленно 
действуют через одну мишень — фер-
мент лизилоксидазу . У ж е давно было 
замечено, что с к а р м л и в а н и е растущим 
крысам сладкого горошка ( d a t h y r u s 
o d o r a t u s ) приводит к различным де-
ф е к т а м соединительной ткани [3] . Хи-
мический аналог активного начала 
L. odo ra tu s , о к а з ы в а ю щ и й латирогеи-
иое действие, представляет собой 
p-аминопропионитрил. В настоящее вре-
мя он применяется при изучении экс-
периментального латиризм'а — модели 
патологических изменений соедини-
тельной ткани. К а к у ж е указывалось , 
такие ж е д е ф е к т ы имеют мебто при не-
достатке в организме меди. Ингиби-
рующее влияние дефицита меди на об-
разование поперечных сшивок с само-
го н а ч а л а позволило предположить , 
что фермент, ответственный за образо-
вание этих сшивок, является медьсо-
д е р ж а щ и м или медьзависимым. Дей-
ствительно, целенаправленный поиск 
привел к о б н а р у ж е н и ю в 1968 г. фер-
мента, к а т а л и з и р у ю щ е г о образование 
ковалентных сшивок, так называемой 
«лизилоксидазы» [4] . К а к оказалось , 

этот фермент специфически ингибирует-
ся латирогенными соединениями, необ-
ратимо и неконкурентно связывающи-
мися с ферментом, блокируя его ката -
литический центр. Как видно из при-
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веденного выше уравнения , реакция , 
к а т а л и з и р у е м а я этим ф е р м е н т о м , п р е д -
ставляет собой окислительное дезами-
нирование лизильных остатков. Таким 
образом, по типу осуществляемой ре-
акции и продуктам реакции (альде-
гид, перекись водорода, а м м и а к ) ли-
з и л о а к с и д а з а является аминоксидазой . 
Этот фермент действует на лизильные 
остатки, входящие в состав пептидов, 
но не на свободный лизин. 

Хорошо известно, что аминоксида-
зы в зависимости от их субстратной 
специфичности, отношения к ингиби-
торам, субклеточной л о к а л и з а ц и и и 
природы к о ф а к т о р а могут быть под-
разделены на 2 основные группы: 
флавиновые ферменты, которые обыч-
но имеют митохондриальную локали-
зацию [5—7] , и м е д ь с о д е р ж а щ и е амин-
оксидазы. Последние обычно имеют 
внемитохондриальную л о к а л и з а ц и ю , 
окисляют м о н о а л к и л а м и н ы с длинной 
цепью, ди- и полиамины, а т а к ж е ис-
кусственный субстрат — беизиламин. 
Ферменты такого типа широко распро-
странены в природе. Так, за последние 
годы они были выделены из растений, 
микроорганизмов и различных живот-
ных тканей [8—10] . К этой группе 
аминоксидаз относится, в частности, и 
лизилоксидаза . Основным отличием 
л и з и л о к с и д а з ы от других медьсодер-
ж а щ и х аминоксидаз является ее не-
обычная субстратная специфичность. 
Ни один из вышеперечисленных ами-
нов этим ферментом не окисляется . 
С другой стороны, ни одна аминокси-
д а з а , кроме фермента из плаценты че-
ловека , не окисляет субстратов лизил-
оксидазы — л и з и л ь н ы х и оксилизиль-
ных остатков в полипептидных цепях 
коллагеновых белков [11] . Остальные 
свойства л и з и л о к с и д а з ы вполне кор-
релируют со свойствами других медь-
соде р ж а щ и х а миноксидаз . 

Иммунофлюоресцентными методами 
было показано , что лизилоксидаза име-
ет внеклеточную л о к а л и з а ц и ю [12] . 
При в ы р а щ и в а н и и фибробластов в 
культуре установлено, что примерно 
90 % лизилоксидазной активности об-
н а р у ж и в а е т с я в среде. Л и з и л о к с и д а з а 
после выделения ее из аорты [4] бы-
ла получена в очищенном виде из раз-
личных соединительных тканей живот-
ных и человека: кожи, сухожилий, хря-
щей, костей, мышц и легких [13—15] . 
Высокоочищенная л и з и л о к с и д а з а из 
аорты цыплят содержит 0,14 % меди — 

максимальное значение, встречающе-
еся у м е д ь с о д е р ж а щ и х аминоксидаз . 
М и н и м а л ь н а я м о л е к у л я р н а я масса это-
го фермента составляет 45—46 к Д . Ме-
тодом Э П Р показано , что лизилокси-
д а з а из аорты быка имеет сигнал Э П Р 
двухвалентной меди типа II, х а р а к -
терный д л я так н а з ы в а е м ы х «несиних» 
м е д ь с о д е р ж а щ и х оксидаз [16] . Выска-
зано предположение , что медь необхо-
дима лизилоксидазе не только в каче-
стве кофактора , но и д л я синтеза 
фермента de noclo в системах in vivo. 
Действительно , добавление меди к. 
э к с т р а к т а м ткани цыплят , выросших 
на диете с недостаточным количеством 
меди, не восстанавливает активности. 
Это свидетельствует о том, что при де-
фиците меди апофермент лизилоксида-
зы не синтезируется . Таким образом , 
к а к и д л я других м е д ь с о д е р ж а щ и х 
ферментов, наличие меди является 
предпосылкой, необходимой д л я синте-
за л и з и л о к с и д а з ы de novo. Л и з и л о к -
сидаза , подобно большинству медьсо-
д е р ж а щ и х аминоксидаз , содержит так-
ж е органическую простетическую груп-
пу, чувствительную к реагентам на 
карбонильные группы (предположи-
тельно, п и р и д о к с а л ь ф о с ф а т ) . Экспери-
менты с аортами цыплят и лизилокси-
дазой, полученной из аорты быка , под-
твердили, что карбонильные реагенты,, 
такие , как фенилгидразин , изониазид, 
гидроксиламин, в микромолярных кон-
центрациях ингибируют активность ли-
з и л о к с и д а з ы [17] . Активность фермен-
та ингибируется т а к ж е д и а м и н а м и : 
путресцином и гистамином. Косвенным 
д о к а з а т е л ь с т в о м того, что простетиче-
ской группой л и з и л о к с и д а з ы с л у ж и т 
пиридоксальфосфат , является модель-
ная система, состоящая из меди и пи-
ридоксаля , к а т а л и з и р у ю щ а я ^ о б р а з о в а -
ние аллизииа и о к с и а л л и з и н а из ли-
зильных и о кс и л из и льи ы х остатков в 
системе in v i t ro [18] . 

Определение минимальной молеку-
лярной массы фермента , необходимой 
для проявления каталитической ак-
тивности, осложнено тем обстоятель-
ством, что лизилоксидаза склонна об-
р а з о в ы в а т ь агрегаты с молекулярной 
массой 1000 к Д и выше. Причины этой 
склонности не установлено. О д н а к о не 
исключено, что значительную роль в 
этом процессе могут играть тиоловые 
группы. Так , определение аминокис-
лотного состава белка показало , что 
на 1000 аминокислотных остатков при-
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ходится 30 остатков цистеина. И хотя 
число свободных SH-групп, приходя-
щееся на молекулу фермента , еще 
нельзя считать окончательно установ-
ленным, показано , что тиол-дисульфид-
ный обмен существенно влияет на ак-
тивность фермента . Так, дитиотреитол 
иигибирует активность, а дисульфиды 
частично ее восстанавливают . Темпе-
ратурный оптимум: активности лизил-
оксидазы из аорты цыплят довольно 
высок (52 °С) , фермент не теряет ак-
тивности д а ж е при 80 °С. Столь высо-
кие значения температурного оптиму-
ма и температуры инактивации свиде-
тельствуют о наличии четвертичной 
структуры, стабилизированной кова-
лентными, возможно, дисульфидными, 
связями . 

Таким образом, по типу фермента-
тивной реакции, природе кофакторов и 
взаимодействию с ингибиторами ли-
з и л о к с и д а з а является специфической 
аминоксидазой , х а р а к т е р и з у ю щ е й с я 
широким распространением в живот-
ных тканях и рядом необычных 
свойств. Ее роль в т к а н я х состоит в 
обеспечении нормальной эластичности, 
а нарушения ее активности приводят 
к т я ж е л ы м последствиям для организ-
ма. Так, генетические нарушения нор-
мального созревания коллагеновых и 
эластиповьтх волокон н а б л ю д а ю т с я у 
пациентов с синдромами Элерса — 
Д а и л о с а , М а р ф а н а , при аневризме 
аорты, синдроме Менке и др. [19, 20] . 
В частности, при синдроме Менке медь, 
поступающая в организм, з а д е р ж и в а -
ется в слизистой оболочке кишечника , 
что приводит к значительному умень-
шению ее всасывания . Следствием не-
достатка меди в т к а н я х является уве-
личению с о д е р ж а н и я растворимых кол-
лагеновых белков, что приводит к 
р а з р ы в у внутренней эластиновой про-
слойки аорты. В культуре фибробла -
стов, полученных у пациентов с синд-
ромом Элерса — Д а и л о с а , лизилокси-
д а з и а я активность составляет только 
1 5 % от контроля [21] . Н е с м о т р я на 
то что при ряде патологий непосред-
ственного изменения активности лизил-
оксидазы не показано, ряд фактов 
неопровержимо свидетельствует о том, 
что именно недостаточная деятель-
ность этого фермента ответственна за 
развитие патологического процесса . 
Так , экспериментальный л а т и р и з м , п р и 
котором необратимым неконкурентным 
способом ингибируется активность ли-

зилоксидазы, или с о д е р ж а н и е экспе-
риментальных животных на диете с 
недостаточным количеством пиридок-
саля приводят к одинаковым симпто-
мам, х а р а к т е р и з у ю щ и м необратимые 
изменения соединительной ткани. 
С другой стороны, дефицит меди (ге-
нетический или а л и м е н т а р н ы й ) вызы-
вает аналогичные нарушения в строе-
нии и функционировании кровеносных 
сосудов. Изучение лизилоксидазы , ме-
х а н и з м а о б р а з о в а н и я внутри- и меж-
молекулярных поперечных сшивок кол-
лагеновых белков, нормального созре-
вания волокнистых структур соедини-
тельной ткани привлекает внимание не 
только в связи с поисками новых под-
ходов к терапии различных заболева -
ний, в основе которых л е ж а т дефекты 
соединительной ткани, но т а к ж е при 
терапии воспалительных процессов, 
р е в м а т и з м а и для з а ж и в л е н и я ран. 

П о мим о специфических ингибито-
ров — латирогенных агентов, лизилок-
сидаза ингибируется т а к ж е рядом 
аминов, в частности гистамином. По-
этому некоторые исследователи з а д а -
ются вопросом: не объясняется ли об-
щеизвестное значение гистамииа в вос-
палительных процессах тем, что он 
препятствует о б р а з о в а н и ю поперечных 
сшивок в коллагеноподобных белках 
[22] . С другой стороны, ингибирование 
л и з и л о к с и д а з ы латирогенными агента-
ми при з а ж и в л е н и и ран может служить 
э ф ф е к т и в н ы м подходом д л я предуп-
реждения о б р а з о в а н и я рубцов и из-
лишних складок соединительной тка-
ни. Эксперименты по использованию 
латирогенов приводятся т а к ж е д л я 
предотвращения фиброзов [23] . Мно-
гие латирогены выступают к а к аитиги-
пертензивиые агенты. П о к а з а н о , что 
возрастание лизилоксидазной активно-
сти н а б л ю д а е т с я в сосудах гипертен-
зивных крыс; следовательно, при этом 
имеет место увеличение числа попе-
речных сшивок в коллагеноподобных 
белках [24] . Продемонстрировано 
сильное ингибирующее действие гипо-
тензивных средств типа г и д р а л а з и и а 
на активность м е д ь с о д е р ж а щ и х амин-
оксидаз , в ч а ст 11 ост и л и з и л о кс и д а з ы. 
В ы с к а з а н о предположение , что именно 
этот механизм ингибирования л е ж и т в 
основе действия упомянутых лекарст-
венных препаратов . 

Кроме лизилоксидазы , в кровенос-
ных сосудах была о б н а р у ж е н а и дру-
гая м е д ь с о д е р ж а щ а я амииоксидаза . 
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В 1971 г. в аорте быка был о б н а р у ж е н 
растворимый фермент, окисляющий ал-
киламины с длинной цепыо: бензил-
амин, спермин и спермидин [25] . По-
казано , что утраченная под влиянием 
хелаторов активность этой аминокси-
д а з ы восстанавливается при добавле-
нии двухвалентных ионов меди. Опи-
санный фермент не был гомогенен и 
имел сравнительно низкую д л я амин-
оксидаз активность. В дальнейших ра-
ботах [26—28] было показано , что бен-
зил аминоксидазная активность обна-
р у ж и в а е т с я т а к ж е в сосудах печени, 
почечной артерии, крупных сосудах 
мозга. Сообщалось т а к ж е о двух ти-
пах беизиламиноксидазы из аорты 
свиньи [29] , причем один фермент 
имел свойства, аналогичные ферменту 
из п л а з м ы крови, тогда как свойства 
Другой беизиламиноксидазы значи-
тельно отличались от таковых амиио-
ксидазы из плазмы. Хорошо известно, 
что бензил амииоксидазной актив-
ностью, кроме м е д ь с о д е р ж а щ и х ами-
ноксидаз , о б л а д а е т т а к ж е В-форма 
флавиновых моноаминоксидаз (МАО) 
[30] . Субстратами этой формы М А О 
н а р я д у с другими аминами с л у ж а т 
т а к ж е (3-фенилэтиламин и бензиламии, 
причем в ряде случаев показано , что 
д л я В-формы М А О бензиламии явля-
ется более предпочтительным субстра-
том, т. е. о б л а д а е т большим сродст-
вом к ферменту, чем |3-фенилэтиламин. 
Производные бензиламина в низ-
ких концентрациях о б н а р у ж е н ы в тка-
нях, хотя их физиологическое значе-
ние остается неизвестным. Р а з л и ч и т ь 
активность флавиновых и медьсодер-
ж а щ и х ферментов по отношению к 
бензил а мину можно по типу ингибиро-
вания . В частности, бензиламинокси-
д а з н а я активность В-формы М А О ин-
гибируется депренилом (4• Ю - 7 М ) . 

В исследованиях на стенках сосудов 
и других видах соединительной ткани 
свойства м е д ь с о д е р ж а щ и х аминокси-
д а з часто сравнивают с таковыми амин-
оксидазой плазмы, описанной ранее 
[3] . Более того, в некоторых работах 
обсуждается возможность того, что 
фермент п л а з м ы является продуктом 
д е г р а д а ц и и аминоксидаз сосудов или 
секреции клетками соединительной тка-
ни [32] . О д н а к о различить медьсодер-
ж а щ и е беизиламиноксидазы сосудов с 
целыо окончательного д о к а з а т е л ь с т в а 
их взаимосвязи с п л а з м е н н ы м фермен-
том значительно сложнее , поскольку в 

крупных, не тщательно отмытых сосу-
дах может с о д е р ж а т ь с я примесь плаз-
менного фермента , включенного в тол-
щу стенки сосудов. С другой стороны, 
д л я этого фермента х а р а к т е р н о т а к ж е 
образование олигомеров, свойства ко-

торых могут значительно отличаться от 
исходной «мономерной» формы. Так, в 
ряде работ [33, 34] п о к а з а н о наличие 
в крупных и мелких сосудах медьсо-
д е р ж а щ е й амииоксидазы с молекуляр-
ной массой около 1000 кД . П о к а з а н о , 
что фермент состоит из 24 идентичных 
субъединиц с молекулярной массой 
70 к Д , из которых к а ж д а я содержит 
1 атом двухвалентной меди. П о к а з а -
но, что аминоксидаза из аорты в от-
личие от м е д ь с о д е р ж а щ е й амииоксида-
зы п л а з м ы не имеет углеводных ком-
понентов или липидов. Установлено, 
что медь, в х о д я щ а я в состав активно-
го центра, имеет сигнал Э П Р , прису-
щий меди типа II. К а к оказалось , сиг-
нал, х а р а к т е р и з у ю щ и й о к р у ж е н и е свя-
з ы в а ю щ е г о медь центра ф е р м е н т а , 
очень чувствителен к изменениям рН„ 
причем изменения окружения меди 
тесно коррелируют с таковыми фер-
ментативной активности. 

Изучение субстратной специфично-
сти показало , что, кроме искусствен-
ного субстрата и бензиламина , к кото-
рому фермент имеет высокое сродство, 
среди целого ряда исследованных ами-
нов (моно-, ди-, полиамины) эта амйн-
оксидаза с высокой скоростью деза -
минирует только полиамииы: спермин 
и спермидин. Высокие концентрации 
субстрата ингибируют эту аминокси-
дазу . Выявлен широкий ряд соедине-
ний, я в л я ю щ и х с я ингибиторами медь-
с о д е р ж а щ е й амииоксидазы из аорты. 
К ним относятся п р е ж д е всего хела-
торы меди с ра зличными функциональ-
ными группами (а , а ' - д и п и р и д и л , 
Э Д Т А , д и э т и л д и т и о к а р б а м а т ) , неорга-
нические анионы с высоким сродством 
к меди (азид, ц и а н и д ) , тиоловые реа-
генты, поскольку, к а к оказалось , медь-
с о д е р ж а щ а я а м и н о к с и д а з а из аорты 
является типичным тиоловым фермен-
том. Отмечено сравнительное низкое 
с о д е р ж а н и е ароматических аминокис-
лот в этом ферменте . К а к олигомер-
иая , т а к и мономерная формы фермен-
та о б л а д а ю т одинаковой ферментатив-
ной активностью. Сравнение свойств 
м е д ь с о д е р ж а щ е й амииоксидазы из со-
судов (аорта , к а п и л л я р ы мозга) с 
аминоксидазой п л а з м ы выявило опре-
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деленные различия . В сосудах, т а к ж е 
к а к и в плазме , имеется природный 
белковый ингибитор м е д ь с о д е р ж а щ е й 
амииоксидазы. Показано , что этот бе-
лок из сосудов содержит гем, тогда 
к а к свойства ингибитора беизиламин-
оксидазы п л а з м ы практически не изу-
чены. Если принять во внимание то 
обстоятельство, что бензиламии, его 
аналоги и метаболиты (за редким ис-
ключением) не являются физиологиче-
скими соединениями [35] , в то время 
к а к полиамииы широко распростране-
ны во всех организмах , а т а к ж е тот 
факт , что р а с с м а т р и в а е м ы й фермент 
имеет высокое сродство к этим субст-
р а т а м и окисляет их со скоростью, при-
мерно равной окислению бензиламина , 
то становится очевидным, что его сле-
дует р а с с м а т р и в а т ь к а к медьсодержа-
щую аминоксидазу , окисляющую по-
лиамииы. Хорошо известно, что поли-
амины выступают к а к ф а к т о р ы роста 
клеток, обеспечивают их дифференци-
ровку, переключение клеток с одной 
ф а з ы клеточного цикла на другую 
[36] . Поэтому поступление полиами-
нов в избыточном количестве к неак-
тивно регенерирующим клеткам, ка-
кими являются клетки мозга , весьма 
нежелательно . Именно эту функцию 
о г р а ж д е н и я мозга от высоких концен-
траций полиаминов, вероятно, несет 
аминоксидаза мозга . Таким образом, 
одна из функций м е д ь с о д е р ж а щ и х 
аминоксидаз мелких сосудов (напри-
мер, таких, как к а п и л л я р ы мозга) со-
стоит в з а щ и т е тканей мозга от попа-
д а н и я в них избыточных количеств по-
лиаминов . 

Повышение уровня алифатических 
полиаминов, с л у ж а щ и х субстратами 
м е д ь с о д е р ж а щ е й амииоксидазы из 
кровеносных сосудов, является универ-
сальным ответом организма на разви-
тие практически любых патологиче-
ских процессов. Так , показано , что при 
малигнизации тканей, различных ин-
фекционных заболеваниях , ожогах , от-
равлениях химическими веществами, 
гепатэктомии, переливании крови име-
ет место резкое, но кратковременное 
повышение концентрации полиаминов, 
п р е в ы ш а ю щ е е норму нередко в не-
сколько сотен раз [37—39] . Повыше-
ние уровня полиаминов т а к ж е пред-
шествует активации всех пролифера-
тивиых процессов. Установлено, что 
быстрорастущие клетки с о д е р ж а т бо-
лее высокие концентрации полиаминов, 

чем м е д л е н и о р а с т у щ и е. И м е н н о эти 
д а н н ы е л е ж а т в основе подхода, кото-
рый намечается в настоящее время 
д л я терапии онкологических заболе-
ваний, — путем снижения концентра-
ции полиаминов за счет введения их. 
антиметаболитов , ингибиторов фер-
ментов их синтеза и активаторов фер-
ментов их р а с п а д а [40] . С другой сто-
роны, полиамины выступают к а к ро-
стовые факторы для нормально мета-
болизирующих клеток. Поэтому чрез-
вычайно в а ж н о р а с п о л а г а т ь ' в о з м о ж -
ностью регуляции уровня полиаминов : 
с н и ж а т ь его д л я остановки роста зло -
качественных новообразований и по-
в ы ш а т ь в тех случаях , когда необхо-
димо стимулировать нормальные ро-
стовые процессы. 

С о д е р ж а н и е полиаминов в к л е т к а х 
определяется соотношением активно-
сти ферментов двух типов — декар-
боксилаз аминокислот, к а т а л и з и р у ю -
щих их биосинтез, и аминоксидаз , осу-
ществляющих их деградацию. Д е к а р -
боксилазы, я в л я я с ь тиоловыми фер-
ментами, ингибируются у ж е следовыми 
количествами меди. В то ж е время: 
увеличение уровня меди приводит к 
увеличению активности оксидаз поли-
аминов, которые я в л я ю т с я типичными 
м е д ь с о д е р ж а щ и м и ферментами . Поэто-
му понятно, что обеспеченность орга-
низма медыо непосредственно влияет 
на концентрацию полиаминов в клет-
ках. При низком с о д е р ж а н и и меди 
имеют место, с одной стороны, высокая 
активность д е к а р б о к с и л а з аминокис-
лот, с другой — низкая активность-
аминоксидаз . Следовательно , при низ-
ком уровне меди д о л ж е н быть высо-
ким уровень полиаминов в клетке . 
И, наоборот, высокий уровень меди 
приводит к ингибированию декарбо-
ксилаз и активации аминоксидаз . След-
ствием этого является понижение ста-
ционарного уровня полиамииов . 

И з этих фактов м о ж н о заключить, , 
что в ситуациях, когда ж е л а т е л ь н о 
снизить уровень полиаминов (напри-
мер, д л я остановки роста раковых, 
клеток ) , это может быть достигнуто ,в . 
частности, увеличением с о д е р ж а н и я 
меди в диете. Наоборот , если необхо-
димо увеличить концентрацию поли-
аминов (например, для ускорения ро-
ста нормальных клеток и т к а н е й ) , же-
лательно снизить с о д е р ж а н и е меди в 
диете. 

Таким образом, обеспеченность ор-
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г а н и з м а м е д ы о я в л я е т с я о д н и м и з 
в а ж н е й ш и х п о к а з а т е л е й , о п р е д е л я ю -
щ и х н о р м а л ь н о е ф о р м и р о в а н и е с о е д и -
н и т е л ь н о й т к а н и (в ч а с т н о с т и , к р о в е -
н о с н ы х с о с у д о в ) , а т а к ж е р е г у л я ц и ю 
к л е т о ч н о г о р о с т а . Д а л ь н е й ш е е и з у ч е -
н и е с в о й с т в м е д ь с о д е р ж а щ и х а м и н -
о к с и д а з с о с у д о в п о з в о л и т о б н а р у ж и т ь 
с п е ц и ф и ч е с к и е и н г и б и т о р ы и а к т и в а -
т о р ы э т и х ф е р м е н т о в . Э т и с о е д и н е н и я , 
а т а к ж е ф а к т о р ы , в л и я ю щ и е н а о б е с -
п е ч е н н о с т ь о р г а н и з м а м е д ы о , м о г у т 
с о с т а в и т ь п р и н ц и п и а л ь н о н о в ы й а р с е -
н а л с р е д с т в , п о з в о л я ю щ и х р е г у л и р о -
в а т ь р а с с м о т р е н н ы е в ы ш е ф и з и о л о г и -
ч е с к и е ф у н к ц и и и о к а з ы в а ю щ и х т е р а -
п е в т и ч е с к и й э ф ф е к т п р и м н о г и х п а т о -
л о г и ч е с к и х п р о ц е с с а х . 
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COPPER-CONTAINING AMINE OXIDASES OF 
BLOOD VESSELS 

Z. B. Me grab у an, R. M. Nalbandyan 
Institute of Biochemistry, Academy of Sciences 

of the Armenian SSR, Yerevan 
Modern data on types, physico-chemical pro-

perties, physiological role of copper-containing 
amine oxidases of blood vessels are reviewed. 
Properties of lysyl oxidase — specific copper-
containing amine oxidase — are described. Im-
portance of the enzyme for normal functions of 
connective tissue as well as alterations in the 
enzymatic activity under various pathological 
conditions are discussed. At the same time, pro-
perties and physiological functions of another 
copper-containing amine oxidase of blood ves-
sels, which uses polyarnines as substrate, are con-
sidered. Effect of the copper levels on content 
of polyarnines in body is discussed. 
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О. К. Кульчицкий 

В Л И Я Н И Е ГЕПАТЭКТОМИИ НА АДЕН ИЛАТЦИ KJ1АЗНУЮ 
СИСТЕМУ ПЕЧЕНИ КРЫС РАЗНОГО ВОЗРАСТА 

Лаборатория биохимии Института геронтологии АМН СССР, Киев 

Известно, что ц и к л а з н а я система 
играет в а ж н у ю роль в регуляции про-
лиферативиых процессов [2, 7] . В мно-
гочисленных экспериметальных иссле-
дованиях установлено, что изменения 
с о д е р ж а н и я и соотношения цикличе-
ских нуклеотидов о т р а ж а ю т с я на про-
цессах биосинтеза Д Н К , Р Н К , белка , 
клеточного деления. С другой сторо-
ны, известно, что именно эти процес-
сы претерпевают существенные изме-
нения при старении [6] . Исходя из 
этого, были изучены изменения аде-
пилатциклазной системы в условиях 
активации пролиферации, вызванной 
гепатэктомией. Эти исследования про-
ведены в период максимального сти-
мулирования синтеза Д Н К (фаза S) в 
регенерирующей печени крыс разного 
возраста . 

М е т о д и к а 

Опыты проводили па белых беспородных 
крысах двух возрастных групп: 6—8 мес 
(взрослые) и 26—28 мес (старые). Частичную 
гепатэктомию осуществляли удалением под 
эфирным наркозом 70 % массы печени. Резе-
цированную часть органа использовали в ка-
честве контроля. Оперированных крыс дека-
питировали через 22 ч (взрослые) и 27 ч 
(старые) и извлекали регенерирующую часть 
печени. Эти сроки соответствуют периоду мак-
симальной активации биосинтеза Д Н К У жи-
вотных обеих возрастных групп [5]. 

Содержание цАМФ определяли в ТХУ-
экстрактах предварительно замороженных в 
жидком азоте образцов тканей методом ра-
диокоикурситиого связывания [10] с помощью 
стандартных наборов фирмы «Amersham» 
(Англия). Для определения активности аде-
иилатциклазы использовали гомогснат ткани 
печени. Гомогенизацию проводили в гомоге-
низаторе типа Поттера в буфере, содержащем 
0,25 М глюкозу, 0,01 М MgCl2, 0,2 М трис-
НС1, рН 7,5. Среда инкубации для определе-
ния активности фермента общим объемом 
0,15 мл содержала 20 мМ трис-HCl рН 7,6 
(37 °С), 1 мМ АТФ, 5 мМ теофиллии, 5 мМ 
MgCl2, 20 мМ креатинфосфат, 1 мг/мл креа-
тинфосфокиназы. Реакцию начинали добавле-
нием 100 мкг белка гомогената и проводили 
15 мин при 37 °С. Реакцию останавливали 
помещением проб в кипящую водяную баню. 
Денатурированный белок удаляли центрифу-
гированием. Об активности аденилатциклазы 
судили по приросту цАМФ, который опреде-
ляли, как указано выше. Радиоактивность об-
разцов подсчитывали на сциитилляционном 
счетчике Mark-I l l . 

Адреналин (50 мкМ) и фтористый натрий 
(10 мМ) добавляли в среду инкубации. 

Содержание белка определяли ранее опи-
санным методом [13]. Результаты обрабаты-
вали методом вариационной статистики с при-
менением критерия Стыодента. 

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

Полученные данные свидетельству-
ют о наличии возрастных изменений в 
циклазиой системе. В условиях ге-
патэктомии н а б л ю д а е т с я снижение со-
д е р ж а н и я ц А М Ф па 27 % в печени 
взрослых животных в пересчете как 
на 1 г ткани, так и на 1 мг белка . 
У старых крыс подобных изменений 
не отмечено (см. рисунок) . Значитель-
ное влияние о к а з ы в а е т гепатэктомия и 
на активность а д е н и л а т ц и к л а з ы (см. 
т а б л и ц у ) . У взрослых животных про-
исходит снижение базальной активно-
сти фермента по сравнению с контро-
лем на 30 % • Поскольку это соответ-
ствует степени снижения уровня 
цАМФ, то м о ж н о полагать , что по-
следнее обусловлено уменьшением ба-
зальной активности а д е н и л а т ц и к л а з ы 
у взрослых животных. Следователь -
но, гепатэктомия приводит к измене-
ниям б а з а л ь н о й активности аденилат-
циклазы и с о д е р ж а н и я ц А М Ф л и ш ь 
у взрослых животных. Противополож-
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Влияние гепатэктомии на содержание цАМФ в 
печени крыс разного возраста. 

а — взрослые крысы; б — старые крысы; светлые 
столбики — контроль; заштрихованные — гепатэкто-

мия. 
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Влияние гепатэктомии на активность аденилатциклазы в печени крыс разного возраста (в пмоль 
цАМФ на 1 мг белка за 1 мин) 

Контроль Гепатэктомия 

Возраст 
б а з а л ь н а я + а д р е н а л и н 4- фтористый 

натрий базальный + а д р е н а л и н - f фтористый 
натрий 

Взрослые 
Старые 

14,84= 1,2 
12,8± 1,1 

20 ,8± 1,8 
24,0d=2,1 

27 ,1±2,2 
28 ,0±2 ,5 

9 ,7±0,8* 
12, lzfc 1,1 

18,7± 1,4 
17,6±1,6* 

24 ,3±2,0 
23,1 ± 2 , 1 

* Р < 0 , 0 5 по сравнению с контролем. 

ные изменения н а б л ю д а ю т с я при ис-
следовании адреналинстимулируемой 
активности фермента . Так, адреналин 
активирует последний у взрослых и 
старых крыс. Однако в этих условиях 
отмечается достоверное (на 27 %) сни-
жение степени активации аденилатцик-
л а з ы у старых животных. Необходимо 
отметить, что столь значительное сни-
жение обусловлено более высоким 
уровнем адреналинстимулируемой ак-
тивности у контрольных старых жи-
вотных по сравнению со взрослыми. 
Таким образом, в условиях пролифе-
рации, вызванной гепатэктомией, не 
удается о б н а р у ж и т ь возрастных раз-
личий в реакциях а д е н и л а т ц и к л а з ы 
на адреналин, свойственных иитакт-
ным животным. Не отмечается воз-
растных различий и во фторидстиму-
лируемой активности а д е н и л а т ц и к л а -
зы, изменения которой по направлен-
ности аналогичны таковым контроль-
ных животных. Следовательно , гепат-
эктомия приводит к разнонаправлен-
ным, в зависимости от возраста , изме-
нениям в базальной и адреналинсти-
мулируемой активности аденилатцик-
лазы . 

При обсуждении полученных данных 
необходимо учитывать, что направлен-
ность влияний ц А М Ф на процессы 
пролиферации в различные ф а з ы кле-
точного цикла неодинакова . В настоя-
щее время постулируется положение 
о том, что в фазах , предшествующих 
биосинтезу Д Н К и митозу, н а б л ю д а -
ется рост с о д е р ж а н и я цАМФ в клетке. 
Во время биосинтеза Д Н К и деления 
с од е ржание иуклеотида резко снижа-
ется [2, 3, 8, 12]. При этом к а к рост, 
т ак и снижение уровня ц А М Ф рас-
сматриваются в качестве возможного 
триггерного механизма вступления 
клетки в соответствующие ф а з ы кле-
точного деления. Имеются данные и о 
том, что рост с о д е р ж а н и я ц А М Ф при-

водит к ингибированию тимидинкипл-
зы и, следовательно, подавлению син-
теза Д Н К [9, 11]. Исходя из этих све-
дений, м о ж н о полагать , что снижение 
уровня цАМФ в фазе S у взрослых 
животных д о л ж н о спосрбствовать бо-
лее значительной активации биосинте-
за Д Н К . Отсутствие подобных измене-
ний в содержании ц А М Ф у старых 
крыс может лимитировать интенсив-
ность этого процесса. Подтверждением; 
этому я в л я ю т с я данные о меньшей ак-
тивации биосинтеза Д Н К у старых 
гепатэктомированных крыс по сравне-
нию со взрослыми [5] . П р е д с т а в л я е т 
интерес т а к ж е ф а к т снижения адрена-
линстимулируемой активности аде-
н и л а т ц и к л а з ы у старых гепатэктоми-
рованных крыс. Известно, что ка-
техоламины обеспечивают поддержа-
ние функций пролиферирующей пече-
ни [1] . Следовательно , снижение сти-
мулируемой активности фермента мо-
ж е т л и м и т и р о в а т ь восстановление 
функций этого органа после гепатэкто-
мии. Поскольку влияние катехолами-
иов па печень во многом обусловлено 
активацией процессов энергообразова-
ния, м о ж н о предположить , что «энер-
гетическая недостаточность», развива-
ю щ а я с я в этих условиях, будет огра-
ничивать функциональную активность 
пролиферирующей печени старых 
крыс. Действительно, имеются данные 
о значительном снижении уровня АТФ 
в регенерирующей печени старых крыс 
по сравнению со взрослыми [4] . 

Таким образом, на основании полу-
ченных данных можно полагать , что 
возрастные особенности регуляции 
синтеза Д Н К и функций регенерирую-
щей печени, вероятно, обусловлены 
изменениями регуляторных воздейст-
вий циклазиой системы, приводящими 
к снижению биосинтетических и энер-
гетических процессов. При этом выяв-
ленные изменения могут влиять на 
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процессы биосинтеза Д Н К как непо-
средственно, т ак и опосредованно че-
рез снижение их энергетической обес-
печенности. 
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EFFECT OF H E PATE С ТОМУ ON THE ADE-
NYLATE CYCLASE SYSTEM IN RATS OF 

DIFFERENT AGE 

О. K. Kul chit sky 

Institute of Gerontology, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Kiev 

Age-dependent differences were found in pat-
terns of rat liver adenylate cyclase system in 
response to hepatectomy-induced proliferation. 
After hepatectomia a decrease in basic activity 
of adenylate cyclase and in content of cAMP 
were observed only in adult animals. At the sa-
me time, the epinephrine-stimulatcd enzymatic 
activity was decreased in old hepatectomized 
rats as compared with intact, animals. These al-
terations in regulatory activity of the adenylate 
cyclase system appear to affect the intensity of 
DNA biosynthesis and the functional activity of 
regenerating liver tissue of old rats. 
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JI. С. Мхитарян 

И ОII TP A H С Г10 Р Т Н Л Я СИСТЕМА И НЕКОТОРЫЕ КОМПОНЕНТЫ 
СТРУКТУРЫ САРКОЛЕММЫ В УСЛОВИЯХ ОСТРОЙ ИШЕМИИ 

М И О К А Р Д А 

Лаборатория биохимии НИИ кардиологии им. акад. Н. Д. Стражеско, Киев 

В настоящее время убедительно до-
казано , что сила и длительность со-
к р а щ е н и я сердечной мышцы зависят 
не только от процессов энергообеспе-
чения, но во многом и от уровня 
ионов Са 2+ в сердечных клетках . Вме-
сте с тем известно, что ионный гомео-
стаз в клетках обусловлен состоянием 

функционированием различных 
мембранных систем и встроенных в них 
ионных насосов. Одной из этих систем, 
жизненно в а ж н ы х д л я клетки, являет-
ся н а р у ж н а я мембрана , или сарко-
л е м м а . Не подлежит сомнению огром-
ная роль с а р к о л е м м ы в электромеха-
ническом сопряжении, т. е. сопряже-
нии возбуждения с процессами сокра-
щ е н и я и расслабления , а т а к ж е в кон-
тролировании уровня Са 2+ в цитоплаз-
ме сердечных клеток [12, 14]. Благо-
д а р я барьерной функции, избиратель-
ной проницаемости этой мембраны 
д л я различных ионов и функциониро-

ванию в ней систем активного их 
транспорта п о д д е р ж и в а е т с я высокая 
концентрация К + и н и з к а я концентра-
ция Na+ и Са2+ в цитоплазме сердеч-
ных клеток по сравнению с содержа-
нием этих катионов в м е ж т к а н е в о й 
жидкости . 

Согласно современным представле-
ниям, в а ж н е й ш и м фактором в ионном 
контроле сокращения м и о к а р д а явля-
ется Са2+, связанный с поверхностью 
с а р к о л е м м ы . При этом к а к в связы-
вании ионов кальция , т а к и в кальцие-
вой проницаемости с а р к о л е м м ы в а ж -
ную роль придают мембранным фос-
фолипидам [13] . Н а р у ж н а я мембрана 
играет определенную роль т а к ж е в 
удалении избытка Са 2+ из цитоплаз-
мы в период диастолы. Выход каль-
ция из клеток м о ж е т осуществляться 
за счет энергии натриевого градиента 
через Na+, Са 2 + -обменный механизм, 
стехиометрия которого составляет 
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3 : 1 [ 7 ] , л и б о с п о м о щ ь ю к а л ь ц и е в о -
го н а с о с а — С а 2 + - з а в и с и м о й А Т Ф а з ы . 
О д н а к о в о п р о с о с у щ е с т в о в а н и и по-
с л е д н е й в с а р к о л е м м е с е р д е ч н ы х к л е -
т о к о с т а е т с я с п о р н ы м . 

П о с к о л ь к у с о к р а т и т е л ь н а я ф у н к ц и я 
м и о к а р д а з а в и с и т о т у р о в н я С а 2 + в 
ц и т о п л а з м е в п е р и о д в о з б у ж д е н и я , а 
с а р к о л е м м а о с у щ е с т в л я е т к о н т р о л ь з а 
п о с т у п л е н и е м э т и х и о н о в в к л е т к у , 
н а м п р е д с т а в л я л о с ь ц е л е с о о б р а з н ы м 
и з у ч и т ь н е к о т о р ы е п о к а з а т е л и ион-
т р а н с п о р т н о й с и с т е м ы с а р к о л е м м ы 
п р и о с т р о м н а р у ш е н и и к о р о н а р н о г о 
к р о в о о б р а щ е н и я с е р д ц а . У ч и т ы в а я 
р е ш а ю щ у ю р о л ь л и п и д н о г о о к р у ж е -
н и я в ф у н к ц и о н и р о в а н и и м е м б р а н н ы х 
ф е р м е н т о в , п р о ц е с с а х с в я з ы в а н и я и 
т р а н с п о р т а и о н о в С а 2 + , м ы и з у ч а л и 
т а к ж е н е к о т о р ы е к о м п о н е н т ы л и п и д -
н о й с т р у к т у р ы с а р к о л е м м ы в у с л о -
в и я х и ш е м и и м и о к а р д а . 

М е т о д и к а 

Экспериментальную острую коронарную не-
достаточность моделировали путем внутри-
венного введения кроликам породы шиншил-
ла вазопрессииа в дозе 0,2 Е на 1 кг массы 
тела. Животные находились под непрерывным 
электрокардиографическим контролем. Через 
3—5 мин от начала введения вазопрессииа на 
высоте его гемодинамнческого эффекта у нар-
котизированных животных (этаминал натрия, 
30 мг/кг) извлекали миокард, который после 
промывания струей охлажденного физиологи-
ческого раствора немедленно помещали в 
среду для выделения сарколеммы. Все про-
цедуры, связанные с получением гомогената 
и выделением мембран осуществляли при 
0 °С. Сарколемму получали методом диффе-
ренциального ультрацентрифугирования [15]. 
Среда выделения содержала 20 мМ трис-
НС1 и 2 мМ дитиотреитола (Т-Д-буфер 
рН 7,4). Качество и чистоту полученных мем-
бран оценивали электроино-микроскопически 
и по активности маркерных ферментов: Na, 
К-АТФазы и 5'-иуклеотидазы. Активность 
Na, К-АТФазы рассчитывали по разности 
между суммарной и Mg-зависимой АТФазной 
активностями. Суммарную АТФазную актив-
ность измеряли при 37°С в инкубационной 
среде (1 мл), содержащей 5 мМ MgCl2, 
140 мМ NaCI, ' 4 0 мМ KCI, 3 мМ АТФ и 
50 мМ трис-HCl рН 7,4. Активность Mg-
АТФазы определяли в тех же условиях в 
присутствии 0,25 мМ оуабаина. Реакцию за-
пускали внесением в реакционную смесь 
100 мкг белка мембран и проводили в тече-
ние 10 мин. При измерении активности 5'-нук-
лсотидазы инкубационная смесь содержала 
80 мМ трис-HCl (рН 7,5), 10 мМ M g S 0 4 и 
5 мМ АМФ. Количество исследуемого белка 
составило 100 мкг. Пробы инкубировали 
20 мин при 37 °С. Активность ферментов 
рассчитывали по приросту неорганического 
фосфата в инкубационной среде [17]. Коли-
чество белка в мембранной фракции опреде-
ляли по Лоури [16]. В липидных экстрак-

тах, полученных из мембран, определяли со-
держание холестерина [ И ] , фосфолипидов 
[6], жирных кислот [9]. Методом тонкослой-
ной хроматографии в силикагеле [4] опре-
деляли уровень лизофосфолипидов в сарколем-
ме. Са2 +-связывающую способность мембран 
определяли с использованием 45Са и техники 
миллипорового фильтрования [10]. Методом 
пламенной фотометрии [2] измеряли общее 
содержание ионов Са 2 + в сарколемме. Изуча-
ли также скорость Na-, Са2+-обмена в вези-
кулах мембран и пассивный транспорт каль-
ция по скорости его выхода из везикул. Эти 
исследования проводили с использованием 
описанного в литературе метода [5]. Для на-
грузки везикул натрием пробы белка 
(3 мг/мл) преинкубировали в течение 12 ч 
при 2°С в среде, содержащей 140 мМ NaCI 
и 20 мМ трис-HCl рН 7,4. Непосредственно 
перед опытом пробы нагревали в течение 
10 мин при 37 °С. Для изучения Na+-Ca 2 + -
обмеиа отбирали аликвоты по 20 мкл, раз-
водили их в среде, содержащей 50 мкм 
4бСаС12) 20 мМ трис-HCl (рН 7,4) и 140 мМ 
КС1. Через * различные интервалы времени 
процесс ионного обмена останавливали путем 
добавления в пробу 1 мл раствора, содержа-
щего' 280 мМ сахарозы и 0,5 мМ LaCl3. Про-
бы быстро фильтровали через миллипоровые 
фильтры (0,45 мк) и промывали 5 мл ука-
занного выше раствора для удаления поверх-
ностно-связанного кальция из везикул. После 
высушивания радиоактивность фильтров из-
меряли на жидкоентом сцинтилляциониом 
счетчике «Ультрабета 1210» (LKB). При изу-
чении пассивного транспорта кальция (по вы-
ходу 4Г)Са) везикулы нагружали кальцием в 
течение 12 ч при 2°С в среде, содержащей 
100 мкМ 45СаС12, 140 мМ KCI, 20 мМ трис-
HCl рН 7,4 с последующим прогреванием при 
37 °С в течение 10 мин. Выход ионов каль-
ция инициировали 30-кратным разбавлением 
аликвоты везикул сарколеммы, нагруженных 
45Са в инкубационной среде, содержащей 
20 мМ трис-HCl, 0,2 мМ ЭГТА и 140 мМ 
NaCI. Реакцию останавливали через разные 
промежутки времени и везикулы отмывали 
от поверхностно-связанного кальция. 

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

В ы д е л е н н ы е н а м и п р е п а р а т ы с а р к о -
л е м м ы о б л а д а л и д о с т а т о ч н о в ы с о к о й 
а к т и в н о с т ь ю N a , К - А Т Ф а з ы ( 5 , 1 5 r h 
± 0 , 5 3 м к м о л ь Ф„ з а 1 ч н а 1 м г б е л -
к а ) и 5 ' - н у к л е о т и д а з ы ( 2 , 7 3 d t 
± 0 , 3 0 м к м о л ь Ф и з а 1 ч н а 1 м г б е л -
к а ) . П р и э л е к т р о н н о - м и к р о с к о п и ч е -
с к о м и с с л е д о в а н и и п р е п а р а т ы в о с н о в -
н о м и м е л и в и д в е з и к у л . Н а в н у т р е н -
н е й с т о р о н е е д и н и ч н ы х в е з и к у л б ы л и 
в и д н ы о с т а т к и р а з м ы т о г о г л и к о к а л и к -
с а , ч т о у к а з ы в а е т на и х о б р а т н у ю 
о р и е н т а ц и ю . 

О с т р о е н а р у ш е н и е к о р о н а р н о г о к р о -
в о о б р а щ е н и я с о п р о в о ж д а е т с я с у щ е с т -
в е н н ы м и и з м е н е н и я м и в п о к а з а т е л я х , 
х а р а к т е р и з у ю щ и х п р о ц е с с ы о б м е н а и 
т р а н с п о р т а и о н о в в с а р к о л е м м е с е р -
д е ч н ы х к л е т о к ( с м . т а б л и ц у ) . А к т и в -

22 



Некоторые показатели ионтранснортной системы и липидной структуры сарколеммы при острой 
коронарной недостаточности 

У с л о в и я 
эксперимента 

га _ S 
g s « 
о ^ 
н о * 

iir ^ 2 
2 

' а 2 2 — * 

Связыва-
ние 46Са 

С о д е р ж а -
ние С а 2 + 

в мембра-
нах 

Холесте-
рин 

Фосфо-
липиды 

Л и з о ф о с ф о -
липиды Свободные 

жирные кис-
лоты мкг на 

1 мг белка 

У с л о в и я 
эксперимента 

га _ S 
g s « 
о ^ 
н о * 

iir ^ 2 
2 

' а 2 2 — * 
имоль и а 1 мг белка мкмоль на 1 мг белка 

Свободные 
жирные кис-
лоты мкг на 

1 мг белка 

К о н т р о л ь (24) 
О с т р а я ишемия (26) 

Р 
5,15±0,53 
3,34±0,62 

<0 ,01 

41 ,4±2 ,6 
48 ,0±3 ,2 

< 0 , 0 5 

10,2±0,69 
16,0±1,8 

< 0 , 0 5 

0,64±0.028 
0,70±0,038 

> 0 , 0 5 

1,20±0,057 
1,10±0,057 

> 0 , 0 5 

0,060± 0,003 
0.074±0,000 

< 0 , 0 5 

61,2±7,67 
74,9 ±2 ,10 

< 0 , 0 5 

П р и м е ч а н и е . В скобках — число о п р е д е л е н и й . 

ность Na, К - А Т Ф а з ы угнетается на 
3 5 % по сравнению с контролем. П р и 
этом 4 5 С а - с в я з ы в а ю щ а я способность 
везикул мембран умеренно повышает-
ся, соответственно увеличивается об-
щ е е с о д е р ж а н и е ионов Са2+ в мем-
б р а н а х . 

Р е з у л ь т а т ы изучения Na+-, Са 2 + -об-
мена и пассивного транспорта Са 2+ 
через с а р к о л е м м у приведены на рис. 1 
и 2. Скорость Na+-, Са 2 + -обмеиа при 
острой коронарной недостаточности 
снижается . Если в контрольных опы-
тах она с о с т а в л я л а в среднем 
11,24=0,98 нмоль на 1 мг белка в 
1 мин, то при ишемии — 7,8 ± 
i t 0 , 8 4 имоль на 1 мг белка в 1 мин 
( р < 0 , 0 1 ) . О т л и ч а л а с ь т а к ж е кинети-
ка выхода 4 5Са из везикул, предвари-
тельно нагруженных кальцием. Если в 
контрольных исследованиях 45 % о т 

исходного уровня кальция выходило 
к концу 1-й минуты, а остальное ко-
личество постепенно по мере уменьше-
ния градиента , то при острой ишемии 
основное количество ионов к а л ь ц и я 
(около 8 0 % ) выходило из мембран 
быстро — в течение 1 мин. 

Рис. 1. Na+-, Са2 +-обмен в везикулах сарко-
леммы миокарда. 

П о оси абсцисс —• продолжительность инкубации 
(в мин), по оси ординат — Ыа+-Са 2+-обмен (в нмоль 
Са 2 + ma 1 мг белка) . 1 — контроль, 2 — ишемия. 

И з у ч е н и е липидной структуры в этих 
условиях (см. таблицу) не выявило 
существенных изменений в общем со-
д е р ж а н и и двух основных классов ли-
пидов — холестерина и фосфолипидов 
в сарколемме . В то ж е время мы об-
н а р у ж и л и повышение с о д е р ж а н и я сво-
бодных ж и р н ы х кислот и ф р а к ц и и 
лизофосфолипидов соответственно на 
22 и 23 %. 

Таким образом, изучение ионтранс-
портной функции и тесно взаимосвя-
занной с ней липидной структуры сар-
колеммы при кратковременной ише-
мии миокарда выявило определенный 
комплекс изменений показателей , ха-
р а к т е р и з у ю щ и х эти процессы. Анали-
зируя полученные нами результаты, 
можно отметить, что угнетение Na, 
К-АТФазы, возможно, связано как с 
нарушениями процессов энергообеспе-
чения этого в а ж н о г о ионного насоса, 
так и изменениями его липидного 
окружения . Известно, что физиологи-
ческая роль липидной ф а з ы мембран-
ных структур з а к л ю ч а е т с я в создании 
окружения , обеспечивающего конфор-

/ 2 3 4 мин 

Рис. 2. Пассивный транспорт кальция (выход 
45Са2+) в везикулах сарколеммы миокарда. 

По оси абсцисс — время (в мин), но оси ординат — 
выход Са 2 + (в нмоль на 1 мг белка) . 
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мационную стабильность белков-фер-
ментов в мембране и, следовательно, 
эффективность работы ионных насо-
сов [3] . Со снижением активности Na, 
К - А Т Ф а з ы тесно связано и нарушение 
Na + - , Са 2 + -обменного механизма , обна-
руженного в наших исследованиях. 
Поскольку везикулы мембран в боль-
шинстве случаев были инвертированы, 
то при изучении Na+-, Са 2+-обмена сни-
жение скорости входа 45Са в везикулы 
расценивалось как снижение скорости 
выхода, высвобождения ионов С а 2 + из 
клетки через мембраны в условиях' 
целостного организма . Соответственно 
повышенная скорость выхода 4 5Са из 
везикул в условиях нашего экспери-
мента у к а з ы в а л а на усиленный вход 
этих ионов в клетку, что было непо-
средственно связано с повышением 
кальциевой проницаемости сарколем-
мы. В то ж е время необходимо отме-
тить, что сам процесс выделения и 
очистки везикул сарколеммы, возмож-
но, приводит к частичному поврежде-
нию этих мембран. В связи с этим 
нужно с должной осторожностью от-
носиться к экстраполяции данных, по-
лученных в эксперименте in vi tro, на 
целостный организм. Вместе с тем 
установленные нами изменения, оче-
видно, носят закономерный характер , 
на что у к а з ы в а е т высокая достовер-
ность различий м е ж д у контролем и 
острой коронарной недостаточностью. 

М е х а н и з м ы повышения с о д е р ж а н и я 
и связывания 4 5Са сарколеммой при 
кратковременной ишемии требуют 
дальнейшего изучения. Эти сдвиги, 
возможно , связаны с изменениями фи-
зических свойств мембран , в частности 
с изменением количества отрицатель-
но з а р я ж е н н ы х Са 2 н"-связывающих 
участок на поверхности мембраны при 
ишемии миокарда . 

П р и изучении липидной структуры 
с а р к о л е м м ы выявленные нами измене-
ния носили преимущественно качест-
венный х а р а к т е р . Так , уровень фосфо-
липидов имел только тенденцию к сни-
жению, однако накопление свободных 
ж и р н ы х кислот в этих условиях было 
более в ы р а ж е н н ы м . Это, очевидно, 
связано с активацией при ишемии 
гидролиза наиболее представленного в 
данной мембране класса фосфолипи-
дов — фосфатидилхолина , переходя-
щего в лизоформу. Н а это у к а з ы в а л о 
не только повышение уровня ж и р н ы х 
кислот, но и увеличение концентрации 

лизофосфолипидов . Согласно совре-
ме и и ым п р е д ста в л е и и ям, про н и ца -
емость мембран д л я воды, р а з л и ч н ы х 
ионов и других веществ во многом 
определяется их липидным составом 
[1] . Фосфолипидный и жирнокислот-
ный спектр мембран регулирует т а к ж е 
их проницаемость д л я кальция . Так , 
показано , что чем выше с о д е р ж а н и е 
лизофосфолипидов , тем больше каль -
циевая проницаемость мембран [8] . 
В условиях нашего эксперимента уве-
личение концентрации лизофосфолипи-
дов в сарколемме , возможно, способ-
ствует повышению проницаемости мем-
браны. д л я кальция и других катионов . 

В заключение необходимо отметить , 
что острое кратковременное н а р у ш е н и е 
коронарного кровообращения сопро-
в о ж д а е т с я существенными изменени-
ями в липидной структуре н а р у ж н о й 
мембраны, обусловливающими нару-
шение функции ионных насосов и по-
вышение проницаемости д л я ионов 
Са 2 + . Н а р у ш е н и е барьерной функции 
мембран и усиленный вход к а л ь ц и я в 
клетку, с одной стороны, и угнетение 
функции Na, К - А Т Ф а з ы и Na+-, Са2+-
обмена, с другой, могут л е ж а т ь в ос-
нове механизмов повышения концен-
трации ионов С а 2 + в цитоплазме сер-
дечных клеток, нарушений временных 
соотношений цикла сокращение — рас-
слабление . Кроме того, в ы я в л е н н ы е 
нами сдвиги в структуре и ионтранс-
портной системе с а р к о л е м м ы могут 
обусловить нарушения электромехани-
ческого сопряжения и изменения со-
кратительной функции миокарда при 
острой коронарной недостаточности. 
Согласно современным представлени-
ям, н е м а л о в а ж н у ю роль описанные 
изменения могут играть в м е х а н и з м а х 
нарушений генерации мембранного по-
тенциала и возникновений аритмий) 
при острой ишемии миокарда . 

Тесная в заимосвязь липидной струк-
туры, проницаемости и ионного транс-
порта через с а р к о л е м м у диктует необ-
ходимость поиска и р а з р а б о т к и путей 
коррекции изменений ионтранспортной 
функции этой мембраны с помощью 
мем бр ан о акти в н ых соединений, воздей-
ствующих именно на липидную ф а з у 
ее структуры. 
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THE SYSTEM OF ION TRANSPORT AND SO-
ME C O M P O N E N T S O F THE SARCOLEMMA 
STRUCTURE IN ACUTE ISCHEMIA OF MYO-

CARDIUM 

L. S. Mkhitarian 

Inst i tute of Cardiology, Kiev 

Ion t ranspor t properties and some compo-
nents of lipid s t ructure in myocardial sarcolem-
ma were studied under condit ions of short-term, 
acute ischemia simulated in rabbits by means 
of in t ravenous adminis t ra t ion of vasopressin at 
a dose of 0.2 U/kg. The acute coronary insuf-
ficiency was accompanied by distinct a l terat ions 
in the parameters specific for calcium metabolism 
and t ranspor t : activity of Na+, K + -ATPase and 
the rate of Na + -Ca 2 + turnover were decreased, 
while 4 5Ca-binding ability and content of C a 2 + 

were increased in the myocardial sarcolemma. 
Alterat ions in lipid structure, phospholipid com-
position of membranes and accumulation of free 
fa t ty acids appear to be responsible for the phe-
nomenon observed. The increased rate of calcium 
ions t ranspor t found may occur due to altera-
tions in the sarcolemma structure. 
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В. С. Якушев, E. В. Миронова, В. И. Курипка 

Б А Л А Н С К А Л Ь Ц И Я П Р И Н Е К Р О З Е М И О К А Р Д А И З Н А Ч Е Н И Е 

С Т Р Е С С А В Е Г О Н А Р У Ш Е Н И И 

Кафедра биохимии Запорожского медицинского института 

Р а н е е у с т а н о в л е н о , ч т о и н ф а р к т м и о -
к а р д а с о п р о в о ж д а е т с я и з м е н е н и е м с о -
с т о я н и я г о р м о н а л ь н ы х с и с т е м , р е г у л и -
р у ю щ и х о б м е н к а л ь ц и я , в ы р а ж а ю щ е м -
с я ч а с т ы м п о я в л е н и е м г и п о к а л ь ц и е -
м и и [2, 4 , 5, 8]. О д н а к о б а л а н с к а л ь -
ц и я и е г о в з а и м о с в я з ь с о с о б е н н о с т я -
м и г о р м о н а л ь н о й р е г у л я ц и и п р и н е -
к р о з е м и о к а р д а н е и з у ч а л и . В т о ж е 
в р е м я и з в е с т н о , ч т о ф о р м и р о в а н и ю н е -
к р о з а в м и о к а р д е н е р е д к о п р е д ш е с т в у -
е т в о з д е й с т в и е с и л ь н о г о п с и х о э м о ц и о -
н а л ь н о г о п е р е в о з б у ж д е н и я и л и с т р е с -
с а . П о с л е д н и й [9] в ы з ы в а е т о т р и ц а -
т е л ь н ы й к а л ь ц и е в ы й б а л а н с , и з м е н е -
н и е т р а н с п о р т а к а л ь ц и я и е г о а к к у м у -
л я ц и и в с у б к л е т о ч н ы х с т р у к т у р н ы х 
о р г а н о в , о с о б е н н о в с е р д ц е и м о з г е . 

Ц е л ь д а н н о й р а б о т ы — и з у ч е н и е б а -
л а н с а к а л ь ц и я п р и н е к р о з е м и о к а р д а 
и п р и е г о в о с п р о и з в е д е н и и п о с л е п е р е -

н е с е н н о г о с т р е с с а с п р и м е н е н и е м с п е -
ц и а л ь н о г о к и ш е ч н о г о м а р к е р а [15], с о -
п о с т а в л е н и е х а р а к т е р а б а л а н с а с о с о -
б е н н о с т я м и в н у т р и о р г а н н о г о п е р е р а с -
п р е д е л е н и я к а л ь ц и я п р и у к а з а н н ы х м о -
д е л я х , и с с л е д о в а н и е в з а и м о с в я з и в ы -
я в л е н н ы х и з м е н е н и й с о с о б е н н о с т я м и 
п р о д у к ц и и к о р т и к о с т е р о н а и к а л ь ц и -
т о н и н а . 

М е т о д и к а 

Работу проводили на 151 крысе Вистар 
с массой тела 130—160 г. Животных содер-
жали на стандартном комбикормовом рационе 
с добавлением премикса в течение 2 иед до 
проведения эксперимента и во время опыта. 
Животные были разделены на 4 группы: 
1-ю составили интактиые крысы, 2-ю — кры-
сы, у которых воспроизводили стресс [10J, 
3-ю — животные, у которых моделировали 
некроз миокарда перевязкой артерии обще-
принятым методом и исследовали на 2-е и 
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7-е сутки после начала опыта, 4-ю — крысы, 
у которых воспроизводили некроз миокарда 
после перенесенного стресса и исследовали 
в те же сроки, что и предыдущую группу 
животных. 

Развитие некроза оценивали по данным 
электрокардиографического и гистологиче-
ского исследований. Воспроизведение стресса 
контролировали по количеству язв желудка 
[10], изменениям в тимусе и надпочечниках. 

Объектами исследования явились сыворот-
ка крови, левый желудочек сердца (его со-
хранившийся отдел), печень, большие полу-
шария головного мозга, грудной отдел аорты, 
а также кал. 

В сыворотке крови содержание кальция 
определяли с помощью глиоксаль-бис-2 
(2-оксианила) («Lachema», ЧССР) . При изу-
чении органов и кала последние подвергали 
минерализации и обработке 2 н. НС1 [15]. 

Д л я определения баланса кальция крысам 
после суточного голодания вводили кармин, 
выполняющий роль маркера для сбора кала 
в течение 3 дней [15]. 

Полученные данные о содержании каль-
ция в исследованных объектах и его фекаль-
ная экскреция соответствовали данным других 
авторов [3, 6]. 

Содержание кортикостерона изучали флюо-
риметрически с применением «Specord М-40» 
( Г Д Р ) , кальцитонииа — радиоиммунохими-
чески с помощью наборов (RIA-mat Cal-
citonin II, ФРГ) и счетчика радиоактивности 
RAK-гамма (LKB, Швеция). 

Полученные данные подвергали статисти-
ческой обработке. 

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

У с т а н о в л е н о , ч т о р а з в и т и е н е к р о з а 
м и о к а р д а с о п р о в о ж д а е т с я д в у к р а т -
н ы м у в е л и ч е н и е м в ы в е д е н и я к а л ь ц и я 

Экскреция кальция у 
крыс при различных ва-
риантах воспроизведения 

некроза миокарда. 
/ — интактные животные; 
2 — некроз миокарда; 3 — 
некроз миокарда после 

/стресса. 

мг/сут 
Ю00 

750 

500 

250 

й 

nh 

[Ь 

с к а л о м п о с р а в н е н и ю с т а к о в ы м у и н -
т а к т н ы х ж и в о т н ы х . У к р ы с п р и в о с -
п р о и з в е д е н и и н е к р о з а м и о к а р д а п о с л е 
п е р е н е с е н н о г о с т р е с с а ф е к а л ь н а я э к с к -
р е ц и я к а л ь ц и я у в е л и ч и в а е т с я в 1,6 р а -
з а б о л ь ш е , ч е м у ж и в о т н ы х , у к о т о р ы х 
н е к р о з м и о к а р д а в о с п р о и з в о д и л с я б е з 
п р е д в а р и т е л ь н о г о в о з д е й с т в и я с т р е с -
с а ( с м . р и с у н о к ) . 

П о л у ч е н н ы е р е з у л ь т а т ы с в и д е т е л ь -
с т в у ю т о т о м , ч т о с а м н е к р о з м и о к а р д а 
я в л я е т с я в е д у щ е й п р и ч и н о й о т р и ц а -
т е л ь н о г о б а л а н с а к а л ь ц и я в о р г а н и з -
м е . П р и э т о м п р е д в а р и т е л ь н о п е р е н е -
с е н н ы й с т р е с с у с у г у б л я е т е г о с т е п е н ь , 
ч т о с у щ е с т в е н н о в л и я е т н а р а с п р е д е л е -
н и е к а л ь ц и я в к р о в и и о р г а н а х в у с л о -
в и я х п о с л е д у ю щ е г о ф о р м и р о в а н и я н е -
к р о з а в с е р д ц е . 

Р а з в и т и е к р у п н о о ч а г о в о г о т р а н с м у -
р а л ь н о г о н е к р о з а м и о к а р д а с о п р о в о ж -
д а е т с я г и п о к а л ь ц и е м и е й ( т а б л . 1 ) . П р и 
э т о м в с о х р а н и в ш е м с я о т д е л е л е в о г о 
ж е л у д о ч к а с е р д ц а с о д е р ж а н и е к а л ь -
ц и я н а 2 - е и 7 - е с у т к и п о с л е п е р е в я з к и 

Т а б л и ц а 1 

Содержание кальция в сыворотке крови и тканях крыс при различных вариантах воспроизведения 
некроза миокарда 

Объект исследования 
Интактные 
животные 

Некроз миокарда 

сутки после операции 

7-е 

Некроз м и о к а р д а + с т р е с с 

сутки после воспроизведения 
стресса 

2-е 7 - е 

Сыворотка кро-
ви, ммоль/л 

Сердце (левый 
желудочек), ммоль 
на 1 кг ткани 

Печень, ммоль 
на 1 кг ткани 

Полушария го-
ловного мозга, 
ммоль на 1 кг тка-
ни 

Аорта, ммоль 
на 1 кг ткани 

2,1 ± 0 , 0 5 

1 , 8 ± 0 , 0 3 

2 ,7±0 ,02 

1,08=1=0,01 

1,5=1=0,02 

1,9±0,01* 

1,5±0,03* 

3 ,9±0 ,12* 

1,29+0,05* 

1,9=1=0,09* 

1,6±0,003* 

1,39=1=0,05* 

4,2=1=0,10* 

1,4=1=0,04* 

2 ,1±0 ,01* 

1,7±0,05**>* 

1,2+0,03**,* 

4,26=1=0,07**,* 

1,4=1=0,02**» * 

2,04=1=0,06* 

1,6=1=0,02* 

1,2=1=0,01* 

4,74=1=0,08**,* 

1,5=1=0,02**» 

2,1 ± 0 , 0 1 * 

П р и м е ч а и н е . В опыте использовали 6—10 животных. Одна звездочка — Р < 0 , 0 5 по 
отношению к интактным животным, две — Р < 0 , 0 5 животных с соответствующими сроками некроза 
миокарда + стресс к животным с некрозом миокарда. 
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коронарной артерии уменьшается со-
ответственно на 16 и 25,7 % по сравне-
нию с таковым у интактных животных. 
Необходимо отметить, что на 2-е сут-
ки после развития некроза концентра-
ция к а л ь ц и я в больших п о л у ш а р и я х 
головного мозга , печени и аорте увели-
чивается соответственно на 19,4, 46,6 и 
21 % но сравнению с исходным уров-
нем. К 7-м суткам опыта в у к а з а н н ы х 
о р г а н а х (мозг, печень, аорта ) его со-
д е р ж а н и е повышается соответственно 
на 29, 52 и 35 % по сравнению с тако-
вым у интактных животных, что еще 
более подчеркивает нарастание изме-
нений в обмене кальция в ранний пе-
риод опыта . 

Полученные данные позволяют за-
ключить , что экспериментальный не-
кроз миокарда сопровождается значи-
тельным перераспределением к а л ь ц и я 
в крови и органах . При этом, к а к и в 
клинике , воспроизводится гипокаль-
циемия [2, 4]. Интересно отметить, что 
в целом сохранившийся отдел левого 
ж е л у д о ч к а сердца теряет кальций, что 
соответствует общеизвестным данным 
о б ослаблении сократительной способ-
ности сердца в остром периоде некроза 
м и о к а р д а и, вероятно, является неспе-
цифическим сдвигом в обмене каль-
ция, с о п р о в о ж д а ю щ и м это з а б о л е в а -
ние. Такое положение согласуется с 
д а н н ы м и авторов [3], которые отмеча-
ют понижение с о д е р ж а н и я кальция в 
сердце при миокардите . В то ж е время 
в аорте и других органах (в мозге и 
печени) концентрация кальция увели-
чивается . Особенно можно выделить 
интересный ф а к т активного накопле-
ния к а л ь ц и я в печени в течение остро-
го периода развития некроза в сердце. 
Известно , что печень является одним 
из в а ж н е й ш и х органов, участвующих 
в выведении к а л ь ц и я из организма че-
рез кишечник [6]. 

О д н а к о кальцийтранспортирующие 
и кальцийрегулирующие системы гепа-
тоцитов [1] изучены мало , поэтому до 
сих пор остается неясным, каким обра-
зом печень концентрирует кальций в 
период острого развития некроза мио-
к а р д а . М о ж н о думать , что этот орган 
вносит существенный в к л а д в наруше-
ние обмена кальция , что требует спе-
циального изучения. 

Вместе с тем с о д е р ж а н и е к а л ь ц и я 
п о в ы ш а е т с я к а к в мозге, т ак и в аор-
те. И х в к л а д в развитие гипокальцие-
мии при некрозе миокарда является 

значительно меньшим, чем печени. Од-
нако последствия д л я состояния цен-
тральной нервной системы и аорты бу-
дут более значительными, так к а к 
кальций играет ключевую роль в регу-
ляции м е т а б о л и з м а и функций [12, 14]. 

Таким образом, развитие некроза 
м и о к а р д а сопровождается значитель-
ным перераспределением кальция в 
крови и органах . Ведущими изменения-
ми при этом я в л я ю т с я гипокальцие-
мия, дефицит к а л ь ц и я в левом ж е л у -
дочке сердца и его избыток в печени, 
больших п о л у ш а р и я х головного мозга 
и аорте. 

Предварительно перенесенный 
стресс углубляет нарушения кальцие-
вого обмена, х а р а к т е р н ы е д л я некро-
за (см. табл . 1). При этом в еще боль-
шей степени проявляется гигюкальцие-
мия и со дер ж ан и е к а л ь ц и я на 2-е и 
7-е сутки опыта в крови у животных 
данной группы составляет 89 и 96 % 
по сравнению с таковым при обычно 
воспроизводимом некрозе м и о к а р д а . 
В сохранившемся отделе левого желу-
дочка еще более значительно уменьша-
ется с о д е р ж а н и е кальция , а в осталь-
ных органах оно увеличивается по 
сравнению с таковым при традицион-
ной модели инфаркта . Особенно интен-
сивный сдвиг н а б л ю д а е т с я в печени, 
где под влиянием предварительно пе-
ренесенного стресса концентрация 
кальция повышается на 2-е и 7-е сутки 
опыта соответственно на 107 и 1 1 2 % 
по сравнению с его содержанием при 
некрозе миокарда , воспроизведенном 
без предварительного стресса. 

Учитывая , что в обмене к а л ь ц и я 
в а ж н у ю роль играют стероидные гор-
моны и гормоны щитовидной ж е л е з ы , 
нами было исследовано со дер ж ан и е 
кортикостерона и кальцитонина . 

Из табл . 2 видно, что с о д е р ж а н и е 
кортикостерона у животных всех ис-
следованных групп в 5—7 раз выше, 
чем у интактных. При этом развитие 
некроза миокарда после перенесенно-
го стресса сопровождается несколько 
меньшим выбросом кортикостерона , 
особенно к 7-м суткам опыта, по срав-
нению с таковым при некрозе миокар-
да, воспроизведенном без предвари-
тельного воздействия стресса. Инте-
ресно отметить, что подобная динами-
ка х а р а к т е р н а и д л я кальцитонина . 
Вместе с тем гиперкальцитонинемия 
наблюдается только в ранний период 
развития стресса, а т а к ж е при некро-
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зе м и о к а р д а ; последнее соответствует 
данным клиники [5]. О б р а щ а е т на се-
бя внимание и снижение концентрации 
кальцитонина в тот период, когда в 
наибольшей степени в ы я в л я ю т с я 
стрессорные повреждения ж е л у д к а , 
т. е. после 6 ч воспроизведения стрес-
са (см. табл . 2 ) . 

А н а л и з полученных д а н н ы х свиде-
тельствует о том, что гиперкортикосте-
ронемия на фоне нормокальцитониие-
мии при формировании некроза мио-
к а р д а после перенесенного стресса , 
способствуя созданию отрицательного 
кальциевого баланса , не является ве-
дущим фактором его более глубокого 
нарушения . Известно, что способность 
к всасыванию кальция в кишечнике 
определяется метаболизмом и функци-
ей гормональной формы витамина 
D — l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , который индуциру-
ет синтез к а л ь ц и й с в я з ы в а ю щ е г о белка 
в слизистой оболочке кишечника . 
М о ж н о полагать , что предварительно 
перенесенный стресс у животных с не-
крозом миокарда существенно нару-
шает синтез указанного витамина в пе-
чени и почках [7], что угнетает вита -
мин D-зависимый транспорт к а л ь ц и я . 
Этот сдвиг на фоне неспецифической 
гиперкортикостеронемии [ И , 13] явля -
ется, по-видимому, наиболее вероят-
ной причиной углубления отрицатель-
ного кальциевого б а л а н с а и последу-
ющего перераспределения кальция в 
организме при развитии некроза в 
миокарде . М о ж н о полагать , что одним 
из в а ж н е й ш и х патогенетических мо-
ментов молекулярных нарушений 
кальциевого гомеостаза при воздейст-
вии стрессогенных факторов [9], а т а к -
ж е изученных нами состояний являет -
ся специфическое для него нарушение 
метаболизма и функции витаминов 
группы D. Отсюда следует з аключить , 
что п р а в и л ь н а я или неправильная так -
тика использования этих витаминов в 
области профилактики или терапии со-
здает соответственно э ф ф е к т и в н у ю 
или м а л о з н а ч и м у ю естественную з а щ и -
ту организма от воздействия стрессо-
генных п о в р е ж д а ю щ и х факторов , ко-
торые характеризуются рядом неспе-
цифических гормональных сдвигов ги-
пофизнадпочечниковой системы. 

Таким образом, некроз м и о к а р д а со-
провождается нарушением б а л а н с а 
кальция в организме, а предваритель-
но перенесенный эмоциональный 
стресс выполняет роль ф а к т о р а , углуб-
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ляющего эти нарушения. Это проявля-
ется в более повышенном выведении 
кальция из организма, усилении сте-
пени гипокальциемии, а т а к ж е резким 
увеличением содержания кальция в 
печени, аорте и больших полушариях 
головного мозга при одновременном 
снижении его концентрации в неише-
мизированном (сохранившемся) отде-
ле левого желудочка сердца. 
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BALANCE OF CALCIUM IN MYOCARDIUM 
NECROSIS AND ROLE OF STRESS IN THE 

BALANCE DETERIORATION 

V. S. Yakushev, E. V. Mironova, V. /. Kuripka 
Medical School, Zaporozh'e 

Calcium balance was impaired in a body 
during myocardium necrosis. Emotional stress, 
which preceeded the myocardial necrosis, forti-
fied these impairments. This was manifested as 
follows: an increased rate of calcium excretion 
and elevated hypocalcemia, accumulation of cal-
cium in liver tissue, aorta, brain hemispheres 
and a decrease of its content in the intact tissue 
of left heart ventricle. 

УДК 616.438-089.87-092.9-07:616.36-008.931:577.152.241-074 

И. С. Подосинников, С. В. Зозулякова, М. Л. Чухловина, 
Л. И. Полушкана, Л. Г. Залкинд 

ВЛИЯНИЕ ТИМЭКТОМИИ НА АКТИВНОСТЬ КЛЮЧЕВЫХ 
ФЕРМЕНТОВ ГЛЮКОНЕОГЕНЕЗА В ПЕЧЕНИ КРЫС 

Центральная научно-исследовательская лаборатория Ленинградского педиатрического 
медицинского института 

В настоящее время особое внимание 
уделяется изучению роли тимуса в 
регуляции углеводного обмена [3, 10, 
14]. В предыдущих исследованиях [10] 
было показано, что тимэктомия (ТЭ) 
приводит к нарушению обмена глюко-
зы в тканях. Одним из основных мета-
болических путей, ответственных за 
сохранение гомеостаза глюкозы, явля-
ется глюконеогенез [13, 15]. Эффектив-
ность его в организме зависит от соче-
танной работы трех ключевых фермен-
тов: фосфоенолгшруваткарбоксикина-
зы ( Ф Е П К К ) , фруктозо-1,6-дифосфа-
тазы ( Ф Д Ф а з ы ) и глюкозо-6-фосфата-
зы (Г-6-Фазы) . Главным регулирую-
щим звеном в глюконеогенезе считают 
[5, 19] реакцию фосфорилирования пи-

рувата, включающую карбоксилирова-
ние пирувата под действием пируват-
карбоксилазы в присутствии положи-
тельного модулятора — ацетил-КоА с 
образованием оксалоацетата и фосфо-
енолпирувата под действием Ф Е П К К . 
Установлено, что из трех ключевых 
ферментов глюконеогенеза роль лими-
тирующего фактора играет Ф Е П К К . 
Повышение ее активности рассматри-
вают как показатель активации глю-
конеогенеза при адаптации к холоду 
[22], гипоксии [11], термической травме 
[6], иммобилизации [19]. 

Цель настоящей работы состояла в 
исследовании активности ключевых 
ферментов глюконеогенеза в печени 
после тимэктомии крыс (ТЭК) . Д л я 
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Т а б л и ц а 1 
Активность ферментов глюконеогенеза у ТЭК и ЛОЖ через 9 и 12 мес после операции (Mdctri) 

Через 9 мес после операции Через 12 мес после 
| 

операции 

Группа Период ис-
следования 

Живот-
ные 

л ч о и я 2 2 = * 2 
. СО *"• 

ЬсГ® й 

А 
5 u = О «в — 
* о So " 

' сэ 
О я « 

л , и ч Ь К О 2 2 
£ о л — и 

e S 5 
Оа о 

л 
2 * S * _ 2 2 . Я Ж CQ 
XX CZ се** щ < Ч 
е х о 

.а 
1 * 1 
2 о ' я « 

is о 2 :s 

j j s -ffl 
e S 2 
2 *2 вех о 

л ч о и я 2 2 = * 2 
. СО *"• 

ЬсГ® й 
' 3 3 X 

? д5 и а \о 

л , и ч Ь К О 2 2 
£ о л — и 

e S 5 
Оа о 

л 
2 * S * _ 2 2 . Я Ж CQ 
XX CZ се** щ < Ч 
е х о . К а» u о, vo 

is о 2 :s 

j j s -ffl 
e S 2 
2 *2 вех о 

1 Без нагруз-
ки 

л о ж 8,28±0,66 
(6) 

0,38±0,06 
(6) 

5,96±0,51 (") 9,70±0,63 
(?) 

0,63±0,13 
(7) 

5,44±0,16 
(?) 

2 ТЭК 8,42±0,42 
(6) 

0,56-f-0,11 
(6) 

7,36±0,40 
(6) 

6,59±0,35 
(5) 

0,58±0,14 
(5) 

6,10±0,64 
(5) 

3 После на-
грузки 

л о ж 8,44±0,44 
(5) 

0,90±0,18 
(6) 

6,93±0,53 
(6) 

Кб2±0,18 
(6) 

1,02±0,16 
(6) 

8,33±0,43 
(6) 

ТЭК 7,11±0,56 
(6) 

0,51±0,07 
(6) 

7,26±0,40 
(6) 

к б б ± 0 , 8 0 
(6) 

1,29±0,21 
(6) 

4,86±0,16 
(6) 

Рь з 
Л.Э 

Р-гл 

> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
= 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 

> 0 , 0 5 
<0 ,01 
< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

= 0,01 
> 0 , 0 5 
>0 ,01 
< 0 , 0 5 

> 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 

> 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 
< 0 , 0 1 
= 0,05 

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

в ы я в л е н и я с к р ы т ы х н а р у ш е н и й мета-
б о л и з м а у Т Э К п р о в е д е н а серия опы-
т о в с н а г р у з к о й . В ы б о р н а г р у з к и был 
о б у с л о в л е н д а н н ы м и о том, что под 
в л и я н и е м ф и з и ч е с к и х н а г р у з о к м а с с а 
тимуса у м е н ь ш а е т с я , э н д о к р и н н а я ак-
тивность его и з м е н я е т с я [23, 25]. 

М е т о д и к а 
Работа выполнена на 132 крысах-самцах 

Вистар. ТЭ проводили хирургическим спосо-
бом под эфирным наркозом в возрасте жи-
вотных 2 мес. Полноту ТЭ оценивали при 
вскрытии животных макроскопически и путем 
гистологического исследования клетчатки пе-
реднего средостения. Контролем служили 
ложпооперированиые животные (ЛОЖ). Крыс 
умерщвляли методом декапитации. Опреде-
ляли активность ключевых энзимов глюконео-
генеза ФЕПКК [8], ФДФазы [18J, Г-6-Фазы 
[24], а также содержание глюкогена в пече-
ни крыс [21]. 

Исследования проводили через 3, 6, 9 и 
12 мес после ТЭ. Использовали физическую 
нагрузку (плавание в течение 1 ч в воде 
35 °С). Предварительно животных приучали 
к воде (плавали 2 раза через день по 
10 мин, после чего перед опытом был пере-
рыв 2 дня). Результаты обработаны стати-
стическим методом Фишера — Стыодента и 
непараметрически с использованием критерия 
Вилкоксоиа — Манна — Уитии. 

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

И з у ч е н и е активности Ф Е П К К в пе-
чени к р ы с после Т Э через 3, 6, 9 и 12 
мес п о к а з а л о , что через 3, 6 , 9 мес этот 

п о к а з а т е л ь не о т л и ч а л с я от т а к о в о г о у 
Л О Ж ( т а б л . 1). Ч е р е з 12 мес после 
Т Э а к т и в н о с т ь Ф Е П К К в печени к р ы с 
б ы л а н и ж е , чем у Л О Ж . О п ы т ы с при-
менением ф и з и ч е с к о й н а г р у з к и пока-
з а л и , что через 3 и 6 мес после о п е р а -
ции д а ж е при н а г р у з к е а к т и в н о с т ь 
Ф Е П К К не и з м е н я л а с ь . Ч е р е з 9 и 12 
мес после н а г р у з к и а к т и в н о с т ь 
Ф Е П К К у Т Э К б ы л а с н и ж е н а по срав -
нению с т а к о в о й Л О Ж . 

И с с л е д о в а н и е активности Ф Д Ф а з ы 
п о к а з а л о , что через 3 и 6 мес после Т Э 
а к т и в н о с т ь э н з и м а не и з м е н я л а с ь ни в 
покое, ни при ф и з и ч е с к о й н а г р у з к е . 
Ч е р е з 9 мес после Т Э в ы я в л е н о повы-
шение активности Ф Д Ф а з ы , через 
12 мес п о с л е д н я я не о т л и ч а л а с ь от ак-
тивности у Л О Ж . О д н а к о н а г р у з к а , 
п о в ы ш е н н а я у Л О Ж а к т и в н о с т ь 
Ф Д Ф а з ы , у Т Э К в ы з ы в а л а с н и ж е н и е 
активности Ф Д Ф а з ы . У Т Э К после на-
грузки а к т и в н о с т ь Ф Д Ф а з ы б ы л а ни-
же , чем у Л О Ж . 

Активность Г - 6 - Ф а з ы через 3 мес 
после ТЭ б ы л а с н и ж е н а по с р а в н е н и ю 
с т а к о в о й Л О Ж . Ч е р е з 6 мес п о с л е Т Э 
этот п о к а з а т е л ь не о т л и ч а л с я от т а к о -
вого у Л О Ж . С х о д н ы е д а н н ы е получе-
ны через 9 и 12 мес после ТЭ. О д н а к о 
при ф и з и ч е с к о й н а г р у з к е через 9 мес 
после о п е р а ц и и а к т и в н о с т ь Г - б - Ф а з ы 
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у ТЭ крыс была ниже, чем у Л О Ж . 
Таким образом, изучение ключевых 

энзимов глюконеогенеза показало , что 
активность Ф Е П К К в печени Т Э К сни-
ж а е т с я через 9 мес после операции, 
спустя 12 мес при нагрузке выявляется 
снижение активности Ф Д Ф а з ы . Актив-
ность Г-6-Фазы снижена у Т Э К через 
3 мес после операции и через 9 мес 
при физической нагрузке. Следова-
тельно, полученные данные свидетель-
ствуют об угнетении процесса глюко-
неогенеза в печени ТЭК. В то ж е вре-
мя отсутствие в ряде случаев синхрон-
ных изменений в активности ключевых 
энзимов глюконеогенеза в наших ис-
следованиях не позволяет рассматри-
вать их как единый генетически детер-
минированный а п п а р а т с общими ме-
ханизмами регуляции. По-видимому, 
следует согласиться с мнением, выска-
занным в работе [9] об отсутствии еди-
ного механизма регуляции синтеза 
Ф Е П К К , Ф Д Ф а з ы , Г-6-Фазы. Эти 
ферменты играют разную функцио-
нальную роль и имеют свои механиз-
мы регуляции. Так, Г-6-Фаза является 
ключевым энзимом не только глюко-
неогенеза, но и участвует в образова -
нии глюкозы из глюкогена в печени. 
Через 3 мес после операции н а р я д у со 
сниженной активностью Г-6-Фазы от-
мечено снижение с о д е р ж а н и я гликоге-
на в печени крыс (табл. 2 ) . Последнее 
н а б л ю д а л о с ь и через 6 мес после ТЭ. 
В последующие сроки исследования 
активность Г-6-Фазы и с о д е р ж а н и е 

глюкогена не отличались у Т Э К от 
значений, полученных у Л О Ж . Через 
9 мес после операции нагрузка , вызы-
в а в ш а я у Т Э К снижение с о д е р ж а н и я 
глюкогена в печени, с о п р о в о ж д а л а с ь 
снижением активности Г-6-Фазы. Воз-
можно, изменение активности Г-6-Фа-
зы у Т Э К обусловлено не только угне-
тением процесса глюконеогенеза , но и 
нарушением процесса синтеза или рас-
пада гликогена . Кроме того, менее вы-
раженное изменение активности 
Г-6-Фазы по сравнению с другими 
ферментами глюконеогенеза в отда-
ленные сроки после операции может 
быть связано с тем, что субстрат реак-
ции глюкозо-6-фосфат усиленно ис-
пользуется при ТЭ, окисляясь в пече-
ни по пентозофосфатному пути, интен-
сивность которого существенно возра-
стает. Действительно , активность глю-
козо-6-фосфатдегидрогеназы ( Г - 6 - Ф Д ) , 
пускового энзима пентозного цикла , 
повышена после ТЭ в миокарде , селе-
зенке, печени [4]. По нашим данным, в 
эритроцитах при ТЭ т а к ж е происходит 
активация пентозного цикла . 

Активность Г-6-ДФ через 6 мес по-
сле ТЭ имела тенденцию к повышению, 
а через 9 и 12 мес у Т Э К в ы я в л я л о с ь 
достоверное увеличение активности 
этого показателя , составлявшего соот-
ветственно 12,12=Ь0,55 против 9 , 2 2 ± 
± 1 , 2 7 и 13 ,78+0 ,87 против 9,71 ± 0 , 4 4 
мкмоль Н А Д Ф - Н на 1 г гемоглобина 
в 1 мин у Л О Ж . 

Активность фермента Ф Д Ф а з ы т а к -

Т а б л и ц а 2 
Содержание гликогена печени (мг/г) у тимэктомированных (ТЭ) и ложнооперированных (JIO) 

крыс ( Л 4 ± т ) 

Группа 
Период ис-

Животные 
Сроки исследования после операции, мес 

Группа следования Животные 
3 б 9 12 

1 
Без нагруз-

ки 

лож 303±43,6 
(6) 

508±62,4 
(12) 

373±71,2 
(7) 

315чь25,1 
(14) 

2 

Без нагруз-
ки 

ТЭК 1-19± 16,7 
(5) 

277±31,4 
(П) 

485±55,6 
(5) 

292± 19,4 
(14) 

3 
С на-
грузкой 

лож 216±43,4 
(?) 

256±56,5 
(10) 

291±33,1 
(6) 

121±14,8 
(В) 

4 

С на-
грузкой 

ТЭК 143±64,6 
(6) 

277±86,9 
(8) 

231 ± 3 3 , 9 
(6) 

134±33,8 
(5) 

Рх, 2 

Р'3,4 
Р*Л 

< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

< 0 , 0 5 
< 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 

> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
> 0 , 0 5 
< 0 , 0 1 

> 0 , 0 5 
< 0 , 0 1 
> 0 , 0 5 
< 0 , 0 1 
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ж е имеет свои механизмы регуляции. 
Разнонаправленность изменения ак-
тивности Ф Д Ф а з ы в печени крыс через 
9 и 12 мес после ТЭ может быть обус-
л о в л е н а нарушением соотношения со-
д е р ж а н и я А М Ф и АТФ в печени. Из-
вестно, что активность Ф Д Ф а з ы по-
д а в л я е т с я при увеличении с о д е р ж а н и я 
АМФ и снижении с о д е р ж а н и я АТФ. 
Ф Д Ф а з а действует в направлении син-
теза глюкозы, если концентрация 
АМФ мала , а концентрация АТФ ве-
л и к а . О д н а к о вопрос о содержании 
АТФ Ц интенсивности процессов ее 
о б р а з о в а н и я в тканях Т Э К недоста-
точно изучен, имеющиеся данные ли-
т е р а т у р ы противоречивы. Сообщалось 
[2], что при ТЭ усиливаются окисли-
тельные процессы и р а с п а д АТФ за 
счет активации АТФаз . Но другие ав-
торы [17] о б н а р у ж и л и снижение про-
цессов окисления при тимэктомии. От-
мечено [7] повышение активности гек-
сокиназы в т к а н я х ТЭК, что свиде-
тельствует об активации начального 
этапа глюколиза . В то ж е время на 
поздних э т а п а х глюколиза происходит 
понижение активности ферментов, в 
частности альдолазо-кетозо-1-фосфат-
альдегидазы и л а к т а т д е г и д р о г е н а з ы 
в селезенке, миокарде и печени [4]. 
Это согласуется с нашими данными о 
более низком уровне пирувата и л а к -
тата у Т Э К по сравнению с Л О Ж при 
физической нагрузке . Возможно, про-
тиворечивость литературных данных 
обусловлена фазностыо изменения 
энергодающих путей и соответственно 
с о д е р ж а н и я АТФ при ТЭ, что может 
приводить к р а з н о н а п р а в л е н н ы м изме-
нениям активности Ф Д Ф а з ы в различ-* 
ные сроки после ТЭ. 

Вопрос о причинах угнетения глюко-
неогенеза в печени при ТЭ сложен . 
Процесс глюконеогенеза находится под 
гормональным контролем. Глюкокор-
тикоиды, глюкагон, к а т е х о л а м и н ы вы-
з ы в а ют сти м ул я ци ю гл юконеогенез а 
[20, 15]. Последнее происходит путем 
активации ключевых энзимов глюко-
неогенеза, опосредованной через цАМФ 
[9]. Известно, что при тимэктомии 
функция коры надпочечников изменя-
ется. Так, уровень глюкокортикоидов 
в периферической крови Т Э К снижает-
ся [16]. Отмечено [2] повышение секре-
ции кортикостероидов в ранние сроки 
после операции, сменявшееся затем 
«гипокортикоидной» фазой. 

Учитывая тесную взаимосвязь меж-

ду тимусом и корой надпочечников, 
выявленное угнетение глюконеогенеза 
в печени ТЭК, по-видимому, следует 
связать с отсутствием активирующего 
влияния глюкокортикоидов на гл юко-
неогенез вследствие подавления функ-
ции коры надпочечников и отсутствия 
гормона тимуса , непосредственно уча-
ствующего в углеводном обмене. По-
скольку в лечебной и профилактиче-
ской медицине за последние годы при-
меняют фракции пептидов тимуса, яв-
ляющиеся иммуномодуляторами [1] , а 
при ряде аутоиммунных з а б о л е в а н и й 
показана операция ТЭ, возникает не-
обходимость изучения влияния тимуса 
на обменные процессы в организме . 
По-видимому, н а п р а в л е н н а я регуля-
ция активности ферментов м о ж е т 
стать основой рациональной терапии 
[12]. Выявленные нарушения гомеоста-
за глюкозы после ТЭ требуют дальней-
шего исследования в целях предупреж-
дения и коррекции метаболических на-
рушений при иммунодефицитном со-
стоянии. 
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EFFECT OF THYMECTOMY ON ACTIVITY OF 
KEY ENZYMES OF GLUCONEOGENESIS IN 

RAT LIVER TISSUE 

/. 5. Podosinnikov, S. V. Zozulyakova, M. L. 
C/iukhlovina, L. /. Polushkina, L. G. Zalkind 

Pediatric Medical School, Leningrad 

Activities of key enzymes of gluconcogene-
sis—phosphoenolpyruvate carboxykinase, fructo-
se-! ,6-diphosphatase, glucose-6-phosphatase as 
well as the content of glycogen were studied in 
liver tissue of thymectomized rats. Gluconeoge-
nesis was inhibited in liver tissue of these rats. 
As thymus and adrenal cortex are firmly re-
lated, the inhibition of gluconeogenesis in liver 
tissue of thymectomized rats appears to occur 
due to a decrease in the glucocorticoid activating 
effect followed the inhibition of adrenal cortex 
functions and absence of thymus hormones di-
rectly responsible for carbohydrate metabolism. 

УДК 616-006.68-092.9-07:616.36-008.949.4:615.357.453-033.1 

К. И. Крауялис, A. /7. Дяшрюс, A. П. Улинскайте 

А Н А Л И З В З А И М О Д Е Й С Т В И Я Г Л Ю К О К О Р Т И К О И Д О В 
С РЕЦЕПТОРАМИ КЛЕТОК ПЕЧЕНИ КРЫС ПРИ РОСТЕ 

К А Р Ц И Н О С А Р К О М Ы УОКЕРА 

Лаборатория по изучению биологически активных веществ Института биохимии АН 
Литовской ССР, Вильнюс 

Согласно современным представле-
ниям, действие стероидных гормонов 
опосредуется цитозольными рецептора-
ми, которые в комплексе с гормоном 
акцептируются ядерными структурами 
клеток. П е р е д транслокацией в ядро 
комплекс д о л ж е н проходить стадию 
конформационных изменений, совокуп-
ность которых называется активацией 
[19] . Показано , что в бесклеточной сис-
теме а к т и в а ц и я рецепторов происходит 
посредством повышения температуры 
или ионной силы среды при участии ци-
тозольных низкомолекулярных компо-
нентов [5, 16]. Специфическое взаимо-
действие комплексов с ядерным мате-
риалом клетки инициирует последую-
щ и е биохимические процессы, которые 
реализуют ответ клетки на гормон. Из-
менения с о д е р ж а н и я рецепторов или их 
сродства к ядерному м а т е р и а л у могут 
в известной степени определять прояв-
ление гормонального э ф ф е к т а . 

Метаболические процессы целостно-
го организма , контролируемые глюко-
кортикоидными гормонами, варьиру-
ют в зависимости от разных физиологи-
ческих факторов . Естественно предпо-
ложить , что при различных патофизио-

логических состояниях организма мо-
гут произойти изменения физико-хими-
ческих свойств рецепторов. Исходя из 
этих соображений, в настоящей работе 
сделана попытка о х а р а к т е р и з о в а т ь 
сходство и различия взаимодействия 
глюкокортикоидов с их рецепторами 
при формировании и росте карциносар-
комы Уокера . 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на крысах-сам-
цах Вистар. После декапитации животных 
печень для отмывания от крови интенсивно 
перфузировали in situ холодным 20 мМ трис-
HCl-буфером рН 7,5, содержащим 20 мМ 
NaCI, 2 мМ дитиотрейтол, 1,5 мМ ЭДТА и 
10 % глицерин. Далее все этапы выделения 
цитозоля проводили при 4°С. Печень измель-
чали в стеклянном гомогенизаторе с тефлоно-
вым пестиком при соотношении массы ткани 
к объема буфера 1 :1 . Гомогснат центрифу-
гировали 1 ч при 105 000 g. После удаления 
липопротеидиого слоя надосадочную жид-
кость использовали в качестве цитозоля. 
В качестве гормона применяли меченый син-
тетический глюкокортикоид 1,2(п) -3Н-дексаме-
тазон с удельной радиоактивностью 
38 Ки/ммоль («Amersham», Англия). 

Для определения специфического связы-
вания гормона цитозоль инкубировали с 
3Н-дексаметазоном в присутствии или в от-
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сутствие ' 1000-кратного количества холодного 
дексаметазоиа в течение 2 ч при 4 °С. Несвя-
занный 3Н-дексаметазои разделяли твердофаз-
ной адсорбцией на угле («Serva», ФРГ) , покры-
том декстраном («Loba-Chemie», Австрия). 
Для этого в пробы цитозоля вносили по 
0,1 мл 2,5 % охлажденной суспензии активи-
рованного угля в 0,25 % растворе декстрана. 
Пробы интенсивно встряхивали и уголь уда-
ляли центрифугированием при 5000 g в те-
чение 3 мин. Аликвоты над осадочной жид-
кости по 0,2 мл вносили в сцинтилляционные 
флаконы, содержащие по 10 мл сцинтилля-
ционной жидкости. Для определения равно-
весной константы ассоциации {Клее) и кон-
центрации связывающих мест (п) к пробам 
цитозоля наряду с немеченым дексаметазоиом 
добавляли возрастающие количества 3Н-декса-
метазоиа (0,025—5 нг). Расчет констант ассо-
циации и концентрации специфически связы-
вающих мест производили в координатах 
Скэтчарда [17]. 

При определении связывания свободных и 
занятых эндогенным стероидом связывающих 
мест рецепторов цитозоль инкубировали с ме-
ченым гормоном соответственно 0,5 и 20 ч 
при 4 °С в присутствии или в отсутствие 
1000-кратной концентрации немеченого дек-
саметазоиа [9]. 

Д л я изучения специфичности сродства ре-
цепторов клеток печени крыс цитозоль инку-
бировали 2 ч с 5 ,3-10 - 8 М 3Н-дексаметазоиа 
в присутствии одного из немеченых гормо-
нальных препаратов: дексаметазоиа, кортико-
стерона, дезоксикортикостсрона или прогесте-
рона (2,65, 5,3 и 26,5- Ю - 5 М). Относительное 
сродство белка к гормонам выражали в про-
центах, принимали за 100 % конкуренцию 
5000-кратного избытка немеченого дексаме-
тазоиа. 

Для хроматографии цитозольных рецепто-
ров на колонку с гидроксилапатитом, уравно-
вешенную 20 мМ трис-НС1-буфером рН 7,5, 
содержащим 20 мМ NaCI, 2 мМ дитиотреи-
тол, 1,5 мМ ЭДТА, 2 мМ фосфат калия, на-
носили аликвоты 3Н-дексаметазон-рецептор-
ного комплекса, обработанные суспензией 
угля-декстрана. Элюцию проводили с по-
мощью линейного градиента концентрации 
фосфата калия (0,002—0,35 М) в том же бу-
фере. 

Активацию гормон-рецепторных комплексов 
проводили при 25 °С в течение 30 мин. Акти-
вированные и неактивированные формы ком-
плексов разделяли с помощью хроматографии 
на колонке с ДНК-агарозой или методом 
осаждения неактивированных рецепторов про-
тамииа сульфатом [8]. 

При анализе скорости диссоциации 3Н-дек-
саметазоп-рецепториых комплексов аликвоты 
цитозоля инкубировали с 1000-кратным из-
бытком немеченого дексаметазоиа при 25 °С. 
После охлаждения проб в течение 5 мин при 
4 °С содержание рецепториых комплексов 
определяли методом твердофазной адсорбции. 
Для определения температур но-зависимой 
инактивации аликвоты цитозоля инкубировали 
определенные промежтуки времени при 25 °С 
в присутствии или в отсутствие 10 мМ 
Na3Mo04 , после чего проводили (2 ч) инку-
бацию проб с меченым 3Н-дексаметазоном. 

Для определения содержания кортикосте-
рона свободного и связанного с транскорти-
иом плазму крови крыс фракционировали на 
сефадексе G-50. 1 мл плазмы крови наносили 

па колонку (35X1,4 см) с се^адексом, урав-
новешенную 0,05 М натрийфОсфатным буфе-
ром рН 7,5, содержащим 0,1 М NaCI. Фран-
ции элюатов, содержащих соответственно свя-
занный с транскортином или свободный кор-
тикостсрои, экстрагировали двукратно 10 мл 
метиленхлорида. Метилеихлорйд выпаривали 
под вакуумом при температуре 30 °С. Содер-
жание кортикостерона определяли с помощью 
сатурациоиного анализа. В качестве связы-
вающего компонента в системе использовали, 
транскортин плазмы крови крыс. 

ДНК-агарозу готовили, согласно методу,, 
приведенному ранее [18]. Для приготовления, 
геля использовали препарат Д Н К из тимуса, 
телят («Sigma», США). Гранулированый гид-
роксилапатит готовили по методу, рассмот-
ренному в работе [11], белок определяли, как 
описано ранее [7]. 

Радиоактивность образцов измеряли жид-
костно-сциитилляциоиным методом на счет-
чике SL-30 («lntertechniquc», Франция) а 
диоксановом сцинтилляторс. 

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

К а к следует из рис. 1, на 4-й день 
роста опухоли общее с о д е р ж а н и е ре-
цепторов в цитозоле клеток печени 
крыс снижалось . В последующем пе-
риоде роста опухоли уровень рецепто-
ров сохранялся неизменным. Концент-
рация незанятых стероидом рецепторов 
на протяжении роста опухоли уменьша-
л а с ь незначительно. Это свидетельству-
ет об увеличении связывания гормона 
или перераспределении м е ж д у рецепто-
ром и лигандом в цитозоле печени 
крыс. Снижение незапятых рецепторов 
было более в ы р а ж е н н ы м на 14-й день 
роста опухоли. П р и нагрузке рецепто-
ром меньшими концентрациями мече-
ного гормона профиль изменений об-
щей концентрации и с о д е р ж а н и я неза-
нятых рецепторов в основном не изме-
нялся . 

При изучении влияния изменений 
функциональной активности коры н а д -
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Рис. 1. Изменение общего содержания 3Н-дск-
саметазон-рецепторных комплексов (1) и кон-
центрации свободных рецепторов (2) в цито-

золе печени крыс. 
По оси абсцисс — дни после перевивки опухоли; по 
оси ординат — содержание 3 Н-дексаметазон-рецеп-

торных комплексов (Ю- 1 3 моль на 1 мг белка) . 
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Рис. 2. Изменение концентрации связанного с 
транскортином (а) и свободного (б) кортико-

стерона в плазме крови крыс. 
По оси абсцисс — дни после перевивки опухоли; по 
оси ординат — концентрация кортикостерона в плаз-

ме крови крыс (в мкг%). 

почечников на степень н а с ы щ е н и я ре-
ц е п т о р о в э н д о г е н н ы м и кортикостерои-
д а м и в ы я в л е н о , что на 8-й д е н ь роста 
к а р ц и н о с а р к о м ы У о к е р а к о н ц е н т р а ц и я 
с в я з а н н о г о с т р а н с к о р т и н о м кортико-
стерона в 4 р а з а п р е в ы ш а л а уровень , 
х а р а к т е р н ы й д л я з д о р о в ы х к р ы с (рис. 
2 ) . Н а 14-й д е н ь роста о п у х о л и этот по-
к а з а т е л ь с н и ж а е т с я до исходного уров-
ня. П о м е р е роста опухоли к о н ц е н т р а -
ция свободного к о р т и к о с т е р о н а значи-
т е л ь н о п о в ы ш а л а с ь . Есть о с н о в а н и я 
п р е д п о л о ж и т ь , что повышение концент-

Т а б л и ц а 1 
Параметры связывания 3Н-дексаметазона (Д) 
рецепторами цитозоля печени здоровых живот-

ных и крыс-опухоленоситслей 

Печень крыс 

1 
о 

о 
о г5 X 

«3 
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Г О ^ 

tkx X С
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Норма 1,23±0,17 5 ,59±0,20 34 ,5±1 ,4 
Опухоль (14-й 

день роста) 0 ,46±0,09 3 ,47±0,27 3 7 , 3 ± 4 , 3 
Р >0 ,01 >0,001 < 0 , 0 5 

р а ц и и э н д о г е н н ы х к о р т и к о с т е р о и д о в , не 
с в я з а н н ы х с белком , м о ж е т б ы т ь пред-
в а р и т е л ь н ы м условием и з м е н е н и я свя-
з ы в а ю щ и х п а р а м е т р о в ц и т о з о л ь н ы х ре-
цепторов при росте к а р ц и н о с а р к о м ы 
У о к е р а . 

Д а н н ы е , п р е д с т а в л е н н ы е на рис. 3, 
с в и д е т е л ь с т в у ю т о том, что специфиче-
ское в з а и м о д е й с т в и е 3 Н - д е к с а м е т а з о н а 
с р е ц е п т о р о м ц и т о з о л я к л е т о к печени 
и н т а к т н ы х к р ы с х а р а к т е р и з у е т с я кри-
в ы м и с н а с ы щ е н и е м . С к э т ч а р д о в с к и й 
а н а л и з к р и в ы х п о к а з ы в а е т , что Касс 
г о р м о н - р е ц е п т о р и о г о в з а и м о д е й с т в и я и 
к о н ц е н т р а ц и я с в я з ы в а ю щ и х мест д л я 
д е к с а м е т а з о и а в ц и т о з о л е печени ин-
т а к т н ы х к р ы с с о с т а в л я ю т соответствен-
но 1,23.10» М - 1 и 5 , 6 - 1 0 - 1 3 м о л ь на 
1 мг б е л к а . С в я з ы в а ю щ а я е м к о с т ь ре-
ц е п т о р о в ц и т о з о л я печени на 14-й д е н ь 
роста о п у х о л и с н и ж а е т с я в с р е д н е м на 
40 %, тогда к а к сродство б е л к а к гор-

Рис. 3. Связывание 3Н-дексаметазона с рецепторами в цитозоле печени здоровых жи-
вотных (У, 2) и крыс-опухоленосителей (3, 4) на 15-й день после роста опухоли. 

a — зависимость связывания 3 Н-дексаметазоиа цитозольиыми рецепторами от концентрации гор-
мона. 1,3 — общее связывание; 2. 4 — специфическое связывание. По оси абсцисс — свободный 
3 Н-дексаметазои; по оси ординат — связанный 3Ы-дексаметазон, нМ. б — скзтчардовские графики 
связывания 3 Н-дексаметазона рецепторами цитозолия печени здоровых животных ( / ) и крыс-опу-
холеносителей (2). По оси абсцисс — связанный 3 Н-дексаметазон (в нМ); по оси ординат — от-

ношение связанного 3 Н-дексаметазона к свободному, иМ. 
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Рис. 4. Профили элюции 3Н-дексамстазон-рецепторных комплексов в цитозоле здоро-
вых животных (а) и крыс-опухолеиосителей (б) при хроматографии на гидроксилапа-

тите. 
Колонки — 1,4X10 см, линейный градиент 0,002—0,35 М калий-фосфатного буфера рН 7,5. У — ра-
диоактивность; 2 — белок. По оси абсцисс — номера фракций; по оси ординат: У — 3 Н-дексамета-

зон-10- 1 3 [в имп(мин • мл) ] ; /У — белок (в мг/мл); У/У — K2HPO4 (в М). 

мону практически не изменяется (табл. 
1). Сходные результаты ранее были по-
лучены другими а в т о р а м и при изуче-
нии рецепторов в цитозоле гепатом 
З а й д е л а и Новикова [1, 6, 10]. 

При х р о м а т о г р а ф и и 3 Н-дексамета -
зон-рецепторных комплексов на колон-
ках с гидроксилапатитом получали 2 
пика связывания гормона (рис. 4 ) . 
Первый из них элюируется при 0,002 М, 
второй — при 0,15 М калий-фосфатном 
буфере. Кривые элюции белков не соот-
ветствуют профилю распределения ра-
диоактивности. Условия элюции ре-
цепторов цитозоля крыс-опухолеиоси-
телей свидетельствуют о том, что в ка-
чественном отношении эти рецепторы, 
по-видимому, идентичны таковым здо-
ровых крыс. Снижение радиоактивно-
сти во втором пике (на 66 % ) соответ-
ствует данным, представленным на 
рис. 1. 

Изучение гормональной специфично-
сти сродства стероидных гормонов по-
казало , что по конкурентной способно-

сти, при вытеснении 3 Н - д е к с а м е т а з о и а 
комплексов в цитозоле здоровых крыс 
и крыс-опухоленосителей немеченые 
стероиды распределяются в следующей 
у б ы в а ю щ е й последовательности: декса-
метазон, кортикостерон, прогестерон, 
дезоксикортикостерон ( р и с . 5 ) . Гормо-
н а л ь н а я специфичность сродства рецеп-
торов печени крыс-опухоленосителей 
отличается от таковой здоровых жи-
вотных. Показано , что из 3 Н-дексамета-
зон-рецепторных комплексах крыс-опу-
холеносителей немеченые стероиды вы-
тесняют 3 Н-дексаметазои примерно на 
20 % меньше, чем из комплексов цито-
золя печени животных. 

На рис. 6 представлены данные о 
диссоциации 3 Н - д е кс а м етазо н - р еце п -
торных комплексов в присутствии 
1000-кратного избытка немеченого кор-
тикостерона в цитозоле печени интакт-
ных животных и крыс с опухолью при 
25 °С. Д и н а м и к а диссоциации комплек-
сов цитозоля здоровых крыс заметно 
отличается от таковой крыс-опухолсно-

Рис. 5. Конкурентная спо-
собность немеченых гормо-
нов при связывании с рецеп-
торами цитозоля печени здо-
ровых животных (а) и крыс-

опухоленосителей (б). 
По оси абсцис — концентрация 
(в М - Ю - 5 ) немеченых гормонов 
в системе; по оси ординат — вы-
теснение 3 Н-дексаметазона (в 
%). 1 — дексаметазон; 2 — кор-
тикостерон: 3 — прогестерон; 

4 — дезоксикортикостерон. 

36 



Рис. 6. Диссоциация 3Н-дексаметазои-рсцептор-
ны.\ комплексов в присутствии немеченого дек-
саметазоиа в цитозоле здоровых животных (1) 

и крыс-опухоленосителей (2). 
По оси абсцисс — время инкубации (в мин); но оси 
ординат — радиоактивность связанного 3 Н-дексамета-

зона (Ю- 1 3 ими на 0,1 мл в I мин). 

сителей. В течение 15 мин в цитозоле 
печени здоровых животных и крыс-опу-
холеносителей диссоциирует соответст-
венно 62 и 24 % комплексов. Более ин-
тенсивная диссоциация комплексов 
цитозоля животных-опухоленосителей 
отмечена на остальных отрезках време-
ни. П р е о б р а з о в а н и е данных (см. рис. 
6) в координатах In t позволило оце-
нить константу скорости диссоциации 
для комплексов цитозоля здоровых жи-
вотных и крыс-опухоленосителей. Эта 
в ел и ч и н а была равна соот в етствен но 
0,042 и 0,084 мин"1 . 

Известно, что т р а н с л о к а ц и я гормон-
рецепторных комплексов в ядро тесно 
связана с процессом активации комп-
лексов. При сравнительном изуче-
нии температурно-зависимой актива-
ции 3 Н-дексаметазон-рецепторных 
комплексов из цитозоля печени интакт-
ных крыс установлено, что около 60 % 
комплексов активируются , т. е. перехо-
дят в форму, в заимодействующую с 

Д Н К , тогда как комплексы из цитозоля 
крыс-опухоленосителей активируются 
на 20 % (табл. 2 ) . 

Известно, что рецепторы глюкокор-
тикоидных гормонов х а р а к т е р и з у ю т с я 
высокой лабильностью в отсутствие ли-
манда. На рис. 7 представлены кинети-
ческие данные о скорости термоинакти-
вации рецепторов печени здоровых жи-
вотных и крыс-опухоленосителей. В те-
чение 30 мин при 25 °С 95 % рецепто-
ров инактивируются в условиях низкой 
ио нной силы. Ан а л о г и ч ны й х а р а к т е р 
инактивации н а б л ю д а л с я и в случае 
инкубации в присутствии 0,15 М хло-
ристого калия . 

П р е о б р а з о в а н и е данных рис. 7 в 
координатах In t позволило определить 
время полураспада рецепторов печени 
здоровых крыс и крыс-опухоленосите-
лей. Эта величина была равна соответ-
ственно 6,82 и 6,42 мин. Внесение в ин-
кубационную среду 10 м М N a 2 M o 0 4 
препятствует инактивации рецепторов 
как в условиях низкой ионной силы, 
так и в присутствии 0,15 М хлористого 
калия . Исходя из кинетических д а н н ы х 
и результатов изучения термостабиль-
ности рецепторов, можно предполо-
жить , что коиформационная организа -
ция рецепторов в двух источниках ци-
тозоля в основном примерно одинако-
вая . 

О б с у ж д е н и е р е з у л ь т а т о в 

При а н а л и з е результатов в координа-
тах Скэтчерда выявлено, что концент-
рация с в я з ы в а ю щ и х мест рецепторов 
цитозоля печени крыс-опухоленосите-
лей на 40 % ниже уровня рецепторов 
здоровых животных. Это, по-видимому, 
о т р а ж а е т снижение биосинтеза рецеп-
торов или ускорение их т р а н с л о к а ц и и в 
ядерные структуры печени. С о д е р ж а н и е 

Рис. 7. Инактивация цитозольных 
рецепторов в отсутствие лиганда 
клеток печени здоровых животных 
(а) и крыс-опухоленосителей (б) 

при 25 °С. 
По оси абсцисс — время инкубации 
(в мин); но оси ординат — радиоактив-
ность связанного 3 Н-дексаметазона 
( Ю - 3 ими на 0,1 мл в 1 мин). 1 — свя-
зывание 3 Н-дексаметазона в присутст-
вии 0,15 М К О и 10 мМ Na 2Mo0 4 , 
2 — то ж е в присутствии 10 мМ N2M0O4; 
3 — связывание 3 Н-дексаметазона в 
условиях низкой ионной силы; 4 — то 

ж е в присутствии 0,15 М KC1. 
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Т а б л и ц а 1 
Активация 3Н-дексаметазон-рецепторных комплексов » цитозоле печени здоровых животных и крыс-

опухоленосителей (на 14-й день роста карциносаркомы Уокера; M±:tn) 

Содержание 3Н-•дексаметазон-рецспторпых комплексов в цитозоле печени 

Метод определения з д о р о в ы е крысы крысы-опухоленосители 
активированных 

комплексов всего , 
нмп/ (мин • мл) 

в том числе активи-
рованных , 

имп/(мин • мл) 
всего , 

имп/(мии • мл) 
в том числе активи-

рованных, 
имп/ (мин • МЛ) 

Связание о ДНК-
агарозой 

Р 
Осаждение прот-

амина сульфа-
том 

Р 

67 214±8 694 

133 740±4 776 

37 485±4 471 
(56) 

63 926±2 350 
(48) 

66 674±6 045 

< 0 , 0 5 

122 416±3 992 

< 0 , 0 5 

13 702±2 563 
(21) 

>0 ,01 

19 958±2 187 
(16) 

>0,001 

П р и м е ч а н и е . Проведено 4 параллельных опыта при хроматографии уН-дексаметазон-
рецепторных комплексов на ДНК-агарозе и 6 определений при осаждении протамина сульфатом. 

н е з а н я т ы х с т е р о и д о м р е ц е п т о р о в в ци-
т о з о л е печени к р ы с - о п у х о л е н о с и т е л е й 
на 8-й д е н ь роста о п у х о л и з н а ч и т е л ь н о 
с н и ж а е т с я . Хотя и з м е н е н и е с о д е р ж а -
ния с в о б о д н ы х с в я з ы в а ю щ и х мест про-
исходит п а р а л л е л ь н о с о б щ е й концент-
р а ц и е й рецепторов , о д н а к о о т н о ш е н и е 
с в о б о д н ы х рецепторов к а б с о л ю т н о м у 
их с о д е р ж а н и ю з н а ч и т е л ь н о п о в ы ш а е т -
ся . Э т о т ф а к т с в и д е т е л ь с т в у е т в извест-
ной степени о р а з л и ч и и во в з а и м о д е й -
ствии г л ю к о к о р т и к о и д о в с рецепторны-
ми м о л е к у л а м и печени в с л у ч а е интен-
сивного роста опухоли . Известно , что 
с н и ж е н и е г л ю к о к о р т и к о и д о в в п л а з м е 
к р о в и (при а д р е и а л э к т о м и и ) последо-
в а т е л ь н о в ы з ы в а е т с н и ж е н и е н а с ы щ е -
ния р е ц е п т о р о в г о р м о н о м из эндоген-
ного пула , что п р е д о т в р а щ а е т т р а н с л о -
к а ц и ю к о м п л е к с о в в ядро . В р е з у л ь т а т е 
этого in v i t r o р е г и с т р и р у е т с я н а р а с т а -
ние с о д е р ж а н и я с в о б о д н ы х с в я з ы в а ю -
щ и х мест д л я г о р м о н а в ц и т о з о л ь н ы х 
ф р а к ц и й . П о э т о м у м о ж н о п р е д п о л а -
гать , что п е р е р а с п р е д е л е н и е соотноше-
ния с в о б о д н ы х и з а н я т ы х стероидом ре-
ц е п т о р о в в а р ь и р у е т в з а в и с и м о с т и от 
ф у н к ц и о н а л ь н о й а к т и в н о с т и к о р ы над-
почечников и р а в н о в е с и я с и с т е м ы 
т р а и с к о р т и н — к о р т и к о с т е р о н 114, 15] . 
В этом, на н а ш в з г л я д , п р о я в л я е т с я пе-
р е к л ю ч е н и е в н е к л е т о ч н ы х и в н у т р и к л е -
т о ч н ы х м е х а н и з м о в г у м о р а л ь н о й регу-
л я ц и и в т к а н я х , н а х о д я щ и х с я в с ф е р е 
г о р м о н а л ь н о г о к о н т р о л я . Т а к о й прин-
цип р е г у л я ц и и в з а и м о д е й с т в и я глюко-
к о р т и к о и д о в с р е ц е п т о р а м и на субкле -
точном у р о в н е в п о л н е п р и е м л е м в тех 
с л у ч а я х , когда о р г а н и з м н а х о д и т с я в 
ф и з и о л о г и ч е с к о м состоянии. В ы ш е и з -

л о ж е н н ы е и з м е н е н и я г о р м о н а л ь н о г о 
б а л а н с а с л е д о в а л о бы отнести к авто-
р е г у л я т о р и ы м м е х а н и з м а м , обеспечи-
в а ю щ и м а д а п т а ц и о н н ы е р е а к ц и и при 
э к с т р е м а л ь н о м состоянии о р г а н и з м а , 
к а к и м я в л я е т с я о п у х о л е в ы й рост. П р и 
з л о к а ч е с т в е н н о м росте в з а и м о д е й с т -
вия г л ю к о к о р т и к о и д о в , по-видимому, 
б о л е е с л о ж н ы . П о л у ч е н н ы е н а м и д а н -
ные с в и д е т е л ь с т в у ю т о том, что опухо-
л е в ы й рост с о п р о в о ж д а е т с я гиперпро-
д у к ц и е й г л ю к о к о р т и к о и д о в , с в о б о д н ы х 
от с в я з и с т р а н с к о р т и н о м . С л е д о в а л о 
о ж и д а т ь , что у в е л и ч е н и е с о д е р ж а н и я 
к о р т и к о с т е р о н а в к р о в я н о м р у с л е бу-
д е т с п о с о б с т в о в а т ь н а р а с т а н и ю ф р а к -
ции з а н я т ы х стероидом рецепторов за 
счет с н и ж е н и я д о л и свободных ф о р м 
рецепторов . О д н а к о п о л у ч е н н ы е д а н -
ные с в и д е т е л ь с т в у ю т об у в е л и ч е н и и 
с о о т н о ш е н и я свободных р е ц е п т о р о в к 
их о б щ е м у с о д е р ж а н и ю . М е х а н и з м , 
с о х р а н я ю щ и й р а в н о в е с и е м е ж д у сво-
б о д н ы м и и з а н я т ы м и стероидом рецеп-
т о р а м и , по-видимому, п о д а в л е н или 
и з в р а щ е н . С л е д у е т иметь в виду, что 
у м е н ь ш е н и е о б щ е г о с о д е р ж а н и я гор-
м о и - р е ц е п т о р и ы х комплексов , н а б л ю -
д а е м о е в процессе интенсивного роста 
опухоли , отчасти м о ж е т быть с о п р я ж е -
но с более интенсивной т р а н с л о к а ц и е й 
а к т и в и р о в а н н ы х к о м п л е к с о в в я д е р н ы е 
ф р а к ц и и в у с л о в и я х г и п е р п р о д у к ц и и 
с в о б о д н ы х форм к о р т и к о с т е р о и д о в в 
к р о в я н о м русле . О д н а к о это предполо-
ж е н и е , по-видимому, с л е д у е т исклю-
чить на о с н о в а н и и полученных д а н н ы х 
о п о д а в л е н и и процесса а к т и в а ц и и цито-
з о л ь н ы х г о р м о н - р е ц е п т о р н ы х к о м п л е к -
сов по м е р е роста опухоли . 
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При сопоставлении хроматографиче-
ских свойств у Н-дексаметазон-рецеп-
торных комплексов клеток печени здо-
ровых животных и крыс с карциносар-
комой Уокера м о ж н о видеть, что ра-
диоактивность из колонки с гидрокси-
лапатитом элюируется в двух зонах 
концентрации калий-фосфатного буфе-
ра (0,002—0,15 М ) . Условия десорб-
ции рецепторов в обоих хроматографи-
ческих экспериментах в основном не 
различаются . Это хроматографическое 
свойство белка , по-видимому, о т р а ж а -
ет идентичность рецепторов печени здо-
ровых животных и крыс с карциносар-
комой Уокера. 

Активация гормон-рецепторных 
комплексов является основным звеном 
в процессе т р а н с л о к а ц и и гормона в яд-
рах. П о современным представлениям 
акцепция гормон-рецепторных комп-
лексов осуществляется посредством 
копформационной перестройки рецеп-
торной молекулы вследствие перемеще-
ния положительных з а р я д о в к поверх-
ности белковой молекулы [13] . В на-
шей работе с помощью двух методов 
показано, что после температурно-за -
висимой активации 3 Н-дексаметазон-
рецепторных комплексов цитозоля здо-
ровых крыс а к т и в и р о в а н н а я часть 
комплексов составляет около 5 0 % от 
общего содержания , т. е. устанавлива -
ется равновесное соотношение м е ж д у 
активированной и неактивированной 
ф о р м а м и рецепторов. Такое равновесие 
не удается сдвинуть в сторону активи-
рованных комплексов путем продолже-
ния экспозиции при 25 °С. Аналогичный 
феномен был описан ранее [3] . Меха-
низм, сохраняющий равновесие двух 
форм гормон-рецепторных комплексов 
в бесклеточной системе, неясен. Неиз-
вестен и принцип активации гормон-ре-
цепторных комплексов на субклеточ-
ном уровне целостного организма . По-
лученные нами д а н н ы е свидетельству-
ют о том, что в цитозоле печени крыс с 
карциносаркомой Уокера активация 
гормон-рецепторных комплексов нару-
шена или принцип ее регуляции каче-
ственно изменен по сравнению с нор-
мой. Некоторые авторы у к а з ы в а ю т на 
то, что в цитозоле печени присутствует 
низкомолекулярный ингибитор, ответ-
ственный за активацию гормон-рецеп-
торных комплексов [4, 12]. М о ж н о ду-
мать, что р а с т у щ а я в организме опу-
холь может влиять на ингибитор акти-
вации гормон-рецепторных комплексов. 

Полученные нами результаты н а р я д у с 
л и т е р а т у р н ы м и д а н н ы м и позволяют 
предположить , что подавление актива-
ции комплексов м о ж е т стать следстви-
ем последующих нарушений гормо-
нальной регуляции в транскрипции 
Д Н К и биосинтезе индивидуальных 
белков. 

Таким образом, результаты кинети-
ческих экспериментов и сравнительного 
исследования хроматографических 
свойств рецепторов у к а з ы в а ю т на изме-
нение с о д е р ж а н и я рецепторов в количе-
ственном отношении в печени животно-
го-опухоленосителя по сравнению с 
н о р м а л ь н ы м и к л е т к а м и печени. О д н а к о 
совокупность отмеченных изменений 
(специфичность сродства рецепторов к 
ряду гормонов, скорость инактивации, 
т р а н с ф о р м а ц и и рецепторов в Д Н К - а к -
цептируемую форму при т е м п е р а т у р -
ном воздействии) м о ж е т рассматри-
ваться как расстройство гормональной 
регуляции на субклеточном уровне в, 
отдаленных органах хозяина . Такое по-
л о ж е н и е биохимических явлений, по-
видимому, м о ж н о т р а к т о в а т ь к а к про-
явление системного действия р а с т у щ е й 
опухоли на организм в целом [2] . 
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ANALYSIS OF GLUCOCORTICOID/RECEP-
TOR INTARACTIONS IN RAT LIVER TISSUE 
DURING GROWTH OF WALKER CARCINO-

SARCOMA 
K. J. Kraujelis, A. P. Desrius, A. P. Ulinskaite 
Institute of Biochemistry, Academy of Sciences 

of the Lithuanian SSR, Vil'nyus 

Specific glucocorticoid hormone receptors 
with Кавз = 1,23-108 M - 1 and the content of bin-
ding sites 5,59 • 10 ~13 moles per mg of protein 

were found in liver cytosol of intact rats. During 
growth of Walker carcinosarcoma concentration 
of binding sites decreased approximately by 
40 %, whereas the affinity of receptors to the 
hormone did not mainly altered. At the same ti-
me, a considerable decrease was noticed in the 
content of free binding sites not bound with 
endogenous corticosteroids. After thermoactiva-
tion about 50 % of 3H-dexamethasone receptor 
complexes acquired the ability to bind DNA, whi-
le in the same experimental conditions only about 
20 % of the complexes were activated in cytosol 
of tumor-bearing rats. With growing of the tu-
mor thermal inactivation of the hormone-recep-
tor complexes was not practically altered both 
in presence and in absence of rnolybdate ions. 
In a solution with low ion strength at 25° a half-
life dissociation of 3H-dexamethasone-receptor 
complexes was equal to 0.042 and 0.084 min_l> 
respectively, in cytosols of healthy and tumor-
bearing rats. 

УДК 616.61-002-053.2-085.272.4-036.8-07:616.155.1 +616.61)-008.939.15-39-074 

В. А. Жмуров, В. И. Крылов, А. Д. Петрушина 

В Л И Я Н И Е А Н Т И О К С И Д А Н Т О В И М И С К Л Е Р О Н А НА П Р О Ц Е С С Ы 
Д Е С Т А Б И Л И З А Ц И И К Л Е Т О Ч Н Ы Х М Е М Б Р А Н П Р И Н Е Ф Р И Т А Х 

У Д Е Т Е Й 

Тюменский медицинский институт 

В п а т о г е н е з е н е ф р и т о в у д е т е й с у щ е -
с т в е н н о е з н а ч е н и е п р и д а ю т п р о ц е с с а м 
д е с т а б и л и з а ц и и к л е т о ч н ы х м е м б р а н , 
о б у с л о в л е н н ы х в о з д е й с т в и е м н а б и о -
м е м б р а н ы э н д о г е н н ы х ф о с ф о л и п а з , 
в о в л е ч е н и е м м е м б р а н н ы х л и п и д о в в 
п р о ц е с с ы п е р е о к и с л е н и я , в л и я н и е м 
ф а к т о р о в г и п о к с и и [3, 6, 8 ] . 

И с х о д я и з д а н н ы х п р е д п о с ы л о к , в н а -
с т о я щ е й р а б о т е п р о в е д е н ы и с с л е д о в а -
н и я в л и я н и я а н т и о к с и д а и т о в ( а - т о к о -
ф е р о л а и у н и т и о л а ) , а т а к ж е м и с к л е р о -
н а ( к л о ф и б р а т а ) н а ф и з и к о - х и м и ч е -
с к и е п о к а з а т е л и с о с т о я н и я ц и т о м е м -
б р а н э р и т р о ц и т о в и н е ф р о н а . Т о к о ф е -
р о л и у н и т и о л о б л а д а ю т ш и р о к и м 
с п е к т р о м в о з д е й с т в и я н а о р г а н и з м , в 
т о м ч и с л е а н т и о к с и д а н т н ы м , а н т и ф о с -
ф о л и п а з н ы м и а н т и г и п о к с а н т н ы м [ 5 ] , 
м и с к л е р о н с п о с о б е н с т и м у л и р о в а т ь пе-
р о к с и с о м о о б р а з о в а н и е , п о в ы ш а т ь со-
д е р ж а н и е в о р г а н и з м е к а т а л а з ы [ 1 2 ] , 
н е о к а з ы в а я п р и э т о м о т р и ц а т е л ь н о г о 
в л и я н и я н а ф у н к ц и ю п е ч е н и и п о ч е к 
[ 1 8 , 1 9 ] . 

М е т о д и к а 
Обследовано 115 детей в возрасте от 5 до 

15 лет, больных хроническим гломерулонеф-
ритом (53 больных с гематурической формой 

заболевания и 62 — с нефротической). Мор-
фологическое исследование почечной ткани 
проведено у 26 больных (у 7 обнаружены ми-
нимальные изменения в гломерулах, у 8 -
пролиферативные, у 7 — мембранопролифера-
тивпые и у 4 — фибропластические). 

а-Токоферол назначали в периоде обостре-
ния заболевания в дозе 3 мг/кг, унитиол — 
5 мг/кг, мисклерон — 30 мг/кг. Продолжи-
тельность курсов лечения составляла 30 дней. 

В группу сравнения вошли 48 больных 
хроническим гломерулонефритом, которые не 
получали в составе комплексной терапии 
а-токоферол, унитиол и мисклерон. 

Материалом для исследования служили 
венозная и капиллярная кровь, моча. Веноз-
ную кровь брали из периферической вены в 
пробирку с антикоагулянтом (гепарином) в 
количестве 5 мл. Эритроциты дважды промы-
вали 0,9 % раствором хлорида натрия. Для 
получения мембран часть эритроцитов гемо-
лизировали равным объемом дистиллирован-
ной воды, липиды экстрагировали смесыо хло-
роформа с метанолом ( 2 : 1 ) . В липидах 
определяли содержание диеновых конъюгатов 
спектрофотомстрически по поглощению в об-
ласти 232 им [10], малонового диальдегида — 
по реакции с тиобарбитуровой кислотой [11], 
шиффовых оснований — по интенсивности 
флюоресценции раствора липидов в хлорофор-
ме с максимумом возбуждения флюоресцен-
ции при 360 нм и максимумом испускания 
в области 440 нм [9]. Перед каждой серией 
измерений прибор калибровали по стандарт 
ному раствору сульфата хинина (1 мкг/мл в 
0,1 н. серной кислоте). Кроме того, в ли-
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п идиом экстракте определяли содержание 
лизофосфатидилхолииа и фосфолипидов мето-
дом тонкослойной хроматографии (ТСХ) на 
силикагеле [17], а также токоферолов [16]. 

В цельных (интактных) эритроцитах опре-
деляли активность фосфолипазы А2 методом 
токсического гемолиза эритроцитов в присут-
ствии лецитина и ионов кальция [2]. Для 
определения содержания восстановленного 
глутатисма в эритроцитах последние гемоли-
зировали сапонином [14]. 

В капиллярной крови устанавливали актив-
ность каталазы но Баху и Зубковой [1] 
(активность фермента выражали в миллимо-
лях Н2О2, разрушенной при инкубации с. 1 мл 
крови за 1 мин), а также пероксидазиую 
активность [13]. Метод основан на фотомет-
рической регистрации снижения концентрации 
иидигокармина, который окисляется Н2О2 в 
присутствии пероксидазы. Для анализа 
использовали капиллярную кровь, разведен-
ную в 1000 раз. Пероксидазиую активность 
крови вычисляли по формуле Веберта — Рих-
терика и выражали в микромолях иидигокар-
мина, который окислялся в присутствии 1 мл 
крови за 1 мин. 

Мочу собирали в утренние часы (за 3 ч), 
центрифугировали для удаления клеток моче-
вого осадка, липиды мочи экстрагировали из 
надосадочной жидкости смесью хлороформ — 
метанол (2 : I). После разделения фаз ниж-
ний хлороформный слой фильтровали и вы-
паривали под вакуумом до сухого остатка. 
В липидном экстракте определяли содержание 
диеновых конъюгатов [10], малонового ди-
альдегида [11], шиффовых оснований [9], а 
также содержание лизофосфатидилхолииа и 
фосфолипидов методом ТСХ на силикагеле 
по цветной реакции с малахитовым зеленым 
[4]. Содержание других классов липидов в 
липидном экстракте не анализировали. Кроме 
того, в моче устанавливали активность ката-

лазы [1], а также активность фосфолипазы 
А2 методом [14]. 

Материалы исследований обработаны ме-
тодом вариационной статистики по Фишеру — 
Стьюдеиту. 

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

Р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и й п о к а з а л и , 
ч т о п р и м е н е н и е в к о м п л е к с н о й т е р а п и и 
г л о м е р у л о н е ф р и т а т о к о ф е р о л а , у н и т и о -
л а и м и с к л е р о н а с п о с о б с т в о в а л о б о л е е 
б ы с т р о м у к у п и р о в а н и ю э к с т р а р е н а л ь -
н ы х п р о я в л е н и й з а б о л е в а н и я ( и н т о к с и -
к а ц и и , н а р у ш е н и й ф у н к ц и и с е р д е ч н о -
с о с у д и с т о й с и с т е м ы , о т е ч н о г о с и н д р о -
ма , ) , а т а к ж е м о ч е в о г о с и н д р о м а п о 
с р а в н е н и ю с т а к о в ы м и у б о л ь н ы х , н е 
п о л у ч а в ш и х у к а з а н н ы х п р е п а р а т о в . 

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 в л и я -
н и я а н а л и з и р у е м ы х п р е п а р а т о в н а п о -
к а з а т е л и п е р е о к и с л е н и я л и п и д о в , а к -
т и в н о с т ь ф е р м е н т о в и у р о в е н ь а н т и о к -
с и д а и т о в у б о л ь н ы х г л о м е р у л о н е ф р и -
т о м п р е д с т а в л е н а в т а б л . 1 и 2. 

К а к с л е д у е т и з т а б л . 1, п р и м е н е н и е 
а - т о к о ф е р о л а в к о м п л е к с н о й т е р а п и и 
п р и в о д и л о к з н а ч и т е л ь н о м у у м е н ь ш е -
н и ю с о д е р ж а н и я п р о д у к т о в п е р е к и с н о -
г о о к и с л е н и я л и п и д о в ( П О Л ) в м е м -
б р а н а х э р и т р о ц и т о в , с н и ж е н и ю а к т и в -
н о с т и ф о с ф о л и п а з ы А 2 И у р о в н я л и з о -
ф о с ф а т и д и л х о л и и а . К р о м е т о г о , к а к п о -
к а з а л и р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и й , п о с л е 
л е ч е н и я а - т о к о ф е р о л о м у в е л и ч и л о с ь 

Т а б л и ц а 1 
Биохимические показатели крови у детей, больных гломерулонефритом, на фоне применения 

а-токоферола, унитиола и мисклерона (Х±т) 

Больные дети после лечения 
Больные 
группы 

сравнения 
Здоровые 

дети 
Больные дети 

до лечения а - т о к о ф е -
ролом унитиолом мисклероном 

Больные 
группы 

сравнения 

9 ,95±0,99 21,86±3,33 11,71 ± 1,61 * 9,82±1,02*** 10,01±1,39** 17,42±2,33 

8,43±0,82 30,35±0,37 13,58±1.47* 11,40±2,00* 14,40±2,09 21,42±3,36 

72,2±1,10 324,0±25,0 130,4± 17, GO** 94,4±13,5** 131,4±25,0 225,6±32,0 

10,02±0,55 22,05±1,89 9,33±0,64* * 11,74±0,14* * * 13,26±2,49 14,55±0,32 

0,18±0,04 0,36±0,0G 0,10±0,09*** 0,22±0,04 0,24±0,0G 0,28±0, U4 

7,72±0,07 5,67±0,39 - 6,95±0,37* 6,91±0,29* 6 ,18±0,18 

241,0б±13,6 114,71dH 1,5 - 183,81±11,1 * * 135,58± 11,4 

4,58±0,20 2,32±0,23 4,02±0,31 6,06±0,33*** - 3,38±0,18 

Анализи руемый 
показатель 

Диеновые конъюга-
ты, нмоль на 1 мг 
липидов мембран 
эритроцитов 

МДА, нмоль на 
1 мг липидов мем-
бран эритроцитов 

Шиффовы основа-
ния, ед. на 1 мл 
мембран эритроцитов 

Фосфолипазная 
активность эритро-
цитов, % гемолиза 

Ли з офосф а ти ди л -
холин мембран эрит-
роцитов, м моль/л 

Каталаза , 
ммоль/мл/мин 

Пероксидаза , 
мкмоль/мл/мии 

Глутатион восста-
новленный, ммоль на 
1 л эритроцитов 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 
Р с 0 , 0 1 , три — ж 0 ,001 . 

одна звездочка — Я < 0 , 0 5 по отношению к группе сравнения, д в е -
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Т а б л и ц а 1 
Биохимические показатели мочи у детей, больных гломерулонефритом, на фоне применения а-то-

коферола, унитиола и мисклерона ( Х ± т ) 

Б о л ь н ы е п о с л е л е ч е н и я 
А н а л и з и р у е м ы й З д о р о в ы е Б о л ь н ы е д о Б о л ь н ы е 

п о к а з а т е л ь дети л е ч е н и я « - т о к о ф е -
у и и т и о л о м 

г р у п п ы 
р о л о м у и и т и о л о м м и с к л е р о н о м с р а в н е н и я 

Д и е н о в ы е к о н ъ ю г а -
т ы , м к м о л ь / с у т 3 , 2 1 ± 0 , 2 0 14 ,11±1,34 7 , 4 9 ± 1,29* 4 , 4 7 ± 0 , 7 2 * * * 6 , 7 0 ± 0 , 6 1 * 11,74± 1,75 

М а л о н о в ы й д и а л ь -
6 , 7 0 ± 0 , 6 1 * 11,74± 1,75 

д е г и д , м к м о л ь / с у т 0 ,73±0 ,10 1 ,69±0 ,33 0 ,81±0 ,12* 1 ,07±0,21 0 ,60±0 ,03* * * 1 ,44±0 ,29 
Ш и ф ф о в ы о с н о в а -

0 ,60±0 ,03* * * 1 ,44±0 ,29 

н и я , е д / м л 2 , 7 0 ± 0 , 2 2 12,60±2,42 6 , 6 7 ± 0 , 7 5 * * 7 , 3 6 ± 0 , 8 0 * 7 , 6 7 ± 1,61 10 ,60* 1,13 
Общие ф о с ф о л и п и -

16,00±0,71 * * * 

10 ,60* 1,13 

д ы , м к м о л ь / с у т 15,02±0,18 68 ,28±3 ,07 16,00±0,71 * * * 3 1 , 5 3 ± 1,44 17,87± 1,28* ** 34,3G± 1,83 
Л и з о ф о с ф а т и д и л -

10,00±0,59 1 ,66±0 ,43* * * 

17,87± 1,28* ** 34,3G± 1,83 

х о л и я , м к м о л ь / с у т О т с у т с т в у е т 10,00±0,59 1 ,66±0 ,43* * * 1 ,25±0 ,10*** 1 ,38±0,52* ** 5 , 1 2 ± 0 , 0 3 
Ф о с ф о л и п а з а А 2 , 

6 . 9 2 ± 0 , 9 9 * м к м о л ь / м л / м и н 3 , 8 1 ± 0 , 4 9 34 ,73±2 ,19 6 . 9 2 ± 0 , 9 9 * 5 , 7 1 ± 1,10* * 13,78±2,58 12,19±2,01 
К а т а л а з а , 

4 , 0 8 ± 0 , 4 5 1 ,03±0,18* * * 

12,19±2,01 

м к м о л ь / м л / м и н 0 , 4 0 ± 0 , 0 5 4 , 0 8 ± 0 , 4 5 — 1,03±0,18* * * 1 ,31±0 ,14* 1 ,97±0 ,25 
Д и у р е з , м л / с у т 1355±2,5 840± 1,2 1120±2,0 1250± 1,7 1205± 1,7 1050±4,6 

его с о д е р ж а н и е в м е м б р а н а х э р и т р о ц и -
тов ( 2 , 2 7 ± 0 , 1 6 м к м о л ь / л после л е ч е н и я 
по с р а в н е н и ю с 1 , 6 2 ± 0 , 0 9 м к м о л ь / л у 
б о л ь н ы х группы с р а в н е н и я ) . Унитиол 
о к а з ы в а л а н а л о г и ч н о е в л и я н и е на про-
цессы П О Л , но в б о л ь ш е й м е р е умень-
ш а л с о д е р ж а н и е д и е н о в ы х к о н ъ ю г а т о в 
и ш и ф ф о в ы х оснований ф о с ф о л и п и д о в , 
при этом у б о л ь н ы х с у щ е с т в е н н о воз-
р а с т а л а а к т и в н о с т ь к а т а л а з ы и иерок-
с и д а з ы , а т а к ж е с о д е р ж а н и е восстанов-
ленного г л у т а т и о н а . П р и м е н е н и е миск-
л е р о н а с о п р о в о ж д а л о с ь у м е н ь ш е н и е м 
с о д е р ж а н и я д и е н о в ы х к о н ъ ю г а т о в и 
ш и ф ф о в ы х оснований , в о з р а с т а н и е м 
а к т и в н о с т и к а т а л а з ы ; а к т и в н о с т ь фос-
ф о л и п а з ы А2 И с о д е р ж а н и е л и з о ф о с -
ф а т и д и л х о л и и а с у щ е с т в е н н о не изме-
нялись . 

П о л о ж и т е л ь н ы й э ф ф е к т у к а з а н н ы х 
п р е п а р а т о в отмечен и при исследова -
нии мочи (см. т а б л . 2 ) . Т а к , примене-
ние в и т а м и н а Е п р и в о д и л о к у м е н ь ш е -
нию э к с к р е ц и и с мочой п р о д у к т о в 
П О Л , ф о с ф о л и п и д о в и л и з о ф о с ф а т и -
д и л х о л и и а , а к т и в н о с т и ф о с ф о л и п а з ы 
А2 . П р и м е н е н и е у н и т и о л а б о л е е суще-
ственно с н и ж а л о э к с к р е ц и ю д и е н о в ы х 
к о н ъ ю г а т о в , но н е з н а ч и т е л ь н о в л и я л о 
на э к с к р е ц и ю М Д А и о б щ и х ф о с ф о л и -
пидов. М и с к л е р о н о к а з ы в а л в ы р а ж е н -
ное в л и я н и е на у м е н ь ш е н и е э к с к р е ц и и 
д и е н о в ы х к о н ъ ю г а т о в и М Д А , лизо-
ф о с ф о л и п и д о в и о б щ и х ф о с ф о л и п и д о в , 
в то в р е м я к а к а к т и в н о с т ь ф о с ф о л и п а -
зы А2 у б о л ь н ы х с у щ е с т в е н н о не изме-
н я л а с ь . 

Р е з у л ь т а т ы и с с л е д о в а н и й свидетель -
ствуют о том, что а - т о к о ф е р о л , у н и т и о л 
и м и с к л е р о н у б о л ь н ы х г л о м е р у л о н е ф -

ритом о к а з ы в а ю т и и г и б и р у ю щ е е влия-
ние на процессы Г10Л. О д н а к о воздей-
ствие у к а з а н н ы х п р е п а р а т о в на р а з -
л и ч н ы е э т а п ы и е р е о к и с л е н и я л и п и д о в 
д и ф ф е р е н ц и р о в а н о . П р о в е д е н н ы е ис-
с л е д о в а н и я п о з в о л я ю т с ч и т а т ь у н и т и о л 
н а и б о л е е э ф ф е к т и в н ы м а н т и о к с и д а н -
том, о к а з ы в а ю щ и м в о з д е й с т в и е на ме-
т а б о л и ч е с к и е процессы р а з р у ш е н и я ли-
поперекисей . О д н а к о п р е и м у щ е с т в о м 
т о к о ф е р о л о в я в л я е т с я а к т и в н о е влия -
ние на м е т а б о л и з м л и з о ф о р м ф о с ф о л и -
пидов, о чем с в и д е т е л ь с т в у е т н а и б о л е е 
низкое с о д е р ж а н и е л и з о ф о с ф а т и д и л х о -
л и и а в м е м б р а н а х э р и т и р о ц и т о в у боль-
ных, п о л у ч а в ш и х т о к о ф е р о л . У препа -
ратов , с о д е р ж а щ и х S I i - г р у п п ы , д а н н ы й 
э ф ф е к т в ы р а ж е н в м е н ь ш е й степени. 

А н т и о к с и д а и т н ы й и а н т и ф о с ф о л и п а з -
ный э ф ф е к т т о к о ф е р о л о в и у н и т и о л а 
п р о я в л я е т с я и на у р о в н е почечной тка -
ни, а м и с к л е р о н в свою о ч е р е д ь н о р м а -
л и з у е т э к с к р е ц и ю д и е н о в ы х к о н ъ ю г а -
тов и з н а ч и т е л ь н о у м е н ь ш а е т с о д е р ж а -
ние в моче М Д А и ш и ф ф о в ы х основа-
ний. О б щ и м свойством а - т о к о ф е р о л а 
и м и с к л е р о н а я в л я е т с я к у п и р о в а н и е 
при их п р и м е н е н и и ф о с ф о л и п и д у р и и , 
что косвенно о т р а ж а е т м е м б р а н о с т а б и -
л и з и р у ю щ и й э ф ф е к т у к а з а н н ы х препа-
р а т о в на у р о в н е почечной т к а н и . Н е о б -
х о д и м о отметить , что м и с к л е р о н повы-
ш а е т а к т и в н о с т ь к а т а л а з ы , в л и я я тем 
с а м ы м на м е т а б о л и з м перекиси водоро-
да , н а к о п л е н и е которой у с т а н о в л е н о 
при г л о м е р у л о н е ф р и т а х [ 8 ] . Н а р я д у с 
этим а - т о к о ф е р о л , у н и т и о л и мискле -
рон у м е н ь ш а ю т с о д е р ж а н и е в моче ли-
з о ф о с ф а т и д и л х о л и и а . П о д о б н ы й эф-
ф е к т м и с к л е р о н а о б у с л о в л е н , вероятно , 
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у с к о р е н и е м м е т а б о л и з м а л и з о ф о с ф а т и -
д и л х о л и и а , п о с к о л ь к у п р е п а р а т в о т л и -
ч и е о т у н и т и о л а и а - т о к о ф е р о л а н е о к а -
з ы в а е т с у щ е с т в е н н о г о в л и я н и я н а а к -
т и в н о с т ь в м о ч е э н д о г е н н ы х ф о с ф о л и -
п а з . 

Т а к и м о б р а з о м , п р о в е д е н н ы е и с с л е -
д о в а н и я с в и д е т е л ь с т в у ю т о с т а б и л и з и -
р у ю щ е м в л и я н и и а - т о к о ф е р о л а , у н и -
т и о л а и м и с к л е р о н а н а к л е т о ч н ы е м е м -
б р а н ы , в т о м ч и с л е п о ч е ч н о й т к а н и , п р и 
г л о м е р у л о н е ф р и т а х у д е т е й . 
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EFFECT OF ANTIOXIDANTS AND MYSCLE-
RONE ON DESTAB1LIZATION OF CELL 
MEMBRANES IN CHILDREN NEPHRITES 

V. A. Zhmurov, V. /. Krylov, A. D. Petrushina 

Medical School, Tyumen 

Effects of a-tocopherol, unithiol and myscle-
rone on lipid peroxidation, activity of phospholi-
pases and the state of a body antioxidant 
systems were studied in 115 patients with glo-
merulonephritis. Administration of these drugs 
caused a decrease in the content of peroxides 
in blood and urine, a decrease in activity of en-
dogenous phospholipases, an increase-in the con-
tent of antioxidants as well as in the activity 
of antioxidant enzymes. Different effects of the 
preparations on various steps of lipid peroxida-
tion as well as on the activity of phospholipases 
and antioxidant enzymes were shown. 

УДК 616.24-036.11-07: [616.153.1:577.152.34+616.154:577.175.85]-074 

P. А. Зарембский, N. А. Беляков, JI. К. Шершнева, С. В. Оболенский 

С О С Т О Я Н И Е К А Л Л И К Р Е И Н - К И Н И Н О В О Й С И С Т Е М Ы К Р О В И 
П Р И О С Г Р Ы X Л Е Г О Ч И Ы X П О В Р Е Ж Д Е Н И Я X 

Институт усовершенствования врачей, Ленинград 

К и н и н ы , о б л а д а ю щ и е ш и р о к и м 
с п е к т р о м б и о л о г и ч е с к о г о д е й с т в и я , иг-
р а ю т в а ж н у ю р о л ь в п а т о г е н е з е р я д а 
п а т о л о г и ч е с к и х п р о ц е с с о в , в т о м ч и с л е 
в о с п а л е н и й , и н т о к с и к а ц и й , т р а в м , по -
с л е д с т в и й м а с с и в н о й к р о в о п о т е р и и д р . 
У с т а н о в л е н о , ч т о в э к с т р е м а л ь н ы х си-
т у а ц и я х н а р у ш е н и е м е т а б о л и з м а в т к а -
н я х в е д е т к а к т и в а ц и и к а л л и к р е и н - к и -
н и н о в о й с и с т е м ы ( К К С ) с п о с л е д у ю щ и -
м и р а с с т р о й с т в а м и м и к р о ц и р к у л я ц и и в 
ж и з н е н н о в а ж н ы х о р г а н а х [4, 1 0 ] . Л е г -
к и е у ч а с т в у ю т в и з м е н е н и я х с о д е р ж а -
н и я к о м п о н е н т о в К К С в к р о в и [ 5 ] , о д -
н а к о д о н а с т о я щ е г о в р е м е н и н е о п р е д е -

л е н а р о л ь л е г к и х в р е г у л я ц и и а к т и в н о -
с т и К К С к р о в и в к р и т и ч е с к и х 
с и т у а ц и я х , в ч а с т н о с т и п р и м а с с и в н о й 
к р о в о п о т е р е и о с т р о м их п о в р е ж д е н и и . 

В з а д а ч у н а с т о я щ е й р а б о т ы в х о д и л о 
о п р е д е л е н и е р о л и л е г к и х в р е г у л я ц и и 
К К С п у т е м и с с л е д о в а н и я к о м п о н е н т о в 
к и н и н о в о й с и с т е м ы к р о в и д о и п о с л е 
п р о х о ж д е н и я е е ч е р е з л е г к и е . 

М е т о д и к а 

Изучение компонентов ККС крови, прите-
кающей к легким и оттекающей от них, вы-
полнено у 16 собак с моделью геморрагиче-
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ского шока и у 12 больных людей с острой 
л е гочной патол о г ней. 

Животных под внутривенным гексепало-
вым наркозом фиксировали на операционном 
столе и через бедренные сосуды катетеризи-
ровали правый желудочек сердца (приток к 
легким) и аорту (отток от легких). После 
гепаринизации (300 ЕД/кг) собак измеряли 
исходные показатели, проводили артериальное 
кровопускание, снижая давление в аорте до 
5,3—6,65 кПа. На этом уровне гипотензии 
животных наблюдали в течение 90—120 мин, 
после чего проводили реинфузию аутокрови в 
вену. Артериальную и венозную кровь брали 
в полиэтиленовые пробирки после катетериза-
ции сосудов, через 10 и 90 мин после кро-
вопотери и через 90 мин после реинфузии. 

Клиническую группу составили 12 больных 
реаниматологического профиля с острыми ле-
гочными повреждениями, куда вошли 2 че-
ловека с синдромом «шокового легкого» и 
10 человек с острой пневмонией, у которых 
в течение первых 7 сут заболевания было 
проведено 510 исследований компонентов ККС 
в артериальной и венозной ' крови. У всех 
больных наличие . патологического процесса 
в легких было подтверждено клиническими и 
рентгенологическими данными. С лечебной 
целью использовали экстракорпоральный ме-
тод детоксикации и оксигепации крови (гемо-
'сорбция через активированные угли марки 
С Щ , при этом проводили катетеризацию 
верхней полой вены и лучевой артерии. Боль-
ные получали антибактериальную и инфузион-
но-трансф уз ионную терапию, д е с е и с и б и л и з и -
руюиине, и общеукрепляющие средства, физио-
терапию. 

Кровь брали с интервалом 1—3 сут одно-
моментно из артерии и вены в полиэтилено-
вые пробирки с охлажденным (38 г/л) цит-
ратом натрия в соотношении 9 : 1 и центри-
фугировали 15 мин при 1500 g. 

Активность калликреииа и содержание 
калликреиногена в плазме крови определяли 
специфическим хроматографическим методом 
[2, 7], принцип которого заключается в час-

тичной очистке фермента на ДЭАЭ-сефадексе 
А-50 при рН 7,0 и ионной силе буфера 0,02 
с последующим измерением эстеразной актив-
ности калликреииа по скорости гидролиза 
эфирной связи в этиловом эфире N-беизоил-
Т.-аргинина (Б АЭЭ • НС 1). Сод ер ж а ни е ки ни -
ногена устанавливали биологическим методом 
по сокращению изолированного рога матки 
крысы [6]. Активность карбоксипептидазы N 
(кининазы I) определяли химическим мето-
дом, используя в качестве субстрата гиппу-
рил-Ь-лизии (ГЛ) [6]. Антитриптическую 
активность (АТА) находили спектрофотомет-
рическим методом [8]. 

Результаты исследований обрабатывали 
статистически с использованием критерия 
Стыодеита (Р), а также иепараметрических 
критериев (q). 

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

П р и а н а л и з е экспериментального ма-
т е р и а л а по реакции на кровопотерю 
были выделены 2 группы животных: 
устойчивые и неустойчивые. В 1-ю 
группу вошло 10 собак, у которых в те-
чение 1,5—2 ч артериальное давление 

было стабильным. У этих животных 
после реинфузии не пострадала газооб-
менная функция легких, о чем свиде-
тельствовала неизменность величин 
р а 0 2 и PaCOi). Во 2-ю группу было 
включено 6 животных, которым в пери-
од гипотензии о к а з а л о с ь необходимым 
проводить дробные вливания крови. 
В посттрансфузионном периоде у них 
отмечали нарушения газообменной 
функции легких ( р а 0 2 с н и ж а л о с ь с 13,1 
до 9,1 к П а ) . У животных этой группы 
в ы я в л я л и более в ы р а ж е н н ы е морфоло-
гические изменения в легких (интерсти-
циальиый альвеолярный отек, микро-
тромбозы, к р о в о и з л и я н и я ) . 

В период кровопотери д и н а м и к а по-
казателей К К С в оттекающей от лег-
ких и притекающей к ним крови у всех 
животных была одинаковой. В крови, 
оттекающей от легких, выявлено воз-
растание активности к а л л и к р е и и а на 
52—83 % от начального уровня (2-я 
и 1-я группы животных соответствен-
но) и снижение уровня калликреиноге-
на до 57—71 %, падение кининазной 
активности (до 37—50 %) и содержа-
ния кининогена (до 48—57 % ). 

Анализ компонентов К К С крови вы-
я в и л о п р е д е л е и и ы е различия между 
показателями животных 1-й и 2-й групп 
после восполнения кровопотери. У жи-
вотных 1-й группы не было отмечено 
вы р а жени ы х из м енеи и й компонентов 
К К С в оттекающей от легких и прите-
кающей к ним крови (кроме калли-
креииа, активность которого была вы-
ше в притекающей к легким крови; 
табл . 1). В то ж е время у животных 2-й 
группы после реинфузии активность 
калликреииа была выше в оттекающей 
от легких крови ( т а б л . 2 ) . 

Известно, что легкие с т р а д а ю т в наи-
большей степени именно в тот период, 
когда повышается концентрация мета-
болитов и физиологически активных 
веществ, а в венозную систему поступа-
ют активированные клетки из перифе-
рических отделов сосудистого русла, 
где ранее в период гипотензии кровоток 
был прерван [3] . В зависимости от ин-
дивидуальной устойчивости животных 
после гемотрансфузии патологические 
изменения в легких наступают либо 
сразу (что было выявлено у животных 
2-й группы) , либо через определенный 
латентный период. 

Рост активности калликреииа , веро-
ятно, связан с активированием калли-
креиногена в результате воздействия 
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соответствующих ф а к т о р о в а к т и в а ц и и 
(гипоксия, ацидоз , усиление а г р е г а ц и и 
т р о м б о ц и т о в ) . 

В крови, о т т е к а ю щ е й от легких, ак-
тивность к а л л и к р е и и а у ж и в о т н ы х 1-й 
группы б ы л а ниже , чем в п р и т е к а ю щ е й 
крови, что п о д т в е р ж д а е т участие лег-
ких в м е т а б о л и з м е кининов. У живот -
ных 2-й группы отмечены я в л е н и я ак-
тивации К К С после п р о х о ж д е н и я кро-
ви через легкие . Об этом свидетельст-
вуют более в ы с о к а я активность к а л л и -
креииа в о т т е к а ю щ е й от легких кро-
в и — 6 0 6 , 0 7 ± 7 5 , 7 1 м к м о л ь / ( с - л ) , Р < 
< 0 , 0 5 [в п р и т е к а ю щ е й — 2 8 2 , 8 3 ± 
± 5 7 , 8 4 м к м о л ь / ( с - л ) ] , с н и ж е н и е со-
д е р ж а н и я к а л л и к р е и н о г е н а до 71 %, а 
у р о в н я кининогена до 5 0 % , падение 
к и н и и а зно й а ктив ност и. 

У больных с острыми п о в р е ж д е н и я -
ми легких о б р а щ а л а на себя в н и м а н и е 
статистически достоверная , более вы-
с о к а я активность к а л л и к р е и и а в отте-
к а ю щ е й от легких крови: 5 6 2 , 7 7 + 
± 7 7 , 5 8 м к м о л ь / ( с - л ) ( q < 5 % ; 
т а б л . 3 ) . И с к л ю ч е н и е с о с т а в л я л и 12 
из 40 исследований , при которых на-
б л ю д а л а с ь более высокая активность 
к а л л и к р е и и а в п р и т е к а ю щ е й к легким 
крови по с р а в н е н и ю с о т т е к а ю щ е й от 
них к р о в ь ю (соответственно 484,75 и 
277,92 м к м о л ь / ( с - л ) . ; Р < 0 , 0 5 ) . У 7 
больных это я в л е н и е н а б л ю д а л о с ь в 
течение о т д е л ь н ы х периодов, с в я з а н н ы х 
с у л у ч ш е н и е м м е т а б о л и ч е с к о й функции 
легких после проведения э к с т р а к о р п о -
р а л ь н о й сорбции и оксигеиации крови 
(у 2 б о л ь н ы х — в самом н а ч а л е з а б о л е -
вания , у 1 — в период б л а г о п р и я т н о г о 
р а з р е ш е н и я п р о ц е с с а ) . 

О т м е ч е н ы р а з л и ч и я при исследова-
нии к а л л и к р е и н о г е н а в о т т е к а ю щ е й от 
легких и п р и т е к а ю щ е й к ним крови — 
соответственно 7 0 2 0 ± 2 4 0 и 6 6 1 0 ± 
± 2 6 0 м к м о л ь / ( с / - л ) ; q<. 1 % . Д р у г и е 
компоненты (кинииоген, к и н и н а з н а я и 
а н т и т р и п т и ч е с к а я активность ) статис-
тически достоверно не р а з л и ч а л и с ь в 
п р и т е к а ю щ е й и о т т е к а ю щ е й от легких 
крови ( Р > 0 , 0 5 ; с / > 1 0 % ) . 

А н а л и з д и н а м и к и изменения компо-
нентов К К С крови у больных в течение 
5 — 7 дней н а б л ю д е н и я на фоне обост-
рения процесса в легких п о к а з а л , что 
активность к а л л и к р е и и а в 7 с л у ч а я х 
с н и ж а л а с ь , в других — в о з р а с т а л а . 
С л е д у е т отметить , что этот п о к а з а т е л ь 
не к о р р е л и р о в а л с т я ж е с т ь ю состояния 
б о л ь н ы х и . у к а з а н н ы е и з м е н е н и я про-
т е к а л и на общем высоком уровне ак-
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Т а б л и ц а 2-
Содержание компонентов ККС в притекающей и оттекающей от легких крови у собак с осложне-

ниями после кровопотери и реинфузии ( М ± т ; п= 6) 

Показатель 

Притекающая к л е г к и м кровь Оттекающая от л е г к и х кровь 

Показатель 

ис
хо

дн
ы

й 
ур

ов
ен

ь 

кр
ов

оп
от

ер
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90
 м

ин
 

90
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90
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-

ле
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Калликреин, мкмоль 
БАЗЭУ(с-л) 383,84 656,58 282,83 444,46 676,78 606,07 БАЗЭУ(с-л) 

±48 ,64 + 61,43*! ±57 ,84 ± 6 9 , 3 9 ±55 ,69* ±75 ,71 

Кининоген, мг/л 
(100) (171) (74) (100) (153) (136) 

Кининоген, мг/л 3,59 1,71 1,63 3,62 2,05 1,80 
± 0 , 5 1 + 0 , 4 5 * ± 0 , 4 8 * ± 0 , 3 9 ± 0 , 3 2 * ± 0 , 4 7 * 

Калликреиноген, мкмоль 
(100) (48) (45) (100) (57) (50) 

Калликреиноген, мкмоль 
БАЭЭУ(с-л) 1020,30 850,43 723,36 1178,44 848,62 906,42 БАЭЭУ(с-л) 

±86 ,64 ± 3 8 , 4 4 ±67 ,84* ± 8 8 , 5 6 ±62 ,34* ± 9 2 , 3 1 

Кининаза, мкмоль ГЛ/(с-л) 
(100) (83) (70) (100) (71) (77) 

Кининаза, мкмоль ГЛ/(с-л) 3,54 0,74 1,47 4,38 1,60 2,09 Кининаза, мкмоль ГЛ/(с-л) 
± 0 , 4 9 ± 0 , 2 1 * ± 0 , 4 2 * ± 0 , 5 6 ± 0 , 3 3 * ± 0 , 4 7 * 

(100) * (21) (42) (100) (37) (48) 
АТА, ИЕ)л 189 ;58 83,42 136,50 193,38 109,96 155,46 

± 2 0 , 9 0 ±20 ,10* ± 1 8 , 5 7 ±19 ,26 ±21 ,51* ± 9 , 1 3 
(100) (44) (72) (100) (57) (80) 

тивности фермента . В этой связи понят-
на з а к о н о м е р н а я д и н а м и к а с о д е р ж а н и я 
калликреиногена , уровень которого в 
оттекающей от легких крови с н и ж а л с я 
( • 9 < 5 % ) . К и н и н а з н а я активность, 
АТА достоверно не изменялись, а со-
д е р ж а н и е кинииогена имело тенден-
цию к снижению ( 1 , 4 9 ± 0 , 1 3 мг/л — от-
ток, 1,374=0,14 м г / л — приток) . 

Таким образом, опыты на собаках 
показали , что массивная кровопотеря 
вызывает повышение активности кал-
ликреииа в обоих кругах кровообраще-
ния. Кровопотеря приводит к неадек-
ватному с н а б ж е н и ю тканей кислородом 
и накоплению недоокисленных продук-
тов обмена, что создает условия д л я 
сдвига р Н крови в сторону ацидоза и 
вызывает обратимое торможение кини-

назы. В условиях ацидоза в о з р а с т а е т 
активность кининогеназ и подавляется 
кининазная активность, что создает ус-
ловия д л я высокой активности К К С . 

Р а н е е было показано, что активиро-
вание К К С при шоке представляет со-
бой в а ж н о е патогенетическое звено 
тканевой альтерации, при этом сниже-
ние уровня кинииогена обусловлено ак -
тивацией к а л л и к р е и и а [10] . 

Следует отметить, что в клинических 
наблюдениях д и н а м и к а изменении 
К К С крови при острых легочных пов-
р е ж д е н и я х была идентична той, кото-
р а я х а р а к т е р н а д л я животных 2-й груп-
пы. П р и этом а к т и в а ц и я к а л л и к р е и и а 
происходила после прохождения крови 
через легкие, о чем свидетельствует бо-
лее высокая активность фермента в от-

Т а б л и ц а 3 

Компоненты ККС крови у больных с острой легочной патологией (УИ±т; п= 40) 

Компонент ККС Притекающая кровь Оттекающая кровь 

Калликреин, мкмоль БАЭЭ/(с-л) 
Кининоген, мг/л 
Калликреиноген, мкмоль БАЭЭ/(с-л) 
Кининаза, мкмоль ГЛ/(с-л) 
АТА, ME /л 

396,07± 70,64 
1,37±0,14 

6610,24± 260,44 
2,01±0,12 

728,09±38,21 

562,75±77,58* 
1,49±0,13 

7020,64± 240,65 
1,98±0,13 

776,26±42,29 

* q< 5 %. 
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т е к а ю щ е й от легких крови. В литерату-
ре нет сведений об активации К К С в 
легких у больных с острым процессом, 
подтвержденных клиренсом отдельных 
компонентов м е ж д у притекающей к 

л е г к и м и оттекающей от легких кровью. 
Вместе с тем т а к а я возможность рас-
сматривается с учетом активности ки-
иинов в венозной крови. У детей при 
острой деструкции легких установлено 
снижение с о д е р ж а н и я кинииогена, кал-
ликреиногена , ингибитора калликреииа 
в сочетании с повышением активности 
калликреииа , что свидетельствует об 
усилении кининогенеза [1] . У больных 
с острой пневмонией выявлена значи-
тельная активация К К С крови, что вы-
р а ж а л о с ь в снижении уровня киниио-
гена, калликреиногена , кинииазной ак-
тивности и увеличении активности кал-
л и к р е и и а [9] . Полагают , что актива-
ция К К С является одной из причин, 
приводящих к переходу острой пневмо-
нии в хроническую. 

Таким образом, представленные ре-
зультаты свидетельствуют о непосред-
ственном участии легких в регуляции 
К К С крови. Л е г к и е способны с н и ж а т ь 
активность К К С при умеренных нару-
шениях в органе; при в ы р а ж е н н о й аль-
терации легкие становятся источником 
и (или) активатором кининовой систе-
мы. Увеличение активности калликреи-
иа в оттекающей от легких крови явля-
ется диагностическим показателем на-
рушения легочного барьера по предот-
в р а щ е н и ю генерализованного действия 
кининов в организме, а т а к ж е критери-
ем повреждения этого органа . 
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STATE OF BLOOD KALLIKRE IN-KIN IN SYS-
TEM IN ACUTE LUNG IMPAIRMENTS 

R. A. Zarembsky, N. A. Belyakov, L. K. Shersh-
neva, S. V. Obolensky 

Role of lungs in regulation of blood kalii-
krein-kinin system was studied under conditions 
of massive hemorrhage in dogs as well as in 
heavy lung impairments of patients—acute 
pneumonia, shock of lungs. These stressory ef-
fects were shown to correlate with the rate of 
loss in lung regulat ing activity towards the 
blood kallikrein-kinin system. 

УДК 616.153.915-39+616.153:577.161.3]-02:613.863]-092.9 

П. П. Голиков, Б. В. Давыдов, С. Б. Матвеев 

МЕХАНИЗМЫ А К Т И В А Ц И И П Е Р Е К И С Н О Г О О К И С Л Е Н И Я 
Л И П И Д О В И М О Б И Л И З А Ц И И Э Н Д О Г Е Н Н О Г О А Н Т И О К С И Д А Н Т А 

а- Т О КОФЕ Р О Л А ПРИ СТРЕССЕ 

Клинико-биохимическая лаборатория экстренных методов исследования НИИ скорой 
помощи им. IT. В. Склйфосовского Минздрава РСФСР, Москва 

Р а з л и ч н ы е стрессовые воздействия 
на организм животных и человека соп-
р о в о ж д а ю т с я активацией перекисного 
окисления липидов ( П О Л ) [1,7—9,17]. 
Механизм такой активации при стрессе 
с в я з ы в а ю т с усилением функциональ-
ной активности гипофизарно-надпочеч-
никовой системы, что приводит к уси-
ленному выбросу катехоламинов и 

глюкокортикоидов в кровяное русло 
[3, 16]. Н а и б о л е хорошо изучена роль 
катехоламинов в активации П О Л . По-
казано , что избыток а д р е н а л и н а вызы-
вает увеличение с о д е р ж а н и я свободных 
р а д и к а л о в в крови и сердце [12, 15, 
18]. Р о л ь глюкокортикоидов в процес-
сах П О Л при стрессе изучена в мень-
шей степени. 
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Влияние стресс-факторов на содержание продуктов I10J1 и ТФ в плазме крови интактных и адре-
налэктомированных крыс 

Группа ж и в о т н ы х 'ГФ, м к г / м л - м г | Д К , Л 0 2 я я / м л ' м г 
1 

ШО, 1 ф л . . 
у с л . е д / м л - м г 

Интактные 
Контроль 1 2 , 2 4 ± 1 , 3 5 (12) l ,52=j=0 ,15 (12) 0 , 9 2 ± 0 , 0 8 (12) 
стресс (1 ч) 12,68=1= 1 ,13 (4) 1 , 6 5 ± 0 , 0 6 (4) 0 , 8 9 4 - 0 , 1 0 (4) 

1,19=1=0,09 (12)* » (3 ч) 1 8 , 7 8 = ь 2 , 1 2 (12 )* 2,06=1=0,14 (12)* 
0 , 8 9 4 - 0 , 1 0 (4) 
1,19=1=0,09 (12)* 

» (24 ч) 24,98=1=1,93 (4)* 1,94=1=0,12 (4)1,1 0 , 7 1 = t 0 , 0 8 (4) 
адреналин 16,26=1=2,25 (4) 2,24=1=0,27 (4)* 0,78=1=0,17 (4) 
гидрокортизон 17,37=1=0,89 (11)* 1,98=1=0,12 (11)* 1,79=1=0,15 ( 1 1 ) * 
адреналин+гидрокор-
тизон 2 4 , 4 1 ± 2 , 9 5 (4)* 2,30=1=0,24 (4)* 0,98=1=0,1 I (4) 

Адреналэктомированные 
контроль 9,28=1= 1,34 (4) 1,19=1=0,32 (4) 1,64=1=0,08 (4) 
стресс (3 ч) 10,73=1= 1,31 (5) 1,29=1=0,18 (5) 1 , 5 8 ± 0 , 2 3 (5) 
адреналин 17,19=1=1,46 ( 7 ) * * 3,35=1=0,24 ( 7 ) * * 0 , 9 9 ± 0 , 1 2 (7)'"* 
гидрокортизон .11,84=1=0,78 (4) 1,32=1=0,10 (4) 1,67=1=0,26 (4) 
адреналин-|-гидрокор-
тизон 1 4 , 6 8 ± 2 , 5 3 (4) 2 , 7 3 ± 0 , 2 1 (4)!i: * 0,78=1=0,18 (4)* * 

П р и м е ч а и и е. В скобках — число животных. Одна звездочка — достоверность различий 
по отношению к контрольной группе интактных животных, две — то же адреналэктомированиых 
крыс (Р<0,05) . 

П р и р а з л и ч н ы х в и д а х с т р е с с а п р о и с -
х о д и т а к т и в а ц и я а н т и о к с и д а и т н о й с и с -
т е м ы о р г а н и з м а [10 , 11 ] . О д н а к о м е х а -
н и з м ы м о б и л и з а ц и и э н д о г е н н ы х а н т и -
о к с и д а н т о в и з у ч е н ы н е д о с т а т о ч н о . 
Ц е л ь ю н а с т о я щ е й р а б о т ы я в и л о с ь ис-
с л е д о в а и ие м е х а н и з м о в а кт и в а ц и и 
П О Л и м о б и л и з а ц и и э н д о г е н н о г о л и -
п и д о р а с т в о р и м о г о а н т и о к с и д а н т а а - т о -
к о ф е р о л а ( Т Ф ) п р и с т р е с с е . 

М е т о д и к а 

В работе использовано 75 крыс-самцов 
Впстар массой 150—250 г. Животные были 
разделены на 10 групп: 1—иитактиая груп-
па; 2 — интактные -I- стресс (1, 3 и 24 ч); 3 — 
интактные + адреналин; 4 — .интактные + 
+ гидрокортизон; 5 — интактные Н- адрена-
лин + гидрокортизон; 6 — адреналэктомиро-
ваппые; 7 — адреналэктомия Ч- стресс (3 ча-
са); 8 —- адреналэктомия-f адреналин; 9 — 
адреналэктомия + гидрокортизон; 10 — адре-
налэктомия -I- адреналин + гидрокортизон. В 
опытах использовали иммобилизационную мо-
дель стреса по Селье. У адреналэктомирован-
иых крыс исследования проводили на 5-й день 
после операции. Препараты вводили за 2 ч 
до взятия крови внутрибрюшинно: адреналин 
(«Calbiochem», США) в дозе 0,5 мг/кг, гидро-
кортизон («Richter», ВНР) в дозе 5 мг/кг. Об-
работку образцов крови проводили при тем-
пературе 0—4 °С. Содержание ТФ в плазме 
крови определяли флуоресцентным методом 
[14]. Спектры флуоресценции измеряли на 
снектрофлуориметре «Aminco — Bowman» 
(США) при А „ 0 з б . = 295 нм, А,ф л .«330 им. 
Концентрацию ТФ определяли по калибровоч-
ной кривой, построенной по ТФ («Calbiochem», 
США). В том же гексановом экстракте опре-
деляли Шиффовы основания (1110) (Яно.чс>.= 
= 360 им, АфЛ = 4 6 0 им) и диеновые конъюга-

ты (ДК) спектрофотометрически при 233 нм 
[5, 13]. Результаты выражали: для ТФ — в 
микрограммах на 1 мл-мг, для Д К — в AD23& 
в расчете на I мл/мг, для ШО — в 1фЛ. в ус-
ловных единицах на 1 мл/мг (где в 1 мл дам 
объем плазмы), мг — количество общих 
липидов в 1 мл гексаиового экстракта, 
AD233 — изменение оптической плотности при 
233 им, !фЛ. — интенсивность флюоресценции. 
Общие липиды определяли гравиметрически 
[6]. Результаты обрабатывали методом ва-
ри а ц и о и н ой с т а т и с т и к и. 

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

У в е л и ч е н и е п р о д о л ж и т е л ь н о е т и 
с т р е с с о в о г о в о з д е й с т в и я п р и в о д и т к н а -
к о п л е н и ю п е р в и ч н ы х Д К и в т о р и ч н ы х 
Ш О п р о д у к т о в П О Л в п л а з м е к р о в и 
и н т а к т н ы х ж и в о т н ы х ( с м . т а б л и ц у ) . 
Т а к , е с л и 1 - ч а с о в а я и м м о б и л и з а ц и я с у -
щ е с т в е н н о не и з м е н я л а у р о в е н ь п р о -
д у к т о в П О Л в п л а з м е , т о 3 - ч а с о в а я в ы -
з ы в а л а д о с т о в е р н о е у в е л и ч е н и е Д К и 
Ш О ( н а 3 5 и 4 4 % с о о т в е т с т в е н н о ) . 
У р о в е н ь Д К в п л а з м е п р и 2 4 - ч а с о в о й 
и м м о б и л и з а ц и и б ы л с х о д н ы м с т а к о -
в ы м п р и 3 - ч а с о в о й и м м о б и л и з а ц и и , а 
с о д е р ж а н и е Ш О с у щ е с т в е н н о не о т л и -
ч а л о с ь о т к о н т р о л я ( с м . т а б л и ц у ) . 

В в е д е н и е а д р е н а л и н а и н т а к т н ы м ж и -
в о т н ы м в ы з ы в а л о д о с т о в е р н о е у в е л и ч е -
н и е т о л ь к о у р о в н я Д К ( н а 4 7 % ) , а в в е -
д е н и е г и д р о к о р т и з о н а п р и в о д и л о к д о -
с т о в е р н о м у у в е л и ч е н и ю в п л а з м е у р о в -
н е й к а к Д К (на 3 0 % ) , т а к и Ш О (на 
9 4 % ) . П р и с о в м е с т н о м в в е д е н и и э т и х 
п р е п а р а т о в с о д е р ж а н и е Д К у в е л и ч и в а -
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лось на 51 %, а Ш О не отличалось от 
контроля (см. т а б л и ц у ) . 

Таким образом, установлено, что у 
интактных животных адреналин и гид-
рокортизон стимулируют накопление в 
плазме крови Д К , тогда как увеличе-
ние с о д е р ж а н и я LLIO происходит под 
влиянием только гидрокортизона . 

Д л я уточнения о б н а р у ж е н н ы х разли-
чий в воздействиях адреналина и гид-
рокортизона на с о д е р ж а н и е первичных 
и вторичных продуктов Г10Л в плазме 
крови интактных животных было ис-
следовано влияние этих препаратов на 
продукты П О Л у адреналэктомирован-
иых животных. Оказалось , что в отли-
чие от интактных крыс в условиях не-
д ост а т к а э идо ген н ы х и иду ктор ов 
стресс-реакции иммобилизация живот-
ных в течение 3 ч не приводила к на-
коплению ни Д К , ни Ш О в плазме (см. 
т а б л и ц у ) . Введение а д р е н а л и н а адре-
палэтомированным животным вызыва-
ло 3-кратное увеличение в плазме Д К 
по сравнению с содержанием таковых 
у адреналэктомированиых крыс, а вве-
дение гидрокортизона не влияло на 
уровень Д К в плазме (см. т а б л и ц у ) . 
С о д е р ж а н и е Ш О у адреналэктомиро-
ванных животных при введении адре-
налина уменьшалось на 35 % и не из-
менялось при введении гидрокортизо-
на. Совместное введение препаратов 
а д р ен а л э ктом и р ов а н н ы м ж и BOTH Ы М 

увеличивало с о д е р ж а н и е Д К в 2,3 ра-
за и уменьшало уровень Ш О в 2 раза . 

Таким образом, у адреналэктомиро-
ваниых животных введение адреналина 
значительно увеличивает с о д е р ж а н и е 
Д К в плазме крови и снижает содер-
ж а н и е ШО, а введение гидрокортизона 
не влияет на с о д е р ж а н и е как первич-
ных, так и вторичных продуктов П О Л . 
П р и совместном введении препаратов 
гидрокортизон достоверно предупреж-
дает накопление Д К в п л а з м е крови по 
сравнению с введением одного адрена-
лина а д р е н а л э к т о м и р о в а н н ы м живот-
ным (см. т а б л и ц у ) . 

П р и изучении механизмов мобилиза-
ции эндогенного антиоксиданта ТФ при 
стрессе оказалось , что с увеличением 
продолжительности стрессового воздей-
ствия в плазме крови интактных жи-
вотных происходит н а р а с т а н и е содер-
ж а н и я ТФ. При этом после 24 ч иммо-
билизации его содержание п р е в ы ш а л о 
контрольное значение в 2 раза (см. таб-
л и ц у ) . Введение животным как адрена-
лина, так и гидрокортизона увеличива-

ет с о д е р ж а н и е ТФ в плазме (на 33 к 
4 2 % соответственно) . П р и совместном 
введении этих препаратов уровень Т Ф 
в плазме повышается на 99 %, т. е. на-
блюдается аддитивный э ф ф е к т этих 
препаратов на мобилизацию ТФ в 
плазму крови интактных животных. 

При адреналэктомии 3-часовая им-
мобилизация существенно не изменяла: 
с о д е р ж а н и е ТФ в плазме . Введение ад-
реналина или гидрокортизона адренал -
эктомированным животным п о в ы ш а л о 
с о д е р ж а н и е ТФ в плазме . Адреналин 
о б л а д а л более в ы р а ж е н н ы м эффектом. 
Совместное введение препаратов уве-
личивало с о д е р ж а н и е ТФ в плазме, но 
аддитивного эффекта не н а б л ю д а л о с ь 
(см. т а б л и ц у ) . 

Таким образом, в условиях стресса у 
интактных животных происходит моби-
л и з а ц и я эндогенного антиоксиданта 
ТФ в плазму крови, при этом чем силь-
нее стрессовое воздействие, тем значи-
тельнее мобилизация ТФ. У андренал-
эктомированных животных при стрессе 
не увеличивается с о д е р ж а н и е ТФ в 
плазме крови. У интактных животных 
адреналин и гидрокортизон в равной 
степени увеличивали с о д е р ж а н и е ТФ в 
плазме , а при совместном введении 
проявляли аддитивный э ф ф е к т на мо-
билизацию ТФ. При а д р е н а л э к т о м и и 
адреналин вызывает более в ы р а ж е н -
ную мобилизацию ТФ, чем гидрокорти-
зон, а аддитивный э ф ф е к т препаратов, 
отсутствует. 

Из литературных данных известно,, 
что стресс приводит к усилению П О Л 
[1,7—9]. Согласно полученным дан-
ным, накопление продуктов П О Л вна-
чале идет п а р а л л е л ь н о продолжитель-
ности стрессового воздействия. М о ж н о 
было ожидать , что увеличение продол-
жительности стресса приведет к еще 
большему усилению П О Л . О д н а к о при 
24-часовой иммобилизации у р о в е н ь 
продуктов П О Л был таким же, как при 
3-часовом воздействии. Следовательно , 
активация П О Л происходит на началь-
ных э т а п а х стресса и не сопровождает-
ся дальнейшим усилением П О Л , не-
смотря на п р о д о л ж а ю щ е е с я стрессовое 
воздействие. Причины такого ограниче-
ния П О Л , возможно, связаны с х а р а к -
тером секреции катехоламинов и глю-
кокортикоидов, с одной стороны, и ак-
тивацией антиокислительной системы, 
с другой. Об участии катехоламинов и 
глюкокортикоидов в м е х а н и з м а х акти-
вации П О Л свидетельствуют наши дан-
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иные о т о м , ч т о в у с л о в и я х а д р е н а л э к т о -
м и и с т р е с с о в о е в о з д е й с т в и е н е а к т и в и -
р у е т П О Л . С о г л а с н о л и т е р а т у р н ы м 
д а н н ы м , м а к с и м а л ь н о е у в е л и ч е н и е со-
д е р ж а н и я к а т е х о л а м и н о в в п л а з м е к р о -
в и п р и и м м о б и л и з а ц и о н н о м с т р е с с е н а -
б л ю д а е т с я в п е р в ы е 2 ч в о з д е й с т в и я 
[ 4 ] , а г л ю к о к о р т и к о и д о в — к 3 — 4 - м у 
ч а с у [2] ' . В в е д е н и е и н т а к т н ы м ж и в о т -
н ы м а д р е н а л и н а и л и г и д р о к о р т и з о н а 
ч е р е з 2 ч п р и в е л о к у в е л и ч е н и ю с о д е р -
ж а н и я п р о д у к т о в П О Л . С л е д о в а т е л ь н о , 
к а т е х о л а м и н ы и г л ю к о к о р т и к о и д ы м о -
г у т п р и н и м а т ь н е п о с р е д с т в е н н о е у ч а с -
т и е в а к т и в а ц и и П О Л п р и с т р е с с е у ин-
т а к т н ы х ж и в о т н ы х . М о ж н о б ы л о о ж и -
д а т ь , ч т о в в е д е н и е а д р е н а л и н а и л и г и д -
р о к о р т и з о н а а д р е н а л э к т о м и р о в а н н ы м 
ж и в о т н ы м т а к ж е б у д е т в ы з ы в а т ь а к т и -
в а ц и ю П О Л . И з д а н н ы х н а с т о я щ е й р а -
б о т ы с л е д у е т , ч т о а д р е н а л и н у в е л и ч и -
в а е т с о д е р ж а н и е п е р в и ч н ы х п р о д у к т о в 
П О Л , а г и д р о к о р т и з о н не в л и я е т н а и х 
у р о в е н ь . П о - в и д и м о м у , д л я р е а л и з а ц и и 
э ф ф е к т а г и д р о к о р т и з о н а н а П О Л н е о б -
х о д и м о н а л и ч и е к а т е х о л а м и н о в . 

О б р а щ а е т н а с е б я в н и м а н и е т о т 
ф а к т , ч т о а д р е н а л и н у в е л и ч и в а е т у р о -
в е н ь п е р в и ч н ы х п р о д у к т о в П О Л и с н и -
ж а е т с о д е р ж а н и е в т о р и ч н ы х . Э т о т э ф -
ф е к т х о р о ш о в ы р а ж е н у а д р е н а л э к т о -
м и р о в а н и ы х ж и в о т н ы х . К р о м е т о г о , 
п о д в л и я н и е м а д р е н а л и н а п р о и с х о д и т 
н а и б о л е е с у щ е с т в е н н а я м о б и л и з а ц и я 
Т Ф . В о з м о ж н о , ч т о с н и ж е н и е у р о в н я 
Ш О о б у с л о в л е н о а н т и о к с и д а н т н ы м и 
с в о й с т в а м и Т Ф , у р о в е н ь к о т о р о г о у в е -
л и ч и в а е т с я п о д в л и я н и е м а д р е н а л и н а . 
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MECHANISMS INVOLVED IN ACTIVATION 
OF LIPID PEROXIDATION AND MOBILIZA-
TION OF ENDOGENOUS ANTIOXIDANT 

a-TOCOPHEROL IN STRESS 

P. P. Gollkov, В. V. Davydov, S. B. Matveev 

N. V. Sklifasovsky Institute of Urgent Medicine, 
Moscow 

Effect of various stress factors (immobiliza-
tion, catecholamines and glucocorticoids) on li-
pid peroxidation (LP) and mobilization of a- to-
copherol in rat blood plasma were studied. Im-
mobilization stress caused an activation of LP 
in blood plasma, while content of tocopherol was 
increased in intact animals; in adrenalectomy 
activation of LP and mobilization of tocopherol 
were not observed. In intact rats adrenaline and 
hydrocortisone increased similarly the content 
of tocopherol in blood plasma, stimulated accu-
mulation of diene conjugates (DC); an increase 
in the content of Shiff bases was found only 
after hydrocortisone administration; simulta-
neous administration of both these drugs led to 
an increase in DC content as well as the additi-
ve effect on tocopherol mobilization was found. 
In adrenalectomized rats the content of DC and 
tocopherol were distinctly increased and a de-
crease in the content of Shiff bases was found 
after adrenaline administration; hydrocortisone 
did not affect the content of both DC and Shiff 
bases, the level of tocopherol was increased only 
slightly; under conditions of simultaneous admi-
nistration of these drugs hydrocortisone preven-
ted accumulation of DC in blood plasma, caused 
by adrenaline; the additive effect on tocopherol 
mobilization was not observed. The data obtained 
suggest that glucocorticoids realized their effect 
on LP via catecholamines and the decrease in 
the content of Shiff bases, found after adrenaline 
administration, occurred due to tocopherol mo-
bilization. 
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В Л И Я Н И Е К И С Л О Т Н О Й Э К С Т Р А К Ц И И 
Н А О С Т Е О И Н Д У К Т И В Н У Ю А К Т И В Н О С Т Ь К О С Т Н О Й Т К А Н И 

Кафедра биохимии Московского медицинского стоматологического института имени 
Н. А. Семашко 

Д о к а з а н о з н а ч е н и е д л я р е г е н е р а ц и и 
к о с т и о с о б о г о м е х а н и з м а — о с т е о и и -
д у к ц и и , в к о т о р о й у ч а с т в у ю т ф а к т о р ы 
б е л к о в о й п р и р о д ы . П о д р о б н о и з у ч е н 
м о р ф о г е н е т и ч е с к и й б е л о к к о с т и , с о д е р -
ж а щ и й с я в н е й в к о л и ч е с т в е 0,1 % и 
и м е ю щ и й м о л . м а с с у 17 к Д а [7 , 8 ] . 
Д р у г о й б е л о к ( в н е к л е т о ч н ы й ф а к т о р 
м а т р и к с а ) я в л я е т с я г л и к о п р о т е и д о м 
с м о л . м а с с о й 1 4 — 2 2 к Д а . Т р е т и й б е -
л о к ( и н т р а м е м б р а и о з и ы й ф а к т о р р о -
с т а ) и м е е т м о л . м а с с у 5 к Д [ 9 ] . О б а 
п о с л е д н и х ф а к т о р а м а л о и с с л е д о в а н ы . 

В с е т р и ф а к т о р а в ы д е л я ю т и з п р е д -
в а р и т е л ь н о д е м и н е р а л и з о в а н н о г о к о с т -
н о г о м а т р и к с а , н о р е ж и м ы д е м и н е р а -
л и з а ц и и , и с п о л ь з у е м ы е р а з н ы м и а в -
т о р а м и , н е и д е н т и ч н ы . 

Э к с п е р и м е н т а л ь н ы е и к л и н и ч е с к и е 
и с с л е д о в а н и я п о к о с т н о й п л а с т и к е д е -
м и н е р а л и з о в а н н ы м к о с т н ы м м а т р и к -
с о м п о к а з ы в а ю т , ч т о у с п е х о п е р а ц и и 
з а в и с и т о т п р и р о д ы и с п о л ь з у е м о г о д е -
м и н е р а л и з у ю щ е г о а г е н т а , т а к к а к р а з -
н ы е к и с л о т ы н е о д и н а к о в о в л и я ю т н а 
с о с т а в е г о о р г а н и ч е с к и х к о м п о н е н т о в . 

И с х о д я и з в ы ш е и з л о ж е н н о г о , с р а в -
н и в а л и о с т е о и н д у к т и в и ы е п о т е н ц и и , 
с о с т а в о р г а н и ч е с к о г о м а т р и к с а и с о -
с т а в к и с л о т н о г о э к с т р а к т а п р и и с -
п о л ь з о в а н и и р а з л и ч н ы х д е м и н е р а л и -
з у ю щ и х а г е н т о в , а и м е н н о Э Д Т А , Т Х У 
и И С 1 . 

М е т о д и к а 

Крысам-донорам костного материала вво-
дили виутрибрюшинно за сутки до умерщвле-
ния 14С-глицин, 45СаС12 и Na 2 H 3 2 P0 4 . После 
декапитации у животных брали диафизы 
бедренных костей, очищали от мягких тканей 
и костного мозга и расщепляли вдоль на 8 ча-
стей. Часть костного материала подвергали 
биохимическому анализу — определяли про-
цент включения радиоактивных изотопов, со-
держание гидроксипролииа ( Г О П Р ) , гексоза-
минов (ГА), кальция и фосфатов. Остальной 
костный материал готовили к трансплантации 
по следующей схеме: а) промывали дистилли-
рованной водой (1 мл па 1 мг ткани); б) обез-
жиривали в течение 24 ч при постоянном 
встряхивании смесыо эфир—этанол 1 : 1 (2 мл 
на 1 мг ткани); в) демииерализовывали в те-
чение 48 ч при - И °С либо в 1 н растворе 
ЭДТА, либо в 0,5 н растворе ЫС1, либо в 

5 % растворе ТХУ (0,5 мл на 1 мг т к а н и ) ; 
ткань отмывали от избытка кислоты дистил-
лированной водой в течение 2 ч при встряхи-
вании (2 мл на 1 мг ткани) ; д) стерилизова-
ли в 70 % этаноле 48 ч. 

На каждом этапе проводили биохимиче-
ский контроль материала по вышеуказанным; 
критериям. Дальнейшим исследованиям под-
вергали костный материал и кислотные экст-
ракты. В последних исследовали спектр по-
глощения в УФ-области (от 220 до 285 нм) . 
Часть кислотных экстрактов объединяли по 
группам и проводили осаждение оптически 
активных соединений концентрированным ра-
створом аммиака. После центрифугирования 
проверяли спектр поглощения надосадочных 
жидкостей, а осадки лиофилизировали. Оса-
док, полученный из ТХУ экстрактов, обраба-
тывали ацетоном для удаления следов ТХУ, 
затем растворяли в дистиллированной воде, 
подкисленной НС1. Два других осадка непо-
средственно растворяли в подкисленной воде 
(300 мг осадка в 2 мл Н2О). Полученные ра-
створы подвергали колоночной хроматографии 
на сефадексе G-50 medium (колонка 950 X 
X I I мм). Элюцию проводили раствором 
0,2 СН3СООН (скорость 10 мл/ч). Хромато-
графирование каждого осадка проводили 
дважды, собирая по 3 мл элюата. Одновре-
менно измеряли поглощение элюатов при 
280 нм на детекторе "Uvicord-2" (LKB, Шве-
ция) и их электропроводность с помощью 
кондуктолайзера (LKB, Швеция) . В последу-
ющем определяли оптическую плотность элю-
ата при 220 нм на спектрофотометре СФ-16. 

Другую часть кислотных экстрактов так-
ж е объединяли по группам и упаривали в 
токе жидкого азота в 5 раз. В конденсатах 
определяли содержание радиоактивных изото-
пов. Конденсаты наносили на колонки со смо-
лой HW-50 (кислотоустойчивая), по 1 мл 
(колонка 5 0 X 8 мм). Элюцию проводили 0,2 и 
раствором СН3СООН со скоростью 6 мл/ч и 
собирали элюаты по 2 мл. Измеряли оптиче-
скую плотность элюатов при 220 и 285 им, а 
также содержание в элюатах радиоактивных, 
изотопов / ,5Са, 3 2Р и 14С. 

Д л я исследования остеогенетических по-
тенций костный материал имплантировали в 
брюшные мышцы крыс реципиентов. Декапи-
тацию проводили через 1, 2, 4, 6 и 12 мед. Об 
интенсивности остеоиндукции судили по содер-
жанию в имплантатах Са и Р, а также через 
2, 6 и 12 нед по включению в имплантаты 
/ ,5Са и 3 2 Р (изотоп вводили реципиентам за 
24 ч до умерщвления) в виде /,5СаС12 и 
Na 2 H 3 2 P0 4 . 

Содержание Г О П Р определяли по методу 
[1], гексозаминов — по методу [3], Са-комп-

лсксонометрическим титрованием с мурексидом 
[2], Р-колориметрическим титрованием с мо-

либдатом аммония [3]. Включение изотопов 
исследовали по методу двойного счета [4]. 
Счет импульсов проводили на сцинтилляциои-
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пом счетчике Mark II ("Nuclear Chicago", 
США). 

Материалы обрабатывали статистически по 
критерию Фишера—Стыодента. 

Р е з у л ь т а т ы 

Р е з у л ь т а т ы экспериментов показа-
ли, что д е м и н е р а л и з о в а н н ы е ЭДТА-
трансплантаты о б л а д а ю т слабой ос-
теоиндуктивной активностью, т. е. в 
течение 6 нед опыта они почти не 
в к л ю ч а л и 4 5Са и 3 2Р. Остеоиндукция 
в этой группе наблюдается лишь через 
12 нед. 

Трансплантаты других двух групп 
д а ю т в ы р а ж е н н ы й остеоиндуктивиый 
э ф ф е к т и через 6 нед з а м е щ а ю т с я но-
вообразованной костной тканью, а ак-
тивно включать 4 5Са и 32Р начинают 
через 2 нед. О д н а к о скорость з амеще-
ния была несколько выше в группе с 
ТХУ. 

П р е д с т а в л я л о интерес сопоставить 
данные биологического опыта с ре-
з у л ь т а т а м и исследования исходного 
состава трансплантатов и получаемых 
в процессе д е м и н е р а л и з а ц и и кислот-
ных экстрактов . 

В таблице приведено с о д е р ж а н и е 
исследованных компонентов в ткани 
трансплантатов в процентах от их ко-
личества в исходной костной ткани. 

К а к видно из таблицы, все исполь-
зо в а и н ы е д е м и не р а л изу ющие а ге нт ы 
извлекают, кроме минеральных компо-
нентов, некоторые ингредиенты орга-
н и ч е с ко го м а тр и кс а: гл и копроте иди ы е 
компоненты и частично коллаген . 
В а ж н о отметить, что м е ж д у степенью 
извлечения [ 1 4 С]-глицина и Г0Г1Р 
нет прямой корреляций. Если Г О П Р 

Содержание исследуемых компонентов в деми-
нерализованном различными способами костном 

матриксе (в % от исходного; Af±m) 
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извлекается во всех группах примерно 
одинаково, то [ 1 4 С]-глицин — с раз-
ной интенсивностью. М о ж н о думать , 
что меченый глицин включен либо в 
негидроксилированный коллаген (про-
т о к о л л а г е и ) , либо находится в соста-
ве телопептидов или неколлагеновых 
белков. 

Р а з л и ч и я в х а р а к т е р е извлеченных 
компонентов видны и при а н а л и з е экс-
трактов . Так, УФ-спектрофотометрия 
показывает , что Э Д Т А - э к с т р а к т ы име-
ют максимум поглощения при 255 нм, 
а НС1- и ТХУ-экстракты — при 
265 нм. После обработки кислотных 
э кст р а кто в кон це нтр и ров а н и ы м рас-
твором а м м и а к а оптическая плотность 
полученной надосадочной жидкости 
была равна нулю. 

Осадки при гель-фильтрации на се-
фадексе G-5Q имеют разные хромато-
графические профили как при 280 им, 
так и при 220 нм (рис. 1). Д л я всех 
осадков общим является пик II, выхо-
дящий в объеме около 80 мл, прояв-
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Рис. I. Гель-фильтрация на 
ссфадексе G-50 осадков, вы-
деленных из экстрактов 

костной ткани. 
1—3 — э к с т р а к ц и я HCI, ЭДТА 

и ТХУ соответственно . 

2'20"М 
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л я ю щ м й с я к а к при 220 нм, т а к и 
280 нм, д а ю щ и й положительную би-
у р е т о в у ю реакцию. При подщелачива -
ли и среды компоненты этого пика вы-
п а д а ю т в осадок. М о ж н о предполо-
жить, что это низкомолекулярные бел-
ки. Д л я осадков Э Д Т А и ТХУ х а р а к -
терен малый пик ( I ) , выходящий в 
о б ъ е м е 20 мл (в осадках Э Д Т А он су-
щественно б о л ь ш е ) . Компоненты это-
го пика д а ю т биуретовую р е а к ц и ю и 
в ы п а д а ю т в осадок при подщелачива -
иии. Этот пик проявляется к а к при 
220 им, т ак и 280 нм. М о ж н о думать , 
что это белки с большей молекуляр-
ной массой. Д л я осадков ТХУ и НС1 
имеется общий пик — III , выходящий 
в объеме около 100 мл, п р о я в л я ю щ и й -
ся л и ш ь при 220 им, причем в осад-
ках ТХУ ом выше, чем в НС1. Компо-
ненты этого пика при подгцелачива-
нии в осадок не выпадают , но д а ю т 
биуретовую реакцию. П и к выходит не-
посредственно перед солями. М о ж н о 
предполагать , что это низкомолеку-
л я р н ы е пептиды, не с о д е р ж а щ и е аро-
матических кислот. 

При радиохроматографических ис-
следованиях (рис. 2) удалось устано-
вить, что пик I содержит 60 % от об-
щ е г о количества изотопов 4 5Са в 
Э Д Т А - э к с т р а к т а х и 20 % в ТХУ-экс-
т р а к т а х . Остальной 4 бСа выходит во 
ф р а к ц и и солей (после пика I I I ) . 
В H C l - э к с т р а к т а х существенных пи-
ков с 4 5Са не обнаружено . П и к II во 
всех экстрактах содержит около 30 % 
Р . Весь остальной 3 2Р о б н а р у ж и в а е т с я 

so 
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Рис. 2. Содержание изотопов 45Са, 32Р и [14С]-
глицина в элюатах экстрактов костной ткани 
при хроматографии на HW-50 (в % от исход-

ного). 
а — в — э к с т р а к ц и я ТХУ, НС1 и ЭДТА соответственно. 
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во фракции солей. Во II пике выявля-
ется т а к ж е [ 1 4 С]-глицин, примерно 
70 % в ЭДТА- и ТХУ-экстрактах и 
50 % в H C l - э к с т р а к т а х . Около 10 % 
[ 1 4 С]-глицина о б н а р у ж и в а е т с я в пи-
ке I I I . В H C l - э к с т р а к т а х часть 4 5Са и 
[ 1 4 С]-глицин выходят в составе ми-
норных фракций , практически не об-
л а д а ю щ и х оптической активностью. 

При сопоставлении данных гельфиль-
трации и р а д и о х р о м а т о г р а ф и и мож-
но видеть, что пик I способен связы-
вать изотоп 4 5Са, т. е. по-видимому, 
представляет собой С а - с в я з ы в а ю щ и е 
белки, что соответствует д а н н ы м ли-
тературы. П и к II — общий д л я всех 
изу ч е н н ы х к и с л отн ы х экстра ктов, 
представляет собой, по-видимому, 
коллагеновые белки, которые содер-
ж а т много [ 1 4 С]-глицина . П и к I I I , 
представленный низкомолекулярными 
1 4 С-глицин-содержащими пептидами, 
о б н а р у ж и в а е т с я в э к с т р а к т а х только 
в тех случаях , когда деминерализован-
ный использованными кислотами мат-
рикс о б л а д а е т остеоиндуктивной ак-
тивностью. 

Д л я объяснения малой остеоиндук-
тивной способности матрикса , демине-
рализованного ЭДТА, можно выдви-
нуть две основные гипотезы: а) Э Д Т А 
извлекает один из известных остеоин-
дуктивных факторов ; б) в матриксе 
и м е юте я и н г и б и то р ы остео и иду кции, 
не извлекаемые ЭДТА, но экстраги-
руемые НС1 и ТХУ. 

М а т е р и а л а м и проведенного иссле-
дования первая гипотеза не' отверга-
ется, но и не по дтв ер ж дается . Ни су-
щественных потерь изучаемых ком-
понентов матрикса , ни дополнитель-
ных пиков в э к с т р а к т а х Э Д Т А не об-
наружено . 

Полученные результаты в некоторой 
степени п о д т в е р ж д а ю т вторую гипоте-
зу, т а к к а к в НС1- и ТХУ-экстрактах 
имеется пик I I I , отсутствующий в экс-
т р а к т а х Э Д Т А . Не исключено, что 
этот пик представляет собой ингиби-
торы остеоиндукции. М о ж н о предпо-
ложить , что остеоиндуктивный ф а к т о р 
в нативной кости находится в неак-
тивном, ингибированном состоянии и 
вещества пика III представляет собой 
эти ингибиторы. 

Вне зависимости от этого предполо-
жения , ре зультаты позволяют сделать 
вывод, что остеоиндуктивные потенции 
костного матрикса зависят от природы 
д е м и н е р а л и з у ю щ е г о агента . 
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EFFECT OF ACID EXTRACTION ON OSTEO-
INDUCTIVE ACTIVITY OF BONE TISSUE 

D. D. Sumarokov 

Chair of Biochemistry, Medical Stomatological 
School, Moscow 

Rat bones demineralized in HCl and TCA 
exhibited distinct osteoinductive activity while 
the bones demineralized using EDTA did not 
show the activity. HCl- and TCA-extracts of bo-
nes differed from EDTA extracts by chromato-
graphic and racliochromatographic profiles. At. 
the same time, HCl- and TCA-extracts contained 
additional fraction. The substances involved in 
the fraction appear to be responsible for inhibi-
tion of the osteoinductive factor of bone tissue. 

УДК 616.153.1:577.152.344.042.2J-074 + 615.373:616.153.1:577.152.344.042.2]-078.73|.012 

B. 10. Басис, B.-A. В. Бумялис, Т. С. Котова 

ОЧИСТКА а - 1 - И Н Г И Б И Т О Р А ПРОТЕАЗ ЧЕЛОВЕКА 
И П О Л У Ч Е Н И Е А Н Т И С Ы В О Р О Т К И , П Р И Г О Д Н О Й 

Д Л Я ЕГО ИММУНОХИМИЧЕСКОГО О П Р Е Д Е Л Е Н И Я 

Вильнюсский университет им. В. Капсукаса, Научно-производственное объединение 
«Фермент», Вильнюс, НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г. Н. Габричевского, 

Москва 

а-1-ингибитор протеаз ( И П ) со-
ставляет основную д о л ю антитрипси-
новой активности крови [14] . Д о к а -
зана связь генетически обусловливае-
мой недостаточности И П с хрониче-
скими обструктивпыми з а б о л е в а н и я м и 
легких [10] , гепатитом и циррозом пе-
чени у новорожденных и грудных де-
тей [22] . Изучается значение недо-
статочности И П в патогенезе ревма-
тоидного артрита [12] , мембранно-
пролиферативного гломерулоиефрита 
[17] и других заболеваний , связанных 
с нарушением иммунных механизмов. 
Популяционные исследования И П , 
проведенные в некоторых странах , ха-
рактеризуют частоту его врожденной 
недостаточности па уровне 1 : 1500— 
1 : 2500 новорожденных [21] . 

Обычно И П определяют энзимати-
чески, используя методы, основанные 
на торможении расщепления синтети-
ческих субстратов трипсином [4, 9, 
11], или иммунохимическими метода-
ми [14, 17, 22] , основанными на ради-
альной иммунодиффузии [16] . 

Точное и селективное определение 
И П возможно лишь иммунохимиче-
скими методами с использованием 

специфических аитисывороток [ 14]. 
О д н а к о д л я получения моновалентной 
аитисыворотки к И П необходим им-
муиохимически чистый белок [3] . 

В литературе описано несколько 
способов очистки И П с использовани-
ем методов ионообменной хроматогра -
фии [8, 15], аффинной х р о м а т о г р а -
фии [18—20] , а т а к ж е м е т а л л о х е л а т -
ной х р о м а т о г р а ф и и [15] . Н е д а в н о 
п р е д л о ж е н а методика промышленного 
выделения И П 13]. Несмотря на то 
что И П интенсивно изучают [7] , из-
вестную трудность составляет получе-
ние гомогенных и особенно иммунохи-
мически чистых препаратов И П [14] , 
пригодных д л я его иммунохимического 
определения . 

В настоящей работе приведены 
д а н н ы е о выделении чистого И П че-
ловека и получении сыворотки, при-
годной д л я иммунохимического опре-
деления И П . Приведены т а к ж е неко-
т о р ы е физико-химические х а р а к т е р и -
стики выделенного белка . 

М е т о д и к а 

Для выделения ИП использовали кровь 
здоровых допоров. Белки плазмы высаливали, 
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Выделение и очистка о^-ингибитора протеаз из плазмы крови человека 

Стадия очистки Объем, 
мг 

Активность , 
мкмоль/мл/мин 

Общая ак-
тивность , 

мкмоль /мл 

Белок , 
м г 

Удельная 
активность , 

мкмоль/мин/мг 
Очистка , 

раз 
Выход, 

% 

Исходная плазма 305 0,273 83,20 18452,0 1,5 1 100 
Сульфат аммония 240 0,261 62,64 9000,0 7,2 4,9 75,4 
Д Э АЭ- це л л юл оза 74 0,718 53,13 1628,0 32,6 22,0 64,0 
Гидроксилаппатит 48,6 0,41 19,92 41,8 474,1 320,4 23,8 

сульфатом аммония при 50 % насыщения, 
осадок отбрасывали и проводили повторное 
осаждение белков надосадочиой жидкости 
сульфатом аммония при 80 % насыщения рН 
7,4 [24]. Осадок растворяли в 0,01 М фос-
фатном буфере рН 7,4, содержащем 1 мМ 
мсркаптоэтаиол (МЭ). Белковый раствор 
обессоливали на колонке с молселектом G-25 
и наносили на колонку с целлюлозой DE-32, 
уравновешенную тем же буфером. Элюцию 
проводили линейным градиентом 0,2 М фос-
фатного буфера рН 6,0 с 1 мМ МЭ. Во фрак-
циях определяли оптическую плотность при 
280 им на СФ-16 и активность ИП. Фракции, 
содержавшие ИП, объединяли и проводили 
осаждение сульфатом аммония при 80 % на-
сыщения рН 6,8. Полученный частично очи-
щенный препарат ИП растворяли в 0,01 М 
фосфатном буфере рН 6,8 с 1 мМ МЭ при 
4 °С, обессоливали на колонке с молселектом 
G-25 и наносили на колонку с гидроксилап-
патитом, приготовленным по методу, описан-
ному ранее [5], и уравновешенную тем же бу-
фером. Элюцию проводили линейным гради-
ентом 0,11 М фосфатного буфера pIT 6,8 с 
1 мМ МЭ. Во фракциях определяли актив-
ность ИП и концентрацию белка [6]. Актив-
ные фракции объединяли и осаждали суль-
фатом аммония при 80 % насыщения рИ 6,0. 
Осадок растворяли в ацетатном буфере 
(0,05 М) рН 6,0 с 0,15 М NaCI и 1 мМ МЭ. 
Раствор диализовали против того же буфе-
ра при 4°С и получали препарат высокоочи-
щенного ИП. 

При необходимости дальнейшей очистки 
белок подвергали аффинной хроматографии на 
конканавалинсефарозе 4В. Элюцию ИП с ко-
лонки проводили путем добавления в буфер 
0,1 М метил-арглюкопиранозида. Активные 
фракции объединяли, раствор диализовали 
против 0,01 М фосфатного буфера рН 7,6 с 
1 мМ МЭ и лиофильно высушивали. Высушен-
ный белок хранили при 4°С. 

Антитрипсиновую активность определяли 
по модифицированной нами методике [9], ис-
пользуя в качестве субстрата бензоил-D, L-
аргинип-п-нитроамилид (БАПНА). Перед оп-
ределением растворяли в 2 мл диметилсульф-
оксида 43,5 мг БАПНА и доводили до 100 мл 
0,2 М трис-HCl буфером рН 8,2. К 0,5 мл ра-
створа, содержащего ИП, прибавляли 1 мл 
буфера, 1 мл трипсина (4 мг % в 0,001 М 
НС1) и инкубировали смесь 10 мин при ком-
натной температуре. Затем добавляли 2 мл 
раствора БАПНА и инкубировали 10—30 мин 
при 37 °С. В контрольные пробы вместо трип-
сина и ИП добавляли буфер или 0,001 М 
НС1. Реакцию останавливали 0,5 М НС1 и 
измеряли оптическую плотность относительно 
контроля при 410 нм. Антитрипсиновую ак-

тивность рассчитывали по формуле (в 
мкм оль/ми и/мл): 

__ Л г " Л ат 
10 ,5 ' 500-х ' 

где Лт — оптическая плотность раствора, со-
держащего трипсин; Л а т — оптическая плот-
ность раствора, содержащего трипсин и ИП; 
10,5 — миллимолярный коэффициент экстиик-
ции п-нитроаиилида; 5000 — определяемый 
объем раствора (в мкл); х — время инкуби-
рования (в мин) при 37 °С. 

Гомогенность и молекулярную массу ИП 
определяли методом диск-электрофореза в 
10 % ПААГ с 2 % додецилсульфатом натрия 
(ДДСН) и 5 % МЭ [23]. Для калибровки 
использовали стандартные белки: а-лакталь-
бумин, ингибитор трипсина, кислую ангидра-
зу, яичный альбумин (ЯА), бычий сывороточ-
ный альбумин (БСА), фосфорилазу В. 

Антисыворотку к ИП получали двумя спо-
собами: 1) 1 мг электрофоретически чистого 
ИП растворяли в 1 мл 0,01 М фосфатного 
буфера рН 7,6, смешивали с 0,5 мл полного 
адъюванта Фрейнда и вводили кроликам внут-
римышечно в 4 точки в течение 2 мес с ин-
тервалом 2 нед; 2) кроликам подкожно в 4 
точки вводили 5 мг ИП в полном адъюванте 
Фрейнда. Через 6 нед проводили внутривен-
ную Иммунизацию, вводя по 3 мг антигена в 
краевую ушную вену. Через 7 дней брали 
кровь. 

Иммуиохимический анализ [3] проводили 
методом радиальной иммунодиффузии (РИД) 
[25], методами Оухтерлони и иммуноэлект-

рофореза. Для исследования использовали 
овечью антисыворотку ко всем белкам чело-
века (22/6), а также кроличьи моноспецифич-
ные антисыворотки к альбумину, (%2-макрогло-
булину и трансферрииу. Все сыворотки полу-
чены в лаборатории по изучению структуры и 
функции антител Московского НИИЭМ им. 
Г. Н. Габричевского. В сравнительных иссле-
дованиях применяли кроличью антисыворотку 
к ИП человека фирм «Севак» (ЧССР) и «Бе-
ринг» (ФРГ) . 

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

Сходство некоторых физико-химиче-
ских свойств альбумина и И П создает 
трудности при получении чистых пре-
п а р а т о в И П [18] . В т а б л и ц е приведе-
ны данные по выделению и очистке 
И П из 305 мл п л а з м ы крови чело-
века . 
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Рис. 1. Хроматография ИП на 
ДЭАЭ-целлюлоз е. 

По оси абсцисс — номер ф р а к ц и и ; по 
осям о р д и н а т : о — к о н ц е н т р а ц и я б е л к а 
(в мг/мл), б — активность а - а н т и т р и п с и -
на (в м к м о л ь на I мл в I мин) , в — 
р Н , г — к о н ц е н т р а ц и я ф о с ф а т н о г о бу-
фера (в м о л я х ) . / — к о н ц е н т р а ц и я бел-
ка (Л2 8 0 и м ) , 2 — активность ИП. 
( м к м о л ь / м и н ' м л — 1 ) . 3 — г р а д и е н т prf 
ф о с ф а т н о г о б у ф е р а , 4 — линейный гра-
д и е н т ионной силы ф о с ф а т н о г о б у ф е р а 

20 40 60 80 100 120 140 160 

Количество белка после осаждения 
п л а з м ы крови сульфатом аммония при 
5 0 - - 8 0 % насыщения [8] уменьшается 
примерно в 2 раза , однако, к а к пока-
з ы в а ю т данные электрофореза , оста-
ются альбумин и белки а \ - ф р а к ц и и . 

П р о ф и л ь элюции белков с Д Е - 3 2 
ц е л л ю л о з ы с использованием смешан-
ного градиента ионной силы фосфат-
ного буфера до 0,02 М и рН от 7,6 до 
6,0 свидетельствует об извлечении 
белков 5 пиками (рис. 1). I пик при-
сутствует лишь в тех случаях , когда 
д л я фракционирования применяют ге-
молизированную плазму; в нем вы-
ходят гемовые белки крови. Во II пи-
ке выходят белки с большой молеку-
лярной массой, в основном траисфер-
рин, что было отмечено ранее [19] . 
К а к п о к а з а л и исследования с антисы-
вороткой к альбумину, III и IV пики 
с о д е р ж а т альбумин, а И П элюирует-
ся с колонки в IV пике. Н е к о т о р а я 
асимметричность кривой антитрипси-
новой активности объясняется фрак-
ционированием при различных р Н и 
ионной силе разных молекулярных 
форм И П , р а з л и ч а ю щ и х с я изоточка-
ми [19] . V пик содержит смесь из 
4 белков, п р е о б л а д а ю щ у ю часть кото-
рых составляет альбумин. 

Д л я препаративной хроматографии 
колонку с Д Э А Э - ц е л л ю л о з о й «What -
rnann DE 32» или Д Э А Э целлюлозой 
фирмы «Reana l» у р а в н о в е ш и в а л и 
0,08 М фосфатным буфером рН 6,8, а 
И П э л ю и р о в а л и с колонки 0,13 М 
фосфатным буфером рН 6,3. 

Д л я отделения альбумина и других 
белков от И П п р е д л а г а л и различные 

методы [3, 8, 18—20], в том числе 
гель -хроматографию на акрилексе П-
100 [2] , однако многие из предложен-
ных сорбентов мало доступны или 
представляют трудности д л я исполь-
зования д л я препаративной очистки 
белка . Д а л ь н е й ш а я очистка И П б ы л а 
проведена на г и д р о к с и л а п п а т и т е 
( Г А П ) , который сорбирует значитель-
ные количества альбумина и довольно 
просто может быть приготовлен из 
фосфатов калия и хлористого каль-
ция [5] . 

И П элюируется с ГАП линейным 
градиентом фосфатного буфера р Н 
6,8. Полного разделения белков не 
происходит (рис. 2) , но, хотя пики 
И П и альбумина перекрываются , 
фракции 3—10, к а к п о к а з а л и электро-
форетические исследования, прсдстав-

Рис. 2. Хроматография ИП на гидроксилаппа-
тите. 

По осям о р д и н а т : а — к о н ц е н т р а ц и я белка (в мг /мл) , 
б — к о н ц е н т р а ц и я ф о с ф а т н о г о б у ф е р а (в м о л я х ) . 
1 — к о н ц е н т р а ц и я белка во ф р а к ц и я х (в мг /мл) , 2 — 

линейный г р а д и е н т ф о с ф а т н о г о б у ф е р а р Н 0,8. 
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Рис. 3. Диск-электрофо-
рез ИП в присутствии 

0,1 % Д Д С Н в ПАЛ Г. 
Электрофорез проводили в 
течение 1 ч при 20 мА в 
0,05 М Na-фосфэтном буфере 
рН 7,1, на гель наносили 

50 мкг белка. 

л я ют собой чистый И П (рис. 3) , а 
ф р а к ц и и 11—20 я в л я ю т с я смесыо И П 
и альбумина . Следовательно , исполь-
зование ГАП позволяет получить 
электрофоретически чистый И П с вы-
ходом 23 %. 

М о л е к у л я р н у ю массу выделенного 
И П определяли методом электрофоре-
за в П А А Г с Д Д С Н . П о л у ч е н н а я ве-
личина л е ж и т в пределах вариабель -
ности молекулярной массы И П 45— 
54 к Д [8, 20] . 

Выделенный И П в концентрации 
3 мг/мл о б р а з о в ы в а л отчетливую по-
лосу преципитации только с антисы-
воротками к И П , в то время как с 
антисыворотками к другим белкам 
п р е п а р а т не д а в а л полос преципита-

ции. В реакции с антисывороткой ко 
всем белкам человека (рис. 4) на-
б л ю д а л а с ь одна с л а б а я полоса преци-
питации, что свидетельствует о низком 
титре антител к И П в этой сыворотке. 
И П фирмы « S i g m a » в той ж е концен-
трации 3 мг/мл с о д е р ж а л значитель-
ную примесь альбумина , в ы я в л я е м у ю 
при иммуноэлектрофорезе (рис. 5 ) . 
Методом Р И Д было установлено, что 
в I мг препарата фирмы « S i g m a » со-
д е р ж а л о с ь до 0,32 мг альбумина . 

А нт исыворотка, полученная после 
иммунизации кроликов электрофоре-
тически чистым И П , в ы я в л я л а в сы-
воротке крови здорового человека от-
четливую линию И П и едва замет-
ную полосу в. зоне альбумина . Это 
свидетельствует о том, что препарат , 
использованный для иммунизации, все 
ж е с о д е р ж а л незначительную примесь 
альбумина , которая проявилась в про-
цессе иммунизации (см. рис. 4) . 

С очищенным препаратом И П полу-
ченная антисыворотка образует раз-
двоенную на конце полосу преципита-
ции (см. рис. 4) . Это раздвоение едва 
ли можно объяснить наличием приме-
си в препарате И П , т а к как ои не об-
разует полос преципитации с антисы-
воротками к другим б е л к а м человека , 
в ы я в л я е м ы м в этой зоне, в частности 
с антисывороткой к альбумину. По-
скольку а и а л о г и ч и о е р а з д в ос н и е ли-
нии преципитации мы н а б л ю д а е м и в 
препарате фирмы « S i g m a » (см. р и с . 5 ) , 
а в преципитатах , образуемых полу-
ченной антисывороткой с сывороткой 
крови здорового человека (см. р и с . 4 ) , 
этого раздвоения нет, можно предпо-
ложить , что в процессе очистки пре-
п а р а т а происходят изменения физиче-
ских свойств этого белка , приводящие 
к о б р а з о в а н и ю молекул с измененной 
антигенной структурой. 

П р и определении И П в сыворотке 
крови больных методом Р И Д аитисы-

/ 
«зри 

Рис. 4. Иммуноэлектрофорез ИП и 
нормальной сыворотки человека. 

Л у н к а /1 — ИП, выделенный в Н П О «Фер-
мент», лунка Б — нормальная сыворотка 
человека. 1 и 3 — аптисыворотки к ИП. 
полученные в Вильнюсском университете; 
2 — антисыворотка ко всем белкам чело-
века (22/6). Электрофорез проводили в те-
чение I ч при 24 мА в 0,06 М вероналовом 
буфере рН 8,0 с последующей иммунодиф-
фузеЙ в течение 16 ч при комнатной тем-

пературе. 

-Jf 
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Рис. 5. Мммуиоэлектрофорез 
ИП фирмы «Sigma» и нормаль-

ной сыворотки человека. 
Лунка А — нормальная сыворотка 
человека; лунка 5 — И П фирмы 
«Sigma»; 1 — аитисыворотка (Л) ко 
всем белкам человека, 2 — антисы-
воротка (22/6) ко всем белкам че-
ловека; 3 — антисыворотка к ИП 
(полученная в Вильнюсском уни-

верситете) . 

воротку используют в разведении 
1 : 20—1 : 30, при этом примеси не вы-
являются . Таким образом, полученную 
антисыворотку можно использовать 
д л я определения И П без дополнитель-
ной адсорбции. П р е д л о ж е н н а я двух-
стадийная х р о м а т о г р а ф и ч е с к а я очист-
ка И П позволяет быстро и сравни-
тельно просто выделить большие ко-
личества белка , пригодного д л я полу-
чения антисыворотки с целыо имму-
нохимического определения И П . 

Однако при необходимости получе-
ния препарата И П , о б л а д а ю щ е г о к а к 
электрофоретической, так и иммуноло-
гической чистотой, требуется дополни-
тельная его очистка на аффинных 
сорбентах. Очистка препарата И П , 
имеющего в своей структуре белковую 
и углеводную части молекулы, на кон-
к а и а в а л и п с е ф а р о з е 4В, позволяет по-
лучить иммунологически чистый пре-
п а р а т И П . Минорные примеси, выяв-
л я е м ы е на и м м у и о э л е к т р о ф о р е г р а м м а х 
(см. рис. 4) , в препаратах , получен-
ных после хроматографической очист-
ки на Д Э А Э - ц е л л ю л о з е и гидроксил-
апатите, не в ы я в л я л и с ь после допол-
нительной очистки на аффинном сор-
бенте — к о н к а н а в а л и н с е ф а р о з е 4В. 

Антисыворотка к И П , полученная 
п р е д л о ж е н н ы м методом, была исполь-
зована д л я скрининга врожденной не-
достаточности И П у новорожденных 
[1] и д л я определения с о д е р ж а н и я И П 
в сыворотке крови больных с хрониче-
скими з а б о л е в а н и я м и легких и печени. 
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PURIFICATION OF HUMAN ct-I-INHIBITOR OF PROTEASES AND PRODUCTION OF AN-
TISERUM FOR THE PROTEIN IMMUNOCHEMICAL ESTIMATION 

V. Yu. Basis, A. V. Butnyalis, T. S. Kotova 

State University, Research-Industrial Association "Enzyme", Vil'nyus, G. N. Gabrichevsky 
Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow 

Human homogenous a-I-inhibitor of proteases 
was isolated and purified by means of chromato-
graphy on DEAE cellulose, hydroxyapatite and 
concanavaline Sepharose 4B. After immunization 
of rabbits specific monovalent antiserum towards 

the inhibitor was produced. The antiserum was 
used in diagnosis of hereditary deficiency of 
a-I-inhibitor of proteases and for estimation of 
its content in newborns. 

УДК (Я6.83i-005.1-092.9-07:616.831-008.922.1 

JI. H. Маслов 

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

К Р О В О И З Л И Я Н И И 

Лаборатория радиоиуклидных методов исследования Сибирского филиала ВКНЦ 
АМН СССР, Томск 

В ы с о к а я л е т а л ь н о с т ь и м а л а я э ф -
ф е к т и в н о с т ь п р о в о д и м о й т е р а п и и п р и 
и н с у л ь т е о б у с л о в л и в а ю т н а с т о я т е л ь -
н у ю н е о б х о д и м о с т ь и з у ч е н и я п а т о г е -
н е з а д а н н о й п а т о л о г и и . М е ж д у т е м со-
с т о я н и е б и о э н е р г е т и к и м о з г а п р и ге-
м о р р а г и ч е с к о м и н с у л ь т е и з у ч е н о н е д о -
с т а т о ч н о . У с т а н о в л е н о , ч т о п р и ин-
с у л ь т е и м е ю т м е с т о с н и ж е н и е м о з г о -
в о г о к р о в о т о к а и ц и р к у л я т о р н а я г и п -
о к с и я [1, 6 ] . П о с л е д н я я с у щ е с т в е н н о 
н а р у ш а е т м е т а б о л и з м н е р в н о й т к а н и 
[ 9 | . П о к а з а н о , ч т о у г н е т е н и е о к и с л и -
т е л ь н о г о ф о с ф о р и л и р о в а н и я в н е й р о -
н а х м о ж е т в ы з в а т ь о т е к - н а б у х а н и е 

H I -
Ц е л ь ю д а н н о г о и с с л е д о в а н и я б ы л о 

и з у ч е н и е д и н а м и к и н а р у ш е н и й б и о -
э н е р г е т и к и м о з г а п р и э к с п е р и м е н т а л ь -
н о м в н у т р и м о з г о в о м к р о в о и з л и я н и и . 

М с т о д и к а 

Эксперименты выполнены па белых беспо-
родных крысах-самцах массой 200—250 г. 
Виутримозговое кровоизлияние моделировали 
путем введения 0,15 мл аутокрови через за-
ранее стереотаксически вживленную иглу во 
внутреннюю капсулу правого полушария. Ис-
следования проводили на ненаркотизирован-
ных животных через 1, 3, 24 и 48 ч после ге-
моррагии. Сразу после декапитации мозг из-
влекали из черепа и помещали в стаканчик с 
охлажденной до 0 °С средой выделения сле-
дующего состава: 0,3 М сахароза, 0,005 М ка-
лиевая соль ЭДТА, 0,005 М трис-НС1-буфер 
рН 7,4. Мозг отмывали от крови, удаляли 
мозговые оболочки и гомогенизировали 1 мин 
в механическом гомогенизаторе (зазор 0,2 мм) 
при скорости вращения 250 об/мин в 10 мл 
среды выделения. Митохондрии (Мх) выде-
ляли методом дифференциального центрифу-

гирования [14J. Неразрушенные клетки и яд-
ра осаждали центрифугированием при 3000 g 
в течение 10 мин. Осадок Мх промывали сре-
дой выделения и суспендировали в среде, 
содержащий 0,3 сахарозу, 0,2 мМ калиевую 
соль ЭДТА, 0,01 М трис-НС1-буфер рН 7,4. 
Все процедуры по выделению Мх мозга крыс 
производили при температуре от 0 до 2°С в 
холодной комнате. Дыхание Мх регистриро-
вали полярографически в термостатируемой 
кювете при 23 °С в среде, содержащей 0,3 М 
маниитол, 0,01 М КС1, 0,005 М КН 2 Р0 4 , 
0,3 мМ калиевую соль ЭДТА, 0,01 М трис-
HCl-буфер рН 7,4. В качестве субстратов ис-
пользовали сукцинат (10 мМ) или а-кетоглу-
тарат (а-КГ; 10 мм). Измеряли следующие 
параметры дыхания митохондрий: начальную 
скорость дыхания (Vo) — в среде с субстра-
том окисления, скорость дыхания в состояни-
ях 3 (V3) и 4 (V4) по Чансу: V3 — при до-
бавлении 200 имоль АДФ, УДНФ — при до-
бавлении 50 мкМ динитрофенола (ДНФ) 
[11]. Белок определяли по методу Лоури с 

дезоксихолатом натрия [8]. Контролем слу-
жили ложнооперированные животные, у ко-
торых Мх мозга выделяли через 7 сут после 
вживления иглы, но без геморрагии. 

Полученные результаты обрабатывали ста-
тистически с применением непараметрического 
критерия Вилкоксона—Манна—Уитни [3|. 

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

В х о д е п р е д в а р и т е л ь н ы х э к с п е р и -
м е н т о в б ы л о у с т а н о в л е н о , ч т о с к о р о с т ь 
д ы х а н и я М х и з м о з г а л о ж н о о п е р и р о -
в а н и ы х ж и в о т н ы х д о с т о в е р н о н е о т л и -
ч а е т с я о т т а к о в о й у и н т а к т н ы х к р ы с 
ни в о д н о м и з м е т а б о л и ч е с к и х с о с т о я -
н и й . 

К а к в и д н о и з т а б л и ц ы , ч е р е з 1 ч 
п о с л е и н с у л ь т а по с р а в н е н и ю с л о ж -
н о о п е р и р о в а н н ы м и ж и в о т н ы м и н а б л ю -
д а л о с ь д о с т о в е р н о е с н и ж е н и е н а ч а л ь -
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Влияние экспериментального внутримозгового кровоизлияния на функциональную активность Мх мозга ( М + т ) 

Срок пос-
ле инсуль-

та , ч 

Субст-
рат Группа ж и в о т н ы х 

Ч
и

сл
о 

ис
сл

ед
о-

ва
ни

й 

Vo V, v4 
у д н Ф А Д Ф / Т АДФ/О 

1 ЯК Контрольная 
Опытная 

16 
17 

22,3+1,59 
18,7+1,75* 

76,3+4,76 
50,7+3,46** 

23,2+1,51 
18,4+1,10* 

66,7+4,5 
43,1+3,55** 

223+15 
143+13** 

2,10+0,43 
1,93+0,63 

а - К Г Контрольная 
Опытная 

13 
14 

12,8+0,79 
9,3+1,00** 

41,6+2,90 
29,9+2,33** 

14,7+1,12 
8,11+0,75** 

50,3+5,50 
25,2+4,18* 

145+9 
98+7** 

3,12+0,63 
2,91 + 0,49 

3 ЯК Контрольная 
Опытная 

12 
13 

21,7+1,48 
20,3+1,71 

63,7+3.51 
61,5+2,97 

21,3+1,42 
19,9+1,55 

68,5+5,7 
65,4+4,8 

215+14 
195+15 

2,09+0,57 
2,05+0,44 

а - К Г Контрольная 
Опытная 

11 
12 

11,7+0,69 
10,9+0,61 

38,7+2,56 
36,2+2,54 

13,2+1,66 
11,5+1,21 

42,2+5,49 
40,7+4,89 

142+8 
137+9 

2,91+0,52 
2,88+0,54 

24 ЯК Контрольная 
Опытная 

11 
11 

21,3+1,46 
16,8+1,68** 

57,5+3,49 
38,0+3,48** 

16,0+2,09 
15,4+2,42 

69,3+8,38 
57,0+10,10 

198+16 
1 2 9 + Н * * 

2,08+0,39 
2,02+0,53 

а - К Г 

1 

Контрольная 
Опытная 

10 
10 

8,9+1,26 
7,8+0,60 

31,9+4,26 
18,6+2,03** 

11,1+1,75 
6,9+1,10* 

39,7+5,44 
27,0+4,11* 

121+11 
66+9** 

2,85+0,50 
3,12+0,17 

48 ЯК Контрольная 
Опытная 

11 
11 

22,5+2,30 
20,8+2,38 

63,5+4,27 
57,7+5,24 

18,7+2,43 
19,0+2,73 

69,0+10,9 
67,2+ 15,3 

207+17 
181+13 

1,98+0,37 
1,91+0,35 

а - К Г Контрольная 
Опытная 

10 
10 

11,7+1,20 
11,2+1,38 

39,7+3,03 
37,2+1,95 

8,2+1,10 
7,8+0,84 

39,1+5,22 
43,2+6,09 

145+12 
132+Ю 

2,96+0,48 
2,93+0,43 

П р и м е ч а н и е . Субстрат — янтарная кислота (ЯК) и а - К Г . Скорость дыхания (V0, V3, V4 и У д н ф ) выражали в наноатомах кислорода на 1 мг 
белка в 1 мин, АДФ/Т — в нацомолях АДФ на 1 мг белка в 1 мин, АДФ О — в наномолях АДФ на 1 наноатом 0 2 . Одна звездочка — Р<0 ,05 , две — Р < 0 , 0 | 

по отношению к контролю-



ной скорости (Vo) дыхания Мх, ско-
рости дыхания при добавлении в сре-
ду инкубации А Д Ф (V3) и после ее 
фосфорилирования (У 4 ) , а т а к ж е при 
разобщении окислительного фосфори-
лирования под действием 2 ,4 -ДНФ 
(УДЫФ). Указанное угнетение дыха-
ния Мх н а б л ю д а л о с ь к а к при окисле-
нии сукцината , так и при использова-
нии в качестве субстрата а - К Г . Не-
обходимо отметить, что в этот ж е срок 
имело место достоверное снижение 
скорости фосфорилирования А Д Ф 
(АДФ/Т) в пробах с обоими субстра-
тами. Уменьшения эффективности 
о км с л и тел ь ного ф осфо р и л и р ов а н и я 
( А Д Ф / О ) при этом не обнаружено . 

Выявленные через 1 ч после экспе-
риментального внутримозгового крово-
излияния ( Э В М К ) изменения дыха-
тельной активности Мх мозга могли 
явиться результатом компрессионной 
ишемии, возникающей в первые мину-
ты после введения крови [6, 10]. 

Через 3 ч после интрацеребральной 
геморрагии достоверных различий 
м е ж д у контролем и опытом в изучае-
мых п о к а з а т е л я х окислительного фос-
форилирования (как при окислении 
янтарной, т а к и а -кетоглутаровой кис-
лот) не обнаружено , что можно объ-
яснить восстановлением мозгового 
кровотока в этот период [10] . 

Через 24 ч после Э В М К снова на-
б л ю д а л и в ы р а ж е н н ы е нарушения био-
энергетики нервной ткани (см. табли-
цу) , однако х а р а к т е р их несколько 
отличался от тех изменений, которые 
имели место через 1 ч. Так , при окис-
ле н и и с у к ц и и а т а угнетен и е дыха н и я 
Мх происходило преимущественно в 
третьем метаболическом состоянии 
(Уз). В разобщенном состоянии 
(УДНФ) не н а б л ю д а л о с ь достоверно-
го снижения скорости дыхания относи-
тельно контроля. При окислении а -
К Г значительное угнетение потребле-
ния кислорода о б н а р у ж и в а л о с ь к а к в 
третьем, так и в четвертом состояни-
ях по Чансу. Снижение скорости фос-
форилирования было отмечено в опы-
тах с Н А Д - з а в и с и м ы м ( а - К Г ) и Ф А Д -
зависимым (сукцинат) субстратами. 
Р а з о б щ е н и я окислительного фосфори-
лирования в этот период не обнару-
жено. 

Необратимых нарушений функцио-
нального состояния Мх через 1 и 24 ч 
после кровоизлияния не обнаружено , 
что о б н а д е ж и в а е т в плане поиска пу-

тей адекватной коррекции возникших 
повреждений. 

Через 48 ч после инсульта достовер-
ных изменений д ы х а н и я Мх мозга по 
сравнению с таковым ложноопериро-
ванных животных не выявлено (см. 
т а б л и ц у ) . 

О б н а р у ж е н н ы е изменения функцио-
нальной активности Мх могли быть 
обусловлены изменениями мозгового 
кровотока и, следовательно, кислород-
ного обеспечения мозговой ткани при 
экспериментальном кровоизлиянии. 
Так, в работах ряда исследователей 
[5, 6, 10] показано , что через 3 ч пос-
ле Э В М К мозговой кровоток возвра-
щается к контрольным величинам, а 
через 24 ч развивается отек-набуха-
ние мозга и кровоток снижается до 
минимальных значений. В более от-
д а л е н н ы е сроки у в ы ж и в ш и х живот-
ных н а б л ю д а л о с ь восстановление кро-
вотока до контрольных величин [6] , 
что согласуется с нашими данными о 
н о р м а л и з а ц и и энергетического мета-
болизма через 48 ч после Э В М К . 

О б н а р у ж е н н ы е изменения функцио-
нальной активности Мх мозга после 
внутримозговой геморрагии не явля-
ются специфическими. Аналогичное 
угнетение д ы х а н и я Мх и снижение 
скорости фосфорилирования отмечены 
в ряде работ при компрессионной, де-
капитационной ишемии, циркулятор-
ной гипоксии мозга [13, 15]. В лите-
ратуре нет единой точки зрения о при-
роде фактора , в ы з ы в а ю щ е г о измене-
ние функциональной активности Мх 
при ишемии. Большинство исследова-
телей отводят ведущую роль в повреж-
дении Мх свободным ж и р н ы м кисло-
там и продуктам перекисного окисле-
ния липидов, н а к а п л и в а ю щ и м с я в моз-
ге при экспериментальном ишемиче-
ском инсульте [2, 7, 12]; они наруша-
ют функциональную целостность ми-
тохондриальных мембран . Эти соеди-
нения угнетают дыхание Мх в треть-
ем и разобщенном состояниях, сни-
ж а ю т скорость фосфорилирования [2, 
7, 13]. 

Таким образом, результаты иссле-
дований показывают , что эксперимен-
тальное внутримозговое кровоизлия-
ние вызывает в ы р а ж е н н ы е сдвиги в 
функциональном состоянии митохонд-
рий мозга, п р о я в л я ю щ и е с я в угнете-
нии д ы х а н и я в пробах с НАД+- и 
ФАД+-зависимыми субстратами и сни-
жении скорости фосфорилирования . 
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IMPAIRMENT OF BRAIN ENERGY META-
BOLISM IN EXPERIMENTAL INTRACERE-

BRAL HEMORRHAGE 

L. N. Maslov 
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of the USSR, Tomsk 

Intracerebral hemorrhage impaired the func-
tional activity of rat brain mitochondria. After 
experimental insult the rate of succinate and 
a-ketoglutarate oxidation was decreased at the 
states 3 and 4 in brain mitochondria as well as 
in presence of 2,4-dinitrophenol. The rate of 
phosphorylation was also decreased in oxidation 
of both NAD- and FAD-dependent substrates. 
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Т Р А Н С П О Р Т И М Е Т А Б О Л И З М М Е М Б Р А Н О А К Т И В Н О Г О 
К О М П Л Е К С О Н А В О Р Г А Н И З М Е МЫШЕИ 

Физико-химический институт им. А. В. Богатского АН УССР, Одесса 

Выделение и изучение свойств мем-
б р а н о а к т и в и ы х комплексонов природ-
ного происхождения д а л о возможность 
модифицировать их молекулы, а так-
ж е получать новые синтетические ана-
логи: краун-эфиры, криптанды и др. 
[1 ] . Большинство этих веществ осуще-
ствляет транспорт катионов через био-
логические м е м б р а н ы по градиенту 
электрического потенциала . Такие 
ионофориые свойства макрогетеро-
циклов д а ю т возможность использо-
вать их как инструменты в изучении 
функций биомембран , а т а к ж е пред-
полагать их применение в качестве 
биологически активных веществ. 

В этой связи особый интерес пред-
с т а в л я ю т краун-эфиры с ф а р м а к о -
форными группами (например, ами-
нокислоты, пептиды и др . ) , т а к к а к 
действие «традиционных» биологиче-
ски активных веществ, входящих в 
эти группы, может быть усилено в ре-
зультате облегчения их транспорта че-

рез гистогематические барьеры и 
клеточные мембраны. Синтез много-
численных краун-эфиров и их анало-
гов, а т а к ж е изучение их ф а р м а к о л о -
гических свойств показали , что эти со-
единения о б л а д а ю т иммуиомодулиру-
ющими свойствами с преимуществен-
ной стимуляцией клеточных реакций 
[2, 3] , в ы р а ж е н н о й иротивосудорож-
ной активностью с анксиолитическим 
и антигипоксическим э ф ф е к т а м и [5] , а 
т а к ж е ноотропным действием [4] . Од-
нако д л я мембраноактивных макроге-
тероциклов совершенно не изучены 
процессы транспорта , метаболизма и 
выведения из организма эксперимен-
тальных животных. 

Д л я изучения особенностей распре-
деления по о р г а н а м и т к а н я м мышей 
полифункциоиальных макрогетероцик-
лов и их метаболитов нами синтезиро-
ван меченый N - (3 IT - а м и 11 о а ц е т и л) -1 -
аза - 4,7,10,13 - тетраоксациклопента -
декан хлоргидрат ( А Т Ц Х ) . 
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Рис. 1. Химическая формула АТЦХ. 
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Э т о с о е д и н е н и е , к а к с л е д у е т и з ф о р -
м у л ы ( р и с . 1 ) , п р е д с т а в л я е т с о б о й 
а ц и л ь н о е п р о и з в о д н о е м е м б р а н о а к т и в - S 
н о г о к о м п л е к с о н а ( а з а - 1 5 - к р а у н - 5 ) , со -
д е р ж а щ е е в к а ч е с т в е з а м е с т и т е л я 
ф а р м а к о ф о р н ы й ф р а г м е н т — о с т а т о к 
г л и ц и н а . 

х 
=г 

OS 
X <u 

Опыты проведены на беспородных мышах-
самцах с массой тела 18—22 г. Мембраноактив- о 
ный макрогетероцикл с удельной радиоактив- © 
иостью 0,04 Ки/моль вводили животным впу- g 
тривеино и перорально в дозе 100 мг/кг. Через ® 
2, 5, 10, 20, 30 мин, а также через 1, 2, 4, 6, S. 
12 и 24 ч животных декапитировали, органы ^ 
и ткани извлекали. Образцы плазмы крови « 
и гомогеиатов (1:5) в количестве 0,3 мл ра- « 
створяли в 8 мл тритон-Х-100 толуольном g 
сцинтилляторе и определяли содержание об- а 
щего радиоактивного материала. Количество 
свободных метаболитов, связанных с белка- | 
ми, а также радиохроматографический анализ з 
метаболитов осуществляли по предложенным 2 

ранее методам [6, 7]. g 
Радиоактивность измеряли на приборе = 

Beckman LC-100C при внешней и внутренней * 
стандартизации образцов. Опытные данные 
анализировали в соответствии с алгоритма-
ми [8, 9]. g 

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

И с с л е д о в а н и е р а с п р е д е л е н и я в о р г а - g 
н а х и т к а н я х м ы ш е й о б щ е г о р а д и о а к - £ 
т и в н о г о м а т е р и а л а п р и в н у т р и с о с у д и - g 
с т о м в в е д е н и и А Т Ц Х п о к а з а л о б ы с т - с 
р о е п о с т у п л е н и е в е щ е с т в а в о р г а н ы и х 
т к а н и ( т а б л . 1 ) . М а к с и м а л ь н а я р а д и о -
а к т и в н о с т ь о т м е ч е н а ч е р е з 2 м и н . М а й - 2 
б о л е е в ы с о к и й у р о в е н ь 3 Н - п р о д у к т о в 
о б н а р у ж е н в п о ч к а х , п е ч е н и , п л а з м е 
к р о в и и с е л е з е н к е ж и в о т н ы х . К и н е т и - t 
к а с о д е р ж а н и я А Т Ц Х и е г о м е т а б о л и - 1 
т о в в у к а з а н н ы х о р г а н а х и п л а з м е = 
к р о в и м ы ш е й б и э к с п о н е н ц и а л ь н а 
( р и с . 2 ) . Б ы с т р а я ф а з а н а б л ю д а е т с я w 
в и н т е р в а л а х и с с л е д о в а н и я о т 2 д о £ 
3 0 м и н . В э т о т п е р и о д с н и ж е н и е к о н - р 
ц е н т р а ц и и А Т Ц Х в п л а з м е к р о в и д о - о. 
с т и г а е т 0 ,15 , в п о ч к а х — 0 , 1 7 и п е ч е - g 
н и — 0 , 2 7 и с х о д н о г о у р о в н я р а д и о а к -
т и в н о с т и . П о с т о я н н ы е с к о р о с т и п р о -
ц е с с а э л и м и н а ц и и р а в н ы с о о т в е т с т в е н -
н о 3 ,9 ; 3 ,5 и 2 ,6 ч - 1 . Б ы с т р а я ф а з а р а с -
п р е д е л е н и я А Т Ц Х п р а к т и ч е с к и н е о т -
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Рис. 3. Зависимость (In С) содержания в 
имп/мин-103 свободных метаболитов АТЦХ в 
плазме крови (черные кружки) и головном моз-
ге (светлые кружки) мышей от времени опыта 
(ч) после внутривенного введения соединения. 

ромы р а с п р е д е л е н и я и о б м е н а А Т Ц Х в 
этом органе . Д л я с р а в н е н и я а н а л о г и ч -
ные и с с л е д о в а н и я проведены и в плаз -
ме крови. 

С этой ц е л ь ю были р а з р а б о т а н ы ме-
тоды [6] , п о з в о л я ю щ и е количественно 
( 9 5 % ) и з в л е к а т ь и р а з д е л я т ь А Т Ц Х , 
а т а к ж е его свободные , в о д о р а с т в о р и -
мые и с в я з а н н ы е с б е л к а м и м е т а б о л и -
ты. 

Д о с т о в е р н о е н а л и ч и е в п л а з м е кро-
ви свободных м е т а б о л и т о в А Т Ц Х , оп-
р е д е л я ю щ и х б ы с т р у ю ф а з у кинетиче-
ской схемы р а с п р е д е л е н и я , б ы л о от-
мечено т о л ь к о в и н т е р в а л е от 2 д о 
30 мин опыта (рис. 3 ) . С н и ж е н и е их 
к о н ц е н т р а ц и и о с у щ е с т в л я л о с ь с по-
стоянной с к о р о с т ь ю 7,9 ч - 1 ( Т 0 , 5 = 5 , 3 ) . 
С о д е р ж а н и е А Т Ц Х и его свободных 
м е т а б о л и т о в в печени с н и ж а е т с я двух-
ф а з н о . К и н е т и к а с о д е р ж а н и я А Т Ц Х и 
его свободных м е т а б о л и т о в в интер-
в а л е первых 6 ч п р о т е к а е т с о г л а с н о 
у р а в н е н и ю : 

С (имп-мин~1ч~1) 103 = 28,9е_ 4>2 7 + 8 ,4е~М». 

О т л и ч и т е л ь н о й особенностью д а н н о й 

Т а б л и ц а 2 
Содержание 3Н-продуктов в органах и тканях мышей после перорального введения аН-АТЦХ 

(100 мг/кг) 

Рис. 2. Зависимость (In С) содержания 3Н-про-
дуктов от времени опыта в плазме крови мы-
шей после внутривенного (а) и перорального 

(б) введения АТЦХ (100 мг/кг). 

мечена в головном мозге ж и в о т н ы х , а 
н а и м е н ь ш а я к о н ц е н т р а ц и я в е щ е с т в а 
о б н а р у ж и в а е т с я в ж и р о в о й и легоч-
ной т к а н я х мышей . Н а м и не отмечено 
о р г а н а или ткани , ф у н к ц и о н и р у ю щ и х 
к а к «депо» м е м б р а н о а к т и в н о г о комп-
л е к с н а . 

П р и п е р о р а л ь н о м введении А Т Ц Х 
его с о д е р ж а н и е в о р г а н а х и т к а н я х 
о к а з ы в а е т с я з н а ч и т е л ь н о н и ж е (ввиду 
отсутствия быстрой ф а з ы р а с п р е д е л е -
н и я ) , чем при в н у т р и в е н н о м ( т а б л . 2 ) . 
Т а к а я з а к о н о м е р н о с т ь х а р а к т е р н а д л я 
многих л е к а р с т в е н н ы х в е щ е с т в . 

Р а н е е б ы л о п о к а з а н о [6 ] , что А Т Ц Х 
в о р г а н и з м е м ы ш е й п о д в е р г а е т с я ин-
тенсивному м е т а б о л и з м у . О с н о в н ы е 
м е т а б о л и т ы А Т Ц Х , о б н а р у ж е н н ы е в 
моче, п р е д с т а в л я ю т собой свободные , 
э к с т р а г и р у е м ы е х л о р о ф о р м о м произ-
водные . С учетом этого ф а к т а , а т а к -
ж е того, что в к л е т к а х печени нахо-
д я т с я ф е р м е н т ы , к а т а л и з и р у ю щ и е ме-
т а б о л и ч е с к и е п р е в р а щ е н и я ксенобио-
тиков , б ы л и изучены н е к о т о р ы е сто-

Орган 
Время после введения, ч 

0,5 12 

Печень 
Плазма 
Мозг 
Селезенка 
Мышцы 
Почки 
Сердце 
Жир 

2 030+ 160 
1 200±200 

344+ 137 
443+162 
517± 103 

1 240=1=214 
275+75 

190± 70 

100+850 
986+245 
440+440 
273+116 
399+ 130 
060+415 
130+110 
333+ 164 

2 040+680 
750+93 
436+144 
150+11 
275+ 150 
380+91 

320+120 

3 000+1 190 
988+155 
460+61 
190+64 
960+520 
340+50 
220+220 
780+780 

1 340+550 
500+120 
275+ 132 
380+280 
508+95 
410+100 
580+580 

40+40 

64 
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Рис. 2. Электрофорез (фрак-
ций, полученных при гель-
фильтрации суммарного мы-
шечного гомогеиата мышц 
через есфакрил 8-300 (а) 
и разделение ТЦ миозина 
при инкубации миофпбрилл 
с трипсином (1:4000) (б). 
ТЦ и ,//Ц - тяжелые и легкие 
цени мио.чина; Л актни, 25 
•II фракции члюата, получен 
in.ie при гел(.-фильтрации, I 
инкубация миофибрилл бе:» трип-

сина; 2 то же с трипсином. 
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К ст. И. П. Сергеева и с о а в т . 

VA s 
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ЭПР и губчатая кость метафи.ча большеберцоной кости крыс при инсдснии 1,25(011) 

и 24,25(01 ]).ЛЭ3. 
а контроль- о гипокинезия (толщина ЭПР умен спи, перипчиая и нторнчпая спопгиозы 
сильно разрежен 1.1, объем их уме иен); « гипокинезия I 2.1.25(010,0:, и Дозе -25 мкг толW -
11 ;i » | |Р уменьшена объем периичпой и нторичноП спонгиш близок к контролю; i ипомик дня 
I | ,2Г,(()| |'),1), и дозе 0,15 мкг (толщина ЭПР. объем перничпои п̂  иторпчноп спопгиоз уменьшены;. 

Окраска гематоксилином и эозином. Ун.: .4,5 об., 7 ок. 



1 2 3 1 2 3 1 2 3 
а б в 

Рис. 4. Относительное содержание (в % от 
плазмы крови) 3Н-продуктов в плазме крови 
( / ) , печени (2) и головном мозге (3) мышейч 
через 30 мин после инъецирования животным 
глицина (а), а также внутривенного (б) и пе-

рорального (в) введения АТЦХ. 

схемы распределения является высо-
кое значение расчетной величины по-
стоянной элиминации ( к = 1 , 3 ч - 1 ) , 
что предполагает интенсивное вовле-
чение свободных производных макро-
гетероцнкла в д а л ь н е й ш у ю биотраис-
формацию. 

О б р а щ а е т на себя внимание т а к ж е 
высокое с о д е р ж а н и е в печени водо-
растворимых и связанных с белками 
производных макрогетероцикла . Ста-
ционарная концентрация у к а з а н н ы х 
производных достигалась у ж е через 
0,17 ч после внутривенного введения 
А Т Ц Х и с о х р а н я л а с ь в течение суток. 

Количество водорастворимых и свя-
занных с белками 3 Н-производиых бы-
л о аналогичным при обоих в а р и а н т а х 
введения. 

Н а л ич ие зиач ительных количеств 
метаболитов АТЦХ в составе белков 
печени, т ак ж е к а к и его водораство-
римых производных, позволяет сопо-
ставить х а р а к т е р распределения изу-
чаемого макрогетероцикла с анало-
гичными п о к а з а т е л я м и при введении 
ж ивотным глицина . 

На рис. 4 представлено относитель-
ное с о д е р ж а н и е 3 И-продуктов в плаз -
ме крови, головном мозге и печени 
мышей через 30 мин после внутривен-
ного и перорального введения А Т Ц Х 
и 3 Н-глицина в э к в и м о л я р н ы х дозах . 

Введение АТЦХ приводит к образо-
ванию значительных количеств ^ - п р о -
дуктов , связанных с б е л к а м и печени. 
Концентрация их достоверно превы-
шает ( Р < 0 , 0 5 ) с о д е р ж а н и е связан-
ной с белками печени радиоактивно-
сти, о б н а р у ж и в а е м о й после введения 
ж и в о т н ы м 3 Н-глицииа (рис. 5 ) . 

Приведенные выше д а н н ы е и ре-
зультаты дополнительной серии ис-

Рис. 5. Относительное содержание (в % от об-
щей радиоактивности) 3Н-продуктов в хлоро-
формных экстрактах ( / ) , водной фазе (2) и 
белковой фракции (3) гомогенатов ( 1 : 5 ) пе-
чени мышей через 30 мин после инъецирования 
им тлицина (а), а также внутривенного (б) и 

перорального (в) введения АТЦХ. 

следований д о к а з а л и , что после вве-
дения АТЦХ глицин в печени и плаз-
ме крови мышей в виде свободного 
метаболита не о б н а р у ж и в а е т с я . Исхо-
д я из этого можно предположить , что 
последний не является метаболитом 
АТЦХ. Глицин не о б н а р у ж е н и в хло-
роформных э к с т р а к т а х мочи и к а л а 
мышей после введения им макрогете-
роцикла [6] . 

Следовательно , кинетика распреде-
ления А Т Ц Х в организме мышей ха-
рактеризуется д в у х ф а з н ы м снижени-
ем его с о д е р ж а н и я при отсутствии ку-
муляции, а т а к ж е интенсивным мета-
болизмом и обменом м е ж д у плазмой 
крови и органами . 
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TRANSPORT AND METABOLISM OF MEM-
BRANE ACTIVE COMPLEXON IN MICE 

E. K. Plotnikova, N. Ya. Golovenko, V7. G. 
Zin'kovsky, N. G. Luk'yanenko, О. V. Zhuk, 

S. S. В as ok 
A. V. Bogatsky Physico-Chemical Institute, Aca-
demy of Sciences of the Ukrainian SSR, Odessa 

Two-phase decrease in content of N-(3H-ami-
noacetyl)-I-aza-4,7,10,11 - tetraoxacyclopentade-
cane hydrochloride (ATCH) and of its metabo-

lites as well as absence of accumulation were 
observed in mice tissues. Kinetic parameters of 
3H-products elimination estimated by means of 
sequcntal logarithmation enabled to suggest that 
ATCH and its free metabolites were intensively 
involved in biotransformation of molecules. 
3H-glycine was found not to be a product of the 
ATCH metabolism. High and stable level (from 
10 min up to 24 hrs) of water soluble and pro-
tein-bound derivatives of ATCH were found in 
mice liver tissue and blood plasma after intra-
venous administration of the macroheterocycle. 

УДК 615.451.23.03:616.153:577.112.8561-034 

Г. А. Ягодин, E. В. Юртов, Т. В. Гусева 

И З В Л Е Ч Е Н И Е К О М П О Н Е Н Т О В ЛИ П О П Р О Т Е И Д О В 
Э М У Л Ь С И Я М И 

Химико-технологический институт им. Д. И. Менделеева, Москва 

В н а с т о я щ е е в р е м я в ц е л я х дсток -
с и к а ц н н о р г а н и з м а н а р я д у с ш и р о к о 
п р и м е н я е м ы м и с о р б ц и о н н ы м и мето-
д а м и ( г с м о с о р б ц и я ) и с с л е д у ю т экс-
т р а к ц и о н н ы е , к а к в т р а д и ц и о н н о м ва-
р и а н т е ж и д к о с т н о й э к с т р а к ц и и , т а к и 
с и с п о л ь з о в а н и е м м н о ж е с т в е н н ы х 
э м у л ь с и й [4, 7 ] . В п о с л е д н е м с л у ч а е 
э к с т р а г и р у е м о е в е щ е с т в о п е р е х о д и т 
из крови в о р г а н и ч е с к у ю ф а з у , а з а -
тем — в водную, д и с п е р г и р о в а н н у ю в 
ней с п о м о щ ь ю п о в е р х н о с т н о - а к т и в н о -
го в е щ е с т в а ( П А В ) . П р и э т о м о р г а н и -
ч е с к а я ф а з а играет роль ж и д к о й мем-
б р а н ы , р а з д е л я ю щ е й кровь и и з в л е к а -
ю щ у ю в о д н у ю ф а з у . О б р а з у ю щ а я с я 
при этом м н о ж е с т в е н н а я э м у л ь с и я 
(рис. 1) состоит из и з в л е к а ю щ е й ф а з ы 
/?, з а к л ю ч е н н о й в о б о л о ч к у ж и д к о й 
м е м б р а н ы 5 с д о б а в к а м и П А В и рас-
пределенной в виде глобул р а з м е р о м 
0,2—5,0 мкм в и с ч е р п ы в а е м о й ф а з е 

(П-
Э м у л ь с и я R в S ( типа «вода в мас-

ле» ) м о ж е т быть п р и г о т о в л е н а с по-
м о щ ь ю у л ь т р а з в у к а или м е ш а л к и с 
д о с т а т о ч н о б о л ь ш и м числом о б о р о т о в 
( - 5 0 0 0 о б / м и н ) . 

Рис. 1. Множественная эмульсия. 
Обозначения п тексте. 

Р а н е е [ 7 | нами б ы л о п р е д л о ж е н о 
и с п о л ь з о в а т ь метод м н о ж е с т в е н н ы х 
э м у л ь с и й д л я э к с т р а к ц и и холестерина. 
(ХС) из крови . При этом в качестве 
органической м е м б р а н ы п р и м е н я л и пе-
то кс ичи ы е в а зел и новое и в а к у у м н о е 
(ВМ-1 , ВМ-5) м а с л а . С о в м е с т и м ы е с 
к р о в ы о м е м б р а н ы п о з в о л и л и исполь-
з о в а т ь во внутренней ф а з е эмульсии 
веществ , с в я з ы в а ю щ и е или р а с т в о р я -
ю щ и е ХС, которые т р у д н о п р и м е н и т ь 
при обычной э к с т р а к ц и и , т а к к а к они 
о к а з ы в а ю т и с б л а го п р и я т нос в л и я н ие 
на кровь при непосредственном кон-
т а к т е с ней. 

И с п о л ь з о в а н и е в к а ч е с т в е П А В не-
токсичного с о р б и т а п о л с а т а п о з в о л и л о 
с о з д а т ь э м у л ь с и и «вода в масле» , ус-
т о й ч и в ы е в течение нескольких суток , 
что д а л о в о з м о ж н о с т ь и с п о л ь з о в а т ь их 
в к а ч е с т в е э м у л ь с и о н н о г о э к с т р а гейта 
д л я и з в л е ч е н и я ХС из крови . 

Ц е л ь д а й н о й р а б о т ы — изучение 
р а с п р е д е л е н и я компонентов л и п о п р о -
теидов ( Л П ) при э к с т р а к ц и и ХС во 
м н о ж е с т в е н н ы х э м у л ь с и я х с р а з л и ч -
ным с о с т а в о м внутренней ф а з ы . П р и 
этом н а и б о л ь ш и й интерес п р е д с т а в л я -
ют э м у л ь с и и , и з в л е к а ю щ и е ХС из ате-
рогенных (3- и n p e - р - Л П и с л а б о за -
т р а г и в а ю щ и е а и т и а т е р о г е н н ы е а - Л П. 

М е т о д и к а 

В экспериментах были использованы кровь 
свиньи и кролика, а также фракции ЛП плаз-
мы крови кролика с алиментарной гиперхо-
лестерииемией, полученные методом препара-
тивного ультрацентрифугирования на центри-
фуге У ЦП-65 [6]. 

В течение первых 18 ч флотации в раство-
ре NaBr плотностью 1,006 г/мл (36 000 об/мин, 
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7 13 °С) выделяли Л П очеиь низкой плотно-
сти (ЛПОНП) , затем в течение 18 ч флота-
ции в растворе NaBr плотностью 1,065 г/мл 
(36 000 об/мин, 7—13 °С) — ЛГ1 низкой плот-
ности (ЛПНП) и, наконец, в течение 24 ч 
флотации в растворе NaBr плотностью 
1,21 г/мл (40 000 об/мин, 17 20 °С) — Л П 
высокой плотности (ЛПВП). 

Растворы Л П подвергали диализу против 
большого объема изотонического физиологиче-
ского раствора (0,14 М NaCI), У Л Г 1 : VNaci = 

- 1 :20. Пробы биологических жидкостей и 
растворов Л П контактировали с эмульсиями 
в термостатированных делительных воронках 
(при 15 °С) в течение 1 ч при умеренном пе-
ремешивании и соотношении объемов фаз 
эмульсия: кровь, равном 1 :2 , или эмульсия: 
раствор ЛП, равном 1 : 1 . По окончании эк-
стракции фазы разделяли. Содержание компо-
нентов Л П в растворе и в плазме определя-
ли до экстракции и после нее. 

Содержание основных биохимических ком-
понентов контролировали с помощью анали-
затора типа «Техникой». 

Общий и свободный ХС анализировали по 
Ильку и Станковичене [2| , белок (Б) — по 
Лоури |2J, фосфолипиды (ФЛ) и триглицери-
ды (ТГ) — по методикам [2] и [5]. Резуль-
таты обрабатывали статистически с использо-
ванием (-распределения [1]. Каждая точка 
является результатом 5 независимых изме-
рений. 

Эмульсии для экстракции ХС готовили с 
помощью двухлопастной мешалки и перед 
экстракцией обрабатывали буферным изото-
пическим раствором рН 7,4 так же, как и в 
работе [3]. 

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

Опробованы различные составы вну-
тренней извлекающей фазы: а) смесь 
этилового спирта, диэтилового эфира 
с водой (или изотоническим раство-
ром)? б) суспензии гликозидов в изо-
тоническом растворе и его смесях с 
этиловым спиртом; в) раствор МпС12 
и гепарина в буферном изотоническом 
растворе (рис. 2 ) . Последний состав 
был выбран потому, что Л П О Н П и 
Л П Н П с в я з ы в а ю т с я в нерастворимый 
комплекс с гепарином в присутствии 
ионов Мп2+. Если бы эмульсия такого 
состава извлекала ХС из раствора Л П , 
то этот ф а к т свидетельствовал бы об 
экстракции Л П из раствора в виде 
целых частиц. 

В ходе экспериментов было установ-
лено, что эмульсия , с о д е р ж а щ а я во 
внутренней фазе раствор М п С Ь и ге-
парин в буферном изотоническом рас-
творе, не экстрагирует ХС из крови. 
Этот факт , а т а к ж е отсутствие про-
порциональности м е ж д у количествами 
извлекаемых компонентов Л П и их 
первоначальным составом в исходном 
растворе у к а з ы в а е т на извлечение в 

Рис. 2. Составы эмульсий 
для извлечения ХС. 
I. Внутренняя фаза (70— 
75 % об.), 1) 2,5 мМ рас-
твор дигитонина (ДГТ); 
2) 2,5 мМ раствор тома-
тонина (ТОМ); 3) 5 % 
(об.) раствор (С2Нг,)20 и 
15% (об.) раствор 
С2Н,ОН; 4) 0,08 М рас-
твор МпС12 и 500 Ед/мл 

гепарина. 
( 1 — 4 ) — в буферном изотоническом растворе. 
И. Жидкая мембрана (25—30 % об.) (1—4) 
2,5 % (об.) раствор сорбитанолсата в вазели-

новом масле. 

ходе экстракции не целиком Л П , а 
только их компонентов. Таким обра-
зом, д л я всех эмульсий справедливо 
уравнение: 

Л П + S — > x c s + ЭХС3 + ТГ 5 + Ф Л 8 + 

+ Б Р / 5 + Л П ; , ( о 

так как в водной фазе , вероятно, оста-
ются видоизмененные, обедненные ли-
пидами частицы Л П *, изучение 
свойств которых требует отдельного 
исследования . 

Эмульсионные экстрагенты 1, 2 и 3 
(см. рис. 2) способны селективно из-
влекать липиды (в частности, ХС) из 
крови, не изменяя основные биохими-
ческие п о каз ател и (табл . 1). 

Т а к же , к а к и при экстракции ХС 
три-н-октиламииом, доля извлекаемого 
эмульсиями ХС зависит от прочности 
связи ХС в Л П , причем степень из-
влечения ХС (Rxc, %) возрастает в 
ряду а < ' р < п р е - р - Л П (табл . 2 ) . 

Д л я изучения распределения компо-
нентов Л П между эмульсиями и ис-
ходным раствором Л П проводили экс-
т р а к ц и ю составами 2 и 3 (см. 
рис. 2) из растворов Л П . Полученные 
результаты приведены в табл . 3. 

Как видно, эмульсии, с о д е р ж а щ и е 
во внутренней ф а з е гликозиды, селек-
тивно экстрагируют свободный ХС 
атерогениых Л П , и з в л е к а я при этом 
т а к ж е некоторое количество фосфо-
липидов и триглицеридов и незначи-
тельно з а т р а г и в а я белок. Таким обра-
зом, при экстракции эмульсиями с гли-
козидами в области границы р а з д е л а 
ф а з S/R (мембрана — внутренняя фа-
за ) происходит связывание свободного 
ХС с образованием нерастворимого в 
воде аддукта : 

ХС8 + ДГТ — ( Х С . Д Г Т Н 
(2) 

(TOM)R (XC-TOM) R . 
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Т а б л и ц а 1 

Извлечение компонентов плазмы крови эмульсиями 

Компонент плазмы крови и его концентрация 

Проба плазмы С1~ К + Na+ Са 2 + альбумин р н 
общий 
белок 

общий 
билиру-

бин 

N 
мочевины глюкоза 

мочевая 
кислота 

общи й 
белок 

м г - э к в / л мг на 1 00 мл % мкМ мМ 

Исходная 117+10 2 ,9+0,1 108+5 3,5+0,1 1,5+0,1 1,7+0,1 5,6+0,2 8 ,6+2,0 2,14+0,05 52+1 0,18+0,02 4,65+0,08 

После экстракции эмуль-
сиями: 

с дигитонином 114 2,8 106 3,5 1,4 1,6 5,5 8,6 2,14 52 0,18 3,18 

с томатонином 115 2,9 107 3,5 1,5 1,8 5,4 8,0 2,16 51 0,18 3,36 

со спиртом и эфиром 112 

1 

3,0 108 3,5 1,4 1,7 5,7 8,4 2,12 52 0,17 3,85 

Т а б л и ц а 2 
Извлечение ХС из плазмы крови кролика и растворов ЛП 

Концентрация ХС, мМ Степень извлечения ХС,_% г ~ 
Проба биологических 

жидкостей 
Проба биологических 

жидкостей 1 
плазма Л П О Н П Л П Н П лпвп плазма Л П О Н П Л П Н П лпвп 

Исходная 8,68+0,08 3,73+0,05 3,93+0,05 0,62+0,03 1 1 — . .; — Г' : . — 

После контакта с эмуль-
сиями: 
с томатонином 6,32 2,38 2,97 0,52 27,0+0,8 36,2+0,8 24,4+0,8 16,1+0,8 

со спиртом и эфиром 6,83 2,79 3,13 0,52 21.4 25,2 20,5 16,1 



Т а б л и ц а 3 
Извлечение компонентов ЛИ эмульсиями 

Класс Л П Эмульсия 
(сс. рис. 2) 

Степень извлечения компонентов Л П , % ( У н о л . : ^ о м у Л = 1 : 1 ) 

Класс Л П Эмульсия 
(сс. рис. 2) общий ХС свободный 

ХС Ф Л ТГ Б 

1 31,4+0,8 8 2 + 3 26,5+0,8 18+3 15,0+0,8 
ЛПОНП 2 28,3 72 26,5 16 11,5 

3 23,8 22 38,5 21 13,0 

ЛПНП 
1 30,4+0,8 7 9 + 3 20,8+0,8 15+3 13,0+0,8 

ЛПНП 2 27,3 73 19,5 17 14,5 
3 21,8 25 29,2 21 14,5 

ЛПВП 
1 14+1 — — — В пределах по-

ЛПВП 2 13 грешности опре-
3 11 деления (+1 ,5%) 

П р и м е ч а и и е. Прочерк — определение не проводили. 

Э м у л ь с и и на о с н о в е с м е с и э т и л о в о г о 
с п и р т а и д и э т и л о в о г о э ф и р а э к с т р а г и -
р у ю т в с е л и п и д ы п р и м е р н о в о д и н а -
к о в о й с т е п е н и (к с о ж а л е н и ю , Ф Л — 
д о в о л ь н о з н а ч и т е л ь н о ) , н е и з в л е к а я 
з а м е т н о б е л о к . П о - в и д и м о м у , и с п о л ь -
з о в а н и е в с о с т а в е э м у л ь с и й д о б а в о к 
т а к и х в е щ е с т в , к а к л е ц и т и н , п о з в о л и т 
у м е н ь ш и т ь с т е п е н ь и з в л е ч е н и я Ф Л . 
Р а с п р е д е л е н и е Х С , Э Х С , Т Г и Ф Л 
м е ж д у в н у т р е н н е й ф а з о й и м е м б р а н о й 
д л я э м у л ь с и и , с о д е р ж а щ е й с п и р т и 
э ф и р , м о ж н о о п и с а т ь у р а в н е н и е м : 

XCS + ЭХС8 + ТГ8 + ФЛ 8 

^ XCR + ЭХСК + ТГИ + ФЛ К . (3) 

Т а к и м о б р а з о м , э к с т р а к ц и я э м у л ь -
с и я м и — п р о ц е с с и з в л е ч е н и я к о м п о -
н е н т о в Л П , о б у с л о в л е н н ы й л и б о о б р а -
з о в а н и е м н е р а с т в о р и м ы х с о е д и н е н и й в о 
в н у т р е н н е й ф а з е , л и б о р а с т в о р и м о с т ь ю 
в о в н у т р е н н е й ф а з е и м е м б р а н е э к с -
т р а г и р у е м ы х к о м п о н е н т о в . Э т о т п р о -
ц е с с с о п р о в о ж д а е т с я р а з р у ш е н и е м с в я -
зей м е ж д у б е л к а м и и л и п и д а м и в Л П 
и т е м п о л н е е , ч е м с л а б е е э т и с в я з и . 

Э м у л ь с и и , с о д е р ж а щ и е г л и к о з и д ы , 
п е р с п е к т и в н о и с с л е д о в а т ь в ц е л я х из-
в л е ч е н и я с в о б о д н о г о Х С из а т е р о г е н -
н ы х Л П О Н П и Л П Н П , а э м у л ь с и и , 
с о д е р ж а щ и е с п и р т и э ф и р , — в ц е л я х 
у м е н ь ш е н и я о б щ е г о к о л и ч е с т в а л и п и -
д о в в б и о л о г и ч е с к и х ж и д к о с т я х в с л у -
ч а е г и п е р л и п е м и и . 
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EXTRACTION OF LIPID COMPONENTS BY 
MEANS OF EMULSIONS 

G. A. Yagodin, E. V. Yurlov, Т. V. Guseva 

D. I. Mendeleev Cheiruco-Technological Institute, 
Moscow 

Extraction of lipoprotein components from 
water solutions by means of emulsions similar to 
"water in oil" was studied, where either suspen-
sion of glycosides in buffer or water solution of 
diethyl ether and ethanol were used as an inner 
phase of the emulsion. The first type of extrac-
tion enabled to isolate selectively free cholesterol 
from lipoproteins and the second type—lipids, 
respectively. The rate of cholesterol isolation 
from lipoproteins of various classes, dependent 
on the strength of cholesterol binding in lipopro-
teins was increased as follows: a<P<pre-J3- l i -
poproteins; the procedure allowed to isolate se-
lectively cholesterol from atherogenous lipopro-
teins. 
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П Р Е И М У Щ Е С Т В А О К С И Т И А М И И Б Р О М И Д А 
КАК С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О Г О И Н Г И Б И Т О Р А 

А К Т И В Н О С Т И Т И А М И Н З А В И С И М Ы Х Ф Е Р М Е Н Т О В 

Отдел регуляции обмена веществ АН БССР, Гродно 

О к с и т и а м и н — гидрохлорид-4 -ме -
тил-3 - [ (2 -метил-4-окси - 5 - п и р и м и д и -
н и л ] - 5 - (2 - о к с и э т и л ) т и а з о л и й х л о р и -
да — п р е д с т а в л я е т собой один из наи-
более в а ж н ы х а н т а г о н и с т о в в и т а м и н а 
В|, п р и м е н е н и е которого в биохимиче-
ских и с с л е д о в а н и я х п о з в о л я е т и з б и р а -
тельно и н г и б и р о в а т ь к а т а л и з и р у е м ы е 
в и т а м и н о м В[ р е а к ц и и путем угнете-
ния активности ряда т и а м и и з а в и с и -
мых ф е р м е н т о в [5 ] . К р о м е того, име-
ются п р е д п о с ы л к и к и с п о л ь з о в а н и ю 
д а н н о г о а н т и в и т а м и н а в к а ч е с т в е ле -
чебного с р е д с т в а при н а р у ш е н и я х л и -
пидного о б м е н а [2 ] , а т а к ж е к а к кан-
церостатического агента , у х у д ш а ю щ е -
го п р и в и в а е м о с т ь и у г н е т а ю щ е г о 
р а з в и т и е н е к о т о р ы х з л о к а ч е с т в е н -
ных опухолей у ж и в о т н ы х [3, 4, 8 ] . 
О д н а к о ш и р о к о е и с п о л ь з о в а н и е окси-
т и а м и н а в биохимических и с с л е д о в а -
ниях о г р а н и ч е н о тем, что д а н н ы й ан-
т и м е т а б о л и т у нас в с т р а н е не про-
изводится . Н а и б о л е е р а с п р о с т р а н е н -
ные методы с и н т е з а о к с и т и а м и и а в ви-
де его х л о р и с т о в о д о р о д н о й соли пред-
п о л а г а ю т н а л и ч и е в к а ч е с т в е исходно-
го п р о д у к т а т и а м и н х л о р и д а [12, 13]. 
П о с к о л ь к у о т е ч е с т в е н н а я п р о м ы ш л е н -
ность в ы п у с к а е т в и т а м и н В{ в основ-
ном в виде б р о м и с т о в о д о р о д н о й соли, 
то получение о к с и т и а м и и а по в ы ш е -
у к а з а н н ы м м е т о д и к а м с о п р я ж е н о с 
рядом трудностей , а именно с необхо-
д и м о с т ь ю п е р е в о д а т и а м и н б р о м и д а в 
т и а м и н о с н о в а н и е , а з а т е м — т и а м и н -
хлорид . Все это в конечном итоге сни-
ж а е т в ы х о д о к с и т и а м и и а и п р и в о д и т 
к его з а г р я з н е н и ю . 

Ц е л ь ю н а с т о я щ е й р а б о т ы я в и л и с ь 
р а з р а б о т к а условий п о л у ч е н и я бро-
мистоводородной соли о к с и т и а м и и а и 
проведение с о п о с т а в и т е л ь н о г о а н а л и з а 
его биологической а к т и в н о с т и с ком-
мерческим о к с и т и а м и и х л о р и д о м . 

М е т о д и к а 

Синтез окситиамиибромида осуществляют 
следующим образом: раствор 10 г тиаминбро-
мида в смеси 100 мл 40% НВг (ч. д. а.) и 

100 мл воды кипятят в течение 10 ч. Полно-
ту дезамииироваиия контролируют тнохром-
ным методом [6]. По окончании реакции ра-
створ упаривают под уменьшенным давлени-
ем, к остатку добавляют 50 мл этанола и сно-
ва упаривают. После этого остаток раство-
ряют в 100 мл метанола, фильтруют, к фильт-
рату добавляют 40 мл эфира и выдерживают 
раствор при 0 °С в течение 3 ч. Образовав-
шийся осадок отделяют, перекристаллизовы-
вают из этанола и высушивают в вакуум-эк-
сикаторе над Р2О5. Выход гидробромида ок-
с ити а м и и бр о м и да (С12Н17В r2N302S) составля-
ет 80—85 %. Т. пл. 197 200 °С, Rr 0,44 (н-бу-
танол — этанол — вода, 2 : 1 : 1 , бумага "Filt-
rak" № 11). Данные элементного анализа от-
вечают вычисленным значениям. И К- и УФ-
спектры окситиамиибромида и коммерческо-
го окситиамиихлорида идентичны. 

Для сравнительного анализа использовали 
гидрохлорид окситиамиихлорида фирмы "Fe-
rak" (ФРГ); остальные реактивы были оте-
чественного производства. 

Окситиаминбромид вводили белым мышам-
самцам (масса 23—25 г) в виде водного ра-
створа однократно подкожно в дозе 253 мг/кг, 
в эквимолярной дозе 250 мг/кг для оксити-
амиихлорида. В качестве контроля использова-
ли животных, получавших инъекции 0,85 % 
раствора NaCI. Животных содержали на пол-
ноценном рационе питания. В течение 12 ч 
перед декапитацией мыши не получали пищи. 

Определение активности траискстолазы про-
водили по методу [9], иируватдегидрогена-
зы — по методу [10], содержание тиамин-
дифосфата устанавливали ферментативным 
способом [14]. Острую токсичность исследо-
вали по методу Литчфилда и Вилкоксона в 
модификации Рота [1]. Полученные данные 
обрабатывали с использованием критерия 
Стыодента. 

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

П р и о п р е д е л е н и и острой токсично-
сти у с т а н о в л е н о , что о к с и т и а м и н б р о -
мид о к а з ы в а е т м е н ь ш е е токсическое 
д е й с т в и е ( Л Д 5 0 = 2 8 5 0 мг /кг ) по с р а в -
нению с о к с и т и а м и и х л о р и д о м (ЛДбо,— 
1835 м г / к г ) . Это имеет в а ж н о е значе -
ние в б и о х и м и ч е с к и х и с с л е д о в а н и я х , 
п о с к о л ь к у в с л е д с т в и е м а л о г о с р о д с т в а 
о к с и т и а м и и а к т и а м и н п и р о ф о с ф о к и н а -
зе [11] соединение приходится вво-
дить в б о л ь ш и х д о з а х . 

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 ии-
г и б и р у ю щ е й а к т и в н о с т и полученного 
о к с и т и а м и и б р о м и д а и к о м м е р ч е с к о г о 
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Активность транскетолазьГ (в мкмоль седогептулозо-7-фосфата на 1 г ткани за I ч) через 3 сут, 
пируватдегидрогеназы (в мкмоль К;Л /?e(C/V)0] на 1 г ткани за 20 мин через 3 ч и содержание 
тнаминдифосфата (в мкг на \ г ткани) через 3 сут после введения бромисто- и хлористоводород-

ных солей окситиамииа ( М ± т ; п— 6) 

Т к а н ь Контроль Окситиамиибромид Окситиамиихлорид 

Печень 
ровь 
Мозг 

Печень 

Печень 

Транскетолаза 

437,8+14,5 
142,4+3,8 
107,5+4,5 

311,1 + 9,7* 
81,1 + 9,9* 
95,9+3,4 

Пируватдегидрогеназа 

119,4+8,9 | 39,6+3,9* 

Т и а м и н д ифосфа т 

4 ,3+0 ,2 4 ,7+0 ,3 

249,6+12,1* 
77,2+3,4* 
95,6+3,1 

36,1+3,0* 

3 , 6 + 0 , 3 

* Р < 0 , 0 5 . 

п р е п а р а т а в о т н о ш е н и и в а ж н е й ш и х 
т и а м и н з а в и с и м ы х ф е р м е н т о в — т р а н с -
к е т о л а з ы ( К Ф 2 . 2 . 1 . 1 ) и п и р у в а т д е -
г и д р о г е н а з ы ( K B 1 .2 .4 .1) — в с р о к и 
м а к с и м а л ь н о г о и н г и б и р о в а н и я э т и х 
ф е р м е н т о в п о д д е й с т в и е м о к с и т и а м и и -
х л о р и д а | 7 ] п р е д с т а в л е н а в т а б л и ц е . 
К а к в и д н о и з п р и в е д е н н ы х д а н н ы х , 
о к с и т и а м и и б р о м и д п о х а р а к т е р у и с т е -
п е н и с в о е г о д е й с т в и я н а и с с л е д о в а н -
н ы е ф е р м е н т ы н е о т л и ч а е т с я о т к о м -
м е р ч е с к о г о п р е п а р а т а . О к с и т и а м и и -
б р о м и д , т а к ж е к а к и о к с и т и а м и и х л о -
р и д , п р и в в е д е н и и в у к а з а н н о й д о з е н е 
и з м е н я л с о д е р ж а н и е т н а м и н д и ф о с ф а т а 
в п е ч е н и ж и в о т н ы х . 

Т а к и м о б р а з о м , н а о с н о в а н и и п о л у -
ч е н н ы х р е з у л ь т а т о в м о ж н о с д е л а т ь 
в ы в о д о ц е л е с о о б р а з н о с т и п о л у ч е н и я 
д л я б и о х и м и ч е с к и х и с с л е д о в а н и й и з 
т и а м и н б р о м и д а б р о м и с т о в о д о р о д н о й 
с о л и о к с и т и а м и и а , п р е и м у щ е с т в а м и к о -
т о р о й п о с р а в н е н и ю с о к с и т и а м и и х л о -
р и д о м я в л я ю т с я : б о л е е п р о с т о й с п о с о б 
с и н т е з а , в ы с о к и й в ы х о д и ч и с т о т а ц е -
л е в о г о п р о д у к т а , м е н ь ш а я т о к с и ч н о с т ь 
п р и р а в н о й с к о м м е р ч е с к и м п р е п а р а -
т о м а н т и в и т а м и н н о й а к т и в н о с т и в о р -
г а н и з м е . 
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ADVANTAGES OF HYDROXYTHIAMIN BRO-
MIDE AS A SPECIFIC INHIBITOR OF THI-

AMIN-DEPENDENT ENZYMES 

D. А. О par in, Т. I. Zimatkina, Yu. M. О sir ov sky 

Department of Metabolism Regulation, Academy 
of Sciences of the Byelorussian SSR, Grodno 

Production of hydrogenbromide salt of hyd-
roxythiamin (Ht. HBr) from thiaminbromide was 
developed, its toxic and inhibitory properties to-
wards transketolase and pyruvate dehydrogenase 
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were studied as compared with commercial pre-
paration hydroxythiamin chloride (HI . HCl). As 
compared with HT. HCl, synthesis of HT. HBr 
was more simple, the higher yield and purity of 

the end product were achieved. At the same time, 
the preparation was less toxic and exhibited the 
antivitaminous activity similar to the commercial 
chloride form. 

УДК 610.153.441-074 

P. С. Тишенина 

С О Д Е Р Ж А Н И Е С О Е Д И Н Е Н И Й , Р Е А Г И Р У Ю Щ И Х 
С 2 - Т И О Б А Р Б И Т У Р О В О Й К И С Л О Т О Й , В П Л А З М Е К Р О В И 

З Д О Р О В Ы Х Л Ю Д Е Й И Б О Л Ь Н Ы Х 
Н Е К О Т О Р Ы М И Э Н Д О К Р И Н О П А Т И Я М И 

МОНИКИ им. М. Ф. Владимирского 

О д н и м из р а с п р о с т р а н е н н ы х мето-
дов оценки о б р а з о в а н и я в т о р и ч н ы х 
продуктов с в о б о д н о - р а д и к а л ь н о г о 
о к и с л е н и я л и п и д о в (перекисного 
о к и с л е н и я л и п и д о в ) я в л я е т с я опреде-
л е н и е к о н ц е н т р а ц и и м а л о н о в о г о ди-
а л ь д е г и д а ( М Д А ) . В основе м е т о д а 
л е ж и т р е а к ц и я М Д А и 2 - т и о б а р б и т у -
ровой кислотой ( Т Б К ) , в ходе кото-
рой при высокой т е м п е р а т у р е и кис-
л о м з н а ч е н и и р Н о б р а з у е т с я о к р а -
ш ей и ы й три м ети н о в ы й к о м п л е к с 
(Хмакс 532 н м ) , с о д е р ж а щ и й 1 моле-
кулу М Д А и 2 м о л е к у л ы Т Б К [1, 7, 
11]. Хотя в р е а к ц и ю с Т Б К , к р о м е 
М Д А , в с т у п а ю т и д р у г и е соединения , 
да н н ы й м е т о д иссле дов а н и я сч и т а ю т 
а д е к в а т н ы м [1, 5 ] . 

П р е д л о ж е н а м и к р о м е т о д и к а , поз-
в о л я ю гц а я о п р ед ел я ть кон цен т р а ц и ю 
М Д А в 20 м к л с ы в о р о т к и в о с а ж д е н -
ном л и п и д - б е л к о в о м н а д м о л е к у л я р -
ном к о м п л е к с е по ф л ю о р е с ц е н ц и и 
М Д А [11, 12] . В клинической практи-
ке Японии этот метод получил широ-
кое р а с п р о с т р а н е н и е [ 8 — 1 0 ] . 

В отечественной л и т е р а т у р е имеет-
ся р а б о т а [6 ] , в которой и с п о л ь з о в а н 
метод [11, 12] . О д н а к о о к о н ц е н т р а -
ции р е а г и р у ю щ и х с Т Б К соединений 
судили т о л ь к о на о с н о в а н и и д а н н ы х 
Относительной ф л ю о р е с ц е н ц и и [ 6 ] , 
что не п о з в о л я е т провести с о п о с т а в л е -
ние полученных р е з у л ь т а т о в с д а н н ы -
ми, о п у б л и к о в а н н ы м и р а н е е [ 1 1 ] . 
Д о л г о с р о ч н ы й в и у т р и л а б о р а т о р н ы й 
к о н т р о л ь к а ч е с т в а при о п р е д е л е н и и 
р е а г и р у ю щ и х с Т Б К соединений в сы-
в о р о т к е крови ч е л о в е к а не б ы л осу-
ществлен , что не п о з в о л я е т судить о 
в о с п р о и з в о д и м о с т и и п р а в и л ь н о с т и 
полученных д а н н ы х [ 2 ] . 

В р а б о т е б ы л и п о с т а в л е н ы з а д а ч и : 
1) в ы я с н и т ь в о з м о ж н о с т ь проведения 
д о л г о с р о ч н о г о в н у т р и л а б о р а т о р н о г о 

к о н т р о л я к а ч е с т в а на воспроизводи-
мость при о п р е д е л е н и и к о н ц е н т р а ц и и 
р е а г и р у ю щ и х с Т Б К соединений в кро-
ви человека [ И , 12] ; 2) о х а р а к т е р и -
з о в а т ь в о з м о ж н ы е источники о ш и б о к 
и способы их п р е д о т в р а щ е н и я при ис-
с л е д о в а н и и р е а г и р у ю щ и х с Т Б К со-
единений; 3) о п р е д е л и т ь с о д е р ж а н и е 
р е а г и р у ю щ и х с Т Б К соединений в 
п л а з м е крови з д о р о в ы х л ю д е й и боль-
н ы х с и м п т о м а т и ч е с к и м о ж и р е н и е м, 
о б у с л о в л е н н ы м г и и о т а л а м о - г и п о ф и -
з а р н о - и а д п о ч е ч н и к о в ы м и з а б о л е в а н и я -
ми. 

М е т о д и к а 

Для проведения долгосрочного внутрилабо-
раторного контроля на воспроизводимость ис-
пользовали объединенную сыворотку крови 
людей. К одной части сыворотки добавляли 
ЭДТА-Ыа2 (0,5 мг/мл), к другой — спиртовой 
раствор дибунола (1 мг/мл) в качестве анти-
оксиданта. Последний был любезно предо-
ставлен нам Институтом химической физики 
АН СССР. После 30-минутного перемешива-
ния обе порции сыворотки крови разливали 
в пластиковые пробирки, закрывали пробка-
ми и замораживали при —20 °С. 

Использовали препараты ТБК "Sigma" 
(США), фосфорповольфрамовой кислоты 
(ч. д. а.), ледяной уксусной кислоты, и-бута-
нола отечественного производства. В качест-
ве стандарта был использован 1,1,3,3-тетра-
этоксипропаи — ТЭП ("Sigma", США). Для 
приготовления реактивов и проведения реак-
ции использовали бидистиллироваиную воду. 

Экстракцию реагирующих с ТБК соедине-
ний в бутанол осуществляли в течение 1 мин 
на вихревом смесителе RitSch (LKB, Шве-
ция). Флюоресценцию бутанольны^ экстрак-
тов измеряли на спектрофлюорометре MPF-4-а 
("Chitachi", Япония), при максимуме воз-
буждения 535 им, максимуме флюоресценции 
550 нм, ширине щелей 10, чувствительности 1, 
тонкой чувствительности 6 или 3. В пробы 
вносили по 20 мкл плазмы крови. 

Обследовано 84 здоровых лица (обоего по-
ла) в возрасте от 16 до 47 лет, не имеющих 
избытка массы тела и нарушений углеводно-
го обмена; 186 пациентов с болезнью Ицеи-
ко—Кушинга (лиц до лечения было 67, с ре-
цидивом — 60, в период клинической ремис-
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сми — 48, после двусторонней тотальной или 
субтотальной адреналэктомии по поводу бо-
лезни И цен ко—Кушинга на фоне заместитель-
ной адекватной терапии—11) ; с гипоталами-
ческим ожирением — 65; с пубертатио-юно-
теским диспитуитаризмом — 52; с первичным 
ожирением — 30. 

Взятие крови осуществляли натощак из ку-
битальной вены, в пробирки, содержащие 
ЭДТА (1 мг/мл), с 9 до 10 ч утра. Пробирки 
помещали в ледяную баню, плазму отделяли от 
форменных элементов центрифугированием при 
3000 об/мин в течение 10 мин на центрифуге 
с охлаждением (К-23, ГДР) . 

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

Д а н н ы е о зависимости интенсивно-
сти флюоресценции стандартных раст-
воров Т Э П от его концентрации ( в в о -
де, этаноле или хлороформе) указы-
вают на то, что ошибка п а р а л л е л ь н ы х 
определений была менее 0 , 5 % , долго-
срочная воспроизводимость, оценива-
емая по коэффициенту вариации, со-
ставила 2,97 % (при п = 52) . 

Коэффициент вариации для конт-
рольных сывороток разных серий ко-
л е б а л с я от 7,68 до 9 , 0 2 % . При пра-
вильном хранении образцов п л а з м ы 
крови и при однократном их исполь-
зовании концентрация соединений, ре-
агирующих с Т Б К , в них не увеличи-
в а л а с ь в течение 6 мес. 

П о нашим данным, существенны 
следующие факторы: а) 1 0 % раствор 
фосфорновольфрамовой кислоты сле-
дует готовить за 3—4 дня до опыта, 
хранить при 4 ° С не более 2 нед, ис-
пользовать в холодном виде; б) раст-
вор Т Б К необходимо готовить в день 

опыта, на подогретой до 40 °С биди-
стиллированной воде, д о б а в л я я л.еДя-
ную уксусную кислоту непосредствен-
но перед внесением в пробы при тща-
тельном перемешивании; в) отделение 
центрифугированием липид-белкового 
н а д м о л е к у л я р н о г о комплекда; рекомен-
дуется осуществлять после образова -
ния крупных хлопьев; г) все процеду-
ры, в том числе и реакцию с Т Б К , сле-
дует проводить в экстракционных про-
бирках одного и того ж е объема и 
д и а м е т р а , при з а к р ы т ы х пробках, из-
бегать попадания прямых солнечных 
лучей на них; д) после термостатиро-
вания проб при 9 5 ° С пробирки необ-
ходимо охладить в ледяной бане в те-
чение 7—10 мин; е) э к с т р а к ц и ю реа-
гирующих с Т Б К соединений в бута-
нол следует осуществлять на вихре-
вом смесителе в течение 1 мин, ис-
пользуя не менее 4 мл бутанола ; 
ж ) измерять флюоресценцию после 
з авершения инкубации при 95 °С сле-
дует не позже чем через 30 мин. 

В таблице представлены д а н н ы е о 
содержании реагирующих с Т Б К со-
единений в плазме крови здоровых 
людей и больных симптоматическим 
ожирением, обусловленным гипотала-
мо-гипофизарно-надпочечниковыми за-
болеваниями. У здоровых людей на-
ши результаты исследований содержа-
ния реагирующих с Т Б К соединений 
в крови соответствуют литературным 
д а ин ы м [12] . На ми был о подтвержде-
ио повышение концентрации М Д А в 
крови людей старше 30 лет по срав-

Содержание реагирующих с ТБК соединений (МДА) в плазме крови здоровых людей и больных 
первичным и симптоматитеским ожирением 

Содержание МДА 

Группа обследуемых 
Число обсле-

Группа обследуемых д о ванных имоль на нмоль на имоль на 
мл 1 г липидов 1 мг р-лийо-1 г липидов 

протеидов 

Здоровые люди 84 3 ,28±0,10 0,468 0,564 
в возрасте 15—20 лет 35 3,09=t0,15 — 0,566 
» » 21—30 » 32 3 ,05±0,15 — 0,549 
,»/ » 31—47 » 17 3,644=0,15 • К ) 0,591 

С первичным ожирением 30 3,77±0,27° 0,531 0,624 
С пубертатно-юношеским диспитуи-

таризмом 52 3,42±0,18* 0,450 0,520 
С гипоталамичсским ожирением 65 4,51±0,17° 0,586 0,673 
С болезиыо Иценко - Кушинга: 

до лечения 67 5,15±0,14о 0,687 0,660 
рецидив 60 4,71±0,16° 0,573 0,590 
ремиссия 48 4,76±0,17° 0,600 0,690 
после двусторонней адреналэкто-
мии 11 5,07±0,54° 0,558 0,580 

С сахарным диабетом и ожирением 20 5,31 ±0,26° 0,620 0,620 

П р и м е ч а и и е. Достоверность различий (Я<0,05) по сравнению с показателями здоровых. 
Звездочка — лица в возрасте от 15 до 20 лет, кружочек — вся группа. 
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нению с таковой людей м о л о ж е 2 0 л е т 
[12]. 

У больных вторичным, симптомати-
ческим ожирением с о д е р ж а н и е реаги-
рующих с Т Б К соединений было по-
вышено. При пубертатно-юношеском 
диспитуитаризме т а к ж е отмечено по-
вышение концентрации М Д А в крови 
по сравнению со здоровыми людьми 
соответствующего возраста , особенно 
в весенний период года. 

При болезни И ц е н к о — Кушинга 
концентрация реагирующих с Т Б К со-
единений в крови была повышена у 
60 % пациентов. Н е отмечено норма-
лизации этого п о к а з а т е л я к а к в ста-
дии частичной клинической ремиссии, 
т а к и после двусторонней тотальной 
или субтотальной адреналэктомии 
(при адекватной заместительной сте-
роидной терапии) . Следует отметить, 
что у некоторых больных с т я ж е л ы м 
течением з а б о л е в а н и я концентрация в 
крови соединений, реагирующих с 
Т Б К , не всегда повышена . 

Глюкокортикоиды, секреция кото-
рых повышена при болезни И ц е н к о — 
Кушинга, в зависимости от дозы мо-
гут о к а з ы в а т ь как аитиоксидантнос, 
так и прооксидантное действие [4 ] . 
Сопоставление некоторых симптомов 
болезни И ц е н к о — Кушинга (остеоио-
роз, атрофия мышц, ж и р о в а я дистро-
фия печени, изменения дистрофиче-
ского х а р а к т е р а кожи, нарушение ре-
продуктивной функции, преждевре-
менное старение и др.) с симптомами 
экспериментальных патологических 
состояний, с о п р о в о ж д а ю щ и х с я усиле-
нием псрскисного окисления липидов, 
позволило предположить интенсифи-
кацию этого процесса при болезни 
ИI ten ко — Куш иига. В ы явлен н ое по-
вышение концентрации реагирующих с 
Т Б К соединений в крови свидетельст-
вует в пользу этого предположения . 

Необходимо подчеркнуть, что воп-
рос о том, как в ы р а ж а т ь и как оцени-
вать полученные данные, характери-
зующие направленность процессов 
П О Л при гиперлипидемиях, в литера-
туре не получил своего разрешения . 
Так, автор данного метода Vag i [12] 
не считает необходимым соотносить 
величины концентрации М Д А к кон-
центрации общих липидов. Представ-
ляется , что в ы ч и с л е и и е коэффициен-
тов соотношений концентрации М Д А 
к концентрации общих липидов или 
p-липопротеидов сыворотки крови от-

р а ж а ю т л и ш ь способность 1 мг липид-
ного комплекса к переокислению 
(табл . 1). П р и равной способности к 
переокислению 1 мг общих липидов 
((3-липопротеидов) в случае гиперли-
пидсмии концентрация М Д А в 1 мл 
крови будет выше, чем при нормоли-
пидемии. Следовательно , при прохож-
дении гиперлипидемической крови че-
рез органы, первично незатронутые 
усилением процессов П О Л , повышен-
ное с о д е р ж а н и е М Д А м о ж е т о к а з а т ь 
патогенетическую роль. Возможно , что 
именно накоплением продуктов П О Л 
в крови м о ж н о объяснить присущие 
(первичному или симптоматическому) 
ожирению многочисленные дегенера-
тивные проявления . 

Автор в ы р а ж а е т благодарность со-
трудникам института Химической фи-
зики А Н С С С Р проф. Е. Б . Б у р л а к о -
вой и канд . биол. наук Е. А. Н е й ф а х у , 
руководителю отделения хирургиче-
ской эндокринологии М О Н И К И им. 
М. Ф. В л ади м и р ско го проф. А. П . Ка-
линину за помощь при выполнении 
данного исследования . 
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CONTENT OF SUBSTANCES REACTING 
WITH 2-THIOBARBITURIC ACID IN BLOOD 
PLASMA OF HEALTHY PERSONS AND OF 
THE PATIENTS WITH SOME ENDOCRINO-

PATHIES 

R. S. Tishenina 
M. F. Vladimirsky Regional Clinical Institute, 

Moscow 

After estimation of the substances reacting 
with 2-thiobarbituric acid (malonic dialdehyde, 

MDA) in human blood plasma using a long-
term intralaboratory control of the procedure, 
increase in content of MDA was observed in 
blood plasma of patiients with endocrinopathies, 
accompanied by obesity, particularly in the pa-
tients with Itsenko—Kushing disease (52 patients 
before treatment and III patients during various 
steps of complex treatment). The increase in 
MDA content in blood of these patients appears 
to occur due to activation of lipid free radical 
oxidation. 

УДК 612.744.14-06:612.744.24 
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В Л И Я Н И Е П О В Ы Ш Е Н Н О Й Ф У Н К Ц И О Н А Л Ь Н О Й А К Т И В Н О С Т И 
С К Е Л Е Т Н Ы Х М Ы Ш Ц НА С К О Р О С Т Ь О Б Н О В Л Е Н И Я Т Я Ж Е Л Ы Х 

И Л Е Г К И Х Ц Е П Е Й М И О З И Н А 

Кафедра физиологии спорта Тартуского университета 

М и о з и н , с о с т а в л я ю щ и й о к о л о 50 % 
от о б щ е г о с о д е р ж а н и я б е л к о в скелет -
ных м ы ш ц [ 8 ] , относительно б о л ь ш о й 
(мол . м а с с а 500 к Д ) а с и м м е т р и ч н ы й 
г е к с а м е р н ы й белок , построенный из 2 
идентичных т я ж е л ы х цепей ( Т Ц ) с 
мол. массой о к о л о 200 к Д и 2 — 3 лег-
ких цепей ( Л Ц ) с мол. массой 14— 
27 к Д [29 ] . Р а з л и ч а ю т Л Ц - 1 и Л Ц - 3 
( т а к н а з ы в а е м ы е « щ е л о ч н ы е » Л Ц , 
р а с щ е п л я е м ы е при действии щело-
ч е й ) . У с т а н о в л е н о что Л Ц - 1 существу-
ют в д в у х ф о р м а х — м е д л е н н о й и бы-
строй, к о т о р ы е р а з л и ч а ю т с я м е ж д у 
собой по м о л е к у л я р н о й массе и изо-
э л е к т р и ч с с к о й точке . Р а с щ е п л я е м ы е 
при действии 5 / 5 / -дитио-бис-2 -нитро-
бензойной кислоты ( Д Т Н Б ) Л Ц - 2 су-
щ е с т в у ю т в виде свободной и фосфо-
р и л и р о в а и н о й форм [15, 29, 3 0 ] . П р и 
и ссл едов а л и я х Л Ц - 3 об н а ру ж е н а 
л и ш ь одна ф о р м а — б ы с т р а я . С у щ е -
ствует р я д типов Т Ц , х а р а к т е р н ы х 
д л я э м б р и о н о в , н о в о р о ж д е н н ы х и 
в з р о с л ы х особей. П р и изучении пос-
л е д н е г о отмечено н а л и ч и е 2 б ы с т р ы х 
форм и 1 м е д л е н н о й [ 3 1 ] . Убедитель -
но д о к а з а н о , что синтез Т Ц и Л Ц мио- 1 

зина происходит на р а з л и ч н ы х поли-
сомах [9, 10, 26] и кодируется раз -
л и ч н ы м и г е н а м и [19] . П о к а з а н о так -
же, что синтез Д Т Н Б к щ е л о ч н ы х Л Ц 
регулируется р а з л и ч н ы м и Генами, а 
синтез Л Ц - 1 и Л Ц - 3 — одним и тем 
ж е [17, 2 0 ] . О б н а р у ж е н о , что при 
э л е к т р о с т и м у л я ц и и б ы с т р ы х м ы ш ц 
п а р а л л е л ь н о с п о в ы ш е н и е м интенсив-
ности синтеза б ы с т р ы х форм Л Ц про-
исходит т а к ж е а к т и в и р о в а н и е синтеза 
их м е д л е н н ы х ф о р м [ 2 2 ] . 

П р и т р е н и р о в к е ж и в о т н ы х [ 2 4 ] , а 
т а к ж е при и с т о щ а ю щ и х н а г р у з к а х | 2 | 
п р о и с х о д я т и з м е н е н и я в м о л е к у л я р н о й 
с т р у к т у р е миозина , что с в я з а н о как с 
и зменением интенсивности синтеза , 
т а к и со с к о р о с т ь ю д е г р а д а ц и и мио-
зина | 1, 2 8 ] . П р и этом в а ж н о отмс-
тить, что в с к е л е т н ы х м ы ш ц а х интен-
сивность с и н т е з а Т Ц м и о з и н а непо-
с р е д с т в е н н о после ф и з и ч е с к о й нагруз -
ки с н и ж а е т с я , а синтез Л Ц у с и л и в а -
ется . Б о л ь ш а я п л а с т и ч н о с т ь скелет-
ных м ы ш е ч н ы х к л е т о к п о з в о л я е т им 
а д а п т и р о в а т ь с я к р а з л и ч н ы м воздей-
ствиям с р е д ы не т о л ь к о на уровнях 
клеточной с т р у к т у р ы и м е т а б о л и з м а , 
но т а к ж е на м о л е к у л я р н о м у р о в н е со-
к р а т и т е л ь н ы х б е л к о в [11 ] . П о в ы ш е н -
ная ф у н к ц и о н а л ь н а я а к т и в н о с т ь ске-
л е т н ы х м ы ш ц в ы з ы в а е т и з м е н е н и я к а к 
в синтезе , т а к и в скорости д е г р а д а -
ции с у б ъ е д и н и ц м и о з и н а . 

Ц е л ь ю н а с т о я щ е й р а б о т ы б ы л о изу-
чение изменений о б н о в л е н и я Т Ц и Л Ц 
миозина в у с л о в и я х п о в ы ш е н и я функ-
циональной активности с к е л е т н ы х 
м ы ш ц и в период о т д ы х а . 

М е т о д и к а 

В работе использовали крыс-самцов Вистар 
в возрасте 16—17 нед. Пищу, содержащую 
12 % белка, 28 % углеводов, 9 % жиров и во-
ду, животные получали ad libitum. Крысы 
плавали 6 ч при температуре воды 33±1°С; 
на 1 крысу приходилось 125 см2 водной по-
верхности, глубина ванны составляла 40 см. 
14С-лейцин (30 мКи/ммоль) вводили живот-
ным в течение 6 ч виутрибрюшинно (250 мкКн 
на 100 г массы тела). Животных умерщвля 
ли под легким эфирным наркозом и pi. gast-
rocnemius выделяли непосредственно после 
плавания (о), а также после 6, 18, 24 и 48 ч 
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Рис. 1. Включение 14С-лейцина в ТЦ и Л Ц мио-
зина. 

По оси абсцисс — время после плавания (в ч); по 
оси ординат — активность м С-лейцина. Здесь и на 
рис. 3 светлые столбики — Л Ц миозина, заштрихо-
ванные — ТЦ миозина, К —- контрольная группа 
( п = 6 ) ; одна звездочка — Ж 0 . 0 5 , две — Р < 0 , 0 1 по 

сравнению с показателями контрольной группы. 

отдыха. Мышечную ткань очищали и гомоге-
низировали в калий-фосфатном буфере, со-
держащем 50 мМ КС1, 10 мМ К2НРО4, 1 мМ 
ЕГТА, 1 мМ MgCl2, 1 мМ дитиотреитол (рН 
7,0). Саркоплазматическую фракцию получа-
ли центрифугированием гомогената мышц при 
lOOOXg в течением 10 мин. Актомиозии вы-
деляли [3] и инкубировали в 6 % додецил-
сульфате натрия (ДСН) и 2 % меркаптоэта-
ноле 90 мин при 60 °С, а затем наносили на 
колонку (2,5X90 см), заполненную сефакри-
лом S = 300; ТЦ и Л Ц миозина элюировали 
по методу, описанному ранее [27]. Дальней-
шую ' очистку ТЦ и Л Ц (ЛЦ-1 + ЛЦ-2 + 
+ ЛЦ-3) миозина проводили при помощи 
электрофореза в 10 % ПААГ в присутствии 
ДСН [23]. Предпочтительным для определе-
ния скорости обновления мышечных белков 
следует считать применение одноступенчатого 
метода [27]. Во-первых, ои позволяет выде-
лить структурные и регуляторные белки из 
суммарного гомогената мышц или из любой 
другой фракции. Во-вторых, только односту-
пенчатый метод выделения различных мышеч-
ных белков позволяет определить относитель-
ную скорость их обновления. Как показывает 
электрофоретический анализ фракции ТЦ и 
Л Ц миозина, а также актина, белки, получен-
ные по вышеуказанной методике, были иего-
могеины. Отношение радиоактивности к со-
держанию белка показывает удельную актив-
ность (УА) актомиозииа. Относительную 
удельную активность (ОУА) ТЦ и Л Ц мио-
зина рассчитывали, как отношение УА ТЦ и 
Л Ц миозина и УА актомиозииа. ОУА харак-
теризует относительную скорость обновления 
соответствующего белка или его субъединиц 
[27|. Идентифицированные участки геля ТЦ 
и Л Ц (ЛЦ-1 + ЛЦ-2 + ЛЦ-3) миозина выре-
зали, разрезали на кусочки (1—2 мм), нагре-
вали в закрытом сцинтилляционном флаконе с 

30 % перекисью водорода при температуре 
50 °С до полного растворения геля. После 
охлаждения во флакон добавляли раствор 
сцинтиллятора и определяли радиоактивность 
14С-лейцина при помощи жидкостного сцин-
тилляциоиного счетчика 1211 Минибета. Д л я 
определения протеолитической активности ис-
пользовали препарат m. gastrocnemius, кото-
рый очищали от жира и соединительной тка-
ни, затем отмывали от крови в буфере гомо-
генизации. Гомогенизацию и подготовку тка-
ни к инкубации проводили по методу [32]: 
1 мл экстракта ткани инкубировали в конеч-
ном объеме (3 мл) при 37 °С, содержащем: 
1) 0,1 М цитрат натрия — Н О рН 3,8; 
2) 0,1 М КС1, 1 мМ СаС12, 1 мМ NaN3, 0,01 М 
трис — малеат рН 7,0; ЕГТА использовали 
вместо СаС12 в контрольной пробе; 3) 1 мл 
миофибриллярной фракции инкубировали в 
1 М КС1, 0,1 М трис-HCl рН 8,8. Через 60 мин 
реакцию останавливали добавлением 10 % ра-
створа ТХУ. Протеолитическую активность 
определяли по аутолитическому освобождению 
тирозина во время инкубации по модифици-
рованной методике [18] и выражали в ми-
крограммах тирозина на 1 мг белка в 1 мин. 
Содержание белка находили, как указано ра-
нее |16| или с помощью биуретового метода 
[ 1 2 ] . 

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

И з в е с т н о , ч т о и н т е н с и в н о с т ь с и н т е -
з а и с к о р о с т ь д е г р а д а ц и и р а з л и ч н ы х 
м ы ш е ч н ы х б е л к о в в а р ь и р у ю т в ш и р о -
к о м д и а п а з о н е . Д а н н ы е , п о л у ч е н н ы е 
р а з л и ч н ы м и и с с л е д о в а т е л я м и о б и н -
т е н с и в н о с т и с и н т е з а Т Ц и Л Ц м и о з и -
н а , ч а с т о б ы в а л и п р о т и в о р е ч и в ы , в ос-
н о в н о м по м е т о д и ч е с к и м п р и ч и н а м 
[ 1 4 J . К а к в и д н о и з р и с . 1, у к о н т р о л ь -
н ы х ж и в о т н ы х в к л ю ч е н и е м е ч е н о г о 
л е й ц и н а в Л Ц м и о з и н а в 2 р а з а п р е -
в ы ш а е т т а к о в о е в Т Ц . В о в р е м я ф и -
з и ч е с к о й н а г р у з к и в к л ю ч е н и е 1 4 С - л е й -
ц и н а в Л Ц с у щ е с т в е н н о у в е л и ч и в а е т -
с я , а в Т Ц с н и ж а е т с я . В п о с л е р а б о ч е м 
п е р и о д е в т е ч е н и е п е р в ы х 6 ч и н т е н -
с и в н о с т ь с и н т е з а Т Ц о с т а е т с я п о н и -
ж е н н о й , з а т е м п о с т е п е н н о у в е л и ч и в а -
е т с я и к 4 8 ч о т д ы х а с у щ е с т в е н н о а к -
т и в и р у е т с я . В к л ю ч е н и е 1 4 С - л е й ц и н а в 
Л Ц м и о з и н а в п о с л е р а б о ч е м п е р и о д е 
н е и з м е н я е т с я . 

Т о т ф а к т , ч т о м и о ф и б р и л л я р и ы е 
б е л к и и м е ю т р а з л и ч н у ю ч у в с т в и т е л ь -
н о с т ь к п р о т е и н а з а м , и з в е с т е н . П о к а -
з а н о , ч т о т и о л о в ы е и р о т е и н а з ы , к о т о -
р ы е а к т и в и р у ю т с я п р и н е й т р а л ь н ы х 
з н а ч е н и я х р Н и о н а м и С а 2 + , к а т а л и з и -
р у ю т г и д р о л и з л ,ишь т р о п о н и н а I и Т 
[ 1 3 ] . В т о ж е в р е м я с е р и н о в ы е и р о -
т е и н а з ы в н е й т р а л ь н о й с р е д е к а т а л и -
з и р у ю т р а з р у ш е н и е к а к с т р у к т у р н ы х , 
т а к и р е г у л я т о р н ы х б е л к о в [ 2 5 , 3 3 ] . 
Е с л и н а т и в н ы й а к т и н н е ч у в с т в и т е л е н 
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к действию трипсиноподобных сери-
новых протеииаз , то миозин чрезвы-
чайно быстро р а з р у ш а е т с я [13] . К а к 
видно из рис. 2 (см. вклейку) при ин-
кубации миофибрилл с трипсином про-
исходит разделение Т Ц миозина, в 
результате чего образуются 4 ф р а к -
ции в д и а п а з о н е 100—200 000 Д . 
В этих ж е условиях Л Ц миозина и ак-
тин не деградируют . К а к однократная , 
так и р е г у л я р н а я физическая нагруз-

ка не изменяет чувствительности Т Ц к 
трипсину. 6-часовая мышечная дея-
тельность вызывает повышение актив-
ности кислых протеииаз на 26 % 
(Р<С0,05) , а м и о ф и б р и л л я р н ы х ще-
лочных протеииаз на 5 2 % ( Р < 0 , 0 1 ) . 
Активность Са 2 + - активирусмых нейт-
ральных протеииаз существенно не из-
меняется . В течение первых 6 ч после 
нагрузки значительно увеличивается 
активность кислых протеииаз ( 4 9 % ; 
Р , < 0 , 0 5 ) , которая остается на повы-
шенном уровне и к 24 ч восста-
новительного периода (35 %; 0,01) . 
А ктй в н ость С а 2+- а кт и в и р у с м ы х н ей т -
ральных протеииаз повышается после 
24 ч отдыха. Полученные нами дан-
ные показали , что во время нагрузки 
в основном повышается активность 
I цел о11 н ы х м и о ф и б р и л л я р н ы х протеи-
иаз. После нагрузки активируются 
кислые протеиназы и через сутки пос-
л е нагрузки — Са 2 +-активируемые 
нейтральные протеиназы. Хотя актив-
ность щелочных протеииаз в скелет-
ных мышцах с в я з ы в а ю т с миофибрил-
л а м и (поскольку их н а и в ы с ш а я актив-
ность найдена именно в этой ф р а к ц и и 
м ы ш ц ) , считают, что это обусловлено 
а р т е ф а к т о м гомогенизации [5] . По-
казано [21] , что при введении крысам 
а гейтов, дегр анул ирующих тучные 
клетки, в скелетных м ы ш ц а х теряет-
ся активность щелочных протеииаз . 
Щелочные протеиназы синтезируются 
в тучных клетках , из которых при го-
могенизации они попадают во фрак-
цию миофибрилл [5] . 

П о л а г а ю т [5] , что н а р я д у с лизо-
сомиыми протеиназами в начальной 
ф а з е д е г р а д а ц и и миозина участвуют и 
нелизосомные протеиназы. Поскольку 
количество лизосом в скелетных мыш-
цах незначительно и ингибирование 
активности лизосомальных протеииаз 
не подавляет деградации миозина, 
II р сд п о л а г а ют, что пер во н а ч а л ь н а я 
стадия деградации сократительных 
белков происходит без участия лизо-
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Рис. 3. Скорость обновления ТЦ и Л Ц миози-
на по относительной удельной активности 

(ОУА). 

сомных протеииаз [13] . Тот факт , что 
скорость обновления миозина в ске-
летных м ы ш ц а х зависит от их функ-
ционал ь и ой а кт и в и ости, г юдтв ер ж д а -
ется более высокой скоростью обнов-
ления в топических мышцах , чем в 
м ы ш ц а х быстрого типа [7 ] . И з рис. 3 
видно, что в скелетных м ы ш ц а х ско-
рость обновления Л Ц происходит бы-
стрее, чем Т Ц миозина. Во время пла-
вания у животных ускоряется обнов-
ление Л Ц - м и о з и н а , которое после фи-
зической активности остается на уров-
не контрольных животных (см. р и с . З ) . 
Скорость обновления Т Ц миозина к а к 
во время физической активности, так 
и в 1-е сутки после нее существенно 
не изменяется . Через 48 ч после на-
грузки обновление Т Ц миозина уско-
ряется (см. рис. 3 ) . Известно, что фи-
зическая активность вызывает изме-
нения в энзиматической активности, 
скорости синтеза и деградации мио-
ф и б р и л л я р н ы х белков [4, 6 ) . Повыше-
ние скорости обновления Л Ц миозина 
во время повышенной функциональ-
ной активности м ы ш ц можно рассмат-
ривать к а к компенсаторную реакцию, 
в а ж н у ю д л я сохранения сократитель-
ных свойств мышц. В пользу этого 
предположения свидетельствует и тот 
факт , что именно во время физиче-
ской нагрузки, когда отмечалось сни-
жение интенсивности синтеза ТЦ, про-
исходило противоположное изменение 
в синтезе Л Ц , которые участвуют в 
регуляции энзиматической активно-
сти миозина. 
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EFFECT OF AN AUGMENTED FUNCTIONAL 
ACTIVITY OF SCELETAL MUSCLES ON THE 
TURNOVER RATE OF HEAVY AND LIGHT 

CHAINS OF MYOSIN 

T. P. Seene, K. P. A lev, A. J. Pekhme 

Chair of Sport Physiology, State University, 
Tartu 

Incorporation of 14C-leucine into light chains 
(LC) of myosin was distinctly increased and 
into heavy chains (HC) — decreased during 
physical exercises. Within first six hours after 
the exercises synthesis of HC maintained at 
the reduced level, then it was gradually ele-
vated and distinctly activated after 48 hrs rest. 
Incorporation of HC-lcucinc into LC of myosin 
was unaltered at the post-exercise period. Dur 
ing swimming turnover of LC myosin was acce 
lerated and after physical activity it maintained 
at the level of controls. The rate of HC myosin 
turnover was not distinctly altered both during 
physical activity and within the first day after 
the loading. The rate of HC myosin turnover 
was augmented within 48 hrs after exercises. 
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В Л И Я Н И Е В Ы С О К О М О Л Е К У Л Я Р Н О Й Ф Р А К Ц И И 
Н Е К О Л Л А Г Е Н О В О Г О Б Е Л К А К О С Т Н О Й Т К А Н И НА О С Т Е О Г Е Н Е З 

И К Р О В Е Т В О Р Е Н И Е П Р И У Д Л И Н Е Н И И К О Н Е Ч Н О С Т И 
В Э К С П Е Р И М Е Н Т Е 

Курганский НИИ экспериментальной и клинической ортопедии и травматологии 
Минздрава РСФСР 

И с с л е д у я м е х а н и з м ы а к т и в и р у ю щ е -
го в л и я н и я н а п р я ж е н и я р а с т я ж е н и я , 
с о з д а в а е м о г о п р и д и с т р а к ц и о н н о м 
о с т е о с и н т е з е по Г. А. И л и з а р о в у , н а 
с к о р о с т ь р е г е н е р а ц и и , м ы п р и ш л и к 
в ы в о д у , что е г о п р и ч и н о й , в ч а с т н о -
с т и , м о ж е т б ы т ь с о з д а н и е у с л о в и й 
д л я п о с т у п л е н и я в к р о в ь б е л к о в к о с т -
н о г о м а т р и к с а , ф у н к ц и е й к о т о р ы х я в л я -
е т с я м е с т н а я р е г у л я ц и я ф и з и о л о г и че-
с о г о и р с п а р а т и в н о г о р о с т а , т . е. а к т и -
в а ц и я и л и т о р м о ж е н и е п р о ц е с с о в про-
л и ф е р а ц и и и д и ф ф е р е н ц и р о в к и к л е т о к 
[ 4 ] . Э т о з а к л ю ч е н и е х о р о ш о с о г л а с у -
е т с я с д о с т и ж е н и я м и б и о л о г и и в об-
л а с т и и з у ч е н и я м е х а н и з м о в п о д д е р -
ж а н и я т к а н е в о г о г о м с о с т а з а [8, 9, 11, 
15, 161. В ц е л я х п р о в е р к и п р а в и л ь н о -
с т и т а к о г о п р е д п о л о ж е н и я н а э к с п е р и -
м е н т а л ь н о й м о д е л и , а д е к в а т н о о т р а -
ж а ю щ е й у с л о в и я к о с т с о б р а з о в а н и я 
при ч р с с к о с т н о м д и с т р а к ц и о н н о м ос-
т е о с и н т е з е , б ы л о п р е д п р и н я т о н а с т о я -
щ е е и с с л е д о в а н и е . 

М е т о д и к а 

Эксперимент выполнен на 16 кроликах по-
роды шиншилла с массой тела 2,0—2,2 кг, 
которым в стерильных условиях под анесте-
зией накладывали на правую голень специ-
ально разработанный для этих животных ва-
риант аппарата Г. А. Илизарова На каждой 
из четырех его опор с помощью специального 
устройства 2 фиксировали по паре перекрещи-
вающихся спиц, предварительно натягивая их 
с усилием 40—50 кг. Из разреза между сред-
ними опорами лобзиком надпиливали корти-
кальный слой и осуществляли вручную остсо-
клазию большеберцовой кости. 

Для выяснения ролп неколлагеиового бел-
ка костного матрикса на образование дистрак-
ционного регенерата был получен солянокис-
лый экстракт из измельченных и тщательно 
освобожденных от параоссальных тканей и 
костного мозга длинных трубчатых костей 
4 взрослых кроликов. Методика экстрагирова-
ния и последующего фракционирования НС1-

1 Ш р е й и е р А. А., Б а л д и и Ю. П., 1983, 
рацпредложение КИИИЭКОТ, № 55. 

2 Там же, № 56. 

экстракта посредством гель-проникающей хро-
матографии описана ранее [2, 4]. В данном 
эксперименте была использована высокомоле-
кулярная фракция (ВМФ) экстракта, элюи-
руемая нз колонки с сефадексом G-50 с объе-
мом выхода белков-маркеров, имеющих отно-
сительную молекулярную массу 30 000— 
40 000 Д. ВМФ концентрировали в диализных 
мешочках с помощью полиэтиленгликоля (мол. 
масса 20 000 Д) . 

Раствор ВМФ в 0,15 М NaCI вводили 8 
кроликам подкожно, начиная с 4-го дня пос-
ле операции в течение 4 сут из расчета 1 мг 
на 1 кг массы тела 1 раз в день. Остальным 
животным (контрольная группа) в те же сро-
ки инъецировали равный объем физиологиче-
ского раствора. В соответствии с отработан-
ным в предварительном эксперименте режи-
мом у первой пары кроликов дистракцию об-
разовавшегося в диастазе между отломками 
регенерата начинали через 7 дней после остео-
клазии, однако у животного, получавшего 
ВМФ, к этому сроку произошла оссификация 
регенерата, что сделало невозможной дист-
ракцию, и в дальнейшем ее начинали через 
5 сут после операции, осуществляли в тече-
ние 2 нед, после чего животных умерщвляли. 

Влияние ВМФ на остеогенез оценивали 
рентгенологически на 5-е сутки после остсо-
клазии и 7-е и 14-е сутки дистракции, а на 
кроветворение — гематологически, для чего 
до операции, на 3-й и 5-е сутки после нее, а 
также через 7 и 14 сут дистракции проводили 
анализ периферической крови. По результа-
там исследования лейкоцитарной формулы и 
общего содержания лейкоцитов рассчитывали 
показатель состояния (ПС), отражающий те-
чение адаптивного процесса [31. До операции 
и в последний день эксперимента пункцией 
метаэпифиза правой большеберцовой кости по-
лучали костный мозг, готовили мазки, кото-
рые окрашивали по Паппенгейму, и подсчи-
т ы в а л и п а р ц и а л ьны е ц и т о м и е л о г р а м м ы. 

Гематологические исследования были до-
полнены экспериментом на 56 белых беспо-
родных мышах, которым в целях угнетения 
эритропоэза вводили суспензию отмытых изо-
топическим раствором сингениых эритроцитов. 
За 2 инъекции с интервалом 48 ч мыши по-
лучали около 5-Ю9 клеток. Угнетение эритро-
поэза констатировали по снижению содержа-
ния ретикулоцитов в периферической крови, 
после чего животным опытной группы вводи-
ли, как описано, ВМФ, а контрольной — 0,15 М 
NaCI. Определяли включение 3Н-тимидина в 
костный мозг, селезенку, печень и поперечно-
полосатые мышцы через 24 и 48 ч после вве-
дения ВМФ. Часть животных использовали, 
чтобы проследить изменения содержания ре-
тикулоцитов в периферической крови в тече-
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нис 10 сут с начала эксперимента. Для оцен-
ки различий гематологических показателей в 
опытной и контрольной группах применяли не-
параметрический U-критерий для независимых 
выборок (Вилкоксоиа—Манна—Уитни) [1]. 

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

Н а рис. 1, а представлен элюцион-
ный профиль HCI -экстракта из кост-
ной ткани кроликов при его фракцио-
нировании с помощью гель-фильтра-
ции. При сравнении с эксперимента-
ми по фракционированию экстрактов 
из кости собак выявлено, что у кроли-
ков содержание белка в растворе вы-
ше, В М Ф имеет несколько больший 
объем выхода из колонки (меньшую 
относительную молекулярную массу ) , 
более значительные по высоте пики 
минорных фракций . М ы сравнивали 
гомогенность нашего препарата с бел-
ковым экстрактом кости, применяв-
шимся с аналогичной целью [18] . Д л я 
этого из аликвоты НС1-экстракта 
о с а ж д а л и белки этанолом, к а к описа-
но ранее [18] . З а т е м растворили оса-
док в 0,15 М NaCI и подвергли гель-
хроматографии в тех ж е условиях, что 
и материал , предназначенный для вве-
дения кроликам. На рис. 1, б показа -
но, что препарат , применявшийся в 

Рис. 1. Элюциониые профили HCI-экстракта из 
костной ткани кролика. 

Сефадекс G-50 (тонкий), колонка 60X1,5 см, элюиро-
ваиие 0,15 М NaCI, рН 6,8—7,0. а — нативный HC1-
экстракт, б — ресолюбилизированный этанольиый оса-

док HCI-экстракта . 

нашем опыте, значительно более гомо-
генен и, вероятно, о к а з ы в а е т меньшее 
неепецифическое действие. 

Кролики относительно легко пере-
носили оперативное вмешательство , 
поел еопер ационный период 11 р отек а л 
без осложнений, ж и в о т н ы е практиче-
ски сразу пользовались оперирован-
ной конечностью. А п п а р а т обеспечи-
вал в течение всего времени экспери-
мента жесткость фиксации отломков 
и не ограничивал функцию коленного 
и голеностопного суставов. Р а з л и ч и й 
в поведении животных опытной и 
контрольной групп не отмечено. 

П е р в ы е признаки регенерации кост-
ной ткани у кроликов , которым вво-
дили ВМФ, о б н а р у ж и в а л и с ь рентге-
нологически через 7 дней дистракции 
в виде облаковидных теней в диаста -
зе и периостальной реакции на отлом-
ках. У 2 ж и в о т н ы х контрольной груп-
пы в этот срок рентгенологических 
проявлений рспаративиого остсогсие-
за не обнаружено . Через 14 дней ди-
стракции у кроликов опытной группы 
д и а с т а з м е ж д у отломками был запол-
нен т я ж и с т ы м регенератом, состоя-
щим из двух п р и л е ж а щ и х к отломкам 
костных отделов, р а з д е л я в ш и х с я , к а к 
пр а в ил о, с редииной з о ной проеве т л е -
ния высотой 1 —1,5 мм, пересекав-
шейся частым и т р а б е к у л я р и ы м и те-
нями (рис. 2, а). 

У 1 животного весь д и а с т а з был за-
полнен гомогенной тканью регенерата 
без срединной зоны просветления 
(рис. 2, б ) . У животных контрольной 
группы на 14-й день дистракции диа-
стаз был заполнен регенератом про-
дольно т р а б е к у л я р н о й структуры, сре-
динная зона пересекалась редкими те-
нями (рис. 2, в), у 1 кролика были об-
н а р у ж е н ы лишь с л а б ы е о б л а к о в и д и ы е 
тени регенерата у концов отломков 
(рис. 2, г ) . При суммарной оценке ре-
зультатов а н а л и з а рентгенограмм 
можно у т в е р ж д а т ь , что под влиянием 
ВМ Ф, введенного паренте ра ль но в 
прсддистракционном периоде, репара-
тивное костеобразование протекало 
более активно, чем в контроле. 

Гистологическое исследование дист-
ракционного регенерата у кроликов 
показало , что его структура не имеет 
принципиальных различий от ранее 
описанной [4, 6 ] . 

Значительные и з м е 11 е ни я в па р ц и-
альной э р и т р о б л а с т о г р а м м е подопыт-
ных животных (табл . 1) с в и д е т е л ь с т в 
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вуют о том, что усиление репаратив-
иого кроветворения было более выра-
женным на фоне введения ВМФ. Ста-
тистически достоверно повышено ко-
личество эритробластов , полихромато-
фильных и оксифильных нормобла-
стов. Пул последних, очевидно, попол-
нился за счет более ускоренного диф-
ференцирования базофильных иормо-
бластов, число которых достоверно 
снизилось по сравнению с контролем. 

Д а н н ы е а н а л и з а п е р и ф е р и ч е с к о й 
крови приведены в табл . 2. К а к видно 
из таблицы, остсоклазия вызывает к 
3-м суткам снижение с о д е р ж а н и я ге-
моглобина и уменьшение числа эрит-

роцитов. П р и этом существенно уве-
личивается со дер ж а и и е р ети кул о ци -
тов. Однократное введение В М Ф при-
водит к еще более в ы р а ж е н н о м у сни-
ж е н и ю числа д и ф ф е р е н ц и р о в а н н ы х 
клеток красного ряда . О д н а к о через-
б сут после последней инъекции раст-
вора белка костной ткани прирост со-
д е р ж а н и я эритроцитов и гемоглобина 
у животных опытной группы был зна-
чительно выше, чем у контрольных. 
Происхождение этих различий объяс-
няет эксперимент, в котором м ы ш а м с 
подавленным эритропоэзом вводили 
ВМФ. Д а н н ы е , полученные при вклю-
чении \Н-тим иди на, свидетельствуют о 

Рис. 2. Рентгенограммы большеберцовой кости кроликов после открытой остеоклазии на 
14-й день дистракции регенерата аппаратом Илизарова. 

а, б — опыт; в, г — контроль. 

Т а б л и ц а 1 

Содержание эритроидных элементов в парциальной цитомиелограмме кроликов с открытой остеокла-
зией костей голени на 14-е сутки дистракции (в %) 

Тип эритроидных ядерных клеток 

Группа животных 
нормобласты 

Группа животных 
эритробласты 

базоф ильные 
полихромато-

фильпые окс нф ильные 

Контроль 
Опыт* 
Р 

0 , 8 ± 0 , 1 2 
1 ,8±0,20 

< 0 , 0 5 

17,7±0,66 
10,2-1=0,90 
< 0 , 0 0 1 

71 ,4±0 ,62 
7 5 , 3 ± 0,56 

< 0 , 0 5 

9 ,3±0 ,41 
12,0-1-0,84 

< 0 , 0 5 
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Т а б л и ц а 2 
Изменения показателей периферической крови при удлинении конечностей у кроликов 

П о к а з а т е л ь Группа 
животных 

Период эксперимента 

до операции 
сутки после операции 

3-й 5-е 

Содержание 
гемоглоби-
на, г/ л 

-Содержание 
эритроцитов 
10(} клеток 
в 1 мкл 

Содержание 
ретикулоци-
тов, 1(Я кле 
ток в 1 мкл 

• Содержание 
лейкоцитов, 
10:{ клеток 
в 1 мкл 
Показатель 

состояния 

Контроль 
Опыт 

Контроль 
Опыт 

Контроль 
Опыт 

Контроль 
Опыт 

Контроль 
Опыт 

102,0=1=3,0 
98 ,5±2 ,5 

5,22±0,14 
4,98=1=0,12 

73,4=1=8,0 
76 ,5±9 ,3 

llJOzfc 1,30 
11,96±1,42 

15,0=*= 1,4 
14,Г) I 1,2 

86,0=1=1,4* 
86,4=Ь 1,6* 

4,75=1=0,42 
4 ,58±0,28 

148,4±45,6* 
136,3±21,2* 

13,97±1,75* 
14,12±2,08* 

9,2=1=1,0* 
8 ,6±0 ,8* 

I :;.() 
85,5=1=2,5* 

4,43^=0,24^ 
4,15=1=0,18* 

192,8=Ь 16,3* 
183,8± 12,0* 

12,47=1=1,39* 
12,81=1=1,42 

13,2=1=1,0 
12,2=1=0,9 

96,8=1=1,0 
100,2=1= 1,2 

4,87=1=0,26 
5,06=1=0,22 

105,9=1= 19,3 
Ю7,9=Ь20,4 

15,35=1=2,08* 
12,32=1=1,76 

9 , 0 ± 1,3* 
11,3±1,5 

П р и м е ч а и и е. Отмечены звездочкой достоверность различий с исходным уровнем не ме 
aiee 95%, подчеркнута достоверность различий с тем же сроком контроля не менее 95%. 

том, что испытуемый белок стимули-
рует синтез Д Н К в костном мозге и 
селезенке , тогда как печень и м ы ш ц а 
к нему индифферентны (табл . 3 ) . 
Влияние В М Ф на кроветворение крат-
к о в р е м е н н о и на 2-е сутки после его 
введения у ж е не проявляется , так ж е 
к а к и при стимуляции синтеза Д Н К в 
костной ткани [4] . 

Н а рис. 3 представлены изменения 
с о д е р ж а н и я ретикулоцитов в перифе-
рической крови в течение 10 дней пос-
л е воздействия на эритропоэз . След-
ствием гипертрансфузионной полици-
темии является уменьшение количест-
ва ретикулоцитов до 20—30 % от ис-
ходного уровня. Через 24 ч после вве-

дения В М Ф достоверных изменений 
не произошло, а через 48 ч зарегист-
рирован уровень ретикулоцитов, бо-
лее чем в 3 р а з а превышающий исход-
ный. Это повышение было кратковре-
менным, и через 4 сут после введения 
ВМФ количество ретикулоцитов до-
стоверно не отличалось от исходных 
величин. 

На основании д а н н ы х этого экспе-
римента можно заключить , что мише-
нями действия В М Ф я в л я ю т с я клет-
ки, способные к делению — стволовые 
и коммутированные: изменения в со-
д е р ж а н и и дифференцированных кле-
ток отстают во времени от влияния на 
синтез Д Н К , но, по-видимому, им обу-

Т а б л и ц а 3 

Включение 3Н-тимидина в мягкие ткани под влиянием парентерального введения ВМФ мышам с 
поднцитемией 

Группа ж и в о т н ы х 
Время после введения ВМФ 

24 

Костный мозг, имп/мии/106 клеток 

Селезенка, имп/мии/мг ткани 

Печень, имп/мин/мг ткани 

11оперечнополосатая мышца, 
имп/мин/мг ткани 

Контроль 
Опыт 
Коитроль 
Опыт 
Коитроль 
Опыт 
Контроль 
Опыт 

1170=1=73 
1970=1=81* 
7730-1=40 
9800=1= 10* 
17204=97 
2020-Ь106 

232=t41 
204=1=35 

1050=1=70 
1280=1=84 
7840=i= 424 
8000=1= 518 
1650=1= ЮЗ 
1790={= 123 

190 ! 4(> 
218=1=25 

* Р < 0 , 0 5 по сравнению с контролем. 
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Рис. 3. Изменения содержания ретикулоцитов 
в периферической крови мышей на фоне вве-
дения сингенных эритроцитов в ВМФ костной 

ткани кроликов. 
Стрелками обозначены дни введения эритроцитов 
(Э) и ВМФ или 0,15 М NaCI. Пунктир — контроль. 
По оси ординат — содержание ретикулоцитов на 

1000 эритроцитов. 

словлсиы. Это обстоятельство, по 
всей вероятности, объясняет и позднее 
появление различий в активности ос-
теогенеза у животных опытной и конт-
рольной групп. Рентгенологически 
оцениваются различия в степени ми-
нерализации регенерата , обеспечение 
которой является функцией дифферен-
цированных клеток костной ткани. 

Совпадение механизма действия 
В М Ф на кроветворение и костеобразо-
вание еще раз п о д т в е р ж д а е т наличие 
общей д л я кости и крови клетки-ро-
доначальницы, сохраняющейся в 
постнатальном периоде и не утратив-
шей способности к с а м о п о д д е р ж а н и ю . 

Изменения белой крови после осте-
оклазии (см. табл . 2) х а р а к т е р н ы д л я 
состояния адаптационного стресса 
[17] . Увеличение общего количества 
лейкоцитов в периферической крови в 
сочетании со сдвигами в лейкоцитар-
ной формуле приводит к статистиче-
ски достоверному снижению П С на 
3-й сутки после операции. О д н а к о у ж е 
на 5-е сутки П С у животных обеих 
групп не о б н а р у ж е н о достоверных 
различий по сравнению с исходными 
уровнями, что свидетельствует о хо-
рошей переносимости к р о л и к а м и опе-
рации и активно р а з в и в а ю щ е м с я про-
цессе срочной адаптации [10] . 

Д и с т р а к ц и я , по-видимому, оказа -
л а с ь новым стрессором: у животных 
ко н т р о л ь н о й г р у п п ы ч е р сз не дел ю 
после ее начала снова значительно 

увеличилось с о д е р ж а н и е лейкоцитов в 
периферической крови и существенно 
с ни зил с я П С . Ж и в о т н ы е , п о л у ч а в ш и е 
инъекции ВМФ, о к а з а л и с ь лучше под-
готовленными к новому состоянию 
н а п р я ж е н и я — у кроликов опытной 
группы уровень лейкоцитов в крови 
был достоверно ниже, чем у контроль-
ных животных, а снижение п о к а з а т е -
ля состояния не достигало з н а ч и м о г о 
уровня различий по сравнению с ис-
ходными данными. Более высокий П С 
в опыте по сравнению с контролем к 
концу эксперимента позволил с д е л а т ь 
заключение , что под влиянием В М Ф 
более успешно протекает процесс дол-
говременной адаптации [3 ] . 

Таким образом, результаты иссле-
дования показали , что описанный р а -
нее фактор , появляющийся в крови 
человека и животных после поврежде-
ния костей, стимулирующий костеоб-
разование у реципиентов сыворотки 
такой крови [ 1 2 - 14], по своим фи-
зиологическим свойствам идентичен 
неколлагеновому белку костной ткани 
и, по всей вероятности, поступает в 
кровь из последней, д л я чего наибо-
лее благоприятные условия с о з д а с т 
чрескостиый дистракционный остео-
синтез по Г. А. И л и з а р о в у [9] . 

В практическом плане представля-
ется возможным использование ф а р -
макологического эффекта этого белка 
для с о к р а щ е н и я up е д д и с тр а к ц и о и н о г о» 
п е р и од а, умен ь ш е н и я а н е м и з и р у ю ще -
го воздействия на организм скелетной 
травмы, интенсификации у ортопедо-
травматологичсских больных а д а п т а -
ц и о н и ы х п р оцессо в. Е го п р и м е и с н и е „ 
возможно, о к а ж е т с я полезным при 
з н а ч и тс л ь и ы х у д л и н е н и я х ко и с ч н о -
стсй, длительном применении дистрак-
ции при появлении признаков истоще-
ния репаративиого потенциала . 
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EFFECT OF HIGH MOLECULAR FRACTION 
OF NON-COLLAGENOUS PROTEIty FROM 
BONE TISSUE ON OSTEOGENESIS AND 
HEMOPOIESIS DURING EXPERIMENTAL 

CRUS ELEONGATION. 

K. S. Desyatnichenko, Yu. P. Baldin, A. A. 
Shreiner, Yu. N. Bakhlykov, S. P. Izotova, 

Institute of Experimental and Clinical Ortho-
paedics and Traumatology, Ministry of Public 

Health of the RSFSR, Kurgan 

High molecular fraction of HCl-extract from 
mature homologous bone was parenterally ad-
ministered, during the predistraction period, into 
16 rabbits, crus of which was elongated by 
llizarov procedure. The treatment affected posi-
tively the adaptation process, hemopoiesis and 
the ossification of distraction regenerate. Ad-
ministration of the high molecular protein frac-
tion into mice with depressed hemopoiesis de-
monstrated that physiological effect of the frac-
tion consisted in stimulating effect on proli-
feration of both bone tissue and red blood 
cells. 

:УДК 615.273.53:577.152^4) :в 15.451.2] .015.4:612.115.35 

В. H. Никандров, N. С. Пыжова, В. И. Вотяков 

В Л И Я Н И Е О Р Г А Н И Ч Е С К И Х Р А С Т В О Р И Т Е Л Е Й 
НА И Н И Ц И И Р У Е М Ы Й С Т Р Е П Т О К И Н А З О Й Ф И Б Р И Н О Л И З 

Белорусский НИИ эпидемиологии и микробиологии, Минск 

К а т а л и т и ч е с к и е о с о б е н н о с т и п р о д у -
ц и р у е м о г о р - г е м о л и т и ч е с к и м и с т р е п т о -
к о к к а м и б е л к о в о г о а к т и в а т о р а п л а з -
м и н о г е н а — с т р е п т о к и н а з ы о с т а ю т с я 
н е д о с т а т о ч н о и з у ч е н н ы м и . Д о с и х п о р 
е д и н с т в е н н ы м д о с т о в е р н о д о к а з а н н ы м 
ее э ф ф е к т о м я в л я е т с я с п о с о б н о с т ь 
в з а и м о д е й с т в о в а т ь с п л а з м и н о г е н о м 
ч е л о в е к а и н е к о т о р ы х в и д о в ж и в о т -
н ы х , в р е з у л ь т а т е ч е г о в с и с т е м е о б р а -
з у е т с я а к т и в н ы й п л а з м и н [ 8 ] . Т а к и м 
п у т е м р е а л и з у е т с я п р о ц е с с ф и б р и н о -
л и з а п р и д о б а в л е н и и с т р е п т о к и н а з ы к 
с и с т е м е , с о д е р ж а щ е й п л а з м и н о г е п . 
О д н а к о д а н н ы х , в с к р ы в а ю щ и х ф и з и -
к о - х и м и ч е с к и е м е х а н и з м ы и н и ц и и р о -
в а н и я с т р е п т о к и н а з о й ф и б р и н о л и з а , 
к р а й н е м а л о , н е с м о т р я н а о ч е в и д н о с т ь 

т е о р е т и ч е с к о й и п р а к т и ч е с к о й з н а ч и -
м о с т и э т о г о п р о ц е с с а . 

И з в е с т н о , ч т о в п р о т е о л и з е , ч а с т н ы м 
с л у ч а е м к о т о р о г о я в л я е т с я и н ц и и р у е -
м ы й с т р е п т о к и н а з о й ф и б р и н о л и з , в а ж -
н у ю р о л ь и г р а ю т с в о й с т в а с р е д ы , в 
т о м ч и с л е п р и р о д а р а с т в о р и т е л я [ 4 ] . 

В н а с т о я щ е й р а б о т е и с с л е д о в а н о 
в л и я н и е р я д а о р г а н и ч е с к и х р а с т в о р и -
т е л е й н а и н и ц и и р у е м ы й с т р е п т о к и н а -
з о й ф и б р и н о л и з . 

М е т о д и к а 

В работе испо'льзованы метанол, этанол, 1-
пропанол, 1-бутанол, 1-пеитанол, 1,4-диоксан, 
диметилсульфоксид (ДМСО), NN-диметил-
формамид (ДМФА), фенол отечественного 
производства марок ч. д. а. и х. ч., глицерин и 
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ацетон производства VEB Laborchemie ApoJcIa 
(ГДР) . Все вещества были подвергнуты соот-
ветствующей дополнительной очистке. 

Стрептокииазу выделяли непосредственно 
из культуральной жидкости после выращива-
ния гемолитического стрептококка методом 
ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлю-
лозе, как описано ранее [9], с последующей 
очисткой на сефадексе G-100 [10]. Удельная 
активность полученных образцов фермента 
соответствовала 100 000 ME па 1 мг белка. 
Коррекцию активности осуществляли по Меж-
дународному стандарту стрептокиназа—стреп-
тодориаза (Лондон, ВОЗ) . Активность стреп-
токииазы и концентрацию белка определяли 
соответственно по методам, приведенным в 
работах [15] и [14]. 

В настоящем исследовании использовали 
человеческий фибриноген (содержащий плаз-
миногсн) и человеческий тромбин отечествен-
ного производства. Фибриноген перед исполь-
зованием переосаждали сульфатом аммония 
|11]. Концентрация плазмпногеиа в фибрино-
гене, определенная после полной активации 
стрептокиназы [16], составляла 3,5 казеиио-
литических единиц на 100 мг фибриногена. 

Влияние органических растворителей на 
инициируемый стрептокииазой фибринолиз 
оценивали по лизису фибрнновых пЛастин, в 
лунки которых вносили по 30 мкл раствора 
фермента (600 ME) в соответствующих ра-
створителях. Концентрация растворителей со-
ставляла 0,1—50 об. %, концентрация белка 
0,2—0,3 мг/мл. Д л я приготовления фибрнно-
вых пластин в чашках Петри на строго гори-
зонтальной поверхности смешивали 9 мл ра-
створа фибриногена (3 мг белка на 1 мл) и 
0,2 мл раствора тромбина (100 ед/мл) [3] в 
0,06 М фосфатном буфере рН 7,4. После на-
несения исследуемых образцов фибрииовые 
пластины инкубировали 20 ч при 37 °С на го-
ризонтальной поверхности и учитывали зоны 
лизиса. Результаты исследований обрабатыва-
ли статистически [12]. 

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

П р и ч а с т и ч к о й з а м е н е п о д ы о д н о -
а т о м н ы м и с п и р т а м и н а б л ю д а л о с ь у с и -
л е н и е и н и ц и и р у е м о г о с т р е п т о к и и а з о й 
ф и б р и н о л и з а . Э т о т э ф ф е к т у с и л и в а л -
с я в р я д у м е т а н о л , э т а н о л , 1 - и р о п а -
и о л , 1 - б у т а н о л , 1 - п е н т а н о л ( р и с . 1, 
т а б л . 1 ) , о т р а ж а я у в е л и ч е н и е г и д р о 
ф о б п о с т и а л и ф а т и ч е с к о г о р а д и к а л а . 
Э т о т э ф ф е к т , н а п р и м е р у э т а н о л а , 
п р а к т и ч е с к и н е п о д а в л я л с я е - а м и н о -
к а п р о н о в о й к и с л о т о й ( т а б л . 2 ) — с п е -
ц и ф и ч е с к и м и н г и б и т о р о м с о р б ц и и 
п л а з м и и о г е и а н а ф и б р и н е [ 1 7 ] . 

В л и я н и е г л и ц е р и н а и ф е н о л а н а 
и н и ц и и р у е м ы й с т р е п т о к и и а з о й ф и б р и -
н о л и з б ы л о б о л е е с л о ж н ы м ( р и с . 2 и 
3 ) . В о т н о с и т е л ь н о н е в ы с о к и х к о н ц е н т -
р а ц и я х ( д о 1 0 % ) г л и ц е р и н н е с к о л ь к о 
у г н е т а л п р о ц е с с , н о п р и д а л ь н е й ш е м 
у в е л и ч е н и и е г о с о д е р ж а н и я о т м е -
ч а л о с ь у с и л е н и е ф и б р и н о л и з а 
( с м . р и с . 2 ) . Ф е н о л в н и з к и х ( д о 1 % ) 
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Рис. 1. Влияние метанола (У), этанола (2) и 
1-пропанола (•«?) на инициируемый стрептоки-

иазой фибринолиз (п — 6). 
Здесь и на других рис. 2—4: по оси абсцисс — кон-
центрации исследуемого спирта (и об. %); по оси ор-
динат — степень фибринолиза (в % к контролю, 

принятому за 100%). 

к о н ц е н т р а ц и я х у с и л и в а л ф и б р и н о л и з , 
а в б о л е е в ы с о к и х — в ы з ы в а л р е з к о е 
у г н е т е н и е п р о ц е с с а ( с м . р и с . 3 ) . 

А п р о т о н в ы е р а с т в о р и т е л и т а к ж е 
о к а з ы в а л и р а з л и ч н о е в л и я н и е н а и н и -
ц и и р у е м ы й ф и б р и н о л и з в з а в и с и м о -

Т а б л и ц а I 
Влияние частичной замены воды на активность 
стрептокиназы (по интенсивности лизиса фиб-

риновых пластин, п = 4 ) 

Растворитель 
К о н ц е н т р а -

ция 
Активность 

стрептокина-
зы, тыс. 

ME 
Растворитель 

об. % м 

Активность 
стрептокина-

зы, тыс. 
ME 

Вода (контроль) 
Метанол 
Этанол 
1-Пропанол 
1-Бутанол 
1-Пеитанол 

3 , 0 
3 , 0 
3 , 0 
3 , 0 
1 ,7 

0 , 7 4 
0 , 5 1 
0 , 4 0 
0 , 4 7 
0 , 1 8 

1 0 0 , 0 ± 3 , 0 
9 9 , 0 ± 3 , 5 

1 0 0 , 4 ± 5 , 2 
108 ,4z f -5 ,2 
\\Ъ}7±.2}2« 
1 3 3 , 5 ± 2 , 5 * 

П р и м е ч а и и е. Здесь 
дочкой отмечены Р ^ 0 , 0 5 . 

и в табл. 2 звез-

Т а б л и ц а 2 
Влияние е-аминокапроновой кислоты в конечной 
концентрации Ю-2 М на активность стрепто-

киназы в воде и 50% этаноле (п=4) 

Условия опыта 
Активность стрепто-

киназы, тыс. ME 
на 1 мг белка 

Бидистиллироваиная 
вода (контроль) 

То же + е-амииокапро-
иовая кислота 

50% этанол 
То ж + е-аминокапро-

повая кислота 

100,2±3,5 

9 3 , 8 ± 3 , 5 
1 3 8 , 0 ± 5 , 2 * 

1 2 8 , 9 ± 5 , 0 * 
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Рис. 2. Изменения иниции-
руемого стрептокиназой фиб-
ринолиза в присутствии гли-

церина (п—6) . 

Рис. 3. Влияние фенола на 
иии ци и р у см ы й стрсптоки иа -

зой фибринолиз (п = 6). 

% 150 

100 

50 

_I I I L_ 
107,, 

сти от их природы (рис. 4 ) . Ацетон 
практически не о к а з а л влияния на 
этот процесс. Частичное з а м е щ е н и е 
воды Д М С О или диоксаном обуслов-
л и в а л о умеренную активацию фибри-
нолиза . В испытанном д и а п а з о н е кон-
центраций этих растворителей зависи-
мость концентрация — э ф ф е к т имела 
вид кривой с насыщением. Причем 
при использовании Д М С О состояние 
насыщения достигалось при меньших 
по сравнению с диоксаном концентра-
циях. Н а и б о л е е заметное влияние на 
изучаемый процесс из апротонных ра-
створителей о к а з а л Д М Ф А . 

И з л о ж е н н ы е м и т е р и а л ы в целом 
свидетельствуют об активации ини-
циируемого стрептокиназой фибрино-
л и з а при частичной з а м е н е воды ор-
га н и чески м и р а створ ителя ми. Из-
вестно, что в некоторых органи-
ческих соединениях (глицерин, хло-
рофор м) в о з м о ж н а с понта и и а я а к-
тивация плазминогена [2 ] . О д н а к о в 
специально проведенных опытах с ра-
створами органических растворите-
лей без д о б а в л е н и я стрептокиназы та-
кого э ф ф е к т а не о б н а р у ж и в а л о с ь . Сле-
довательно , можно полагать , что из-
менения инициируемого фибринолиза 
в этих условиях обусловлены непо-
средственным воздействием органиче-
ских растворителей на этот процесс. 
Д а ж е в апротонных растворителях 
н а б л ю д а л о с ь заметное ускорение про-
цесса, что о б р а щ а е т на себя внимание. 
Считается , что в случае многих гидро-
литических реакций более высокий 
з а р я д переходного состояния системы 
по сравнению с основным ее состояни-
ем приводит к з а м е д л е н и ю гидролиза 
в апротонных растворителях [4 ] . Име-
ются сообщения о том, что в ряде про-
тонных органических растворителей 
эффекти виость протеол из а сиижается , 
к а к полагают, вследствие уменьшения 
флуктуационной подвижности белко-
вого субстрата [1 ] . В наших опытах 
л и ш ь глицерин в концентрации 10 % 

о к а з ы в а л такое действие на иницииру-
емый стрептокиназой фибринолиз . 
Возможно, этот процесс является в 
какой-то мере исключением и пред-
с т а в л я е т частный случай. 

Следует отметить, что инициирован-
ный с т р е птоки назой ф ибр и и ол и з пр и 
з а м е н е воды алифатическими спирта-
ми усиливался тем заметнее , чем 
большей была гидрофобность сии рта 
по ш к а л е Гильдебрандта или Снайде-
ра [6 ] . Д в у х ф а з н ы й х а р а к т е р дейст-
вия фенола может объясняться тем, 
что в более низких концентрациях он 
действовал на процесс к а к и осталь-
ные спирты, а в более высоких — вы-
з ы в а л к о а г у л я ц и ю белков, вследствие 
чего реакция угнеталась . Э ф ф е к т ап-
ротонных растворителей не коррели-
рует со степенью их гидрофобности 
или значениями диэлектрической про-
ницаемости. Возможно, в этих раство-
рителях, в соответствии с их структу-
рой, проявлялись дополнительные эф-
фекты. В этом отношении о б р а щ а е т на 
себя внимание з а м е т н а я о к и с л я ю щ а я 
способность Д М С О | 7] и высокая рас-
творимость в Д М Ф А высокомолеку-
л я р н ы х пептидов f 13] — в о з м о ж н ы х 
продуктов процесса в исследуемой си-
стеме. 

% 
/50 h 
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50 
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Рис. 4. Изменения инициируемого стрептокина-
зой фибринолиза при частичной замене воды 
апротопными растворителями: ацетоном ( / ) , 
диоксаном (2), ДМСО (3), ДМФА (4); п =--=6. 
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М о ж н о п о л а г а т ь , ч т о о б н а р у ж е н н ы е 
э ф ф е к т ы с в я з а н ы с р а з р у ш е н и е м о р г а -
н и ч е с к и м и р а с т в о р и т е л я м и к о м п л е к -
с а п л а з м и н о г е н — а 2 - а н т и п л а з м и и . 
В р е з у л ь т а т е э т о г о п л а з м и н о г е н ос-
в о б о ж д а е т с я , п р и о б р е т а е т с п о с о б н о с т ь 
к с о р б ц и и н а ф и б р и н е и п р и п р е о б р а -
з о в а н и и в п л а з м и н о с у щ е с т в л я е т д е -
г р а д а ц и ю ф и б р и н а . О д н а к о т а к а я си-
т у а ц и я в о з м о ж н а л и ш ь в т о м с л у ч а е , 
е с л и ч а с т ь п л а з м и н о г е н а н а х о д и т с я в 
и е с о р б и р о в а н н о м н а ф и б р и н е с о с т о я -
нии . К а к и з в е с т н о , в п р о т и в о п о л о ж -
н о м с л у ч а е п л а з м и н о г е н н е о б р а з у е т 
к о м п л е к с а с а г - а н т и п л а з м и н о м [ 5 ] . 
Р е з у л ь т а т ы о п ы т о в с д о б а в л е н и е м 
8 - а м и н о к а и р о н о в о й к и с л о т ы , с п е ц и ф и -
ч е с к и п о д а в л я ю щ е й с о р б ц и ю п л а з м и -
н о г е н а н а ф и б р и н е [ 1 7 ] , н е п о д т в е р ж -
д а л и п р е д п о л о ж е н и я о т о м , ч т о о р г а -
н и ч е с к и е р а с т в о р и т е л и ( н а п р и м е р , 
э т а н о л ) в л и я ю т н а ф и б р и н о л и з в д а н -
ной с и с т е м е п у т е м р а з р у ш е н и я к о м -
п л е к с а п л а з м и н о г е н — а г - а н т и п л а з м и н . 
У к а з а н н а я а м и н о к и с л о т а н е с н и м а л а 
а к т и в и р у ю щ е г о в л и я н и я э т а н о л а . 
В э т о й с в я з и п р е д с т а в л я е т с я в е с ь м а 
в е р о я т н ы м п р я м о е в л и я н и е о р га н и че -
с к и х р а с т в о р и т е л е й н а в з а и м о д е й с т -
в и е с т р е п т о к и н а з ы с п л а з м и н о г е н о м . 

А в т о р ы в ы р а ж а ю т б л а г о д а р н о с т ь 
Г. С . Д а в ы д о в о й и Н . Л . Ш а т и л о з а 
п р е д о с т а в л е н н ы е о б р а з ц ы к у л ь т у р а л ь -
и о й ж и д к о с т и д л я в ы д е л е н и я о ч и щ е н -
н о й с т р е п т о к и н а з ы и Т . С . П а с х и н о й 
з а у ч а с т и е в д и с к у с с и и . 
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EFFECT OF ORGANIC SOLVENTS ON THE 
STREPTOKINASE INITIATED FIBRINO-

LYSIS 

V. N. Nikandrov, N. S. Ryzhova, V. 1. Votyakou 

Byelorussian Institute of Epidemiology and 
Microbiology, Minsk 

Proton-developing (icthanol, I-propanol, I-
butanol, I-pentanol) and aproton solvents 
(dioxane, dimcthylsulfoxidc, dimethylformamide) 
at concentrations 1.5-50 % activated the strep-
tokinase-initiated fibrinolysis. Methanol and 
acetone were not effective. The rate of fibrino-
lysis, studied in presence of glycerol and phenol 
(used at 0.1-9.3% concentrations), depended on 
concentrations of these reagents in samples. 
Efficiency of aliphatic alcohols was increased 
with elongation of hydrocarbonic chain. The 
activating effect of ethanol was not removed by 
e-aminocapronic acid 10~2M. 
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О п и о и д н ы е пептиды гипофиза — эн-
д о р ф и н ы способны н а р я д у с м о д у л я ц и -
ей болевой чувствительности и з м е н я т ь 
р а з л и ч н ы е физиологические , биохими-
ческие и э л е к т р о ф и з и о л о г и ч е с к и е ха-
р а к т е р и с т и к и о р г а н и з м а , а т а к ж е вли-
ять на д о в о л ь н о с л о ж н ы е поведенче-
ские р е а к ц и и [3, 4 ] . В с в я з и с э тим 
в о з м о ж н о е участие э н д о р ф и н о в в пато-
генезе и р а з в и т и и р а з л и ч н ы х невроло-
гических, н е й р о э н д о к р и и н ы х и психиче-
ских з а б о л е в а н и й п р и в л е к а е т в настоя-
щ е е в р е м я б о л ь ш о е в н и м а н и е . Н а р я д у 
с изучением м о л е к у л я р н ы х м е х а н и з м о в 
биосинтеза , м е т а б о л и з м а и биологиче-
ского д е й с т в и я э н д о р ф и н о в весьма 
в а ж н ы м д л я клинического п р и м е н е н и я 
я в л я е т с я с о в е р ш е н с т в о в а н и е м е т о д и к 
о п р е д е л е н и я с о д е р ж а н и я э н д о р ф и н о в в 
биологических ж и д к о с т я х о р г а н и з м а и 
в ы я в л е н и е з а в и с и м о с т е й м е ж д у прояв-
л е н и я м и о п р е д е л е н н ы х ф о р м п а т о л о г и и 
и с о п у т с т в у ю щ и м и и з м е н е н и я м и кон-
ц е н т р а ц и й э н д о р ф и н о в в о р г а н и з м е , в 
первую очередь в п е р и ф е р и ч е с к о й 
крови . 

В с к о р е после о б н а р у ж е н и я э н д о р ф и -
нов в р я д е л а б о р а т о р и й б ы л и получе-
ны а н т и с ы в о р о т к и к э н д о р ф и н а м и раз -
раб о т а н ы метод ики о п р е д е л ё н и я э и-
д о р ф и н о в с п о м о щ ь ю р а д и о и м м у н о л о -
гического а н а л и з а (7, 9 ] . О д н а к о д о 
ггосл ед него в р е м е н и а н а л и з соде р ж а -
ния э н д о р ф и н о в в п л а з м е к р о в и и 
спинномозговой ж и д к о с т и человека 
о г р а н и ч и в а л с я определен и ем |3 - э и д о р -
ф и и - и м м у и о р е а к т и в н ы х соединений 
[6, 14, 15]. В то ж е в р е м я н а р у ш е н и я 
м е т а б о л и з м а а- и у - э н д о р ф и н о в при 
патологических с о с т о я н и я х могут пред-
с т а в л я т ь б о л ь ш о й интерес в с в я з и с их 
п р о т и в о п о л о ж н ы м д е й с т в и е м на пове-
денческие р е а к ц и и активного и пассив-
ного и з б е г а н и я [10] и н а л и ч и е м т а к и х 
н е о р д и н а р н ы х свойств , к а к , н а п р и м е р , 
н е й р о л е п т и ч е с к а я а к т и в н о с т ь у-эндор-
ф и н а и его ф р а г м е н т о в , вплоть до дез-
э н к е ф а л и н - у - э н д о р ф и н а [5 ] . 

В н а с т о я щ е й р а б о т е проведена про-

в е р к а пригодности полученных р а н е е 
а н т и с ы в о р о т о к к а - и -у-эндорфином 
[1] д л я о п р е д е л е н и я с о д е р ж а н и я этих 
пептидов в п е р и ф е р и ч е с к о й к р о в и че-
л о в е к а . О п р е д е л е н ы б а з а л ь н ы е уровни 
этих н е й р о л е п т и д о в в п л а з м е крови 
з д о р о в ы х доноров . П р о в е д е н а р а б о т а 
по в ы я в л е н и ю с о д е р ж а н и я а- и у-эн-
д о р ф и н о в в п л а з м е крови б о л ь н ы х эн-
д o r e н и ы м и п с и х о з а м и с в ы р а ж е н и о й 
д е п р е с с и в н о й с и м п т о м а т и к о й , что 
п р е д с т а в л я е т интерес в в и д у н а л и ч и я 
д а н н ы х об о п р е д е л е н н ы х н а р у ш е н и я х 
в г о р м о н а л ь н о й системе г и п о т а л а м у с 
г и п о ф и з — надпочеч н и к и, п р о я в л я ю -
щ и х с я в а н о м а л ь н ы х р е з у л ь т а т а х де-
к с а м е т а з о н о в о г о теста у з н а ч и т е л ь н о й 
части д е п р е с с и в н ы х б о л ь н ы х [8, 12]. 

М е т о д и к а 

В работе применяли аптисыворотки к а - и 
у-эндорфииам, полученные при иммунизации 
кроликов копъюгатами эндорфинов с бычьим 
сывороточным альбумином [1|. Использовали 
синтетические а- и у-эидЬрфииы1 (ВКНЦ 
АМН СССР), 2-меркаптоэтанол фирмы "Ser-
va", NaN3 и полиэтилеигликоль 6000 фирмы 
"Merck"; бычий сывороточный альбумин 
(фракция V) фирмы "Calbiochem". Остальную 
сыворотку к иммуноглобулинам кролика по-
лучали из Института микробиологии им. Га-
малеи. 

Для определения базалыюго уровня а- и 
у-эпдорфпиов в плазме, крови были использо-
ваны образцы крови 18 здоровых доноров 
(12 мужчин и б женщин в возрасте от 18 до 
37 лет). В исследование были также включе-
ны 18 больных эндогенными психозами с вы 
ражённой депрессивной симптоматикой (8 
мужчин и 10 женщин в возрасте от 20 до 58 
лет), находящихся на лечении в стационара 
клиники Института клинической психиатрии 
ВНЦПЗ АМН СССР. Образцы крови объемом 
10 мл брали натощак в 9—10 ч утра из лок-
тевой вены в пробирки, охлажденные до 0 °С 
и содержащие 0,2 мл 0,5 М ЭДТА. Кровь 
центрифугировали 20 мин при 1500 g и 0°С. 
К плазме добавляли 2-меркап.тоэтанол до ко-
нечной концентрации 0,1 % и пробы до анали-
за хранили при —70°С. Перед проведением 

1 Эндорфины были любезно предоставлены 
проф. М. И. Титовым (Лаборатория синтеза 
пептидов, ВКНЦ АМН СССР). 



анализа их размораживали при 0 ° и центри-
фугировали 15 мин при 1000 g и 0°С. 

Определение концентраций а- и у-эидор-
финов в образцах плазмы крови проводили 
радиоиммунологическим методом. Все образ-
цы анализировали в трех параллельных про-
бах одновременно в одном опыте. Использо-
вали антисыворотки и 1251-пептиды, получен-
ные, как описано ранее [1]. Антисыворотка 
№ 80 (АС № 80) к u-эндорфииу имела чув-
ствительность около 10 пг в пробе. Перекрест-
ная нммунореактивность составляла 2,6 % по 
отношению к р-энДорфину, 14 % по отноше-
нию к 7_эн

лА°РФИ НУ» 14,2 % по отношению к 
дезтнрозил-у-эндорфину п менее 0,02 % к лей-
цин- и метионин-энкефалинам. Антисыворотка 
№ 49 (АС № 49) к у-эидорфииу имела чув-
ствительность около 2 иг в пробе и перекре-
стную нммунореактивность 0,25 % к а-эидор-
фину, 4,4 % к. р-эидорфину, 60 % к дезтиро-
зил-у-эидорфнну и менее 0,02 % к лейцин- и 
м с г и рн и 11 - э н кеф а л и нам. И и куб а ц и о и мая с м ее ь 
объемом 1 мл содержала 0,05 М Na-фосфат-
иый буфер рН 7,5, 0,15 М NaCI, 0 , 2 % бычий 
сывороточный альбумин, 0,02 % азид натрия, 
0,1 мл специфической антисыворотки (в слу-
чае АС № 80 конечное разведение составляло 
1 : 5 0 000, в случае АС ,NL> 4 9 — 1 : 1 0 0 000), 
0,1 мл ,251-пептида (около 20 000 ими/мин) и 
0,2 мл (в случае аиалпза а-эндорфииа) или 
0,25 мл (в случае у-эНдорфииа) анализируе-
мого образца плазмы крови. В пробы, содер-
жащие стандартные количества синтетических 
пептидов, добавляли соответствующие количе-
ства (0,2 мл или 0,25 мл) буфера с ЭДТА и 
2-меркаптоэтанолом. Инкубацию проводили в 
2 этапа: сначала неполную инкубационную 
смесь (без меченых пептидов) инкубировали 
24 ч при 4 °С, затем добавляли 12М-пептиды 
и смесь инкубировали еще 48 ч при 4 °С. 
Комплексы антиген—антитело осаждали до-
бавлением к пробам 0,1 мл нейтральной сыво-
ротки кролика в разведении 1 : 3 0 и 0,1 мл 
ослиной антисыворотки к иммуноглобулинам 
кролика в преципитирующей концентрации. 
Пробы инкубировали 30 мин при 4°С, добав-
ляли в них по 0,6 мл охлажденного 8 % ра-
створа полиэтиленгликоля 6000 и центрифу-
гировали 30 мим при 1000 g и 4 °С, иадоса-
дОчные жидкости отделяли и радиоактивность 
в осадках определяли на программируемом 
счетчике "Gamma 4000" фирмы "Beckman". 
Коэффициент в ар иа бел ь i гости радио и м му поло -
гического определения эндорфинов составлял 
менее 10 %. Полученные результаты анализи-
ровали с использованием t-критерия Стьюден-
та. Корреляционный анализ проводили по про-
грамме мини-ЭВМ "Com рис о гр 140". 

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

Д л я в ы я с н е н и я в о п р о с а о в о з м о ж н о -
с т и н е п о с р е д с т в е н н о г о ( б е з п р е д в а р и -
т е л ь н о й э к с т р а к ц и и ) о п р е д е л е н и я к о н -
ц е н т р а ц и й а - и у - э и д о р ф и н о в в о б р а з -
ц а х п л а з м ы к р о в и с п о м о щ ь ю п о л у -
ч е н н ы х р а н е е а н т и с ы в о р о т о к [ 1 ] б ы л о 
и с с л е д о в а н о в л и я н и е п л а з м ы к р о в и , о б -
р а б о т а н н о й д л я у д а л е н и я п е п т и д о в а к -
т и в и р о в а н н ы м х у г л е м , н а э ф ф е к т и в -
н о с т ь т е с т и р о в а н и я с т а н д а р т н ы х к о л и -

IbgitB. 50 100 200мм 
1—1—Г 

_L I I I I I 
20 50 1002005001000 п.: 

50 100 200мня 

5 10 20 50 100 

Рис. 1. Вытеснение меченых а- (а) и у-эндор 
финов (б) из комплексов со специфическими 
аптисыворотками различными объемами плаз 
мы крови здоровых доноров (пунктирная ли 
ния) и соответствующими синтетическими пен 

тидами (сплошная линия). 
По осям абсцисс: а — А -эндорфииы (в ИГ в пробе) 

б — v-эидорфины (в пг в пробе). 

ч е с т в с и н т е т и ч е с к и х а - и у - э и д о р ф и н о в 
м е т о д о м р а д и о и м м у н о л о г и ч е с к о г о а н а -
л и з а . У с т а н о в л е н о , ч т о п р и с у т с т в и е в 
и н к у б а ц и о н н о й с м е с и д о 4 0 0 м к л о б р а -
б о т а н н о й а к т и в и р о в а н н ы м у г л е м п л а з -
м ы к р о в и з д о р о в ы х д о н о р о в п р а к т и ч е -
с к и н е в л и я е т н а р е з у л ь т а т ы а н а л и з а . 

П р и в ы т е с н е н и и м е ч е н ы х п е п т и д о в 
и з к о м п л е к с о в с о с п е ц и ф и ч е с к и м и а н -
т и т е л а м и р а з л и ч н ы м и к о л и ч е с т в а м и 
п л а з м ы к р о в и з д о р о в ы х д о н о р о в б ы л и 
п о л у ч е н ы : к р и в ы е к о н к у р е н т н о г о в ы т е с -
н е н и я , п р и в е д е н н ы е н а р и с . 1 в л и н е -
а р и з у ю щ и х к о о р д и н а т а х l o g i t В -
l o g С . 

П а р а л л е л ь н о с т ь к о н к у р е н т н ы х п р я -
м ы х , п о л у ч е н н ы х п р и д о б а в л е н и и в 
п р о б ы о б р а з ц о в п л а з м ы и л и с и н т е т и -
ч е с к и х э н д о р ф и н о в , с в и д е т е л ь с т в у е т о 
б л и з к о й р о д с т в е н н о с т и и л и п о л н о й 
и д е н т и ч н о с т и п р и с у т с т в у ю щ и х в п л а з -
м е к р о в и и м м у и о р е а к т и в н ы х с о е д и н е -
н и й и с о о т в е т с т в у ю щ и х с и н т е т и ч е с к и х 
п е п т и д о в . 

П р о в е р е н н а я т а к и м о б р а з о м п р и г о д -
н о с т ь Л С № 8 0 к а - э и д о р ф и н у и Л С 
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Рис. 2. Распределение концентраций а- (а) и 
p-эндорфинов (б) в плазме периферической кро-

ви здоровых доноров (Mzto; п =18). 
По оси абсцисс — концентрация пептидов в плазме 

(в пг/мл). 

№ 49 к у - эндорфину д л я непосредст-
венного о п р е д е л е н и я а - и -у-эндорфи-
нов в о б р а з ц а х п л а з м ы крови позво-
л и л а исследовать с о д е р ж а н и е соответ-
с т в у ю щ и х пептидов в о б р а з ц а х п л а з м ы 
крови з д о р о в ы х доноров . О б р а з ц ы , 
х р а н и в ш и е с я при т е м п е р а т у р е —70 °С, 
а н а л и з и р о в а л и в двух н е з а в и с и м ы х 
о п ы т а х с и н т е р в а л о м в 1 мес, причем 
изменений р е з у л ь т а т о в в з ависимости 
от времени х р а н е н и я практически не 
н а б л ю д а л о с ь . 

Б а з а л ь н ы й уровень э н д о р ф и н о в в 
п л а з м е крови составил ( М ± а ) : 3 9 2 ± 
± 2 4 4 пг/мл д л я а - э н д о р ф и н а и 2 0 , 6 ± 
± 9 , 1 пг /мл д л я у - э н д о р ф и и а . О б р а -
щ а е т на себя в н и м а н и е д о в о л ь н о вы-
с о к а я (особенно у м у ж ч и н ) индивиду-
а л ь н а я в а р и а б е л ь н о с т ь в концентраци-
ях а - и у э н д о р ф и н о в : 170—995 пг /мл 
в случае а - э н д о р ф и н а и 8 ,3—41,5 пг /мл 
д л я у - э н д о р ф и н а (рис. 2 ) . 

При к о р р е л я ц и о н н о м а н а л и з е не об-
н а р у ж е н о з а м е т н о й связи м е ж д у кон-
ц е н т р а ц и я м и (х- и у - эндорфииов в плаз -
ме крови и возрастом доноров ( г а = 

- + 0 , 0 8 и r v = — 0,04) . Н е было выяв-
лено т а к ж е д о с т о в е р н ы х различий в 
к о н ц е н т р а ц и я х а- и ^ - э н д о р ф и н о в у 
мужчин и ж е н щ и н : Са,д = з 3 0 9 ± 
± 6 4 пг /мл , Са.сГ = 4 3 4 ± 2 9 0 пг /мл , t = 
= l , 4 < t s t и C v g = 2 0 , 8 ± 2 , 0 пг /мл, 
С V t d . = 2 0 , 5 ± l l , 0 пг/мл, t = 0 , l < t e t . 

О б н а р у ж е н о , что концентрации а- и 
у - эндорфинов в п л а з м е периферической 

крови тесно с в я з а н ы друг с другом -
к о э ф ф и ц и е н т к о р р е л я ц и и д л я группы 
здоровых доноров составил + 0 , 8 8 ± 
± 0 , 1 2 , Я < 0 , 0 0 1 . Этот ф а к т х о р о ш о со-
гласуется с известным м е х а н и з м о м об-
р а з о в а н и я а- , р- и -у-эндорфинов из 
общего п р е д ш е с т в е н н и к а — проопиоме-
л а н о к о р т и н а [11] и свидетельствует 
о б общи ост и м е х а н и з м о в ре гул я ц и и 
синтеза , секреции и д е г р а д а ц и и этих 
пептидов. 

П о м и м о о п р е д е л е н и я б а з а л ь и ы х 
уровней а- и ^ - э н д о р ф и н о в в п л а з м е 
периферической крови з д о р о в ы х доно-
ров, была с д е л а н а попытка в ы я в и т ь 
изменения в с о д е р ж а н и и а - и у -эндор-
финов в п л а з м е крови психических 
больных с в ы р а ж е н н о й депрессивной 
симптоматикой . При а н а л и з е о б р а з ц о в 
крови 18 больных эндогенными депрес-
сиями не было о б н а р у ж е н о достовер-
ных изменений в к о н ц е н т р а ц и я х а - и 
у - эндорфинов по с р а в н е н и ю с б а з а л ь -
ным уровнем ( С а = 3 7 6 ± 1 2 6 пг/мл,. 
t = 0,25 и C v = 2 3 , 7 ± 8 , 7 пг /мл , t = 1,06)J 
Н е о б н а р у ж е н о и з н а ч и м о й связи меж-
д у с о д е р ж а н и е м а - и ^ - э н д о р ф и н о в в 
п л а з м е периферической крови и тя-
ж е с т ь ю депрессивной с и м п т о м а т и к и , 
оцененной по ш к а л е Г а м и л ь т о н а ( г а = 
= —0,17 и Г 7 = + 0 , 0 2 ) . К о э ф ф и ц и е н т 
к о р р е л я ц и и м е ж д у у р о в н я м и а - э н д о р -
фина и <у-эндорфина в п л а з м е д л я деп-
рессивных больных составил + 0 , 7 1 ± 
± 0 , 1 8 и не о т л и ч а л с я достоверно (t = 
= 0,8) от з н а ч е н и я , полученного д л я 
группы з д о р о в ы х доноров . 

Отсутствие д о с т о в е р н ы х р а з л и ч и й в 
с о д е р ж а н и и а - и ^ - э н д о р ф и н о в в плаз -
ме крови больных эндогенными депрес-
сиями и з д о р о в ы х доноров согласует-
ся с и м е ю щ и м и с я д а н н ы м и об отсут-
ствии изменений у р о в н я (3-эндорфина в 
п л а з м е крови депрессивных больных 
[6, 2, 13], о д н а к о не м о ж е т р а с с м а т р и -
в а т ь с я как окончательное свидетельст-
во отсутствия н а р у ш е н и й м е х а н и з м о в 
р е г у л я ц и и синтеза , секреции и дегра -
д а ц и и э н д о р ф и н о в при депрессиях , по-
с к о л ь к у с о д е р ж а н и е э н д о р ф и н о в в 
п л а з м е периферической крови м о ж е т 
не о т р а ж а т ь л о к а л ь н ы е н а р у ш е н и я ме-
т а б о л и з м а эндорфинов , происходящие , 
н а п р и м е р , в г и п о т а л а м у с е . 
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RAD 10IMMUNOLOGICAL PROCEDURE FOR 
ESTIMATION OF a- AND y-ENDORPH INES 
IN BLOOD PLASMA OF HEALTHY DONORS 
AND OF PATIENTS WITH ENDOGENOUS 

DEPRESSION. 

A. D. Limit riev, \A. V. Tennov\9 M. Ya. Tsut-
sul'kovskaya, B. S. Belyaev, E. A. Kizitn, 

O. F. Dmitrieua 
Institute of Clinical Psychiatry, All-Union Re-
search Centre of Physical Health, Academy of 

Medical Sciences of thie USSR, Moscow 
Radioimmunological procedure enabled to 

estimate a- and y-endorphines in human blood 
plasma without preextraction. Basal level of 
these neuropeptides in peripheric blood plasma 
of 18 healthy donors constituted: C(x== 392=t 
±244 pg/ml and C v = 20.6=h9.1 pg/ml. Con-
tent of these endorphines in blood plasma did 
not depend on age and sex. Concentration of 
a- and Yiendorphines were shown to correlate 
in peripheric blood (r = 0.88); this suggests the 
overall mechanisms for regulation of their 
synthesis, secretion and degradation. At the sa-
me time, distinct differences in concentrations 
of a- and y-endorphines in blood plasma were 
not found in groups of healthy donors and 
of patients with endogenous psychoses and pro-
nounced depressive symptoms. 

УДК 616.631.11-055.5/.7-07:616.61-008.93:577.1 12.8531-074 

JI. Ф. Никифоровская, Л. И. Иванова 

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

Д И А Б Е Т О М 

Институт цитологии и генетики СО АН СССР, Новосибирск 

Известно , что г л а в н ы м э ф ф е к т о м ан-
т и д и у р е т и ч е с к о г о г о р м о н а ( А Д Г ) в 
почке м л е к о п и т а ю щ и х я в л я е т с я увели-
чение р е а б с о р б ц и и осмотически сво-
бодной воды. С у щ е с т в е н н ы м б а р ь е р о м 
д л я д в и ж е н и я в о д ы и р е ц и р к у л я ц и и 
э л е к т р о л и т о в м е ж д у с т р у к т у р а м и моз-
гового в е щ е с т в а почки могут быть ба-
з а л ь н а я м е м б р а н а и и н т е р с т и ц и а л ь н а я 
т к а н ь , б о г а т а я м у к о и д н ы м и в е щ е с т в а -
ми. С о г л а с н о гипотезе А. Г. Гииецин-
ского, одним из б и о х и м и ч е с к и х суб-
с т р а т о в д е й с т в и я А Д Г в почке млеко-
п и т а ю щ и х я в л я е т с я система г и а л у р о -
н и д а з а — г и а л у р о н о в а я к и с л о т а [ 3 ] . 
Н а л и ч и е г л и к о з а м и н о г л и к а н о в ( Г А Г ) и 
г и а л у р о н и д а з ы в т к а н и почки б ы л о по-
к а з а н о к а к гистохимическими , т а к и 
биохимическими м е т о д а м и [1, 6, 10, 16, 
18, 31 ] . П о я в и л с я р я д д а н н ы х , подтвер-

ж д а ю щ и х участие Г А Г и г и а л у р о н и д а -
з ы в п р о ц е с с а х т р а н с п о р т а в о д ы в поч-
ке, р е г у л и р у е м о г о А Д Г [5, 21, 22, 24, 
33 ] . В с в я з и с этим п р е д с т а в л я л о с ь 
и н т е р е с н ы м изучить а к т и в н о с т ь лизосо-
м а л ь н ы х ф е р м е н т о в , у ч а с т в у ю щ и х в 
к а т а б о л и з м е Г А Г у к р ы с с наследст -
венным д е ф е к т о м синтеза А Д Г , по-
с к о л ь к у из п р е д ы д у щ и х н а ш и х иссле-
д о в а н и й с т а л о о ч е в и д н ы м , что состоя-
ние с у б с т р а т а и а к т и в н о с т ь ф е р м е н т о в 
в мозговом в е щ е с т в е почки млекопи-
т а ю щ и х з а м е т н о и з м е н я ю т с я в з а в и с и -
мости от ф у н к ц и о н а л ь н о г о с о с т о я н и я 
к о н ц е н т р и р у ю щ е г о м е х а н и з м а [11, 12]. 
В н а с т о я щ е й р а б о т е о п р е д е л я л и содер-
ж а н и е ГАГ и а к т и в н о с т ь г и а л у р о н и д а -
зы, (3-глюкуроиидазы и Ы-ацетил-р-О-
г е к с о з а м и и и д а з ы в к о р к о в о м , н а р у ж -
ном и в н у т р е н н е м м о з г о в ы х с л о я х поч-
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ки крыс Браттлборо , характеризую-
щихся полным отсутствием А Д Г (у го-
мозигот) или частичным (у гетерози-
гот) снижением синтеза А Д Г . 

М е т о д и к а . 

Крысы Браттлборо с наследственным гм-
поталамическим несахарным диабетом были 
любезно предоставлены Институтом физиоло-
гии Чехословацкой академии наук и разведе-
ны из этого стока в виварии ИЦиГ СО АН 
СССР. В опыт брали взрослых гетерозигот и 
гомозигот обоего пола. Для изучения фермен-
тативной активности животных разделяли на 
две группы. Одну группу содержали в обыч-
ном водно-солевом режиме, другой вводили 
в и утр и бр ю ш и и но питуитрин П дважды по 
500 мкЕ на 100 г массы с интервалом 30 мин. 
Спустя 40 мин после повторного введения пи-
туитрина крыс декапитировали. Почки отмы-
вали от крови охлажденным физиологическим 
раствором через катетер, введенный в брюш-
ную аорту, и разделяли на корковую зону и 
мозговое вещество, из которого иссекали со-
сочек. Для одного анализа материал объеди-
нили от 2—3 животных. Экстракты получали, 
как описано в литературе [18], диализовали 
их в течение ночи при 4°С против соответст-
вующих буферов: 0,1 М ацетатный буфер, 
рН 3,8 — для определения суммарной актив-
ности гликаногидролаз и активности гиалуро-
нидазы; 0,1 М ацетатный буфер, рН 4,85 — 
для p-глюкуронидазы и 0,05 М натрийцитрат-
нофосфатный буфер, рН 4,85 — для N-аце-
тил - Р -D -гексоза м и иидазы. П ри ои редел еиии 
суммарной активности гликаногидролаз и ак-
тивности гиалуроиидазы в качестве субстрата 
использовали натриевую соль гиалуроновой 
кислоты, полученную из . пупочных канатиков 
новорожденных [7] с последующей феноль-
ной дспротеинизацией. Препарат содержал 
около 3 % белка, 45 % N-ацетилглюкозамина 
и 42 % уроновой кислоты. Активность гиалу-
роиидазы выявляли в присутствии ингибито-
ра p-глюкуронидазы — слизевой кислоты в 
концентрации 2-10" 3 М [2]. Суммарную гли-
каногидролазную активность и активность ги-
алуроиидазы определяли в условиях 4-часово-
го гидролиза при 37 °С по конечному продук-
ту Ы-ацетйл-О-глюкозамину и выражали в 
микрограммах аминисахара на 1 мг белка в 
пробе. Ы-ацетил-О-глюкозамии определяли, 
как описано в литературе [32]. В качестве 
субстрата для определения активности р-глю-
куронидазы [25] использовали п-нитрофенил-
P-D-глюкуронид, синтезированный в Институ-
те химической кинетики и горения СО АН 
СССР по методу Боуриига и др. [19]. Данные 
0 температуре плавления, удельном вращении 
и проценте основного вещества синтезирован-
ного препарата были близки к теоретическим. 
Инкубацию проб проводили при 37 °С в тече-
ние 2 ч. Активность p-глюкуронидазы выра-
жали в микромолях п-нитрофенола, отщеп-
ленного от субстрата за 1 ч на 1 мг белка в 
м и лл ил иf р а х. Активность N - а цетил - Р - D - гексоза -
минидазы определяли с п-нитрофенил-р, 2-
ацетоамидо - 2-дезокси - D-глюкопиранозида 
(«Ссрва» ФРГ) по методу Вейсмана [37] в 
условиях 15-мииутиого гидролиза и выражали 
в микромолях п-нитрофеиола на 1 мг белка в 
1 мл за 1 ч. Для определения активности гли-

козидаз в экстракте почечной ткани были подо-
браны оптимальные условий анализа (оптимум 
рН, природа буфера, время инкубации, влия-
ние иа скорость реакции концентрации субст-
рата и экстракта). Удаление из экстракта 
низкомолекулярных примесей путем диализа 
с о п р о в ож да л ось от и ос и те л ь и ы м у в с л ич е и и е м 
активности ферментов и не вызывало се сни-
жения при хранении экстрактов в течение по-
следующих дней на холоде. Белок в экстрак-
те определяли методом Лоури [29]. В качест-
ве стандарта использовали бычий сывороточ-
ный альбумин (Австрия). 

Для изучения ГАГ в почечной ткани ис-
пользовали интактных грызунов. Выделение и 
анализ ГАГ проводили по описанной ранее 
методике [9] с применением протеолитическо-
го фермента папаина [34], модифицированной 
карбазолыюй реакции Дише [17]. Количество 
ГАГ рассчитывали в миллиграммах иа 1 г 
сухой обезжиренной ткани. 

У всех животных регистрировали показа-
тели потребления воды, концентрацию осмоти-
чески активных веществ в моче и плазме ме-
тодом криоскопии [4]. Об интенсивности ос-
мотического концентрирования судили по ин-
дексу осмотического концентрирования, т. е. 
отношению концентраций осмотически актив-
ных веществ в моче и плазме крови (U/P)osm. 

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

Известно, что гомозиготным к р ы с а м 
Браттлборо , полностью л и ш е 11 н ы м 
А Д Г , свойственна полидипсия и поли-
урия, к р а й н я я гипотоничность мочи 
[36] . Исследованные нами гомозиготы 
выпивали за 1 сут от 40 до 80 мл на 
100 г массы, гетерозиготы — от 1,5 до 
12 % от массы тела . Осмолярность мо-
чи была резко снижена у гомозигот по 
сравнению с гетерозиготами (рис. 1). 
Концентрация осмотически активных 
веществ плазмы крови гетерозигот 
практически не отличалась от концен-
трации их у белых крыс и с о с т а в л я л а 
соответственно 3 0 5 ± 1,2 и 3 0 3 ± 2 , 0 
мосмоль/л . Осмолярность плазмы кро-

/ ^ J / 2 

Рис. 1. Осмолярность мочи у крыс Браттлборо 
в к о н т р о л е и п о с л е в в е д е н и я п и т у и т р и н а П . 

а — гомозиготы, б — гетерозиготы. / — контроль; 
2 — однократное введение гормона; 3 — двукратное 

введение гормона. 
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Рис. 2. Распределение гликаногидролаз и гли-
кбзамиибгликаиов по зонам почки крыс Браттл-

боро. 
/ — гетерозиготы (ML); I / — гомозиготы (DI) . / — 
о б щ а я активность; 2 — гиалуронидаза . По оси орди-
нат: а — гликаногидролаза (в мкг N-ацетилгексозами-
на на I мг белка ) ; б — ГАГ (в мг/г сухой ткани) . 
.1 — кора; Б — наружный мозговой слой; В — со-

сочек. 

в и у крыс с несахарным диабетом не-
сколько выше (в среднем 315 
мосмоль /л ) , что о т р а ж а е т наличие де-
гидратации у пораженных животных. 
Индекс осмотического концентрирова-
ния ( U / P ) o s m у гомозигот был низким 
и составлял в среднем 0,57. В то ж е 
время гетерозиготы о б л а д а л и доста-
точно высокой концентрирующей спо-
собностью, сопоставимой с концентри-
рующей способностью почки белых 
крыс. 

Ответная реакция на питуитрин П 
по физиологическим п а р а м е т р а м отме-
чена у всех грызунов. Р е а б с о р б ц и я 
осмотически свободной воды в услови-
ях действия А Д Г н а р а с т а л а , и осмоти-
ческая концентрация мочи на высоте 
антидиуреза резко увеличивалась (см. 
рис. 1). Ондако при этом абсолютная 
величина концентрации осмотически 
активных веществ в моче у гомозигот 
была значительно меньше, чем у гете-
розигот к а к при однократном, так и 
при двухкратном введении гормона. 
С о д е р ж а н и е осмотически активных ве-
ществ в плазме крови после введения 

питуитрина у гетерозигот существенно 
не изменялось, а у гомозигот как бы 
выравнивалось . Индекс ( U / P ) o s m по-
высился у гомозигот с 0,57 до 2,6, у 
гетерозигот с 2,0 до 5,0. 

Таким образом, д л я гомозигот ха -
рактерна сниженная реакция на введе-
ние экзогенного А Д Г . Полученные на-
ми и Литературные данные полностью 
совпадают [23, 27] . 

И з у ч е ни е распределения гл ик а иоги-
д р о л а з и ГАГ по зонам почки к р ы с 
Б р а т т л б о р о выявило ту ж е з а к о н о м е р -
ность, что и у белых крыс: р а з л и ч н ы е 
в ф у н к ц и о и а л ь н о м отношении з о н ы 
почки (кора, н а р у ж н ы й мозговой слой 
и сосочек) отличаются по активности 
исследованных ферментов и свойствам 
ГАГ [8] . Н а и б о л е е в ы с о к а я с у м м а р н а я 
ф е р м ента т и в иая ак т ивность гл и к аио ги-
д р о л а з определена в экстракте зоны 
сосочка. В коре и особенно в н а р у ж -
ном мозговом слое активность фермен-
тов была значительно меньше (рис. 2 ) . 
С р а в н и в а я суммарную активность со-
сочка почки гетеро-, гомозигот и белых 
крыс, следует указать на более высо-
кий уровень гликаногидролаз зоны со-
сочка гетерозигот. С у м м а р н а я актив-
ность гликаногидролаз сосочка гомо-
зигот, хотя и отличалась достоверно от 
активности сосочка гетерозигот, была 
сравнительно высокой и сопоставимой 
с активностью сосочка почки белых 
крыс. Когда действие экзогликозидаз 
на субстрат было з а б л о к и р о в а н о сли-
зевой кислотой, оказалось , что боль-
ш а я доля суммарной активности при-
ходится на экзогликозидазы (70— 
75 % ) и лишь 25 30 % от общей актив-
ности были обусловлены гиалуроиида-
зой. Активность г и а л у р о н и д а з ы зоны 
сосочка у гомозигот и белых крыс до-
стоверно не различалась , в то ж е вре-
мя у гетерозигот активность этого фер-
мента была достоверно выше, чем у 
гомозигот. При раздельном определе-
нии экзогидролаз установлено (см. 
т а б л и ц у ) , что в зоне сосочка почки 
максимальной была активность N-аце-
тил-р-О-гексозаминидазы, причем у 
гетерозигот она значительно выше, чем 
у гомозигот (64,84=1,6 и 4 3 , 6 ± 3 , 7 
мкмоль гидролизоваиного субстрата на 
1 мг белка соответственно) . Актив-
ность (З-глюкуроиидазы практически не 
р а з л и ч а л а с ь у гомо- и гетерозиготных 
крыс. 

Гликозаминогликаны — субстрат д л я 
гидролитического действия фермен-
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Активность гликаногидролаз сосочка почки гомозигот (DI) и гетерозигот (DZ) крыс Браттлборо 
в контроле и после введения питуитрина П 

Условия опыта 

Общая активность 
гликаногидролаз Гиалуронидаза Р-Глюкуронидаза 

N-ацетил гексозами-
иидаза 

Условия опыта 

мкг N-ацетилглкжоэамииа на 1 мг белка мкМ n-нитрофенола на 1 мг белка 

Контроль (3) 6 5 , 1 ± 2 , 4 Х Х 16,4=1=0,1хх 16,0=1=1,1 43,6=1=3,7ХХ 

DI : 
питуитрин 11 (3) 
контроль (5) 

11Z: 
п и т у и т р и н 11 (6) 

8 0 , 8 ± 2 , 3 Х > У У 
87,4=1=2,2 

101,2=1=3,1У 

21,3=1=2,5х ,уу 
23,1=1=1,3 

3 0 , 4 ± 1 , 8 У У 

19,6=1=0,ЗУ 
19,6=1=0,3 

2 0 , 8 ± 1 , 0 У 

55,2=1=4,1У 
64,8=1=1,6 

74,0=1=4,8У 

П р и м е ч а и и е. В скобках указано количество экспериментов, в каждом из которых объеди-
нен материал от 3 животных. Различия ферментативной активности между гомо- и гетерозиготами: 
х — р<(),()1, хх — /?<0,0()1; различия с контролем в каждой группе животных: у — р < 0 , 0 5 , уу — 
/?<0,01. 

тов — по зонам почки крыс Б р а т т л б о -
ро распределены т а к ж е неравномерно 
(см. рис. 2 ) . М а к с и м а л ь н о е содержа-
ние ГАГ х а р а к т е р н о д л я зоны сосочка 
к а к гетеро-, так и гомозигот, по на-
правлению к корковому слою концен-
т р а ц и я этих соединений резко падает . 
Вместе с тем у диабетических крыс со-
д е р ж а н и е ГАГ в ткани почки было 
минимальным по сравнению с гетеро-
з иг от ами и белыми крысами. Количе-
ство ГАГ в сосочке почки гомозигот 
с о с т а в л я л о всего лишь 3,0—3,5 мг на 
1 г сухой обезжиренной ткани, это при-
мерно в 2,5—3,5 раза ниже по сравне-
нию с количеством ГАГ в этой ж е зоне 
у гетерозигот и белых крыс. У гетеро-
зигот, у которых лишь частично нару-
шена способность продуцировать вазо-
прессин и сохранена р а з в и т а я концен-
т р и р у ю щ а я функция, с о д е р ж а н и е ГАГ 
в зоне сосочка было снижено только 
на 20 % по сравнению с белыми кры-
сами. Полученные результаты подтвер-
ж д а ю т гистохимические д а н н ы е [15, 30, 
35] , согласно которым в интерстиции 
сосочка у гомозигот практически пол-
ностью редуцирована окраска ГАГ; 
они в ы я в л я ю т с я лишь преимуществен-
но на апикальной поверхности эпите-
л и я собирательных трубок. 

Таким образом, у гомозигот, лишен-
ных эндогенного вазопрессина и неспо-
собных вследствие этого концентриро-
вать мочу, в сосочке почки — в зоне, 
где реализуется основное действие 
А Д Г , снижено содержание ГАГ. 

Введение крысам Б р а т т л б о р о питуи-
трина П приводит к активации глика-
ногидролаз во всех зонах почки к а к у 
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гетеро-, так и у гомозигот, причем в 
сосочке почки стимулирующее влияние 
питуитрина было несравненно выше, 
чем в других функциональных зонах . 
Под влиянием экзогенного гормона на 
максимуме антидиуреза достоверно 
увеличивалась с у м м а р н а я фермента-
тивная активность, и это увеличение 
было за счет активации всех 3 иссле-
дованных ферментов (см. т а б л и ц у ) . 
Хотя уровень общей ферментативной 
активности в сосочке почки у диабети-
ческих крыс о с т а в а л с я ниже, чем у ге-
терозигот, процент его увеличения был 
приблизительно тем же . 

Таким образом, сравнительное био-
химическое исследование состояния 
фермент-субстратной системы в ткани 
почки гомо- и гетерозиготных крыс 
Б р а т т л б о р о позволило выявить сущест-
венные различия . У гомозигот, страда -
ющих гипоталамическим вазопрессин-
зависимым несахарным диабетом, сни-
жена к о н ц е н т р и р у ю щ а я функция поч-
ки, в интерстиции сосочка содержится 
мало ГАГ, но сохраняется достаточно 
высокая активность гликаногидролаз . 
Введение животным питуитрина П 
приводит к развитию антидиуреза и 
и увел ичению активности фер ментов 
к а т а б о л и з м а ГАГ как у гетеро-, так 
и у гомозигот. Низкое с о д е р ж а н и е ГАГ 
в мозговом веществе почки у диабети-
ческих крыс объяснить пока трудно; 
можно предполагать как снижение их 
биосинтеза , так и усиление катаболиз -
ма. Снижение концентрации АГ, веро-
ятно, не является прямым следствием 
ограничения синтеза ГАГ из-за отсут-
ствия антидиуретической активности, 



так как по гистохимическим данным 
длител ьное в веде н ие диабетическим 
крысам препарата АД Г (а д и у р е т и н 
СД, Spofa , Ч С С Р , 20 мкг на 100 г 
массы, 6 сут) не совпровождалось су-
щественным нарастанием ГАГ сосочка 
почки [26] . С другой стороны, хрони-
ческая г и п е р г и д р а т а ц и я бе л ы х к р ы с 
приводила на 6-й день к снижению ко-
личества ГАГ структур во всем сосоч-
ке почки и с о п р о в о ж д а л а с ь реакцией 
всей эндокринной системы [13, 14]. 
И м е я это в виду, можно предполо-
жить, что отсутствие ГАГ в структурах 
иитерстиция сосочка почки у гомозигот 
о б у с л о в л е и о с л о ж н ы м и г о р м о н а л ы i ы м и 
взаимодействиями, поскольку у этих 
ж и в о т н ы х страдает вся эндокринная 
система, в том числе и кортикоидная 
функция надпочечников, и м е ю щ а я от-
ношение к регуляции синтеза ГАГ [ 20, 
28] . Кроме того, снижение с о д е р ж а н и я 
ГАГ может быть обусловлено гидроли-
зом их с последующим вымыванием 
продуктов гидролиза из иитерстиция, 
поскольку ферментативная активность 
у диабетических крыс не подавлена . 
Базалы-гая активность ферментов ката-
болизма АГ не зависит от уровня А Д Г 
в крови, в то ж е время их активация , 
вероятно, находится под непосредст-
венным контролем этого гормона. Ве-
дение физиологических доз А Д Г сопро-
в о ж д а е т с я одинаковым приростом 
уровня ферментативной активности со-
сочка почки как у гетеро-, так и у го-
мозиготных крыс Браттлборо , следо-
вательно, у диабетических животных 
не страдает механизм активации гли-
каногидролаз . 

Таким образом, полученные нами 
данные на гомозиготных крысах Брат-
тлборо, лишенных эндогенного А Д Г , 
да ют возможность отчетливо проде-
монстрировать непосредственную связь 
антидиуретического эффекта , вызван-
ного экзогенным гормоном, с активаци-
ей ферментной системы к а т а б о л и з м а 
ГАГ. Этот факт независимо от интер-
претации д а н н ы х о резком снижении 
ГАГ у диабетических крыс позволяет 
предполагать , что гликаногидролазы , 
активность которых контролируется 
АДГ, играют существенную роль в ме-
ханизме его действия иа почку млеко-
питающих. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Баев А. А. / / Д о к л . АН СССР. -1967. — 
Т. 12.— С. 720—722. 

2. Виха И. В., 11 риваленко М. Н., Хорлшг 
А. Я. / / В о п р . мед. химии, 1973, № I. — 
С. 90—96. 

3. Гинецинский А. Г. Физиологические ме-
ханизмы водно-солевого равновесия. 
М. — Л., 1964. 

4—5. Гинецинский А. Г., Иванова Л. И, If 
Докл. АН СССР. — 1958.— Т. 119, № 5. -
С. 1043—1045. 

6. Иванова J1. /У., Виноградов В. В. / / А р х _ 
анат. — 1962. — № П. —С. 18—23. 

7. Костенко С. С. / / Вопр. мед. химии. 
1953, № 1. —С. 114—116. 

8. Никифоровская Л. Ф. / / Физиология и па-
тология соединительной ткани. — Новое и 
6и рек, 1980.— С. 194—195. 

9. Никифоровская Л. Ф.// Вопр. мед. хи-
мии.— 1971. — № 3. — С. 282—285. 

10. Никифоровская Л. Ф., Виноградов В. В.,. 
Розин В. Г., Батенко Л. И.// Докл. АН 
СССР. — 1971. — Т . 200, № 4. — С. 986— 
989. 

11. Никифоровская Л. Ф., Иванова Л. Н. / / 
Вопр. мед. химии. — 1981. — № 1. — С. 58— 
62. 

12. Никифоровская Л. Ф., Мартынец Л. Д., Ко-
нонова А. Л. II Изв. Сибир. отд. АН 
СССР. — 1975. — Вып. 2, № 10. — С. 1 12--
117. 

13. Тернер А. / / Физиология и патология 
соединительной ткани. — Новосибирск,. 
1980.— С. 202. 

14. Тернер А. Батенко Л. И. Всесоюзная 
коиф. по физиологии почек и водно-соле-
вого обмена, 6-я: Материалы. — Новоси-
бирск, 1981. —С. 263. 

15. Тищенко Я. И.// Там же. — С. 269. 
16. Allalouf D., Ber A.. Sharon N. / / Biochim. 

biophys. Acta.— 1964. — Vol. 83.—P. 278— 
287. 

17 Bitter Т., Muir H. M. / / Analyt. Biochem.— 
1962 — Vol. 4,— P. 330—334. 

18. Bollet A. J., Bonner W. M., Nance L. / f 
J. b id . Chem. — 1963. — Vol. 238. -
p 3522 3527 

19. Bowering W. D. S.t Timell Т. E.//3. Amor, 
chem. Soc .—I960. —Vol. 82. — P. 2827— 
2830. 

20 Calcagno M.. Gоцепа П., Ambramhide E.,. 
de Urse C. A.// Exp. Cell R,es. — 1970. -
Vol. 63. — P . 131 — 137. 

21. Castor P. AT., Tfreen J. A.// J. clin. In-
ves t . - 1968. - Vol. 47. - P. 2125—2132. 

22. Dicker S. E., Franclin C. S. / / J. Physiol. 
(Lond.) .— 1966. — Vol. 186. — P. 110-118 . 

23. Edwards B. R. / / A n n . N. Y. Acad. Sci. -
1982 —Vol. 3 9 4 . ™ P . 414—423. 

24 Farber S. J., Van Praag D.// Biochim. 
biophys. Acta. — 1970. — Vol. 208. -
P, 219—226. 

25 Fishman W. Я,. Koto K., Anstiss C. L. 
et al. / / C l i n . chim. Acta.—1967. — Vol.. 
15. — P. 435—447. 

26. fvanova L. N., Goryunova Т. E., Nikiforov-
skaya L. F., Tischechenko, N. / . / / A n n . 
N. Y. Acad. Sci. —1982. — Vol. 394. 
P. 503—508. 

27. Kinter L. B.// Ibid. — P . 448—463. 
28. Koslowska К. Ц Digestion. — 1973. — Vol. 

9. — P. 241—247. 
29 Lowrt) О. H., Rosebrough N. J., Farr A. L., 

Randall R. J. / / J . biol. Chem. — 1951. -
Vol. 193, — P. 265—275. 

30 McAuliffe W. G.// Amer. J. Anal. — 
1980. — Vol. 157. — P. 17—26. 

9 S 



31. Murata К.// Connect. Tissue Res.— 1976. — 
Vol. 4.— P. 131 — 140. 

32. Ressig J. L., Stromitiger J. L.t Leboir 
L. F.// J. biol. Chem. — 1955. — Vol. 217.— 
P. 959—966. 

33. Rowen D., Law R. 0 . / / Pfliigers Arch. -
1981. —Bd 390.— P. 152—155. 

34. Schiller S., Slover G., Dorfman A.// J. biol. 
Chem. — 1961. — Vol. 236. — P. 983— 
987. 

35. Tisher С. C.t Bulger R. E., Valtin H./J 
Amer. J. Physiol. — 1971. —Vol. 220. — 
p. 87—94. 

36. Valtin H,, Schroeder H. A., Benirschke K., 
So no I II. W. / / Nature. — 1962.—Vol. 196. — 
P. 1 109—11 10. 

37. Weissinan В., Rowin G., Marchall J. et al. / / 
Biochemistry (Wash.). — 1967. — Vol. 6. — 
P. 207—214, 

Поступила 13.11.85 

GLYCOSAM1NOGLYCANS AND GLYCANOHYDROLASjES IN KIDNEY OF RATS WITH 
HEREDITARY DIABETES INSIPIDUS 

L. F. Nikiforovskaya, L. IV. Ivanova 

Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch of the 
USSR, Novosibirsk 

Academy of Sciences of the 

Distribution of glycanohydrolases activity 
{hyallir6rridase, (^-glucuronidase, N-acetyl-
p-D-hexosaminidase) and glycosaminogly-
cans in different renal zones (papilla, 
external medulla, cortex) of homo- and 
heterozygous Brattlcboro rats with hereditary 
defect of antidiuretic hormone synthesis was 
studied. Content of the glycosaminoglycans in 
kidney preparations of hornozygoties was shown 
to be minimal as compared with other rodents; 

at the same time, the activity of glycanohydro-
lases in the papilla of diabetic rats was com-
paratively high. Administration of the anti-
diuretic hormone at physiological doses was 
followed by the same increase in the enzymatic 
activity in renal papilla of homo- and hetero-
zygotes, while certain correlation betwieen the 
urine osmolality and the degree of the enzymes 
activation was observed. 
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В н а с т о я щ е е в р е м я н е д о с т а т о ч н о 
и з у ч е н а р о л ь м и к р о с о м а л ь н о г о м е т а б о -
л и з м а в п р о я в л е н и и т о к с и ч е с к о г о э ф -
ф е к т а а к р и л а т о в ( А к ) . Т а к , у с т а н о в л е -
но л и ш ь , что э т и п р о м ы ш л е н н ы е м о н о -
м е р ы , не и з м е н я я о б щ е г о с о д е р ж а н и я 
ц и т о х р о м а Р - 4 5 0 — к л ю ч е в о г о ф е р м е н -
т а с и с т е м ы м и к р о с о м а л ь н ы х м о н о о к с и -
г е н а з ( С М М ) , и г р а ю щ е г о в а ж н у ю р о л ь 
в о б е з в р е ж и в а ю щ е й ф у н к ц и и о р г а н и з -
ма ж и в о т н ы х , и н г и б и р у ю т о к и с л е и и е 
р я д а с о е д и н е н и й , п р о и с х о д я щ е е п р и 
у ч а с т и и э т о г о ф е р м е н т а [2, 5 ] . В т о ж е 
в р е м я не в ы я с н е н о в л и я н и е А к на со-
д е р ж а н и е ц и т о х р о м о в Р-450, , и Р - 4 5 0 с , 
я в л я ю щ и х с я о с н о в н ы м и п о д ф р а к ц и я м и 
ц и т о х р о м а Р - 4 5 0 м и к р о с о м п е ч е н и 
к р ы с и о п р е д е л я ю щ и м и т о к с и ч и ос т ь 
б о л ь ш и н с т в а к с е н о б и о т и к о в [17 , 18] . 
Т е р м и н ц и т о х р о м Р - 4 5 0 м ы п р и м е н я е м 
д л я о б о з н а ч е н и я в с е х и з о ф о р м м и к р о -
с о м а л ь н о г о г е м о л р о т е и д а . Р - 4 5 0 в -
б о л ь ш о й г е м о п р о т е и н , и н д у ц и р у е м ы й 

ф е н о б а р б и т а л о м , Р - 4 5 0 с — о с н о в н о й 
г е м о п р о т е и н , и н д у ц и р у е м ы й З - м е т и л г 
х о л а н т р е н о м [ 1 7 ] . Ц е л ь ю д а н н о й р а -
б о т ы я в и л о с ь и з у ч е н и е в л и я н и я А к на 
с о д е р ж а н и е и и з о ф о р м н ы й с о с т а в ци-
т о х р о м а Р - 4 5 0 . 

М е т о д и к а 

Работа выполнена на белых беспородных 
крысах-самцах массой 150—200 г. Акриламид 
(АА), метилметйкрилат (ММА), бутилметак-
рилат (ВМА) вводили I раз в день иа про-
тяжении 3 дней внутрибрюшинно в дозах 0,4; 
6,0 и 9,0 ммоль/кг соответственно. Животных 
умерщвляли через 24 ч после последнего вве-
дения ксенобиотиков. Микросомы печени крыс 

• получали методом дифференциального цент-
рифугирования. ГГодфракции цитохрома Р-
450 -Р-450,, и Р-450о согласно классификации 
[17] выделяли из микросом печени крыс, ин-

дуцированных фенобарбиталом (ФВ) или ме-
тилхолантреном (МХ) в течение 4 дней [6, 7]. 
Микросомы обрабатывали холатом натрия, 
белок солюбилизата высаливали полиэтилеи-
гликолем-6000. Осадки фракций, осал<даемых 



при концентрации полиэтиленгликоля 8—11 и 
11—14%, хроматографировали на 1,8-диами-
нооктилсефарозе 4В. Использовали электро-
форетически гомогенные препараты цитохро-
мов Р-450„ и Р-450с с удельной активностью 
12 и 17 нмоль на 1 мг белка соответственно. 

Антитела против цитохромов Р-450,, и Р-
450с получали иммунизацией взрослых беспо-
родных кроликов путем внутрикожного вве-
дения очищенных цитохромов Р-450» и Р-450с 
[8]. Сыворотку крови животных брали через 
10 дней после разрешающего внутривенного 
введения антигена. Фракцию иммуноглобули-
на получали из сыворотки фракционировани-
ем сульфатом аммония. Белок определяли ме-
тодом Лоури [10J. Общее содержание цито-
хрома Р-450 — по СО-пику в дифференциаль-
ном спектре восстановленного гемопротеида 
[13]. Спектрофотометрические измерения про-
водили иа двухволиовых спектрофотометрах 
"Hitachi 556" и "Hitachi 557". Наличие Р-450в 
и Р-450с подфракций цитохрома Р-450 в мик-
росомах печени крыс, отравленных акрилата-
ми, определяли но методу Оухтерлони [15]. 

Для количественного определения этих 
подфракций цитохрома Р-450 в иативных мик-
росомных мембранах использовали метод ра-
кетного иммунофореза, как описано ранее 
[16]. Очищенные цитохромы Р-450,, и Р-450с 
и солюбилизироваиные микросомные мембраны 
подвергали иммунофорезу в 1 % агарозиом 
геле, содержащем антитела против цитохромов 
Р-450,, (10 мг на 1 мл агарозы), Р-450с (2 мг 
на 1 мл агарозы). Пики преципитации окра-
шивали при помощи Кумасси. 

Электрофорез белков микросом проводили 
в градиенте концентрации ПААГ (5—15%) по 
методу, приведенному ранее [9], адаптирован-
ному для работы в пластинках геля. К сус-
пензии микросом (20 мг/мл по белку) добав-
ляли 4 объема буфера [9] (додецилсульфа-
та — 2 % ; р-меркаптоэтанола — 5 % ; глице-
рина 10%; 0,125 М трис-HCl, рН 6,8), 
после чего инкубировали 2 мин при 100°С. 
На дорожку наносили 100 мкг белка микро-
сом, производя их электрофоретическое раз-
деление в режиме постоянного тока 50 мА. 
Молекулярную массу белков определяли, ис-
пользуя в качестве стандарта набор белков 
фирмы "Pharmacia Fine Chemicals" а-лакто-

альбумин (14 400 Д ) , ингибитор трипсина 
(20 700 Д ) , карбоангидразу (29 000 Д ) , оваль-
бумии (43 000 Д ) , бычий сывороточный аль-
бумин (67 000 Д) и фосфорилазу В (94 000 Д) . 
Гели окрашивали Кумасси бриллиантовым 
голубым R-250. Денситометрирование проводи-
ли на приборе "Quech-Scan" фирмы "Helena 
Frans", снабженном интегратором. Площади 
полученных пиков определяли в процентах к 
общей площади денситограммы, благодаря че-
му исключалась необходимость учета количе-
ства образца, нанесенного на полосу. 

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

В и н к у б а ц и о н н о й с р е д е , с о д е р ж а щ е й 
м и к р о с о м ы ( к о н т р о л ь н а я с е р и я ) и л и 
м и к р о с о м ы и о д и н и з А к ( А А , М М А 
и л и Б М А ) н е о т м е ч а л о с ь и н а к т и в а ц и и 
ц и т о х р о м а Р - 4 5 0 ( т а б л . 1) . И н а к т и в а -
ц и я п о я в л я л а с ь п р и д о б а в л е н и и к м и-
к р о с о м а м Н А Д О • Н - г е н е р и р у ю щ е й сис -
т е м ы и б ы л а з н а ч и т е л ь н о б о л ь ш е й че-
р е з 5 — 1 5 м и н и н к у б а ц и и по с р а в н е н и ю 
с к о н т р о л ь н о й с е р и е й , н о г о р а з д о м е н ь -
ш е й по с р а в н е н и ю с о п ы т а м и , г д е ин-
к у б а ц и о н н а я с м е с ь с о д е р ж а л а м и к р о -
с о м ы , Н А Д Ф • Н - г е н е р и р у ю щ у ю с и с т е -
м у и о д и н и з А к . П р и ч е м у с и л е н и е 
и н а к т и в а ц и и о б н а р у ж и в а л о с ь р а н ь ш е 
п р и в н е с е н и и А А ( с м . т а б л . 1) . Н а л и -
ч и е р е з к о й и н а к т и в а ц и и ц и т о х р о м а 
Р - 4 5 0 п о д в л и я н и е м А к т о л ь к о в п р и -
с у т с т в и и Н А Д Ф - И у к а з ы в а е т н а с в я з ь 
э т о г о э ф ф е к т а с м и к р о с о м а л ь н ы м м е -
т а б о л и з м о м и з у ч а е м ы х п р о м ы ш л е н н ы х 
м о н о м е р о в . А н а л о г и ч н ы е д а н н ы е б ы л и 
п о л у ч е н ы р а н е е д л я А А [ 1 4 ] . П р и в е -
д е н н ы е р е з у л ь т а т ы , т а к и м о б р а з о м , по-
к а з ы в а ю т , ч т о м е т а б о л и т ы и з у ч а е м ы х 
А к я в л я ю т с я б о л е е т о к с и ч н ы м и , ч е м 
и с х о д н ы е м о л е к у л ы . 

Т а б л и ц а 1 

Влияние АА, ММА и ЬМА на аутоинактивацию цитохрома Р-450 микросом печени крыс. 

Серия 

П р о ц е н т и н а к т и в а ц и и к п е р в о н а ч а л ь н о м у с о д е р ж а н и ю ц и т о х р о м а Р - 4 5 0 
(в н а н о м о л я х на 1 м г б е л к а за о п р е д е л е н н о е в р е м я и н к у б а ц и и ) 

Серия 

0 мин 5 мин | 1 0 мин 15 мни 2 0 мин 30 мин 

МК 0/2,0 0/2,0 0/2,0 0/2,0 0/2,0 0/2,0 
м к + одии из Ак (АА, БМА 

или ММА) 0/2,0 0/2,0 0/2,0 0/2,0 0/2,0 0/2,0 
MK + НАДФ-Н 0/2,1 0/2,1 5,0*/2,1 9,0*/2,1 25*/2,1 30*/2,1 
м к н - А А + НАДФ-Н 0/2,2 18*0/2,2 — 41*°/2,2 — 41*/2,2 
МК + ММА + НАДФ-Н 0/2,0 — 35*°/2,0 — 50*о/2,0 55*о/2,0 
м к + БМА + НАДФ-Н 0/2,2 0/2,2 — 20*0/2,2 — 41*/2,0 

П р и м е ч а н и е. Пробы содержали 0,2 М трис-HCl, рН 7,56; 10 мМ MgCl2; 1 мМ ЭДТА; 
6—7 мМ АА, ММА или БМА, 2 мг/мл микросомального белка. Реакцию начинали добавлением 
1 мМ НАДФ-Н и генерирующей системы (2; 4 мМ НАДФ-Н; 0,1 М глюкозо-6-фосфат, 2 ед/мл 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы) МК — микросомы печени крыс, индуцированных фенобарбиталом. 
Звездочками и кружочками обозначены данные, достоверно отличающиеся от результатов опытов 
серий (МК. МК "годин из Ак) и (МК НАДФ-Н генерирующая система) соответственно. 
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Т а б л и ц а 2 
Влияние Л к на общее содержание цитохрома 
Р-450 и уровень его подфракции — Р-450в в 

микросомах печени крыс 

Серия 

Общее содер-
ж а н и е цито-
хрома Р -4 5.0, 

нмоль на 
1 мг белка 

Содержание 
Р - 4 5 0 в , % 
от общего 

с о д е р ж а н и я 
цитохрома 

Р - 4 5 0 

Контроль 0,96 0 
АА 0,79 1,8 
ММА 0,85 5,2 
БМА 0,96 2,3 
ФБ 2,54 32,3 
ФБ + АА 2,54 22,9 
ФБ + ММА 2,20 33,6 

П р и м е ч а н и е . Гель содержал антитела 
против цитохрома Р-450в (10 мг белка на 1 мл 
1% агарозы). В качестве стандарта использо-
вали от 7 до 0,44 пмоль Р-450в . Общее содер-
жание цитохрома Р-450 определяли по СО пику 
в дифференциальном спектре восстановленного 
гемопротеида, процентное содержание Р-450в — 
иммунофоретически по методу [16]. 

Интересно, что в опытах in vivo Ак 
не в ы з ы в а ю т инактивации цитохрома 
Р-450 ни при введении контрольным 
животным, ни крысам, предварительно 
индуцированным ф е н о б а р б и т а л о м 
( Ф Б ) (табл. 2 ) . Отсутствие инактива-
ции гемопротеина в организме объяс-
няется, очевидно, более эффективной 

детоксикацией Ак в организме , напри-
мер путем дополнительного включения, 
ферментов других органелл клетки, в 
частности митохондрий, в которых 
часть эстерифицировамного под влия-
нием КоА м е т а к р и л а т а метаболизиру-
ется до С 0 2 [3] . 

Токсичность, мутагенность и канце-
рогенность самых различных ксено-
биотиков, окисляющихся в системе ми-
кросома льных монооксигеназ , опреде-
ляется не только количественным со-
д е р ж а н и е м цитохрома Р-450, но и его 
изоформным составом [18] . Поэтому в 
дальнейшем мы исследовали влияние 
Ак на содержание цитохромов Р-450 в 
и Р-450 с . В микросомах контрольных 
животных эти подфракции не обнару-
ж и в а л и с ь , что соответствует их очень 
низкому с о д е р ж а н и ю и согласуется с 
литературными д а н н ы м и [16, 17]. 
М М А (6 ммоль /кг ) , Б М А (9 ммоль /кг ) 
и АА (0,4 ммоль/кг) д а в а л и с л а б ы й 
индуцирующий эффект на цитохром 
Р-45О0. Не отмечалось существенного' 
изменения этой подфракции цитохрома 
Р-45 и при совместном введении Ак с 
Ф Б по сравнению с теми опытами, ког-
да вводили один Ф Б (см. табл . 2 ) . 

При определении с о д е р ж а н и я Р-450 с 
по Оухтерлони о б р а з о в ы в а л а с ь линия 
преципитации м е ж д у его антителами и 
самим очищенным цитохромом Р-450в. 

3 

Рис. 1. Цитохром Р-450с (тест 
двойной иммунодиффузии по 
Оухтерлони) в микросомах пе-
чени крыс, отравленных ММА, 

БМА и АА. 
Центральная лунка содержит анти-
тела (10 мг/мл) против цитохрома 
Р-450, лунки 3 и 6 — 0,1 нмоль ци-
тохрома Р-450 с , лунки 1, 2 и 4 — 
0,1 нмоль цитохрома, полученного 
от животных, которым вводили 
ММА, БМА и АА соответственно, 
лунки 5 — физиологический раствор. 
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Т а б л и ц-а 3 
Влияние Ак на распределение белков микросом печени крыс по молекулярной массе 

Серия 
Отношение белков с различной м о л е к у л я р н о й массой к общей площади деиситограммы 

Серия 
4G к Д 48 к Д 50 кД 51 к Д 53 кД 55 к Д 56 к Д 4 6 — 56 к Д 

Контроль 9,4 2,9 2,0 3,1 1,5 2,0 2,3 23^2 

ММА 10,4 1,0* 2,0 2,3 1,7 1,3 3,2 21,9 

БМА 11,4 0,7* 1,6 3,0 1,5 | 1,0 3,5 22,7 
1 • • I 

П р и м е ч а н и е. Звездочкой обозначены данные, достоверно отличающиеся от контроля, 
В каждой серии опытов использован препарат микросом, полученный от 10 животных. 

(рис. 1). Ые возникало преципитации 
м е ж д у этими антителами против Р-450 с 
и микросомальным цитохромом, выде-
ленным из животных, отравленных 
ММ А, Б М А и АА (см. рис. 1). При 
проведении ракетного иммуиоэлектро-
фореза эти д а н н ы е подтвердились . 
Следовательно , можно заключить , что 
интоксикация Ак о к а з ы в а е т незначи-
тельное влияние иа с о д е р ж а н и е этих 
подфракций цитохрома Р-450. 

При электрофоретическом а н а л и з е 
микросом наибольшее внимание было 
о б р а щ е н о на область электрофоре-
грамм, с о д е р ж а щ у ю белки с мол. мас-
сой от 47 ООО до 60 ООО Д (табл. 3) , в ко-

46 ИМ 

Рис. 2. Деиситограммы электрофоретического 
разделения белков микросом печени крыс. 

1, 2 и 3 — деиситограммы, полученные от контроль-
ных животных, отравленных ММЛ (6,0 ммоль/кг 
1 раз в день в течение 3 дней) и БМА (9,0 ммоль/кг 
1 раз в день в течение 3 дней) . Мол. масса белков 
микросом печени крыс, полученных от 10 животных 
в к а ж д о й серии опытов, представлена в килодальто-

нах. 

торой обычно р а с п о л а г а ю т с я изоформы 
цитохрома Р-450 [11] . Р е з у л ь т а т ы ис-
следования денситограмм (рис. 2) по-
к а з а л и , что о б щ а я п л о щ а д ь этой обла-
сти в различных сериях опытов суще-
ственно не изменяется . Н е отмечалось 
достоверных изменений в относитель-
ной площади микросомальных белков 
с мол. массой 50 000—52 000 Д и 
55 000 Д , в которых обычно располага -
ются Ф Б и М X - и н д у ц и р у ем ы е под- * 
фракции цитохрома Р-450 [4, 17], 
В то ж е время имеется сильное умень-
шение относительной п л о щ а д и полосы 
белков с мол. массой 48 000 Д в сери-
ях опытов с животными, отравленными 
М М А и Б М А (см. табл . 3 ) . 

Попытки гель-электрофоретического 
исследования изоформного состава ци-
тохрома Р-450 при отравлении мышей 
акрил атами предпринимались ранее 
[12] . П о к а з а н о , что М М А и АА умень-
ш а ю т со дер ж ани е микросомальиого 
белка массой 47 000 Д . Н а м и получены 
данные о том, что М М А и Б М А т а к ж е 
уменьшают количественное с о д е р ж а н и е 
минорной подфракций цитохрома 
Р-450 с мол. массой 48 000 Д в микро-
сомах печени крыс. 
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EFFECT OF ACRYLATES ON THE CONTENT 
AND ISOZYME SPECTRUM OF CYTOCHRO-

ME P-450 IN RAT LIVER MICROSOMES 

Yu. V. Kotlovsky, N. J. Gulkina, L. M. Gulyaei 
va, A. I. Dovgy, N. V. Andrianov, V. M. Mishin, 

V. V. Jvanov 

Medical School, Siberian Branch of the Aca-
demy of Medical Sciences of the USSR, No-
vosibirsk, N. I. Pirogov 11 Medical School, 

Moscow 

Content of cytochrome P-450 was decreased 
in rat liver microsomes, pretreatied with pheno-
barbital, after incubation with acrylamide, 
methyl m eth aery late and butyl methacrylate in 
presence of NADPH in vitro. The phenomenon 
was not observed in the analogous experiments 
but carried out without NADPH, thus suggest-
ing the microsomal metabolism of the acrylates. 
At the same time, after intraperitoneal admi-
nistration of acrylamide 0.4 mmole/kg, methyl 
methacrylate 6.0 mmole/kg and butyl metha-
crlyate 9.0 mmole/kg within 3 days into intact 
and protected with phenobarbital rats altera-
tions in total content of cytochrome P-450 were 
not observed. All the acrylates studied exhibited 
the slight inducing effect on cytochrome P-450i, 
but did not affect the cytochrome P-450c. 
Methyl- and butyl methacrylates decreased 
distinctly the content of cytochrome P-450 iso-
enzyme with molecular mass of 48,000 daltons. 

У Д К 612.766.2-08:612.015.31:546.41+612.751.1:546.411-06:612.015.6:577.161.22 
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М. С. Белаковский, В. Б. Спиричев 

С Р А В Н И Т Е Л Ь Н О Е И З У Ч Е Н И Е В Л И Я Н И Я 
1 , 2 5 - Д И О К С И В И Т А М И Н А D 3 И 2 4 т 2 5 - Д И О К С И В И Т А М И НА D 3 

Н А Г О М Е О С Т А З К А Л Ь Ц И Я И С О С Т О Я Н И Е К О С Т Н О Й Т К А Н И 
У К Р Ы С П Р И Г И П О К И Н Е З И И 

Институт питания АМН СССР, Институт медико-биологических проблем Минздрава 
СССР, Москва 

В п о д д е р ж а н и и г о м е о с т а з а С а и 
с т р у к т у р н о й ц е л о с т н о с т и к о с т н о й т к а -
ни в а ж н а я р о л ь п р и н а д л е ж и т г о р м о -
н а л ь н о й с и с т е м е в и т а м и н а D , в к л ю ч а -
ю щ е й в с е б я а к т и в н ы е м е т а б о л и т ы хо-
л е к а л ь ц и ф е р о л а — 1 , 2 5 - д и о к с и в и т а м и н 
В З [ 1 , 2 5 ( О Н ) 2 О З 1 и 2 4 , 2 5 - д и о к с и в и т а -
м и н D 3 [ 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 ] [ 1 4 — 1 6 , 2 0 ] . 
Ф у н к ц и о н и р о в а н и е l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 в э т о й 
с и с т е м е н а п р а в л е н о н а с р о ч н о е в о с с т а -
н о в л е н и е г о м е о с т а з а к а л ь ц и я [10 , 17 ] , 
т о г д а к а к 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 , в е р о я т н о , ре -
г у л и р у е т и с п о л ь з о в а н и е С а п р и н о р -
м а л ь н о й о б е с п е ч е н н о с т и э т и м м и н е р а -
л о м п р е ж д е в с е г о в п р о ц е с с а х осси -
ф и к а ц и и [ 1 , 8 , 11, 12] . И з м е н е н и е 
с о о т н о ш е н и я м е ж д у о б р а з о в а н и е м 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 и 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 м о ж е т 
и м е т ь с у щ е с т в е н н о е з н а ч е н и е д л я с р о ч -
н о й и д о л г о в р е м е н н о й а д а п т а ц и и о б м е -

J00 

н а С а п р и р а з л и ч н ы х ф у н к ц и о н а л ь н ы х 
с о с т о я н и я х о р г а н и з м а . 

Р а н е е н а м и б ы л о п о к а з а н о , что у 
к р ы с п р и г и п о к и н е з и и с н и ж а е т с я про -
д у к ц и я l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 И у в е л и ч и в а е т с я 
о б р а з о в а н и е 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 в поч-
к а х , а т а к ж е у м е н ь ш а е т с я н а к о п л е н и е 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 В с л и з и с т о й о б о л о ч к е 
т о н к о й к и ш к и и к о с т я х [ 5 ] . Т а к и е из-
м е н е н и я в о б м е н е в и т а м и н а D 3 с о п р о -
в о ж д а л и с ь с н и ж е н и е м в с а с ы в а н и я С а 
в т о н к о й к и ш к е , г и п о к а л ь ц и е м и е й , из-
м е н е н и е м х и м и ч е с к о г о с о с т а в а к о с т н о й -
т к а н и [18 , 19] . В в е д е н и е 2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 

к р ы с а м в у с л о в и я х г и п о к и н е з и и к о р р и -
г и р о в а л о г и п о к а л ь ц и е м и ю и у с и л и в а л о 
м и н е р а л и з а ц и ю к о с т н о й т к а н и [6 , 18] . 
И с п о л ь з о в а н и е 1 - о к с и в и т а м и н а D 3 

( I - O H D 3 ) — с и н т е т и ч е с к о г о а н а л о г а 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 — о к а з ы в а л о н о р м а л и з у ю -



Т а б л и ц а 1 
Влияние l,25(OH)aD3 и 24,25(OH)aD3 на концентрацию Са, Pi, ПТГ, КТ и активность ЩФ в сы 

воротке крови крыс при гипокинезии 

Г
ру

пп
а 

ж
и-

во
тн

ы
х Препарат и доза 

Са, мг иа 
100 мл 

Р j , мг на 
100 мл ПТГ, M E / л КТ, п г / м л Щ Ф , Е / л 

1 Контроль (0,1 мл ПГ) 10,4±0,2 8,2=fc0,2 21 ,3±2,4 13,0=1=1,3 71 ,8±4 ,4 
2 Гипокинезия (0,1 мл ПГ) 9 ,3±0 ,2 а 8 , 6 ± 0 , 3 11,5±4,1 а 21,4=1=4,2 44 ,8±2 ,7 а 

3 l,25(OH)aD3 (0,03 мкг) 9 , 9 ± 0 , 1 в 9 ,0±0 ,4 15,8±2,1 14,6± 1,4 38,0=fc2,4a' 
4 l,25(OH)aD3 (0,15 мкг) 1 l,2=fc0,3B 10,0±0,2® 1 l,3zi=2,3a 12,6±2,2 35,6=1=2,8В 

5 24,25(OH)2D3 (0,25 мкг) 9 ,6±0 ,2 а 8 ,4±0 ,4 10,8z}-3,4a 12,2±2,8 44,6=fc2,3a' 
6 24,25(OH)aD8 (1,25 мкг) 10 ,2±0, |б 8 , 6 ± 0 , 3 9,5zb 1,8а 10,6±1,4 б 49,2=i=2,0a 

7 l,25(OH)aD3 + 
+ 24,25(OH)aD3 

10,1±0,З б 47 ,4±2 ,2 а (0,03+0,25 мкг) 10,1±0,З б 8,5zt0,4 5 , 2 ± 1 , 5 а 20 ,0±3 ,7 47 ,4±2 ,2 а 

8 l,25(OH)aD3 + 
+ 24,25('OH)aD3 

10,3±0,2 б (0,03-|-1,25 мкг) 10,3±0,2 б 9 ,0±0 ,4 5 , 9 ± 1,7а 15,9=b5,0 51 ,8± 1,6В 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2—4: а —достоверное отличие (Р<0,05) от показателя, 
контрольных животных, б — то же от показателя животных при гипокинезии, в — то же от пока-
зателей обеих указанных групп. В скобках представлены дозы. В каждой группе исследовали по 
8—10 животных. ПГ — пропиленгликоль. 

щ е е д е й с т в и е т о л ь к о н а к о н ц е н т р а ц и ю 
С а в к р о в и , т о г д а к а к з н а ч и м о е д е й -
с т в и е э т о г о п р е п а р а т а н а к о с т н у ю 
т к а н ь н е у д а л о с ь в ы я в и т ь [ 3 ] . 

В с в я з и с э т и м в н а с т о я щ е й р а б о т е 
б ы л о п р о в е д е н о к о м п л е к с н о е и с с л е д о -
в а н и е к а л ь ц и е в о г о о б м е н а и с о с т о я н и я 
к о с т н о й т к а н и у к р ы с в у с л о в и я х г и п о -
к и н е з и и п р и п р о ф и л а к т и ч е с к о м в в е д е -
н и и и м д о п о л н и т е л ь н ы х к о л и ч е с т в а к -
т и в н ы х м е т а б о л и т о в в и т а м и н а D 3 . 

М е т о д и к а 

В опытах использовали крыс-самцов Ви-
ста р с исходной массой тела 240—280 г. Жи-
вотные получали обеспеченный витамином D 
полусинтетический рацион, содержащий 0,6 % 
Са и 0,6 % Р [6]. Ежедневно в течение всего 
эксперимента животным вводили препараты 
1 а,25-диоксивитамин D3, 24(R,S), 25-диоксиви-
тамии D3 и их сочетания Использованные 
дозы l ,25(OH)2D3 И 24,25 (OIi)2D3 представле-
ны в табл. 1. Меньшая из указанных доз каж-
дого метаболита является физиологической 
для крыс [1]. Животных содержали в зажим-
ных клетках 5 нед. 

Концентрацию общего Са, неорганического 
фосфора (Pi) , активность щелочной фосфо-
тазы (ЩФ) в сыворотке крови, содержание 
Са в почках и аорте, а также химический со-
став и плотность костной ткаии исследовали 
ранее описанными методами [1, 6]. Концент-
рацию паратгормоиа (ПТГ) и кальцитонина 
(КТ) в сыворотке крови определяли радио-
иммунным методом с использованием наборов 
PTH-Ria (Institut National des Radioelements, 

1 Препараты были синтезированы и любез-
но предоставлены ст. науч. сотр. НПО «Вита-
мины» Н. Л. Богословским. 

Бельгия) и Ria-mat hCT-Il ("Byk-MalHncrodt", 
ФРГ) соответственно. Транспорт Са в тон-
кой кишке оценивали по способности изолиро-
ванного проксимального отрезка кишки к вса-
сыванию 45Са методом невывернутого мешочка 
in vitro [4]. Гистоморфометрические парамет-
ры кости определяли методами, описанными в-
работе [7]. Все данные представлены как 
средняя арифметическая указанного количест-
ва определений со стандартной ошибкой. 

Р е з у л ь т а т ы 

В у с л о в и я х г и п о к и н е з и и у к р ы с н а -
б л ю д а л и с ь р е з к о е с н и ж е н и е п р и р о с т а 
м а с с ы т е л а , у м е р е н н а я г и п о к а л ь ц и е -
м и я , у м е н ь ш е н и е а к т и в н о с т и Щ Ф и 
к о н ц е н т р а ц и и П Т Г , п о в ы ш е н и е к о н -
ц е н т р а ц и и К Т в с ы в о р о т к е к р о в и , 
м е н ь ш е е в с а с ы в а н и е С а в т о н к о й к и ш -
к е ( с м . т а б л . 1 и 2 ) . И з м е н е н и я к о с т е й 
о п о р н о г о с к е л е т а в ы р а ж а л и с ь в с н и ж е -
н и и п л о т н о с т и д и а ф и з о в и э п и ф и з о в , 
у м е н ь ш е н и е с о д е р ж а н и я в н и х С а , Р и 
о к с и п р о л и н а ( О П ) ( т а б л . 3 ) . Э т и и з -
м е н е н и я в б о л ь ш е й с т е п е н и б ы л и в ы -
р а ж е н ы в э п и ф и з а х . О т н о ш е н и е С а / Р 
с н и ж а л о с ь , а С а / О П у в е л и ч и в а л о с ь . 
Г и с т о м о р ф о м е т р и ч е с к и м и м е т о д а м и 
б ы л о в ы я в л е н о з н а ч и т е л ь н о е у м е н ь ш е -
н и е о б ъ е м а п е р в и ч н о й и в т о р и ч н о й 
с п о н г и о з ы м е т а ф и з о в б е д р е н н о й и 
б о л ь ш е б е р ц о в о й к о с т и ( ч т о б ы л о о б у -
с л о в л е н о к а к у к о р о ч е н и е м к о с т н ы х б а -
л о к , т а к и их р а з р е ж е н и е м ) , с у ж е н и е 
э п и ф и з а р н о й п л а с т и н к и р о с т а ( Э П Р ) 
и с н и ж е н и е ч и с л а о с т е о к л а с т о в ( т а б л . 
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Т а б л и ц а 1 
Влияние 1,25(011),D3 и 24,25(OH).,D.f на прирост массы тела, всасывание Са в тонкой кишке и со-

держание Са в почках и аорте крыс при гипокинезии 

Г
ру

пп
а 

ж
и

-
во

тн
ы

х 

1 , 

Препарат и доза 
1 , 

Изменение мас-
сы т е л а , % 

Транспорт Са, 
нмоль - см"" 1 • ч"" 1 

Содержание Са, мг на 1 г сухой 
ткани 

Г
ру

пп
а 

ж
и

-
во

тн
ы

х 

1 , 

Препарат и доза 
1 , 

Изменение мас-
сы т е л а , % 

Транспорт Са, 
нмоль - см"" 1 • ч"" 1 

в почках в аорте 

1 Контроль (0,1 мл ПГ) + 4 8 , 7 ± 3 , 7 88 ,6±4 ,6 0 , 8 8 = Ь 0 , 0 6 l,89dz0,14 
2 Гипокинезия (0,1 мл ПГ) — 8 , 7 ± 2 , 8 а 6 l , l ± 3 , 3 a 1 1 ,24±0,19 2 ,05±0 ,25 
3 l ,25(pH) aD3(0,03 МКГ) — 4 , 3 ± 3 , 4 а 76 ,2±8 ,4 ) ,18±0 ,22 1,92±0,20 
4 1,25(ОН)2ВД),15 МКГ) — 1 1 , 7 + 4 , la 82,1±7,1б 1 ,63±0,30 а 2 ,54±0 ,24 а 

5 24,25(OH)2D3(0,25 МКГ) — l,5zt=4,5a 7 0 , 2 ± 3 , 8 а 1,23±0,17 1,99±0,20 
6 24,2§'(OH)aD<j( 1,25 мкг) + 2 , 7 ± 3 , 1 D 7 4 , 2 ± 8 , 7 1 ,16±0,18 2 ,17±0 ,30 
7 l ,25(OH) 2 D,+ 

+24,25(OH) 2 D a | 
(0 ,03+0,25 мкг) + I , 8 ± 4 , 6 a 73,6±3 ,1° 1,11+0,16 2 ,10±0 ,30 

8 l , 2 5 ( p H ) 2 D 3 + 
+24,25(OH) 2 D 3

 ! I 
81 ,6±9 ,0 (0 ,03+1,25 мкг) + 0 , 8 ± 3 , 7 a 81 ,6±9 ,0 1,27±0,24 1,96±0;,36 

4, См1. рисунок а и б' на в к л е й к е ) . Со-
д е р ж а н и е Са в почках и аорте крыс 
при гипокинезии имело тенденцию к 
увеличению (см. табл . 2 ) . 

Применение l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 и 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 не о к а з ы в а л о токсиче-
ского действия, оцениваемого по изме-
нению массы тела животных (см. 
табл . 2 ) . М а с с а тела крыс, получавших 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , существенно не отлича-
л а с ь от таковой животных при ги-
покинезии, а при использовании 
24,25 ( О Н ) 2 0 3 или композиции 1,25 
( O H ) 2 D 3 и 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 была не-
сколько выше. В конце опыта увели-
чение прироста массы тела этих жи-
вотных по сравнению с таковым крыс 
при гипокинезии составило 7,2—11,4 %. 

Н о р м а л и з у ю щ е е действие на обмен 
Са и состояние костной ткани наблю-
д а л о с ь при введении композиции 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 И 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 , а т а к ж е 
одного 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 . В этих условиях 
с о д е р ж а н и е Са в сыворотке крови, его 
всасывание в тонкой кишке п р и б л и ж а -
лись к п о к а з а т е л я м контрольных жи-
вотных (см. табл . 1 й 2 ) . Активность 
Щ Ф в сыворотке крови повышалась . 
Концентрация П Т Г была ниже, чем 
у контрольных животных, и уменьша-
лась по сравнению со сниженной кон-
центрацией этого гормона у крыс при 
гипокинезии. Концентрация КТ досто-
верно не отличалась от таковой у конт-
рольных животных (у крыс при гипо-
кинезии она была повышенной) . Со-
д е р ж а н и е Са в почках и аорте не из-
менялось по сравнению с таковым у 
животных при гипокинезии. При ис-

пользовании композиции l , 2 5 ( O H ) o D 3 
и 24,25 ( О Н ) 2D 3 В дозе 0,03 и 1,25 мкг 
концентрация Pf несколько повыша-
лась по сравнению с контролем. 

Плотность д и а ф и з о в и эпифизов 
бедренной кости, с о д е р ж а н и е в них 
Са и Р, отношение С а / Р восстанавли-
вались до уровня контрольных живот-
ных (см. табл . 3 ) . С о д е р ж а н и е 0Г1 бы-
ло снижено в д и а ф и з а х , но повыша-
лось в эпифизах ; при этом отношение 
С а / О П оставалось несколько повы-
шенным в д и а ф а з а х и существенно не 
изменялось в эпифизах . Объем пер-
вичной и вторичной спонгиозы метафи-
зов бедренной и большеберцовой кости 
значительно возрастал , однако ширина 
Э П Р не увеличивалась , а число остеок-
ластов оставалось таким же , как у жи-
вотных при гипокинезии (см. табл . 4 
и рисунок, в). 

l - ,25(OH) 2 D 3 в физиологической дозе 
(0,03 мкг) п о в ы ш а л концентрацию Са 
и одновременно Р | в сыворотке крови, 
эффективно усиливал всасывание Са в 
тонкой кишке, с н и ж а л концентрацию 
КТ и не влиял на концентрацию ПТТ, 
активность Щ Ф в сыворотке крови, 
с о д е р ж а н и е Са в почках и аорте (см. 
табл . 1 и 2) . На костную ткань этот 
метаболит в физиологической дозе 
о к а з ы в а л положительное действие: на-
блюдалось некоторое повышение плот-
ности д и а ф и з о в и эпифизов бедренной 
кости, увеличение с о д е р ж а н и я в них 
Са и Р, возрастание объема спонгио-
зы (особенно первичной) , ширины 
Э П Р и количества остеокластов (см. 
табл . 3 и 4 ) . 
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Т а б л и ц а 3 • 

Влияние l,25(OH).2D3 и 24,25(OH)2D3 на плотность и химический состав диафизов и дистальных эпифизов бедренной кости крыс при гипокинезии 

Диафизы Эпифизы 

I I 
1—1 с 

Препарат и доза 
плотность Са р окснпролин плотность Са Р окснпролин 

1 Контроль (0,1 мл ПГ) 1,68+0,01 477+7 260+3 37 ,1+1,0 0,99+0,02 2 1 1 + 5 121 + 4 23,4+1,0 

2 Гипокинезия (0,1 мл ПГ) 1,48+0,015а 381 + 8В 225+5 а 28,3+1,0 а 0,74+0,04 а 133+ 13а 7 9 + 7 а 15,6+L,l a 

3 l,25(OH)aD3 (0,03 мкг) 1,57+0,03в 424+10 в 233+4 3 29 ,9+0 ,8 а 0,82+0,03 а 157+12 а 9 1 + 7 а 18,7+ 1,1® 

4 l,25(OH)2D3 (0,15 мкг) 1,43+0,01 а 387+ 11я 223+5 а 27,4+1,0 а 0,69+0,025 а 119+6 а 7 2 + 5 а 14,5+1,0® 

5 24,25(OH),D3 (0,25 мкг) 1,61+0,01в 439+9В 274+4В 3 1 , 7 + 1,0В 0,85+0,035 а 165+11 а 9 4 + 7 а 19,4+ 1,1® 

6 24,25(OH)3D3 (1,25 мкг) 1,634=0,01® 435+10 в 241+4 в 32,3+0,9В 0,90+0,046 176+14в 101+9 20,7+1,26 

7 l,25(OH)aD3 + 24,25(OH).>D3 
(0,03+0,25 мкг) 1,65+0,02б 447+8 В 245+6В 32,4+1,0В 0,94+0,036 194+106 110+86 22,3+0,56 

8 l,25(OH)2D3 + 24,25(OH),D3 
(0,03+1,25 мкг) 1,65±0,02б 454+126 250+66 32 ,7+1,1 в 0,92+0,046 192+156 108+96 23 ,3+ 1,4б 

_ П р и м е ч а н и е . Плотность выражена в граммах сухой, обезжиренной костной ткани на 1 см3, содержание кальция, фосфора и оксипролина — в 
g миллиграммах на 1 см3. 



Т а б л и ц а 1 
Влияние 1,25(OH)2D,J и 24,25(OH)2D3 на объем спонгиозы, ширину ЭПР и число остеокластов в ме-

тафизе бедренной кости крыс при гипокинезии 

Г
ру

пп
а 

ж
и-

во
тн

ы
х П р е п а р а т и доза Объем всей 

с п о н г и о з ы , % 
Объем первич-
ной с п о н г и о з ы , 

% 
Ширина Э П Р . 

мкм 
Ч и с л о остео-

к л а с т о в в пер-
вичной с п о н г и -

озе 

1 Контроль (0,1 МЛ ПГ) 25,0=1=2,0 4 5 , 0 ± 2 , 6 216=1=4,7 84=1=8,0 
2 Гипокинезия (0,1 мл ПГ) 8,0=ь0,7а 23,8=hl,9 a 156=1=2,5а 45=1=5,За 

3 1,25(014)30., (0,03 мкг) 17,2=1=1,6» 41,6=1=2,06 1774-6,2» 75d=1,5б 

А 1 ,25(0Н) 2 0 3 (0,15 мкг) 12,1-1-2,2а 3 2 , 0 ± 4 , З а 182=1=3,8» 94=1= 12,0б 

5 24,25(01=1)20, (0,25 мкг) 14,()± 1,7й 35,5=1=2,4" 166±4 ,З а 60d=8,6a 

6 24 ,25 (0Н) 2 0 3 (1,25 мкг) 20,0=1=2,06 3 9 , 6 ± 2 , 0 б 172=ь4,6» 38=1=5,6а 

7 1,25(011)203+ 
+24 ,25 (OH) 2 D y 
(0 ,03+0 ,25 мкг) 12,8=1=1,6» 30,2=1=2,4В 164=1=4,7а 3 2 ± 5 , 0 » 

8 l , 25 (OH) a D 3 + 
+ 2 4 , 2 5 ( 0 Н ) 2 0 3 
(0 ,03+1 ,25 мкг) 18,7=Ь 1,9° 33,4=1=2,6» 1714=1,3» 36=1=4,2а 

П р и увеличении д о з ы l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 

до 0,15 мкг н а б л ю д а л а с ь т е н д е н ц и я к 
р а з в и т и ю г и п е р к а л ь ц и е м и и и гипер-
ф о с ф а т е м и и ( к о н ц е н т р а ц и я Са и Pi 
д о с т о в е р н о п р е в ы ш а л а т а к о в ы е у конт-
р о л ь н ы х ж и в о т н ы х ) , при этом всасы-
в а н и е Са в тонкой к и ш к е п о в ы ш а л о с ь 
в большей степени, чем у д р у г и х ж и -
вотных. К о н ц е н т р а ц и я П Т Г в сыворот-
ке крови не и з м е н я л а с ь , а К Т с н и ж а -
л а с ь д о уровня к о н т р о л ь н ы х ж и в о т н ы х 
(см. т а б л . 1 и 2 ) . П л о т н о с т ь д и а ф и з о в 
и э п и ф и з о в бедренной кости н е с к о л ь к о 
с н и ж а л а с ь по с р а в н е н и ю с т а к о в о й у 
ж и в о т н ы х при гипокинезии , с о д е р ж а -
ние Са и Р в д и а ф и з а х не у в е л и ч и в а -
лось , а в э п и ф и з а х с н и ж а л о с ь . М а с с а 
губчатого в е щ е с т в а о с т а в а л а с ь умень-
шенной, число о с т е о к л а с т о в п р е в ы ш а -
ло их уровень у к о н т р о л ь н ы х ж и в о т -
ных, ш и р и н а Э П Р частично в о с с т а н а в -
л и в а л а с ь (см. т а б л . 3, 4 и рисунок , г ) . 

О б с у ж д е н и е 

П о л у ч е н н ы е д а н н ы е свидетельству -
ют о том, что у р а с т у щ и х к р ы с в усло-
в и я х д л и т е л ь н о й ж е с т к о й г и п о к и н е з и и 
н а б л ю д а ю т с я и з м е н е н и я к а л ь ц и е в о г о 
обмена и костной т к а н и : г и п о к а л ь ц и е -
мия , с н и ж е н и е в с а с ы в а н и я Са в тон-
кой к и ш к е , т е н д е н ц и я к р а з в и т и ю не-
фро- и а р т е р и о к а л ь ц и н о з а , ре зкое угне-
тение роста и м и н е р а л и з а ц и и костей 
опорного с к е л е т а с р а з в и т и е м остеопо-
роза губчатого в е щ е с т в а . 

В этих у с л о в и я х э ф ф е к т физиологи -
ческой д о з ы l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , по-видимо-
му, о б у с л о в л е н н о р м а л и з а ц и е й всасы-

в а н и я Са в к и ш е ч н и к е и улучшением; 
б а л а н с а этого м и н е р а л а . Н е и с к л ю ч е -
но, что при угнетении роста костей и 
с н и ж е н н о й потребности в Са д е й с т в и е 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 н а п р а в л е н о п р е и м у щ е с т -
венно на к о с т н у ю ткань . В о с с т а н о в л е -
ние ц и р к у л и р у ю щ е й к о н ц е н т р а ц и и это-
го м е т а б о л и т а д о ф и з и о л о г и ч е с к о г о 
у р о в н я о б е с п е ч и в а е т р е м о д е л и р о в а н и е 
костной т к а н и на д о с т а т о ч н о в ы с о к о м 
и с б а л а н с и р о в а н н о м уровне , препятст -
вуя тем с а м ы м р а з в и т и ю о с т е о п о р о з а . 

П р и п р е в ы ш е н и и физиологической, 
д о з ы д е й с т в и я l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 на к о с т н у ю 
т к а н ь о п р е д е л я л о с ь п р е ж д е всего его 
р е з о р б и р у ю щ е й а к т и в н о с т ь ю . По-види-
мому, о б р а з о в а н и е к о м п а к т н о г о и губ-
чатого в е щ е с т в а в этих у с л о в и я х т а к -
ж е у в е л и ч и в а л о с ь , но р е з о р б ц и я ко-
сти, очевидно, п р е о б л а д а л а ( с н и ж е н и е 
плотности костной т к а н и , у в е л и ч е н и е 
количества о с т е о к л а с т о в , у м е н ь ш е н и е 
о б ъ е м а спонгиозы по с р а в н е н и ю с 
низкой дозой этого п р е п а р а т а ) . Всасы-
вание Са в т о н к о й к и ш к е у с и л и в а л о с ь 
п р о п о р ц и о н а л ь н о у в е л и ч е н и ю д о з ы 
этого м е т а б о л и т а . Т а к о е действие 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 на с л и з и с т у ю о б о л о ч к у 
тонкой к и ш к и , а т а к ж е его С а - м о б и л и -
з у ю щ а я а к т и в н о с т ь в костной т к а н и 
о б у с л о в и л и т е н д е н ц и ю к г и п е р к а л ь ц и е -
мии, г и п е р ф о с ф а т е м и и и способствова -
ли усилению к а л ь ц и н о з а почек и аор-
ты у к р ы с при введении им высокой 
д о з ы п р е п а р а т а . Отсутствие ясно вы-
р а ж е н н о г о р е з о р б и р у ю щ е г о д е й с т в и я 
на кость l - O H D 3 у крыс при гипокине-
зии, отмеченное н а м и р а н е е [3 ] , м о ж е т 
быть о б ъ я с н е н о недостаточной скоро-
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стью его гидроксилировапия в печени, 
возможно, вследствие снижения интен-
сивности метаболизма витамина D 3 в 
этих условиях [5 ] . 

Эффективное н о р м а л и з у ю щ е е дей-
ствие 24,25 ( О Н ) 2D 3 на костную 
ткань , особенно в повышенной до-
зе, по-видимому, было связано 
преимущественно со специфиче-
ской активностью этого метаболита 
в отношении минерализации кост-
ной ткани. При использовании 
2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 значительно в о з р а с т а л о 
содержание Са и Р в костной ткани, 
тогда как концентрация О Н была сни-
женной. Вследствие этого отношение 
С а / О П оставалось повышенным (как 
и в условиях «чистой» гипокинезии) , 
тогда как отношение С а / Р не отлича-
лось от контроля . Это свидетельствует 
о том, что количество и состав мине-
ральной ф а з ы костной ткани нормали-
зуются при введении 24,25(OIT) 2D 3 , в 
то ж е время скорость о б р а з о в а н и я 
коллапенового матрикса восстанавли-
вается в меньшей степени. Н о р м а л и з а -
ция объема первичной и вторичной 
спонгиозы у крыс, получавших 
2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , происходила в основном 
за счет увеличения толщины и разме-
ров костных балок , а не их числа, что, 
вероятно, было связано со стимулиро-
ванием этим метаболитом D3 прежде 
всего минерализации костной ткани. 
Такое оссифицирующее действие 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 п р е д у п р е ж д а л о развитие 
остеопороза губчатой кости, однако ее 
структура становилась более грубой. 
В то ж е время 24,25(OIT) 2 D 3 не вос-
с т а н а в л и в а л ширину Э П Р и не в л и я л 
на количество остеокластов. 

Эффективность 2 4 , 2 5 ( 0 Н ) 2 0 3 в отно-
шении всасывания Са в кишечнике 
крыс при гипокинезии была достаточно 
высокой и с увеличением дозы этого 
метаболита повышалась . Такое дейст-
вие 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 может быть обу-
словлено увеличением синтеза 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 при введении этого мета-
болита, его предварительным 1-гидро-
ксилированием, а т а к ж е взаимодей-
ствием с кишечными рецепторами 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 [6, 16]. Введение повы-
шенной дозы 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 в отличие 
от l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 побочных действий в 
виде гиперкальциемии, гиперфосфате-
мии и кальциноза мягких тканей не 
вызывало , это обусловлено отсутстви-
ем у 24,25 (011) 2 D 3 выраженного резор-
бирующего действия на кость. 

При введении ком поз ици и 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 И 2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 к р ы с а м 
при гипокинезии достигается более 
полная нормализация обмена Са и со-
стояния костной ткани, чем при ис-
пользовании только одного из метабо-
литов. Вероятно, в этих условиях 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 усиливает всасывание Са 
в кишечнике и нормализует его уро-
вень в крови и внеклеточной жидкости , 
тогда как 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 обеспечивает 
утилизацию Са в процессах оссифика-
ции. l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , по-видимому, обес-
печивает т а к ж е достаточную интенсив-
ность резорбции о б р а з у ю щ е й с я кости, 
усиливая тем самым скорость ее ремо-
д е л и р о в а н и я и роста. О д н а к о при 
превышении физиологической дозы 
1,25 ( О Н ) 21)3, вероятно, усиливаются 
как образование костной ткани, так и 
ее резорбция при преобладании по-
следней, поэтому остеопороз в этом 
случае более в ы р а ж е н , чем в условиях 
тол ь к о г и п о к и и ез и и. 

По-видимому, нельзя исключить и 
возможности модулирующего эф-
фекта 24,25 ( О Н ) 2D 3 на действие 
] , 2 5 ( O H ) 2 D 3 В К О С Т Н О Й ткани, связан-
ного с торможением этим метабо-
литом резорбирующей активности 
1 , 2 5 ( 0 H ) 2 D 3 [2] и, следовательно , уси-
л и в а ю щ и м оссифицирующее действие 
последнего у растущих животных. На 
это у к а з ы в а е т то обстоятельство, что 
количество остеокластов не увели-
чивается при введении композиции 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 И 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 . 

Действие l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 и 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 на обмен Са и костную 
ткань крыс при гипокинезии могло быть 
обусловлено отчасти их влиянием на 
концентрацию П Т Г и КТ в сыворотке 
крови. Введение композиции метабо-
литов и одного 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 , НО не 
1 ,25(ОН) 2 D 3 , с н и ж а л о концентрацию 
Г1ТГ у гипокальциемических крыс при 
гипокинезии. Вероятно, это действие не 
связано с уменьшением секреции П Т Г 
вследствие иормокальциемии, так к а к 
повышение концентрации Са при вве-
дении l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 не д а в а л о такого 
э ф ф е к т а . Следует отметить, что наи-
большее ингибирование секреции П Т Г 
н а б л ю д а л о с ь при совместном введении 
метаболитов D3. Подобное аддитивное 
действие l ,25(OIT) 2 D 3 и 24 ,25(OI l ) 2 D 3 , 
отмечалось ранее у рахитичных цыплят 
[15] . Кроме того, в паращитовидных 
ж е л е з а х было о б н а р у ж е н о рецепторное 
связывание как l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , так и 
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2 4 , 2 5 ( O H ) 2 D 3 [ 1 6 ] . Т е м н е м е н е е м е х а -
н и з м и з н а ч е н и е т а к о й р е г у л я ц и и с е к -
р е ц и и П Т Г о с т а ю т с я м а л о п о н я т н ы м и . 

В в в е д е н и е l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 и 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 с н и ж а л о к о н ц е н т р а ц и ю 
К Т в с ы в о р о т к е к р о в и к р ы с д р и г и п о -
к й н е з и и . Т а к о й э ф ф е к т l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 

м о ж е т б ы т ь о б у с л о в л е н е г о а н т а г о н и -
с т и ч е с к и м в з а и м о д е й с т в и е м с К Т [ 9 ] ; 
э ф ф е к т 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 В Э Т И Х у с л о в и я х , 
п о - в и д и м о м у , я в л я е т с я с л е д с т в и е м з н а -
ч и т е л ь н о г о н о р м а л и з у ю щ е г о д е й с т в и я 
э т о г о м е т а б о л и т а н а к о с т н у ю т к а н ь , 
о с у щ е с т в л я ю щ е г о с я н е з а в и с и м о о т К Т . 

Д а н н ы е , п о л у ч е н н ы е н а м и р а н е е [5 , 
6, 18, 1 8 ] , а т а к ж е р е з у л ь т а т ы н а -
с т о я щ е г о и с с л е д о в а н и я п о з в о л я ю т с д е -
л а т ь з а к л ю ч е н и е , ч т о и з м е н е н и е с и н т е -
з а и ( и л и ) с е к р е ц и и к а л ь ц и й р е г у л и р у ю -
щ и х г о р м о н о в [ П Т Г , К Т , l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 , 
2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 ] у к р ы с п р и п р о д о л ж и -
т е л ь н о й г и п о к и н е з и и н а п р а в л е н о н а 
п о д д е р ж а н и е г о м е о с т а з а С а и с т р у к т у -
р ы к о с т н о й т к а н и в с о о т в е т с т в и и с 
у р о в н е м ф у н к ц и о н и р о в а н и я с к е л е т а в 
э т и х у с л о в и я х . П р о ф и л а к т и ч е с к о е п р и -
м е н е н и е п р и г и п о к и н е з и и l , 2 5 ( O I T ) 2 D 3 

и 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 у с и л и в а е т в с а с ы в а н и е 
С а в к и ш е ч н и к е и с п о с о б с т в у е т с о х р а -
н е н и ю д о с т а т о ч н о в ы с о к о й и н т е н с и в -
н о с т и м о д е л и р о в а н и я и р е м о д е л и -
р о в а н и я к о с т н о й т к а н и р а с т у щ и х ж и -
в о т н ы х . В з а и м о д о п о л н я ю щ е е д е й с т в и е 
l , 2 5 ( O H ) 2 D 3 и 2 4 , 2 5 ( О Н ) 2 D 3 , в е р о я т -

н о , с в я з а н о с их р а з л и ч н р й ф у н к ц и о -
н а л ь н о й р о л ь ю в р е г у л я ц и и о б м е н а С а , 
р о с т а и р е м о д е л и р о в а н и я к о с т н о й т к а -
ни , ч т о у к а з ы в а е т н а ц е л е с о о б р а з н о с т ь 
и х с о в м е с т н о г о п р и м е н е н и я в у с л о в и я х 
г и п о к и н е з и и . 
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EFFECT OF 1,25-DIHYDROXYVITAMIN D3 

AND 24,25-DIHYDROXYVITAMIN D3 ON 
HOMEOSTASIS OF CALCIUM AND 

BONE TISSUE IN HYPOKINESIA. 

I. N. Sergeev, N. V. Blazheevich, A. S. Kap-
lansky, V. N.f Shvets, M. S. Balakovsky, V. B. 

Spirichev 

Institute of Nutrition, Academy of Medical Sci-
ences of the USSR, Institute of Medico-Biolo-
gical Problems, Ministry of Public Health of 

the USSR, Moscow 

Preventive administration of vitamin 
D3 active metabolites l ,25(OH)2D3 and 
24,25 (OH) 2D3 into growing rats, kept 
under conditions of long-term hard hy-
pokinesia, normalized Ca metabolism and the 
state of bone tissue depending on the prepara-
tions dose and their combination. l ,25(OH)2D3 
at a dose of 0.03 jig per an animal daily aug-
mented effectively the Ca absorption in small 
intestine, corrected hypocalcemia, increased 
slightly the bone tissue density and the Ca and 
P content in the tissue as well as it elevated 
the volume of spongiosa, width of the epiphy-
sial growth plate (EGP) and the amount of 
osteoclasts. After an increase of the metabolite 
dose up to 0.15 JLLg hypercalcemia, hyperphos-
phatemia, intensive resorption of bone tissue, 
distinct increase in the osteoclasts content and 
ectopic calcification were observed. Administra-
tion of l ,35(OH)2D3 and 24,25(OH)2D3 combi-
nation (0.03 \xg and 0,25 or 1,25 \xg, respecti-
vely) or only 24,25(OH)2D3 at a dose of 
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1,25 p,g caused a restoration of Ca absorption 
in intestine and of its level in blood as well 
as mineral composition, density of bone tissue, 
volume of primary and secondary spongiosa 
were normalized, "while the EGP width and 
amount of osteoclasts remained decreased. Sy-
nergic effect of l ,25(OH)2D3 and 24,25(OM)2D3 

in rats appears to depend on their various 
functions in regulation of Ca metabolism, in 
development and remodelation of bone tissue, 
thus indicating that these metabolites of vi-
tamin D3 should be used simultaneously under 
conditions of hypokinesia for prophylactic pur-
poses. 

У Д К ai6.3.14.17-008.1-07:016.314.17-008.939.15-39-074]-092.0 

А. П. Левацкий, H. П. Козлянина, В. E. Скляр 

П Р О Ц Е С С Ы П Е Р Е К И С Н О Г О О К И С Л Е Н И Я Л И П И Д О В 
И А Н Т И О К С И Д А Н Т Н Ы Е С И С Т Е М Ы В Т К А Н Я Х П А Р О Д О Н Т А 

К О Ш Е К 

НИИ стоматологии Минздрава УССР, Одесса 

У с т а н о в л е н о , что в п а р о д о н т е д о -
м а ш н и х к о ш е к с п о н т а н н о в о з н и к а е т 
в о с п а л и т е л ь н о - д и с т р о ф и ч е с к и й про -
ц е с с , к о т о р ы й по к о м п л е к с у к л и и и к о -
м о р ф о л о г и ч е с к и х п р о я в л е н и й н а п о м и -
н а е т п а р о д о н т и т у ч е л о в е к а [ 1 8 ] . 

М н о г о ч и с л е н н ы е и с с л е д о в а н и я и су-
щ е с т в у ю щ и е т е о р и и — б а к т е р и а л ь н ы е , 
в к о т о р ы х о с н о в н о е в н и м а н и е в п а т о -
г е н е з е з а б о л е в а н и я у д е л я е т с я м и к р о -
ф л о р е п о л о с т и р т а , и е й р о д и с т р о ф и ч е -
с к а я и с о с у д и с т о - н е р в н а я , с о г л а с н о ко-
т о р ы м п р и ч и н о й п а р о д о н т и т а я в л я ю т -
с я и з м е н е н и я с о с у д о в ( э и д о в а с к у л и т ы . , 
п е р и в а с к у л и т ы , о б л и т е р а ц и я и а т е р о -
м а т о з ) — н е д а ю т о т в е т а на в о п р о с : 
к а к и м о б р а з о м в о с п а л и т е л ь н а я р е а к -
ц и я в д е с н е п р о в о ц и р у е т р а з в и т и е 
а т р о ф и ч е с к о г о п р о ц е с с а в к о с т н о й т к а -
ни а л ь в е о л я р н о г о о т р о с т к а ? 

Э т о п о б у ж д а е т и с с л е д о в а т е л е й ис-
к а т ь р е ш е н и я п р о б л е м ы на н о в ы х н а -
п р а в л е н и я х , у ч и т ы в а ю щ и х п р е и м у -
щ е с т в е н н о т о н к и е м е х а н и з м ы р а з в и т и я 
п а т о л о г и ч е с к и х с о с т о я н и й . К т а к о в ы м 
о т н о с я т с я и п р о ц е с с ы п е р е к и с н о г о 
о к и с л е н и я л и п и д о в ( П О Л ) , и з у ч е н и е 
к о т о р ы х п р е д с т а в л я е т д л я с т о м а т о л о -
г и и з н а ч и т е л ь н ы й и н т е р е с в в и д у про-
т и в о р е ч и в о с т и и м е ю щ и х с я в л и т е р а т у -
р е д а н н ы х о т н о с и т е л ь н о л е ч е н и я п а р о -
д о н т и т а : п р и м е н е н и е к а к а и т и о к с и д а н -
т о в ( а - т о к о ф е р о л , а с к о р б и н о в а я кис -
л о т а , д и б у н о л ) [2 , 9 — 1 1 , 2 1 ] , т а к и 
п р о о к с и д а н т а ( к и с л о р о д ) [12 , 14, 15, 
17] о к а з ы в а л о п о л о ж и т е л ь н о е в л и я н и е 
н а т к а н и п а р о д о н т а . 

М е т о д и к а 

Исследования выполнены на 64 кошках 
массой 3,5—4 кг. Состояние тканей пародон-
та у животных оценивали иа основании кли-
нико-рентгенологических исследований [1]. В 

зависимости от этого животные были разделе-
ны иа 4 группы: 1-ю составили кошки с ин-
тактным пародонтом (контроль); 2-ю — жи-
вотные с явлениями гингивита; 3-ю и 4-ю — 
соответственно кошки с пародонтитом легкой 
степени и средней тяжести. Животных после 
рауш-наркоза умерщвляли методом тотально-
го кровопускания. Для исследований брали 
ткань десны и альвеолярного отростка. 

О состоянии пероксидации липидов в тка-
нях пародонта судили по содержанию диено-
вых конъюгатов [16], малонового диальдеги-
да (МДА) [24], а также по скорости процессов 
пероксидации, которую определяли следующим 
образом: в две центрифужные пробирки вли-
вали по 1,5 мл насыщенного раствора тиобар-
битуровой кислоты и добавляли по 1 мл го-
могената исследуемой ткани. В одну пробир-
ку немедленно добавляли 1 мл 30 % ТХУ, во 
вторую — ТХУ после 60 мин инкубации при 
37°С. Обе пробирки кипятили иа водяной ба-
не 30 мин, центрифугировали 15 мин при 
3000 g и снимали показания на спектрофото-
метре СФ-26 при 532 нм. О скорости процес-
сов пероксидации липидов судили по разно-
сти количества МДА до и после инкубации 
гомогената с тиобарбитуровой кислотой. 

О состоянии антиоксидантных систем суди-
ли по концентрации а-токоферола [3], а так-
же по активности глюкозо-6-фосфатдегидро-
геназы (Г-6-ФД; КФ 1.1.1.49) [6] и глутатион-
редуктазы (КФ 1.6.4.2) [23]. 

Липиды экстрагировали по Фолчу. Хрома-
тографическое разделение их на фракции осу-
ществляли по Шталю [20] иа хроматографи-
ческих пластинах "Siiufol UV-254" фирмы 
"Chemapol". Показания снимали на видеоден-
ситометре «Телехром» (ФРГ). Содержание ве-
щества рассчитывали по формуле: 

с = Сст_^оп 1 0 0 0 j 
и с т 

где С — количество вещества (в мг на 1 кг 
ткани), Сст — количество вещества в нанесен-
ном на пластину эталонном растворе, £)Ст — 
показания прибора для эталонного раствора, 
D0п — показания прибора для опытной пробы. 

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

К а к в и д н о из п р е д с т а в л е н н ы х д а н -
н ы х ( т а б л . 1) , в д е с н е и а л ь в е о л я р н о м 
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Т а б л и ц а 1 
Содержание диеновых конъюгатов, МДЛ и скорость ПОЛ в десне и альвеолярном отростке кошек с 

различной выраженностью воспалительно-дистрофического процесса в пародонте 

Группа животных Диеновые к о и ъ ю г а т ы , 
м к м о л ь / к г 

Малоновый диальдегид , 
м к м о л ь / к г 

Скорость П О Л , 
н м о л ь / к г / с 

Десна 

1-я 

2-я 

3-я 

А-я 

0,251=1=0,021 
0,582=1=0,089 

/><0,01 
0 ,158±0 ,033 

Я<0,()()1 
0,384=1=0,145 

Р > 0 , 3 

35,0=1= 1,7 
32,4=1=1,9 

/><0 ,3 
24,5=1=3,1 
Я<0,02 

27,9=1=2,1 
Р < 0 , 0 2 

(+)2,20=1= 1,42 
( + ) 7,78=1=2,38 

Ж 0 , 0 5 
( + ) 0,25=1=0,26 

/>>0 ,1 
( + ) 1,84=1=0,41 

/>>0 ,8 

Альвеолярный отросток 

1-я 

2-я 

3-я 

4-я 

0,273=1=0,031 
0,569=1=0,129 

Р < 0 , 0 5 
0,243=1=0,081 

/>>0 ,9 
0,397=1=0,158 

Р > 0 , 4 

26,4=1=2,6 
25,8=1=3,2 

/ > > 0 , 9 
33,5=1=6,0 

/>>0,25 
17,9±3,1 
/><0 ,05 

(—) 0,26=1=0,21 
( + ) 10,40=1=2,83 

/><0,002 
( + ) 0,27=1=0,09 

Ж 0 , 0 5 
( + ) 0,19=1=0,61 

Р > 0 , 4 

11 р и м е ч а л и е. Здесь и в табл. 2 и 3 величина Р рассчитана по отношению к группе жи-
вотных с интактным пародонтом. 

отростке к о ш е к с гингивитом увеличи-
лось с о д е р ж а н и е д и е н о в ы х к о н ъ ю г а т о в 
и р е з к о в о з р а с т а л а скорость перокси-
д а ц и и липидов . П р и п а р о д о н т и т е ж е 
легкой степени оба п о к а з а т е л я в т к а -
ни десны в о з в р а щ а л и с ь к у р о в н ю кон-
т р о л я , о д н а к о в а л ь в е о л я р н о м отрост-
ке с о д е р ж а н и е д и е н о в ы х к о н ъ ю г а т о в 
с н и ж а л о с ь , а скорость п е р о к с и д а ц и и 
л и п и д о в о с т а в а л а с ь п о в ы ш е н н о й , т. е. 
полной н о р м а л и з а ц и и процесса в кост-
ной т к а н и в отличие от д е с н ы не на-
б л ю д а л о с ь . Е с л и п о в ы ш е н и е у р о в н я 
П О Л в десне при гингивите м о ж н о в 
к а к о й - т о мере о б ъ я с н и т ь а к т и в а ц и е й 
ф а г о ц и т о з а , то причины его повыше-
ния в костной т к а н и , к а к и м е х а н и з м 
с н и ж е н и я у ж е при р а з в и в а ю щ е м с я 
п а р о д о н т и т е , о с т а ю т с я н е я с н ы м и . По-
следний м о ж е т з а в и с е т ь к а к от со-
с т о я н и я а н т и о к с и д а н т н ы х систем, т а к 
и от к о л и ч е с т в а с у б с т р а т а П О Л . Ис-
с л е д о в а н и я а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в 
г л у т а т и о н о в о й а н т и о к с и д а н т н о й систе-
мы ( Г А О ) п о к а з а л и , что а к т и в н о с т ь 
г л у т а т и о н р е д у к т а з ы в а л ь в е о л я р н о м 
отростке по о т н о ш е н и ю к к о н т р о л ю 
с н и ж а л а с ь при гингивите и в о з р а с т а л а 
при п а р о д о н т и т е л е г к о й степени, в 
то в р е м я к а к в десне п о к а з а т е л и не 
п р е т е р п е в а л и д о с т о в е р н ы х изменений 
( т а б л . 2 ) . А к т и в н о с т ь Г - 6 - Ф Д при 
гингивите с н и ж а л а с ь в обеих т к а н я х . 

С получением этих д а н н ы х с т а л о яс-
но, что д а л ь н е й ш и й их а н а л и з в о з м о -
ж е н л и ш ь с учетом процессов , проис-
х о д я щ и х в и с с л е д у е м ы х т к а н я х п р и 
р а з в и т и и в о с п а л и т е л ь н о й р е а к ц и и . 
С о г л а с н о гистохимическим и с с л е д о в а -
н и я м [4, 5 ] , в б а з а л ь н о м э п и т е л и и и 
ш и л о в и д н ы х к л е т к а х десны при в о с п а -
лении р е з к о у в е л и ч и в а е т с я с о д е р ж а -
ние г л и к о г е н а . О д н а к о если в к л е т к а х 
э п и т е л и я г л ю к о з о - 1 - ф о с ф а т ( Г - 1 - Ф ) , 
р е а г и р у я с у р и д и п т р и ф о с ф а т о м , о б р а -
зует у р и д и н д и ф о с ф о г л ю к о з у , и д у щ у ю 
на синтез г л и к о г е н а , то в ф и б р о б л а с -
т а х р е а л и з у е т с я путь у р о н о в о й к и с л о -
ты: у р и д и н д и ф о с ф а т г л ю к о з а в р е з у л ь -
т а т е поэтапного о к и с л е н и я 6-го а т о м а 
у г л е р о д а п р е о б р а з у е т с я в г л ю к у р о н о -
вую кислоту . П о с л е д н я я в о с с т а н а в л и -
в а е т с я в L - г у л о н о в у ю п о с р е д с т в о м ре-
акции , з а в и с я щ е й от 1 Т А Д Ф - Н 2 , о б р а -
з у ю щ е г о с я в пентозном цикле . С н и ж е -
ние а к т и в н о с т и ф е р м е н т о в пентозного 
пути при гингивите способствует на-
к о п л е н и ю в т к а н я х г л ю к у р о н о в о й кис-
л о т ы и р а з в и т и ю отека . Н а п р о т и в , про-
я в л е н и е ф а г о ц и т а р н о й а к т и в н о с т и л е й -
коцитов при в о с п а л е н и и с о п р о в о ж д а -
ется а к т и в а ц и е й пентозного пути [ 8 ] . 
С л е д о в а т е л ь н о , в ходе р а з в и т и я с а м о й 
в о с п а л и т е л ь н о й р е а к ц и и у ж е с о з д а ю т -
ся п р е д п о с ы л к и д л я п о с л е д у ю щ е й а к -
т и в а ц и и системы Г А О и н о р м а л и з а ц и и 
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Т а б л и ц а 2 

Активность* Г-6-ФД, глутатионредукгазы и содержание витамина Е в десне и альвеолярном отростке 
кошек при различном состоянии тканей пародонта 

Группа ж и в о т н ы х Г - 6 - Ф Д , м к к а т / к г 
Г л у т а т и о н р е д у к т а з а , 

м к к а т / к г Витамин Е, м г / к г 

Десна 

1-я 

2-я 

3-я 

4-я 

1-я 

2-я 

3-я 

4-я 

11,2± 1,2 
7 , 5 ± 1,1 
Р < 0 , 0 5 

17,6±3,1 
Р > 0 , 0 5 

15,7±2,6 
Я > 0 , 1 

11,6± 1,5 
14,6±2,2 
Я > 0 , 2 5 

15,б± 1,4 
Я > 0 , 0 5 

14,3± 1,5 
Я > 0,2 

Альвеолярный отросток 

15,2±2,5 
9 , 1 ± 1,1 
Я < 0 , 0 5 
7 ,9±1 ,2 
P C 0,02 
9 , 7 ± 1,1 
Я < 0 , 0 5 

3 , 0 ± 0 , 3 
1 ,9±0,5 
Я < 0 , 0 5 
4 ,7±0 ,6 
Я < 0 , 0 5 
2 ,9±0 ,6 

Р> 0,8 

8,77±1,46 
9,27±2,57 

Я > 0,8 
18,9±3,01 

Я<0 ,01 
10,3± 1,89 

Я > 0,5 

15,8±2,04 
11,3±3,19 

Я > 0,2 
14,0± 1,22 

Я > 0 , 4 
15,7± 1,04 

Я > 0 , 9 

будет активироваться д о л ж н ы м обра-
зом. 

Р а с с м а т р и в а я второй фактор , влия-
ющий на состояние П О Л , следует от-
метить, что с о д е р ж а н и е основного суб-
страта П О Л — фосфолипидов — в тка-
нях пародонта при изучаемой патоло-
гии остается постоянным. Н а б л ю д а -
емое при этом увеличение количества 
холестерина и триглицеридов (табл . 3) 

Т а б л и ц а 3 
Содержание фосфолипидов, холестерина и триглицеридов в десне и альвеолярном отростке домашних 

кошек при различном состоянии тканей пародонта (в мг/кг ткани) 

м е т а б о л и з м а клеток соединительной 
ткани , которые реализуются в десне 
при пародонтите легкой степени 
(см. табл . 2 ) . Поскольку в альвеоляр-
ном отростке при пародонтите легкой 
степени активность Г -6 -ФД по отноше-
нию к контролю п р о д о л ж а е т снижать-
ся , система ГАО, несмотря на компен-
саторное повышение активности глу-
татиоиредуктазы , в костной ткани не 

Группа ж и в о т н ы х Фосфолипиды Холестерин Триглицериды 

Десна 

1-я 

2-я 

3-я 

4-я 

1-я 

2-я 

3-я 

4-я 

32 0 8 0 ± 3 210 
30 830=±3 650 

Я > 0 , 8 
32 740 dz 2 730 

Р> 0,8 
30 990 ± 3 010 

Я > 0 , 8 

2970±260 
4100±380 

Р < 0 , 0 5 
5040±680 

Р < 0 , 0 1 
3740±330 

Р > 0 , 0 5 

Альвеолярн ый отросток 

18 740±2 390 
19 2 8 0 ± 2 590 

Я> 0,8 
22 190±1 910 

Р > 0,25 
16 330± 1 070 

Р > 0 , 3 

2180±220 
2080±390 

Р> 0,8 
3820±630 

Р < 0 , 0 5 
2670±390 

Р > 0 , 0 5 

20 030±4 510 
19 6 6 0 ± 4 770 

Р > 0 , 9 
28 9 4 0 ± 5 040 

Р > 0 , 2 
15 4 3 0 ± 3 960 

Р > 0 , 4 

6 190± 1 240 
8 9 4 0 ± 2 050 

Я > 0,25 
17 7 7 0 ± 3 560 

Р < 0 , 0 2 
16 9 5 0 ± 4 750 

Я > 0 , 0 5 
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свидетельствует об усилении жиромо-
билизующего эффекта и возрастании 
ноступлейия в ткани экзогенного ж и р а 
(в составе хиломикронов и липопроте-
идо7в). 

Снижение с о д е р ж а н и я М Д А 
(см. табл . 1) п о д т в е р ж д а е т такое 
предположение , ибо реэстерификация 
холестерина в клетках ведет к обра-
зованию олеиновой кислоты [19] и 
замене в ходе развития патологиче-
ского процесса полиненасыщенных 
ж и р н ы х кислот олеиновой, продукты 
окисления которой слабо реагируют с 
тиобарбитуровой кислотой [13] . Одна-
ко замена полиненасыщенных ж и р н ы х 
кислот более насыщенными повышает 
жесткость мембран , что, с одной сто-
роны, способствует уменьшению отека 
ткани, с другой — развитию склероти-
ческих явлений при повторяющихся 
воспалениях десны. Поскольку транс-
порт в ткани холестерина и «-токофе-
рола [22] в заимосвязан , повышение 
с о д е р ж а н и я последнего в десне при 
пародонтите легкой степени усиливает 
а н т и р а д и к а л ь н у ю з а щ и т у межклето-
чного вещества и способствует норма-
лизации метаболизма клеток. Биологи-
ческий смысл увеличения количества 
холестерина состоит в уменьшении 
отека ткани в результате повышения 
вязкости мембран , увеличения толщи-
ны гидрофобной зоны последних и из-
менения в гидрофобной зоне концен-
трации полярных веществ [19] . 

Костная ткань , в отличие от покров-
ных (эпителиальной и соединитель-
ной) непосредственно не подвергается 
воздействию неблагоприятных факто-
ров внешней среды, и системы з а щ и т ы 
в ней менее развиты. В связи с более 
низким содержанием клеточных эле-
ментов показатели , х а р а к т е р и з у ю щ и е 
с од е ржание фосфолипидов, исходный 
уровень М Д А и активность глутатион-
редуктазы, в костной ткани животных 
с интактным пародонтом по сравнению 
с таковыми в десне снижены. Повыше-
ние с о д е р ж а н и я холестерина (см. 
табл . 3) и снижение количества М Д А 
(см. табл . 1) в альвеолярном отростке 
наблюдается на более поздних этапах 
развития патологического процесса, 
чем в десне. 

Что касается витамина Е, обеспечи-
вающего а н т и р а д и к а л ь н у ю з а щ и т у 
межклеточного вещества , то его содер-
ж а н и е в альвеолярном отростке жи-
вотных с интактным пародонтом в 

1,8 ра за превышает уровень, з арегист -
рированный в десне (см. табл . 2 ) . П р и 
гингивите эти различия уменьшаются, , 
а при пародонтите легкой степени со-
д е р ж а н и е а - токоферола в кости в 
1,2 раза меньше, чем в ткани десны. 
Уменьшение количества а - т о к о ф е р о л а 
в альвеолярном отростке с н и ж а е т уро-
вень антирадикальной з а щ и т ы костной 
ткани в большей степени, чем это име-
ет место в десне. В результате этого 
скорость процессов пероксидации ли-
пидов в десне повышается при гинги-
вите в 3,5, а в а л ь в е о л я р н о м отрост-
к е — в десятки р а з (см. табл . 1). 

Н а б л ю д а е м о е в ходе развития пато-
логического процесса ослабление анти-
оксидантной з а щ и т ы костной ткан и 
по сравнению с таковой в десне спо-
собствует тому, что изменения, вы-
званные вспышкой П О Л при гингиви-
те, имеют свое продолжение (или раз -
витие) в костной ткан и а л ь в е о л я р н о г о 
отростка и после з а т у х а н и я воспали-
тельной реакции в десне. 
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LIPID PEROXIDATION AND ANTIOXIDANT 
SYSTEMS IN CAT PARODONTIUM TISSUES 

A. P. Levitsky, N. P. Kozlyanina, V. E. Sklyar 

Institute of Stomatology, Ministry of Public-
Health of the Ukrainian SSR, Odessa 

Lipid peroxidation and activity of antioxi-
dant systems were studied in parodontium tis-
sues of 64 cats; maximal activation of lipid pe-
roxidation was detected in gingivitis both in* 
gingiva and in alveolar process. Lipid peroxida-
tion tended to normalization in gingiva only 
under conditions of light form of parodontics,, 
while in alveolar process — during parodontitis 
of middle severity. Deterioration of the antioxi-
dant systems in bones during pathological state-
was more distinct as compared with gingiva; 
hence, metabolic alterations, occurred in res-
ponse to activation of lipid peroxidation in 
gingivitis, were proceeded in bone structures of 
alveolar process and after the inflammation 
decrease in gingiva. 
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П Е П Т И Д Н Ы Й Б И О Р Е Г У Л Я Т О Р И З К О Р О В Ь Е Г О к - К А З Е И Н А 

Институт питания АМН СССР, Москва 

П о с л е д н е е в р е м я н а к а п л и в а ю т с я 
ф а к т ы о том, что р е г у л я т о р н у ю функ-
цию н а р я д у с т р а д и ц и о н н ы м и пептид-
н ы м и р е г у л я т о р а м и , г о р м о н а м и и ней-
р о п е п т и д а м и могут в ы п о л н я т ь и про-
д у к т ы п р о т е о л и з а белков , не я в л я -
ю щ и х с я в о б щ е п р и н я т о м с м ы с л е «про-
ф е с с и о н а л ь н ы м и » п р е д ш е с т в е н н и к а м и 
т а к и х м о л е к у л [4, 14]. К п о д о б н ы м 
б е л к а м относятся к а з е и н ы м о л о к а , в 
с т р у к т у р е к о т о р ы х имеются а м и н о к и с -
л о т н ы е п о с л е д о в а т е л ь н о с т и , о с в о б о ж -
д а е м ы е в процессе п р о т е о л и з а в виде 
ф и з о л о г и ч е с к и а к т и в н ы х пептидов , 
способных в л и я т ь на д е я т е л ь н о с т ь цен-
т р а л ь н о й нервной системы ( Ц Н С ) , пи-
щ е в а р и т е л ь н у ю ф у н к ц и ю и м е т а б о л и -
ческий с т а т у с о р г а н и з м а . 

Т а к , в п е р в ы е н а м и б ы л о п о к а з а н о , 
что п р о д у к т о г р а н и ч е н н о г о п р о т е о л и з а 
|3-казеина молочной п р о т е и н а з о й , ком-
понент 5 протеозо-пептонной ф р а к ц и и 
молока [17 ] , при о р а л ь н о м введении 
о к а з ы в а е т р е г у л я т о р н о е в л и я н и е на 
мозговое к р о в о о б р а щ е н и е [7 ] . Этот 
ф а к т н а ш е л свое о б ъ я с н е н и е , когда 
б ы л о у с т а н о в л е н о , что из (3-казеина в 
процессе его п р о т е о л и з а могут осво-

б о ж д а т ь с я пептиды с опиоподобиой а к -
тивностью, н а з в а н н ы е |3 -казоморфина-
ми [15, 18] и в х о д я щ и е в состав ком-
понента 5. 

В н а с т о я щ е е в р е м я известен ш и р о -
кий спектр ф и з и о л о г и ч е с к и х актив-
ностей !(3-казоморфина. Этот пептид 
у с и л и в а е т п и щ е в о е о с в о б о ж д е н и е ин-
сулина [24 ] , с о м а т о с т а т и н а [ 2 5 ] , пан-
к р е а т и ч е с к о г о п о л и п е п т и д а [23 ] , повы-
ш а е т уровень п р о л а к т и н а в сыворотке-
крови [22] и, с л е д о в а т е л ь н о , увеличи-
в а е т м е т а б о л и ч е с к и й с т а т у с организ -
ма , в ы п о л н я я р о л ь л о к а л ь н о действу-
ю щ е г о «пищевого г о р м о н а » [ 2 1 ] . И з 
пепсинового г и д р о л и з а т а a s -казеина 
т а к ж е б ы л в ы д е л е н пептид с опиопо-
д о б и о й а к т и в н о с т ь ю [26] и у с т а н о в л е -
на его а м и н о к и с л о т н а я п о с л е д о в а т е л ь -
ность [20 ] . 

Р а н е е б ы л о о б н а р у ж е н о , что г л и к о -
м а к р о п е п т и д ( Г М П ) , о с в о б о ж д а ю щ и й -
ся из /с-казеина при с т в о р а ж и в а н и и 
м о л о к а , я в л я е т с я с и л ь н ы м ингибито-
ром ж е л у д о ч н о й с е к р е ц и и [12] и мо-
т о р и к и [9 ] . Отмечена з н а ч и т е л ь н а я ге-
терогенность Г М П и п о к а з а н о , что он 
н а х о д и т с я в сильно а с с о ц и и р о в а н н о м 
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с о с т о я н и и с м о л е к у л я р н о й м а с с о й по-
л и м е р н о й и м о н о м е р н о й ф о р м с о о т -
в е т с т в е н н о 3 2 0 0 0 и 4 0 0 0 [ 5 ] . И н г и б и -
т о р н а я а к т и в н о с т ь Г М П у с т о й ч и в а к 
д е й с т в и ю п е п с и н а , т р и п с и н а и х и м о -
т р и п с и н а [6, 1Г| и о б у с л о в л е н а не 
в с е й м о л е к у л о й Г М П , а л и ш ь е г о н и з -
к о м о л е к у л я р н ы м ф р а г м е н т о м [ 8 ] . 
В д а л ь н е й ш е м б ы л о п о к а з а н о , ч т о в 
л е п с и н о в о м г и д р о л и з а т е / с - к а з е и и а п р и -
с у т с т в у ю т д в а и н г и б и т о р а ж е л у д о ч н о й 
с е к р е ц и и [ 1 0 ] . Ц е л ы о н а с т о я щ е г о ис-
с л е д о в а н и я я в л я е т с я в ы д е л е н и е из 
ф е р м е н т а т и в н о г о г и д р о л и з а т а / с -казе-
и н а п е п т и д н о г о б и о р е г у л я т о р а , с п о с о б -
н о г о и з м е н я т ь э л е к т р и ч е с к у ю а к т и в -
н о с т ь с т р у к т у р м о з г а . 

тсриал пика растворяли в 3 мл 0,01 М аммиа-
ка и в объеме 1 мл наносили на колонку се-
фадекса G-50, уравновешенную 0,01 М амми-
аком. Материал, выходящий в наружном объе-
ме колонки (пик Д м ) , собирали и лиофилизи-
ровали. Выход этого материала 15—20 мг на 
10 л обезжиреиого молока. Аминокислотный 
состав физиологически активных фракций оп-
ределяли на аминокислотном анализаторе Бэк-
маи 121 после гидролиза в 6 и. НС1 в атмос-
фере N2 при 105 °С в течение 24 ч. Действие 
выделенных фракций на электрическую актив-
ность структур мозга оценивали по появлению 
и продолжительности вспышек высоковольт-
ных (200 -350 мкВ) и высокочастотных (15— 
20 Гц) колебаний электрического потенциала 
при внутривенном введении животным с 
вживленными в различные структуры мозга 
электродами. Электрическую активность мозга 
регистрировали на энцефалографе фирмы 
«Ал ь вар- Э л ектр о н и к». 

М е т о д и к а 

В работе использовали свежее обезжирен-
ное молоко, неочищенный свиной пепсин, се-
фадексы G-50 (тонкий) и G-10 ("Pharmacia", 
Швеция), биогель Р-2,200—400 меш (BRL, 
США), сульфокатионит дауэкс 50WX2 с зер-
нением 200—400 меш ("Dow", США). 

Общий казеин получали из обезжиренного 
молока осаждением в изоточке при иодкисле-
нии I и. НС1 и дважды переосаждали в целях 
очистки от белков молочной сыворотки. 
к-Казеин выделяли из общего фракционирова-
нием в концентрированных растворах мочеви-
ны в кислой зоне рН, создаваемой серной кис-
лотой [27], и дважды очищали от примеси 
a.s- и Р-казеинов осаждением из 50 % этано-
ла уксуснокислым аммонием. 

Ферментативный гидролиз /с-казеина пеп-
сином и получение исходного пептидного пре-
парата осуществляли описанным методом 
[10]. Для дальнейшей очистки биологически 
активного пептида 100 мг исходного препара-
та пропускали через колонку сефадекса G-50, 
уравновешенную 0,01 М раствором аммиака. 
Вэдход материала с колонки на всех стадиях 
разделения регистрировали путем измерений 
электропроводности и поглощения света при 
260 на приборе РЕППС-1М и самописце 
КСП-4- Полученные фракции лиофилизирова-
ли. /Материал, вышедший с колонки сефадекса 
пикрдо JV, после лиофилизации наносили на 
колонку с бногслсм Р-2, уравновешенную 

(0,1 М уксусной кислотой. Материал, вышед-
ший с одпоики биогеля пиком IV-4, после лио-
филизации растворяли в 4 мл стартового 
0,2 М иатрий-цитратного буфера рН 2,2 и на-
носили на колонку с дауэксом 50WX2. Ко-
лонку элю^кровали ступенчатым градиентом 
рН, создаваемым 0,2 М .натрийцитратными бу-
ферами с рН 2,2, 3,25 и 4,25. Пик, выходя-
щий в градиенте рН 3,6—4,25 пятым от на-
чала хроматограммы (пик Д) в объеме 340— 
365 мл, лиофилизировали, растворяли в 3,5 мл 
дистиллированной воды и наносили на колон-
ку биогеля Р-2, уравновешенную дистиллиро-
ванной водой. Материал, выходящий первым 
пиком (пик ДО во внутреннем объеме колои-

, ки, собирали и лиофилизировали. 0,5 мг ма-
териала пика Д{ подвергали хроматографии 

.высокого разрешения на жидкостном хрома-
тографе фирмы "Waters". Весь остальной ма-

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

В л и т е р а т у р е о п и с а н ы с п о с о б ы в ы -
д е л е н и я и з ф е р м е н т а т и в н ы х г и д р о л и -
з а т о в о б щ е г о к а з е и н а [ 1 5 ] и a s - к а з е -
и н а [ 2 6 ] б и о л о г и ч е с к и а к т и в н ы х пеп-
т и д о в с о п и о п о д о б и о й а к т и в н о с т ь ю , 
н а з в а н н ы х с о о т в е т с т в е н н о р - к а з е м о р -
ф и н о м и а - к а з е и н о в ы м э к з о р ф и н о м . 

З н а ч и т е л ь н о р а н е е б ы л о п и с а н п р о с -
т о й с п о с о б в ы д е л е н и я и з п е п с и н о в о г о 
г и д р о л и з а т а / с - к а з е и н а Г М П [ 1 ] , к о т о -
р ы й т о р м о з и л ж е л у д о ч н у ю с е к р е ц и ю 
[ 1 2 ] и м о т о р и к у [ 9 ] . В д а л ь н е й ш е м 
э т о т с п о с о б б ы л м о д и ф и ц и р о в а н [ 1 0 ] , 
в р е з у л ь т а т е ч е г о у в е л и ч и л с я в ы х о д 
и с х о д н о г о п е п т и д н о г о п р е п а р а т а и 
в о з р о с л а е г о и н г и б и т о р и а я а к т и в н о с т ь . 
К р о м е т о г о , в и с х о д н о м п е п т и д н о м 
п р е п а р а т е , п о л у ч е н н о м по п о с л е д н е м у 
с п о с о б у [ 1 0 ] , п о я в и л и с ь п е п т и д н ы е 
ф р а к ц и и , с п о с о б н ы е и з м е н я т ь п р и п о д -
к о ж н о м в в е д е н и и э л е к т р и ч е с к у ю а к -
т и в н о с т ь с т р у к т у р м о з г а у к р о л и к о в с 
в ж и в л е н н ы м и в р а з л и ч н ы е о б л а с т и 
м о з г а э л е к т р о д а м и . 
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Рис. 1. Гель-фильтрация исходного пептидного 
препарата (100 мг в 2 мл) через сефадекс G-50 
тонкий (колонка 1,5X100 см), уравновешен-

ный 0,01 М аммиаком. 
Скорость ф и л ь т р а ц и и 25 мл/ч, д е т е к ц и я при 260 им. 
З д е с ь и на рис. 2—6 о п т и ч е с к а я плотность в ы р а ж е н а 

в п р о ц е н т а х поглощения . 
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Рис. 2. Гель-фильтрация выделенного на сефа-
дексе G-50 пика IV (100 мг в 2 мл) через био-
гель Р-2 (колонка 1,5X100 см), уравновешен-

ный 0,1 М уксусной кислотой. 
Скорость фильтрации 35 мл/ч. 

С целыо выделения и дальнейшей 
очистки пептидного биорегулятора , 
изменяющего электрическую актив-
ность мозга , исходный пептидный пре-
п а р а т р а з д е л я л и на колонке сефадекса 
G-50, где из него выделилось четыре 
пика (рис. 1). М а т е р и а л ликов I и II 
не п р о я в л я л исследуемой физиологиче-
ской активности, в то время как при вве-
дении животным м а т е р и а л а пиков II I и 
IV в дозах 50 и 150 мкг на 1 кг массы 
тела соответственно наблюдалось 
появление на э л е к т р о э н ц е ф а л о г р а м м е 
(ЭЭГ) х а р а к т е р н ы х вспышек колеба-
ний электрического потенциала . Д а л ь -
нейшему разделению подвергся мате-
риал пика IV, который при хромато-
графии на колонке с биогелем Р-2 раз-
д е л и л с я на 7 ф р а к ц и й (рис. 2 ) . Наи-
б о л ь ш а я физиологическая активность 
л о к а л и з о в а л а с ь во ф р а к ц и я х IV-1 и 
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Рис. 3. Хроматография выделенного пика 1V-4 
на дауэксе 50WX2 (колонка 2 ,5x37 см), урав-
новешенном 0,2 М натрийцитратным буфером 

рН 2,2. 
Пробу наносят в 4 мл стартового буфера и элюиру-
ют со скоростью 30 мл/ч в ступенчатом градиенте 
р Н , создаваемом последовательной сменой натрий-
цитратных буфером: 0,2М. рН 2,2 — 140 мл; 0.2М 
рН 3,25 — 120 мл; 0,2 М. pli 4,25 — 120 мл. Скорость 

элюции 30 мл/ч /1— Д — пептидные фракции. 

ПО 130 150 170 190 210 230 * 

Рис. 4. Гель-фильтрация выделенного иа дауэк-
се 50WX2 пика Д через биогель Р-2 200— 
400 меш (колонка 1,5X100 см), уравновешен-

ный дистиллированной водой. 
Пробу наносят в 3,5 мл дистиллированной воды, ско-

^ рость фильтрации 20 мл/ч. 

IV-4. В связи с большой гетероген-
ностью фракции IV-1, в которой при 
хроматографии высокого разрешения 
о б н а р у ж и в а е т с я около 30 пиков, она 
д а л е е не исследовалась . Ф р а к ц и я I V-4 
при х р о м а т о г р а ф и и на дауэксе 5 0 W X 2 
р а з д е л и л а с ь на ряд пиков (рис. 3) . Из 
пика Д при х р о м а т о г р а ф и и на колонке 
биогеля Р-2 выделился острым пиком 
м а т е р и а л Д1 (рис. 4 ) , который ока-
з ы в а л четкое физиологическое дейст-
вие в дозе 30 мкг на 1 кг массы тела . 
При аналитической х р о м а т о г р а ф и и на 
колонке Z o r b a x С-8 в м а т е р и а л е пика 
Д ] о б н а р у ж и л о с ь четыре пика 
(рис. 5 ) : пик 1, гидрофильный, с низ-
кой оптической плотностью при 280 им 

JL _L _1_ _L 
35 50 25 20 15 Ю Ом 

Рис. 5. Хроматография высокого разрешения 
выделенного на биогеле Р-2 пика Д | (0,5 мг) на 
колонке Zorbax С-8 (4,6x250 мм) в системе: 
0,01 М трифторуксусная кислота рН 2,0 и аце-

тон итрил. 
Скорость потока 1,5 м л / м и н ; первые 8 мин в изокра-
тическом режиме, следующие 30 мин в ацетонитри-
ловом градиенте от 2 до 7 0 % . Детекция при 280 им 

(а) и 206 нм (б). 1—4 — номера пиков. 

.5 B-сы мед. химии М? I и з 



^260 

Рис. 6. Гель-фильтрация выделенного на биоге-
ле Р-2 пика Д | через сефадекс G-10 (колонка 
1,0x80 см), уравновешенный 0,01 М раствором 

аммиака. 
Пробу наносят в объеме 1 мл, скорость фильтрации 

/11 мл/ч. 

и высокой при 206 им и пики 2, 3 и 4 
с более высоким поглощением при 
280 нм, чем при 206 им. М а т е р и а л пи-
ка Д1 в связи с высоким содержанием 
солей не подвергался п р е п а р а т и в н о м у 
разделению на колонке Z o r b a x С-8, а 
обессоливался на колонке сефадекса 
G-10, где из него выделилось 4 пика 
(рис. 6) . Пик, выходящий в н а р у ж н о м 
объеме колонки, пептид Д 1 Л , п р о я в л я л 
четкое физиологическое действие в до-
зе 20 мкг на 1 кг массы тела . 

И з сравнения физиологической ак-
тивности и аминокислотного состава 
выделенных фракций (см. таблицу) 
следует, что нарастание физиологиче-
ской активности коррелирует с увели-
чением с о д е р ж а н и я тирозина во фрак-

Аминокислотный состав биологически активных 
пептидных фракций из пепсинового гидролиза-
та /с-казеина (в г на 100 г пептида, рассчитан-

ного из аминокислотного анализа) 

Фракция 
Аминокислота 

111 IV-1 Д ы 

Аспарагиновая кислота'" 6,53 3,09 13,4 
Треонин 7,5 5,03 6,4 
Серии 5,8 6,12 6,5 
Глутаминовая кислота* 14,26 12,25 16,5 
Пролии 12,6 13,5 6,0 
Глицин 3,95 2,19 5,0 
Алании 6,98 6,9 7,0 
Цистии 0,85 — 

Вал и и 4,75 4,56 4,1 
Метионии 0,21 1,17 1,3 
Изолейцин 4,16 4,33 3,5 
Лейцин 6,78 4,05 7,2 
Тирозин 0,78 0,62 2,2 
Фепилалапии 2,35 3,57 4,5 
Лизин 11,36 13,88 9,6 
Гистидин 8,11 10,91 2,1 
Аргинин 4,6 6,98 4,7 
Триптофан Не | определяли 

* Аминокислота + амид. 

циях. Так , если ф р а к ц и и III и IV-1 
имеют близкую удельную физиологи-
ческую активность и близкий уровень 
тирозина , то активность Д ^ - п е п т и д а 
возрастает в 4 раза , а в аминограмме 
увеличивается со дер ж ани е этой амино-
кислоты. 

Н а л и ч и е N-концевого остатка тиро-
зина является в а ж н ы м признаком как 
д л я эндогенных опиоподобных пепти-
д о в — энкефалинов [19] , так и д л я 
а л и м е н т а р н ы х экзогенных опиоподоб-
ных пептидов — (3-казоморфинов [ 18]. 
Остаток тирозина не в N-концевом по-
ложении, а предшествуемый остатком 
аргинина , содержится и в а -казеино-
вом экзорфине [20] . Следовательно , 
можно полагать , что выделенный фи-
зиологически активный м а т е р и а л 
включает в себя фрагмент молекулы 
/с-казеина, л о к а л и з о в а н н ы й в районе 
одного из остатков тирозина , име-
ющихся в молекуле белка . П о с к о л ь к у 
все остатки тирозина р а с п о л а г а ю т с я в 
/шра-/<-казеиновой части молекулы, то 
физиологически активный пептид, по-
видимому, отличается от ранее выде-
ленного Г М П , который не содержит 
ароматических аминокислот . 

Изменения ЭЭГ-активности , анало-
гичные тем, которые возникают под 
влиянием выделенного пептида, наблю-
даются в период пищевого насыще-
ния, при иифузии в кровь аминокис-
лот, а т а к ж е при введении холецисто-
кинина [2, 3, 13], который играет клю-
чевую роль в развитии чувства насы-
щения [16] . Тот факт , что выделенный 
пептид в ы з ы в а е т изменения ЭЭГ-ак-
тивности, аналогичные пищевому на-
сыщению и действию холецистокиншш, 
позволяет предполагать его участие в 
механизме насыщения . 

Выделенный пептидный биорегуля-
тор, я в л я я с ь естественным продуктом 
переваривания одного из самых рас-
пространенных пищевых белков — ка-
зеина молока , может стать перспек-
тивным лекарственным препаратом 
д л я ослабления чувства голода в усло-
виях лечения редуцированными диета-
ми и, возможно, к а к успокаивающий 
препарат . 

В о з м о ж н а я биологическая роль пеи-
тида в питании новорожденных, по-
видимому, направлена на регулирова-
ние потребления молока с целью 
предотвращения возможности перееда-
ния и связанной с этим перегрузки 
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к а к пищеварительной, так и белоксин-
тези ру юще й и в ы де л и тел ь ной с исте м 
новорожденных. 

Автор ы в ы р а ж а ют б л а года р н ость 
В. В. Ульяшину (Институт биооргани-
ческой химии) за проведение высоко-
р а з р е ш а ю щ е й жидкостной хроматогра -
фии выделенного препарата . 
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PEPTIDE BIOREGULATOR FROM COW K-
CASEIN 

E. Ya. Stan, A. P. Ekimovsky 

Institute of Nutrition, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

A number of peptides were isolated from 
pepsin hydrolyzatc of cow k-casein by means 
of gel filtration on Sephadcx G-50 and Biogel 
P-2, Dowex WX2 ion exchange chromatography 
in the pH step-wise gradient and dialysis using 
Sephadex G-10. The peptide material, after in-
travenous administration at a dose of 20 (Lig/kg 
of body mass, developed on electroencephalo-
grams of various brain structures of starved 
rabbits the high amplitude, high frequent oscil-
lations of electric potential corresponding to the 
effect of food satiation or to the action of 
cholecystokinine. Analysis of amino acid compo-
sition showed that the peptide fraction appears 
to be a fragment of para-k-casein moiety loca-
lized near one of Tyr residues containing in the 
protein molecule. Physiological effect of the 
peptide fraction was apparently related to re-
gulation of satiation sense. 
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А. Д. Златопольский, М. А. Зайденберг, А. Е. Берман, В. И. Мазуров, 
А: А. Карелин 

Ф РА Г М Е Н Т И Р О В А Н И Е Ф И Б Р О Н Е К Т И Н А Д Е М А С К И Р У Е Т 
А К Т И В Н О С Т Ь , С Т И М У Л И Р У Ю Щ У Ю С И Н Т Е З Д Н К И Р Н К 

В К Л Е Т К А Х Г Р А Н У Л Я Ц И О Н Н О Й Т К А Н И IN VITRO 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Институт хирургии им. 
А. А. Вишневского АМН СССР, Москва 

Н а ранних э т а п а х з а ж и в л е н и я ран 
ф и б р о н е к т и н и ф и б р и н п о с т у п а ю т в 
о б л а с т ь р а н ы и ф о р м и р у ю т г а п т о т а к -
тический д л я ф и б р о б л а с т о в времен-
ный к а р к а с , по к о т о р о м у ф и б р о б л а с т ы 
д в и ж у т с я в о б л а с т ь р а н ы [6, 8, 11]. 
С ы г р а в свою роль , этот к а р к а с раство-
р я е т с я , по -видимому , под д е й с т в и е м 
п р о т е и и а з п л а з м ы или в ы ш е д ш и х из 
р а з р у ш е н н ы х к л е т о к п р о т е и и а з [3, 5, 
13]. О б р а з у ю щ и е с я при этом ф р а г м е н -
ты ф и б р о н е к т и н а т а к ж е , вероятно , мо-
гут с т и м у л и р о в а т ь з а ж и в л е н и е р а н , но 
у ж е по д р у г о м у м е х а н и з м у , а именно 
путем с т и м у л и р о в а н и я п р о л и ф е р а ц и и 
ф и б р о б л а с т о в . В н а с т о я щ е й р а б о т е 
мы п о п ы т а л и с ь проверить , с т и м у л и р у -
ют ли ф и б р о н е к т и н и его ф р а г м е н т ы 
в к л ю ч е н и е п р е д ш е с т в е н н и к о в в нук-
л е и н о в ы е к и с л о т ы к л е т о к г р а н у л я ц и -
онной т к а н и in v i t ro . 

М е т о д и к а 

В работе использовали белых крыс-самцов 
массой 150—170 г с экспериментальными ра-
нами: прлнослойный дефект кожи спины 2,5Х 
Х2,0 см. Животных оперировали под эфирным 
наркозом. Биоптаты грануляционной ткани 
массой 100 мг, взятые из ран на 3—4-е сутки 
после операции, инкубировали в среде Уитто 
[12], содержащей фибронектин или его фраг-
менты (2—500 мг), 0,8 мкКи 5-метил-3Н-тими-
дина (удельная радиоактивность 41 Ки/ммоль, 
СССР) или 0,6 мкКи 5-3Н-уридина (удельная 
радиоактивность 31 Ки/ммоль, СССР) "в про-
бе. Конечный объем инкубационной среды со-
ставлял 3 мл, длительность инкубации 5 ч при 
37°С и постоянном встряхивании. 

После инкубации биоптаты ткани отделяли 
от среды центрифугированием, дважды про-
мывали холодным раствором Кребс — Ринге-
ра, содержащим 1 % тимидин или уридин, го-
могенизировали иа холоду и в гомогенатах 
определяли содержание [1] и удельную радио-
активность ДНК и РНК. Фибронектин получа-
ли из сыворотки крови человека, как описано 
ранее [7]. Частичный протеолиз фибронектина 
осуществляли последовательно иммобилизо-
ванным на сефарозе плазмином и свободным 
трипсином, от которого затем избавлялись, 
пропуская реакционную смесь через сефарозу 
с иммобилизованным ингибитором трипсина 
из сои. Электрофоретический анализ проводи-
ли в градиенте полиакриламидного геля (5— 
15 %) в присутствии додецилсульфата Na. 

Н а рис. 1 п р е д с т а в л е н ы р е з у л ь т а т ы 
д е й с т в и я ф и б р о н е к т и н а и его ф р а г м е н -
тов на у д е л ь н у ю р а д и о а к т и в н о с т ь Д Н К 
и Р Н К биоптатов . И з р и с у н к а видно,, 
что н а т и в н ы й ф и б р о н е к т и н не т о л ь к о 
не у в е л и ч и в а е т у д е л ь н у ю р а д и о а к т и в -
ность Д Н К и Р Н К , но д а ж е н е с к о л ь к о 
с н и ж а е т ее (до 91 ± 8 % д л я Д Н К и 
83=1=6 % д л я Р Н К ) по с р а в н е н и ю с 
к о н т р о л ь н о й величиной . Ф и б р о н е к т и н , 
п о д в е р г ш и й с я ч а с т и ч н о м у п р о т е о л и з у , 
д е й с т в у е т иначе , в ы з ы в а я в о з р а с т а н и е 
у д е л ь н о й р а д и о а к т и в н о с т и Д Н К и 
Р Н К . С т и м у л и р у ю щ и й э ф ф е к т ф р а г м е н -
тов на в к л ю ч е н и е п р е д ш е с т в е н н и к о в в 
Д Н К и Р Н К в о з р а с т а е т с у в е л и ч е н и е м 
с о д е р ж а н и я в и о с и м ы х в и н к у б а ц и о н -
ную среду ф р а г м е н т о в и д о с т и г а е т мак -
с и м у м а при и с п о л ь з о в а н и и 15 -20 мкг 
ф р а г м е н т о в на пробу. Д а л ь н е й ш е е 10-
к р а т н о е у в е л и ч е н и е с о д е р ж а н и я ф р а г -
ментов не о к а з ы в а е т в л и я н и я на вклю-
чение п р е д ш е с т в е н н и к о в в Р Н К и 
Д Н К . М а к с и м а л ь н о е с т и м у л и р о в а н и е 
ф р а г м е н т а м и ф и б р о н е к т и н а синтеза 
Д Н К и Р Н К с о с т а в л я е т соответственно 
1654= 12 % и 1274=7 % . П о д о б н ы й сти-
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Рис. 1. Действие фибронектина и его фрагмен-
тов на включение меченых предшественников 

в ДНК и РНК. 
По оси абсцисс — количество фибронектина или его 
фрагментов (в мкг); но оси ординат — удельная ра-
диоактивность (в % от контроля) . Удельная радио-
активность Д Н К (Л 2) и Р Н К (3, 4) после действия 
иативного фибронектина ( / , 4) и протеолитических 
фрагментов фибронектина (2, 3) оценивали по отно-
шению к пробам, не содержащим фибронектина и его 
фрагментов, удельную радиоактивность Д Н К и РНК 

которых принимали за 100%. 
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мулирующий э ф ф е к т мы н а б л ю д а л и 
и в том случае, если вместо фрагмен-
тов протеолитического расщепления 
фибронектина под действием плазми-
на и трипсина использовали фибронек-
тин, расщепленный в результате дли-
тельного ( > 3 мес) хранения при 3 ° С . 
В этом случае 100 мкг частично рас-
ще п л е н н о го ф и б р о и е к т и н а п ов ы ш а л и 
удельную радиоактивность Д И К до 
205=t36 % от контрольной. Таким об-
разом, и в этом случае н а б л ю д а л и 
стимулирующий эффект частично рас-
щеп л е нного фибронектина . 

Повышение удельной радиоактив-
ности Р Н К и Д Н К под действием 
фрагментов фибронектина происхо-
дит, по-видимому, в результате стиму-
ляции синтеза Р Н К и Д Н К , о т р а ж а -
ющей усиление пролиферации фиб-
робластов грануляционной ткани. На 
правомерность этого предположения 
у к а з ы в а е т стимуляция синтеза Д Н К в 
покоящихся ф и б р о б л а с т а х продуктами 
п р о т е олиз а ф ибронект и и а катеп сином 
D [9] . Кроме того, митотическая ак-
тивность фибробластов стимулируется 
в ы д е л я е м ы м и из культуральной среды 
с фибронектином полипептидами с 
мол. массой 15—30 к Д [10] , которые, 
возможно, я в л я ю т с я доменом фибро-
нектина, с в я з ы в а ю щ и м с я с коллаге-
ном. Биттерман и соавт. [4] показа^ 
ли, что нативный фибронектии стиму-
лирует вступление в митоз покоящих-
ся фибробластов . Эти д а н н ы е находят-
ся в противоречии с ре зультатами на-
стоящей работы, а т а к ж е с д а н н ы м и 
работы Х а м ф р и с и Эяд [9] . Следует 
отметить, однако, что в экспериментах 
Биттерман и соавт. [4] активным на-
чалом, возможно, был не фибронек-
тии, а продукты его ограниченного 
протеолитического расщепления , ко-
торые могли образоваться за время 
предынкубации клеток с фибронекти-
ном. На рис. 2 представлены резуль-
таты электрофоретического а н а л и з а 
по молекулярной массе продуктов рас-
щепления фибронектина . И з рисунка 
видно, что продукты «автолиза» пред-
ставлены главным образом т я ж е л ы м и 
компонентами (180—200 к Д ) , а наи-
больший среди продуктов протеолиза 
имеет мол. массу 90 кД. И з этих дан-
ных следует, что активирование мито-
генной активности фибронектина про-
исходит у ж е при отщеплении 2—3 до-
менов (в результате образуются фраг-
менты 180—200 к Д ) . Скорее всего 

-zoo 
-180 

Шш-

ШлШ' 

Фт 

Рис. 2. Электрофоретичсское разделение про-
дуктов протеолиза фибронектина. 

1 — нативный фибронектии; 2 — фибронектии, рас-
щепленный последовательно плазмином и трипсином; 
3 — фибронектии, расщепленный «автолитически». 
Д л я определения молекулярной массы использован 
набор стандартных белков с мол. массой 94, 67, 43, 

30, 20,1, 14,4 кД. 

эти 3 отщепляемых «автолитически» 
домена представляют собой два С-кон-
цевых ( содержащий межцепьевые 
S—S-связи и с в я з ы в а ю щ и й фибрин 
II) и один N-концевой ( связывающий 
гепарин-I ) домены, которые наиболее 
легко отщепляются от фибронектина 
при ограниченном протеолизе [ 2 | , 
Остается неясным, однако, о б л а д а ю т 
ли активностью о т щ е п л я е м ы е конце-
вые домены или ж е большие фрагмен-
ты с мол. массой 180—200 к Д . 

И т а к , полученные данные д а ю т ос-
нование полагать , что фрагменты фиб-
ронектина могут ускорять з а ж и в л е н и е 
ран, стимулируя п р о л и ф е р а ц и ю кле-
ток грануляционной ткани. Эти фраг -
менты могут возникать в р е з у л ь т а т е 
ограниченного протеолиза поступа-
ющего в рану фибронектина и раство-
рения фибриново-фибронектинового 
к а р к а с а . Причем, д л я появления ми-
тогенной активности, по-видимому, до-
статочно отщепления 2—3 доменов. 
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Human blood plasma fibronectin decreased 
slightly the icorporation of precursors into 
nucleic acids of granulation tissue culture cells. 
A slight fragmentation of fibronectin, where the 
fragments with 180-200 kD molecular mass 
were developed, led to occurrence of the acti-
vity 2-fold stimulating the DNA synthesis. After 
more effective proteolysis using plasmin and 
trypsin the stimulating effect of fibronectin 
fragments on synthesis of nucleic acids main-
tained and constituted 165±12 % and 127,± 
±7 % for DNA and RNA, respectively. 
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В настоящее время количественное изме-
рение продуктов иерекисного окисления ли-
пидов (ПОЛ) в плазме крови приобретает 
важное диагностическое значение, так как 
активация ПОЛ играет существенную роль в 
развитии многих заболеваний, а также в от-
ветной реакции организма на действие раз-
личных факторов внешней среды [1]. Наи-
более широко для определения продуктов 
ПОЛ используют измерение окрашенных про-
дуктов реакции сыворотки крови с тиобарби-
туровой кислотой (ТБК-тест) [4]. Популяр-
ность этого метода обусловлена его высокой 
чувствительностью, простотой осуществления 
и достаточной адекватностью получаемых ре-
зультатов. 

Метод основан иа том, что при нагрева-
нии в кислой среде часть продуктов ПОЛ, 
относящихся к классу эидоперекисей, разла-
гается с образованием малонового диальде-
гида (МДА), связывание молекулы которого 
с двумя молекулами ТБК приводит к фор-
мированию окрашенного комплекса [10]. 
Взаимодействие ТБК с МДА, исходно содер-
жащимся в липидных системах, и с други-
ми летучими продуктами окисления липидов 
в количественном отношении играет незначи-
тельную роль [6]. Сложный механизм реак-
ций, ведущих к образованию МДА из про-
дукта-предшественника, накладывает ряд 
ограничений на проведение ТБ'К-теста. Кроме 
того, на протекание реакции в биологических 
средах оказывают влияние побочные факто-
ры, к которым следует отнести локализацию 
продуктов ПОЛ в составе лиггид-белковых 
комплексов и взаимодействие ТБК с некото-

рыми веществами иелипидиой природы, при-
водящее к появлению окрашенных продуктов 
[8]. Для преодоления указанных трудностей 
были предложены и продолжают разраба-
тываться различные модификации ТБК-теста, 
часть из которых уже перестала удовлетво-
рять современным требованиям. В связи с 
этим имеется необходимость в критическом 
анализе используемых методик, учитываю-
щем последние данные о механизме ТБК-ре-
акции. 

Во многих клинических лабораториях про-
должают применять метод, основанный на де-
протеинизации образца с помощью ТХУ, по-
следующем кипячении безбелкового экстракта 
с ТБ'К и спектрофотометрической регистра-
цией окрашенного продукта по поглощению 
в области 532—535 нм [5]. Концентрацию 
ТБК-активных продуктов вычисляют, исполь-
зуя коэффициент молярной экстинкции комп-
лекса МДА—ТБК при 535 им, 8 М д А = 1 , 5 6 Х 
ХЮ5 М - 1 см - 1 [11]. Применение ТХУ для 
закисления среды и одновременной дспротеи-
низации образца связано с устаревшим пред-
ставлением о взаимодействии ТБК только с 
исходно имеющимся МДА. В действительно-
сти после добавления ТХУ более 90 % всех 
ТБ'К-активных продуктов уходит в осадок в 
составе липид-белковых комплексов и не уча-
ствует в последующих реакциях с ТБК [13]. 
Неправильным является также использование 
в расчетах так как при измерении 
D535 не учитывается вклад в эту величину по-
глощения окрашенных комплексов ТБК с ве-
ществами иелипидиой природы. По этой 
причине в литературе появляются данные, в 
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которых приводится многократно завышен-
ное содержание ТБК-активных продуктов в 
сыворотке крови [3]. Таким образом, рас-
смотренный способ имеет низкие чувстви-
тельность и точность и не может быть ре-
комендован для дальнейшего применения. 

В последние годы все большее признание 
получает метод К. Yagi [14], в соответст-
вии с которым берут 0,05 мл крови, отде-
ляют форменные элементы и из полученной 
плазмы осаждают липопротеиды с помощью 
фосфориовольфрамовой кислоты. ТБК-реак-
цию проводят с выделенным и ресуспендиро-
ванным осадком липопротеидов; окрашенный 
продукт экстрагируют бутанолом и измеряют 
флуоресценцию экстракта. Количество ТБК-
активных продуктов вычисляют в пересчете 
на МДЛ путем измерения флуоресценции про-
дукта ТБК-реакции со стандартным количест-
вом тетраметокси- или тетраэтоксипропана, 
разлагающихся с образованием МДА в ходе 
реакции. К достоинствам этого метода следует 
отнести прежде всего включение в реакцию 
основной части ТБК-активных продуктов, 
осаждающихся в составе липопротеидов. Кро-
ме того, в результате бутаиольной экстрак-
ции значительно улучшаются условия оптиче-
ской регистрации окрашенного продукта. 
И наконец, флуориметрическое измерение про-
дуктов реакции резко повышает чувствитель-
ность и специфичность определения, так как 
флуоресценция комплексов ТБК с нелипид-
ными веществами имеет другие спектраль-
ные характеристики [8]. Вместе с тем рас-
смотренный метод является весьма трудоем-
ким, что можно объяснить проведением до-
полнительной операции осаждения и ресус-
пендирования липопротеидов. Широкое рас-
пространение этого метода ограничивается 
также необходимостью использования спект-
рофлуориметра. 

Дальнейшее усовершенствование ТБК-те-
ста для гомогенатов тканей предложено в ра-
боте [13], в которой предусматривается воз-
вращение к инкубации с ТБК сразу всей ис-
следуемой пробы, но проводить эту инкуба-
цию с учетом установленной авторами рН-
зависимости ТБК-реакции. Повышение чувст-
вительности достигается в результате созда-
ния оптимальных условий для образования 
МДА из продуктов-предшественников, в ходе 
реакции. Чтобы увеличить точность спектро-
фотометрической регистрации окрашенных 
продуктов, оптическую плотность бутанольно-
го экстракта измеряют при двух длинах воли 
(535 и 520 нм) и вычитают вклад неспецифи-
ческого поглощения, определяя показатель 
AD=D535—D'52o. Тем не менее получаемые по 
этому способу результаты трудно сопостави-
мы с более адекватным флуориметрическим 
измерением ТБК-активных продуктов. 

Анализ литературных данных показал, что 
наилучшим вариантом проведения ТБК-теста 
можно считать инкубацию пробы с ТБК при 
оптимальном рН и последующую флуоримет-
рическую регистрацию продукта реакции. При 
использовании более доступной спектрофото-
метрической регистрации определяемое со-
держание продуктов ТБК-реакции должно 
совпадать с результатами флуориметрических 
измерений и выражаться в стандартных еди-
ницах, а именно в пересчете на молярную 
концентрацию МДА. 

В целях решения этих задач была иссле-
дована рН-зависимость ТБ'К-реакции с сыво-

роткой крови и установлены оптимальные 
условия спектрофотометрической регистрации 

.продуктов реакции, позволяющие получать 
результаты, сопоставимые с флуориметриче-
ским определением их содержания. 

М е т о д и к а 

В работе использовали свежеприготовлен-
ную сыворотку, полученную из крови здоро-
вых доноров. В реакционную смесь, содержа-
щую 3 мл раствора Н3РО4 с соответствую-
щим рН и I мл 0,8 % ТБК («Реахим», ч.д.а.), 
вносили 0,2 мл сыворотки. Регистрировали рН 
конечной смеси и инкубировали образец 45 
мин на кипящей водяной бане. Затем смесь 
охлаждали до комнатной температуры и экст-
рагировали окрашенный продукт 5 мл н-бута-
нола. В каждом образце регистрировали оп-
тическое поглощение и интенсивность флуо-
ресценции, обусловленные наличием продуктов 
ТБК-реакции. 

Оптическую плотность водяных растворов 
и бута мольных экстрактов измеряли на спект-
рофотометре UV-300 («Shimadzu», Япония). 
Интенсивность флуоресценции определяли на 
спектрофлуориметре JY3CS (Jobin Yvon, Фран-
ц и я ) п р и А,иоэб = 5 1 5 и м и А,нсп = 5 5 4 н м . 

При проведении флуоресцентных измере-
ний для приготовления стандартной пробы в-
реакционную смесь добавляли 0,2 мл 5 - 1 0 ~ 6 М 
1,1,3,3-тетраметоксипропана («Sigma», США), 
что соответствует содержанию 1 пмоль МДА 
в пробе. В контрольную пробу добавляли 
0,2 мл Н 2 0 . Концентрацию ТБК-активных 
продуктов рассчитывали по формуле: 

г FW — FK _L 
Fc-Fк ' У 

(нмоль МДА на 1 мл сыворотки), 
где Fn, Fc и FK — соответственно интенсив-
ность флуоресценции исследуемой, стандарт-
ной и контрольной проб; V — объем исполь-
зуемой сыворотки (0,2 мл). 

Р е з у л ь т а т ы 

Известно, что рН-зависимость ТБК-реак-
ции варьирует как для различных биологи-
ческих тканей, так и при различных способах 
закислеиия среды [12, 13]. Поэтому было 
необходимо выявить диапазон рН-оптимума 
для наших условий проведения ТБК-реакции. 
Зависимость ТБК-реакции от рН при иссле-
довании различных образцов сыворотки отли-
чалась незначительно (рис. 1, кривые 1 и 2). 
В области рН 1,0—1,6 регистрировали мак-
симальное количество образующихся продук-
тов, которое снижалось при рН более 1,6. 
Кроме того, при pIT менее 1,3 исследуемые 
пробы после кипячения теряли прозрачность 
и одновременно ухудшалось разделение фаз 
при бутаиольной экстракции окрашенных про-
дуктов. В итоге светорассеяние бутанольных 
экстрактов, определяемое по поглощению при 
620 нм, возрастало (см. рис. 1, кривая 3), 
что обычно приводит к завышению результа-
тов. В соответствии с полученными данными 
для проведения ТБ'К-реакции с сывороткой 
крови был выбран оптимальный диапазон рН 
1,3—1,6, который по нашей методике созда-
вался при добавлении к пробе раствора Н 3 Р 0 4 
с рН 1,15—1,45. В последующей работе для 
большей стабилизации рН инкубационной сме-

119 



литературе для измерений по методу К. Yagi 
[9] • 

Гаким образом, оба сопоставляемых мето-
да дают идентичные результаты, однако пред-
лагаемый способ является менее трудоемким, 
поскольку в нем исключены стадии осажде-
ния и последующего ресуспеидирования ли-
попротеидов. Большой объем сыворотки в на-
ших исследованиях связан с необходимостью 
одновременной регистрации флуоресценции и 
оптической плотности исследуемых проб и 
может быть снижен до 0,05 мл при проведе-
нии только флуориметрических измерений. 

^ Рассмотренный вариант осуществления 
ТБК-теста с использованием флуориметриче-
ской регистрации имеет самостоятельное зна-
чение и является предпочтительным. Одна-
ко в связи с указанными выше причинами 
весьма важно выяснить наиболее адекватный 
спектрофотометрический способ определения 
ТБ'К-активных продуктов. В последнее время 
для ^ повышения точности измерения продук-
тов ТБК-реакции принято учитывать вклад не-
специфического поглощения, который оцени-
вают по величине оптической плотности в об-
ласти коротковолновой и длинноволновой 
границы поглощения ТБК—МДА-комплекса 
[7, 13]. Для поглощения ТБК-активных про-
дуктов в сыворотке крови были выбраны 
длины воли 510 и 580 им [2|. Поэтому од-
новременно с величиной оптической плотно-
сти в максимуме поглощения ( D 5 3 5 ) опреде-
ляли показатели A D53r,—510 = D535—D510 и 
AD535_58o=D635—^580, а также степень мут-
ности (D62O) ДЛЯ водных п-роб и их бутаиоль-
ных экстрактов. 

Как видно из таблицы, бутанольная экст-
ракция приводила к многократному сниже-
нию мутности образцов. По этой причине 
после проведения экстракции более чем в 2 

Взаимосвязь между показателями оптической плотности исследуемых проб (Dx) и содержанием 
ТБК-активных продуктов (С) в сыворотке крови здоровых доноров (л = 29) 

Характеристика проб Водные пробы после инкубац ии с ТБК 

Показатели оптической плотности, Dx 
Оптическая плотность, X±:S 
Коэффициент пропорциональности, 

Kx = D х/С, 105М~1см""1 

КА/еМДА 
Коэффициент корреляции между Dx 

и С, г Уровень значимости корреляции, р 

D535 
0 ,092±0,070 

5,97 
3,80 

0,42 
< 0 , 0 5 

! 

0,031 ± 0 , 0 1 4 

2,01 
1,29 

0,51 
< 0 , 0 1 

1̂ 020 
0,051 ± 0 , 0 2 9 

Продолжение 

Характеристика проб Бутанольные экстракты водных проб 

Показатели оптической плотно-
сти, Dx __ 

Оптическая плотность, X ± S 
Коэффициент пропорционально-

сти, Kx = Dх/С, Ю5М~1см""1 

КЯ/8МДА 
Коэффициент корреляции меж-

ду Dx и С, г 
Уровень значимости корреля-

ции, р 

1̂ 636 
0 ,040±0 ,008 

2,60 
1,67 

0,68 

< 0 , 0 0 1 

Д^бЗб-бЮ 
0 ,008±0 ,003 

0,52 
0 ,33 

0,74 

< 0 , 0 0 1 

AD535-580 
0 ,029±0 ,005 

1,88 
1,21 

0,86 

<0 ,001 

1-̂ 620 
0 ,005±0,002 

Ю 1.4 1,8 РН 

Рис. 1. Зависимость образования продуктов 
ТБК-реакции в сыворотке крови от рН инкуба-

ционной среды. 
/ и 2 — интенсивность флуоресценции продуктов ТБК-
реакции для двух различных сывороток крови; 3 — 
поглощение при 620 нм бутанольных экстрактов про-
дуктов реакции из сыворотки крови 1. рН среды из-
меняли путем добавления 4—5 % раствора Н 3 Р0 4 , до-
веденного до нужного значения рН с помощью конц. 

КОН. 
По оси ординат: слева — интенсивность флоресценции 
•(в отн. ед.), справа — оптическая плотность De2o (в ед. 

опт. пл.). 

си использовали только 2 % раствор Н 3 Р0 4 с 
рН 1,3. Такая стабилизация рН, безусловно, 
улучшает воспроизводимость результатов, что 
важно при проведении серийных и межлабо-
р а то р и ых и сс л е до в а н и й. 

С помощью разработанного метода было 
измерено содержание ТБК-активных продук-
тов в сыворотке крови 29 здоровых доноров. 
Среднее содержание этих продуктов, опреде-
ленное флуориметрически, составило 3,86± 
±0,66 нмоль МДА на 1 мл сыворотки и хоро-
шо совпадало с аналогичной величиной 3 ,92± 
±0,66 нмоль МДА на 1 мл, приводимой в 
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раза уменьшалось значение D535. Для того 
чтобы исключить вклад светорассеяния из 
собственного поглощения продуктов реакции, 
было достаточно вычесть из D535 величину 
Dseo, о чем говорит относительное постоянст-
во^ показателя A D 5 3 5 - 5 8 0 в обоих средах. Дру-
гой показатель AD535-510 в водной фазе чаще 
всего был чуть выше или ниже нуля и поэто-
му его в таблицу не вносили. 

Для количественной оценки побочных фак-
торов, влиявших на оптическое поглощение 
исследуемых проб, был рассчитан коэффи-
циент пропорциональности (Кь между изме-
ряемыми оптическими показателями и моляр-
ной концентрации ТБ'К-активиых продуктов 
в пробе. Отношение этого коэффициента к ко-
эффициенту молярной экстиикции д а е т 

возможность определить вклад поглощения 
ТБК—МДА-комплекса в измеряемую величи-
ну оптической плотности для каждого пока-
зателя. Оказалось что регистрируемая вели-
чина D535 в зависимости от среды, измерения 
в 1,7—3,8 раза превышала поглощение D 5 3 5 , 

обусловленное собственно комплексом ТБК с 
МДА. Именно поэтому использование емДА 
для расчета концентрации ТБК-активных про-
дуктов по величине D535 является методиче-
ски неправильным. Не очень удачен вариант 
коррекции D535 путем вычисления показателя 
AD535—5ю, так как при этом измеряется лишь 
]/з часть поглощения ТБК—МДА-комплекса и 
регистрируемые величины оптической плотно-
сти очень низки. Значительно лучше исполь-
зовать показатель AD535_58o, который меньше 
всего искажал истинное поглощение опреде-
ляемых продуктов, превышая его иа 20—30 %. 

Взаимосвязь оптических показателей с со-
держанием ТБК-активных продуктов была 
исследована также с помощью корреляцион-
ного анализа. Коэффициенты корреляции для 
всех оптических показателей в бутанолыюм 
экстракте были существенно выше и стати-
стически более значимы, чем для этих же 
параметров в водной фазе. Максимальную сте-
пень корреляции с содержанием ТБК-актив-
ных продуктов наблюдали для показателя 
AD535-580. Для перехода от измеряемого пока-
зателя AD535—580 к концентрации ТБК-актив-
ных продуктов методом наименьших квадра-
тов было вычислено уравнение регрессии: 

С = 0,81 + 106AD, 

&Д535-580 
0,041-

0.03-

0,02 -

| | I I I 1 
20 3.0 4.0 5,0нмоль /мл 

Рис. 2. Зависимость показателя оптического 
поглощения AD536_58o от содержания ТБК-ак-
тивных продуктов для различных сывороток 

крови (экспериментальные точки). 
П р я м а я линия — теоретическая прямая уравнения 
регрессии С по AD 5 3 5 _ 6 8 0 . По оси абсцисс — концент-
рация ТБК-активных продуктов (С: в имоль МДА на 
1 мл сыворотки), по оси ординат — показатель 

AD535-580 <в о п т- пл-)-

где С — концентрация ТБК-активных продук-
тов в наномолях МДА на 1 мл сыворотки, 
AD — показатель AD535_58o в бутанолыюм 
экстракте (в единицах оптической плотности). 
Соответствие между теоретической прямой и 
экспериментальными точками показано на 
рис. 2. Следует подчеркнуть, что численное 
значение коэффициентов в уравнении регрес-
сии справедливо только для конкретных ус-
ловий проведения ТБК-реакции при соблю-
дении всех концентраций и объемов вводи-
мых реагентов, использованных в нашей ра-
боте. При изменении условий проведения ТБК-
реакции концентрацию ТБК-активных про-
дуктов в бутанолыюм экстракте можно оп-
ределить (хотя и менее точно) с помощью 
коэффициента пересчета /С = 1 ,В8• 105 М - 1 см~г 

для оптического показателя AD535_58o. В этом 
случае C = AD535_58o/(-/, где С —концентра-
ция продуктов в пересчете на МДА (в молях 
на 1 л); AD535-580 — показатель оптического 
поглощения бутанольного экстракта; / — дли-
на кюветы (в сантиметрах). 

Таким образом, на основании анализа 
литературы и проведенных исследований мо-
гут быть сформулированы принципы прове-
дения ТБК-реакции с сывороткой крови, ко-
торые включают в себя следующее: инкуба-
цию с ТБК всей исследуемой пробы при рН 
1,3—1,6; экстракцию продуктов реакции бу-
танолом и снектрофлуориметрическое измере-
ние их содержания. Более доступное, но ме-
нее точное спектрофотометрическое определе-
ние этих продуктов должно состоять в изме-
рении показателя A D 5 3 5 - 5 8 0 и последующем вы-
числении концентрации продуктов с помощью 
уравнения регрессии. 

Разработанный с учетом этих принципов 
метод определения ТБК-активных продуктов 
не уступает по чувствительности и точности 
уже известному [14], однако он более прост 
в реализации и более универсален, так как 
позволяет получать стандартные результаты 
как при флуориметрической, так и при спект-
рофотомегрической регистрации образующих-
ся продуктов. Предлагаемый способ но срав-
нению с другим методом определения ТБК-
активных продуктов, основанным на исполь-
зовании ТХУ [5], имеет в 5 раз более высо-
кую чувствительность, достигаемую за счет 
более интенсивного образования в ходе реак-
ции конечного продукта [2]. Указанные пре-
имущества позволяют рекомендовать разра-
ботанный метод для исследования патологи-
ческих состояний, связанных с активацией 
процесса ПОЛ. 
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Main principles for carrying out of the thio-
barbituric acid (TBA)-test of blood serum were 
characterized. These principles involved incuba-
tion of the sample at pH 1.3-1.6, extraction of 
the reaction products with butanol and spectro-
fluorimetric or spectrophotometry estimation. 
Content of TBA-active products in blood serum 
of healthy donors constituted 3.86±0.66 nmol 
ma Ionic dialdehyde per ml of blood serum as 
shown in fluorimetric estimation by means of 
the procedure developed. 

У Д К б 16.391-008.64:577.161.3]-07: [616.127+61 в.74]-008.939.15-39-074 

JO. В. Архипенко, JI. М. Джапаридзе, Д. В. Гуткин, И. И. Рожицкая, 
В. Б. Спиричев 

С Р А В Н И Т Е Л Ь Н А Я О Ц Е Н К А В Л И Я Н И Я Н Е Д О С Т А Т О Ч Н О С Т И 
В И Т А М И Н А Е НА 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 Т Р А Н С П О Р Т Са 2 + В С Е Р Д Е Ч Н О Й И С К Е Л Е Т Н О Й М Ы Ш Ц А Х 

НИИ общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Институт питания 
АМН СССР, Москва 

И з в е с т н о , что д е ф и ц и т о с н о в н о г о 
е с т е с т в е н н о г о а н т и о к с и д а н т а а - т о к о ф е -
р о л а з а к о н о м е р н о п р и в о д и т к а к т и в а -
ц и и п е р е к и с н о г о о к и с л е н и я л и п и д о в 
Щ О Л ) [1, 2 5 ] , л а б и л и з а ц и и л и з о с о м 
[ 1 1 ] и р а з в и т и ю м н о г о о б р а з н ы х с т р у к -
т у р н ы х п о в р е ж д е н и й в р а з л и ч н ы х ор-
г а н а х [13 , 2 8 ] . О д н а к о в о п р о с о в ы -
р а ж е н н о с т и э т о г о т и п и ч н о г о д л я н е д о -
с т а т о ч н о с т и в и т а м и н а Е к о м п л е к с а 
и з м е н е н и й в с е р д е ч н о й м ы ш ц е и з у ч е н 
н е д о с т а т о ч н о , а д а н н ы х , п о з в о л я ю щ и х 
д а т ь с р а в л и т е л ь н у ю к о л и ч е с т в е н н у ю 
о ц е н к у н а р у ш е н и й , в о з н и к а ю щ и х в 
• сердечной и с к е л е т н о й м ы ш ц а х п р и 
Е - а в и т а м и п о з е , в л и т е р а т у р е нет . В о п -
р о с э т о т я в л я е т с я в е с ь м а с у щ е с т в е н -
н ы м , т а к к а к д а в н о и з в е с т н ы н а р у ш е -
н и я ф у н к ц и и с к е л е т н ы х м ы ш ц п р и 
. а в и т а м и н о з е Е [5, 6, 2 7 ] , а д л я сер -
д е ч н о й м ы ш ц ы в п о с л е д н е е в р е м я об-
н а р у ж е н ы о п р е д е л е и н ы е н а р у ш е н и я 
( С о к р а т и т е л ь н о й ф у н к ц и и , э л е к т р и ч е -
с к о й с т а б и л ь н о с т и и у в е л и ч е н и е в е р о -
я т н о с т и в о з н и к н о в е н и я ф и б р и л л я ц и и 
[ 2 ] . Б и о х и м и ч е с к и е м е х а н и з м ы э т и х 
и з м е н е н и й в с е р д ц е п о к а не и з у ч е н ы . 
О п р е д е л е н н ы й и н т е р е с в п р а к т и ч е с к о м 
п л а н е п р е д с т а в л я ю т и с с л е д о в а н и я по-

в р е ж д е н и й м и о к а р д а п р и у м е р е н н ы х 
с т е п е н я х Е - а в и т а м и н о з а , а т а к ж е све -
д е н и я о п р о ф и л а к т и ч е с к о м и т е р а п е в -
т и ч е с к о м э ф ф е к т е п р и м е н е н и я а - т о к о -
ф е р о л а п р и р я д е п а т о л о г и й ч е л о в е к а и 
ж и в о т н ы х [ 2 2 — 2 4 ] . 

Ц е л ь д а н н о й р а б о т ы с о с т о я л а в 
т о м , ч т о б ы с о п о с т а в и т ь с т е п е н ь а к т и -
в а ц и и П О Л , л а б и л и з а ц и и л и з о с о м и 
н а р у ш е н и я т р а н с п о р т а С а 2 + м е м б р а н а -
ми с а р к о п л а з м а т и ч е с к о г о р е т и к у л у м а 
в с к е л е т н о й и с е р д е ч н о й м ы ш ц а х п р и 
н е д о с т а т о ч н о с т и в и т а м и н а Е . 

М е т о д и к а 

Работу проводили на крысах-самцах Ви-
сгар с исходной массой тела 60—80 г, нахо-
дившихся на полусинтетическом рационе, со-
держащем 22 % казеина, 60 % крахмала, 3 % 
линетола, 7 % лярда, 3 % фильтровальной 
бумаги (в качестве клетчатки), 4 % солевой 
смеси и 0,1 % смеси витаминов, состав кото-
рых приведен в работе, опубликованной ра-
нее [5]. 

Животные были разделены на 2 группы: 
1-ю (контрольную) составили животные с оп 
тимальной обеспеченностью витамином Е, 
к рациону которых добавляли dl-a-токоферил-
ацетат в количестве 100 мг на 1 кг рациона, 
2-ю (опытную) — животные, которым dl-u-
токоферилацетат к рациону не добавляли. 
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Длительность содержании крыс на обоих ра-
ционах составила 2 мес. 

О степени обеспеченности животных вита-
мином Е судили по концентрации а-токоферо-
ла в сыворотке крови, определяемой спектро-
флюорометрическим микрометодом [17], со-
держание а-токоферола в миокарде и скелет-
ных мышцах устанавливали аналогичным ме-
тодом после предварительного омыления [9, 
26]. Гемолитическую стойкость эритроцитов, 
инкубируемых in vitro в изотонической среде, 
определяли по методу, приведенному ранее [18]. 

Содержание продуктов ПОЛ находили тре-
мя методами. Концентрацию малонового ди-
альдегида (МДА) в гомогенате тканей регист-
рировали по реакции с 2-тиобарбитуровой кис-
лотой [20], в липидном экстракте, получен-
ном из гомогенатов мышц по Фол чу [15], 
определяли спектрофотометрически концентра-
цию диеновых конъюгатов [10] и спектро-
флюорометрически — концентрацию продуктов 
типа шиффовых оснований [14]. Активность 
лактатдегидрогеназы в плазме крови устанав-
ливали описанным ранее методом [4]. Актив-
ность лизосомальиых ферментов кислой фос-
фатазы и катепсина D определяли по методу, 
приведенному в работе [8]. Неседиментируе-
мую активность находили в иадосадке после 
цен тр и фуги ров а и и я м ы шечн ы х том оген а тов 
при 60 000 g в течение 30 мин, — общую ак-
тивность — после добавления в гомогенат три-
тона Х-100. Скорость транспорта Са 2 + сар-
коплазматическим ретикулумом в гомогенате 
мышечных тканей определяли с помощью Са-
селективного электрода [21] в среде, содер-
жащей 10 мМ HEPES, 100 мМ KCI, 15 мМ 
оксалат К, 4 мМ MgCl2, 5 мМ NaN3. 

Результаты обрабатывали статистически с 
использованием критерия Стыодента. 

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

П о с л е с о д е р ж а н и я к р ы с в т е ч е н и е 
2 м е с н а э к с п е р и м е н т а л ь н ы х р а ц и о н а х 
м а с с а т е л а ж и в о т н ы х 1-й и 2-й г р у п п ы 
с у щ е с т в е н н ы х р а з л и ч и й н е и м е л а : в 
к о н ц е с р о к а к р ы с ы в е с и л и 2 5 0 — 3 2 0 г, 
ч т о с о г л а с у е т с я с л и т е р а т у р н ы м и д а н -
н ы м и о б о т с у т с т в и и с у щ е с т в е н н о г о 
в л и я н и я д е ф и ц и т а в и т а м и н а Е н а р о с т 

Т а б л и ц а I, 
Изменение содержания а-токоферола и гемоли-
тической стойкости эритроцитов при недостаточ-

ности витамина Е 

Объект исследова-
Концентрация сс-токофсро-

Объект исследова- ла 
ния 

контроль Е-авитаминоэ 

Сыворотка крови, 
мг на 100 мл 0 ,85±0,16 0,08—0,04 

Миокард, мкг на 
0,08—0,04 

1 г ткани 50,2±6,05 13,1 ± 0 , 5 
Скелетная мышца, 

13,1 ± 0 , 5 

мкг на 1 г 
ткани 45 ,4±2 ,7 8 ,44±1 ,0 

Гемолиз эритро-
цитов, % к 
полному 2 ± 0 , 7 5 78±11 

П р и м е ч а и и е. Р<0,0()1. 

ж и в о т н ы х [ 1 9 ] . К а к в и д н о и з т а б л . 1, 
к о н ц е н т р а ц и я а - т о к о ф е р о л а в с ы в о р о т -
к е к р о в и ж и в о т н ы х , л и ш е н н ы х в и т а -
м и н а Е , с н и ж а л а с ь в 10 р а з , в м и о к а р -
д е — в 3,4 р а з а , в с к е л е т н о й м ы ш ц е — 
в 5 ,4 р а з а ; р е з к о у в е л и ч и в а л а с ь с т е -
п е н ь г е м о л и з а э р и т р о ц и т о в , к о т о р ы й 
я в л я е т с я к л а с с и ч е с к и м т е с т о м н а д е ф и -
ц и т в и т а м и н а Е . 

Д а н н ы е , п р е д с т а в л е н н ы е в т а б л . 2Г 

п о з в о л я ю т с о п о с т а в и т ь с о д е р ж а н и е 
п р о м е ж у т о ч н ы х и к о н еч н ы х п р о д у к т о в 
П О Л в с е р д е ч н о й и с к е л е т н о й м ы ш ц а х 
к о н т р о л ь н ы х ж и в о т н ы х и к р ы с с н е д о -
с т а т о ч н о с т ь ю в и т а м и н а Е . И з м а т е р и а -
л а т а б л . 2 в ы т е к а ю т п о м е н ь ш е й м е р е 
д в а п о л о ж е н и я . 

В о - п е р в ы х , у ж е в к о н т р о л е у ж и в о т -
н ы х с н о р м а л ь н о й к о н ц е н т р а ц и е й а - т о -
к о ф е р о л а с о д е р ж а н и е п р о м е ж у т о ч н ы х 
и к о н е ч н ы х п р о д у к т о в П О Л в с е р д е ч -
ной м ы ш ц е з н а ч и т е л ь н о н и ж е , ч е м в 

Т а б л и ц а 2 

Содержание продуктов ПОЛ в миокарде и скелетной мышце крыс при различной обеспеченности 
витамином Е 

Серия опытов 
Ткань Продукты ПОЛ 

контроль Е-авитаминоз 

Миокард Диеновые коиъюгаты, A2g2/A2o8X Ю0 2,57±0,21 3 ,42±0,24 Миокард 
МДА, мкмоль на 1 г ткани 0,19+0,02 0 ,32±0 ,03 МДА, мкмоль на 1 г ткани 

Я < 0 , 0 5 
Шиффовы основания, отн. ед. флюорес-

57 ,8± 16,5 ценции 36 ,8±7,7 57 ,8± 16,5 
Скелетная мышца Диеновые коиъюгаты, А232/А208Х Ю0 5,69±0,30 7 ,43±0,39 Диеновые коиъюгаты, А232/А208Х Ю0 

Р < 0 , 0 5 
МДА, мкмоль на 1 г ткани 0 ,26±0,03 1,12±0,08 МДА, мкмоль на 1 г ткани 

Р < 0 , 0 5 
Шиффовы основания, отн. ед. флюорес-

ценции 308±52 390±78 

123 



скелетной. Действительно , с о д е р ж а н и е 
в миокарде М Д А на 3 0 % , диеновых 
конъюгатов примерно в 2 р а з а и, нако-
нец, ш и ф ф о в ы х оснований более чем в 
8 раз ниже, чем в скелетной мышце 
(muscu lu s quad receps f e m o r i s ) . Оцени-
вая этот факт , следует иметь в виду, 
что масса митохондрий на I г ткани и 
соответственно интенсивность окисли-
тельных процессов в сердечной мышце 
примерно в 5 раз выше, чем в скелет-
ной [16] . Следовательно , наши д а н н ы е 
свидетельствуют об обратной связи 
м е ж д у интенсивностью д ы х а н и я и сте-
пенью развития процесса П О Л д л я 
двух исследованных типов мышечной 
ткани. Н а первый взгляд , это противо-
речит представлению о том, что индук-
ция П О Л в липидном бислое клеточ- ' 
пых мембран сопряжена с генерацией 
активных форм кислорода в дыхатель-
ной цепи митохондрий. О д н а к о это 
противоречие, по-видимому, является 
к а ж у щ и м с я , т а к как большей интен-
сивности окисления и окислительного 
фосфорилирования в клетках мышеч-
ной ткани может соответствовать боль-
ш а я эффективность антиоксидантных 
систем. Такого рода д а н н ы е были по-
лучены нами ранее, когда при сопо-
ставлении правого и левого желудоч-
ков сердца крысы выяснилось, что мио-
к а р д левого ж е л у д о ч к а , имеющий 
большую интенсивность функциониро-
вания структур и более мощную си-
стему митохондрий, о б л а д а е т в то ж е 
время более активной системой анти-
оксидантных ферментов [3] . В резуль-

тате с о д е р ж а н и е продуктов П О Л в 
миокарде левого ж е л у д о ч к а о к а з ы в а -
ется значительно ниже, чем в правом 
желудочке . Аналогичным образом 
можно объяснить т а к ж е большую ак-
тивность аитиоксидантной системы в 
сердечной мышце по сравнению со ске-
летной [3, 7 ] . 

Таким образом, с к л а д ы в а е т с я пред-
ставление, что сердце к а к жизненно 
в а ж н ы й и непрерывно функционирую-
щий орган о б л а д а е т одновременно вы-
соким уровнем окислительного метабо-
л и з м а и совершенной аитиоксидант-
ной защитой . Эта з а щ и т а значительно 
эффективнее , чем в скелетных мыш-
цах, и в результате стационарное со-
д е р ж а н и е продуктов П О Л в сердце 
о к а з ы в а е т с я в несколько раз ниже, 
чем в скелетных мышцах . 

Второе положение, в ы т е к а ю щ е е из 
табл . 2, состоит в том, что недостаточ-
ность витамина Е приводит к актива-
ции ГТОЛ, накоплению продуктов это-
го процесса в сердечной и скелетной 
мышцах . При этом а к т и в а ц и я П О Л в 
скелетной мышце, оцениваемая по та-
кому в а ж н о м у показателю, к а к нако-
пление М Д А , о к а з а л а с ь т а к ж е значи-
тельно более выраженной , чем в мио-
карде . Действительно , с о д е р ж а н и е 
М Д А в сердце в о з р а с т а л о под влияни-
ем дефицита а - т о к о ф е р о л а на 60 %, 
а в скелетной м ы ш ц е — более чем в 
4 ра за . П о другим п о к а з а т е л я м акти-
вация П О Л в скелетной и сердечной 
м ы ш ц а х при недостаточности витамина 
Е п р о я в л я л а с ь в приблизительно оди-

Т а б л и ц а 3 
Активность ферментов лизосом и лактатдегидрогеназы (ЛДГ) при недостаточности витамина Е 

Объект исследования Изучаемый показатель Контроль Е-авитамипоз 

Плазма крови 

Миокард 

Скелетная мышца 

ЛДГ, нмоль/(мин«мл) 
Кислая фосфатаза, нмоль/(ч« мл) 
Катепсин D, Ед/(ч-мл) 
Кислая фосфатаза, нмоль/(мин-г): 

общая 
неседиментируемая 

Катепсин D, Ед/(ч-г): 
общий 
неседиментируемый 

Кислая фосфатаза, нмоль/(мин-г): 
общая 
неседиментируемая 

Катепсин D, Ед/(г-мин): 
общий 
иесе ди ме нти р уемы й 

84,4+10,3 
152,5± 18,7 
0", 24 ± 0 , 0 4 

247,1± 11,3 
181,6=Ь8,2 

83 ,7±4,9 
36 ,8±5 ,3 

135,0± 10,3 
106,9±8,2 

74 ,8±6,8 
29,6 ± 3 , 6 

184,9±20,7** 
152,4± 18,5 
0 ,26±0,07 

262,4± 17,4 
202,8± Ю,3 

93 ,4±5,0 
45 ,7±5 ,3 

142,1± 10,4 
140,Зг1-9,2* 

96,6±4,9* 
32 ,8±2 ,9 

* Р<0,05. 
** /><0,001. 

124 



нмо/ч./г/тт 
.15001--

ЮОО 

500 

15000 

ЮООО 

.5000 

nh 

Транспорт Са саркоплазматическим ретикулу-
мом сердца (а) и скелетной мышцы (б). 1 — 
контрольные животные; 2 — крысы с Е-авита-

мииозом. 
По оси ординат — скорость транспорта Са 2+ (в нмоль 

на 1 г ткани в 1 мин). 

иаковом накоплении диеновых конъю-
гатов и ш и ф ф о в ы х оснований на 30— 
60 %. Тот факт , что преимуществен-
ная а к т и в а ц и я П О Л в скелетной мыш-
це по сравнению с сердечной проявля-
л а с ь лишь в с о д е р ж а н и и М Д А , но не 
р е а л и з о в а л а с ь по другим продуктам, 
вероятно, обусловлен тем, что продук-
ты П О Л с диеновой конъюгацией 
( г л а в н ы м образом гидроперекиси по-
л и н е н а с ы щ е н н ы х липидов) о б л а д а ю т 
меньшей устойчивостью, чем М Д А , а 
д л я о б р а з о в а н и я конечных продуктов 
П О Л типа шиффовых оснований тре-
буется большее время, чем то, кото-
рым организм р а с п о л а г а л при данной 
длительности с о д е р ж а н и я на лишенной 
витамина Е диете. 

И т а к , в плане настоящей работы 
наиболее существенным является то, 
что недостаточность витамина Е зако-
номерно приводит к активации П О Л 
к а к в скелетной, так и в сердечной 
мышце, но в последнем случае эта ак-
тивация в ы р а ж е н а меньше, что м о ж е т 
быть обусловлено меньшим снижением 
и более высокой концентрацией а-то-
коферола , а т а к ж е большей эффектив-
ностью ферментных систем антиокси-
даитной з а щ и т ы в миокарде Е-авита -
мшгозных крыс по сравнению со ске-
летными м ы ш ц а м и . 

Д а н н ы е , представленные в табл . 3, 
свидетельствуют о том, что при вос-
производимой нами степени авитами-
ноза Е существенно (более чем в 2 
р а з а ) возрастает активность цитоплаз-

матического фермента лактатдегидро-
геназы в п л а з м е крови. Этот ф а к т яв-
ляется показателем интенсификации 
процессов ( п р е ж д е всего П О Л ) , по-
в р е ж д а ю щ и х клеточные м е м б р а н ы в 
т к а н я х при Е-авитаминозе . К а к вид-
но, существенного увеличения активно-
сти лизосомальных ферментов в кро-
ви при этом не наблюдается . В мио-
к а р д е изменения активности этих фер-
ментов недостоверны, а в скелетной 
м ы ш ц е н а б л ю д а е т с я достоверное уве-
личение активности неседиментируе-
мой фракции кислой ф о с ф а т а з ы — по 
существу вся активность этого фермен-
та перемещается в цитозольную фрак-
цию клетки, что м о ж е т служить ука-
занием на определенную л а б и л и з а ц и ю 
лизосом. 

Таким образом, при использованной 
нами степени авитаминоза Е в сердеч-
ной мышце закономерно н а б л ю д а е т с я 
а к т и в а ц и я П О Л по накоплению М Д А , 
но не определяются признаки лаби-
лизации лизосом, тогда как в скелет-
ной мышце четко в ы р а ж е н ы оба эти 
явления . 

Н а заключительном этапе работы 
была чэсуществлена количественная 
оценка з а х в а т а С а 2 + с аркоплазматиче -
ским ретикулумом в гомогенатах мы-
шечных тканей крыс с различной обес-
печенностью витамином Е. Д а н н ы е , 
представленные на рисунке, о т р а ж а ю т 
известный факт , что з а х в а т С а ^ мощ-
ной системой с а р к о п л а з м атического 
ретикулума скелетной м ы ш ц ы являет-
ся на порядок более интенсивным, чем 
тот ж е процесс в сердечной мышце. 
Вместе с тем эти д а н н ы е показывают , 
что недостаточность витамина Е сни-
ж а е т мембранный транспорт С а 2 + в 
скелетной мышце в 4 раза , а в сердеч-
ной — л и ш ь на 30 %. Необходимо от-
метить, что выбранный нами способ 
регистрации транспорта Са2н" [21] поз-
воляет использовать в эксперименте 
очень м а л ы е навески тканей (до 0,1 г ) , 
что д а е т возможность оценить пара-
метры процесса индивидуально. Одно-
временно с н и ж а ю т с я и з а т р а т ы време-
ни. При этом качественная картина не 
страдает , поскольку в более ранней 
работе [1] было показано , что в вы-
деленной ф р а к ц и и саркоплазматиче -
ского ретикулума из скелетных м ы ш ц 
нарушение транспорта С а 2 + при ави-
таминозе Е происходит в той ж е сте-
пени, что и в данной работе при ис-
следовании гомогенатов. 
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В д е л о м и з л о ж е н н о е о д н о з н а ч н о 
с в и д е т е л ь с т в у е т о б о л ь ш е й з а щ и щ е н -
н о с т и с е р д е ч н о й м ы ш ц ы о т н е д о с т а -
т о ч н о с т и в и т а м и н а Е п о с р а в н е н и ю с о 
с к е л е т н о й . Э т о т ф а к т , п о - в и д и м о м у , 
с о о т в е т с т в у е т н а б л ю д е н и ю , ч т о д а ж е 
п р и д л и т е л ь н о м о б щ е м г о л о д а н и и н е 
н а б л ю д а е т с я а т р о ф и и с е р д е ч н о й м ы ш -
ц ы и в ы р а ж е н н ы х я в л е н и й с е р д е ч н о й 
н е д о с т а т о ч н о с т и . В м е с т е с т е м р е з у л ь -
т а т ы н е д а в н и х и с с л е д о в а н и й с в и д е -
т е л ь с т в у ю т о т о м , ч т о б и о х и м и ч е с к и е 
и з м е н е н и я , о б н а р у ж е н н ы е в с е р д е ч н о й 
м ы ш ц е ( с н и ж е н и е к о н ц е н т р а ц и и в и т а -
м и н а Е , а к т и в а ц и я П О Л , н а р у ш е н и е 
м е м б р а н н о г о т р а н с п о р т а С а 2 + ) ф и з и о -
л о г и ч е с к и з н а ч и м ы [ 2 ] . О н и з а к о н о -
м е р н о с о п р о в о ж д а ю т с я с н и ж е н и е м со-
к р а т и т е л ь н о й ф у н к ц и и , п а д е н и е м п о р о -
г а ф и б р и л л я ц и и с е р д ц а и, н а к о н е ц , 
у в е л и ч е н и е м в е р о я т н о с т и в о з н и к н о в е -
н и я с а м о й ф и б р и л л я ц и и п р и о с т р о й 
и ш е м и и с е р д ц а . 

Э т и д а н н ы е д а ю т о с н о в а н и е п о л а -
г а т ь , ч т о д а ж е п р и у м е р е н н о м д е ф и ц и -
т е в и т а м и н а Е м о г у т в о з н и к а т ь с у щ е -
с т в е н н ы е д л я о р г а н и з м а н а р у ш е н и я 
о б м е н а , ф у н к ц и и и о с о б е н н о э л е к т р и -
ч е с к о й с т а б и л ь н о с т и с е р д ц а , в с в я з и с 
ч е м т а к о г о р о д а у м е р е н н а я ф о р м а не -
д о с т а т о ч н о с т и в и т а м и н а Е т р е б у е т 
с в о е в р е м е н н о г о в ы я в л е н и я и к о р р е к -
ц и и . 

А в т о р ы п р и з н а т е л ь н ы В . Б . Р и т о в у 
з а п о м о щ ь п р и р е г и с т р а ц и и т р а н с п о р -
т а С а 2 + и о б с у ж д е н и е р е з у л ь т а т о в . 
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EFFECT OF VITAMIN E DEFICIENCY ON 
LIPID PEROXIDATION AND CA2+ TRANS-
PORT IN HEART AND SCELETAL MUSCLES. 

Yu. V. Arkhipenko, L. AL Dzaparidze, D. I/. 
Gudkin, 1. /. Rozhitskaya, V. B. Spirichev 

Institute of General Pathology and Pathophy-
siology, Institute of Nutrition, Academy of Me-

dical Sciences of the USSR, Moscow 

10-fold decrease of «-tocopherol content in 
blood serum, distinct increase in hemolysis of 
erythrocytes and activation of lactate dehydro-
genase in blood plasma were found in rats 
kept on a vitamin E deficient diet within 
2 months as compared with control. Content of 
a-tocophcrol was decreased in myocardium 3.4-
fold and in societal muscles — 5.4-fold. Lipid 
peroxidation was activated in myocardium and 
sceletal muscles under conditions of vitamin E 
deficiency. Content of dicne conjugates and 
Shiff bases was increased by 30-60 % in these 
tissues; content of malonic dialdehyde — the 
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secondary product of lipid peroxidation — was 
increased in myocardium by 60 % and in 
sceletal muscles — 4-fold. Activity of lysosomal 
enzymes was altered only slightly in myocardi-
um, whereas in sceletal muscles unsedimented 
activity of acid phosphatase was distinctly in-
creased. The activation of impairing factors 

УДК 1377.152, 

П р а к т и ч е с к о е и с п о л ь з о в а н и е о к с и -
д а з L - а м и н о к и с л о т д о п о с л е д н е г о в р е -
м е н и с д е р ж и в а л о с ь в в и д у м а л о й д о -
с т у п н о с т и о с н о в н о г о и с т о ч н и к а э т и х 
ф е р м е н т о в — з м е и н о г о я д а . О д н а к о к 
н а с т о я щ е м у в р е м е н и и з в е с т е н р я д про -
д у ц е н т о в о к с и д а з L - а м и н о к и с л о т м и к -
р о б н о г о и г р и б н о г о п р о и с х о ж д е н и я , 
к о т о р ы е м о г у т с л у ж и т ь н а д е ж н ы м , д о -
с т у п н ы м и д е ш е в ы м и с т о ч н и к о м э т и х 
ф е р м е н т о в [4, 12, 16, 17, 22, 2 4 — 2 6 ] . 

О к с и д а з ы L - а м и н о к и с л о т у ж е н а х о -
д я т п р и м е н е н и е д л я а н а л и т и ч е с к и х и 
м е д и ц и н с к и х ц е л е й [1, 15, 16, 18] , в 
п р о ц е с с е п р о и з в о д с т в а а - к е т о к и с л о т 
[ 2 5 ] , д л я п о л у ч е н и я D - и з о м е р о в а м и -
н о к и с л о т [ 1 0 ] из р а ц е м и ч е с к и х D L -
ф о р м . 

О т л и ч и т е л ь н о й о с о б е н н о с т ь ю в с е х 
и з в е с т н ы х о к с и д а з L - а м и н о к и с л о т я в -
л я е т с я их ч р е з в ы ч а й н о в ы с о к а я сте -
р е о с п е ц и ф и ч и о с т ь по о т н о ш е н и ю к L-
и з о м е р а м а м и н о к и с л о т . Н а D - и з о м е р ы 
а м и н о к и с л о т э т и ф е р м е н т ы н е д е й с т в у -
ют . Э т о п о з в о л я е т п р о в о д и т ь а н а л и т и -
ч е с к о е о п р е д е л е н и е к о н ц е н т р а ц и и L-
и з о м е р о в в п р и с у т с т в и и D - и з о м е р о в 
а м и н о к и с л о т . 

О п р е д е л е н и е а к т и в н о с т и о к с и д а з L-
а м и и о к и с л о т м о ж е т б ы т ь о с у щ е с т в л е -
н о р а з л и ч н ы м и с п о с о б а м и . П р и ч е м 
о к а з ы в а е т с я , ч т о д а н н ы е о ф е р м е н т а -
т и в н о й а к т и в н о с т и , п о л у ч е н н ы е р а з л и ч -
н ы м и м е т о д а м и , м о г у т с и л ь н о р а з л и -
ч а т ь с я . П о э т о м у в д а н н о й р а б о т е на 
п р и м е р е L - л и з и н - а - о к с и д а з ы - ф е р м е н т а 

observed led to deterioration of Ca2+ transport 
functions of membranes in myocardium by 30 % 
and in sceletal muscles — 4-fold. The data 
obtained suggest that heart muscle is better 
protected against vitamin E deficiency as com-
pared with sceletal muscle. Physiological im-
portance of these results is discussed. 

с у з к о й с у б с т р а т н о й и с т е р е о с п е ц и -
ф и ч н о с т ы о о б с у ж д а ю т с я о п и с а н н ы е в 
л и т е р а т у р е м е т о д ы о п р е д е л е н и я а к т и в -
н о с т и о к с и д а з L - а м и н о к и с л о т и п р е д -
л а г а ю т с я н е к о т о р ы е н о в ы е с п о с о б ы 
о п р е д е л е н и я э т о г о п о к а з а т е л я . 

М е т о д и к а 

В работе были использованы L лизин и 
пероксидаза из хрена («Reanal», ВНР), 
НДО-Н2 («Boeringer», ФРГ), глутаматдегид-
рогеназа («BDH», Англия), а-кетоглутарат и 
каталаза (Serva», ФРГ), феиазинметасульфат 
(ФМС; «Sigma», США). Ферроцианид калия 
и о-дианизидин (СССР) были очищены пере-
кристаллизацией, L-лизии-а-оксидаза получена 
из водного экстракта культуры Trichoderma 
sp. по методике [2], реактив Несслера ч.д. а., 
остальные реактивы квалификации о. с. ч. 

Метод А . Стандартная реакционная смесь 
для определения скорости ферментативной ре-
акции по поглощению кислорода содержала 
0,1 М натрий-фосфатный буфер рН 7,4, 1 мМ 
L-ЛЙЗИН, 10"3—10~2 Е/мл гомогенного препа-
рата L-лизина-а-оксидазы. Конечный объем 
1 мл. Скорость реакции определяли при 25 °С 
с помощью электрода типа Кларка. 

Метод Б. Стандартная реакционная смесь 
для определения скорости ферментативной ре-
акции с помощью пероксидазы и о-дианизиди-
на содержала 0,05 М натрий-фосфатный буфер 
рН 7,4, 1 мМ L-лизин, 2,5-К) - 7 М пероксида-
зу, 2- 10 - 4 М о-дианизидин, Ю - 4 —6-Ю" 3 Е /мл 
L-лизин-а-оксидазы. Конечный объем 2 мл. 
Реакционную смесь после инициирования ре-
акции добавлением L-лизин-а-оксидазы инку-
бировали при 25 °С в кювете спектрофотомет-
ра ( 1 = 1 см). За ходом реакции следили по 
увеличению оптической плотности при 460 им 
с помощью спектрофотометра «Specord М-40» 
(ГДР) . Коэффициент экстинкции принимали 
равным 1,1-104 М - 1 см"1. В кювету сравнения 

МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ 
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добавляли те же компоненты, за исключением 
L-лизина. 

Метод В. Вместо о-дианизидина в работе 
по данному методу использовали другой суб-
страт пероксидазы — ферроцианид калия в 
концентрации Ю - 2 М. Остальные компоненты 
реакционной смеси были взяты в тех же кон-
центрациях, что и в методе Б. За ходом реак-
ции следили по увеличению оптической плот-
ности при 420 нм. Коэффициент экстинкции 
принимали равным 1-Ю3 М - 1 см"1 . В кювету 
сравнения вносили те же компоненты, что и 
в рабочую кювету, кроме L-лизина. 

Метод Г. Стандартная реакционная смесь 
для определения скорости ферментативной 
реакции по накоплению аммиака содержала 
0,1 М натрий-фосфатный буфер рН 7, 4,1 мМ 
L-лизин, 0,6 Е /мл глутаматдегидрогеназы, 
2 мМ а-кетоглутарат, 0,7 мМ HAD-H2, 
2 . Ю~ 5 —2-Ю - 3 Е /мл L-лизин-а-оксидазы. Ко-
нечный объем составлял 2 мл. За ходом ре-
акции следили при 25 °С по увеличению опти-
ческой плотности при 340 нм. Коэффициент 
экстинкции принимали равным 6,22-104 

М - 1 см - 1 . В кювету сравнения вносили те же 
компоненты, кроме L-лизина. 

Метод Д. Определение скорости фермента-
тивной реакции по образованию а-кето-е-ами-
нокапроновой кислоты осуществляли по ме-
тоду [151. 

Метод Е. Стандартная реакционная смесь 
для определения скорости ферментативной ре-
акции по накоплению А1-пиперидин-2-карбо-
ксилата содержала 0,05 М натрий-фосфатный 
буфер рН 7,4, 1 мМ L-лизин, 5 -Ю" 3 — 
10~2 Е /мл L-лизин-а-оксидазы. Конечный 
объем составлял 2 мл. За ходом реакции сле-
дили по увеличению оптической плотности при 
270 им. Коэффициент экстинкции принимали 
равным 200 М" 1 см - 1 . В кювете сравнения от-
сутствовал L-лизин. Для увеличения скорости 
реакции в некоторых экспериментах в реак-
ционную смесь добавляли 170 Е /мл каталазы. 

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

В реакции окислительного дезамини-
рования L-лизина , к а т а л и з и р у е м о й 
L-лизин-а-оксидазой, поглощается ра-
створенной в воде кислород и образу-
ется ряд продуктов реакции: NH 3 , а -
кето-8-ам инока проновая кислота и 
Н2О2. Регистрация концентраций этих 
продуктов в процессе энзиматической 
реакции является основой д л я разра -
ботки различных методов определения 
активности L-лизин-а-оксидазы. 

Одним из наиболее удобных спосо-
бов определения активности оксидаз 
L-аминокислот является полярографи-
ческий (метод А ) . Этот метод позволя-
ет следить непосредственно за ходом 
ферментативной реакции, не осложнен-
ной последующими неэнзиматичсскими 
превращениями продуктов реакции. 
Метод прост, не требует использова-
ния каких-либо дополнительных реак-
тивов, однако чувствительность его не-

Т а б л и ц а I, 
Чувствительность различных методов определе-
ния ферментативной активности L-лизин-а-ок-

сидазы 

Метод 
К о н ц е н т р а ц и я 

L - л и з и н - а - о к с и д а з ы в ре-
акционной смеси, М 

А ю-3— Ю-2 

Б Ю-4—6- Ю-3 

В ю-3—ю-2 

• Г 2-10-Б—2-Ю- 3 

Д ю- 3—ю- 2 

Е 5-Ю-3—5-Ю-2 

высока , поскольку требует наличия 
сравнительно высоких концентраций 
фермента (табл . 1). 

Во многих работах использовали 
манометрический метод, основанный 
на определении убыли кислорода [4, 
12, 24, 26] . Этот метод м о ж е т д а в а т ь 
з а н и ж е н н ы е значения ферментативной 
активности, так к а к при высоких ско-
ростях расходования кислорода ско-
рость растворения 0 2 воздуха в реак-
ционной смеси является лимитирую-
щей стадией. О д н а к о скорость погло-
щения кислорода , определенная мано-
метрическим и полярографическим ме-
тодами, м о ж е т иногда совпадать [13] . 

Измерение скорости ферментатив-
ной реакции по накоплению перекиси 

D46O б 

Рис. 1. Зависимость оптической плотности реак-
ционной смеси после окончания реакции при 
460 им от исходной концентрации (мкМ) пере-
киси водорода (а) и L-лизина (б) при исполь-

зовании метода Б. 
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Рис. 2. Зависимость скорости реакции (в 
мкмоль-л ' -мин- ' ) от концентрации (мкг/мл) 
L-лизин-а-оксидазы при использовании мето-

да Б. 

в о д о р о д а ( м е т о д Б ) п о з в о л я е т б ы с т р о 
и с б о л ь ш е й чувствительностью, чем 
м е т о д А, о п р е д е л я т ь ф е р м е н т а т и в н у ю 
а к т и в н о с т ь о к с и д а з L - а м и н о к и с л о т . В 
к а ч е с т в е с у б с т р а т о в п с р о к с и д а з ы м о ж -
но и с п о л ь з о в а т ь р а з л и ч н ы е соединения . 
В д а н н о й р а б о т е был и с п о л ь з о в а н 
о - д и а н и з и д и н . 

И з з а в и с и м о с т и оптической плотно-
сти п р о д у к т а о к и с л е н и я о - д и а н и з и д и н а 
в присутствии п е р о к с и д а з ы от исход-
ной к о н ц е н т р а ц и и перекиси в о д о р о д а 
(рис. 1, а) б ы л вычислен к о э ф ф и ц и е н т 
экстинкции , р а в н ы й 8 4 б о = 1 , Ы 0 4 М - 1 

см З а в и с и м о с т ь оптической плотно-
сти р е а к ц и о н н о й среды после оконча-
ния р е а к ц и и от исходной к о н ц е н т р а -
ции L - л и з и н а п р и в о д и т к а н а л о г и ч н ы м 
з н а ч е н и я м д л я к о э ф ф и ц и е н т а экстинк-
ции (рис. 1, б ) . Л и н е й н а я з а в и с и м о с т ь 
оптической плотности от к о н ц е н т р а ц и и 
L - л и з и н а н а б л ю д а е т с я д о з н а ч е н и я 
5 - J 0 ~ 3 М. П р е д с т а в л е н н а я на рис. 2 
к р и в а я м о ж е т быть и с п о л ь з о в а н а в ка -
честве с т а н д а р т н о й к а л и б р о в о ч н о й при 
о п р е д е л е н и и к о н ц е н т р а ц и и L - л и з и н а с 
п о м о щ ь ю L - л и з и и - а - о к с и д а з ы . 

И з у ч е н и е з а в и с и м о с т и скорости фер-
м е н т а т и в н о й р е а к ц и и от к о н ц е н т р а ц и и 
L - л и з и н - а - о к с и д а з ы при и с п о л ь з о в а н и и 
метода Б п о к а з а л о (см. рис. 2 ) , что 
л и н е й н а я з а в и с и м о с т ь н а б л ю д а е т с я д о 
к о н ц е н т р а ц и и ф е р м е н т а 2 -10 ~5 м г / м л 
(6 -10~ 4 Е / м л ) . Т а к о й вид кривой мо-
ж е т о п р е д е л я т ь с я невысокой р а с т в о р и -
мостью о к р а ш е н н о г о п р о д у к т а окисле-
ния о - д и а н и з и д и н а в водной среде при 
р Н 7,4. П о э т о м у при и с п о л ь з о в а н и и ме-
тода Б н е о б х о д и м о р а б о т а т ь с низки-
ми к о н ц е н т р а ц и я м и о к с и д а з ы L-ами-
нокислот ; в противном с л у ч а е д а н н ы е 
о ф е р м е н т а т и в н о й а к т и в н о с т и будут 
з а н и ж е н н ы м и . 

Ч у в с т в и т е л ь н о с т ь метода Б м о ж е т 
быть з н а ч и т е л ь н о п о в ы ш е н а при силь-
ном п о д к и с л е н и и р е а к ц и о н н о й с р е д ы , 
т а к к а к т р и г и д р о х л о р и д н а я соль о к р а -
ш е н н о г о п р о д у к т а имеет з н а ч и т е л ь н о 
более высокий к о э ф ф и ц и е н т м о л я р н о й 
э к с т и н к ц и и , . р а в н ы й е4бо = 4 , 8 1 Х 
X I О 4 М- ' см" 1 [ 21 ] . О д н а к о п о д о б н а я 
п р о ц е д у р а п о д к и с л е н и я л и ш а е т м е т о д 
Б в а ж н о г о п р е и м у щ е с т в а , в частности 
в о з м о ж н о с т и н е п р е р ы в н о г о с л е ж е н и я 
за кинетикой ф е р м е н т а т и в н о й р е а к ц и и . 

Д л я о п р е д е л е н и я скорости к а т а л и з и -
руемой L - л и з и н - а - о к с и д а з о й р е а к ц и и 
в н а с т о я щ е й работе , к р о м е о - д и а и и з и -
д и н а , б ы л и с п о л ь з о в а н д р у г о й субст-
р а т п е р о к с и д а з ы — ф е р р о ц и а н и д ка -
л и я ( м е т о д В ) . Этот кинетический ме-
тод о б л а д а е т м е н ь ш е й чувствитель -
ностью (см. т а б л . 1), п о с к о л ь к у коэф-
ф и ц и е н т э к с т и н к ц и и конечного о к р а -
ш е н н о г о п р о д у к т а — ф е р р о ц и а н и д а 
к а л и я — с о с т а в л я е т 1 -10 3 М _ 1 с м - 1 . Не-
д о с т а т к о м метода я в л я е т с я н а л и ч и е 
з н а ч и т е л ь н о г о с п о н т а н н о г о о к и с л е н и я 
ф е р р о ц и а н и д а к а л и я в у с л о в и я х про-
ведения э к с п е р и м е н т а . 

В р а б о т е б ы л а и с п о л ь з о в а н а т а к ж е 
в о з м о ж н о с т ь о п р е д е л е н и я ф е р м е н т а -
тивной а к т и в н о с т и L-лизин-а -оксидазьт 
по к о л и ч е с т в у о б р а з о в а в ш е г о с я в ре-
а к ц и о н н о й смеси а м м и а к а . О к а з а л о с ь , 
что способ о п р е д е л е н и я к о н ц е н т р а ц и и 
а м м и а к а с п о м о щ ь ю р е а к т и в а Нессле -
ра не п о з в о л я е т н е п р е р ы в н о с л е д и т ь 
за ходом р е а к ц и и , т а к к а к при в заи -
модействии L-лизина с р е а к т и в о м Нес-
с л е р а р а з в и в а е т с я интенсивное о к р а -
ш и в а н и е при 420 нм, м е ш а ю щ е е изме-
рению истинной к о н ц е н т р а ц и и а м м и а -
ка . В с в я з и с э тим д л я к о н т р о л я за 
к о н ц е н т р а ц и е й а м м и а к а б ы л о предло-
ж е н о и с п о л ь з о в а т ь систему, с о д е р ж а -
щ у ю , к р о м е L - л и з и н а и L - л и з и н - а - о к -
с и д а з ы , т а к ж е г л у т а м а т д е г и д р о г е н а з у , 
Н А Д - Н 2 И а - к е т о г л у т а р а т ( м е т о д Г ) . 
П о к а з а н о (см. т а б л . 1), что у к а з а н н ы й 
м е т о д о б л а д а е т б о л е е высокой чувст-
в и т е л ь н о с т ь ю по с р а в н е н и ю со всеми 
д р у г и м и и с п о л ь з о в а н н ы м и в р а б о т е 
м е т о д а м и и п о з в о л я е т н е п р е р ы в н о сле-
дить за ходом ф е р м е н т а т и в н о г о про-
цесса . 

И з л и т е р а т у р н ы х д а н н ы х известно , 
что д л я о п р е д е л е н и я ф е р м е н т а т и в н о й 
а к т и в н о с т и о к с и д а з L - а м и и о к и с л о т по 
накоплению в реакционной среде а-ке-
т о к и с л о т м о ж н о и с п о л ь з о в а т ь 3 -метил-
2 - б е н з о т и а з о л о н г и д р а з о н г и д р о х л о р и д 
( М Б Т Г ) [15] и 2 , 4 - д и н и т р о ф е н и л г и д -
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Т а б л и ц а I, 
Определение скорости окисления L-лизина в 

присутствии L-лизин-а-оксидазы 

Метод Скорость реакции, 
— 1 - 1 Метод мкмоль-мин -л 

А 
Б 14,&±0,35 
В 16,4±0,4() 
Г 14,5±0,30 
Д 12,5±0,39 
Е 10,0-L 0,32 10,0-L 0,32 

N Н 2—(С Н2) 4—С—С ООН 
II 
О 

сн2 

н2с сн2 
- I I 

НоС С Н о — с о о н 

N 

I- НоО. (1) 

П р и м е ч а н и е . Приведенные данные 
представляют собой среднее арифметическое 
результатов 5 измерений. Скорость реакции рас-
считана с учетом разбавления раствора фермен-
та при использовании различных методов. 

разим [15] . Недостатком использова-
нии обоих соединений является необ-
ходимость отбирать пробы из реакци-
онной среды и в связи с этим невоз-
можность непосредственно следить за 
кинетикой ферментативной реакции. 
Д а н н ы е о ферментативной активности 
одной и той ж е L-лизин-а -оксидазы, 
полученные при использовании М Б Т Г 
(метод Д ) , не сильно отличаются от 
результатов , полученных другими 
способами (табл . 2 ) . Тем не менее и 
д а н н ы й метод Цмеет ряд недостатков. 
Он требует введения дополнительной 
стадии — о с а ж д е н и я белков добавле-
нием трихлоруксусной кислоты и по-
следующего центрифугирования . Кро-
ме того, высокая оптическая плот-
ность непрореагировавшего М Б Т Г в 
кювете сравнения д е л а е т этот метод 
менее точным. 

При изучении спектров стандартной 
реакционной смеси (метод Е) было об-
наружено , что в ходе реакции окисли-
тельного д е з а м и н и р о в а н и я L-лизина 
н а б л ю д а е т с я увеличение оптической 
плотности при д л и н а х волн менее 
300 нм. Сняты спектры а -кетобутира-
та и а - к с т о г л у т а р а т а . Оптическое по-
глощение этих соединений при 270 нм 
в 10 раз меньше продукта окисления 
L-лизина . Следовательно , высокая оп-
тическая плотность при этой длине 
волны не связана с образованием ке-
то-группы в а -положении . Вероятно, 
эта высокая оптическая плотность обус-
ловлена образованием дегидрирован-
ной циклической ф о р м ы (Д^пипери-
дин-2-карбоновой кислоты) из продук-
та окислительного д е з а м и н и р о в а н и я 
L-лизина-а -кето-е -амииокапроата [15] : 

Измерение при 270 им оптической 
плотности реакционной смеси после 
полного окончания реакции позволило 
получить д а н н ы е о линейной зависи-
мости этой величины от начальной 
концентрации L-лизина (рис. 3 ) . И з 
этой зависимости был вычислен коэф-
фициент пересчета д л я определения 
количества образовавшегося продукта 
£ 2 7 0 = 2 0 0 М ~ 1 С М ~ 1 . Используя этот ко-
эффициент пересчета, можно спектро-
фотометрически при 270 им следить за 
кинетикой окислительного дезаминиро-
вания L-лизина без применения каких-
либо дополнительных реагентов. Ско-
рость реакции в изученном интервале 
пропорциональна концентрации фер-
мента (рис. 4 ) . Метод прост, но из-
за невысокого поглощения цикличе-
ского продукта требует повышенного 
расходования фермента (см. табл . 1) 

0,05 -

0,6 [S] 

0,25 

Рис. 3. Зависимость оптической плотности реак-
ционной смеси после окончания реакции при 
270 нм от исходной концентрации (мМ) L-лизи-

иа (метод Е). 
Рис. 4. Зависимость скорости реакции 
(мкмоль-л - 1 • мин - 1 ) от концентрации (мкг/мл) 
L-лизин-а-оксидазы при 

да Е 
использовании мсто-
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и дает несколько заниженные значе-
ния ферментативной активности (см. 
табл . 2 ) . 

К а к следует из данных табл. 2, к 
наиболее точным кинетическим спосо-
бам определения ферментативной ак-
тивности L-лизин-а-оксидазы могут 
быть отнесены методы Б (с использо-
ванием пероксидазы и о-дианизидина) 
и Г (с использованием глутаматде-
гидрогеназы) : они дают хорошо совпа-
д а ю щ и е результаты. 

Оксидазы L-аминокислот являются 
ФАД-зависимыми ферментами, причем 
на 1 молекулу фермента , состоящую 
из 2 субъединиц, приходятся 2 моле-
кулы ФАД. На первой стадии фермен-
тативной реакции образуется неста-
бильная а-иминокислота и восстанов-
ленная форма фермента [20] , а вся ре-
акция протекает согласно уравнению: 

R—СН— СООН + Е (ФАД)а — > 

NHo 
/ФАД 

— > R — С — С О О Н + Е; 

+ Н 2 0 

+ о2 

Й Н Х Ф А Д Н 2 

R—С—COOH + NI-Ig 

о 
е (ФАД) 2 +Н 2 0 2 . (2) 

П р е д с т а в л я л о интерес исследовать, 
какие факторы могут влиять на актив-
ность L-лизин-а-оксидазы. Так, добав-
ление в реакционную смесь кофермен-
та (2-10 7 М) не приводит к увеличе-
нию энзиматической активности. Это 
связано, вероятно, с тем, что в отличие 
от оксидаз L-аминокислот кофактор 
прочно связан с белковой частью мо-
лекул оксидаз L-аминокислот и нет 
необходимости в дополнительном вне-
сении Ф А Д в реакционную смесь. 

При добавлении в стандартную ре-
акционную смесь к а т а л а з ы (175 Е /мл) 
скорость реакции увеличивается в 1,5 
р а з а (табл . 3 ) . Поскольку из данных 
литературы известно, что зависимость 
начальных скоростей реакций, катали-
зируемых оксидазами L-аминокислот, 
от исходной концентрации второго суб-
страта — кислорода подчиняется урав-
нению Михаэлиса — Ментен [3] , бы-
ла вычислена константа Михаэлиса 
связывания кислорода с ферментом; 
она о к а з а л а с ь равной К м = 5-10~ 4 М. 
Такое значение К м хорошо совпадает с 

соответствующим значением Км = 4 , 1 Х 

Т а б л и ц а I, 
Влияние различных добавок на скорость фер-
ментативной реакции при использовании метода Е 

Д о б а в к а 

С к о р о с т ь 

М К М О Л Ь « Л - 1 Х 

X МИН ~~ 1 

реакции 

% 

Без добавки 3,3 100 
ФАД 3,3 100 
Каталаза 5,0 150 
ФМС 3,3 100 
K3lFe(CN)6] 3,3 100 
K3IFe(CN)(;j 1-ФМС 6,7 203 

Х 1 0 4, полученным на основании кине-
тической кривой поглощения кислоро-
да в ходе ферментативной реакции в 
присутствии Ы 2 0 2 (метод А) [6] . И з 
этих данных видно, что Км: выше, чем 
растворимость кислорода в воде 
(2 ,5 -10 - 4 М ) , в связи с чем не дости-
гается м а к с и м а л ь н а я скорость фермен-
тативного процесса. Н а лимитирующий 
характер реакции окисления восста-
новленного фермента у к а з ы в а е т так-
ж е тот факт , что при работе в атмос-
фере кислорода скорость реакции уве-
личивается в 2,5—3 раза [23] . Испы-
тана возможность увеличения скоро-
сти окисления восстановленной формы 
фермента за счет добавления перенос-
чика электронов, в частности Ф М С в 
концентрации 15 мМ. Однако ускоре-
ние реакции не наблюдалось (см. 
табл. 3 ) . Попытка увеличить скорость 
реакции добавлением в реакционную 
среду окислителя — K 3 [ F e ( C N ) 6 ] в 
концентрации 10 мМ, который наряду 
с кислородом мог бы окислять восста-
новленный фермент, т а к ж е не б ы л а 
успешной. При одновременном добав-
лении в реакционную смесь окислите-
ля и переносчика электронов скорость 
реакции возрастает в 2 раза по срав-
нению с таковой реакции в отсутствие 
добавок . Аналогичное увеличение (в 3 
р а з а ) скорости реакции при добавле-
нии ФМС и д их лор фенол индофенол а 
было отмечено при работе с оксидазой 
L-аминокислот из змеиного яда [5] . 
По мере восстановления K 3 [ F e ( C N ) 6 ] 
окрашенная в ж е л т ы й цвет реакцион-
ная среда подвергается обесцвечива-
нию. Этот ф а к т может служить осно-
вой для разработки еще одного ме-
тода определения активности оксидаз 
L-аминокислот. Однако этот метод за-
трагивает механизм ферментативного 
процесса, изменяя скорость реакции. 
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И н т е р е с н ы м п р е д с т а в л я е т с я т а к ж е 
в о п р о с о т о м , с к а к и м и с к о р о с т я м и 
д е й с т в у ю т о к с и д а з ы L - а м и н о к и с л о т в 
е с т е с т в е н н ы х у с л о в и я х в о р г а н а х и 
т к а н я х , п о с к о л ь к у р а н е е [ 2 0 ] в ы с к а -
з ы в а л о с ь п р е д п о л о ж е н и е , ч т о в к л е т -
к а х о к с и д а з ы L - а м и н о к и с л о т с в я з а н ы 
с э л е к т р о н н о - т р а н с п о р т н ы м и с и с т е м а -
м и , с п о с о б н ы м и в з н а ч и т е л ь н о й м е р е 
у с к о р я т ь п р о ц е с с о к и с л е н и я в о с с т а н о в -
л е н н о г о к о ф а к т о р а . В ы я с н е н и е э т и х 
в о п р о с о в т р е б у е т п р о в е д е н и я д о п о л н и -
т е л ь н о г о и с с л е д о в а н и я . 

Т а к и м о б р а з о м , в н а с т о я щ е й р а б о -
т е б ы л о и с с л е д о в а н о н е с к о л ь к о с п о с о -
б о в о п р е д е л е н и я а к т и в н о с т и о к с и д а з 
L - а м и н о к и с л о т . О п р е д е л е н ы и н т е р в а -
л ы к о н ц е н т р а ц и й ф е р м е н т а , к о т о р ы е 
м о г у т и с п о л ь з о в а т ь с я в к а ж д о м и з 
э т и х с п о с о б о в . П о к а з а н о , ч т о и з м е р е -
н и е ф е р м е н т а т и в н о й а к т и в н о с т и по 
н а к о п л е н и ю в о с с т а н о в л е н н о г о к о ф а к -
т о р а д а е т в о т л и ч и е о т д р у г и х м е т о д о в 
з а в ы ш е н н ы е р е з у л ь т а т ы . Н а и б о л е е 
ч у в с т в и т е л ь н ы м и я в л я ю т с я м е т о д ы , 
о с н о в а н н ы е н а и з м е р е н и и к о н ц е н т р а -
ц и и а м м и а к а п р и п о м о щ и г л у т а м а т -
д е г и д р о г е н а з н о г о м е т о д а и н а о п р е д е -
л е н и и к о н ц е н т р а ц и и п е р е к и с и в о д о р о -
д а п р и п о м о щ и п е р о к с и д а з ы и о - д и а -
н и з и д и и а . 
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ON ESTIMATION OF L-AMINO ACID OXI-
DASES ACTIVITY 

Т. T. Beresov, E. V. Lukasheva, I. P. Smirnova 

Chair of Biochemistry, P. Lumumba State Uni-
versity, Moscow 

Activity of L-amino acid oxidases was 
studied using several procedures. Optimal con-
centrations of L-lysine-a-oxidase, suitable for 
each procedure, were established involving 
highly purified preparations of the enzyme from 
Trichoderma sp. Estimation of the enzymatic 
activity carried out by means of calculation of 
the reduced cofactor accumulated led to two-
fold exceeding of the results. The most sensi-
tive procedure was based on evaluation of 
ammonium content in the reaction catalyzed by 
glutamate dehydrogenase and the procedure 
where peroxidase and o-dianizidinc were used. 
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В н а с т о я щ е е в р е м я н а и б о л е е рас-
п р о с т р а н е н н ы м и п е р с п е к т и в н ы м ме-
т о д о м к о л и ч е с т в е н н о г о а н а л и з а пури-
н о в ы х и п и р и м и д и н о в ы х м е т а б о л и т о в 
я в л я е т с я в ы с о к о э ф ф е к т и в н а я ж и д к о с т -
н а я х р о м а т о г р а ф и я , к о т о р а я п р и м е н я -
ется в р а з л и ч н ы х м о д и ф и к а ц и я х : анио-
н о о б м е н н о й [1 ] , о б р а щ е н н о - ф а з н о й 
[14] и ион-парной [7 ] . 

П р о б л е м а о д н о в р е м е н н о г о а н а л и з а 
с о с т а в а п р е д ш е с т в е н н и к о в нуклеино-
вых кислот и их м е т а б о л и т о в з а к л ю -
ч а е т с я в и с п о л ь з о в а н и и р а з л и ч н ы х ме-
х а н и з м о в р а з д е л е н и я д л я р а з н ы х групп 
с о е д и н е н и й : и у к л е о т и д ы р а з д е л я ю т по 
степени ф о с ф о р и л и р о в а н и я и п р и р о д е 
а з о т и с т ы х оснований с п о м о щ ь ю анио-
н о о б м е н н о й х р о м а т о г р а ф и и [3, 9 ] , а 
н у к л е о з и д ы и а з о т и с т ы е о с н о в а н и я — 
по степени г и д р о ф о б н о с т и методом об-
р а щ е н н о - ф а з н о й х р о м а т о г р а ф и и [4, 5, 
8]. 

В последнее в р е м я д л я а н а л и з а сое-
д и н е н и й пуринового и п и р и м и д и н о в о г о 
р я д а с т а л и п р и м е н я т ь м е т о д ы о б р а -
щ е н н о - ф а з н о й ион-парной х р о м а т о г р а -
фии с и с п о л ь з о в а н и е м р а з л и ч н ы х мо-
д и ф и к а т о р о в п о д в и ж н о й ф а з ы (ион-
п а р н ы х р е а г е н т о в ) , в частности д л я 
а н а л и з а а д е н и н о в ы х н у к л е о т и д о в [11 ] , 
о л и г о н у к л е о т и д о в [2, 10], а т а к ж е бо-
л е е полного к л а с с а р и б о н у к л е о т и д о в 
[ 7 ] . В то ж е в р е м я и о н - п а р н а я моди-
ф и к а ц и я о б р а щ е н и о - ф а з н о й х р о м а т о -
г р а ф и и , к о т о р а я о с н о в ы в а е т с я на о б р а -
з о в а н и и с п о м о щ ь ю с о о т в е т с т в у ю щ е г о 
п р о т и в о и о н а з а р я ж е н н ы х ф у н к ц и о -
н а л ь н ы х г р у п п и р о в о к на г и д р о ф о б н о й 
(Cg или Cie) с т а ц и о н а р н о й ф а з е ко-
л о н к и [6 ] , имеет очень ш и р о к и е воз-
м о ж н о с т и д л я о д н о в р е м е н н о г о разде -
л е н и я всего с п е к т р а п у р и и о в ы х и пи-
р и м и д и н о в ы х п р о и з в о д н ы х . В некото-
рых р а б о т а х [6, 12] б ы л а р е ш е н а за -
д а ч а о д н о в р е м е н н о г о р а з д е л е н и я ну-
к л е о з и д о в , д е з о к с и и у к л е о з и д о в и их 

м о п о ф о с ф а т о в этим методом, о д н а к о 
п р и м е н я е м ы е у с л о в и я х р о м а т о г р а ф и -
ческого р а з д е л е н и я не п о з в о л и л и оп-
р е д е л и т ь ди- и т р и ф о с ф а т ы н у к л е о з и -
дов . 

Ц е л ь н а с т о я щ е й р а б о т ы — подбор 
и о п т и м и з а ц и я условий д л я одновре -
менного р а з д е л е н и я на о б р а щ е н и о - ф а з -
ной ион-парной х р о м а т о г р а ф и ч е с к о й 
системе р и б о н у к л е о т и д о в , н у к л е о з и д о в 
и а з о т и с т ы х о с н о в а н и й путем их гра-
д и е н т н о г о э л ю и р о в а н и я , а т а к ж е де-
м о н с т р а ц и я в о з м о ж н о с т е й р а з р а б о т а н -
ного м е т о д а на п р и м е р а х а н а л и з а ки-
с л о т о р а с т в о р и м ы х ф р а к ц и й венозной 
крови человека и т и м у с а м ы ш е й . 

М е т о д и к а 

Работу проводили на хроматографической 
системе «Waters» (США), включающей в се-
бя адсорбционный детектор М 441 (Л.-254 нм), 
спектрофотометрический детектор М 480 (К = 
= 280 им), насосы моделей М 45 и М 510, 
градиентное устройство М 660, инжектор U6K 

и двухканальный самописец — электронный 
интегратор «Date Module 730». 

Разделение проводили на системе с ради-
альным уплотнением «Z-Module» на пласти-
ковых колонках «NovaPak С|8» («Waters») 
с размером частиц 5 мкм. Длина колонки 
10 см, диаметр 8 мм. 

В исследовании использовали соль 
NH4H2PO4 («Prolabo», Франция). Ацетонитрил 
марки х. ч. (Союзреактив) для приготовления 
элюеита очищали кипячением (3—5 ч) , с об-
ратным холодильником при добавлении пер-
манганата калия (10 г/л) с последующей пе-
регонкой. Достигаемая в результате степень 
очистки при D254 = 0,05—0,10. 

В качестве противоиона использовали тет-
рабутиламмонийфосфат (ТБАФ) торговой 
марки «PICA» (Waters», США). 

Подвижную фазу готовили на бидистилли-
рованной воде, пропущенной через патрон с 
активированным углем в системе «NORGANIC» 
(«Waters», США). Готовый буферный раствор 
перед использованием пропускали через фильтр 
011 0,45 мкм («Waters») и дегазировали 
в стеклянной колбе под вакуумом в течение 
20 мин. 

В работе использовали стандартные рибо-
нуклеотиды, нуклеозиды и азотистые основания 
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(Sigma», США и «Reanal», Венгрия). Стандар-
ты для калибровки готовили аналогично био-
логическим образцам. Калибровку хромато-
графической системы проводили по методу 
внешнего стандарта. В хроматограммах био-
логических образцов пики идентифицировали 
по времени удерживания и отношению погло-
щения A2S4/A280. 

Получение кис лот о раствори мой фракции. 
Наиболее распространенным и удобным спо-
собом извлечения кислоторастворимых продук-
тов из тканевых гомогенатов является метод 
экстракции хлорной кислотой с последующим 
осаждением хлората калия раствором КОН 
[13], причем концентрация, объем и кратность 
обработки кислотой варьируют у разных ав-
торов в широких пределах. 

В нашей работе исследуемые органы живот-
ных извлекали, погружали в фарфоровую 
ступку с жидким азотом, затем взвешивали 
и пестиком измельчали до порошкообразного 
состояния. Гомогенат ткани получали в гомо-
генизаторе Поттера с 10-кратным объемом 
(по отношению к навеске) 1 н. Н С Ю 4 . Полу-
ченный гомогенат центрифугировали 10 мин 
при 6000 об/мин в центрифуге К-23 (ГДР) . 
Надосадок нейтрализовали конц. раствором 
КОН до рН 7,0 и выдерживали в течение 
1 сут при 4°С,[1]» после чего осадок отделя-
ли коротким центрифугированием, а надоса-
дочную жидкость хранили при —45 °С. 

Кровь здоровых доноров и больных с ин-
фарктом миокарда брали из локтевой вены в 
предварительно охлажденные пробирки с цит-
ратом натрия и обрабатывали 5-кратным 
объемом 1 и. НСЮ4. Дальнейшее центрифу-
гирование, нейтрализацию и хранение кисло-
торастворимых фракций венозной крови осу-
ществляли, как описано для тканевых гомо-
генатов. 

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

Э ф ф е к т о д н о в р е м е н н о г о р а з д е л е н и и 
з а р я ж е н н ы х и н е й т р а л ь н ы х с о е д и н е н и й 
д о с т и г а е т с я п р и ч а с т и ч н о й м о д и ф и к а -
ц и и г и д р о ф о б н о й с т а ц и о н а р н о й ф а з ы 
к о л о и к и г р у п п и р о в к а м и , н есу щ и м и 
з а р я д и с п о с о б н ы м и к и о н о о б м е н н о м у 
в з а и м о д е й с т в и ю . С т е п е н ь м о д и ф и к а ц и и 
с т а ц и о н а р н о й ф а з ы т а к и м о б р а з о м бу-
д е т с у щ е с т в е н н ы м ф а к т о р о м о т н о с и -
т е л ь н о й с т е п е н и у д е р ж и в а н и я н е й -
т р а л ь н ы х и з а р я ж е н н ы х с о е д и н е н и й . 

Д о б а в л е н и е п р о т и в о и о н а ( Т Б А Ф ) в 
э л ю и р у ю щ и й р а с т в о р п р и в о д и т к а д -
с о р б ц и и м о л е к у л п р о т и в о и о н а н а 
С18 — ф а з е к о л о н к и в р е з у л ь т а т е г и д -
р о ф о б н ы х в з а и м о д е й с т в и й , о п и с ы в а е -
м ы х у р а в н е н и е м , п р и в е д е н н ы м в р а б о -
т е [ 6 1 : 

С , - а - ф 

г д е Cs и Cm — к о н ц е н т р а ц и я Т Б А Ф 
с о о т в е т с т в е н н о в с т а ц и о н а р н о й и п о д -
в и ж н о й ф а з а х ; а , р — к о э ф ф и ц и е н т ы , 
о п р е д е л я е м ы е д а н н ы м с о о т н о LU е н и е м 

и' 

[ ТЬАФ],мМ 

Рис. 1. Зависимость k' адениновых и гуапино-
вых нуклеотидов от концентрации ион-парного 
реагента (ТБАФ) в подвижной фазе, содержа-

щей 15 % ацетонитрила. 
а — АТР; б — ADP; в — AMP; г — GTP; д — G D P ; 

6' — GMP. 

о р г а н и ч е с к о г о р а с т в о р и т е л я в с о л е в о м 
б у ф е р е . 

У в е л и ч е н и е с о д е р ж а н и я о р г а н и ч е -
с к о г о р а с т в о р и т е л я в п о д в и ж н о й ф а з е 
п р и в о д и т к у с и л е н и ю с т е п е н и г и д р о -
ф о б н ы х в з а и м о д е й с т в и й э л ю е н т а с п о -
л и а л к и л ь н ы м и « х в о с т а м и » а д с о р б и р о -
в а н н о г о в с т а ц и о н а р н о й ф а з е п р о т и -
в о и о н а и к с о о т в е т с т в у ю щ е м у у м е н ь -
ш е н и ю е г о к о н ц е н т р а ц и и н а н а с а д к е 
к о л о н к и , о п и с а н н о м у у р а в н е н и е м в 
р а б о т е [ 6 ] : 

а — е~с , 

г д е С — к о н ц е н т р а ц и я о р г а н и ч е с к о г о 
р а с т в о р и т е л я в п о д в и ж н о й ф а з е . 

/пн' 

б 
д 

2 -

1 - в 
е 

0 -

- / -

Рис. 2. Зависимость In k' цитозииовых и ури-
диновых нуклеотидов от процентного содержа-
ния ацетонитрила в подвижной фазе при кон-
центрации ион-парного реагента в подвижной 

фазе 0,002 М. 
а — UTP; б — UDP; в — UMP; г — CTP; д — CDP; 

е — СМР. 
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В а р ь и р о в а н и е концентрации проти-
воиона и органического растворителя 
подвижной ф а з ы д а е т возможность вы-
явить закономерности у д е р ж и в а н и я 
рибонуклеотидов , нуклеозидов и азо-
тистых оснований на колонке с обра-
щенной фазой С18. С этой целью были 
проведены исследования времени удер-
ж и в а н и я пуриновых и пиримидиновых 
рибонуклеотидов в зависимости от со-
д е р ж а н и я противоиона (ион-парного 
реагента ) — Т Б А Ф и концентрации 
ацетоиитрила ( C H 3 C N ) в подвижной 
фазе , результаты которых представле-
ны на рис. 1 и 2. Отмечается значи-
тельное повышение коэффициента 
у д е р ж и в а н и я (к) пуриновых рибону-
клеотидов при концентрации Т Б А Ф в 
подвижной ф а з е от 0 до 2 мМ и вы-

ход на плато при д а л ь н е й ш е м увели-
чении концентрации Т Б А Ф до 5 мМ 
(см. рис. I ) . 

Аналогичная картина н а б л ю д а е т с я 
д л я пиримидиновых рибонуклеотидов , 
а т а к ж е при изменении процента аце-
тоиитрила в элюенте . Увеличение про-
центного с о д е р ж а н и я ацетоиитрила в 
подвижной ф а з е приводит к пропор-
циональному уменьшению In /г' пири-
мидиновых нуклеотидов (см. рис. 2 ) . 

А н а л и з изменений к ' моно-, ди- и 
трифосфатов рибоиуклеозидов в иссле-
дуемых д и а п а з о н а х значений Т Б А Ф и 
процентного с о д е р ж а н и я CIT3CN (0— 
5,0 мМ и 10—25 % соответственно) 
позволили сделать следующие выводы: 
1) наибольшее время у д е р ж и в а н и я ри-
бонуклеотидов н а б л ю д а е т с я при кон-

Рис. 3. Хроматографическос разделение искусственной смеси азотистых оснований, 
нуклеозидов и нуклеотидов. 

Здесь и па рис. 4 и 5: 1 — Cyt, 2 — Ura, 3 — Cyd; 4 — Gua , 5 — Hyp, 6 — Xan, 7 — Thm, 8 — Urd, 
9 —Ade , 10 — Ino, / / — Uric A, 12— dThd, 13 — Ado, 14 — UMP; 15 — GMP, 16 — IMP, 17 — AMP, 18 — 

>GDP, 19 — UDP, 20 — ADP, 21 — GTP, 22 — UTP, 23 — ATP, 24 — CDP, 25 — СТР. Условия разделе-
ния см. в тексте. 
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центрации ТБАФ в подвижной фазе 
2,0 мМ; 2) порядок выхода рибону-
клеотидов (степень их удерживания) 
определяется числом фосфатных груп-
пировок, что может косвенно свиде-
тельствовать об анионообменном ме-
ханизме их удерживания ; 3) исполь-
зование изократического режима раз-
деления (постоянное процентное со-
д е р ж а н и е ацетонитрила в подвижной 
фазе) не позволяет одновременно раз-
делить моно-, ди- и трифосфаты ну-
клеотидов: при низкой концентрации 
ацетонитрила (10 %) не вымываются 
трифосфаты, при более высокой (20— 
25 %) — не разделяются моно- и ди-
фосфаты рибонуклеозидов. Кроме то-
го, использование изократических ус-
ловий элюирования при содержании 
ацетонитрила более 10 % в подвиж-
ной фазе не обеспечивает удовлетвори-
тельного разделения нуклеозидов и 
азотистых оснований. 

Таким образом, на основании ана-
лиза полученных результатов были 
выявлены оптимальные условия д л я 
одновременного градиентного элюиро-
вания рибонуклеотидов, нуклеозидов 
и оснований на обращенно-фазной 
ион-парной системе Cis (рис. 3 ) : раст-
вор А — 10 мМ NH4H2PO4 2 мМ 
Т Б А Ф рН 7,0; раствор Б — 15 % 
CH 3 CN + 85 % раствор А. Градиент 
0—100% раствор Б, 10 мин, д а л е е 
изократический режим в течение 
15 мин, уравновешивание раствором А 
в течение 10 мин. 

Необходимо отметить, что время 
уравновешивания колонки начальным 
буфером можно использовать для тон-
кой регулировки времен удерживания 
и селективности разделения азотистых 
оснований, нуклеозидов и их монофос-
фатов. Увеличение времени уравнове-
шивания колонки приводит к возраста-
нию концентрации противоиона на 

0,025 -

30 мин 

Рис. 4. Хроматограмма кислоторастворимой фракции венозной крови больного с транс-
муральным инфарктом миокарда. 
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0.025 

Содержание пуриновых и пиримидиновых про-
изводных в венозной крови (в мкмоль на 10 мл) 
здоровых доноров и больных с трансмуральным 

инфарктом миокарда ( M z t ' n ) 

Соединение Здоровые лица Больные ТМИМ 

АТР 4 5 , 5 ± 4 , 8 3 7 , 0 ± 5 , 2 
ADP 17,3±2,3 30,1 ± 3 , 9 
AMP 
Ado 

3 , 2 ± 0 , 6 9 , 5 ± 2 , 3 AMP 
Ado 0,72-4-0,02 0 ,31±0 ,01 
Acle 0 ,41±0,01 0 ,35±0 ,04 
G T P 1,374-0,21 l , 04±0 ,32 
G D P 0 ,62±0 ,09 0 ,93±0 ,12 
GMP 0 ,26±0 ,03 0 ,42±0 ,06 
IMP 0 , 6 l ± 0 , 0 7 0 ,91±0 ,10 
I no 0,17dz0,02 0 ,68±0 ,09 
Hyp 0 ,04±0,01 3 ,24±0 ,43 
Xan 0 ,14+0 ,02 0 ,17±0 ,04 
Uric A 3 ,38±0 ,05 7 , 7 5 ± 0,76 
U T P 0 ,57±0,11 0 ,14±0 ,03 
UDP 0 ,02±0 ,01 1,28-tO, 15 
UMP 1,76±0,03 1,42±0,23 
Urd 0 ,24±0 ,06 0 ,28±0 ,05 
Ura 0,034-0,01 0 ,06±0 ,02 
Cyd 0 ,89±0 ,12 0,194-0,03 
Cvt 0 ,03±0 ,01 0,37dz0,06 
dThd 0 0,31 (-0,04 
Thm 0 0 ,12±0 ,03 

30 мин 

Рис. 5. Хроматограмма кислотораствори-
мой фракции тимуса мышей СЗНА. 

стационарной фазе , что по-разному 
с к а з ы в а е т с я на у д е р ж и в а н и и моио-
фосфатов , с одной стороны, и нуклео-
зидов и азотистых оснований, с дру-
гой. Н а времена у д е р ж и в а н и я ди- и 
трифосфатов условия уравновешива-
ния колонки влияют в значительно 
меньшей степени. 

Р а з р а б о т а н н а я методика была ис-
пользована д л я а н а л и з а состава кис-
лоторастворимых ф р а к ц и й венозной 
крови доноров и больных с трансму-
ральным инфарктом миокарда при их 
поступлении в клинику к а ф е д р ы внут-
ренних болезней № 4 II М М И . Полу-
ченные результаты приведены на 
рис. 4 и в таблице . 

О б р а щ а е т иа себя внимание появле-
ние в крови больных тимина (dThm) 
и тимидина ( d T h d ) . В м е т а б о л и з м е 
п у р и н о в ы х с ое д и н е н и й н а б л юд а юте я 
резкие изменения: дефосфорилирова -
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н и е а д е н и н о в ы х и г у а н и н о в ы х н у к л е -
о т и д о в с о д н о в р е м е н н ы м н а к о п л е н и е м 
и н о з и н а ( I n o ) , г и п о к с а н т и н а ( H y p ) и 
к о н е ч н о г о п р о д у к т а о б м е н а п у р и н о в -
м о ч е в о й к и с л о т ы ( U r i c А ) . 

Н а рис . 5 в к а ч е с т в е п р и м е р а п р и -
м е н е н и я д а н н о г о м е т о д а р а з д е л е н и я 
п р и в е д е н а х р о м а т о г р а м м а к и с л о т о р а -
с т в о р и м о й ф р а к ц и и т и м у с а м ы ш е й 
( л и н и я С З Н А ) . 

Т а к и м о б р а з о м , п р е д л о ж е н н ы й ме-
т о д о д н о в р е м е н н о г о х р о м а т о г р а ф и ч е -
с к о г о р а з д е л е н и я п у р и н о в ы х и п и р и -
м и д и н о в ы х с о е д и н е н и й п о з в о л я е т про-
в о д и т ь и з у ч е н и е ф о р м и р о в а н и я их пу-
л о в в о р г а н а х и т к а н я х п р и э к с п е р и -
м е н т а л ь н о й и к л и н и ч е с к о й п а т о л о г и и . 
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DHTERM I NATION ОГ PURINE AND PYRJ-
MIDINE DERIVATIVES IN ACID SOLUBLE 
FRACTION OF TISSUES BY REVERSE-

PHASE ION-PAIR HPIC 

R. T. Toguzov, Yu. V. Tikhonov, A. M. Pitne-
nov, Т. E. Novikova, I. S. Meisner 
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cow 

Simultaneous separation of the main ribo-
nucleotides, nucleosides and bases was carried 
out using tetrabutyl ammonium phosphate 
(TBA) hetaerons with a reversed-phase (C,8) 
packing material. Chromatographic properties of 
purine and pyrimidine metabolites in radially 
compressed NovaPak C)8 system was studied 
at various concentrations of acetonitrile and 
TBA in the mobile phase. The optimal condi-
tions for gradient separation of nucleotides, 
nucleosides and bases were evaluated. The pro-
cedure was used for analysis of blood from 
healthy persons and patients with acute myo-
cardial infarction. 

УДК 616.153.1:577.152.2731-074:543.257.1 

Л. В. Белоусоваt С. И. Федосов, E. Л. Москвитина, Л. П. Гринио* 
В. С. Рафанов 

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

Кафедра биохимии МГУ, Институт общей патологии и патологической физиологии АМН 
СССР, Москва 

Повышение активности сывороточной креа-
тинкиназы (КФ 2.7.3.2) регистрируется значи-
тельно часто при ряде патологических состоя-
ний, таких, как наследственные мышечные 
дистрофии, гетерозиготное носительство пато-
логического гена Х-сцепленных мышечных дист-
рофий, полимиозит', инфаркт миокарда, хрони-
ческий алкоголизм, отравление снотворными 
[3, 9], в силу чего является важным паракли-
ническим показателем при дифференциальной 
диагностике этих заболеваний. 

Методы определения активности фермента 
основаны на регистрации изменения концент-
рации участников катализируемой реакции 
АДФ 3 - + креатинфосфат 2 -+ Н+31АТФ*- + 

+ креатин. В клинической биохимии для опре-
деления активности креатинкиназы в настоя-
щее время используют в основном два мето-
да — спектрофотометрический [6, 9, 15, 16] и 
колориметрический [3, 4, 8, 9]. 

В нашей работе использовали рН-метриче-
ский метод определения активности этого фер-
мента. Принцип рН-метрического метода был 
впервые описан в 1962 г. [13]. Метод осно-
ван на том, что при щелочных значениях рН 
реакция АТФ с креатином сопровождается 
выделением IT+. При исследовании обратной 
реакции — взаимодействия АДФ с креатиифос-
фатом — наблюдается поглощение Н+. 
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М е т о д и к а 

В используемой нами методике скорость 
креатиикиназной реакции измеряли по погло-
щению Н+, регистрируя изменение рН среды 
при помощи рН-метра (рН-262) с регистриру-
ющим потенциометром КСП-4, что позволяет 
определять начальную скорость реакции и 
прослеживать ее кинетику. Этот метод прост, 
удобен в обращении, имеет высокую точность, 
не требует дополнительных реактивов, необ-
ходимых для спектрофотометрического метода, 
не нуждается в контроле иа адеиилаткиназ-
ную активность, так как последняя не сопро-
вождается выделением или поглощением про-
тона. 

Использованная нами установка широко 
применяется для измерения активности мно-
гих ферментов, катализирующих реакции с 
поглощением или выделением И + : АТФазы рс-
тикулума [2], АТФазы митохондрий (1], креа-
тинкииазы митохондрий [6] и сыворотки [7]. 

В данной работе активность креатинкиназы 
в сыворотке крови определяли в термостатиро-
ванной кювете при 30 °С в реакционной среде 
объемом 4 мл следующего состава: 10 мМ 
трис-HCl, рН 7,4, 10 мМ КС1, 10 мМ креатин-
фосфат, 3 мМ Mg (СН3СОО)2, 1 мМ дитио-
треитол. Все растворы, необходимые для со-
ставления реакционной среды, могут храниться 
в замороженном состоянии в течение 3—4 нед. 
В реакционную среду добавляли 0,05—0,2 мл 
сыворотки (в зависимости от активности в ней 
фермента), содержащей 1 мМ дитиотреитола, 
выдерживали 1—2 мин и затем начинали ре-
акцию добавлением АДФ (конечная концентра-
ция 1 мМ). Скорость реакции записывали в те-
чение 1—5 мим, затем пробы титровали, добав-
ляя в среду несколько раз по 20 мкл 0,01 н. 
HCI. Добавление HCI в среду необходимо 
производить при постоянной скорости реакции 
(см. рисунок) или после полного завершения 
последней, так как изменение скорости реак-
ции в процессе титрования будет приводить к 
ошибке в определении титра НС1. 

Ниже дан пример записи (см. рисунок) и 
расчета активности в конкретной пробе. 

-HCl 

-HCl 

-НС! 

-НС! 

Активность креатинкиназы в сыворотке крови 
больных миопатией Д ю ш е н н а 

3 со Активность креатин-

3 < о 
с; О о 

киназы, МЕ/л 

Я. <ь 
f-о та 

со 
о; = К 

иидиви-
дуальные п среднем 

о. еС г показа- для данной 
\о о та х н сч тел и стади и 
О CQ U и тел и 

к. 3 I 2300 5550±877 
Ф. 3 6500 
С. 3 4800 
ш. 4 7400 
ф . 5 6600 
X. 
Б. 

5 
6 

II 2900 
2000 

2667±348 

В. 6 2900 
Л . 6 1900 
т . 6 1500 
п . 6 2500 
Б. 6 1000 
К . 6 1000 
Р.* 7 5000 
Д.* 7 5500 
г.* 7 4600 
3. 7 700 
Е. 7 3600 
А. 7 3300 
М. 7 590 
Ц.* п . 8 

8 
6200 
2700 

Ш. 8 800 
X.* 9 5600 
Л . 9 1700 
Б. 9 1200 
В. Ю 2850 
Л . 10 1000 
М. 11 800 
Б. 10 I I I 550 525=1=53 
Е. 10 380 
с . 11 450 
Ш. 11 500 
к. 13 400 
М. 15 750 

* Лица, у которых активность креатинкина-
зы выше, чем у остальных с этой стадией за-
болевания. 

Активность = 
50 мм/мин -20-10~2 мкг-экв Н"1" 

0 ,2 мл-40 мм 

Пример записи хода реакции. 
Стрелками указано добавление АДФ и HC1 

20 мкл 0,01 п.). 
(по 

мкг-экв Н"1" мкг-экв И ' 
= 1,25 = 1250 IV/11Л 1,1 . |\Л ГГ 1\Л IX м . гт 

где 50 мм/мин — отклонение пера самописца 
во время протекания каталитической реакции 
за 1 мин на начальном линейном участке ки-
нетической кривой; 0,2 мл — объем добавлен-
ной сыворотки; 40 мм — среднее отклонение 
пера самописца при добавлении 20 мкл 
0,01 н. НС1. 

Результаты специально поставленных экспе-
риментов показали, что поглощение 1 мкг-экв 
И + сопровождается вовлечением в реакцию 
1 мкмоля АДФ. Следовательно, активность мо-
жет выражаться в микромолях АДФ на 1 л 
в 1 мин, что соответствует 1 международной 
единице на 1 л. При определении активности 
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потеициометрическим методом стандартное от-
клонение результатов при высокой активности 
фермента в сыворотке составляет 3—-10 %. При 
низкой активности ошибка возрастает до 10— 
15%. 

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

Описанная методика была использована для 
определения активности креатинкииазы в сы-
воротке крови у больных с миопатией Дюшен-
на, у здоровых детей того же возраста, а так-
же у матерей — носителей патологического ге-
на. Как показывают данные таблицы, прогрес-
сирование заболевания от I к III стадии со-
провождается снижением активности креатии-
киназы, что соответствует литературным дан-
ным [3, 10, 14]. Мы выделили 5 человек (от-
мечены в таблице звездочкой) с заболеванием 
II стадии, у которых активность креатинки-
иазы была существенно выше, чем у большин-
ства больных с этой стадией заболевания; 
средний показатель для этой группы (5550± 
± 8 8 ) оказался равным средней активности 
креатинкииазы больных I стадии. При динами-
ческом наблюдении нам удалось отметить срав-
нительно более мягкое течение миодистрофиче-
ского процесса у больных этой группы. Выяв-
ленная нами корреляция свидетельствует о 
возможности прогнозирования скорости про-
грессирования заболевания по уровню актив-
ности креатинкииазы. У 10 здоровых детей 
3—14 лет значения креатинкиназной активно-
сти оказались достаточно низкими (63± 
8 МЕ/л). Они никогда не превышали ЮОМЕ/л 
и никогда не попадали в диапазон колебаний 
активности этого фермента у больных миопа-
тией. У 15 вероятных носителей патологическо-
го гена 28—40 лет повышение активности креа-
тинкииазы выявлялось в 83 % случаев и со-
ставляло 271 ± 3 0 МЕ/л. Полученные нами ре-
зультаты хорошо сопоставимы с данными авто-
ров, использовавших другие методики [10, 12]. 

УДК 577.1 

11 ноября 1985 г. ушел из жизни видный 
ученый, педагог, член КПСС с 1940 г., заслу-
женный деятель науки РСФСР, доктор био-
логических наук, профессор Иван Васильевич 
Сидоренков. 
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И. В. Сидоренков родился в 1908 г. в 
крестьянской семье. 

В 1931 г. после окончания Смоленского 
медицинского института он был оставлен на 
кафедре биохимии в аспирантуре, после кото-
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рой работал ассистентом, затем доцентом 
этой кафедры. 

В годы Великой Отечественной войны 
И. В. Сидореиков служил в санитарно-эпиде-
миологическом отряде 6-й Гвардейской армии 
в должности врача-специалиста, а затем на-
чальником этого отряда. За боевые заслуги 
он был награжден орденами Красной Звезды, 
Отечественной войны II степени и 3 медаля-
ми — «За боевые заслуги», «За оборону 
Сталинграда», «За победу над Германией». 

После демобилизации в 1945 г. И. В. Си-
дореиков становится доцентом, а затем заве-
дующим кафедрой биохимии (с 1948 г.) Орен-
бургского медицинского института. С 1960 по 
1985 г. он заведует кафедрой биохимии Куй-
бышевского медицинского института им. 
Д. И. Ульянова. 

И. В. Сидоренков был крупным ученым, 
возглавившим новое направление в изучении 
биохимии атеросклероза, создавшим свою на-
учную школу, ставшую известной в Советском 
Союзе и за рубежом. Под его руководством 
выполнено 6 докторских и 35 кандидатских 
диссертации. В отечественной и зарубежной 
печати им опубликовано 120 работ, на ка-
федре выпущено 5 сборников научных тру-
дов и 4 методических руководства по биохи-
мии, биоорганической химии, физической и 
коллоидной химии, клинической биохимии. 

И. В. Сидореиков был делегатом всех всесо-
юзных биохимических съездов, членом первой 
делегации советских биохимиков в США, уча-
ствовал в работе конгресса по клинической 
биохимии в Швеции, был делегатом V Меж-
дународного биохимического конгресса, На-
родного биохимического конгресса и 1-го На-
ционального съезда в Болгарии, участником 
многочисленных союзных и международных 
симпозиумов. 

В 1964 г. им было организовано Куйбы-
шевское отделение Всесоюзного биохимическо-
го общества, бессменным председателем 
которого являлся Иван Васильевич. Под руко-
водством И. В. Сидоренкова на кафедре про-
водилась большая работа по подготовке ква-
лифицированных кадров преподавателей. Уче-
ники Ивана Васильевича, бывшие его аспиран-
ты, успешно работают в Уфе, г. Устинове,. 
Ульяновске, Оренбурге, Воронеже, Благове-
щенске и других городах. 

Наряду с педагогической и научной рабо-
той И. В. Сидоренков выполнял и большую 
административную работу. Он был проректо-
ром и ректором сначала Оренбургского, а за-
тем Куйбышевского медицинских институтов. 
Им вложено много сил и труда для улучше-
ния учебной, научной, идейно-воспитательной 
работы в возглавляемых институтах. 

Многообразна и общественная деятельность 
И. В. Сидоренкова. Ои неоднократно избирал-
ся членом бюро райкома КПСС, председате-
лем областного комитета защиты мира, груп-
пы по распространению политических и науч-
ных знаний, членом парткома института. 

Труд И. В. Сидоренкова отмечен высокими 
правительственными наградами — орденами 
Трудового Красного Знамени, «Знак Поче-
та», Октябрьской Революции. Ему присвоено 
почетное звание заслуженного деятеля науки 
РСФСР. 

И. В. Сидоренков щедро отдавал свои зна-
ния ученого, талант организатора и мудрость 
учителя воспитанию и подготовке молодых 
специалистов. 

Иван Васильевич работал до последнего 
дня, жил заботами кафедры. Он был мудрым,, 
добрым и мужественным человеком. Таким 
он сохранится навсегда в памяти его сотруд-
ников, соратников и учеников. 
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Р Е Ф Е Р А Т Ы СТАТЕЙ, Н А П Р А В Л Е Н Н Ы Х НА Д Е П О Н И Р О В А Н И Е В В И Н И Т И 

УДК 577.158:616.13-004.6:547.262:611.73-092.9 

Физико-химические особенности а-глицерофос-
фатдегидрогеназы при гиперхолестеринемии, 
сочетанной с введением этанола. Г и л ь м и я -
р о в а Ф. Н., К и р и л л о в а В. Я. 

Г л и цер о ф о сф а т д е ги д р о г е н аза (а - г л и це р о л -
3-фосфат: НАД-оксидоредуктаза, КФ 1.1.1.8), 
как известно, занимает ключевую позицию в 
сопряжении процессов гликолиза, глюконеоге-
иеза, синтеза глицеролипидов. При атероскле-
розе наиболее глубокие нарушения происхо-
дят в углеводном и лип идиом обменах. Не-
смотря на очевидную значимость а-глицеро-
фосфатдегидрогеназы в сопряжении углевод-
но-липидного метаболизма, до настоящего 
времени фермент мало изучен. В литературе 
имеются единичные указания об отклонении 
функциональной деятельности а-глицерофос-
фатдегидрогеназы при экспериментальном ате-
росклерозе. 

Глицерофосфатдегидрогеназа из мышечной 
ткани кроликов была получена путем фракци-
онного осаждения сульфатом аммония. Очи-
стка фермента от низкомолекулярных компо-
нентов и балластных белков осуществлялась 
общепринятыми способами (переосаждением 
сульфатом аммония, центрифугированием, диа-
лизом и т. д.). Гомогенность выделенных фер-
ментных препаратов подтверждалась методом 
аналитического ультрацентрифугирования, а 
также электрофоретически в полиакриламнд-
ном геле. 

Проведенные исследования показали, что 
«-глицерофосфатдегидрогеназа характеризует-
ся при гиперхолестеринемии и этаноловой на-
грузке целым рядом особенностей, которые 
могут быть суммированы следующим образом. 
На этапах выделения и очистки фермент при 
патологии отличается от нормы запаздывани-
ем в формировании кристаллов, величиной их, 
стабильностью и др. Сравнительное изучение 
ферментов показывает повышение удельной 
активности при гиперхолестеринемии, сниже-
ние при воздействии этанола и нормализацию 
при совместном введении .этанола и холесте-
рина. Активация фермента при гиперхо-
лестеринемии сопровождалась сдвигом опти-
мума рН в кислую сторону относительно нор-
мы, уменьшением диапазона колебаний темпе-
ратуры, в пределах которой фермент активен. 
При этаноловой нагрузке фермент более тер-
молабилен, имеет низкую энзиматическую ак-
тивность, оптимум рН смещен в щелочную 
сторону. Совместное введение обоих спиртов 
сопровождается взаимной коррекцией изоли-
рованного эффекта на функциональные про-
явления и физико-химические параметры дан-
ного фермента. 

Иллюстраций 4. Библиография: 9 назва-
ний. 

(Рукопись деп. в ВИНИТИ 3.10.85. 
№ 6992-В85). 

УДК 616.69-008.8-055.1:577.15 

Сорбитолдегидрогеназная активность спермы 
здоровых и страдающих крипторхизмом муж-

чин. В о л к о в а Н. П., Л о г и и о в В. А., 
М у ш к а м б а р о в Н. Н., О м е л ь ч у к Н. Н., 
К и р п т о в с к и й И. Д. 

Исследовали активность сорбитолдегидро-
геназы (СоДГ) в клетках и семенной плазме 
9 здоровых и 18 больных крипторхизмом муж-
чин. Активность СоДГ обнаружена как в кле-
точной, так и в жидкой фракции спермы здо-
ровых и больных лиц. Величина активности 
значительно варьирует в каждой группе обсле-
дованных. При этом она не коррелирует с со-
держанием в сперме сперматозоидов и обна-
руживается при олиго- и азооспермии. Веро-
ятно, это связано с тем, что основным источ-
ником определяемой активности являются не 
сперматозоиды, а их предшественники — спер-
матогенные клетки, также содержащиеся в 
сперме. 

Активность СоДГ в жидкой части спермы 
коррелирована с активностью фермента в 
клеточной фракции. Учитывая относительно 
низкую стабильность сперматогенных клеток, 
можно предположить, что фермент в семен-
ной плазме оказывается в результате p^-jpy-
шения клеток. В этом случае содержание 
СоДГ в плазме следует рассматривать как 
показатель стабильности клеток. 

В группе мужчин с крипторхизмом средняя 
активность СоДГ в клеточной фракции в 
1,75 раза ниже, а в семенной плазме не-
сколько выше, чем в группе здоровых лиц. Ви-
димо, это отражает ухудшение состояния, в 
том числе снижение стабильности, сперм ато-
генных клеток при крипторхизме. 

Оперативное низведение семенников, про-
веденное в раннем возрасте, улучшает пока-
затели СоДГ-теста, хотя превращение спер-
матогенных клеток в сперматозоиды может 
оставаться нарушенным. Найдена корреляция 
м.ежду возрастом больного на момент опера-
ции (У) и активность СоДГ в клеточной 
фракции спермы через длительный срок пос-
ле операции выражаемая зависимостью: 
у = 600-е-°,07* (г = — 0,8). 

Содержание тестостерона, пролактииа, со-
матотропиого гормона у больных оставалось 
в пределах нормы, в то время содержание 
лютеинизирующего гормона и особенно фол-
ликустимулирующего гормона было сущест-
венно повышено. Между активность СоДГ в 
сперме больных крипторхизмом и концентра-
цией гормонов в плазме крови корреляцион-
ная связь не обнаружена. По всей видимо-
сти, при крипторхизме нарушены как прямое 
влияние гонадотропииов на сперматогенез, так 
и обратное влияние семенников на секрецию 
ФСГ и Л Г. 

Таким образом, по полученным данным, ак-
тивность СоДГ может служить показателем 
состояния сперм атогенных клеток — предше-
стве н и и к о в сперма то зо и д о в. 

Таблиц 2. Иллюстрация 1. Библиография: 
16 названий. 

(Рукопись деп. в ВИНИТИ 3. 10. 85, 
№ 6991—В85) 
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