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

Мое koik: кии Н И И педиатр и и и детской хирургии Минздрава Р С Ф С Р 

Ф и з и оло ги чееки с х а р а ктер истики и 
многообразные функции клеточных 
мембран связаны с их белковыми ком-
понентами, однако множество данных 
свидетельствует о важной роли, кото-
рую играют в обеспечении функций 
клеток мембран и ы е ли п идные соеди -
нения. Гл авенству ющее пол ожени е 
среди этих соединений занимают фос-
фолипиды, прежде всего глицерофос-
ф о л и п и д ы: фосфат идилэта нолами н, 
фосфатидилхолин, фосфатидилсерин, 
фосфатидилинозитол и ряд их произ-
водных. 

Как структурные компоненты кле-
точных мембран фосфолипиды опреде-
ляют их вязкость (текучесть), способ-
ность клеток к миграции, фагоцитозу, 
пиноцитозу и слипанию. В зависимо-
сти от строения полярных «головных» 
групп глицерофосфолшпидов изменяет-
ся их структурно-функциональное наз-
начение. Изменения жирно-кислотного 
состава фосфолипидов также влияют 
на физические свойства мембран: уве-
личение количества насыщенных жир-
ных кислот резко повышает «жест-
кость» мембраны, преобладание нена-
сыщенных жирных кислот ведет к на-
растанию текучести. 

С фосфолипидами связаны проница-
емость мембран для воды и различных 
молекул, активный транспорт ионов, 
обеспечиваемый системой мембранных 
AT Ф а з. Актив! \ ость р яд а ферме н то в 
(цитохром оксид азы, мембранных де-
гидрогеназ, 5-нуклеотидазы и др.) сни-
жается, если из мембран удаляются 
ф о с ф о л и п и д ы, при д об а в л е н и и к о то -
р ы х она в ос ст а н а в л и в а етс я. Ф ос ф о -
л и п и д ы в ы 11 о л н я ют ф у н к ц ии с в я зу ю -
щего звена между мембранными ре-
цепторами и системой аденилатцикла-
зы 12, 4, 14, 17, 33, 34]. 

За последние годы предметом специ-

а л ьн ы х и с с л с д о вам и й ст а л и 11 о в ы е 
классы фосфолипидов, физиологиче-
ское значение которых не совсем ясно. 
К ним относятся так называемые «ди-
ольные фосфолипиды» на основе двух-
атомного спирта — этиленгликоля. 
Другой класс, привлекший к себе вни-
мание, — так называемые «фосфоио-
липиды», в состав которых вместо ор-
тоф осф о р н о й в к л ючена ф ос ф о новая 
кислота. Продукты распада мембран-
ных фосфолипидов оказывают повреж-
дающее воздействие на структуру и 
функции мембран, а также клеток в 
целом. Образующиеся соединения об-
ладают значительной биологической 
активностью, многие из них высокопо-
лярны или даже гидрофильны. Отдель-
ные метаболиты фосфолипидов выде-
лены в чистом виде, что позволило ус-
тановить характер их биологического 
воздействия, другие остаются малоизу-
ченными, однако имеющиеся данные 
свидетельствуют об актуальности их 
исследования, особенно при патологии. 

Существенные изменения мембран-
н ых фосфол и пидов обусл овл и ва ются 
такими процессами, как перекисное 
окисление, N-ацилирование, траисаци-
лироваиие, действие фосфолипаз. 

Продукты перекисного окисления 
фосфолипидов. Продукты воздействия 
на фосфолипиды свободных радикалов 
кислорода, содержащих добавочный 
электрон, появляются в результате ре-
акций биологического окисления, спон-
танных или катализируемых фермен-
тами. Свободные радикалы кислорода 
(супероксидный анион, перекись водо-
рода, гидроксильный радикал и сии-
глетный кислород) образуются при та-
ких разных условиях, как отравление 
эт иловым спиртом, ч ет ы р е х х л о р и ст ы м 
углеродом, воздействие ионизирующей 
радиации, гипоксия. Они обнаружива-
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ются в зонах некроза при инфаркте 
миокарда и в стенках сосудов при ате-
росклерозе, при эндогенной активации 
Н А Д Н и Н А Д О • Н 2 - д ег и д р ore п а з ы, 
ксантиноксидазы и т. д. Воспалитель-
ные заболевания и активация процес-
с о в ф а гоц и тоз а со п р о во ж д а ются и а -
копленном токсических форм кислоро-
да в тканях. Образование перекисей 
фосфолипидов в мембранах сопровож-
д а етс я н а ру ш с н и е м их м ол еку л я р ной 
организации. Дезорганизация мемб-
ран ведет к снижению их текучести, 
11 от е ре 11 од в и ж н ос т и м и г р и р у ющ и х 
клеток и гибели клеток. Измененные 
мол екул ы фосфол и 11 идов п р и об рета ют 
повышенную гидрофильность за счет 
появления в их цепях полярных груп-
мировок (г идромерекисн ы е, к а р бони л ь-
ные, эпоксидные и др.) , которые лег-
ко взаимодействуют с другими поляр-
ным и г ру пп и р о в к а м и и м о л е кул а.м и 
воды. Гидрофильность перекисных ас-
социатов (кластеров) повышает про-
ницаемость мембран для ионов каль-
ция, натрия, водорастворимых неэлек-
тролитов. 

Показано [1, 2, 8, 9], что перекис-
пые реакции ведут к нарушению ак-
тивного транспорта ионов кальция че-
рез клеточные мембраны. Перекиси 
л и п идов, синтезирующиеся при воздей-
ствии свободных радикалов кислорода 
на пол и не насыщен ные жирные кисло-
ты, как на эстерифицированные (в со-
ставе фосфолипидов), так и на свобод-
ные, освобождаемые п од д е й с т в и с м 
фосфол и паз, образуют ряд продуктов, 
биологическая роль которых находит-
ся в стадии изучения: алканы (этан, 
пентан), алканали (малоновый диаль-
дегид и другие насыщенные альдеги-
ды), алкенали (4-гидроксиненасыщен-
ные альдегиды). Альдегиды, образую-
щиеся в результате перекисного окис-
лен и я л и п идов, подавл я ют си нтез 
Д Н К , некоторые из них (4-гидрокси-
пент-2-ен-1 -ал) обладают противоопу-
холевой активностью, как показано в 
эксперименте па животных. Такие аль-
дегиды, как гидроксиноненаль, угне-
тают активность глюкозо-6-фосфатде-
г ид р о ге и а з ы, а д е н и л ат ц и к л азы и в 
очень низких концентрациях блокиру-
ют хемотаксис [34]. 

С одер ж а и и е малоново го д и а л ьд ег и -
да в пищевых продуктах давно ис-
пользуют в качестве критерия прогор-
кания. Накопление альдегидов снижа-
ет ценность этих продуктов и придает 

токсичность, а по данным ряда авто-
ров, также канцерогенность и мута-
ген и ые свойства. Ими за и нтересова -
лись и медицинские лаборатории в 
связи с доказательством роли в повре-
ждении клеток и при биологических и 
п а тох и м и ч ее к и х п р о цссс а х, с I * я з а и J I ы х 
с перекисиым окислением. В результа-
те реакции с первичными аминогруп-
пами альдегиды образуют соединения 
т и п а ш и ф фов ы х ос н о в а и и й: 

R ' — СИ N - СИ — R " . 
I 

COOI-I 

Ненасыщенные альдегиды в реакциях 
с аминогруппами образуют энаминали 
и подвергаются реакции самокомпенса-
ции альдолыгого типа с образованием 
связи с белком типа 1-амино-З-имино-
пропенов, обладающих выраженной 
флюоресценцией: 

Н О • ССН = С И . О Н + R N Н 2 — > 
RNH3 

— > R N H — СН СН — СИ О — > RNI-I -

— С Н = С Н • С Н = NR 

На и более активно обр азу ются эна-
минали с аминогруппами глицина, ги-
стидииа, триптофана, тирозина и ар-
гинина. Образование шиффовых осно-
ваний и энаминалей может вести к 
синтезу биологически инертных ве-
ществ, таких, как липофусцин. Вероят-
но, в этом проявляется своеобразная 
защитная реакция на локальное обра-
зование избытка альдегидов. Кожный 
пигмент липофусцин является одним 
из продуктов реакции альдегидов с 
белками и имеет спектр флюоресцен-
ции, аналогичный 1 -амино-З-иминопро-
пенам [26]. 

В процессах перекисного окисления 
липидов могут участвовать специфиче-
ские системы ферментов — циклоокси-
геназы и липооксигеназы, однако в 
этом случае речь идет об окислении 
свободных жирных кислот, освобож-
дающихся при деградации мембраи-
н ы х ф осф о л и I гидов. 

Если ранее основное внимание было 
приковано к циклооксигеназному пути 
метаболизма арахидоновой кислоты, в 
результате которого образуются про-
стагландины Е2, р2а , D2, эндопереки-
си простагландинов, простациклииы и 
тромбоксаны, то в последнее время 
стал известен другой путь мстаболиз-
м а а р а х и до и а т а, к а т а л и з и ру ем ы й л и -
пооксигеназой [29]. Если простаглаи-
дины и тромбоксаны играют важную 
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роль как биорегуляторы, то продукты 
лииооксигеназного метаболизма ара-
хидоновой кислоты и лейкотриены 
имеют существенное патофизиологиче-
ское значение, образуясь в клетках 
в ос п а л е н и я и л и к л етк а х - м и ш е и я х п р и 
а т о п и ч е с к о й а л л е р г и и. 

Продукты N-ацилирования глицеро-
фосфолипидов. Выяснены условия био-
синтеза и получены характеристики 
б иологич еской а ктивности пр одуктов 
N-ацилирования фосфолипидов. Реак-
ции ацилирования катализируются 
к а л ь ци й завис им о й трансацил а зой, 
фосфолипазой Ai или лизофосфолипа-
зой, которые обеспечивают перенос 
О-ацильных групп в основном или, 
возможно, исключительно из а-поло-
жен и я ф осф ати д и л эта нол амина 
(ФТЭА) и фосфатидилхолина на ами-
ногруппу ФТЭА, его плазмалогенового 
аналога или на соответствующие лизо-
фосфолипиды. Кардиолипин в присут-
ствии ионов кальция т а к ж е участвует 
в образовании N-ацилэтаноламииофос-
фатида (N-ацил-ФТЭА) в качестве ос-
новного поставщика линолевой кисло-
ты в реакции N-ацилирования ФТЭА 
под действием трансацилазы. Из 
N-ацил-ФТЭА под действием микросо-
ма льной фосфодиэстеразы (фосфол и-
пазы D) образуется N-ацилэтаноламин 
(N-ацил-ЭА). N-ацил-ЭА подвергается 
последующему гидролизу под действи-
ем амидазы, особенно в ткани мозга, 
до свободной жирной кислоты и этаио-
ламина . N-ацил-ФТЭА совсем не под-
вергается воздействию фосфолипазы 
С, а фосфол и паза D гидролизует как 
N-ацил-ФТЭА, так и его плазмалогс-
новый аналог, но не действует на 
ФТЭА или фосфатидилхолин. Неболь-
шие количества N-ацил-ФТЭА найде-
ны в мозге животных, биологическая 
активность и метаболизм этого соеди-
нения исследованы в ткани печени 
[21 ]. При воспроизведении инфаркта 
миокарда у собак путем перевязки ко-
ронарной артерии в очаге поражения 
обн а ру жены зн а чительн ые кол ичеств а 
N-ацилэтаноламинов (до 590 нмолей 
на 1 г ткани) , N-ацилэтаноламинофос-
ф а т и до в, N - а ци л э т а и о л а м и н - л и з о ф ос -
фатидов (4—6 % липидного фосфора) . 
В неповрежденных участках сердца 
эти липиды не обнаруживались . 

Образование N-ацил-ЭА сопровож-
дается снижением содержания ФТЭА 
в ткани сердца собаки, поврежденного 
инфарктом. Это явление прогрессиру-

ет в зоне инфаркта в течение 6 мед 
при одновременном накоплении в тка-
ни л из о фосфолипидов. N - а ц и л и р о в а -
ние ФТЭА установлено не только в 
миокарде при его ишемии, но и в 
клетках других тканей при их дегсне-
р а ц и и (э р и т р оц и ты б ы к а, гр анули р о-
ванные клетки эпидермиса млекопита-
ющих) . Наибольшей биологической 
активностью обладают N-ацил-ЭА, ко-
торые снижают проницаемость внут-
ренних мембран митохондрий сердца, 
печени, мозга, вызванную высокими 
концентрациями кальция и(или) каль-
ций-рил изинг-агентами, такими, к а к 
оксалацетат , N-этиламид и пальмито-
ил-'Коэнзим-А. Более высокие концент-
рации N-ацил-ЭА (120 мкг на 1 г 
тка и и) п од а вл я ют э не р гоз а в и с и м у ю 
аккумуляцию кальция и снижают 
мембранный потенциал. Действие 
N-ацил-ЭА на митохондрии указыва-
ет на то, что он функционирует как 
протектор клеток, подвергшихся ишс-
мическому повреждению, и, возможно, 
как фактор зам;иты от других повреж-
дающих агентов, которые способству-
ют резкому повышению содержания 
ионов кальция в цитоплазме клеток 
[19]. Кроме того, N-ацил-ЭА дает про-
т и в о в ооп а л и тел ь н ы й э ф ф е кт [27, 31] . 
Противовоспалительная активность 
N-ацил-ЭА в 5—15 раз выше, чем эта-
нол а м и н а ил и этанол амина, а ц и л и р о -
ванного по ОН-группе, а метилирован-
ные производные этаноламина еще ме-
нее эффективны. Эти свойства N-ацил-
ЭА подтверждают, что указанные ком-
поненты могут играть важную роль в 
р егу л я ци и метаболизма нов р еж д ен и ы х 
тканей при ишемии и воспалении [28] . 

Продукты трансацилирования глице-
рофосфолипидов. Высокоактивным ме-
таболитом фосфолипидов является 
производное лецитина — так называе-
мый «фактор активации» тромбоцитов 
(ФАТ) . Это быстроразрушаемый ли-
пид, синтезируемый базофилами, Ma-
li; р о ф агами, ней т р о ф и л а м и, эо з и 11 о ф и -
лами. По структуре ФАТ представляет 
собой 1 -алкил-2-ацетил-$п-глицеро-3-
фосфохолин [35]. Ферменты синтеза 
ФАТ — ацетилтрансфераза , алкил-
синтетаза и холинфосфотрансфераза— 
наиболее активны в легких, селезенке, 
печени и почках. ФАТ — мощный био-
логически активный фактор, имеющий 
широкий спектр биологической актив-
ности и действующий в концентрациях 
Ю ю _ ю - 1 ! м . 
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Установлено [11], что при инкуба-
ции ФАТ с плазмой происходит быст-
рое (1 1,5 мин) включение его в со-
став липопротеинов, причем обнаружи-
вается его свойство обмениваться меж-
ду лишопротеинами и тромбоцитами. 
Кроме того, показано, что липопротеи-
ны высокой плотности имеют специфи-
ческие места связывания ФАТ (апо-
протеины А-1), существуют также уча-
с тк и неспец и (|) и ч ее к ого с в я з ы в а и и я 
ФАТ. Связывание ФАТ с липопротеи-
нами низкой плотности имеет неспеци-
ф и ч ее к и й х а р а ктер. 

Внутривенное введение ФАТ приво-
дит к существенному подавлению ре-
акции эстерификации холестерина, ка-
тализируемой лецитин-холестерин-
ацилтрансферазой, поэтому ФАТ мо-
жет играть важную роль в регуляции 
обмена холестерина. Первоначально 
ФАТ рассматривали как фактор агре-
гации тромбоцитов, но позднее выяс-
нилось, что это соединение способству-
ет агрегации нейтрофилов, моноцитов, 
а при внутривенном введении кроли-
кам или обезьянам вызывает резкую 
нейтропению, базофилопению, тромбо-
цитопению. Связываясь со специфиче-
скими рецепторами нейтрофилов, ФАТ 
стимулирует их миграцию, окислитель-
ный метаболизм, образование продук-
тов липоксигенации арахидоиовой кис-
лоты, в частности лейкотриенов [30]. 
В концентрации 10 9 М ФАТ стимули-
рует мембранный транспорт кальция в 
тромбоцитах кролика [24]. Блокатор 
кальциевых каналов верапамил в кон-
центрации 100 или 200 мкг/мл подав-
ляет стимулируемое ФАТ поглощение 
кальция. Обнаружено стимулирующее 
влияние на синтез ФАТ иммуноглобу-
линов класса Е в тучных клетках, в 
пер и т о и с а л ь н ы х 'макрофагах, в поч-
ках; обсуждается влияние ФАТ и его 
аналогов на синтез и метаболизм фос-
фолипидов, освобождение фактора IV 
и тромбоксаиа из тромбоцитов [25]. 
Выяснено сильное влияние ФАТ на 
систему кровеносных сосудов: его зна-
чительная гипотензивная активность, 
п р е в ы ш а ющ а я а кти в и ость б р а д и к и н и -
на, ПГЕ2 ИЛИ ПГР2 [12]. Полагают, 
что ФАТ может играть важную роль в 
регул я ции а ртери ального давления 
[30]. Внутривенное введение ФАТ со-
провождается повышением уровня ад-
реналина, норадреналина и тромбо-
ксаиа В2 в плазме и увеличением про-
ницаемости сосудов. С патофизиологи-

ческой точки зрения представляют ин-
теpec. р а бот ы, посвя щейные вл и я ни ю 
ФАТ на гладкую бронхолегочную мус-
кулатуру при бронхиальной астме у 
человека, его роли при шоковых состо-
яниях и воспалении. ФАТ вызывает 
сокращение мышц кишечника и брон-
хов, спазм сосудов почки, коронарных 
артерий, дизритмию и подавление 
функций миокарда. ФАТ является од-
ним из медиаторов аллергических ре-
акций, стимулируя реакцию высвобож-
дения вазоактивных аминов [12, 30]. 
Специфические ингибиторы ФАТ неиз-
вестны, но некоторые его эффекты по-
да в л я ются 1 гестеро иди ы м и п рот и во вос-
палительными средствами, и, если они 
вводятся в комбинации с антигиста-
м и иным и и антисеротониновыми пре-
паратами, это ведет к улучшению 
функции легких [35]. Разрушается 
ФАТ фосфол и паза ми А2 и D и особен-
но интенсивно ацетилгидролазой [35]. 
Плазма быстро деацилирует ФАТ с 
образованием лизо-ФАТ; этот процесс 
подавляется при низких значениях ,рН. 

ФАТ обнаружен в амниотической 
жидкости и моче новорожденных. 
В амниотической жидкости он появля-
ется в начале родов. В этот же период 

обнаруживается также лизо-ФАТ, и да-
же в более высокой концентрации. По-
видимому, ФАТ стимулирует клетки 
амниона, обеспечивает мобилизацию 
а р ахи дона т а д л я синтеза проста г л а н -
динов [16]. Еще многое неизвестно в 
отнош ен ии 11 а тоф из и ол оги ч сской рол и 
ФАТ, однако уже перечисленные выше 
свойства показывают, что речь идет о 
мощном биологическом факторе, дей-
ствие которого необходимо учитывать 
при любых экстремальных ситуациях 
в организме и продолжать поиск ин-
гибиторов его синтеза. 

Продукты, образующиеся при дейст-
вии фосфолипаз. Чрезвычайно токсич-
ные продукты действия фосфолипаз 
А — лизофосфолипиды — образуются 
при ферментативном отщеплении от 
молекул ы гл ицерофосфол ипидов од-
ной из двух жирных кислот. Они обла-
д а ют по в ы ш е и и ой р а с тв ар и м ость ю в 
водных фазах и оказывают мембрано-
литическое действие (гемолиз эритро-
цитов, цитолиз). Лизофосфолипиды 
образуют рыхлые мицеллярные струк-
туры, что определяет их детергеитнос 
воздействие на мембраны: в присутст-
вии ничтожных количеств лизофосфо-
липидов мембраны становятся утол-
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щен 11 ы м и, г и д р а т и р о в а н н ы м и, а и х 
проницаемость для различных веществ 
резко возрастает [23]. При гипоксии в 
рсзул ьтате 11 а коп л ения л изофосфол и -
лидов набухают мембраны митохонд-
рий, нарушается их функциональная 
а кт и в н ость, с н и ж а ются с и н тез м а кр о -
эргичсских фосфатов и их способность 
а к к у м у л и р о в а ть к ал ь ц и й. Лиз о л с ц и т и и 
блокирует аккумуляцию кальция сар-
коплазм ати чески м ретикулумом и ве-
дет к освобождению его из везикул за 
счет повышения проницаемости. Кроме 
того, лизолецитин вызывает разрыв 
(биологических мембран и, по-видимо-
му, участвует в процессе слипания 
клеток. Существует предположение, 
что лизофосфолипиды являются мощ-
и ы м и и и г и б и г о р а м и транспо р т а элек -
тронов в дыхательной цепи, а эффект 
набухания митохондрий связан с воз-
действием лизофосфолипидов (и пере-
кисей жирных кислот) как детергентов 
[р2]. Установлена роль лизофосфолипи-
дов в патогенезе некоторых болезней. 
Т а к , при заболеваниях почек у детей 
значительно повышается экскреция с 
мочой лизофосфолипидов и их концен-
трация в крови, что коррелирует с ак-
тивностью патологического процесса 
[10, 13]. 

Другую группу метаболитов фосфо-
липидов составляют продукты дейст-
вия фосфолипазы С. К таким продук-
там относятся фосфорилированныс хо-
лин, этанол амин, серии, ииозитол. Фос-
фор и л этанол амин — нормальный ком-
понент плазмы крови и мочи, ткани 
мозга. Его экскреция с мочой повыша-
ется при заболеваниях печени, целиа-
кии, эритробластозе, резко увеличена 
при наследственной гишофосфатазии 
[18]. Фосфорилхолин и еще в большей 
степени фосфорилэтаноламин подавля-
ют а ктив ность некото р ы х ф е р м си то в, 
в частности глутаматдекарбоксилазы и 
о р и и т индекарбокси л аз ы, в i jeнтраль-
мой нервной системе животных [22, 
34] . Фосфоииозитолы являются, по-ви-
димому, медиаторами или вторичны-
ми посредниками передачи сигнала в 
клетку (наряду с цАМФ и ионами 
кальция) . В этом отношении наиболее 
выраженное действие оказывает иио-
зитолтрифосфат. Фосфатидилииозитол 
и его аналог 4,5-бис-фосфатидилинози-
тол под влиянием фосфолипазы С рас-
щс п л я ются и а д и а ц и л г л и i ic р о л, ф ос -
фоинозитол, а последний при участии 
АТФ преобразуется в инозитолтрифос-

фат. Имеются доказательства, что иио-
зитолтрифосфат активирует мобилиза-
цию кальция из эндоплазматического 
ретикулума, процессы секреции и про-
лиферации клеток [19]. 

Фосфосерин и фосфорилэтаноламин 
11 од влиянием т к а нс в ы х ф ос ф а та з 
(фосфомоноэстераз) преобразуются в 
свободные серии и этаноламин. По-
ел ед и и е при м с м б р а н од ест р у к т и в н ы х 
процессах могут стать основным источ-
ником образования щавелевой кисло-
ты, 11 о в !>1 ш е п и с ко н I ̂ е нтрации кото р о й 
приводит к формированию оксалатно-
кальцисвых кристаллов, осаждаемых 
в тканях (в почках), что создаст осно-
ву будущего конкремента. Наиболь-
шая роль в этом процессе принадле-
жит расщеплению ФТЭА. Избиратель-
ное р а з р у ш е и и е Ф Т Э А об н а р у ж с н о 
п р и вое ri р о и з в еде 11 и и к а л ь ц и ф и к а ц и и 
мягких тканей в мембранах почечного 
эпителия животных (действие витами-
на D, этиленгликоля) и в мембранах 
эритроцитов у больных мочекаменной 
б о л е з пью, прогрессирую щ и м о с с и ф и ц и -
рующим миозитом и др. [,5, 14]. При 
этом в крови и моче резко увеличива-
лось количество эта и о л а м и н - ж и р н о -
кислотных комплексов, в составе кото-
рых обнаруживались также продукты 
п ер е к и с н ого о к и с л е и и я. 

С вободн ы й эта нол амин я в л я стс я не 
только высокоактивным биогенным 
амином, но и эффективным эмульгато-
ром липидов, возможно его спонтанное 
ацилирование по ОН-,группе. При этом 
большая часть жирных кислот оказы-
вается непрочно связанной с этанола-
мином и осаждается из биологических 
жидкостей ионами кальция с образо-
ванием кальциевых мыл и высвобож-
дением этанол а м ина. 

Значительное увеличение экскреции 
с мочой конъюгатов этаноламииа с ли-
п идами, легко оса ж д а с м ы х избы т к о м 
кальция, оказалось специфичным при-
з н а ко м 11 р е д р а сп о л о ж е н н ост и к пато-
логической кальцификации мягких 
тканей (кальцифилаксия по Г. Сельс) 
и может служить диагностическим те-
стом для выявления такого состояния 
[6 ] . 

В эксперименте на животных пока-
зано, что при ишемии в ткани мозга 
происходит распад фосфатидилхолина 
(ФТХ) с образованием глицерофосфо-
холина и фосфохолина и значитель-
ным повышением содержания свобод-
ного холима [37]. Обнаружение этих 
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соединений свидетельствует о том, что 
в условиях ишемии мембранные фос-
фол ипи д ы м оз говой ткани подв е р г а -
ются активному воздействию фосфоли-
паз А и С и фосфомоноэстераз. Воз-
можна активация фосфолипазы D, ве-
д у т а я к образов а н и ю ф осф а ти д и о й 
кислоты и свободного холина, однако 
условия образования этих компонен-
тов при действии фосфолипазы I) изу-
чены мало. Фосфатидная кислота яв-
ляется активным кальциевым ионофо-
ром, сходным по действию с извест-
11 ы м и к а л ь ци ев ы м и и о ноф о р а м и -
А23187 и ионом и ци ном [32, 33]. Об-
работка щеточных каемок почечного 
эпителия к р ы с, ф осф а т и д и о й к и с л ото й 
вдвое увеличивала степень накопления 
кальция в мембранах, а в связи с уве-
л и1! с н и е м с-в я з ы в а н и я и о н о в к а л ьц и я 
под влиянием фосфолипазы D в 2 раза 
увеличивалась сок рати мость миокарда 
| 1 7 | . Фосфатидная кислота генерирует 
зависимый от кальция медленный по-
тенциал действия в предсердии крысы, 
не связанный с освобождением катс-
хол аминов или проста гланд и нов. 

Свободный холи и, образующийся 
при распаде ФТХ, может быть исполь-
з о в а и х о л и и с рг и11 ее к и м и и с й р о н а м и 
для синтеза ацетилхолина. При этом 
скорость деградации ФТХ может пре-
вышать скорость его синтеза с разви-
тием местного дефицита холина. Вы-
сказана гипотеза о том, что подобный 
процесс лежит в основе болезни Альц-
г с й мера — м р о г р есс и р у юще й ст арче-
ской деменции [36]. 

В эксперименте на крысах обнару-
жено, что при интоксикации алкоголем 
в т к а н я х о б 11 а р у ж и в а етс я не о б ы ч н ы й 
фосфол и пид — фосфатидилэтанол, об-
р а з у ю п i и й с я вел едств и е т р а н с ф ос ф а ти -
дил ирования, катализ ируем ого фосфо-
липазой D [15, 37]. 

Плазмалогены. В отл ич ие от г л ицеро-
фосфолипидов в молекуле плазмало-
генов у первого атома углерода г л и не-
рола имеется углеродная цепь, присое-
диненная гемиацетатной связью 
Н 2—С—О—СН = СН—R. В сочетании 
с д и а ци л г л и i ;ерофосфол и 11 идам и пл аз-
мал о гены повышают стабильность 
плазматической мембраны, снижают 
се поверхностный потенциал и повы-
шают текучесть мембраны. В составе 
мем бр а н 11 ы х фосфол и п идов клеток 
различных органов человека содер-
жится от 3 до 25 % плазмалогенов. 
Наибольшее их количество обнаруже-

но в фосфолинидах скелетных мышц 
(25 % ) , мозга (23 % ), жировой ткани 
(21 %) , кожи ( 1 4 % ) , желудочно-ки-
шечного тракта ( 1 6 % ) , почек ( 1 2 % ) , 
сердца (3,2 %) , а также среди N-ацил-
ЭА фосфолипидов и фосфонолипидов 
[24]. 

В плазматических мембранах плаз-
малогены и 1-алкилглицерофосфолипи-
ды концентрируются так же, как 
ФТЭА, на внутренней стороне мембра-
ны. Некоторые из них образуют кла-
стеры с белками и участвуют вместе с 
другими ам инофосфол и п идам и в выве-
дении из клетки катионов и анионов, 
а также в контроле движения молекул 
воды через плазматические мембраны. 
Плазмалогены и их аналоги легко реа-
гируют с кислородом, образуя гидро-
псроксиды. Плазмалогены имеют зна-
чение как резерв для образования про-
ста г л а иди нов, тром бокса нов, так как 
в молекуле их второй атом углерода 
глицерола ацилирован в основном ара-
хидоповой кислотой [24]. 

Глицерофосфонолипиды и их мета-
болит 2-АЭФ. Показано, что часть 
ф о.сфо л и п и до в цитоплазм а т и ческ и х 
мембран, содержащих фосфоновую 
кислоту (прямая связь С—Р) вместо 
ортофосфорной (связь С — О — Р ) , на-
званы фосфонол и пида м и. Фосфонол и-
пиды обнаружены в клетках разных 
органов и тканей человека (эритроци-
ты, миокард, мозг, почки) [7]. В на-
стоящее время еще недостаточно ясны 
физиологические функции фосфонол и -
пидов, но в связи с их высокой устой-
чивостью к энзиматичсскому и кислот-
ному гидролизу и распределением в 
основном в наружных клеточных мем-
бранах они могут рассматриваться как 
м е м б р а и о 11 р от с к то р ы к л е ток. 

Фосфонолипиды служат источником 
образования ряда биологически актив-
ных метаболитов, в основном сходных 
по структуре с метаболитами фосфо-
липидов. Исключение составляет-
2 - а м и и о э т и л ф осф о н а т (2 - А Э (I), а н а л о г 
фосфорилэтаноламина) , который мо-
жет рассматриваться в качестве мар-
к с р а ст р у к ту р и о - ф у н к ц и о н а л ь н ы х из -
м е н спи й к л сто11 и ы х м с м б р а н [ 7]. Од-
нако пока неясно, отражает ли повы-
шение его содержания в биологиче-
ских ж и д кост я х процесс разрушения 
мембран или ограничение встраивания 
в мембранные лип иды 2-АЭФ, который 
поступает с пищей. Высказывались 
предположения о том, что 2-АЭФ мо-
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жет быть отнесен к витаминам, так 
как в организме человека нет фермен-
тов, формирующих связь С—Р. 

Диольные фосфолипиды. В организ-
ме человека и животных обнаружены 
липиды, построенные на основе двух-
а то м ног о с 11 и р та этил ен гл и кол я 
(СН 2 ОН—СН 2 ОН) . Свойства этих 
фосфол и,I! идов, названных диольным и 
фосфолипидами, резко отличаются от 
свойств глицерофосфолипидов и ско-
рее напоминают характеристики соот-
ветству ющи х л изогл и i ;ерофосфол ипи-
дов: они дают выраженный детергсит-
ный эффект, что обусловливает их 
мембранолитическое, в частности гсмо-
литическое, действие, которое, однако, 
уменьшается по мере нарастания дли-
ны цепей жирных кислот и полностью 
отсутствует при наличии в молекуле 
д ноль н ы х ф осф ол ил и до в н ен а с ы ще и -
ных жирных кислот более С is (Cis-26). 
Подобно мылам, диольные фосфолипи-
ды образуют в воде мелкие сфериче-
ские мицеллы, которые захватывают 
л и 11 и д ы кл еточны х м ем бр ан, обусл ов-
ливая лизис клетки. Содержание ди-
ольны х липидов в тканях млекопитаю-
щих и растений возрастает в условиях 
усиленной функциональной активности 
(регенерирующая печень крыс и др.) . 
Распад диольных фосфолипидов до 
этиленгликоля может вести к повыше-
нию синтеза оксалатов, однако значе-
ние этого механизма при патологии 
пока не установлено [3]. 

Таким образом, при ряде заболева-
ний в биологических жидкостях появ-
л я юте я в з н а ч и тел ь н ы х коли чест в а х 
различные метаболиты глицерофосфо-
липидов, к которым относятся их про-
межуточные ил и конечные продукты. 
Некоторые из них присутствуют в не-
больших количествах и в норме: про-
дукты перекисного окисления липидов, 
простагландины, конъюгаты липидов с 
аминогруппами аминокислот и др., а 
т а к ж е не относящиеся к л ни идам сое-
динения типа этаиоламина, холина и 
их фосфорных эфиров. При патологии 
содержание этих продуктов резко уве-
личивается или появляется множество 
таких метаболитов, которые в физио-
логических условиях практически не 
выявляются. Большинство из них при-
обретает способность растворяться в 
воде и биологических жидкостях и об-
ладает высокой биологической актив-
ностью. Так, изменения, повышающие 
гид р оф и л ь и ость л и п ид н ы х м о л е ку л, 

образуются при переокислении фосфо-
л и п идов (щ ерекис и ф осф о л и п и д ов, 
жирных кислот), деградации молекул 
фосфолипидов (лизоформы), ацетили-
ровании лизофосфолипидов, в резуль-
тате N - О - а ц е т и л и ро в а н и я л и п и д н ы х 
метаболитов при многочисленных эн-
зим этических реакциях, прсобразую-
щ их молекулу а р а х ид о но в о й кислоты 
(простагландины, тромбоксаны, гидро-
ксиэйкозатетраеновые кислоты, лейко-
триены и др.) . Значительное повышс-
н и с ком I ie и т р а ц и и и е кото р ы х в ысоко -
полярных метаболитов фосфолипидов 
приводит к токсическому повреждению 
тканей (лизофосфолипиды, ФАТ). 
В связи с таким широким спектром 
биологической активности и с учетом 
возможности внезапного и чрезвычай-
но выраженного воздействия на орга-
низм вплоть до летального исхода ука-
занные метаболиты фосфолипидов сле-
дует отнести к соединениям, изучение 
которых является актуальной пробле-
мой современной медицины и биохи-
м и и. 
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BIOLOGICALLY ACTIVE M E T A B O L I T E S O F 
M E M B R A N E G L Y C E R O P H O S P H O L I P I D S UN-
DER NORMAL AND P A T H O L O G I C A L STATES 

Yu. E. Veltischev, E. A. Yur'eua, 
E. S. Vozdvizhenskaya 

Ins t i tu te of Pedia t r ics and Child Surgery , Mi-
nis t ry of Public Heal th of the R S F S R , Moscow 

The da ta on biological role of numerous 
phospholipid metaboli tes , main par t of which is 
localized in cell membranes , are reviewed. M a n y 
of these metabol i tes are related to slowly react-
ing subs tances of anaphylax i s and par t ic ipa te 
in al lergic and in f l ammato ry react ions. Condi-
tions of b iosynthesis of phospholipid active me-
tabol i tes are character ized in the reac t ions of 
lipid peroxidat ion, N-acetylat ion, format ion of 
Shiff bases, enamina le s via t ransace ty la t ion , by 
the action of phosphol ipases , l ipooxygenase, 
cyclooxygenase, by format ion of p lasmalogens , 
phosphomonol ipids , phospholipid diols. Role of 
individual phospholipid metabol i tes in normal 
and pathological s ta tes is discussed. 

УД К «12.308 + 613.2.577.112]:612.392.2 

M. 11. Черников 

П О Т Е Н Ц И А Л Ь Н А Я Б И О Л О Г И Ч Е С К А Я Ц Е Н Н О С Т Ь 
Б Е Л К О В И П Р И Н Ц И П М И Т Ч Е Л Л А 

Институт питания АМН СССР, Москва 

П И Щ Е В Ы Х 

В изучении ассимиляции и качества 
пищевых белков исследователи исхо-
дят из трех постулатов: 1) эссенциаль-
иости 8 аминокислот (с учетом тиро-
зина и цистина), 2) качества белка, 
которое определяет соотношение (ами-
нограмма) эссенциальных аминокис-
лот, и 3) двух главных показателей 
качества пищевых белков: биологиче-
ской ценности (ВЦ) [20] и аминокис-
лотного скора (табл. 1) |23~|. 

Из 2-го постулата Митчелл вывел 
при н ц и п п р оду к т ивч I о го и с п о л ьз о в а н и я 
(на пластические нужды организма) 
эссенциальных аминокислот по 1-й де-
фицитной аминокислоте [21]. Напри-
мер, если в белках сорго 1-й дефицит-
ной аминокислотой является лизин со 
скором 33 %, то остальные эссенци-
альные аминокислоты должны продук-
тивно использоваться также па 33 %. 

Между параметрами ВЦ и аминоки-
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Т а б л и ц а 1 
Факторы, определяющие и влияющие на БЦ 

белков 

1-я группа факто-
ром (о предел яюп(,ие) 

2-я группа факторов 
(влияющие) 

Содержание и со-
отношение эс-
сенциальных 
аминокислот 
(аминокислотный 
скор) 

Тип белка 
Структура белка и его 

а та к у ем ос т ь пи щев а р и -
тел ь н ы м и 11 роте и н аза-
ми 

Содержание j i нгибиторов 
протеин а в [ии щевы х 
п род у к та х! 

Состояние пищевого бел-
ка (нативность, раст-
воримость, дисперс-
ность и др.) 

Доступ и ость эссе н ци а л ь-
пых аминокислот 

Состояние физиологичес-
ких систем, участвую-
щих в ассимиляции 
белка 

Уровень белка в рацио-
не тест-организма 

БЦи И з м е п ч ивость пара метра 
Б Ц 

Коэффициент К 

слотыый скор существует тесная кор-
реляционная связь, которая интенсив-
но изучается. Предложен ряд коэффи-
циентов и уравнений, связывающих 
эти величины. 

Митчелл и Блок [23] предложили 
уравнение Б Ц = 100—0,634х, где х — 
величина (в %), показывающая недо-
статок 1 -й дефицитной аминокислоты 
по сравнению с этой же аминокисло-
той в эталонном белке. Используя в 
качестве эталонного белка для сравне-
ния с оцениваемым белком содержа-
ние эссенциальных аминокислот в 
цельном белке женского молока, Кю-
нау [19] вывел показатель чистой цен-
ности пищевого белка. В другом слу-
чае для этих же целей был предложен 
индекс эссенциальных аминокислот -
ЕЛЛ1 [25], который был преобразован 
Митчеллом в модифицированный ин-
декс эссенциальных аминокислот -
MEAAI [22]. Кроме того, использова-
ли целый ряд других подходов для 
оценки качества пищевых белков [221. 
Б ы л а об н а ружен а ко р ре л я ци я м еж ду 
Б Ц и процентом азота креатинипа в 
моче [2, 24]. 

Однако вследствие своей эмпирично-
сти эти подходы не получили широко-
го распространения, а вопрос о нахож-

дении логической связи между Б Ц и 
а м и мок и с л отн ы м скором остается до 
последнего времени открытым. 

Целыо настоящего исследования 
явилось обоснование подхода к нахож-
дению параметра, характеризующего 
Б Ц пищевого белка, исходя из его 
аминокислотного скора. Мы предлага-
ем концепцию, возникновению которой 
пред ш ее тв о в а л и на ш и и сс л с до в а и и я 
по ассимиляции белков [7, 9] и, как 
нам кажется, она позволит преодолеть 
трудности, имеющиеся в этой области. 

Б Ц белка зависит от целого ряда 
разнородных факторов. В табл. 1 
п р едет а в л с н а к л а сс и ф и к а ц и я эт и х 
факторов по их значимости и влиянию 
на эффективность ассимиляции белка. 
Многочисленность факторов и их ге-
терогенность свидетельствуют об ин-
тегральной природе показателя БЦ, а 
именно о наличии по крайней мере 
двух составляющих в уравнении, свя-
зывающем аминокислотный скор с БЦ. 
Один из членов уравнения, который 
может быть рассчитан из 1-й группы 
факторов, т. е. собственно из амино-
кислотного скора, был назван нами 
« п от с г 1 ц и а л ь н ой (тео р ет и чес ко й) био-

логической ценностью» (БЦ„) . Второй 
параметр — коэффициент ком,пенса-
ци и (К) , опр еде л я етс я не котор ы м и 
факторами, входящими во 2-ю группу 
(см. табл. 1), влияющими на ассими-
ляцию пищевых белков, улучшая или 
ухудшая последнюю. Таким образом, 
получается уравнение: 

Б Ц п = Б Ц и | К, (1) 

где БЦ,, — экспериментальная биоло-
гическая цен н ость. 

Д л я нахождения БЦ„ преобразуют-
ся данные по аминокислотному скору 
с использованием принципа Митчелла 
| 21 | , уменьшая скор всех эссенциаль-
ных аминокислот на скор 1-й дефицит-
ной аминокислоты и получая разность 
различий аминокислотного скора 
(АРАС). Средняя величина из этих 
разностей является коэффициентом 
р азл и ч ия а м и нокислотного скор а 
(.КРАС): 

2 Д Р А С 
К Р А С — - — , (2) 

где п — число эссенциальных амино-
кислот, как правило, равное 8. 

Необходимо отметить, что КРАС, 
являющийся средней величиной, ха-
рактеризующей использование эссен-
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Т а б л и ц а 2 

КРАС и БЦц белкой говядины и шрота рамса 

Незаменимые аминокислоты 
Шкала 

Ф АО/ВОЗ 

Белок говядины [6, 12] 

содер ж а -
ние ами-
нокисло-

ты 
скор АРАС 

Белок шрота рапса [4 ] 

содержа -
ние ами-
нокиело- скор АРАС 

/о 

Триптофа и 1,0 1 ,1 110 5 1 ,23 123 34 
Фен ил а л а н | тирозин 6 , 0 7 , 8 130 25 6 ,1 102 13 
Т ре о и ин 4 , 0 4 , 3 108 3 4 , 4 110 21 
Метионин | цистин 3 , 5 3 , 8 109 4 3 , 1 89 0 
Валим 5 , 0 5 , 6 112 7 4 , 9 98 9 
И з о л е й ц и н 4 , 0 4 , 2 105 0 3 , 8 95 6 
Л е й ц и н 7 , 0 8 , 0 114 9 7 , 0 100 1 I 
Л и з и н 5 , 5 8 , 5 155 50 5 , 9 107 18 

2 А Р А С 103 112 
К Р А С — — — 13 — — 14 
Б Ц „ — — — 87 — — 8 6 

циальных аминокислот на энергетиче-
ские нужды, выполняет в данном слу-
чае иную роль, чем это имеет место 
п р и манипул и р о в а н и и с об ы11 н ы м и 
средним и в ел и ч и н а м и, когд а с р од н я я 
величина сглаживает неточность изме-
рений однородных параметров. В этом 
случае мы исходим из того, что все 
аминокислоты в определенной степе-
ни при биосинтезе белка равны, так 
как исключение любой из них наруша-
ет этот процесс. 

Мы приводим пример расчета для 
белка семян рапса и говядины 
(табл. 2). Зная КРАС, легко рассчи-
т а т ь 11 р оду кт ив ное и спольз ов а ние н е -
заменимых аминокислот, т. е. 

Б 1Дц : 1 0 0 - К Р А С . (3) 

Полученный показатель — БЦ„ • 
удовл створ и тельн о х а р актер изуст ка-
чество пищевых белков, так как в от-
личие от БЦЭ он зависит только от со-
держания эссенциальных аминокислот 
в белке. Может возникнуть вопрос: по-
чему, например, белки ржи имеют бо-
лее высокие величины БЦЭ, чем белки 
овса, несмотря на то что последние бо-
лее богаты лизином, являющимся 1-й 
дефицитной аминокислотой у большин-
ства белков растительного происхож-
дения [13]? Величины БЦП служат 
ответом на этот вопрос, так как в дан-
ном случае (табл. 3) между белками 
ржи и овса имеются в ряду еще три 
белка, превосходящих по ВЦ,, белок 
овса. Необходимо в связи с этим от-

Т а б л и ц а $ 

КРАС, БЦИ, БЦ:) и коэффициенты компенсации (К) пищевых белков (в %) 

о о 
Пищевые белки < о. а 

а БЦЭ К Пищевые белки < Cl а 
Я" БЦЭ К ю X из 

Б е л к и ж и в о т н о г о происхож- Б ел к и р а с ти те л ь и ы е: 
д е и и я : 

13 
рапса (шрот) 14 86 92 * * * 6 

говядины 13 87 80 — 7 соевой муки 19 81 76 — 5 
яйца 24 76 100* 24 р ж и 28 72 у 7* * 5 
казеин- 36 64 73** 9 а р а х и с а 31 69 60 — 9 
молока 40 60 90 30 ячменя 35 65 72** 7 
л а к т а л ь б у м и н 42 58 84 26 п о д с о л н е ч н и к а 40 60 71 11 
молочной сыворотк и 42 58 93 35 овса 41 59 70** 11 
овальбумии 46 54 82 28 пшеницы 47 53 59** 6 
ж е л а т и н 100 0 25* 25 г л и а д и н 54 46 54 8 
гемоглобин 100 0 30 30 к у к у р у з ы 58 42 58** 16 

с о р г о 75 25 52 27 

П р и м е ч а н и е . Одна з в е з д о ч к а — п о д а н н ы м [23], д в е — п о д а н н ы м [13], три -по данным' 
[4], о с т а л ь н ы е п о к а з а т е л и — п о д а н н ы м [1, 26] и [14]. 
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Рис. I. Эффект компенсации (К) на примере 
зависимости БЦ ; ) (в %) от уровня казеина, 

обогащенного DL-метиоиином |13| . 
Квадрат — БЦП. 

метить, что качество белка, помимо 
1-й дефицитной аминокислоты, опреде-
ляют и другие незаменимые аминокис-
лоты, а именно их соответствие по-
требностям организма, т. е. их соотно-
шение (аминогра.мма). Выведенный 
нами параметр БЦ,, хорошо отражает 
амииограмму незаменимых аминокис-
лот. 

Сопоставление величии БЦ,Г для ря-
да белков (см. табл. 3) с величинами 
Б Ц , показало, что имеются все три 
воз м ож ности. Исходя из у р а вмени я 
( I ) , следует: 

К = Б Ц 0 — БЦП- (4) 

Коэффициент К был положитель-
ным, отрицательным и равным нулю. 
Это хорошо демонстрируется на рис. 1, 
где показана зависимость БЦЭ от 
уровня белка в рационе на казеине, 
обогащенном DL-мстионином, по дан-
ным [13] и нашим данным о БЦП для 
этого белка. 

Какова же природа коэффициен-
та К? Очевидно, что он определяется 
некоторыми факторами, влияющими 
на ассимиляцию пищевых белков (см. 
табл. 1). Особенно отчетливо выявля-
ется природа этого коэффициента на 
примере желатина. Этот белок не со-
де р ж ит тр и птоф а и а и, следов ател ьио, 
исходя из принципа Митчелла и на-
шей концепции, БЦП в данном случае 
должна быть равной нулю. В то же 
время величина БЦЭ оказалась равной 
2 5 % [23]. Следовательно, коэффици-
ент К составил 25 %. Ясно, что отсут-
ствие триптофана в желатине времен-
но компенсируется организмом за счет 
пула свободных аминокислот. 

Парадоксально, что лучшие по каче-
ству пищевые белки, имеющие высо-
кие величины БЦ, характеризуются и 
в ы сок и ми вел и ч и и а м и к о э ф ф и ц и е н -
та К. К этим белкам относятся такие 
б ел к и ж и в от и ого 11 р о и с х ож де н и я, к а к 
белки яйца и молока. Так, коэффици-

ент К для лактоальбумииа, белков мо-
лочной сыворотки, овальбумина и бел-
ков яйца равен соответственно 26, 35, 
30, 26 и 24 %. В то же время белки 
р а ст и тел ь н ого п р о и с х о ж д е н и я им е ют 
малые величины К (см. табл. 3). 

Таким образом, пищевые белки, по-
мимо известной их роли как источника 
незаменимых аминокислот для попол-
нения аминокислотных пулов, оказы-
вают значительно более глубокое воз-
действие н а бел ково-а м и нокислотн ы й 
м ет а б олиам о р г а ни з м а. 

При и сс л ед о в а н и и а сс и м ил я 11 и и к а -
зеинов мы выделили эти белки в осо-
бый класс собственно пищевых белков 
с алиментарной специфичностью, т. е. 
эволюционно приспособленных к удов-
л е т в о р ей и ю а л и м е н т а р и ы х i ют ребио-
стей новорожденного \7—11]. Обиару-
ж е н и е б о л ь ш и х в ел и ч и н коэ ф ф.и ц и е и -
та К не только подтверждает нашу 
концепцию, но и расширяет наличие 
в этом классе других белков молока 
и яйца. В то же время такой белок 
высокого качества, имеющий макси-
мальную величину БЦп, каким явля-
ется белок говядины, не обладает эти-
ми свойствами, так как эволюционно 
он не предназначался в качестве пи-
щи для плотоядных. 

Необходимо отметить, что в услови-
ях организма очень важный принцип 
Митчелла, который мы используем, со-
храняет свое действие, но испытывает 
трансформацию из-за феномена ком-
пенсации. Его справедливость доказы-
вается также и 2-м постулатом, о ко-
тором мы упоминаем вначале. 

Естественно, возникают по крайней 
мере два вопроса: как компенсируется 
до 11 о л н и те л ь н а я н а груз к а на амино-
кислотный пул при потреблении собст-
венно пищевых белков и что определя-
ет такое изменение обмена эссенци-
альных аминокислот, а следовательно, 
и различие в поведении пищевых бел-
ков? 

На рис. 2 представлена обобщенная 
с х ем а б ел к о в о - а м и н о к и слот н ого мета-
болизма человека. Тканевые белки у 
взрослого человека массой 70 кг рас-
падаются со скоростью 300—500 г/сут 
[3, 28]. С пищей мы получаем около 
60—80 г белка за сутки. Эти данные 
свидетельствуют о значительной реути-
лизации эндогенных эссенциальных 
а м и н ок и с л от н а би ос и н тез т к а и с в ы х 
белков. Можно полагать, что дополни-
тельный фонд незаменимых аминокис-
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P O T E N T I A L BIOLOGICAL VALUE O F FOOD 
P R O T E I N S AND M I T C H E L L ' S P R I N C I P L E 

M. P. Cliernikov 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Moscow 

A concept is presented re la t ing the amino 
acid score of food prote ins to exper imenta l mag-
ni tude of biological va lue (BV). In tegra l and 

Рис. 2. Б ел ко во-амин о кислотный метаболизм 
человека (схема) . 

лот может быть связан как с увеличе-
нием степени реутилизации, так и с 
уменьшением их катаболизма. 

В последнее время появился ряд ра-
бот, касающихся образования при ча-
стичном протеолизе казеииов физио-
логически активных пептидов. Первое 
исследование в этом направлении бы-
ло выполнено нами [10, 12]. При этом 
обнаружено, что гликопептид, образу-
ющийся /пр,и действии ренина или пеп-
сина на хчказеин, обладает ингибитор-
ной активностью на секрецию желуд-
ка, и поэтому его можно отнести к 
анаболическим пептидам вместе с его 
антагонистом, содержащимся в исход-
ной пептидной фракции. Вполне воз-
можно, что из белков, относящихся к 
классу собственно пищевых, в процес-
се пищеварения при частичном протео-
лизе могут образовываться и другие 
пептиды с анаболической активностью, 
влияющей на белково-амимокислотиый 
мета б о л и з м. Ра ст ите л ь н ые б е л ,к и зна-
чительно отличаются от собственно 
пищевых белков животного происхож-
дения как по содержанию аминокис-
лот, так и по первичной структуре, что 
и приводит практически к отсутствию 
эффекта компенсации при оптималь-
ных уровнях этих белков в рационах 
(7 1*0%). 

По-видимому, существует и другой 
тип «парадоксальной» компенсации 
при утилизации, например, таких де-
фектных белков, как желатин и гемо-
глобин, или со значительной разба-
л а и с и р о в ко й соот и о ш е н и й и ез а м ен и -
мых аминокислот, например в случае 
потребления сорго. Вероятно, сущест-
вует механизм, «чувствующий» разба-
л а н с и р ов к у н ез а м е н и м ы х ам и и ок и с л от. 

JI И Т Е Р А Т У Р А 
1 !\ау ль А. К-// Источники пищевого белка: 

Пер. с англ . - М„ 1 9 7 9 . - С . 20. 
2 Кремер 10 П. Биохимия белкового пита-

ния. — Рига, 1965. С. 95. 
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he te rogenous pa rame te r s of BV might be expres-
sed as a sum of two components : potent ia l bio-
logical value (BV P ) and coefficient of compen-
sation (C). " B V P " (the first component of bio-
logical value) , which depended on amino acid 
score of protein, is derived from Mitchell 's 
principle involving the qual i ta t ive character is t ics 
of food prote ins . "C" (the second component 
of biological value) involved efficiency of the 
body in economy of deficient essential amino 

acids of food prote ins du r ing their ca tabol ism. 
Some food proteins were considered us ing the 
concept developed. The best animal p ro te ins 
(from milk and egg ) proved to exhibit the 
highest m a g n i t u d e s of 4tC", thus co r robora t ing 
not only the hypothesis on presence of food 
proteins with a l imentary specificity but demon-
s t r a t i ng their distinct effect on protein-ami.no 
acid metabol ism. 

УДК ()15.214.31:547.745].015.4:612.744.013.7 

А. П. Лгу реев, А. И. Терехина 

О С О Б Е Н Н О С Т И Д Е Й С Т В И Я 2 - П И Р Р О Л И Д О Н А Ц Е Т А М И Д А 
( П И Р А Ц Е Т А М А ) НА Э Н Е Р Г Е Т И Ч Е С К О Е С О П Р Я Ж Е Н И Е 

В М И Т О Х О Н Д Р И Я Х С К Е Л Е Т Н Ы Х М Ы Ш Ц К Р Ы С В У С Л О В И Я Х 
Х О Л О Д О В О Г О С Т Р Е С С А 

«Ранее было показано, что 2-пирро-
л идон а цета м и д (п и р а цет а м), я в л я ю -
щи йс я п оотром н ы м л е ка рственн ы м 
средством, при повторном введении 
крысам вызывает значительные изме-
нения окислительного метаболизма 
митохондрий печени: разобщение окис-
ления и фосфорилирования, увеличе-
ние скорости потребления кислорода 
на фоне ингибиторов первого и второ-
го пунктов сопряжения, снижение ско-
рости окисления аскорбата в присутст-
вии N, N, N', N'-тетраметил-п-фени-
л е н д и а м и н д и г идро х л о р и д а (Т М Ф Д ) и 
др. [3, 12]. Указанные изменения, по-
видимому, связаны с увеличением ак-
тивности митохондриальной фосфоли-
пазы А2 И перекисного окисления ли-
пидов, а также изменением вязкости 
митохондриальных мембран [1, 4, 7, 
15]. Сходные эффекты в митохондриях 
ряда тканей наблюдаются при резком 
охлаждении адаптированных к холоду 
животных [8, 10]. В связи с изложен-
ным представлялось целесообразным 
изучить особенности действия пираце-
тама па системы окисления и энерге-
тического сопряжения митохондрий в 
условиях холодового стресса, особенно 
митохондрий скелетных мышц, так как 
известно, что мышечная ткань вносит 
наибольший вклад в несократитель-
иый термогенез организма (примерно 
5 0 % ) [13]. 

3 а да ч ей 11 а стояще й р а боты я вилось 
сравм и тельное и з у ч е 11 и е э ф ф е кто в п и -
рацетама па энергетическое сопряже-
ние в митохондриях скелетных мышц 
как у интактных, так и у гонадэкто-
мированных крыс, подвергавшихся и 
не подвергавшихся холодовому воздей-

ствию. Опыты на гонадэктомирован-
ных животных проводили, исходя из 
полученных ранее данных о том, что 
эффект пирацетама па дыхание мито-
хондрий печени наблюдается только у 
интактных, но не у гоиадэктомироваи-
ных крыс [12]. В работе изучали ки-
нети ку потребления кисл ор ода м и то -
хондриями скелетных мышц (субстрат 
окисления - сукцинат) в присутствии 
разных концентраций разобщителя 2,4-
динитрофенола ( Д Н Ф ) , а также вели-
чину дыхательного контроля по Чансу 
( Д К ) . 

М е т о д и к а 

Работу проводили на крысах-самках массой 
1 5 0 - 1 8 0 г. Митохондрии выделяли, как опи-
сано ранее [5]. Скорость дыхания регистриро-
вали с помощью кислородного электрода типа 
Кларка . Температура среды инкубации 28 °С. 
Белок определяли биуретовым методом. Среда 
выделения (СВ) содержала 250 мМ сахарозу, 
10 мМ H E P E S [4- (2-оксиэтил) -1 -пиперазин-
этансульфоиовая кислота] и 2 мМ ЭДТА рН 7,4, 
среда инкубации (СИ) — 120 мМ КС1, 5 мМ 
К Н 2 Р 0 4 ,5 м,М H E P E S рН 7,4. 

Проведено 4 серии опытов с 8 группами жи-
вотных. В 1 серии оценивали эффекты холодо-
вого воздействия па энергетику митохондрий 
скелетных мышц интактных крыс. В исследо-
вании участвовали животные 1-й и 2-й групп. 
1-ю группу составили контрольные крысы, не 
подвергавшиеся действию холода, 2-ю — жи-
вотные, плававшие 2 раза по 4 мин при темпе-
ратуре воды 10 °С с интервалом в 1 — 1,5 ч. 
Животных декапитировали через 30 мин после 
второго плавания. Во II серии опытов исполь-
зовали животных 3-й и 4-й групп. Исследова-
ли действие пирацетама па дыхание митохонд-
рий интактных крыс и животных, подвергну-
тых холодовому стрессу. Крысам 3-й группы в 
течение 6 сут внутримышечно вводили пираце-
там в дозе 100 мг на I кг массы тела (1 раз в 
сутки); животных декапитировали на 6-е сут-
ки, через 4 ч после введения препарата; кры-
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Т а б л и ц а 1 

Влияние холодового стресса и пирацетама на энергетическое сопряжение в митохондриях скелет 
ных мышц у интактных и овариэктомированных крыс 

Группа 
жи пот-

ных 

Скорость дыхания, нмоль 0 2 на 1 мг белка митохондрии 
МИН 

V;,/V, v o i l g o / v < 
Группа 
жи пот-

ных 
V0 V3 v„ v o U g o 

V;,/V, v o i l g o / v < 

1-я 3 1 = Ы , 5 82=1=5,1 26=1=3,0 25=1=0,7 3 , 1 ± 0 , 1 0,92=1=0,01 
2-я 30=1=3,0 64=1=4,0 25=1=3,1 20=fcl ,0 2 ,6-1-0 ,2 0,74=1=0,04 
3-я 41=1=1,5 90=1=4,3 35=1=2,1 29=1=2,2 2,6=1=0,1 0,83=1=0,01 
4-я 34-h i ,4 72=1=3,8 37=1=5,8 25=1-0,8 1 ,9 1 0 , 2 0,68=1-0,08 
5-я 35-ь 1 ,8 79=1=4,8 37=1=2,6 30 ± 1 , 9 2,2=1=0,2 0 ,81 ± 0 , 0 3 
6-я 28d=l ,0 81=1=11,0 37=1= 1 ,9 29=1=2,1 2,2=1=0,3 0,80=1=0,02 
7-я 37=hl , 3 86=1=6,5 37=1=3,2 24=1=1,8 2 , 3 = h 0 , 0 4 0 , 6 4 ± 0 , 0 0 1 
8-я 30-1-2,5 92=h8,7 40=1=3,8 26=1=1,5 2,3=1=0,04 0,67=1=0,04 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2 среда и н к у б а ц и и — к а к у к а з а н о в методике + 1 0 мМ 
с у к ц и и а т - |-2-10'5 М ротенон . V ( ) —скорость о к и с л е н и я с у к ц и и а т а , V 3 — с к о р о с т ь д ы х а н и я в 3-м 
метаболическом состоянии в присутствии 150 мкМ А Д Ф , V 4 — с к о р о с т ь о к и с л е н и я в 4-м метабо-
лическом состоянии , Voi igo — скорость о к и с л е н и я с у к ц и и а т а в присутствии о л и г о м и ц и н а 
(1 мкг /мл) , д о б а в л е н н о г о в 4-м метаболическом состоянии . К о л и ч е с т в о б е л к а в ячейке 0,31 
0 , 3 3 мг в I мл, в 3-й группе"0 ,39 мг в 1 мл. В к а ж д о м опыт» и с п о л ь з о в а н о по 6 8 крыс . 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и с 
Как видно из табл. 1 и 2, холодо-

вый стресс вызывал снижение вели-
чины Д К но Чансу в митохондриях 
скелетных мышц с 3,1 ± 0 , 1 до 2 ,6±0 ,2 
и уменьшение стимуляции дыхания 
разобщителем с 3 ,4±0 ,4 до 2 ,5±0 ,2 
(группы 1-я и 2-я); происходило за-
метное уменьшение абсолютных значе-
ний скоростей окисления сукцииата в 
присутствии всех использованных в 
опытах концентраций Д11Ф. Напри-
мер, при концентрации Д Н Ф 32 мкМ 
скорости дыхания снижались с 103± 
±8,(5 до 8 2 ± 7 , 3 нмоль 0 2 на I мг 
белка в 1 мин (см. табл. 2, группы 
1-я и 2-я). Эти результаты находятся 
в соответствии с данными, получен и ы-

Т а б л и ц а 2 

Влияние пирацетама и холодового стресса на скорости окисления сукцииата в присутствии ра-
зобщителя у интактных и овариэкгомированнхх крыс 

Группа жи-
HOTH ых 

Скорость дыхания, нмоль 0 2 на 1 мг белка в 1 мин 

У Д Н Ф / У « 
Группа жи-

HOTH ых 
V0 -

16 

+ ДНФ, мкМ 

3 2 1 (И 

У Д Н Ф / У « 

1-я 31 =1=2,8 93=1=7,2 103=1=8,6 97=1=6,6 3,4=1=0,4 
2-я 32=1=3,4 70=1=4,9 82=1=7,3 78=1=7,2 2,5=1=0,2 
3-я 42-1=2,9 ' 99=1=7,3 109=1=6,5 105=1=6,5 2,6=1=0,1 
4 -я 32=1=2,7 90=1=7,1 107=1=6,7 104=1=6,0 3,3=1=0,3 
5 -я 37=1=2,4 86-1=4,7 97=1=5,3 '96=1=5,4 2,6=1=0,2 
6-я 34=1-2,0 100-1=8,5 118=1=7,0 117=1=8,4 3,5=1=0,3 
7-я 39=1=1,4 8 4 ± 8 , 6 97=1= 10 ,0 9 2 ± 9 , 1 2,5=1=0,2 
8 -я 27=1=3,3 82=1=8,0 85=Ь12,0 78=1= 12,1 3,2=1=0,1 

П р и м е ч а н и е . У д Н ф — м а к с и м а л ь н а я с к о р о с т ь п о т р е б л е н и я 0 2 в присутствии 32 мкМ 
Д Н Ф . 

сам 4-й группы вводили пирацетам, затем под-
вергали их воздействию холода (как и во 2-й 
группе) . В 111 серии опытов исследовали влия-
ние гонадэктомии на энергетику митохондрий: 
5 - ю группу составили о в а р и э к т о м и р о в а н н ы е 
крысы (их использовали в опыте через 3 иед 
после операции) , 6-ю — о в а р и э к т о м и р о в а н н ы е 
крысы, подвергавшиеся холодовому воздейст-
вию (как и во 2-й группе) . В IV серии опытов 
изучали влияние п и р а ц е т а м а на энергетику ми-
тохондрий о в а р и э к т о м и р о в а н н ы х крыс в усло-
виях холодового стресса: в 7-ю группу вошли 
о в а р и э к т о м и р о в а н н ы е крысы, получавшие пи-
рацетам (как и в 3-й группе) , в 8-ю — овари-
э к т о м и р о в а н н ы е крысы, получавшие пирацетам 
(как и в 3-й группе) и подвергавшиеся воздей-
ствию холода (как и во 2-й группе) . В к а ж д о й 
группе было по 6—8 животных . 

В работе использовали сукцииат , альбумин, 
свободный от ж и р н ы х кислот (5-я ф р а к ц и я ) , 
H E P E S , ротенон, олигомиции фирмы «S igma» , 
А Д Ф — «Reana l» , Д Н Ф - « M e r c k » . Олигоми-
ции и ротенон растворяли в этаноле . 
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мм на митохондриях скелетных мышц 
и печени крыс при адаптации живот-
ных к холоду [6, 14], а т акже па ми-
тохондриях скелетных мышц голубей 
[11]. Д л я митохондрий, выделенных 
из мышц крыс, подвергавшихся холо-
довому воздействию, было характерно 
уменьшение отношения скорости окис-
ления сукцииата в присутствии олиго-
мицина к скорости дыхания в метабо-
лическом состоянии 4 (VollgoAM с 
0 ,92±0,01 до 0 ,74±0 ,04 (см. табл. 1, 
группы 1-я и 2-я) . Последнее может 
свидетельствовать о значительном 
вкладе в процесс разобщения Н + -
АТФазы. 

Изучение влияния пирацетама на ды-
хание митохондрий скелетных мышц 
интактных крыс (группа 3-я) показа-
ло, что в эффекте препарата имеется 
сходство с воздействием холода. Как 
видно из табл. 1 и 2 (группы 1-я и 
3-я) , введение пирацетама приводило 
к снижению величины Д К с 3,1 ±0 ,1 
до 2 ,6±0 ,1 , стимуляции дыхания Д Н Ф 
с 3 , 4 ± 0 , 4 до 2 ,6±0 ,1 раза , отношения 
V0iigo/V4 — с 0 ,92±0 ,01 до 0 ,83±0,01 . 
Отметим, что видимое увеличение ско-
рости потребления 0 2 митохондриями 
крыс 3-й группы (см. табл. 1 и 2) 
нельзя отнести к эффектам пирацета-
ма, так как количество белка мито-
хондрий, добавляемое в полярогра-
фическую ячейку в данной группе опы-
тов, было на 25—30 % выше, чем в 
других группах, и, следовательно, 
«рост» скоростей в этом случае объяс-
няется большим содержанием в про-
бах белка. 

Под влиянием плавания в холодной 
воде в митохондриях скелетных мышц 
крыс, получавших пирацетам (группа 
4-я) , наблюдалось еще большее сни-
жение величины Д К : с 2 ,6±0 ,1 до 
1 ,9±0 ,2 (см. табл. 1, группы 2-я и 
4-я) . Уменьшение Д К происходило 
главным образом за счет возрастания 
скорости потребления 0 2 в 4-м мета-
б о л и ч ее ко м с о сто я н и и (пример н о и а 
4 8 % ) с 25=1=3,1 до 3 7 ± 5 , 8 нмоль на 
1 мг белка в 1 мин. Олигомицин, до-
бавленный к суспензии митохондрий 
в 4-м метаболическом состоянии, в 
з н а ч и тел ьн ой степени умен ь ш а л эти 
различия. На фоне олигомицина ско-
рости потребления 0 2 снижались с 
2 5 ± 3 , 1 до 2 0 ± 1 , 0 во 2-й группе (см. 
табл. 1) и с 3 7 ± 5 , 8 до 2 5 ± 0 , 8 нмоль 
на 1 мг белка в 1 мин в 4-й группе. 
Однако отношение V0iigo/V4 в 4-й груп-

пе имело тенденцию к снижению. Ука-
занные результаты свидетельствуют о 
несколько большем вкладе Н+-АТФ-
азы в процесс разобщения в мито-
хондриях крыс, получавших пираце-
там. Вместе с тем отметим, что наблю-
даемое разобщение не может быть 
объяснено только увеличением актив-
ности Н + -АТФазы, так как скорости 
дыхания в присутствии олигомицина у 
животных 4-й группы были примерно 
на 25 % выше, чем во 2-й группе. 

Кроме указанных изменений для 
митохондрий крыс, стрессированных 
холодом и получавших пирацетам, бы-
ло характерно увеличение стимуляции 
дыхания разобщителем (до уровня ин-
тактного контроля — 1-я группа) с 
2,6=1= 0,1 до 3 , 3 ± 0 , 3 (см. табл. 2, груп-
пы 2-я и 4-я) , а абсолютные значения 
скоростей потребления 0 2 на фоне 
разобщителя не снижались (см. табл. 
2, группы 1-я и 4-я) . 

П р и веде н и ы е да и и ы е, но- в ид имому, 
свидетельствуют в пользу предположе-
ния о защитном действии пирацетама 
в условиях холодового стресса. С од-
ной стороны, при введении животным 
препарата происходит снижение степе-
ни сопряженности процессов окисле-
ния и фосфорилирования в дыхатель-
ной цепи (снижается Д К ) , а следова-
тельно, организм может большую 
часть энергии тратить на теплопродук-
цию [Ю], с другой стороны, в присут-
ствии пирацетама, вероятно, происхо-
дит мобилизация энергетических ре-
сурсов субстратов, которые могут окис-
ляться с большей скоростью, чем в от-
сутствие препарата (по-видимому, уве-
л мчи ва ется чувствител ьи ость м ито х о и-
дрий к эндогенным разобщителям) . 

В III серии опытов изучали влияние 
овариэктомии па тканевое дыхание. 
Оказалось, что у оперированных крыс 
происходит ряд изменений в изучае-
мых характеристиках дыхания мито-
хондрий. Как видно из табл. 1 и 2, у 
ж и вот н ы х 5 - й группы и а б л ю д а етс я 
снижение Д К с 3,1 ± 0 , 1 до 2 , 2 ± 0 , 2 и 
отношения У Д Н Ф / V O с 3 , 4 ± 0 , 4 до 
2 ,6±0 ,2 . Величина Д К снижалась 
главным образом за счет увеличения 
скорости потребления 0 2 в 4-м мета-
болическом состоянии с 2 6 ± 3 , 0 до 
3 7 ± 2 , 6 нмоль па 1 мг белка в 1 мин 
(т. е. примерно на 4 2 % ) . Как видно, 
эти эффекты во многом сходны с дей-
ствием пирацетама. 

Стимуляция дыхания разобщителем 
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в ми тох о 11 д р и я х о в а р и э кто м и р о вам и ы х 
крыс возрастала в условиях холодово-
го воздействия с 2 ,6±0 ,2 до 3,5 ±0 ,3 , 
а величина Д К не изменялась (см. 
табл. 1 и 2, группы 5-я и 6-я). Эти 
данные позволяют предполагать, что 
механизм ответа мышечной ткани на 
хо л од у го н а д э к то м и р о в а н и ы х к р ы с 
отличен от такового у интактных жи-
вотных. В связи с приведенными ре-
зультатами интересно отметить, что, 
по данным Ю. А. Медведева и Т. С. 
Блиновой [9 | , продолжительность пла-
вания кастрированных крыс при тем-
пературе воды 4 °С была почти в 2 ра-
за больше, чем у интактных живот-
ных, и охлаждение кастрированных 
крыс до критической температуры, 
при которой они погибали, происходи-
ло в 2 раза медленнее. 

Введение о ва р иэкто м ир ованн ы м 
крысам, как плававшим, так и не пла-
вавшим в холодной воде, пирацетама 
(см. табл. 1 и 2, группы 7-я и 8-я) по-
казало, что препарат существенно не 
влияет на дыхание митохондрий этих 
животных, что находится в соответст-
вии с полученными ранее данными на 
митохондриях печени крыс [3, 12]. 

Таким образом, результаты прове-
денных исследований показали, что 
пирацетам при неоднократном введе-
нии в суточной дозе 100 мг/кг у ии-
т а кт и ы х к р ы с в ы з ы в а ет разобщение 
процессов окисления и фосфорилиро-
вания в дыхательной цепи митохонд-
рий скелетных мышц и увеличение ак-
тивности И 1 -АТФазы; у животных, по-
л у ч а в I п и х п и р а цет а м и п од вер г а в ш и х -
с я холодовому воздействию, указан-
ные эффекты выражены в большей 
степени, однако не наблюдается ха-
рактерного для холодового стресса 
снижения абсолютных значений скоро-
стей потребления 0 2 в присутствии 
р а з о б I ци тел я. П и р а цет а м не о к а з ы в а л 
существенного влияния на исследован-
ные характеристики дыхания митохон-
дрий скелетных мышц овариэктомиро-
ванных крыс. 
Работа выполнена па базе отдела 
б иоэиергети к и Меж ф а кул ьтетской 
проблемной П И Л им. А. П. Белозер-
ского, МГУ. Авторы благодарят 
ст. науч. сотр. Е. И. Мохову за по-
мощь в работе. 

Л И Т Е Р А Т У Р А 

1. Агуреев А. П., Жигачева И. В. //Биоаи-
тиоксидант . — Черноголовка , 1983. 
С. 5 6 - 5 7 . 

2. Агуреев А. П., Мохова Е. Н.// Р е а к ц и и 
ж и в ы х систем и состояние энергетического 
обмена . - П у щ и н о, 1979. — С. 27—51. 

3. Агуреев А. П., Терехина А. И. / / Вопр. мед. 
х и м и и . — 1983. — № 5. — С . 32—35. 

4. Агуреев А. П., Жигачева И. В., Maui-
нин А. И. и д р . / / Б и о а и т и о к с и д а и т . Чер-
ноголовка , 1983. — С. 55—56. 

5. Алтухов И. Д., Кириллова Г. П., Мохо-
ва Е. И., С кулане в В. П. / / Д о к л . А Н 
С С С Р . — 1 9 8 3 . - Т. 271, № 5 . — С . 1254— 
1256. 

6. Белоусова Г. / / . / / Ц и т о л о г и я . — 1983. 
№ 1. — С . 72—76. 

7. Жигачева И. В., Каплан Е. Я., Цукер-
ман А. И. / / Биохимия . 1 9 8 3 , - Т. 48, 
№ 2. С. 254—258. 

8. Жигачева И. В., Мохова Е. //., Скула-
чев В. П. / / Д о к л . АН С С С Р . 1976. 
Т. 227, № 2 . — С. 493 496. 

9. Медведев 10. А., Блинова Т. С. / / Б юл. 
экспер. б и о л . - 1980. — № 9. — С . 384. 

10. Скулачев В. П. Соотношение окисления и 
ф о с ф о р и л и р о в а н и я в д ы х а т е л ь н о й цепи. 
М„ 1962. 

11. Скулачев В. П., Маслов С. П. / / Биохи-
мия. 1960. С. 25, № 6 . С. 1055— 
1064. 

12. Терехина А. И., Агуреев А. П., Лиси-
ца Л. И. и др. / / Физиологически а к т и в н ы е 
вещества — медицине. — Ереван , 1982. 
С. 283. 

13. Jansky L. I/ C a n a d . J. Biochem. Phys io l .— 
1963 .— Vol. 41. — P . 1847. 

14. Mokchova E. N., Skulatchev V. P., Zhigache-
ua I. V. II Biochim. biophys. Acta. — 1977.— 
Vol. 501. — P . 415—424. 

15. Von Woelk H. II A rzne imi t t e l -Fo r sch . -
1978 .— Bd 2 9 . — S. 615—618. 

Поступила 14.12.85 

S P E C I F I C C H A R A C T E R I S T I C S O F 2 - P Y R -
R O L I D O N E A C E T A M I D E E F F E C T ON E N E R -
G E T I C P R O C E S S E S IN M I T O C O N D R I A O F 
RAT S C E L E T A L M U S C L E S IN C O L D S T R E S S 

A. P. Agureev, A. /. Terekhina 

I n s t i t u t e for Biological T e s t i n g of Chemica l 
C o m p o u n d s , Moscow Reg ion , K u p a v n a 

E f f e c t s of 2 -py r ro l i done a c e t a m i d e (pyrace-
t a m e ) on ene rge t i c s t a t e of m i t o c h o n d r i a were 
s tud ied in scele ta l m u s c l e s of in tac t and overy-
ec tomized r a t s unde r c o n d i t i o n s of d r a s t i c cool-
ing (4 min s w i m m i n g at 10°). R e a d m i n i s t r a t i o n 
of p y r a c e t a m e w a s s h o w n to cause u n c o u p l i n g 
of ox ida t ion a n d p h o s p h o r y l a t i o n in mi tochon-
drial r e s p i r a t o r y cha in (a dec rease in r e s p i r a t o r y 
con t ro l by C h a n c e ) , a s well a s the d r u g increa-
sed the r a t e of 0 2 c o n s u m p t i o n in p re sence 
of o l igomyc in a n d dec reased the uncoup le r sti-
m u l a t i n g ac t ion on r e s p i r a t i o n in the g r o u p of 
in tac t a n i m a l s . The a l t e r a t i o n s observed were 
mos t d i s t inc t in r a t s wi th cold s t ress , which w a s 
fo l lowed by p y r a c e t a m e a d m i n i s t r a t i o n , except 
of the r a t e of r e sp i r a t i on s t imu la t i on , d i s t inc t ly 
increased in p re sence of uncouple r . P y r a c e t a m e 
did not exhibi t a n y not iceable e f f ec t s on the 
p a t t e r n s of r e sp i r a t ion s tud ied in sceletal m u s -
cles of ova ryec tomized r a t s . P r o t e c t i v e p rope r -
t ies of p y r a c e t a m e in coo l ing arc d i scussed . 
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И Н С У Л И Н К Р О В И И О С О Б Е Н Н О С Т И А З О Т И С Т О Г О О Б М Е Н А 
О Р Г А Н О В ПРИ 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 Э М О Ц И О Н А Л Ь Н О Г О С Т Р Е С С А 

Кафедра биохимии Запорожского медицинского института 

Инфаркт миокарда сопровождается 
нарушением углеводного обмена, что 
выражается изменением секреции ин-
сулина в кровь и снижением толерант-
ности к глюкозе [5, 8, 11, 13]. При 
этом психоэмоциональное перевозбуж-
дение или стресс формирует выражен-
ную иисулиновую недостаточность [9]. 
Очевидно, что различный характер 
продукции инсулина при состояниях, 
которые определяются степенью воз-
действия стрессогенных факторов, ока-
зывает влияние па метаболические 
процессы. Выяснение их особенностей 
является важным для изучения некро-
за миокарда, часто возникающего в 
условиях предшествующего воздейст-
вия на организм эмоционального 
стресса (ЭС), так как основы патоге-
неза указанного варианта формирова-
ния и развития инфаркта миокарда до 
настоящего времени мало изучены. 

Целью работы явилось, во-первых, 
изучение характера секреции в кровь 
инсулина при воспроизведении некроза 
миокарда после перенесенного ЭС и, 
во -втор ы х, и сс л е д о в а и не ряда основ-
ных показателей азотистого обмена 
при указанных моделях эксперимента, 
так как инсулин является одним йз 
факторов контроля белкового обмена. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 505 крысах Вистар 
массой 150 180 г. Животных делили на 4 груп-
пы: 1-ю составили иитактиые крысы (п — 75), 
2-ю животные ( я = 9 9 ) , подвергавшиеся ЭС 
[18], 3 - ю - животные ( п = 1 I 1) с некрозом мио-
карда, вызванным перевязкой коронарной ар-
терии (стандартным способом), 4 - ю - крысы 
(/г— 122), у которых через 24 ч после воспро-
изведения стресса моделировали некроз мио-
ка рда. 

Эффективность развития стресса оценивали 
по количеству язв желудка [18], изменениям ти-
муса и надпочечников. Наличие некроза мио-
карда устанавливали гистологическими метода-
ми исследования. 

Концентрацию инсулина исследовали радио-
иммунным методом наборами р и о - И Н С — МГ-
|2ГТ (СССР) с использованием счетчика «RAK-
гамма» (LKB, Швеция) , содержание глюко-

зы — глюкозооксидазным методом. Показатели 
изучали после 16-часового голодания животных 
с учетом суточного ритма. 

Парциальное давление кислорода ( |)02) и 
рН исследовали в крови из брюшного отдела 
аорты и нижней полой вены на микроанализа -
торе («Radelkis», ВНР) после внутри мы шеч 
ного введения калипсола в дозе 50 мг на 100 г 
массы тела. Одновременно у этих крыс цианид-
ным методом определяли содержание гемогло-
бина (НЬ). На основании этих показателей рас-
считывали кислородное насыщение гемоглобина 
и истинную кислородную емкость артериальной 
и венозной крови, а т а к ж е их разность. 

В левом желудочке сердца исследовали со-
держание белка [10], аммиака [6], мочевины 
[I], Д Н К и Р Н К [2]. Активность лейцииамиио-
пептидазы определяли по гидролизу лейции-
гидразина (LAP-тест, Г Д Р ) , а катспсина D 
в лизосомально-митохоидриальной и гюстмито-
хоидриальной фракциях, полученных при диф-
ференциальном центрифугировании по гидроли-
зу гемоглобина в кислой среде [4]. Д л я того 
чтобы исключить влияние операционной трав-
мы у животных с некрозом миокарда все ис-
следования азотистого обмена начинали через 
48 ч после торакотомии, когда нет различий в 
изучаемых показателях по сравнению с интакт-
ными животными. Полученные данные обраба-
тывали статистически. 

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

Установлено, что в ранние периоды 
исследования стресса, в частности че-
рез 4 и 6 ч после начала его воспро-
изведения, а также на 2-е сутки после 
окончания моделирования ЭС выявля-
ете я г и п о и н су л и н е м и я. Особе н но о н а 
выражена на 2-е сутки опыта, когда 
концентрация инсулина в крови была 
наименьшей и составляла 21 % от е г о 

уровня у интактных животных. Содер-
жание глюкозы в сыворотке крови 
увеличивается лишь на 2-е сутки пос-
ле перенесенного ЭС, когда оно со-
ставляет 190% от исходного уровня 
(табл. 1). 

Полученные данные приводят к вы-
воду о том, что при ЭС гипергликемия 
совпадает во времени с нарушением 
секреции инсулина в кровь, которое 
п редшествует призм акам на рушения 
утилизации глюкозы ткаиями. 

П р и воспр ои з веде н и и не к роз а м и о -
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Т л б л и ц л I 

Концентрация инсулина, глюкозы, гемоглобина, а также р0 2 крови при ЭС ( Ж ± / п ) 

11ока за тел ь Интактн ые 
ж иboth ые 

Время развития стресса, ч Сутки после стрессл 
11ока за тел ь Интактн ые 

ж иboth ые 2 | 4 0 1 т . . 

Инсулин, пмоль/л 

Глюкоза, ммоль/л 

р0 2 в а ртериалпоЛ 
крови, мм рт. ст. 

р0 2 в венозной кро-
ви, мм рт. ст. 

Гемоглобин, г/л 

1 1 0 , 5 ± 1 0 , 9 
(6) 

4, 1 ± 0 , 1 
(8) 

6 7 , 7 ± 2 , 7 
(12) 

2 3 . 1 ± 1 , 9 
(12) 

1 3 3 , 6 ± 1 ,9 
(10) 

132, 1 ± 2 3 , 4 
(?)• 

G l , 0 - f - l , 7 
(6) 

3 3 , 8 ± 1 , 3 * 
(6) 

123, 1 ± 5 , 9 
(6) 

25 , 9 ± 5 , 1 * 
(6) 

7 8 , 8 ± 4 , 6 
(«) 

3 1 , 8 + I , 8 * 
(8) 

1 2 1 , 5 - М , 5 " ! 

(6) 

3 5 , 9 + 9 , 2 * 
(7) 

3 , 6 ± 0 , 4 
(12) 

70 , 1 ± 2 . 0 
(9) 

34 , 0 ± 1 , б"' 
(9) 

1 09 ,G -1-3, 5* 
((5) 

23 ,1 ± 5 , 5 * 
(6) 

5 , 4 ± 0 , 1 * 
(7) 

8 4 , 7 ± 1 , 1 * 
(8) 

4 3 , 8 + 1 , 1 * 
(8) 

14 1 ,6 + 3 , 3 
(6) 

1 0 6 , 4 ± 1 3 , 3 
(6) 

3 , 9 + 0 .1 
(8) 

8 1 , 1 + 3 , 2 * (») 
2 2 , 3 + 1 , 2 

(7) 
1 3 0 , 8 ± 5, 1 

(6) 

П р и м е ч а н н е . Здесь и в табл. 2 в скобках —число животных. Звездочкой отмечено Я < 0 , 0 5 по 
сравнению с показателями интактных животных. 

карда после перенесенного ЭС на 2-е 
сутки опыта также выявляется гипер-
гликемия (табл. 2). В этот период 
эксперимента кон цеп т р а ц и я г л ю к о з ы 
крови увеличивается соответственно на 
90 и 92 % по сравнению с исходным 
уровнем или при сопоставлении с не-
крозом миокарда, воспроизведенным в 
традиционном варианте. К 7-м суткам 
после начала опыта имела место нор-
мализация содержания глюкозы. 

Параллельно с этим в сыворотке 
крови животных с некрозом миокарда, 
воспроизведенным после перенесенного 
ЭС, отмечалась гиперинсулинемия, 
особенно выраженная на 2-е сутки 
опыта. Концентрация инсулина крови 
в этот период превышала в 4,7 раза 
исходный уровень и в 1,1 раза показа-
тель у животных, у которых некроз 
миокарда воспроизводили в традици-
онных условиях. К 7-м суткам опыта 
содержание инсулина нормализовалось 
(см. табл. 2). 

Эти данные свидетельствуют о том, 
что изменения содержания инсулина 
в крови при некрозе миокарда не за-
висят от того, воздействовал ли пред-
варительно стресс на организм или 
нет. 

Однако очевидно, что различная на-
правленность в колебаниях концентра-
ции глюкозы в крови при некрозе 
миокарда, воспроизведенном после пе-
ренесенного стресса или без него, от-
ражают изменения в эндокринной сис-
теме и обусловливаются характером 
поглощенных субстратов окисления в 
органах, а также соотношением аэроб-
пых и анаэробных процессов. Ранее 
было показано, что стресс сам по себе, 
а также в качестве предварительно 
воздействующего фактора перед вос-
произведением некроза миокарда рез-
ко изменяет гликолиз в органах, в 
частности в сердце [14, 15]. Это влия-
ет на потребление органами кислоро-
да, а это наряду с нарушением балан-

Т а б л и ц а 2 

Концентрация инсулина, глюкозы, гемоглобина, а также р0 2 в сыворотке крови при некрозе 
миокарда, воспроизведенном после перенесенного ЭС ( /И±/л) 

Пок а за тел ь 
Иитактн ые 
животные 

Некроз миокарда, сутки Некроз миокарда после 
ЭС, сутки Пок а за тел ь 

Иитактн ые 
животные 

2-е 7-е 2.. . | 7-0 

Инсулин , пмоль/л 110,5=1-10,9 4 6 9 , 5 ± 2 3 , 6 * 181 , 6 ± 3 6 , 5 5 2 2 , 4 ± 10,5* 1 2 2 , 9 ± 1 7 , б Инсулин , пмоль/л 
(0) (6) (Г>) (7) (8) 

Глюкоза , ммоль/л 4 , 1 ± 0 , 1 4 ,01 ± 0 , 2 4 , 9 ± 0 , 2 7 , 7 ± 0 , 9 * , * * 4 , 7 ± 0 , 4 
(8) (7) (8) («) (8) 

р 0 2 артериальной крови, 6 7 , 7 ± 2 , 7 8 6 , 2 ± 2 , 1 * 7 6 , 1 н - 7 , 0 1 0 7 , 1 ± 3 , 6 * » * * 6 9 , 7 - И ,8 
мм рт. ст. (13) (7) (7) (7) (7) 

р 0 2 венозной крови, 23 ,1 ± 1 , 9 3 4 , 8 + 2 , 2 * 3 3 , 5 + 1 , 8 * 38 ,1 ± 2 , 7 * 38 ,1 ± 3 , 0 * 
мм рт. ст. (12) (7) (7) 

Гемоглобин, г/Л 1 3 3 , 6 ± 1 , 9 1 2 8 , 0 ± 4 , 9 137 ,7 -Ы 1,6 104,1-1-12,7 1 1 9 , 5 ± 10 ,8 
(10) (7) (7) (7) (7) 

* Р < 0 , 0 5 по сравнению с интактиым животными. 
** Р < 0 , 0 5 животных с Э С + н е к р о з миокарда к животным с некрозом миокарда . 
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са глюкозы может оказать неблаго-
приятное воздействие на любой вид 
обмена. Изучение ряда особенностей 
кислородного баланса показывает, что 
при развитии некроза миокарда без 
предварительного воздействия ЭС от-
мечается увеличение р0 2 артериальной 
и венозной крови (см. табл. 2). Так, 
на 2-е сутки опыта р 0 2 артериальной 
крови составляет 127%, а венозной — 
150,6 % по сравнению с показателями 
у интактных животных. На 7-е сутки 
опыта р0 2 артериальной крови при-
ближается к исходному уровню, а в 
венозной крови р 0 2 сохраняется на 
том же высоком уровне, что и на 2-е 
сутки эксперимента. В указанные сро-
к и оп ы то в конце нт рация гемоглоб ииа 
и рН не изменяются. 

При воспроизведении некроза мио-
карда после перенесенного ЭС (см. 
табл. 2) динамика показателей сохра-
няется примерно так же, как и при 
вое п р о и з в еде н и и не к р о з а м и о к а р д а 
без предварительного воздействия 
стресса. Однако имеется и ряд разли-
чий, в частности, на 2-е сутки данного 
опыта р0 2 артериальной крови состав-
ляет 158 % по сравнению с таковым 
интактных животных и крыс с обычно 
вое п р о и з в од и мым некрозом м и о к а р д а. 
Величина р 0 2 венозной крови также 
несколько выше. Вместе с тем расчет 
процента насыщения гемоглобина в 
артериальной и венозной крови, а так-
же истинной артерновенозной разницы 
по кислороду (рис.). показывает, что 
к и с л о р од н ы й р ежим п р е и м у щ ее т в е и и о 
нарушается тогда, когда некроз мио-
карда развивается после предвари-
тельно перенесенного стресса. Так, из 
рис. 1 видно, что артериовенозиая 
разница по 0 2 , свидетельствующая о 
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Артериовенозиая разница по кислороду (в мл) 
в контроле (К), при некрозе миокарда (а) и 
некрозе миокарда, воспроизведенном после 

воздействия ЭС (б) . 

поглощении органами кислорода, при 
некрозе миокарда па 2-е и 7-е сутки 
после его развития снижается соответ-
ственно до 52 и 64 % от исходного 
уровня. В процессе же формирования 
некроза после воздействия ЭС данный 
показатель понижается еще в большей 
степени и на 2-е и 7-е сутки экспери-
мента составляет соответственно 68 и 
43 % величины этого показателя у жи-
вотных с некрозом миокарда без пред-
варительно перенесенного стресса. 

Полученные данные свидетельству-
ют о том, что перенесенный стресс в 
случае последующего развития некро-
за миокарда выступает как фактор 
формирования не только иисули норе-
зистентности, но и нарушения некото-
рых сторон транспорта и обмена кис-
лорода. Совокупность этих сдвигов мо-
жет оказать воздействие на обмен ве-
ществ, особенно зависимых от кисло-
рода. С этой целью нами были изуче-
ны особенности азотистого обмена в 
сердце и мозге. Интерес к данному 
вопросу диктовался также и тем, что 
ранее в энергетическом и углеводном 
обменах нами были выявлены измене-
ния [3, 14], специфичные для состоя-
ния перенесенного эмоционального и 
болевого стрессов. 

Установлено, что содержание белка 
в левом желудочке сердца после вос-
п р оиз вед е н и я стресса не из м е и я етс я 
по сравнению с исходным уровнем, а 
на 7-е сутки после начала опыта его 
количество увеличивается на 26 % по 
сравнению с показателями интактных 
животных (табл. 3). 

Учитывая это, мы изучили содержа-
ние Д Н К и Р Н К в сердце при стрессе. 
Оказалось, что, начиная со 2-х суток 
после ЭС, концентрация Д Н К увели-
чивается на 106 % по сравнению с по-
каза тел я м и з д о р о в ы х ж и вот и ы х. Эта 
же тенденция сохраняется и на 7-е 
сутки после начала опыта. Параллель-
но в левом желудочке сердца содер-
жание Р Н К повышается на 54% п о 

сравнению с таковым интактных жи-
вотных. Обращает на себя внимание 
и тот факт, что максимальное увели-
чение содержания Р Н К совпадает с 
а н а л о ги ч и ы м пер и о до м в от 11 о ш е н и и 
Д Н К (см. табл. 3). 

Анализ полученных данных свиде-
тельствует о том, что постстрессорная 
активация генетического аппарата ле-
вого желудочка сердца, наблюдаемая 
и другими авторами [7], объясняет 
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Т а б л и ц а 3 

Содержание некоторых метаболитов белкового обмена и нуклеиновых кислот в левом желудочке 
сердца и больших полушариях мозга при ЭС у крыс ( M ± m ) 

Показатель Орган Интактпые Сутки после стресса 
Показатель Орган животные Стресс 

2-е 7 -е 

Белок , мг/кг С 0 ,30 ± 0 , 0 0 2 0 , 2 9 ± 0 , 0 0 4 0 , 2 9 + 0 , 0 0 3 0 , 3 7 ± 0 , 0 1 6 * 
м 0,041 ± 0 , 0 2 0,021 ± 0 , 0 4 * 0 , 0 3 9 + 0 , 0 3 0 , 0 3 2 ± 0 , 0 2 

Д Н К » мкг на 1 г ткани с 5 8 8 ± 3 1 5 6 6 ± 4 0 . 1212+110* 7 0 2 + 6 9 
м 573 ± 3 0 630 ± 4 0 7 9 0 + 5 0 7 0 0 + 8 0 

Р Н К , мкг на 1 ткани с 1237 ± 6 2 1644 ± 9 6 * 1902+ 153* 1 4 5 7 ± 8 9 , 0 * 
м 1230 ± 4 0 1200 ± 7 0 1940+100* 1 ООО 1 ИНГ' 

Аммиак, ммоль/кг с 0.Г.7 1 0 , 0 3 1 ,07 ± 0 , 0 2 * 1 , 1 7 + 0 , 0 2 * 0 , 8 7 ± 0 , 0 2 * 
м 0,Г)Г, 1 0 ,02 0 , 7 9 ± 0 , 0 1 * 0 , 8 6 + 0 , 0 2 0 , 6 4 + 0 , 0 3 

Мочевина, ммоль/кг с Г),Г)0 ! 0 , 0 5 8 , 9 0 + 0 , 6 5 * 5 ,90 ± 0 , 4 5 5 , 9 0 + 0 , 4 8 
м 4,4-М), 1 5 , 9 ± 0 , 5 4, 9 ± 0 , 4 4 , 5 + 0 , 5 

П р и м е ч а н и е . В опытах использовано по 6- -10 крыс. Здесь и и табл 4 -5 с—сердце, 
м—мозг . 

возможность повышенного синтеза бел-
ка и его увеличения в сердце в отда-
ленные периоды после воздействия 
стресса. 

Однако эти сдвиги происходят в ус-
ловиях повышенного аммиакообразо-
вания (см. табл. 3) . Это подтвержда-
ется тем, что при самом стрессе, а 
также через 2 и 7 сут после его воз-
действия содержание в миокарде сво-
бодного аммиака соответственно уве-
личивается на 60, 75 и 30 % по срав-
нению с исходным уровнем. Интересно 
отметить, что в динамике концентра-
ции мочевины в сердце после ЭС не 
отмечается аналогичного сдвига. Уве-
личение содержания мочевины на 
60 % по сравнению с показателями 
и 11 та кти ых ж и b o t h ы х на бл ю д а е т с я 
лишь в период развития самого стрес-
са. 

Наряду с изменением показателей 
белкового и нуклеинового обменов в 

сердце при стрессе изменяется и ак-
тивность ферментов протеолиза (табл. 
4). Так, активность катепсина D в ли-
зосо м ал ы I о - м иго хо i \ д ри ал ь ной фрак-
ции при стрессе, а также на 2-е и 7-е 
сутки после него увеличивается соот-
ветственно на 41, 72 и 134% по срав-
нению с исходным уровнем. Одновре-
менно происходит увеличение актив-
ности катепсина D в иеседимеитирую-
щей фракции только в момент воспро-
изведения полного объема стрессорных 
изменений. Активность другого протео-
литического фермента, лейцинамиио-
пептидазы (см. табл. 4) также увели-
чивается и на 6-й час воспроизведения 
стресса, а также на 2-е и 7-е сутки 
после него повышается соответственно 
на 356, 68 и 73 % по сравнению с по-
казателями интактных животных. 

Учитывая тот факт, что психоэмо-
циональное перенапряжение, или 
стресс, играет важную роль в патоге-

Т а б л и ц а 4 

Активность некоторых протеолигических ферментов в левом желудочке сердца и больших полу-
шариях головного мозга при стрессе (УИ+т) 

Показатель Орган Интактпые 
Сутки после стресса 

Показатель Орган животные Стресс 
2-е 7-е 

Катепсин D: 

л и з ос ом ал ы 1 ая ф р а к ц и я 

11итозол ыI а я фра к ци я 

Лейцинами н он е п ти да з а 

с 
м 
с 
м 
с 
м 

6 , 4 + 1 ,2 
3 , 1 7 + 0 , 1 

1 , 5 + 0 , 1 
0 , 5 + 0 , 0 9 

1 2 9 , 8 + 9 , 8 
9 0 + 6 , 3 

9 , 0 + 0 , 8 * 
3 , 7 + 0 , 1 
3 , 0 + 0 , 3 * 

1 , 0 8 + 0 , 2 * 
5 9 3 + 8 8 * 

5 2 , 5 + 9 , 1 * 

1 1 , 0 + 0 , 6 * 
2 , 8 ± 0 , 2 
1 , 2 ± 0 , 1 
0 , 9 ± 0 , 0 3 * 

2 1 8 , 1 ± 1 5 , 3 * 
572 ± 8 0 * 

1 5 , 0 ± 0 , 6 
1 , 7 + 0 , 3 * 
1 , 8 + 0 , 4 
0 , 4 + 0 , 0 5 

225,1 + 19,1* 
1 1 5 + 1 7 , 3 

П р и м е ч а н и е . Активность катепсина D в сердце выражена в микрограммах тирозина 
ua 1 мг белка в 1 мин, в мозге—в микрограммах тирозина на 1 мг белка в 1 ч, лейцинамипо-
иептидазы—в микромолях на 1 кг белка в 1 с. Звездочкой отмечено Р < 0 , 0 5 по отношению к 
дштактным животным. В опытах использовали по 8 -10 крыс. 
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незе И Б С и часто предшествует некро-
зу миокарда, изучали влияние стресса 
на ряд исследованных показателей 
азотистого обмена в сердце при после-
дующем развитии некроза в миокарде 
(табл. 5). 

Из табл. 5 видно, что при некрозе 
миокарда независимо от особенностей 
его воспроизведения в сохранившемся 
отделе левого желудочка сердца на 
2-е и 7-е сутки после начала опыта 
наблюдалось примерно одинаковое 
увеличение содержания Д Н К , РН К, 
мочевины и свободного аммиака по 
сравнению с показателями интактных 
животных. В ранний период опыта от-
мечалась более значительная (в 4,3 
раза) а к ти в а ци я л е й ци н а м и н о п е п т и д а -
зы у животных с некрозом миокарда, 
воспроизведенным после стресса, по 
сравнению с данными крыс, у которых 
некроз миокарда моделировали без 
11 р ед в а р и тел ьн о го воз де й ст в и я ст р есс а. 

Одновременно с левым желудочком 
сердца исследовали большие полуша-
рия головного мозга. 

Установлено, что в период макси-
мального развития ЭС (6-часовой 
срок опыта) в мозге уменьшалось со-
держание белка, которое составляло 
47% исходного уровня (см. табл. .3). 
Пар а л л ел ьно кон це нтр а ция свобод н о -
го аммиака повышалась па 41 % по 
сравнению с показателями интактных 
ж ивотных. 

В отдаленные периоды последейст-
вия стресса на организм (2-е и 7-е 
сутки опыта) отмечалась нормализа-
ция содержания белка при увеличении 
содержания нуклеиновых кислот. Ука-
занные изменения осуществлялись в 
условиях накопления свободного ам-
миака, уровень которого на 2-е и 7-е 
сутки опыта составлял соответственно 
154 и 114% от исходной величины. 

Изменение показателей азотистого 
обмена наблюдалось при активации 
протеолиза, что подтвердилось на 2-е 
сутки ЭС увеличением активности ка-
тепсина Г) в цитозоле па 71 % по срав-
нению с исходной величиной (см. 
табл. 4). На 7-е сутки активность это-
го фермента резко снижалась, что сви-
детельствует об угнетении протеолиза 
и уменьшении лабилизации мембран 
лизосом в этот период воздействия 
стресса на организм. Обращала на се-
бя внимание существенная (в 6,3 ра-
за) а кт и в а ци я л е й ц и 11 а м и н о п е п ти д а з ы, 



особенно выраженная на 2-е сутки по-
сле перенесенного стресса. 

Таким образом, воздействие стресса 
на организм сопровождалось в боль-
ших полушариях головного мозга ак-
ти в а ц и ей п р отео л и за, д ез а м и н и р о в a 11 и я 
и накоплением свободного аммиака на 
фоне стимуляции генетического аппа-
рата нейронов явлений, особенно 
выраженных в ранний период после 
перенесенного ЭС. Указанные сдвиги 
в азотистом обмене полушарий мозга 
осуществляются в условиях нарушен-
ной секреции в кровь инсулина и ги-
пс ргл и кем и и, а также транспорта кис-
лорода, что в комплексе может обус-
ловливать изменение высшей нервной 
деятельности. 

Развитие некроза в миокарде у жи-
вотных, которые предварительно пере-
несли воздействие стресса, сопровож-
далось более выраженными нарушен 
ниями азотистого обмена в мозге (см. 
табл. 5). Так, на 2-е сутки данного 
опыта содержание белка было на 20 % 
ниже, а концентрация мочевины на 
118% выше, чем у интактных живот-
ных. Направленность указанных сдви-
гов сохранялась и на 7-е сутки опыта. 
При этом весь период эксперимента 
сопровождался увеличенной концент-
рацией свободного аммиака по срав-
нению с исходной величиной. 

Особенно характерным для больших 
полушарий головного мозга являлось 
изменеи ие кои центр аци и 11 у клеинов ых 
кислот (см. табл. 5). Так, после вос-
произведения некроза миокарда без 
предварительного влияния ЭС содер-
жание Д Н К и Р Н К нарастало, и к 7-м 
суткам их величина соответственно 

составляла 180 и 155% по сравнению 
с таковой интактных животных. У крыс 
же, у которых моделировали некроз 
миокарда после перенесенного стресса, 
на 7-е сутки опыта концентрация Д Н К 
п Р Н К была соответственно ниже на 
28 п 19%, чем у животных с обычно 
нос 11 ро изводи м ы м в а р иа нто м ие кр оз а 
в сердце. 

Анализ указанных показателей азо-
тистого обмена и активности протео-
лиза показывает, что перенесенный 
стресс вносит существенные изменения 
в его состояние в случае последующе-
го развития некроза в миокарде. В ча-
стности, было отмечено (см. табл. 5), 
что воспроизведение некроза миокар-
да без предварительного воздействия 
стресса характеризуется иной динами-
кой изучаемых показателей. Так, па 
2-е сутки лаипого эксперимента содер-
жание белка увеличивалось на 36 %, 
а прирост мочевины составлял только 
90 % по сравнению с таковым интакт-
ных животных. К 7-м суткам этого 
опыта содержание указанных показа-
телей нормализовалось. 

В эти же сроки исследования отме-
чена активация ферментов протеоли-
за (табл. 6). В частности, на 2-е сут-
ки развития некроза миокарда после 
перенесенного стресса седимеитирую-
щая активность катепсина D была вы-
ше, чем у интактных животных, на 
4 3 % . Активность же лейцииаминопеп-
тидазы превышала в 6,1 раза исход-
ный уровень. К 7-м суткам опыта 
активность катепсина D нормализова-
лась, однако величина активности 
лейцинаминопептидазы сохранялась 
на повышенном уровне. 

Т а б л и ц а 6 

Активность протеолитических ферментов в полушариях головного мозга крыс с различными 
вариантами некроза миокарда (М±л//) 

11сказатель Им та к тпыс 
животные 

Некроз миокарда, сутки 

2-е 

Некроз миокарда после ЭС, сутки 

2-е 

Катепсин D: 
лизосомально-мито-
х о н д р и а л ь и а я фрак-
ция 
цитозольная фрак-
ция 

Лсйцинаминопептидаза 

3 , 1 7 ± 0 , 1 5 

0 ,534=0,09 
90 ± 6 , 3 

2 ,91 ± 0 , 2 0 

0 , 7 2 ± 0 , 1 1 * 
199,3=1=36,9* 

1 , 7 6 ± 0 , 3 9 

0 , 8 4 ± 0 , 1 0 * 
1 6 2 , 7 ± 2 5 , 6 * 

4 , 5 5 ± 0 , 2 9 * , * 

0 , 4 3 ± 0 , 0 3 * * 
5 5 4 , 4 ± 3 8 , 6 * > * 

2 , 8 4 ± 1,20 

0 , 3 8 ± 0 , 0 4 * * 
3 2 5 , 5 ± 4 2 , 5 * . * * 

П р и м е ч а н и е . В опытах использовано по 6 — 8 крыс. Одна звездочка — Р < 0 ,05 по 
сравнению с интактными животными, две — Р < 0,05 по сравнению с крысами с некрозом мио-
карда . Активность катепсина D выражена в микромолях тирозина на 1 мг в 1 ч, активность 
лейцинаминопептидазы — в микромолях на 1 кг белка в 1 с. 
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[ I о л ученные да и н ы е с в и детел ьству-
ют о том, что перенесенный стресс в 
больших полушариях головного мозга 
животных с некрозом миокарда пре-
пятствует компенсаторной активации 
генетического аппарата нейронов, со-
провождающейся более выраженным 
дефицитом белка на фоне резко акти-
вированного катепсина D в лизосо-
мальной фракции. 

Известно, что развитие компенса-
торных процессов, в том числе и при 
некрозе миокарда, существенно зави-
сит от концентрации глюкозы и инсу-
лина крови. Так, они протекают более 
эффективно при гиперинсулинемии на 
фоне умеренно повышенного или нор-
мального уровня глюкозы [21]. По-
этому очевидно, что при некрозе мио-
карда, развивающемся до и после пе-
ренесенного стресса, будут выявлять-
ся характерные сдвиги метаболизма в 
органах. В этом плане изучение азо-
тистого обмена показывает, что в ус-
ловиях гипергликемии и гиперинсули-
немии, в ы з в а и н ы х не р енесе и и ы м 
стрессом, в мозге не реализуются ком-
пенсаторные сдвиги, связанные с акти-
вацией генетического аппарата и бел-
кового синтеза в нейроцитах. В левом 
желудочке сердца, как и в крови [16], 
не выявляется каких-либо специфиче-
ских сдвигов в азотистом обмене, и, 
по-видимому, их происхождение объ-
ясняется общими закономерностями 
реакции сердечно-сосудистой системы 
на стрессогенные факторы. Интересно 
отметить, что вышеуказанные сдвиги в 
сердце и мозге осуществляются в ус-
ловиях повышенного аммиакообразо-
вания и изменения кислородного ре-
жима организма, особенно нарушен-
ных при формировании некроза мио-
карда после перенесенного стресса. 

Учитывая характер окислительных 
процессов в сердце при воспроизведе-
нии некроза миокарда после ЭС [3], 
можно думать, очто именно указанные 
выше причины на фойе неспецифиче-
ских сдвигов в азотистом обмене по-
служат важным фактором, способст-
вующим расширению площади некро-
за в сердце, о чем сообщалось ранее 
[3]. Вместе с тем перенесенный 
стресс в случае последующего разви-
тия некроза миокарда выступает как 
фактор угнетения компенсаторных 
процессов, выявляемых в мозге на 
уровне генетического и белоксинтези-
рующего аппарата. Одновременно с 

этим важной является и ответная ре-
акция ферментов протеолиза, в част-
но ст и лейцинами! i о п е л т и д а з ы. И з вест-
но, что при стрессе в мозге снижается 
содержание лейции-эикефалина | 12, 
19], изменяется соотношение между 
энкефалииами в пользу метэнкефали-
на [12, 19], активируется лейцииами-
нопептидаза [17]. В этих условиях 
мётэнкефалии способствует активации 
гипоталамус - гипофиз - надпочечнико-
во й с и сте м ы [ 101 и у г л у б л я ет и о в р еж 
дающее воздействие стресса. Поэтому 
можно предполагать, что перенесен-
ный стресс в случае последующего 
развития некроза в сердце, способст-
вуя резкой активации лейцинамино-
пептидазы, будет уменьшать содер-
жание лей-энкефалина и соответствен-
но нарушать аитистрессорную защиту 
организма. Все это требует проведе-
ния мероприятий, направленных па 
и 11 ги б 11 ро в а н и е этого ферме нта, что 
повысит естественную резистентность 
организма к различным проявлениям 
стресса, поскольку не будет происхо-
дить мобилизации гормональных ме-
ханизмов, угнетающих развитие обще-
го адаптационного синдрома. В этих 
же условиях важное значение будет 
и м еть и соответствуют^ я кор рек ци я 
сдвигов азотистого обмена в мозге и 
сердце с учетом профилактики ипсу-
линрезистентности и недостаточного 
усвоения глюкозы. 
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BLOOD INSULIN AND S P E C I F I C CHARAC-
T E R I S T I C S O F NITROGEN M E T A B O L I S M IN 
T I S S U E S D U R I N G MYOCARDIUM N E C R O S I S 
D E V E L O P E D AFTER EMOTIONAL S T R E S S 

V. S. Yakushev, V. I. Kuripka, E. A. Shkopins-
ky, I/. I/. Bushtseva, 1/. V. Davydov, N. V. Kri-
sanova, V. P. Skurygin, V. V. Zhezha, О. B. Ma-

koed 

Medical School, Zaporozh 'e 

Simulat ion of myocard ium necrosis developed 
af te r emotional s t ress led to hyper insul inemia 
and hyperglycemia s imul taneous ly with a dec-
rease in ar ter ia l -venous difference of oxygen. 
In control , s t ress- t reated animals , hypoinsul ine-
mia and hyperglycemia were detected. Dissimi-
lar a l te ra t ions in n i t rogen metabol ism were 
observed in hear t and brain t issues of the ani-
mals with myocard ium necrosis under condi t ions 
of anomalous insulin secretion and glucose con-
sumpt ion. Dur ing the first s teps of myocard ium 
necrosis af ter emotional s t ress increase in con-
tent of nucleic acids, ammonium, urea as well 
as act ivat ion of leucine aminopept idase were 
found in heart of the animals . At the same 
time, a number of compensa tory react ions, in-
volved in ni t rogen metabol ism, were not found 
in brain of the an imals with myocard ium necro-
sis; dist inct act ivat ion of leucine aminopept idase 
was detected in the t issue. 

Б. К. Макаров, А. В. Каргаполов 

Л И П И Д Н Ы Й СОСТАВ С Ы В О Р О Т К И К Р О В И Б О Л Ь Н Ы Х 
А Л К О Г О Л И З М О М И Х Р О Н И Ч Е С К И М П Е PC ИСТ И РУК) щ и м 

Г Е П А Т И Т О М 

Кафедра бионеорганической и биофизической химии, кафедра инфекционных болезней 
с курсом эпидемиологии Калининского медицинского института 

В клинической практике часто при-
ходится встречаться с больными хро-
ническим п е р с и с т и р у ю щ им г е п а т и том 
(ХПГ), которые до развития заболе-
вания длительное время злоупотребля-
ли алкоголем. Установлено, что соче-
тание повреждений организма, возни-
кающих при утилизации алкоголя и 
под воздействием вируса гепатита, спо-
со бет ву ет воз н и к новей и ю су щест вен-
ных особенностей в протекании фун-
д ам е нта ль 11 ы х б иох и м ич еек их процес-
сов в клетке. 

Поскольку лип иды играют важную 
роль в функционировании биологиче-
ских мембран и формировании защит-
ных реакций организма против виру-
сов, представляло интерес детально 
изучить показатели липидиого обмена 
у больных ХПГ и алкоголизмом. По-
лученные данные могут помочь объяс-
нить факты высокой поражаемое™ 
вирусом гепатита В лиц, злоупотреб-

ляющих алкоголем, и разработать 
способы коррекции липидиого обмена. 
В отличие от данных, имеющихся в 
литературе, где большинство авторов 
|4, 5, 7] исследовали только содержа-
ние основных липидов, нами изучен 
детальный липидиый состав сыворот-
ки крови больных алкоголизмом и 
ХПГ. 

П р и и н те р п р ет а ци и 11 о л у че и н ы х 
данных большое внимание уделяется 
11 р о це и тн о м у со д е р ж а н и ю отдел ь пых 
лип иди ых компонентов сыворотки кро-
ви, так как именно этот показатель, 
по свидетельству ряда авторов [6, 101, 
имеет важное значение для оценки 
степени изменений биохимических 
процессов. 

М е т о д и к а 

Исследовали сыворотку крови 86 больных 
хроническим алкоголизмом, 67 больных ХПГ, 
злоупотреблявших алкоголем, и 50 доноров. 
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Липидный состав сыворотки крови у больных алкоголизмом и ХПГ 

липиды Допоры, 
(М х 4 т,) Р Ь 2 

Больные 
алкоголиз-

мом 
(М, ± т 2 ) 

Я 2 , 3 

Х П Г з л о у п о т -
ребление алко-

голем 
(AT., ± т.л) 

Общие липиды, г /л 7 ,8 -1 -0 ,3 < 0 , 0 1 К), I ± 0 , 3 < 0 , 0 1 1 1 ,8=1=0,3 
Ф Л * 19,5=1=0,5 > 0 , 0 5 20,4-1=0,7 < 0 , 0 2 22,4=1=0,7 
СХ П ,4- |=0,3 < 0 , 0 1 14,7=1=0,5 > 0 , 0 5 15,3=1=0,4 
С Ж К 4 ,1 ± 0 , 3 < 0 , 0 1 6,6=1-0,5 > 0 , 0 5 5 , 8 4 - 0 , 3 
Т Г 2 2 , 0 4 - 0 , 6 < 0 , 0 1 27,5=1=0,7 > 0 , 0 5 2 7 , 8 4 - 0 , 5 
э х 43,2=1=0,8 < 0 , 0 1 31,8-1-1 ,0 < 0 , 0 1 2 8 , 5 4 - 0 , 7 
Л Ф Л * * 1 1 , 5 + 1 , 2 > 0 , 0 5 12,5=1=0,3 < 0 , 0 1 6,9=1-0,9 
С М 21,5=1=1 ,2 > 0 , 0 5 23,0=1=0,5 > 0 , 0 5 21 ,04=1 , 0 
ФХ 36,3=1=1,2 > 0 , 0 5 32,6=1=0,9 < 0 , 0 0 1 4 9 , 6 4 - 1 ,4 
ФЭА 13,04-1 ,8 > 0 , 0 5 10,7=1=0,5 > 0 , 0 5 9 , 4 4 - 0 , 8 
ФК 17,3=1=1,8 > 0 , 0 5 15,5=1=0,8 > 0 , 0 5 13,0=1=1 ,1 

* Ф р а к ц и и липидов даны в п р о ц е н т а х от общих липидов. 
** Ф р а к ц и и Ф Л приводятся в п р о ц е н т а х от уровня общих Ф Л . 

Под злоупотреблением алкоголем понимали 
прием более 80 г чистого этанола в сутки не-
сколько раз в неделю. Д а н н о е количество алко-
голя я в л я е т с я токсичным и в ы з ы в а е т п о р а ж е -
ние печени [2].. 

Л и п и д ы выделяли по Фол чу [8] и фракцио-
нировали м о д и ф и ц и р о в а н н ы м методом [3], поз-
в о л я ю щ и м количественно определить минорные 
липидные компоненты сыворотки крови (фосфа-
тидные кислоты, лизопроизводиыс фосфолипи-
дов) одновременно с основными липидными 
ф р а к ц и я м и . Процентное с о д е р ж а н и е отдельных 
липидных фракций у с т а н а в л и в а л и денситомст-
рически после обугливания липидов на хрома-
тографичсских пластинках хромовой смесью. 
В связи с тем что з а д а ч а исследования состоя-
ла в изучении изменений соотношения липид-
ных фракций у больных р а з н ы х групп, мы не 
учитывали зависимость степени обугливания 
липидных фракций от особенностей их химиче-
ского строения и м о л е к у л я р н о й массы. 

Общие липиды определяли по М а р ш у [9]. 
Изучено процентное с о д е р ж а н и е следующих 
фракций липидов : триглицеридов (ТГ) , эфиров 
холестерина (ЭХ) , свободного холестерина 
(СХ) , свободных ж и р н ы х кислот ( С Ж К ) , фос-
фолипидов ( Ф Л ) и их отдельных фракций -
суммарных л и з о ф о с ф о л и п и д о в ( Л Ф Л ) , сфинго-
миелинов (СМ) , ф о с ф а т и д и л х о л и н о в (ФХ) , фос-
ф а т и д и л э т а н о л а м и н о в (ФЭА) и ф о с ф а т и д н ы х 
кислот ( Ф К ) . 

Поверхностный антиген гепатита В опреде-
лялся методом встречного иммуноэлектрофоре-
за [i]. Принцип электрофоретического метода 
заключается в следующем: антиген гепатита В 
в электрическом поле д в и ж е т с я к аноду , анти-
тела — к катоду . При взаимодействии их обра-
зуется полоса преципитации, р а с п о л о ж е н н а я 
перпендикулярно к н а п р а в л е н и ю д в и ж е н и я то-
ка, И с п о л ь з о в а л и стеклянные пластинки с 1,5 % 
агаром «Дифко» , приготовленным на барбита-
лово -ацетатном буфере рН 8,4. Э л е к т р о ф о р е з 
протекал при постоянной силе тока 50 мА. Че-
рез 1,5 ч прибор отключали, пластинку поме-
щали на 1 ч в 10 % раствор хлористого натрия . 
После этого учитывали результаты. Д л я доку-
ментирования результатов опыта пластинку с 
а г а р о м о к р а ш и в а л и а м и д о черным 10Б. 

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

Исследование липидиого состава сы-
воротки крови у больных алкоголиз-
мом, по сравнению с донорами, пока-
зало наличие нарушений в соотноше-
нии липидных фракций (см. таблицу) , 
которые характеризовались повышени-
ем относительного содержания СХ, 
СЖК, ТГ и понижением уровня ЭХ. 
При этом количество общих липидов 
было достоверно повышено в 1,2 ра-
за. Установлено, что абсолютное со-
держание ФЛ в сыворотке крови у 
больных алкоголизмом не отличалось 
от концентрации их у допоров. Одна-
ко детальный анализ показал, что у 
44 больных алкоголизмом относитель-
ное содержание ФЛ оказалось пони-
жено ( 1 5 , 9 ± 0 , 6 % ) п у 42 • повыше-
но (25,0 ± 0 , 8 % ) . 

Сопоставление показателей липидио-
го состава у больных алкоголизмом и 
ХПГ, злоупотребляющих алкоголем, 
позволило обнаружить их определен-
ное сходство, которое выражалось в 
относительно близких значениях СХ, 
СЖК, ТГ, ФЭА, ФК и общих липидов 
(см. таблицу) . Следует отметить, что 
при ХПГ у лиц, злоупотреблявших 
алкоголем, наблюдалось высокое про-
центное содержание общих ФЛ, ФХ и 
низкое ЭХ и Л Ф Л . 

Полученные данные об изменении 
процентного содержания ФК, Л Ф Л , 
ТГ, общих ФЛ, С Ж К -- соединений, 
являющихся исходными и конечными 
продуктами ключевых реакций липид-
иого обмена, свидетельствуют о том, 
что в условиях носительства вируса 
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гепатита 13 изменяются как реакции 
синтеза, так и процессы распада ли-
пидов. 

Следовательно, можно предполо-
жить, что у больных алкоголизмом 
компенсаторные в о з м о ж н о с т и л и п и д -
I го го о б м е 11 а п р от 11 востоя т ь ви ру сно й 
инфекции в значительной мере исчер-
паны. Данное предположение хорошо 
согласуется с тем фактом, что в груп-
пе больных алкоголизмом с повышен-
ным уровнем ФЛ снижены показатели 
ЭХ п чаще выявляется поверхностный 
антиген гепатита В (HBsAg) . 

Носительство HBsAg среди больных 
алкоголизмом данной группы состав-
ляло 25 ,7%, что является весьма 
близким в HBs-антигенемии у боль-
ных ХПГ, злоупотреблявших алкого-
лем (25 ,2%) , но в 5 раз выше, чем у 
больных алкоголизмом с пониженным 
уровнем ФЛ в сыворотке крови. 

Таким образом, не исключена веро-
ятность, что предрасположенность 
больных алкоголизмом к носительству 
маркера гепатита В (HBsAg) в значи-
тельной степени объясняется использо-
ванием одних и тех же ферментных 
систем липидиого обмена, необходи-
мых как для утилизации алкоголя, так 
и для формирования иммунной реак-
ции. 
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L I P I D C O M P O S I T I O N O F BLOOD S E R U M 
IN P A T I E N T S W I T H A L C O H O L I S M AND 
WITH C H R O N I C P E R S I S T I N G H E P A T I T I S 

V. K. Makarov, A. V. Kargapolov 

P a t t e r n s of free cholesterol, free fa t ty acids, 
t r iglycerides, phosphat ide acids, phosphat idyl 
e thanolamine and total lipids were similar in 
blood serum of pa t ients both with alcoholism 
and with chronic pers i s t ing hepatit is , consuming 
ethanol . In these diseases I lB. s-antigenemia con-
stituted. 15.4 % and 25.2 %, respectively. In the 
g roup of pa t ients with alcoholism exhibi t ing 
high content of phospholipids HB a Ag-ca r r i age 
was not practically dist inct f rom the f requency 
of HB s - an t igenemia in the pa t ien t s with chronic 
pers i s t ing hepat i t i s and was equal to 2 5 . 7 % . 
This s u g g e s t s tha t pa t ien t s with alcoholism and 
high level of phospholipids in blood serum 
should be considered as a group of risk for 
development of chronic pers i s t ing hepati t is . 
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И. А. Феоктистов, Г. / / . Балденков, М. Ю. Меньшиков, 
Н. П. Ларионов 

И С П О Л Ь З О В А Н И Е Ф А Р М А К О Л О Г И Ч Е С К И Х С О Е Д И Н Е Н И Й 
Д Л Я И З У Ч Е Н И Я В З А И М О Д Е Й С Т В И Я КАЛ Ь М О Д У Л И НА 

С Ф Е Р М Е Н Т А М И 

Лаборатории метаболизма сердца Сибирского филиала В К Н Ц АМН СССР, Томск, ла-
боратории молекулярной эндокринологии Н И И экспериментальной кардиологии В К Н Ц 

АМН СССР, Москва 

В настоящее время известны два ос-
новных способа регуляции ионами 
кальция кальмодулинзависимых про-
цессов. Первый из них осуществляется 
путем связывания ионов кальция каль-
модулином, после чего этот белок при-
соединяется к ферменту и изменяет 
его каталитическую активность. Таким 
путем регулируется активность фосфо-

диэстеразы циклических нуклеотидов и 
многих других кальмодулинзависимых 
ферментов [3]. 

Второй способ кал ьмодул и н за в и Си-
мой регуляции характеризуется тем, 
что уже существующий комплекс каль-
модулин—фермент взаимодействует с 
ионами кальция, в результате чего 
происходит активация фермента. По 
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этому принципу происходит регуляция 
ионами кальция активности киназы 
фосфорилазы — фермента, состоящего 
из J б субъединиц (X4P4Y464, г д е У_сУб'ь~ 
единица обладает каталитической ак-
тивностью [17], а- и {З-субъединицы 
являются мишенью различных регуля-
торных воздействий (цАМФ-зависимое 
фосфорилирование, аутофосфорилиро-
вание, протеолиз и т. д.) [4], а 6-субъ-
едииица обеспечивает чувствитель-
ность к ионам кальция и представляет 
собой к а л ь м од у л и н, и и тегрированный 
в структуре фермента [6]. 

Киназа фосфорилазы в присутствии 
ионов кальция способна также при-
соединять дополнительно еще 4 моле-
кулы кальмодулина, взаимодействую-
щих одновременно с а- и р-субъедиии-
цами фермента | 15]. Активность кина-
зы фосфорилазы при этом возрастает 
в несколько раз [18]. 

Показано, что многие фармакологи-
ческие соединения в результате взаи-
модействия с кальмодулином по гид-
рофобным участкам, экспониру ющи м -
ся пр и связы ваи и и кальм одулином 
ионов кальция [13], способны подав-
лять кальмодулинзависимую стимуля-
цию фосфодиэстеразы и других фер-
ментов [16, 22]. Выделяют различные 
типы кальцийзависимых участков свя-
з ы в а н и я ф а р м а к о л о г и ч ее к и х сое д и и е -
ний [10, 12]. Связывание фармаколо-
гических соединений по различным 
участкам на кальмодулине и разнооб-
разие способов взаимодействия каль-
модулина с регулируемыми им фер-
ментами дают основание предполагать, 
что существуют различия в иигибиро-
в а н и и ф а р м а ко л огически м и агентам и 
к альм одул и и з а в и сим ы х процессов 
[22]. 

Для выяснения этого вопроса изуча-
ли влияние фармакологических соеди-
нений на различные типы кальмоду-
линзависимой регуляции ферментов 
киназы фосфорилазы и фосфодиэсте-
разы. 

держание белка устанавливали [14], используя 
в качестве стандарта бычий сывороточный аль-
бумин. Константы иигибироваиия кальмодулин-
зависимой активации ферментов рассчитывали 
по Диксону [1]. Ошибка при определении кон-
стант иигибироваиия не превышала 20 %. 

В работе использовали трифлуперазин и 
хлорпромазии фирмы «Sigma» (США). Мето-
феназин, тиопроперазин, левомепромазии, гало-
перидол, трифлуперидол и имипрамии — Фар-
макопейные препараты производства «Geueon 
Richter» и EGYT ( В Н Р ) . 

Р е з у л ь т а т ы 

Исследовали влияние фармакологи-
ческих соеди и ени й в кон i;ентра ци и 
10 4 М на Са" ,2-зависимую активность 
киназы фосфорилазы в отсутствие до-
бавленного кальмодулина (см. табли-
цу). 

Трифлуперазин, хлорпромазии, лево-
мепромазии, тиопроперазин и имипра-
мии не влияли на Са+ 2-зависимую ак-
тивность фермента, т. е. на функциони-
рование интегрированного кальмоду-
лина в молекуле киназы фосфорилазы. 
Бутирофеноны — трифлуперидол и га-
лоперидол — снижали активность 
фермента соответственно до 58 и 
87 % от исходной. Метофеназии инги-
бировал киназу фосфорилазы на 22 %. 
Од н а ко н а б л юд а е м ое и и г и б и ро в а и и е 
киназы фосфорилазы метофеназином, 
трифлупер идоло м и г а лоперидолом 
трудно интерпретировать как влияние 
и х и а и н тегрированный к а л ь м о дул и 11 
ввиду сложной организации фермента. 

При добавлении насыщающих кон-
центраций кальмодулина (4-10 7 М ) 

Влияние фармакологических соединений на 
кальмодулинзависимую стимуляцию киназы 

фосфорилазы и фосфодиэстеразы, а также jfna 
Са2+-зависимую активность киназы 

фосфорилазы 

Вещество, IU" 
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= Н У ° a 'j о к 
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Фосфорилазу Б скелетных, мышц кролика 
выделяли по методу, опубликованному ранее 
[7]. Выделение и определение активности кина-
зы фосфорилазы скелетных мышц кролика при 
рН 6,8 осуществляли в соответствии с работой 
[5]. Фосфодиэстер азу цАМФ сердца кролика 
получали описанным ранее методом [19], моди-
фицированным в работе [2]. Активность фосфо-
диэстеразы цАМФ определяли по методу [12]. 
Кальмодулин выделяли из мозга быка [9]. Со-

28 

Т рифлуперазин 101 ± 7 12 4 
Хлорпромазии 1 0 2 ± 9 25 18 
Метофеназии 78-h 7 12 7 
Тиопроперазин 111 ± 1 0 30 15 
Левомепромазин 1074=13 > 2 0 0 25 
Имипрамии 9 7 ± 3 40 50 
Галоперидол 8 7 + 5 200 120 
Трифлуперидол 58=1=5 60 35 

П р и м с ч а и и е. Приведены средние вели-
чины 4—5 параллельных экспериментов. 
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Здесь и на рис. 2 по оси абсцисс — концентрация 
исследуемого препарата (в М); по оси ординат — 

степень активации фермента (в %). 
/ — активность фермента в отсутствие кальмодули-
на; 2—4 — в присутствии кальмодулина в концентра-

ции соответственно 2,5-К) — 8, 1,6-10—7 и 4• 10 -7 М. 

а кти в н ость кип а з ы фосфор и л аз ы уве-
личивалась в 6 раз. Для оценки дей-
ствия фа р м экологических 11 р с п аратов 
на активацию киназы фосфорилазы 
экзогенным кальмодулииом были про-
ведены опыты, результаты которых 
представлены для метофеназина и три-
флуперидол а на рис. 1 и 2. Преобра-
зование данных рисунков в координа-
тах Диксона позволило определить 
константы конкурентного иигибирова-
иия кальмодулинзависимой активации 
киназы фосфорилазы (см. таблицу). 
Из рис. i и 2 видно, что метофеназии 
и трифлуперидол ингибируют кальмо-
дулинзависимую стимуляцию киназы 
фосфорилазы, причем эффективность 
метофеназина выявлялась при мень-
ших концентрациях, чем в случае три-
флуперидола (см. рис. 1 и 2). В це-

600 
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ю4 М 

Р и с . 2. З а в и с и м о с т ь а к т и в н о с т и к и н а з ы ф о с -
ф о р и л а з ы о т к о н ц е н т р а ц и и т р и ф л у п е р и д о л а . 

лом фенотиазины более эффективно 
ингибировали стимуляцию фермента 
кальмодулииом, чем имипрамии и бу-
ти рофеноны, однако левомспромазин 
(соединение фенотиазинового ряда) в 
концентрации до 200 мкМ не оказывал 
влияния на активность киназы фосфо-
рилазы как в присутствии, так и в от-
сутствие кальмодулина (см. таблицу) . 
М ето ф с н а з и и и н г и б и р овал а к т и в и ост ь 
киназы фосфорилазы в присутствии 
кальмодулина при значительно мень-
ших концентрациях, чем это необходи-
мо для иигибироваиия Са-зависимой 
активности фермента, определяемой в 
отсутствие добавленного кальмодули-
на. В этих же условиях производные 
бутирофенона — трифлуперидол и га-
лоперидол — оказывали ингибирую-
щее влияние на активность фермента 
в концентрациях, близких к их кон-
стантам иигибироваиия кальмодулин-
зависимой стимуляции киназы фосфо-
рилазы (см. таблицу, рис. 1 и 2). Эти 
данные свидетельствуют о влиянии бу-
тирофенонов на функционирование 
кальмодулина, прочно связанного с 
кипазой фос ф ори лазы. 

Регуляция киназы фосфорилазы су-
ществен но отл и ча ется от регул я ции 
других кальмодулинзависимых фер-
ментов тем, что кальмодулин взаимо-
действует сразу с двумя (а- и (3-) субъ-
единицами фермента [15]. Кальцийза-
висимая регуляция активности фосфо-
диэстеразы осуществляется путем свя-
зывания с одной субъединицей фер-
мента [21]. Выделенный нами препа-
рат фосфодиэстеразы активировался 
кальмодулииом в насыщающих кон-
центрациях (5-10 7 М) в 6 раз. Кон-
станты иигибироваиия кальмодулинза-
висимой стимуляции фосфодиэстеразы 
были получены для исследуемых сое-
динений методом, аналогичным ис-
пользовавшемуся в экспериментах с 
киназой фосфорилазы (см. таблицу) . 
Несмотря на некоторые различия, на-
блюдается хорошая корреляция эф-
фективности действия фармакологиче-
ских агентов на оба кальмодулинзави-
симых фермента (рис. 3). Исключени-
ем в этом ряду является левомепро-
мазин, ингибирующий кальмодулинза-
висимую стимуляцию фосфодиэстера-
зы с Кг = 25 мкМ, но не оказывающий 
влияния на кальмодулинстимулиро-
ванную а кти в н ость к и н азы фосфор и -
лазы в концентрациях до 200 мкМ. 
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Рис. 3. Корреляционная зависимость эффектив-
ности влияния фармакологических соединений 
на кальмодулинзависимую стимуляцию фосфо-
диэстеразы и киназы фосфорилазы (коэффи-

циент корреляции г — 0,97; Я < 0 , 0 1 ) . 
По оси абсцисс — константа иигибироваиия фосфо-
диэстеразы (в М); по оси ординат — то же киназы 

фосфорилазы (в М). 
ТФП — трифлуперазин; МФ — метофеназии; ХП -
хлорпромазии; ТП — тиопроперазин; ТФ — триф-
луперидол; ИП — имипрамии; ГП — галоперидол. 

О б с у ж д е н и е 

В настоящей работе проведено срав-
нительное изучение влияния фармако-
логических препаратов на 2 кальмо-
дулинзависимых фермента. Используе-
мые нами препараты различаются по 
их влиянию на активность киназы 
фосфорилазы, определяемую в разных 
функциональных состояниях — в при-
сутствии и в отсутствие экзогенного 
кальмодулина, а также на кальмоду-
линзависимую регуляцию фосфоди-
эстеразы. Наиболее сильными ингиби-
торами кальмодулинзависимой акти-
вации фосфодиэстеразы являлись фе-
нотиазииы, которые с близкой эффек-
тивностью подавляли действие каль-
модулина и на к и и азу фосфорилазы . 
Одинаковое действие на кальмодулин-
зависимую регуляцию этих ферментов 
оказывал также имипрамии. Однако 
все эти соединения практически не 
влияли на Са2 +-зависимую регуляцию 
киназы фосфорилазы, определяемую в 
отсу тств и е до б а в л е н и о го к альм од у л и -
на, т. е. на функционирование инте-
грированного кальмодулина, образую-
щего прочный комплекс с другими 
субъединицами фермента. Отсутствие 
действия трифлуперазин а на интегри-
рованный кальмодулин было отмечено 
также в работах других исследовате-
лей [20]. Ингибирование Са2 +-зависи-
мой активности киназы фосфорилазы 
было выявлено только для бутирофс-
ноиов, которые в равной степени влия-
ли на все типы кальмодулинзависи-
мой регуляции киназы фосфорилазы и 

фосфодиэстеразы. В то же время бу-
тирофеноны значительно уступали фе-
иотиазинам в ингибировании эффектов 
экзогенного кальмодулина как на ки-
назу фосфорилазы, так и на фосфоди-
эстеразу. Из этих экспериментов не-
достаточно ясно, взаимодействуют ли 
бутирофеноны с интегрированным 
кальмодулииом или влияют на ката-
литическую активность фермента пу-
тем связывания с другими субъедини-
цами. Поскольку бутирофеноны, как и 
другие соединения, взаимодействуют с 
Са2,"-зависимыми гидрофобными обла-
стями молекулы кальмодулина [16], 
можно предположить, что в присутст-
вии кальция для трифлуперидола и 
гало п е р идол а д осту п н ы гид р оф о б 11 ы е 
участки и н тег р и р о в а и н ого к а ль м одул и -
на. Молекулы бутирофеиомов облада-
ют меньшим гидрофобным ядром, чем 
ф с и о т и а з и н ы или трициклические а и -
тидепрессанты, которые, по-видимому, 
встречают стерическое препятствие 
при взаимодействии с и и т е г р и р о в а и -
ным кальмодулииом и поэтому неэф-
фективны при подавлении Са2 +-зави-
симой регуляции киназы фосфори-
лазы. 

Необходимо отметить необычное дей-
ствие левомепромазина, который хо-
рошо подавлял кальмодулинзависи-
мую активацию фосфодиэстеразы 
( Кг = 25 мкМ), но не влиял на каль-
модулинзависимую активацию киназы 
фосфорилазы (см. таблицу). Подоб-
ные расхождения в ингибировании 
к а л ь м одул и н зависимой ф осфо д и эсте -
разы мозга и Са 2 +-АТФазы эритроци-
тов выявлены для мощного ингибито-
ра кальмодулина — кальмидазолиума 
(R-24 571) [8]. Указанный эффект, по-
видимому, объясняется возможностью 
различного влияния кальмидазолиума 
на данные ферменты [8] либо разли-
чиями регуляторного влияния кальмо-
дулина на указанные белки [22]. 
В случае с кииазой фосфорилазы не-
обходимо учитывать, что экзогенный 
кальмодулин может взаимодейство-
вать одновременно с двумя белками -
а- и (3-субъединицами фермента, что 
может отражаться на проявлении ин-
г и б и р у ю щего д с й ст в и я левомепромаз и -
на и, возможно, других соединений. 

Различия в действии фенотиазинов 
на разные типы ка л ьм оду л и из а виси-
мой регуляции киназы фосфорилазы и 
фосфодиэстеразы заставляют с осто-
рожностью подходить к оценке резуль-
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та то в биохимических и физиологиче-
ских экспериментов с использованием 
этих соединений в целях выяснения 
участия кальмодулина в том или ином 
биологическом процессе. В то же вре-
мя обнаруженная способность бути-
рофенонов с близкой эффективностью 
11 од а в л я ть к а к к а л ь м одул и из а в и с и м у ю 
активацию фосфодиэстеразы и киназы 
фосфорилазы, так и Са2 '"-зависимую 
регуляцию киназы фосфорилазы, опо-
с р сдо ванну ю и 11 тс г р и р о в а и н ы м к а л ь -
модулином, может оказаться полез-
ным подходом для выявления участия 
кальмодулина в тех процессах, кото-
рые нечувствительны к широко ис-
пользуемым ингибиторам кальмодули-
на из группы фенотиазииов. Дальней-
шее изучение влияния фармакологиче-
ских агентов на различные типы каль-
модул инзависимой регуляции может 
привести к созданию набора препара-
тов, способных не только выявлять 
участие кальмодулина в тех или иных 
процессах, но и определять характер 
взаимодействия кальмодулина с дру-
гими белками. 

Авторы благодарят В. А. Ткачука за 
11 л одотвор 11 ое обсу жден и е р а бот ы и 
внимание, проявленное к ней. 
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U S E O F P H A R M A C O L O G I C A L D R U G S IN 
S T U D I E S O F C A L M O D U L I N I N T E R A C T I O N 

W I T H E N Z Y M E S 

/. A. Feoktislov, G. N. Baldenkov, 
M. Yu. Men'shikov, N. P. Larionov 

Siber ian Branch of the Al l -Union Ca rd io log i ca l 
Research Cent re , Tomsk , I n s t i t u t e of Experi -
men ta l C a r d i o l o g y , Al l -Union Card io log ica l Re-
search Cent re , A c a d e m y of Medica l Sc iences of 

the U S S R , Moscow 

C a l m o d u l i n - d e p e n d e n t r egu l a t i on of cyclic 
nuc leo t ide p h o s p h o d i e s t e r a s e and k inase phos-
p h o r y l a s e ac t iv i t ies a s well as Ca ; 2 +-dependent 
r egu l a t i on of k inase phospho ry l a se , med ia ted 
via the i n t e g r a t e d ca lmodu l in , we re s tud ied in 
p resence of pheno th i az ine and b u t y r o p h e n o n e 
ser ies of p h a r m a c o l o g i c a l d r u g s . As compared 
with b u t y r o p h e n o n e s , p h e n o t h i a z i n c s were s h o w n 
to be more e f fec t ive inhib i tors of ca lmodu l in 
d e p e n d e n t ac t iva t ion of the p h o s p h o d i e s t e r a s e . 
P h e n o t h i a z i n c s inhibi ted s imi la r ly the ef fec t of 
c a lmodu l in on ac t iv i ty of k inase phospho ry l a se , 
w h e r e a s they did not a f fec t the Ca 2 •--dependent 
ac t iv i ty of k inase phospho ry l a se . At the s a m e 
t ime, b u t y r o p h e n o n e s proved to inhibit the Ca 2 +-
depe'ndent ac t iva t ion of k inase p h o s p h o r y l a s e , 
m e d i a t e d via i n t eg ra t ed ca lmodu l in as well a s 
these d r u g s inhibited u n i f o r m l y the ca lmodu l in -
dependen t r egu l a t i on of both k inase phospho-
ry lase and p h o s p h o d i e s t e r a s e . The d a t a ob ta ined 
s u g g e s t t ha t d i s s imi la r e f fec t of p h e n o t h i a z i n c s 
on ca lmodu l in -dependent r e g u l a t i o n of k i n a s e 
p h o s p h o r y l a s e and p h o s p h o d i e s t e r a s e , car r ied out 
u s i n g d i s s imi la r m e c h a n i s m s , required an 
ex t r eme cau t ion in e v a l u a t i o n of phys io log ica l 
and biochemical expe r imen t s , where these d r u g s 
were used as m e a n s for s t u d y of c a l m o d u l i n 
f u n c t i o n s in biological p rocesses . 
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Г И П О Ф И З А Д О И П О С Л Е П Р О Т О Н Н О Й Т Е Р А П И И 

IЦентральный научно-исследовательский рентгено-радиологический институт Минздрава 
СССР, Ленинград 

Определение содержания аминокис-
лот крови и спинномозговой жидко-
сти (СМЖ) редко проводят в клини-
ках ввиду методической сложности и 
затруднений в интерпретации резуль-
татов [11]. Хотя в норме пути обмена 
аминокислот хорошо изучены, при па-
тологических состояниях их превраще-
ния в организме выявлены не полно-
стью [7]. Аминокислоты обеспечивают 
не только синтез биологически актив-
ных соединений, но и участвуют в ре-
гуляции метаболических процессов 
[5]. Поскольку в превращениях самих 
аминокислот важную роль играют эн-
докринные факторы [8, 12], особый 
ин тер ее пр едста вл я ет и ссл едова н ие 
свободных аминокислот крови и С М Ж 
при заболеваниях с известными гормо-
нальными нарушениями. Задача насто-
ящей работы заключалась в сравни-
тельном изучении особенностей соста-
ва аминокислот крови и С М Ж в норме 
и у больных с аденомой гипофиза, 
11 р оду ци ру ю ще й сом а тот рои н ы й го р -
мои (СТГ), до лечения и на протяже-
нии 3 лет после протонной терапии. 

М е т о д и к а 

Обследовано 15 здоровых и 34 больных в 
возрасте 20—45 лет. У всех больных была диа-
гностирована аденома гипофиза, продуцирую-
щая СТГ, содержание которого в плазме крови 
о 11 ре дел я л и радиоимму н о л о г и ч ее к и м м сто до м 
на фоне инсулин-толерантного теста (ИТТ) из 
расчета 0,1 Е Д инсулина на I кг массы тела 
больного [3, 4|. У всех больных отмечены ак-
тивная фаза акромегалии и повышенное содер-
жание (в 1,5 раза) СТГ. Средняя концентрация 
СТГ во время ИТТ в крови больных составила 
13,2±1,5 мкг/л при норме 8 , 8 ± 0 , 9 мкг/л (р< 
< 0 , 0 2 ) . Все больные имели аденомы гипофиза 
в стадии эндоселлярного роста. Отсутствовал 
пик концентрации СТГ в ответ на инсулиновую 
гипогликемию в течение ИТТ. Исследования 
проводили до лечения и на протяжении 3 лет 
после протонной терапии, выполненной ранее 
опубликованным методом [4]. Д о протонной те-
рапии и ежегодно после лечения проводили 
и а п р а в лен н у ю п 11 е в м оэ и цеф а лог р а ф и ю (Н П Э Г) 
для исключения супраселляриого роста и конт-
роля за опухолью. С М Ж для анализа забирали 
во время НПЭГ. 

Суммарную фракцию свободных аминокис-

лот выделяли из сыворотки крови и С М Ж де-
п р о и те 11 и заций сул ьфосал ициловой ки сл отой 
(ССК) . Кровь для анализа забирали катетером 
во всех случаях натощак, в одно и то же время 
суток (утром) из локтевой вены. 8 % раствор 
ССК добавляли к сыворотке крови из расчета 
I : 4, тщательно размешивали и оставляли на 
холоду на ) ч, затем центрифугировали, надо-
садочную жидкость и рН доводили до 2,2. Вви-
ду меньшей концентрации аминокислот в С М Ж , 
депроитенизацию проводили с добавлением 
ССК в кристаллическом виде. Полученные об-
разцы крови и С М Ж либо анализировали сра-
зу, либо хранили в замороженном виде (при 
—20 °С). Состав свободных аминокислот оп-
ределяли двухколоночным методом жидкостной 
хроматографии на автоматическом аминокис-
лотном анализаторе КЛА-5 фирмы «Хитачи» 
(Япония) . Кислые и нейтральные аминокисло-
ты разделяли на колонке со смолой 2613, ис-
пользуя нитратные буферы рН 3,35 и 4,28. Ос-
новные аминокислоты — на колонке со смо-
лой 2611, с буфером рН 5,28 при температуре 
колонки 55°С. Поскольку данная программа 
анализа не предусматривает определение трип-
тофана, он был добавлен в эталонную смесь 
аминокислот в соответствующем количестве. 
При элюировании с малой колонки триптофан 
был идентифицирован в первом пике, обнару-
живаемом перед лизином. Концентрация ами-
нокислот рассчитана в микромолях на 1 л сы-
воротки крови и С М Ж — в микрометрах на 
I л; результаты•обрабатывали методом вариа-
ционной статистики. 

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

В табл. 1 приведены результаты ис-
следования концентрации аминокис-
лот в сыворотке крови у 15 здоровых 
людей (20—45 лет) и в С М Ж у 5 лиц, 
у которых при комплексном обследо-
вании не был подтвержден диагноз 
аденомы гипофиза, что позволяет нам 
принять уровень аминокислот в С М Ж 
этой группы обследованных за норму. 
Наши данные по составу свободных 
аминокислот крови и С М Ж у здоро-
вых людей соответствуют имеющимся 
в литературе [1, 10, 11|. Как видно из 
табл. 1, в сыворотке крови в норме 
около одной четверти ( 2 3 ± 3 % ) всех 
аминокислот со ст а в л я ют г л у т а м и и + 
+ глутаминовая кислота, кроме того, 
можно отметить высокое относитель-
ное содержание аланииа ( 1 8 ± 2 % ) , 
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Т а б л и ц а 1 

Концентрация свободных аминокислот в сыворотке крови и СМЖ у здоровых и больных 
аденомой гипофиза 

Норма Больные до лечения 
.Аминокислота, 

мкМ 
СМЖ 

сыворотка 
крови СМЖ/кровь СМЖ 

сыворотка 
крови СМЖ/кровь 

три 1 4 ± 1 1 5 0 ± 1 0 0 , 0 9 2 0 ± 2 169 ± 2 0 0 , 1 2 
ЛИЗ 2 7 ± 6 2 0 2 ± 2 4 0 , 1 3 1 8 ± 1 1 3 9 ± 1 8 0 , 1 3 
ГИС 21 ± 4 4 8 ± 4 0 , 4 4 Н ± 1 5 5 ± 5 0 , 2 
а р г 2 0 ± 1 4 0 ± 6 0 , 5 1 3 ± 1 60 ± 5 0 , 2 2 
.асп 36=1=7 8 5 ± 1 5 0 , 4 2 1 7 ± 3 8 9 ± 6 0 , 1 9 
трс 2 5 ± 3 J 2 0 ± 2 6 0 , 2 1 2 5 ± 8 8 3 ± 8 0 , 3 
•сер 3 7 ± 4 2 0 0 ± 4 5 0 , 1 9 3 4 ± 5 1 5 7 ± 13 0 , 2 2 
г л у + г л у т 3 1 2 ± 3 4 630 ± 7 0 0 , 5 274=1=20 2 8 8 ± 2 7 0 , 9 5 
про — 2 8 ± 2 — — 8 5 ± 9 — 

гли 38 ± 3 2 8 0 ± 3 0 0 , 1 4 15=1=1 211 ± 16 0 , 0 7 
•ала 4 2 ± 8 4 8 0 ± 5 0 0 , 0 9 2 7 ± 5 3 0 9 ± 3 4 0 , 0 9 
цис — 2 4 ± 6 — — 43 ± 4 — 

вал 1 9 ± 2 1 1 6 ± 4 0 0 , 1 6 35=1=6 1 5 9 ± 1 7 0 , 2 2 
м е т 6 ± 0 , 1 1 5 ± 2 0 , 4 12=1=4 4 6 ± 4 0 , 2 6 
•иле 2 2 ± 2 5 6 ± 1 1 0 , 3 9 1 3 ± 1 , 5 4 9 ± 5 0 , 2 7 
лей 41 ± 4 1 2 0 ± 1 0 0 , 3 4 4=1=0,6 1 3 0 ± 1 5 0 , 0 3 
тир 1 1 ± 2 5 0 ± 6 0 , 2 2 7=1=0,6 4 9 ± 6 0 , 1 4 
•феи 1 6 ± 2 5 8 ± 1 2 0 , 2 8 8=1=1 51 ± 6 0 , 1 6 •феи 

п — 5 п - 15 п = 34 п — 26 

лизина ( 7 ± 0 , 8 % ) , серина ( 7 ± 1 , 6 % ) 
я лицина (10н=1 %) - Алании пред-
ставляет собой основную гликогенную 
аминокислоту в организме человека, 
является главным предшественником 
глюкозы, синтезируемой в печени | 8 | . 
К гликогенным аминокислотам отно-
сятся т а к ж е серии и глицин. 16 из 18 
аминокислот, определяемых нами в 
сыворотке крови, присутствуют и в 
С М Ж , исключение составляют пролин 
и цистин, что согласуется с данными 
литературы [10]. Концентрация ами-
нокислот в С М Ж значительно ниже, 
чем в сыворотке крови, соотношение 
СМЖ/кровь для большинства амино-
кислот колеблется в пределах 0,1—0,3. 
Глутамин + глутаминовая кислота со-
ставляют почти половину ( 4 5 ± 5 % ) 
всех аминокислот С М Ж , доля каждой 
из них не превышает 1—6 %. 

Г1о нашим наблюдениям, у больных 
до лечения (см. табл. 1) концентраци-
онный состав аминокислот крови и 
С М Ж имел определенные отклонения 
от нормы. Так, на фоне повышенного 
содержания СТГ в крови больных об-
наружено снижение по сравнению с 
нормой уровня аланина на 36 % 
( Р < 0 , 0 1 ) , глутамина Ч-глутаминовой 
кислоты — на 5 4 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) , лизи-
на — на 31 % ( Р < 0 , 0 5 ) и глицина — 
на 2 5 % ( Р < 0 , 0 5 ) . При этом относи-
тельное содержание глутамина + глу-

таминовой кислоты в крови больных 
т а к ж е понижено и составляет не 23=Ь 
± 3 % , а только 1 3 ± 1 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) 
от общей суммы аминокислот. Уровень 
серосодержащих аминокислот цисти-
на и метионина соответствовал 1 7 9 ± 
± 1 7 % ( Р < 0 , 0 1 ) и 3 0 7 ± 2 7 % 
( Р < 0 , 0 ( ) 1 ) нормальных значений, 
концентрация пролина была втрое 
( Р < 0 , 0 0 1 ) и аргинина — на 5 0 % 
( Р < 0 , 0 2 ) выше нормы. Концентрация 
аминокислот, мало поглощаемых пе-
ченью, либо соответствовала таковой 
у здоровых людей (изолейцин и лей-
цин), либо имела тенденцию к возра-
станию, что относится к уровню вали-
ма. Содержание остальных аминокис-
лот в сыворотке крови больных до ле-
чения практически не отличалось от 
контроля. 

При анализе содержания аминокис-
лот в С М Ж больных т а к ж е обнару-
жены существенные отличия по срав-
нению со С М Ж здоровых людей. Зна-
чительно ниже нормы был уровень 
гистидина — на 4 8 % ( Р < 0 , 0 2 ) , ар-
гинина — на 3 5 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) , аспа-
рагина — на 5 3 % ( Р < 0 , 0 2 ) , глици-
на — на 61 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) , изолейци-
на — на 41 % ( Р < 0 , 0 0 2 ) , фенил-
аланина — на 5 0 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) и 
лейцина — на 90 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) . Соот-
ветственно наблюдали снижение соот-
ношения концентраций перечисленных 

2 В-сы мед. химии № 2 33 



Т а б л и ц а 1 

К о н ц е н т р а ц и я с в о б о д н ы х а м и н о к и с л о т в с ы в о р о т к е крови и С М Ж у б о л ь н ы х после п р о т о н н о й 
т е р а п и и 

1-й 2- й 3-й 

Ами нокисло-
ты, мкМ смж сыворотка 

кров и 

л со о СХ * 

* 
смж сыворотка 

крови 

л ш о СХ * 

* 
смж сыворот-

ка крови 

л 
CQ 
О О. 
X * 

и б и 

т р и 
ЛИЗ 
г и с 
а р г 
а с п 
т р е 
с е р 
г л у + 
п р о 
г л и 
а л а 
ц и с 
в а л 
м е т 
и л е 
л е й 
т и р 
ф е н 

г л у т 

1 7 ± 1 
2 0 ± 2 
1 4 ± 1 
1 5 ± 2 
1 6 ± 5 
2 8 ± 5 
3 3 ± 6 

2 2 9 ± 3 4 

2 0 ± 3 
4 2 ± 7 

17=1=3 
24=1=3 
27=1=5 
12=|=2 
8 ± 1 
8=1=2 

п 18 

145=1=19 
190 ± 2 2 

4 5 ± 5 
58 ± 4 
93=1=8 

121=1=17 
200=1=19 
501 ± 3 4 

61 ± 9 
2 9 2 ± 2 8 
3 5 6 ± 5 6 

31 ± 4 
131 ± 1 7 

3 2 ± 5 
4 3 ± 6 

1 0 7 ± 5 
4 4 ± 5 
5 0 ± 6 
/1 = 17 

0 , 1 2 
0 , 1 1 
0 , 3 1 
0 , 2 6 
0 , 1 7 
0 , 2 3 
0 , 1 7 
0 , 4 6 

0 , 0 7 
0 , 1 2 

0 , 1 3 
0 , 7 5 
0 , 6 3 
0 , 1 1 
0 , 1 8 
0 , 1 6 

1 4 ± 1 
2 7 ± 5 
1 5 ± 5 
2 3 ± 2 
30-1-8 
5 3 ± 8 
6 7 ± 8 

3 0 3 ± 3 4 

3 8 ± 1 1 
7 2 ± 10 

3 5 ± 3 
2 0 ± 1 
3 2 ± 2 
2 5 ± 2 
1 4 ± 2 
1 5 ± 1 
п = 8 

1 4 0 ± 1 5 
2 3 0 ± 3 2 

4 6 ± 9 
6 5 ± 2 
91 ± 8 

181 ± 16 
2 4 8 ± 2 7 
4 5 6 ± 4 1 

4 8 ± 4 
1 9 4 4 - 1 4 
4 2 2 ± 3 4 

21 ± 3 
1 1 3 ± 9 

2 6 ± 3 
3 7 ± 3 
71 ± 5 
5 8 ± 3 
4 2 ± 12 
п = 13 

0 , 1 
0 , 1 2 
0 , 3 3 
0 , 3 7 
0 , 3 3 
0 , 2 9 
0 , 2 7 
0 , 6 6 

0 , 2 
0 , 1 7 

0 , 3 1 
0 , 7 7 
0 , 8 6 
0 , 3 5 
0 , 2 4 
0 , 3 6 

1 5 ± 2 
2 2 ± 2 
16=1=4 
1 8 ± 4 
2 5 ± 8 
3 9 ± 4 
4 5 ± 4 

3 4 0 ± 4 0 

2 2 ± 3 
51 ± 9 

2 6 ± 6 
5 ± 0 , 7 

1 9 ± 2 
17=1=2 

9 ± 0 , 5 
1 5 ± 4 
п = 12 

2 0 0 ± 1 5 
2 0 2 ± 1.6 

4-9 ± 5 
7 2 ± 5 
8 4 ± 8 

108 ± 7 
1 2 9 ± 9 
4 5 0 ± 4 0 

2 3 ± 2 
2 7 0 ± 4 2 
4 6 2 ± 2 3 

1 9 ± 2 
1 1 2 ± 9 

1 4 ± 2 
4 0 ± 4 

130 ± 8 
4 2 ± 6 
4 5 ± 5 
п = Ю 

0 , 0 8 
0 , 1 1 
0 , 3 3 
0 , 2 5 
0 , 3 
0,3(3. 
0 , 3 5 
0 , 8 

0 , 0 8 
0 , 1 1 

0 , 2 3 
0 , 3 6 -
0 , 4 8 
0 , 1 3 
0 , 2 1 
0 , 3 6 -

аминокислот СМЖ/кровь почти вдвое, 
а для лейцина — в 11 раз. В то же 
время уровень триптофана в С М Ж 
больных превышал норму на 43 % 
( Р < 0 , 0 1 ) и валима — на 8 4 % 
( Р < 0 , 0 1 ) , при этом в 1,4 раза возра-
стало и соотношение концентраций 
СМЖ/кровь. Уровень остальных 7 
аминокислот в С М Ж больных не имел 
достоверных отличий от нормы; про-
слеживалась лишь тенденция к сниже-
нию содержания лизина, серина, ала-
нина, тирозина и глутамина + глута-
миновой кислоты, и к повышению 
уровня метионина ( Р > 0 , 1 ) . 

Через год после протонной терапии 
мы наблюдали у больных подавление 
активности СТГ-продуцирующей аде-
номы гипофиза. Отмечено достоверное 
снижение средней концентрации СТГ 
в крови в течение ИТТ с 13 ,2+ 
± 1 , 5 мкг/л (исходный уровень) до 
8,5±Т,1 мкг/л ( Р < 0 , 0 2 ) , что соответ-
ствует уровню гормона в крови в те-
чение ИТТ у здоровых людей — 8 , 8 ± 
± 0 , 9 км г/л ( Р > 0 , 5 ) . Далее , в течение 
всего периода наблюдений, уровень 
СТГ сохранялся в пределах нормы, 
составляя через 2 и 3 года 8 , 3 ± 1 и 
8 ,0±1 ,4 мкг/л соответственно. 

Анализ динамики изменений уровня 
свободных аминокислот у больных в 

течение 1—3 лет после протонной те-
рапии позволяет отметить, что на фо-
не нормализации содержания СТГ в 
крови и ремиссии заболевания восста-
навливается практически до нормы и 
концентрационный состав аминокислот 
как в сыворотке крови, так и в С М Ж 
(табл. 2) . 

Как видно из табл. 2 и 1, через 
1 год после протонной терапии восста-
навливалось до нормы ( Р < 0 , 0 5 во 
всех случаях по сравнению с исход-
ным уровнем) в сыворотке крови со-
держание 5 аминокислот, включая 
лизин, глутамин + глутаминовую кис-
лоту, аланин и цистин. Концентрация 
лизина в сыворотке крови больных 
возрастала к этому времени па 33 %, 
глутамин + глутамииовой кислоты 
на 7 4 % ( Р < 0 , 0 1 ) , глицина — на 
38 % ( Р < 0 , 0 2 ) и аланина — на 15 % 
( Р < 0 , 0 5 ) . Уровень цистина в этой 
группе больных (через 1 год после 
лечения) уменьшился на 28 % 
(Р<С0,05) по сравнению с исходным. 
В то же время следует отметить, что, 
несмотря на существенное снижение 
исходных значений уровня пролина и 
метионина (на 28 и 30 % соответст-
венно; Р < 0 , 0 5 ) , концентрация этих 
аминокислот остается выше, чем у 
здоровых лиц: пролина на 118% 
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( / 3 < 0 , 0 1 ) и метионина на 113% 
( Р < 0 , 0 2 ) . 

Содержание треонина и серима, хо-
тя достоверно увеличилось по сравне-
нию с показателями, отмеченными до 
лечения (на 46 и 2 7 % ; Р < 0 , 0 5 ) , но 
сохранилось в пределах нормы как и 
до облучения ( Р > 0 , 5 по сравнению с 
нормой в обоих случаях) . Со стороны 
остальных аминокислот можно отме-
тить тенденцию к снижению, по срав-
нению с исходным уровнем, лейцина, 
в а л и н а, г истиди и а и тр и птоф а н а 
( Р > 0 , 1 ) . В то ж е время в С М Ж 
больных нормализовался у р о в е н ь г и -
стидина, который был выше исходного 
на 2 7 % (Р<с0,05) , изолейцина, пре-
высившего исходный па 108 % 
( Р < 0 , 0 1 ) , и валима, уровень которого 
уменьшился на 52 % ( Р < 0 , 0 1 ) . Прак-
тически нормализовались соотношения 
концентраций СМЖ/кровь для гисти-
дина, валима и глутамина + глутамино-
вой кислоты. В этой же группе обсле-
дованных больных обращает на себя 
внимание з н а ч и тел ь н о е по в ы ш е и и е 
уровня метионина и лейцина в СМЖ, 
на 100 и 200 % по сравнению с исход-
ными значениями ( Р < 0 , 0 2 ) , на фоне 
снижения их уровня в крови на 30 и 
2 0 % соответственно ( Р < 0 , 0 5 ) . Воз-
растание уровня лейцина в С М Ж 
больных можно считать положитель-
ной динамикой. То же самое можно 
отметить и в отношении наблюдаемой 
тенденции к снижению концентрации 
триптофана. 

Наметилась тенденция и к нормали-
зации в С М Ж уровня аргинина, ко-
торый оставался все же ниже нормы 
на 25 % ( Р < 0 , 0 5 , до лечения на 
53 %) . Сохранилась, как и до лечения, 
раз н он а пр а в л ен н ость из м е и е н и й кон -
центраций этой аминокислоты — в сы-
воротке крови уровень превышал нор-
му на 45 % ( Р < 0 , 0 2 ) , в С М Ж — ни-
же нормы на 25 % (до лечения 50 и 
35 % соответственно). На фоне досто-
верной нормализации концентрации 
глицина в сыворотке крови прояви-
лась тенденция и к нормализации его 
уровня в СМЖ. Концентрация алаии-
на не отличалась от нормы ( Р > 0 , 0 5 ) . 
Содержание аспарагина и фенил а ла-
пин а до лечения и через год после 
него не изменилось, оставаясь зани-
женным примерно в 2 раза Р < 0 , 0 5 и 
Р < 0 , 0 1 соответственно). Уровни глу-
тамина Н-глутамиттовой кислоты, лизи-
на, треонина, серима и тирозина были 

такими же, как до лечения, и не отли-
чались от нормы ( Р > 0 , 5 во всех слу-
чаях) . 

Через 2 года после лечения в сыво-
ротке крови и С М Ж больных остались 
стабильными достигнутые уже через 
1 год нормальные концентрации 6 
аминокислот (за исключением глици-
на сыворотки крови и валима С М Ж ) . 
Кроме того, в С М Ж восстановились 
до уровня, свойственного здоровым 
людям концентрации триптофана, ар-
гинина, аспарагина и фенилаланина. 
Таким образом, ко 2-му году после 
облучения у больных нормализовался 
концентрационный состав 4 аминокис-
лот в сыворотке крови и 6 — в СМЖ, 
т. е. 10 ( 6 7 % ) из 15 аминокислот с 
нарушенными концентрациями до ле-
чения. При этом содержание трипто-
фана уменьшилось на 30 % от исход-
ного уровня ( Р < 0 , 0 1 ) и на 18% по 
сравнению с 1-м годом после облуче-
ния ( Р < 0 , 0 5 ) . Содержание аргинина 
возросло на 77 % от исходного уров-
ня ( Р < 0 , 0 0 1 ) и на 53 % по сравне-
нию с исследованием, проведенным 
через год ( Р < 0 , 0 1 ) . Уровень аспара-
гина и фенилаланина возрос почти 
на 90 % от исходного значения 
(Р<С0,05). Отмечены и другие суще-
ственные изменения концентраций 
аминокислот в этот срок наблюдения. 

В сыворотке крови, несмотря на 
нормализацию концентрации через 
1 год после лечения, уменьшился 
до исходного уровень глицина, кото-
рый составил примерно 70 % от нор-
мы ( Р < 0 , 0 1 ) . Оставались повышен-
н ы м и ко н цен т р а ц и и аргинина (и а 
5 5 % ; Р < 0 , ( ) 1 ) , пролина (на 71 %; 
Р<( ) ,001) и метионина (на 3 3 % ; 
Р < 0 , 0 0 1 ) . Содержание аргинина было 
практически таким же, как до лечения 
и через год после него. Концентрации 
остальных аминокислот практически 
не отличались от исходных значений и 
нормы. 

В С М Ж больных повысился уровень 
валина (в 2 раза по сравнению с ис-
следованием через 1 год; Р < 0 , 0 0 1 ) . 
Более выраженной стала тенденция к 
нормализации концентрации лейцина, 
которая возросла в 2 раза ( Р < 0 , 0 0 1 ) 
относительно 1-го года (или в 6,3 ра-
за исходного уровня; Р < 0 , 0 0 1 ) и ста-
ла меньше нормы лишь в 1,6 раза 
( Р < 0 , 0 0 1 ) . Соотношение концентра-
лий лейцина СМЖ/кровь достигло 
практически нормы — 0,35. Содержа-
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ние метионина несколько понизилось 
(на 1 7 % ) по сравнению с 1-м годом, 
но осталось выше нормы в 3,3 раза 
( Р < 0 , 0 0 1 ) , коэффициент соотношения 
концентрации метионина СМЖ/кровь 
превышал норму почти вдвое (0,77). 
Кон центр а ци я а л а и ина возр осл а в 
1,7 раза по сравнению с нормой. Ос-
тальные 5 аминокислот, так же как и 
через 1 год после лечения, по кон-
центрации не отличались от таковой 
у здоровых людей. 

Через 3 года после лечения в сыво-
ротке крови и С М Ж больных отмече-
ны нормальные концентрации боль-
шинства аминокислот. Из 8 амино-
кислот сыворотки крови, концентрации 
которых до лечения отличались от 
уровня, свойственного здоровым лю-
дям, у 6 (лизина, пролина, глизина, 
аланина, цистина и метионина) отме-
чено полное восстановление концент-
рационного состава до нормы Р > 0 , 5 
во всех случаях) . Продолжал сохра-
няться высокий уровень аргинина, пре-
вышающий норму на 80 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) , 
несколько ниже нормы был уровень 
глутамина-f-глутаминовой кислоты (на 
2 9 % ; Р < 0 , 0 5 ) . Из 9 аминокислот 
С М Ж с нарушенной до лечения кон-
центрацией, у 7 (триптофана, гистиди-
на, аргинина, аспарагина, валина, 
изолейцина и фенилаланина) уровень 
стал таким же, как и у здоровых 
( Р > 0 , 0 5 во всех случаях) . Ниже нор-
мы на 4 2 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) и на 5 9 % 
(Р < 0 , 0 0 1 ) оставалось содержание 
соответственно глицина и лейцина. 
Следует отметить, что у двух амино-
кислот с одновременными нарушения-
ми концентраций в сыворотке крови и 
С М Ж — аргинина и глицина, восста-
новление уровня наблюдалось либо в 
С М Ж ( аргинин), либо в сыворотке 
крови (глицин). Таким образом, у 11 
( 7 3 % ) из аминокислот с отклонения-
ми концентраций от нормы отмечено 
восстановление содержания до нормы 
в сыворотке крови и С М Ж больных 
через 3 года после протонной терапии. 
Несколько в ы ш е норма л ь и ы х з н а ч е -
ний были уровни триптофана в сыво-
ротке крови (на 3 3 % ; Р < 0 , 0 1 ) и 
треонина в С М Ж (на 5 6 % ; Р < 0 , 0 1 ) . 
Содержание о с т а л ь н ьт х "аминокислот 
не отличалось от концентраций, харак-
терных для здоровых людей. 

Известно, что метаболический фонд 
свободных аминокислот крови доста-
точно постоянен и представляет собой 

резерв организма, связанный с много-
численными сторонами обмена ве-
ществ, прежде всего с белковым и уг-
леводным обменом [5, 7, 8]. Сдвиг 
концентрационного равновесия амино-
кислот крови, обнаруженный нами у 
больных с аденомой гипофиза, наблю-
дается на фоне высокого содержания 
в крови больных СТГ. Известно, что 
этот гормон, с одной стороны, оказыва-
ет анаболическое действие, стимули-
руя усвоение аминокислот тканями и 
включение их в белки, и с другой сто-
роны, снижает скорость деградации 
белков, подавляя протеолитические 
процессы и, следовательно, уменьшает 
поступление аминокислот в кровь [9]. 
Результаты предыдущего исследова-
ния [3] показали, что при данном за-
болевании имеется высокий уровень 
активности антипротеаз крови, что 
косвенно указывает на повышение 
синтеза белков в печени. Известно 
также, что СТГ активирует глюконео-
генез в печени |2, 8], стимулируя ско-
рость поступления аминокислот, что 
может лежать в основе наблюдаемого 
нами уменьшения содержания глико-
геиных аминокислот крови и прежде 
всего аланина и глутамина. Алании 
представляет собой ключевую амино-
кислоту, активно участвующую как в 
процессах трансаминирования, так и 
глюкоиеогенеза в печени, и снижение 
его уровня в крови свидетельствует не 
только о повышении синтеза тканевых 
белков, что имеет место при данном 
заболевании, но и о стимуляции глю-
коиеогенеза в печени. Кроме того, 
а лапин и глутамин являются главны-
ми рециркулирующими эндогенными 
аминокислотами, в связи с чем изме-
нение их содержания свидетельствует 
также о нарушении промежуточного 
обмена аминокислот, их синтеза, взаи-
мопревращений и реутилизации. Изме-
нения концентрации аргинина в крови 
и С М Ж у обследованных больных 
представляют интерес в связи с имею-
щимися данными о широком спектре 
регуляторного влияния аргинина на 
обмен веществ, в том числе и на гор-
мональный баланс организма [5]. Из-
вестно, что в сложной цепи ре-
гуляторных механизмов синтеза и де-
градации аргинина определенную роль 
играет гормональный контроль, в свя-
зи с чем высокий уровень СТГ в кро-
ви может быть взаимосвязан с пре-
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вращениями этой аминокислоты в ор-
ганизме. 

В С М Ж у больных на фоне пони-
женного уровня в крови обнаружено 
снижение (или тенденция к сниже-
нию) конце н т р а ц и и б о л ь ш и и с т в а 
аминокислот — лизина, серина, глута-
мин + глутаминовой кислоты, глицина, 
аланина, изолейцина и фенилаланина. 
В то же время уровень аминокислот, 
превышающий норму в сыворотке кро-
ви — валима, триптофана и метионина, 
был повышен и в СМЖ. Это не отно-
сится к аргинину, концентрация кото-
рого в С М Ж была ниже нормы на 
35 % ( Р < 0 , 0 0 1 ) , на фоне повышенно-
го на 50 % ( Р < 0 , 0 2 ) содержания его 
в крови. Тенденция к такой направ-
ленности изменений в крови и в С М Ж 
обнаружена для гистидина, аспараги-
на и лейцина, что в определенной мере 
может быть результатом изменения 
проницаемости гематоэнцефалического 
барьера. В пользу такого предположе-
ния свидетельствует и тенденция к 
снижению в С М Ж у больных глута-
мин + глутаминовой кислоты, посколь-
ку особенность к повышению этой 
аминокислоты в С М Ж характерна для 
многих патологических состояний и 
утрачивается только при и а р у ш ен и я х 
гематоэнцефалического барьера [6]. 
Об изменении проницаемости гемато-
энцефалического барьера позволяет 
говорить и ранее опубликованные дан-
ные о низком уровне антипротеаз в 
С М Ж при данном заболевании [3]. 

Таким образом, результаты анализа 
концентрационного состава аминокис-
лот крови и С М Ж у больных с аде-
номой гипофиза, продуцирующей СТГ, 
и динамика изменений уровня амино-
кислот на фойе нормализации содер-
жания СТГ на протяжении 3 лет пос-
ле проведенного лечения позволяют 
говорить о зависимости концентрации 
аминокислот крови и С М Ж от уровня 
СТГ в организме. Сниженный уровень 
гликогеиных аминокислот и прежде 
всего аланина в крови на фоне высо-
кого содержания СТГ у больных сви-
детельствует об активации глюконео-
генеза в печени и об участии СТГ в 
регуляции скорости этого процесса. 
В ьтяв лен н т>те н а рушен и я соотношен и й 
отдельных аминокислот СМЖ/кровь 
косвенно свидетельствуют об измене-
нии со стороны гематоэнцефалическо-
го барьера, возможно, компенсаторно-
го характера. Обнаруженные при дан-

ном заболевании нарушения обмена 
аминокислот патогномоничны и явля-
ются одним из звеньев в сложной цепи 
патогенеза, связанного с нарушения-
ми гормонального статуса. Проведен-
ная протонная терапия привела к по-
степенному регрессу заболевания, сни-
жению до нормы СТГ и нормализации 
уровня бол ь ш и и с т в а а м и н о к и с л о т в 
крови и СМЖ. 
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M E T A B O L I C P O O L O F F R E E AMINO ACIDS 
IN B L O O D AND C E R E B R O S P I N A L F L U I D O F 
P A T I E N T S W I T H A D E N O M A O F H Y P O P H Y -
S I S B E F O R E AND AFTER P R O T O N T H E -

RAPY 

B. A. Konnov, O. P. Zargarova, 
L. A. Konnov a, V. F. Mel'kishev 

Centra l X-ray Radiological Ins t i tu te , Min is t ry 
of Publ ic Heal th of the U S S R , Len ing rad 

A pool of free amino acids w a s studied in 
blood and cerebrospinal fluid of 34 pa t i en t s 
with adenoma of hypophysis before pro ton the-
rapy and within 3 yea r s a f t e r the t r ea tmen t . 
The course of pro ton the rapy w a s shown to 
cause a regress ion of the disease, a decrease 
in content of somato t ropic hormone in blood 
as well as to normal ize the metabol ic pool of 
amino acids in blood and cerebrospinal f luid. 

37 



УДК 613.632-07:616.153.962.3-074 + 616.153.962.3-02:615.9-057 

Г. В. Троицкий, Г. А. Касымова, С. Н. Борисенко 

С Т Е П Е Н Ь М О Д И Ф И К А Ц И И С Ы В О Р О Т О Ч Н О Г О А Л Ь Б У М И Н А 
КАК Т О К С И К О Л О Г И Ч Е С К И М ТЕСТ 

Крымский медицинский институт, С и м ф е р о п о л ь 

П ри п атоло гичес ки х состоя пнях в 
крови людей и животных выявляются 
разные формы альбумина: нативная и 
модифицированная [2]. И н ф о р м а ц и -
онные и другие физико-химические 
свойства исходной электрофоретиче-
ской фракции альбумина при патоло-
гии в значительной степени зависят 
от присутствия и концентрации моди-
фицированных форм [11]. 

По существу модифицированный 
альбумин следует относить к белкам 
острой фазы [10, 13]. Модифицирован-
ные формы оказались множественны-
ми и представляют собой конформеры 
с различными лигандами [1, 8]. Кро-
ме того, известно, что альбумин, явля-
ясь фактором детоксикации, образует 
формы, отличающиеся по свойствам от 
нативного белка [5, 6, 9]. В связи с 
эти м в ы я в лен не м оди ф и циров а н 11 ых 
форм альбумина, особенно при кон-
такте с токсическими веществами, 
представляет определенный интерес. 

Определение модифицированного 
альбумина раньше требовало предва-
рительного выделения чистого белка, 
что для клинических лабораторий не 
всегда приемлемо. Нами разработан 
метод количественного анализа мо-
дифицированного альбумина непосред-
ственно в сыворотке крови. Он соче-
тает в себе электрофорез сыворотки с 
последующей обработкой электрофо-
реграмм кислым этанолом. 

В настоящей работе представлены 
данные о количественном содержании 
м од и ф и ц и р о в а н 11 о го а л ь бу м и н а у лю-
дей, работающих в условиях химиче-
ского производства и контактирующих 
с токсичными агентами. Полученные 
результаты сопоставляли с клиниче-
ским состоянием обследованных лиц. 

М е т о д и к а 

Метод количественного определения моди-
фицированной формы альбумина после электро-
фореза сыворотки крови на ацетат целлюлоз-
ных, пленках. Э л е к т р о ф о р е з проводили в моди-
ф и ц и р о в а н н о м а п п а р а т е ПЭФ-3 , в камеру ко-
торого п о м е щ а л и р а м к у с н а т я н у т о й леской. 
Н а р а м к у н а к л а д ы в а л и мостики из фильтро-

вальной бумаги. Р а б о т а л и с пленкой из ацетат-
целлюлозы шириной 25 мм, выпускаемой 
В Н И И С С (г. В л а д и м и р ) и К П О «Таема» (Ка-
з а н ь ) . И с п о л ь з о в а л и 0,05 М медииал-цитратный 
или в е р о н а л о в ы й буфер, р Н 8,6. Э л е к т р о ф о р е з 
осуществляли в течение 1 ч при J20 В с силой 
тока 0,5 мА/см. Электрофоретичсский путь со-
с т а в л я л 50 мм. Получали 5 белковых фракций . 
Во всех исследуемых с л у ч а я х наносили по 
4 мкл сыворотки, р а з б а в л е н н о й водой д о оп-
ределенной концентрации общего белка, напри-
мер д о 3 %. О д н о в р е м е н н о проводили электро-
форез на 8 пленках с о б я з а т е л ь н ы м исполь-
зованием контрольной сыворотки з д о р о в о г о че-
л о в е к а . Д л я пропитывания пленок буфером их 
предварительно в ы д е р ж и в а л и в течение 5 мин 
на поверхности, а з атем п о г р у ж а л и в буфер на 
10 мин. М е с т о нанесения сыворотки н а д р е з а л и . 
По окончании э л е к т р о ф о р е з а к о н т р о л ь н ы е 
пленки (без ТХУ-этаноловой обработки) окра-
шивали сразу в 0,5 % растворе а м и д о черного 
10В в течение 5 мин и т р и ж д ы о т м ы в а л и в сме-

си этанол - уксусная кислота вода (3,6 : I : 
5 ,6) . Пленки с опытными о б р а з ц а м и после 
э л е к т р о ф о р е з а помещали на 5 мин в 10 % ТХУ, 
з а т е м в ы д е р ж и в а л и 60 мин в 70° этаноле . Пос-
ле т а к о й о б р а б о т к и э л е к т р о ф о р е г р а м м ы окра-
ш и в а л и вышеописанным способом. Д л я получе-
ния прозрачного фона пленки о б р а б а т ы в а л и 
5 мин 96° этанолом, а з атем раствором д л я 
обесцвечивания (этанол - уксусная кислота — 
глицерин, 82 : 15 : 3) и прикрепляли к о б е з ж и -
ренному предметному стеклу. О б р а б о т а н н ы е 
таким образом пленки с контрольными и опыт-
ными о б р а з ц а м и прогревали при 80 90 °С д о 
полного обесцвечивания 5 мин [7, 12]. При на-
личии м о д и ф и ц и р о в а н н о й ф о р м ы а л ь б у м и н а 
этот белок фиксируется на пленке после обра-
ботки ТХУ-этаполом (рис. 1, 6-2 см. па вклей-
ке) . У з д о р о в ы х лиц н а т и в н а я а л ь б у м и н о в а я 
ф р а к ц и я о т м ы в а е т с я (рис. \,а-2). 

Кол и чес т вен ну ю об раб о тку электрофоре-
граммы проводили колориметрическим или ден-
ситометр и чески м способами [7, 12]. В первом 
случае колориметрирование проводили на спек-
т р о ф о т о м е т р е « S p e k t r o m o m - 2 0 4 » при 620 им. 
Д л я этого пленки промывали в дистиллирован-
ной воде и подсушивали на ф и л ь т р о в а л ь н о й 
бумаге . З а т е м вырезали белковые ф р а к ц и и и 
э л ю и р о в а л и их в 3 мл, в альбумин в 6 мл 
смеси: 1 п. NaOIT — 0 , 1 н. Э Д Т А — вода 
(5 : 0,5 : 5) в течение 40 мин. При втором спо-
собе э л е к т р о ф о р е г р а м м ы д е и с и т о м с т р и р о в а л и 
в проходящем свете при той ж е длине волны 
на денситометре фирмы « В е с к т а п » . Перед этим 
пленки т а к ж е п р о м ы в а л и в воде и подсушива-
ли на ф и л ь т р о в а л ь н о й бумаге , а з атем выре-
зали вдоль у зкую полоску пленки по р а з м е р у 
используемой кюветы, в которую п о м е щ а л и 
э л е к т р о ф о р е г р а м м у . Количественное с о д е р ж а -
ние белковых фракций рассчитывали по соот-
ношению п л о щ а д е й соответствующих пиков 
(рис. 2 см. на вклейке ) . Приведена схема ме-
тода , использованного в работе . 
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Схема метода количественного анализа модифицированного альбумина в сыворотке крови на 
а цетат цел л юл оз н ы х плен к ах 

I 
Контроль 

Окрашивание электрофореграмм 

Сыворотка 
— 

Электрофорез -
1 

Опыт 

Отмывание от красителя 
I 

Обезвоживание в 96° этаноле 
I 

Обесцвечивание пленок 
I 

Прогревание при 80—90 °С 

Фиксация белковых фракций 
в 1 0 % Т Х У 

I 
Отмывание в 70 этаноле 

I 
Ок р а шив а и и е эл с к т р о фо р с г р а мм 

; 

Отмывание от красителя 

Обезвоживание в 96° этаноле 4 Обесцвечивание пленок 
4 

Прогревание при 80—90 °С 
\ 

Количественная обработка электрофореграмм 

Денситомстрический способ Колориметрический способ 

Промывание и подсушивание электро-
фореграмм 

Денситометрия в проходящем свете при 
620 нм 

Расчет площадей соответствующих пиков 
и соотношения между ними 

Промывание и подсушивание электро-
фореграмм 

Элюированис исследуемых белковых 
фракций 

Измерение поглощения при 620 нм 
по отношению к контролю 

Определение А м по калибровочному гра-
фику 

П р и м е ч а н и е . После окрашивания электрофореграмм в опыте у здоровых доноров 
альбуминовая фракция практически отсутствует, а при интоксикации после анализа по схеме 
модифицированный альбумин выявляется на пленке. 

В работе исследовали сыворотки крови от 
42 практически здоровых людей, 15 сывороток 
от служащих предприятий, не связанных не-
посредственно с производством, 127 сывороток 
крови людей, занятых на химическом произ-
водстве. Контроль за клиническим состоянием 
обследованных рабочих проводили врачи 
здравпункто в пред прия ти й. 

Нами исследована кровь рабочих с завода 
«Бытовая химия» Симферополя из цехов № I 
(синтетические моющие средства, CMC) и № 2 
(производство аэрозолей) , а т а к ж е людей, за-
пятых на производстве химического завода 
г. Саки в цехах № 2 (производство брома) , 
№ 6 (производство марганца) и № 4 (произ-
водство метила) . Эти цехи считаются наиболее 
вредными условиях данных химических пред-
приятий. Рабочие в них непосредственно свя-
заны с токсичными веществами и работают 
при расфасовке и приготовлении составов от 5 
до 25 лет. 

Д л я полного анализа результатов с целыо 
учета сопутствующих заболеваний были про-
смотрены медицине кие карты. 

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

л е н и я м о д и ф и ци р о в а и н ого альбумина 
представлены в табл. 1, из которой 
видно, что у рабочих химических це-
хов содержание в крови модифициро-
ванной формы альбумина значительно 

выше, чем у здоровых доноров и слу-
жащих, не связанных непосредственно 
с производством. 

Т а б л и ц а 1 

Содержание модифицированною альбумина 
у рабочих вредных химических производств 

Группа обследуемых 

Ч
ис

ло
 

об
сл

ед
уе

-
м

ы
х 

Содержание 
модифици-
рованного 

альбумина, % 

Здоровые доноры 42 2 ,20=Ь0,24 
Сл ужа щи е п р е д п р и яти й, 

не связанные с произ-
водством 15 4 , 5 3 ± 0 , 4 1 

Рабочие завода «Быто-
вая химия» 

Цех № 1 (CMC) 20 2 3 , 4 0 ± 5 , 0 0 * 
» № 2 (аэрозоли) 21 1 8 , 5 0 ± 3 , 7 0 * 

Рабочие химического за-
вода 

Цех № 6 (марганец) 29 2 2 , 3 0 ± 4 , 2 0 * 
» № 2 (бром) 22 2 0 , 6 0 ± 3 , 4 0 * 
» № 4 (бромистый 

метил) 20 1 1 , 0 0 ± 3 , 2 0 * 

* Р < 0,01 по сравнению с группой здоро-
вых доноров. 
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% 

Годы 

Рис . 3. З а в и с и м о с т ь с о д е р ж а н и я модифициро-
ванного альбумина от с т а ж а работы на пред-

ном химическом производстве . 
По оси абсцисс *—стаж работы (годы); по оси орди-
нат — содержание модифицированного альбуми-
на (в %): 1—5 — цехи но производству брома, 2 — 
марганца, 3 — бромистого метила, 4 — CMC и 

5 — аэрозолей соответственно. 

Ранее отмечалось токсическое воз-
действие CMC на организм человека, 
при котором выявлены изменения 
свойств альбумина [3, 4] . Эти данные 
подтверждены и нашими исследова-
ниями. Анализ электрофореграмм сы-
воротки крови рабочих химического 
завода показал, что наибольшее со-
держание модифицированной формы 
альбумина регистрируется у людей, 
связанных с производством марган-

ца, — 22,3%. При изготовлении бро-
ма выявлено 20,6 % модифицирован-
ного белка, а в цехе, где выпускают 
бромистый метил, среднее значение 
м о д и ф и ц и р о в а и и о г о альбумина с о с т а в -
ляет 11%. 

На рис. 3 приведены данные о коли-
чественном содержании модифициро-
ванного альбумина в крови в зависи-
мости от стажа работы. Из рисунка 
следует, что после 5 лет работы у ра-
бочих в цехе № 1 (CMC) количество 
модифицированного альбумина увели-
чивается до 3 2 % , в цехе же № 2 
(аэрозоли) увеличение этого показате-
ля до 37,4 % наблюдается лишь через 
11 лет работы на данном производст-
ве. Затем содержание модифицирован-
ного белка в обоих цехах уменьшает-
ся и через 20 лет достигает среднего 
значения — около 13%- Остается не-
ясным, отражает ли это снижение 
адаптацию организма или происходит 
исчерпание детоксикационного резер-
ва альбумина. 

Из полученных результатов видно, 
что все цехи химического завода от-
личаются значительной степенью ток-
сичности, при которой выявляется вы-

Т а б л и ц а 2 

Максимальное содержание модифицированного альбумина у некоторых людей, занятых на вредном 
химическом производстве, с учетом сопутствующих заболеваний 

Обследуемые лада 
Ста ж 

работы, 
годы 

Возраст, 
годы 

Содержание 
модифициро-

ванного 
альбумина, 

% 
Сопутствующие заболевания 

З а в о д « Б ы т о в а я химия» 
цех № 1 (CMC) 

Ф-о 5 34 5 0 , 0 Ос г р ы й р и нофари и г и г 
Я-я 6 38 58 ,1 О п е р а ц и я по поводу п а н к р е а т и т а , 

О Р З 
цех № 2 (аэрозоли) 

Гипертония I стадии, а л к о г о л и з м , О Р З Е - н 8 52 6 2 , 7 Гипертония I стадии, а л к о г о л и з м , О Р З 
К-а 12 52 5 8 , 8 Конъюнктивит (лечение пеницилли-

ном) 
Химический з а в о д 

цех № 2 (бром) 
4 0 , 1 Хронический холецистит , а л к о г о л и з м , 

О Р З 
П - в 15 39 4 0 , 1 Хронический холецистит , а л к о г о л и з м , 

О Р З 
С-а 16 42 3 8 , 3 П о л и а р т р и т , т у б е р к у л е з ночки (уда-

лена) 
К-о 18 39 4 1 , 1 О Р З , неврастенический синдром 
П-а 18 47 3 8 , 7 О Р З , п о л и а р т р и т 

цех № 6 (марганец) 
7 8 , 9 Р е в м а т и з м , хронический холецистит М-а 13 38 7 8 , 9 Р е в м а т и з м , хронический холецистит 

Х - я 10 47 6 8 , 6 О Р З , п о л и а р т р и т (лечение т е т р а ц и к -
лином) 

К - н 13 44 7 4 , 4 О Р З , хронический, холецистит , ради-
кулит , з аболевания с е р д ц а , гипер-
тония 1 стадии 

С - к 26 49 3 6 , 2 Гипертония I стадии 
В-а 22 43 5 5 , 8 Л е к а р с т в е н н а я а л л е р г и я , О Р З , брон-

х и а л ь н а я астма 
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сокое содержание модифицированного 
альбумина в крови людей, длительное 
время контактирующих с вредными 
веществами на данном химическом 
производстве. 

Следует отметить, что особенно вы-
сокая концентрация модифицирован-
ного альбумина (более 5 0 % ) наблю-
далась в группе, в которую входили 
лица, злоупотребляющие алкоголем, 
после длительного лечения антибиоти-
ками, а также лица с сопутствующими 
хроническими заболеваниями печени 
(табл. 2). 

Анализ полученных результатов по-
зволяет говорить о том, что метод оп-
р е д е л е 11 и я степе н и м од и ф и к а ци и а л ь -
бумина в крови можно использовать 
как токсикологический тест. 
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T H E RATE O F BLOOD S E R U M A L B U M I N 
M O D I F I C A T I O N AS A T O X I C O L O G I C A L 

T E S T 

О. V. Troitsky, G. A. Kasymova, 
S. N. Borisenko 

Crimean Medical School, Simpheropol 

A procedure is developed, involv ing electro-
phoresis- and TCA-ethanol t r ea tmen t of electro-
phoreg ramms , which enabled to es t imate quan-
t i tat ively the modif ied der ivat ives of a lbumin 
jus t in blood serum without the protein isola-
tion. The method is based on ability of na t i ve 
a lbumin to ma in ta in its solubili ty a f te r TCA-
ethanol t r ea tment . At the same time, modif ied 
albumin with conformat iona l a l t e ra t ions w a s 
fixed on a carrier and migh t be es t imated u s i n g 
colorimetry or densi tometry . The procedure de-
veloped might be used in chemical indus t ry for 
evaluat ion of toxic effects of some subs tances . 
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А Л Л О К С А Н О В О М Д И А Б Е Т Е 

Сектор геронтологии АН ВССР, Минск 

[2, 4, 5]. Так, показано увеличение со-
держания плазмеино-липидных пере-
кисей у больных диабетом [10]. При 
наличии ангиопатий уровень липидных 
перекисей был значительно выше [9]. 

Мы изучали некоторые показатели 
ПОЛ у крыс разного возраста в норме 
и при аллоксаповом диабете. 

М е т о д и к а 
Эксперименты проведены на 31 старой (24— 

26 мес) и 36 молодых (4—5 мсс) крысах-сам-
цах линии Внстар. О состоянии процесса П О Л 
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Важную роль в повреждении сосу-
дистой стенки при диабете играют на-
рушения липидиого обмена [3, 4] . 
Вместе с тем [1] не всегда выявляют-
ся достоверные различия в уровне хо-
лестерина, триглицеридов и липопро-
теидов в плазме крови при обследова-
нии больных с и н сули из а вис и мой фор-
мой сахарного диабета и у здоровых 
людей. Сформировалось мнение о ве-
дущей роли в развитии сосудистых по-
ра ж е н и й а кт и в а ц и и процессов пере-
кисного окисления липидов — П О Л 



Т а б л и ц а 1 
Изменение некоторых биохимических показателей н сыворотке крови крыс разного возраста 

в норме и при трехдневном аллоксановом диабете ( х ± 5 л : ) 

Молодые крысы Старые крысы 
Уеловия 

опыта глюкоза, 
ммоль/л 

общие 
липиды, 

г/л 

МДА, 
Двзг/мг 
липида 

сод, 
ед. акт/мл 

крови 

глюкоза, 
ммоль/л 

общие 
липиды, 

г/л 

мдл. 
Двзг/мг 
липида 

сод, 
ед. акт/мл 

крови 

Контроль 

Диабет 

3 ,8+0.1 
(24) 

11,8± 1,25* 
(5) 

1,99±0,13 
(Ю) 

3,94±0,49* 
(П) 

0,06 ±0,007 
(9) 

0,1 ±0,02** 
(12) 

2360±65 
(4) 

4205±624* 
(5) 

4 ,2±0 .2 
(17) 

13,5± 1,6* 
(5) 

2,63±0,32 
(8) 

5,72±0,45* 
(П) 

0,04±0,002 
(10) 

0,11 ±0,02* 
(5) 

2165±275 
(5) 

31G8±275** 
(5) 

П р и м с ч а и и е. Здесь и » табл. 2 в скобках число животных; одна звездочка — Р < 0 , 0 1 , две — Р < 0 , 0 5 . 

судили по с о д е р ж а н и ю малоиового диальдеги-
д а — М Д Л [11], которое в ы р а ж а л и в единицах 
оптической плотности на 1 мг ли пи да (Дзяг/мг 
л и п и д а ) . Активность циик-медьсодержащей су-
пе р о кс и д д и с м у т азы (су пе роке и д: су п е р о кс и д 
оксиредуктаза , КФ. 1.15.1.1) определяли по ме-
тоду [7]. Концентрацию глюкозы в крови опре-
деляли ортотолуидииовым методом, используя 
с т а н д а р т н ы е наборы в соответствии с прила-
гаемой к ним инструкцией. Общие липиды ис-
следовали с помощью наборов «Био-тест» 
(«Lachema», Ч С С Р ) . Модель трехдневного ал-
локсанового диабета воспроизводили внутри-
брюшинным введением аллоксаиа в дозе 13,5 мг 
на 100 г массы тела. Модель 10-дневного ал-
локсанового диабета вызывали двукратным 
введением аллоксана (1-й и 4-й дни) в дозе 
13 мг па 100 г массы тела . Д о з ы аллоксаиа 
подбирали в специальных экспериментах. 

Р е з у л ь т а т ы о б р а б а т ы в а л и методом вариа-
ционной статистики. 

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

Как показали проведенные исследо-
вания, содержание МДА, продукта 
П О Л в сыворотке крови старых крыс 
в пересчете на 1 мг липида достовер-
но пе отличается от такового у моло-
дых крыс (табл. 1). Интенсивность 
накопления продуктов П О Л зависит 
от наличия субстратов окисления и 
активности антиокислительной систе-
мы организма. По нашим данным, ак-
тивность одного из основных антиок-
сидантных ферментов — цинк-медьсо-
держащей супероксиддисмутазы в ге-
молизе эритроцитов при старении до-
стоверно не изменялась. Что касается 
субстратов окисления, то в сыворотке 
крови старых интактных крыс содер-
жание общих липидов было повыше-
но по сравнению с таковым у молодых 
крыс в 1,4 раза. Это позволяет пред-
положить, что общее содержание про-
дуктов П О Л в сыворотке крови с воз-
растом увеличивается, но поскольку 
при старении отмечается липидемия, 
то в пересчете на 1 мг липида этот 
возрастной подъем нивелируется. 

У крыс с трехдневным аллоксано-
вым диабетом отмечается высокий 
уровень глюкозы в сыворотке крови: 
у молодых — повышение в 3 раза, у 
старых — в 3,2 раза (см. табл. 1). 
Кроме того, в сыворотке крови отме-
чалось накопление МДА. Причем у 
старых крыс повышение его концентра-
ции было значительно выше (па 150 %; 
Ж 0 , 0 1 ) , чем у молодых (на 6 6 % ; 
Р < 0 , 0 5 ) . Вероятно, отмеченное разли-
чие может быть связано с возрастны-
ми изменениями в системе антиокис-
лительной защиты организма. Дейст-
вительно, если у молодых крыс в про-
цессе развития аллоксанового диабета 
активность цинк-медьсодержащей су-
пероксиддисмутазы возрастает на 
78% (/><0,01) , то у старых — толь-
ко па 4 6 % ( Р < 0 , 0 5 ) . В то же время 
уровень общих липидов у животных 
обеих возрастных групп увеличивался 
примерно одинаково — в 2 раза. 

Установленное нами более высокое 
содержание токсичных продуктов пе-
рекисного окисления липидов у старых 
животных, возможно, связано с такой 
важной особенностью сахарного диа-
бета пожилых, как преобладание по-
ражения сердечно-сосудистой систе-
мы. 

Следует принять во внимание, что у 
крыс при остром аллоксановом диабе-
те (через 3 сут после введения пре-
парата) наблюдаемые изменения мо-
гут быть обусловлены не только раз-
вивающимся диабетом, но и токсиче-
ским действием аллоксана. Поэтому 
была проведена серия опытов n J экс-
периментальной модели диабета с де-
сятидневным сроком от начала введе-
ния аллоксана. 

При десятидневном аллоксановом 
диабете отмечалась более выраженная 
гипергликемия. Уровень глюкозы у 
молодых крыс повышался в 3,4 раза, 
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Т а б л и ц а 2 
Изменение некоторых биохимических показателей в сыворотке кропи крыс разного возраста 

в норме и при десятидневном аллоксановом диабете (л;±5х) 

Молодые крысы Старые крысы 
Уел 013 и я 
опытов глюк о за, 

ммоль/л 
общие 

ЛИМИДЫ, 
г/л 

МДА, 
А & за/м Г 
липида 

с о д , 
ед. акт/мл 

крови 
глюкоза, 
ммоль/л 

общие ли-
пиды, г/л 

МДА, 
Доза/мг 
лилида 

сод ,^ 
ед. акт/мл 

кроьи 

Контроль 

Диабет 

3,8-' 0,1 
(24) 

13,2± 1,1* 
(7) 

2,35±0,34 
(0) 

3,3±0,23* 
(7) 

0,146 + 0,016 (•г>) 
0,12±0,012 

(6) 

1420± 155 
(4) 

2633±299 
(4) 

4 , 2 ± 0 , 2 
(17) 

14,7± 1,25* 
(9) 

3,29±0,27 
(0) 

7,2±0,6* 
(9) 

0,169 + 0,024 
<6> 

0,058+0,011* 
(8) 

1484+79 
(5) 

2955+375 
(9) 

у старых — в 3,5 раза по сравнению 
с контролем. Содержание МДА 
(табл. 2) в сыворотке крови молодых 
крыс изменялось недостоверно (сни-
жение на 1 8 % ) , у старых крыс оно 
снижалось более значительно — на 
65% (/><0,01), что отчасти может 
быть связано с более высоким уров-
нем липидемии у старых животных. 
У молодых аллоксандиабетических 
животных отмечалось повышение со-
держания общих липидов в 1,4 раза, 
а у старых - в 2,1 раза по сравнению 
с контролем. В то же время актив-
ность супероксиддисмутазы эритроци-
тов при диабете возрастала почти 
вдвое: на 85% у молодых ( Р < 0 , 0 1 ) и 
на 99% у старых ( Я < 0 , 0 1 ) . Восста-
новление аллоксана в (3-клетках в 
диалуриновую кислоту с последую-
щим обратным окислением в аллок-
сан сопровождается генерацией супер-
оксида [10]. Поэтому изменения в 
системе антиоксидантной защиты ор-
ганизма, выражающиеся в повышении 
активности супероксиддисмутазы, 
можно рассматривать как компенса-
торно-приспособительные, направлен-
ные на поддержание постоянства 
внутренней среды организма. 

Следует отметить, что снижение со-
держания продуктов П О Л в сыворот-
ке крови пе всегда является благо-
приятным моментом, поскольку вместе 
с реакционно-способным кислородом 
они могут участвовать в процессе 
окислительного фагоцитоза [11]. Зна-
чительное уменьшение их содержания 
в сыворотке крови старых крыс через 
10 дней после введения аллоксана мо-
жет свидетельствовать об изменениях, 
наступивших в системе иммунитета. 

Таким образом, по мере развития 
экспериментального аллоксанового 
диабета включаются адаптационные 
механизмы. Они способствуют норма-
лизации (у молодых) и д а ж е сниже-

нию ниже нормы (у старых) содержа-
ния в сыворотке крови токсичных про-
дуктов ПОЛ. Происходит это на фоне 
активации антиоксидантного фермента 
цинк-медьсодержащей супероксид-
дисмутазы. Необходимо отметить воз-
растные особенности этого процесса. 
Если через 3 дня после введения ал-
локсана у старых крыс резче выраже-
ны токсические проявления экспери-
ментального диабета, то к 10-му дню 
содержание МДА в сыворотке крови 
уменьшается, причем у старых крыс в 
большей степени. Это в значительной 
мере связано с повышением активно-
сти супероксиддисмутазы, которая у 
молодых крыс увеличивается с 78 % 
при трехдневном диабете до 85 % при 
десятидневном, а у старых — с 46 до 
9 9 % , что говорит о замедленной реак-
ционной способности старых животных 
при развитии адаптационных сдвигов. 
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S O M E P A T T E R N S O F L I P I D P E R O X I D A T I O N IN BLOOD O F OLD RATS W I T H AL 

LOXANE D I A B E T E S 

L. M. Mazluil 

Depar tmen t of Gerontology, Academy of Sciences of the Byeloruss ian SSR, Minsk 

Act ivat ion of lipid peroxidat ion was observed 
in development of a l loxane diabetes in young 
(5-6 m o n t h s old) and old ra t s (24-26 mon ths 
o ld) . S l ight inhibit ion of lipid peroxidat ion w a s 
detected within 10 days of the development of 

diabetes. The compensa to ry -adap ta t ion react ions, 
par t icular ly act ivat ion of Zn, Cu-superoxide 
d ismutase , were apparen t ly responsible for the 
inhibition of lipid peroxidat ion observed. 
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В. E. Сидорова, Т. H. Варвашевич, Н. Ф. Тимченко 

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

Институт эпидемиологии й микробиологии СО АМН СССР, Владивосток 

Возникновение свойства патогенно-
сти, как считается в настоящее время, 
связано у микроорганизмов с заселе-
нием ими новой среды обитания 
многоклеточных организмов [1]. Что-
бы бактерии смогли заселить новую 
экологическую нишу, им необходимо 
проникнуть и распространиться в мик-
роорганизме, т. е. подавить его сопро-
тивление и адаптироваться к новым 
физико-химическим условиям. Предпо-
сылки для этого у сапрофитных бак-
терий существуют: они обладают це-
лым комплексом ферментов, расщеп-
ляющих различные классы органиче-
ских соединений. 

Проникновение микроба в микроор-
ганизм обусловливается многими фак-
торами. Из них немаловажную роль 
играют гиалуронидаза и нейрамииида-
за [2, 3]. Д л я фитопатогенных бакте-
рий аналогичным ферментом является 
каталаза . 

До настоящего времени изучение 
фо р м и р о в а н и я ф а кто р о в п а тоген 11ост и 
микробов во внешней среде практиче-
ски не проводилось. Исследования в 
этом направлении начаты в Институте 
эпидемиологии и микробиологии СО 
АМН СССР около 10 лет назад. За 
это время на модели псевдотуберку-
лезпого микроба установлена психро-
фильная природа этого возбудителя, 
показана его возможность развивать-
ся и накапливаться, повышать виру-
лентность во внешней среде [4, 5J. 
Усиление вирулентности микроба при 
относительно низких температурах во 
внешней среде является одной из по-
тенциальных 11 р ичи и воз н икновения 
вс I г ы ш е к псе в доту бер кул ез а. 

Задачами данной работы были сле-

дующие: установить, какие из фермен-
тов, участвующие в проникновении 
бактерий в микроорганизм, локализо-
ваны в поверхностных структурах 
псевдотуберкулезного микроба; опре-
делить влияние температуры культи-
вирования in vitro на активность про-
дуцируемых ферментов и связь этих 
ферментов с вирулентностью культур; 
исследовать активность экзоферментов 
при культивировании псевдотуберку-
лезного микроба in vivo. 

М е т о д и к а 

В работе было использовано 1 I типичных 
по культуральиым и биохимическим свойствам 
штаммов псевдотуберкулезного микроба. Штам-
мы выращивали на мясопептонном агаре, 
рН 7,2 7,3 при 10 и 37 °С в течение 48 ч. Бак-
терии in vivo выращивали в целлофановой кап-
суле длиной 8—10 см, стерильно вшитой под 
гексеналовым наркозом в брюшную полость 
кролика. Через 3, 6 и 17 сут капсулу извлекали, 
ее содержимое собирали и центрифугировали 
при 6000 об/мин в течение 30 мин, бактерии 
д в а ж д ы отмывали физиологическим раствором 
NaCl. 

Капсульную субстанцию получали по мето-
ду Е. С. Станиславского [6] и обрабатывали 
культуру ультразвуком на аппарате УЗД11-1 с 
частотой 22 кГц в течение 1 мин. После уль-
тразвуковой обработки культуру центрифугиро-
вали 20 мин при 8000 об/мин, дальнейшую ра-
боту проводили с иадосадочной фракцией. 

Д л я изучения ферментов капсульную суб-
станцию псевдотуберкулезного микроба разде-
ляли на высокомолекулярную (ВМФ) и низко-
молекулярную (НМФ) фракции путем центри-
фугирования при 37 000 g в течение 2 ч 
при 2 °С. 

Гель-фильтрацию проводили через ссфадскс 
G-200 физиологическим раствором NaCl 
рН 7,3 иа колонке 8 0 x 2 , 5 см со скоростью вы-
текания 12 мл/ч. Фракции собирали на коллек-
торе фракций ХКОВ-1 по 3 мл. 

Активность нейраминидазы и гиалуропидазы 
определяли иа анализаторе ферментативной 
активности АФ-1. В качестве субстрата для ней-
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р а м и н и д а з ы использовали 0,5 % овомукоид 
фирмы «Олайие» на 0,01 М ф о с ф а т н о м буфере 
р Н 7,0, д л я г и а л у р о н и д а з ы — э к с т р а к т гиалу-
роновой кислоты, полученной по методу Смир-
новой [7], ра зведенной 0,01 М ф о с ф а т н ы м бу-
фером р Н 7,2 в соотношении 1 : 1 . 

Удельную активность ферментов в ы р а ж а л и 
в условных единицах по п о к а з а н и я м самопис-
д а ( з амеры проводили на 4 у р о в н я х чувстви-
тельности: 250, 75, 50 и 25 мВ) и рассчитыва-
ли средние п о к а з а т е л и на 1 мг белка в 1 мин. 
Б е л о к определяли по Л о у р и . 

К а т а л а з ы исследовали с п о м о щ ь ю электро-
фореза в 14 % к р а х м а л ь н о м геле, приготовлен-
ном на трис-цитратном буфере рН 7,5, форез 
проводили в трис-глициновом буфере рН 8,3, 
к а т а л а з ы п р о я в л я л и 1,5 % водным раст вором 
KI после насыщения х р о м а т о г р а м м ы 0,04 % 
Н 2 0 2 [8], 

Эстеразный спектр капсульного антигена ис-
с л е д о в а л и методом диск -электрофореза в 7 % 
ПААГ в трис-глициновом буфере рН 8,3 обще-
принятым способом. П р о д о л ж и т е л ь н о с т ь форе-
за с о с т а в л я л а 3,5 ч и к о н т р о л и р о в а л а с ь с по-
м о щ ь ю бромфенолового синего. Эстеразы про-
я в л я л и 0,1 % а - п а ф т и л а ц е т а т и ы м реактивом, 
.приготовленным на 50 % водном ацетоне и сме-
шанным с 0,05 % раствором прочного синего в 
•соотношении 1 : 25 [9]. 

С и а л о в ы с кислоты определяли по методу 
Гесса [10]. 

Вирулентность культур и л е т а л ь н у ю токсич-
ность капсульной субстанции в ы я в л я л и на ии-
«бредных белых м ы ш а х массой 12—14 г при 
в н у т р и б р ю ш и н н о м введении по о б щ е п р и н я т ы м 
методам . ЛДг,о рассчитывали по Ксрберу [11]. 

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

В предыдущих работах было уста-
новлено, что псевдотуберкулезный 
микроб проявляет нейраминидазную и 
гиалуронидазную активности и что эти 
ферменты индуцибельны [12]. По-
скольку оба фермента общепризнанно 
считаются факторами патогенности, 
логично было предположить,- что они 

Р а з д е л е н и е капсульного вещества псепдотубер-
кулезиого микроба на сефадексе G-200 и фер-

м е н т а т и в н а я активность ф р а к ц и й . 
По оси абсцисс — номера пробирок; по оси орди 
нат — слева показания экстинкции при 230 им, 
справа — удельная активность ферментов в пересче-
те на 1 мг белка в 1 мин. Пики I а 1а обладают 
гиалуронидазной активностью, пик / / — нейрамини-
дазиой. Активность ферментов показана заштрихо-

ванными пиками. 

находятся в поверхностных структу-
рах микроба. Действительно, в кап-
сульной субстанции были выявлены 
оба фермента. Они оказались локали-
з о в а н н ы м и в в ы с о ко м о л е кул я р и о й 
фракции. Гель-фильтрация этой фрак-
ции через сефадекс G-200 выявила 
хроматографический профиль, пред-
ставленный на рисунке. Гиалуронидаз-
ной активностью обладал первый пик, 
нейраминидазной — второй, причем 
активность ферментов возросла в 30 
раз. 

П р и с р а в н и те л ьн о м ис с л е д о в а н и и 
вирулентности штаммов, токсичности 
поверхностных антигенов и их нейра-
минидазной и гиалуронидазной актив-
ности установлено определенное со-
отношение (табл. i ) . 

Т^а б л и ц а 1 

Вирулентность штаммов, токсичность, нейтраминидазная и гиалуроиидазная активности капсуль-
ной субстанции Y. pseudotuberculos is при выращивании культур при 10 и 37 °С 

Штамм ЛДЛ0 штамма 
по Кербсру 

ЛДйо. мкг белка 
по Керберу 

Нейраминидазиая 
активность, усл. ед. 

на 1 мг белка 

Гиалуроиидазная 
активность, усл. ед. 

на 1 мг белка 

Температура культивирования 10 °С 

79 3 , 2 - 1 0 1 7 6 , 8 7 , 8 ± 1 ,68 46,9=1=4,4 
з д 8 - К ) 1 4 7 , 8 1 6 , 7 ± 1 , 5 8 280,3=1=8,1 

46 Д 3 , 2 - 1 0 1 7 9 , 0 17,8=1=1,8 44,6=1=4,1 
8 7 а 3 , 1 6 - Ю 2 50 18,6=1=0,5 7 2 , 6 ± 2 , 9 3 
282 10 2 5 , 0 4 7 , 8 ± 1 , 4 1 296 ,8=1=5,05 
328 8 - 1 0 1 4 6 , 8 1 9 , 3 ± 1 , 3 8 4 2 , 2 d = 3 , 8 8 
458 104 2 5 , 0 1 9 , 4 ± 0 , 2 278=1=8,2 

Температура культивирования 37 °С 

8 7 а В и р у л е н т е н 
» 

Б о л е е 400 2 , 8 ± 0 , 4 5 8 , 6 ± 1 , 2 7 
282 

В и р у л е н т е н 
» Б о л е е 400 13,5=1=3,29 16=1=1,6 

458 » Б о л е е 400 3,9=1=0,6 15,6=1=1,41 
3 2 8 » Б о л е е 400 2 , 0 ± 0 , 4 5 14,5=1=0,49 
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При культивировании in vitro воз-
будитель был токеигенен, если выра-
щивание микроба вели при 10°С. 
С токсигенностью совпадала актив-
ность ферментов гиалуромидазы и 
нейраминидазы. При этом гиалуроии-
дазная активность была во всех слу-
чаях выше иейраминидазной. Культи-
вирование возбудителя при 37 °С рез-
ко снижало его токсическую и фер-
ментативную активность. 

Действие токсина па белых мышах 
и кроликах проявлялось в учащении 
дыхания животных, треморе, параличе 
или парезах задних конечностей. Ча-
сто у кроликов наблюдались непроиз-
вольные мочеиспускание и дефекация. 
Введение токсина вызывало у бере-
менных самок мышей выкидыши. Че-
рез 24—72 ч после инъекции токсина 
животные, как правило, погибали. 

Таким образом, можно сделать вы-
вод, что при внедрении псевдотуберку-
лезного микроба в микроорганизм в 
первый же момент сочетанио действу-
ют токсин, гиалуронидаза и нейрами-
нидаза. 

Не менее интересны опыты по опре-
делению иейраминидазной активности 
псевдотуберкулезных культур, прове-
денные с использованием нормальной 
бычьей сыворотки (табл. 2) . 

Перед опытом определили исходное 
количество сиаловых кислот в нор-
мальной бычьей сыворотке. Оно было 
равно 6 0 ± 1 , 7 ед. Добавление к сыво-
ротке суспензии нативных микроорга-

Т а б л и ц а 2 
Количество сиаловых кислот в нормальной 
бычьей сыворотке после инкубирования ее 
с культурами псевдотуберкулезного микроба 

или его капсульными антигенами 

, * „ 
я S Jj и 
ЕГ S 
ь • Ч 

VO Х <И т ± н 
О 5 , , 

<=; н ЕГ S 
ь • Ч 

VO Х <И т ± н 
О 5 , , 

Количестно 
сиалопых 

>>о о а» 03 
Я ^ Г 

Количество 
сиаловых 

с, со X 
. 2 кислот, ед. X Ю <и \о кислот, ед. 

то н 
а Д

оз
а 

те
ля

, 
ро

бн
 СО О <*> U t-

О о * 

Температура культивирования 10°С\ 

1179 500 90=1=8,12 500 220=1=2,0 
87—84 500 150 ± 4 , 0 5 500 260=1=5,8 

512 500 240=1=3,16 500 190=1=5,1 
282 500 120=1=3,68 500 225 | 4 , 0 7 

Температура культивирования 37 °С 

1179 500 70=1=3,53 500 90-1=2,88 
87—84 500 70=1=2,65 500 90-1-1,03 

512 500 140=1=7,07 500 8 5 ± 1 , 6 4 
282 500 80=1=3,65 500 70=1=2,45 

низмов в дозе 500 млн. микробных тел 
(инкубация 1 ч при 37°С) увеличива-
ло количество свободных сиаловых 
кислот в 1,5—4 раза, если микробы 
выращивали при 10 °С, и в 1,2 1,3 
раза, если культивирование вели при 
37 °С. 

Аналогичный опыт был проведен с 
капсульными антигенами, содержащи-
ми нейраминидазу. И в этом случае 
бол ьшу ю а кти в i гость имели a 11 т иге и ы, 
выделенные из «низкотемпсратурн ых» 
бактерий, по сравнению с таковыми, 
вы дел еип ы м и из «высокоте м пер ату р -
ных» (см. табл. 2) . 

Увеличение содержания сиаловых 
кислот в бычьей сыворотке связано с 
прямым действием нейраминидазы па 
гликопротеиды [13], которые являют-
ся субстратом для фермента. 

Рассмотренная ситуация интересна 
не только в сугубо прикладном аспек-
те, но и с общетеоретических позиций, 
так как наглядно показывает, что 
факторы патогенности у возбудителя 
псевдотуберкулеза формируются во 
внешней среде. Ведущая роль, как мы 
убедились в течение 10-летнего изуче-
ния возбудителя, принадлежит низкой 
температуре культивирования. Она 
я в л я етс я фактором, о п ти м и з и р у ю щи м 
во внешней среде все функции мик-
робной клетки. 

У проблемы психрофилии патогенных: 
микроорганизмов есть и другой ас-
пект: развитие возбудителя in vivo а 
макрооргапизме. Вероятно, в этом 
случае происходит смена популяцион-
ного состава бактерий. Исходя из об-
щебиологических положений, можно 
предположить, что смена популяций 
происходит в макроорганизме не од-
нажды, так как организм не остается 
индифферентным к вторжению, а отве-
чает адекватными стереотипными ре-
акциями. Первые опыты культивиро-
вания псевдотуберкулезного микроба 
in vivo дали интересный для размыш-
ления материал. Мы исследовали из-
м е н е н и е а кт и в 11 ости нейраминидаз ы и 
гиалуромидазы возбудителя псевдоту-
беркулеза, выращенного в организме 
кролика (табл. 3), в качестве контро-
ля выращивали in vitro этот ж е 
штамм при 37°С. 

Выращивание возбудителя in vivo до 
6 сут включительно вызывало нара-
стание активности обоих ферментов,, 
затем начиналось ее снижение. 

В результате встречи микроба с 
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Т а б л и ц а 1 

Активность нейраминидазы и гиалуронидазы капсульной субстанции, выделенной из псевдоту 
беркулезного микроба, культивированного in vi tro и in v ivo 

Условия культи-
вирования 

штамма 

Гиалуронидаза, усл. ед. на 1 мг белка Нейраминидаза, усл. ед. на 1 мг белка 

Условия культи-
вирования 

штамма 

in
 v

it
ro

 in vivo 

in
 

vi
tr

o in v i v o Условия культи-
вирования 

штамма 

in
 v

it
ro

 

3 сут 6 сут 

1 7
 с

ут
 

in
 

vi
tr

o 

3 сут 6 сут 1 7 сут 

10 С 
м а х а ч к а л и н с к и й 

а г а р 
10 °С 
м а х а ч к а л и н с к и й 

а г а р 

4 , 6 6 

0 7 , 8 2 ± 1 , 1 5 1 8 , 8 d = l , 8 8 0 , 6 6 

2 , 3 3 

0 , 3 4 6 , 3 ± 1 ,38 1 0 0 , 6 ± 2 , 9 6 8 , 3 z t 0 , 2 4 

микроор гa 11измом «11 ачииается 1i ро-
цесс взаимного приспособления, про-
я в л я ющи й ся р а з в и ти см и н ф е к ци о н 11 о й 
болезни, обычно отчетливо локализо-
ванн ой » [14]. В этот период гi р оисхо -
дят деполимеризация коллагеновых 
волокон, смещение проколлагеиа и 
колластромина и освобождение муко-
полисахаридов, входящих в состав1 

коллагеновых белков. Высокогидро-
фильные мукополисахариды удержи-
вают воду, что приводит к мукоидно-
му отеку или набуханию [14]. Таково 
действие гиалуроиидаз. Как отмечают 
М. А. Борисова [15], В. С. Матков-
ский и соавт. [16], у больных псевдо-
туберкулезом довольно часто поража-
ется опорно-двигательный аппарат, 
что проявляется болевым синдромом 
типа артралгий, отечностью тканей 
вокруг суставов. Симптомы острого 
полиартрита, в развитие которых вно-
сит свою долю и гиалуронидаза, отме-
чаются в 7—10% наблюдений [15J. 
Воспалительные изменения стойко 
держатся до 10 дней, что согласуется 
с экспериментальными данными по 
карает a 11 и ю а кти в н о сти гиалурони-
дазы. 

Еще более наглядно эксперимен-
тальные данные согласуются с иссле-
дованиями В. П. Малого [17], прове-
денными на больных псевдотуберкуле-
зом. Он отмечает, что в 1-ю неделю 
заболевания у больных в крови резко 
нарастает количество сиаловых кис-
лот, достигая при легком течении 
2 3 3 ± 7 , 5 ед., при среднетяжелом и тя-
желом — 264±9 ,43 ед. Затем проис-
ходит их снижение, а к началу 4-й не-
дели их уровни приближаются к нор-
ме (176±8 ,7 ед.). Эти изменения со-
держания сиаловых кислот у больных 
.хорошо совпадают с эксперименталь-

ными данными по увеличению и сни-
жению активности нейраминидазы. 

Что касается других ферментов, ло-
кализованных в поверхностных акти-
генах, то здесь обнаружена каталаз-
иая и эстеразная активности. 

Эстеразы оказались индуцибельны-
ми ферментами. Они появлялись в по-
верхностных антигенах при культиви-
ровании in vitro на соответствующих 
средах, содержащих эфиры карболо-
вых кислот. Выращивание микроорга-
низма in vitro при Ю°С вызывает ин-
дукцию двух изофер ментов, опреде-
ленных электрофорезом в ПЛАТ, а 
при 37°С — лишь одного фермента. 
Связи этого фермента с патогенными 
свойствами возбудителя псевдотубер-
кулеза не обнаружено. 

Псевдотуберкулезный микроб выде-
ляет 3 экзокаталазы. Их продукция 
in vitro также зависит от температуры 
культивирования: низкие температуры 
индуцируют продуцирование трех изо-
форм, а при повышении температуры 
их количество снижается до одной 
изо фор мы. Биологическая роль этих 
и з о ф о р м и сс л е д у ет с я. 
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EXOENZYMES OF P S E U D O T U B E R C U L O U S 
MICROBE 

Е. V. Sidorova, Т. N. Varvashevich, 
N. F. Timchenko 

Inst i tute of Experimental Medicine, Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Vladivostok. 

Pseudotuberculous microbe produced (in 
na tura l medium, at 10-14°) toxins and exoen-
zymes, pathogenic effect of which was studied 
in experimental conditions. After invasion of 
pseudotuberculous microbe into macroorgan i sm 
its populat ions appear to change, as a resul t 
of this activities of neuraminidase and hyaluro-
nidase were increased. Cultivation of pseudo-
tuberculosis bacteria in vivo may serve as a 
promising model for s tudies of enzymatic me-
chanisms of pathogenesis . 

УДК (>17-001.17-092.9-07:610.36-008.931-074 

3. 3. Хакимов, И. P. Мавлянов, А. К. Карабанович 

Ф У Н К Ц И О Н А Л Ь Н О Е С О С Т О Я Н И Е Ц И Т О П Л А З М А Т И Ч Е С К О Й 
СЕТИ Г Е П А Т О Ц И Т О В У К Р Ы С С Т Е Р М И Ч Е С К И М О Ж О Г О М 

Ц Н И Л Ташкентского медицинского института 

Известно, что в патогенезе развития 
ожоговой болезни важное значение 
имеет интоксикация организма токси-
нами экзогенного и эндогенного про-
исхождений. Развитию интоксикации 
способствует, в частности, снижение 
обезвреживающей функции печени. 

Ввиду того что процессы детоксика-
ции протекают в цитоплазматической 
сети гепатоцитов, можно было ожи-
дать, что исследование активности 
микросомальных ферментов позволит 
судить о состоянии антитоксической 
функции печени при ожоге. Одним из 
показателей функционального состоя-
ния цитоплазматической сети гепато-
цитов, по имеющимся данным [7, 11, 
12], является гексеиаловый тест. 

Исходя из этого, в настоящей рабо-
те проводилось изучение продолжи-
тельности гексеналового сна, а также 
а кти в 11 ост и основы ы х м и к р ос о м а л ьн ых 
ферментов и цитохромов печени у 
крыс с ожогом. 

М е т о д и к а 

Опыты проведены на 240 крысах-самцах 
смешанной популяции с исходной массой 180— 
200 г. Ожог II1Б степени, соответствующий 3, 

10 и 20 % поверхности тела, вызывали под 
эфирным наркозом путем наложении на пред-
варительно дспилированную кожу спины в те-
чение 10 с нагретой до 200 °С медной пластин-
ки, установленной на кончике электропаяльни-
ка. Спустя I ч, 1, 3, 6 и 15 сут после нанесения 
термической травмы изучали продолжитель-
ность сна, вызванного гскссиалом. Последний 
вводили внутрибрюшинно в дозе 100 мг/кг. 
В отдельной серии экспериментов через 1 ч, 1 , 3 
и 6 сут после воспроизведения ожога, соответ-
ствующего 10 % поверхности тела крыс, выде-
ляли микросомальную фракцию печени методом 
д и ф ф е р е н ц и а л ы I о г о це и т р и ф у г и р о в а и и я п р \ i 
105 000 g на центрифуге VAC-601, в микросо-
мальной фракции определяли активность N-де-
метилазы амидопирина [13], гидроксилазы ани-
лина [3], содержание цитохромов Р-450 и Вг> 
[23], белка [22]. Д л я определения продуктов 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) из 1-
2 мл сыворотки крови или 1 мл иостмитохонд-
риальной иадосадочной жидкости гомогенатов 
печени (9000 g в течение 20 мин) выделяли ли-
пиды по методу Фольча. Содержание общих 
липидов определяли весовым методом, коиъю-
гироваииых диенов и диенкетонов — по методу 
Плацсра |18|. Содержание исследованных про-
дуктов ПОЛ рассчитывали в единицах оптиче-
ской плотности (D) на 1 мг липидов. Актив-
ность спонтанного и индуцированного 
Н А Д Ф - Н 2 ПОЛ микросом определяли по ме-
тоду, опубликованному ранее [5]. Результаты 
выражали в пикомолях на 1 мг белка в 1 мин. 
Каждая экспериментальная группа состояла из 
6—11 животных. Цифровые данные были об-
работаны методом вариационной статистики [4]. 
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% 

Продолжительность снотворного действия 
гексанала у крыс с различной площадью глу-

бокого ожога . 
По оси абсцисс — сроки исследования (в сут), по 
оси ординат — удлинение гексеналового сна (в % 

к контролю). 
Светлые столбики — ожог II1Б степени, соответст-
вующий 3 % поверхности тела, заштрихованные — 
то ж е 10 %, темные — то ж е 20 %• Различия меж-
ду опытными и контрольными группами животных 

во все сроки статистически достоверны. 

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

Результаты проведенных исследова-
ний показали, что при ожоге наблю-
дается значительное удлинение сно-
творного действия гексенала, пропор-
ционально площади термического по-
ражения. Так, через 1 ч после нанесе-
ния травмы у крыс с ожогом, соответ-
ствующим 3 % поверхности тела, 
удлинение спа составляет 44 ,7%, а у 
крыс с ожогом, соответствующим 10 
и 20 % поверхности тела — соответст-
венно 126,5 и 141 %. Аналогичные по 
характеру, но более выраженные из-
менения отмечены через 6 дней с мо-
мента воспроизведения ожога (см. ри-
сунок). Следовательно, у крыс с ожо-
гом гексенал вызывает более продол-
жительный сон, степень которого зави-
сит от площади глубокого ожога. По-
скольку биотрансформация этого бар-
битурата протекает в печени, можно 

было предположить, что удлинение 
п р о до л ж и тел ь ноет и его с 11 от во р и ого 
действия обусловлено замедлением 
скорости процессов микросомального 
окисления. Изучение активности oc-
ii о в н ы х ферме н т о в, у ч а с т в у ю щ и х в 
процессах детоксикации, подтвердило 
это предположение. 

Как видно из табл. 1, при ожоговой, 
травме отмечается снижение интенсив-
ности гидроксилирования анилина. 
Так, спустя 1 ч с момента нанесения 
травмы она угнетается на 61 %, а че-
рез 1, 3 и 6 сут — соответственно на 
79,45 и 45 ,3%. Реакция деметилиро-
вания амидопирина также угнетается, 
но в меньшей степени, чем гидрокси-
лирование анилина. Следовательно, 
при ожоге снижается интенсивность 
процессов гидроксилирования и деме-
тилирования ксенобиотиков в печени. 

Известно, что в реакциях окисли-
тельного превращения ксенобиотиков 
центральная роль принадлежит цито-
хрому Р-450 [2, 21]. Исследование 
содержания этого гемопротеида в пе-
печи крыс с ожогом показало, что уже 
через 1 ч после нанесения травмы его 
уровень снижается на 4 5 % , через 
24 ч — на 7 6 % , через 3 сут — на 
3 2 % , и через 6 сут — на 50%.. 
Уменьшается, но в меньшей степени, 
и содержание цитохрома В5. Эти на-
рушения указывают на правомерность 
вывода о том, что термическая травма 
затрагивает в основном среднюю и 
тер м и и а л ь ну ю часть эле кт ронно-транс-
портной цепи микросом |14] . Парал-
лельно изменениям активности фер-

Tja б л и*ц 1 

Некоторые биохимические показатели микросом печени крыс с ожогом 

Срок после 
нанесения 

ожога 

Содержание 
белка, мг на 1 г 

печени 

N-деметилаза 
амидопирина, 

нмоль IICOH на 
1 мг в 1 мин 

Анилин гидро-
ксилаза, нмоль 
п-амииофенола 

па 1 мг и 1 мин 

Соде рж a 11 и е ц и то х ромов, 
нмоль в 1 г печени Срок после 

нанесения 
ожога 

Содержание 
белка, мг на 1 г 

печени 

N-деметилаза 
амидопирина, 

нмоль IICOH на 
1 мг в 1 мин 

Анилин гидро-
ксилаза, нмоль 
п-амииофенола 

па 1 мг и 1 мин Р - 4 5 0 в5 

Контроль 13,61 ± 0 , 5 1 1 , 1 0 4 ± 0 , 0 9 5 0 , 9 6 3 ± 0 , 0 6 0 11 , 7 5 ± 0 , 6 5 5 , 6 6 ± 0 , 2 8 

1 ч 
р 

1 сут 
р 

Контроль 

1 2 , 8 9 ± 0 , 6 9 
> 0 , 0 5 

1 5 , 1 2 ± 0 , 8 4 
> 0 , 0 5 

1 6 , 2 3 ± 0 , 8 3 

1 , 1 0 8 ± 0 , 0 6 7 
> 0 , 0 5 

0 , 7 1 3 ± 0 , 0 3 1 
< 0 , 0 1 

0 , 8 8 4 ± 0 , 0 4 5 

0 , 3 7 9 ± 0 , 0 6 7 
< 0 , 0 0 1 

0 , 1 9 8 ± 0 , 0 1 5 
< 0 , 0 0 1 

0 , 8 1 5 ± 0 , 0 6 4 

6 , 4 8 ± 1 , 4 6 
< 0 , 0 2 

2 , 8 7 ± 0 , 3 9 
< 0 , 0 0 1 

10,31 ± 0 , 3 7 

4 , 9 0 ± 0 , 6 4 
> 0 , 0 5 

2 , 7 4 ± 0 , 2 7 
< 0 , 0 0 1 

6 , 3 1 ± 0 , 4 5 

3 сут 
р 

6 сут 
р 

1 3 , 6 9 ± 0 , 4 6 
< 0 , 0 5 

1 1 , 6 4 ± 0 , 2 7 
< 0 , 0 0 1 

0 , 6 7 0 ± 0 , 0 5 7 
< 0 , 0 5 

0,681 ± 0 , 0 6 2 
< 0 , 0 5 

0 , 4 5 0 ± 0 , 0 2 0 
< 0 , 0 0 2 

0 , 4 4 6 ± 0 , 0 3 6 
< 0 , 0 1 

7 , 0 4 ± 1 , 1 9 
< 0 , 0 5 

5 , 1 9 ± 0 , 5 9 
< 0 , 0 0 1 

3 , 6 9 ± 0 , 4 0 
< 0 , 0 1 

4 , 2 2 ± 0 , 4 6 
< 0 , 0 2 
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Т а б л и ц а 2 
Количественные показатели ПОЛ микросом печени у крыс с ожогом 

Интенсивность реакции 
ИОЛ м микросомах печени 

Постмитохондриальная над-
осадочная жидкость печени Сыворотка крови 

Срок после 
^ожога 

спонтаиное фермента-
тивное 

ко нъю тиро-
ванные 
диены 

диеикетоны 
конъюгиро-

ваииые 
диены 

диеикетоны 

пмоль МДА на 1 мг и 1 мин ДО на 1 мг липидов AD на 1 мг липидов 

Контроль 0 , 0 4 0 ± 0 , 0 0 3 0 , 5 3 6 ± 0 , 0 4 3 0 , 4 6 2 ± 0 , 0 1 8 0 , 1 3 0 ± 0 , 0 0 7 0 , 2 7 9 ± 0 , 0 2 4 0 , 0 6 8 ± 0 , 0 0 7 

1 ч 
Р 

24 ч 
Р 

0 , 0 5 7 ± 0 ,005 
< 0 , 0 5 

0 , 0 0 5 ± 0 , 0 0 1 
< 0 , 0 0 1 

0 , 7 1 2 ± 0 , 0 4 0 
< 0 , 0 5 

0,384 ± 0 , 0 3 3 
< 0 , 0 5 

0 , 5 4 7 ± 0 , 0 3 3 
< 0 , 0 5 

0 , 7 2 9 ± 0 , 0 7 1 
< 0 , 0 2 

0,171 ± 0 , 0 2 2 
> 0 , 0 5 

0 , 2 6 5 ± 0 ,043 
< 0 , 0 5 

0 , 3 9 2 ± 0 , 0 3 0 
< 0 , 0 5 

0 , 1 3 0 ± 0 , 0 2 2 
< 0 , 0 5 

ментов н цитохромов снижалось и со-
держание микросомальиого белка, что 
отмечено нами во все сроки исследо-
вания, за исключением 24-часового. 
Эти сдвиги, по всей вероятности, свя-
заны с уменьшением количества фер-
ментных молекул в гепатоцитах. 

Таким образом, ожог кожи приво-
дит к снижению количественного уров-
ня и активности ферментов, локализо-
ванных в цитоплазматической сети 
клеток печени, что обусловливает сни-
жение ее антитоксической функции. 
Этим обстоятельством объясняется, 
по-видимому, изменение фармакодииа-
мики лекарственных веществ у крыс с 
ожогом [10, 17, 20], уменьшение по-
глощения клетками печени бенгаль-
ского розового, меченного 1311 [16], а 
также и з м е 11 е н и я ф а р м а ко к и н ети к и 
лекарств [19, 24] и пробы Квика 
Пытеля у больных с ожогами | 8 | . 
У последних почти в 2 раза снижается 
суточная экскреция D-глютаровой кис-
лоты с мочой, что также указывает на 
снижение фу н к ци о и а л ь и ой а кт и в н о сти 
печеночной микросомалы-юй системы 
метаболизирования лекарственных ве-
ществ [19 | . 

Повреждение печени при ожоге 
обусловлено действием ряда факторов 
[24], среди которых следует особо вы-
делить гипоксию тканей. При ожоге 
она развивается прежде всего за счет 
у м е н ь ш с н и я объема \ щ р кул и р ующей 
крови в результате усиленной потери 
воды с ожоговой поверхности, гемоли-
за эритроцитов, замедления кровотока 
вел едств и с ос л а б л ей и я со кр ат и тел ьн о й 
способности миокарда и сгущения 
крови, спазма периферических сосу-
дов, нарушения м и кроциркуляции, 
развития ацидоза и др. 

Как известно, при гипоксии печени 
происходит усиление процессов П О Л 
[6, 9], что приводит к нарушению 
функции субклеточных структур. Учи-
тывая изложенное, мы специально 
изучали процессы П О Л в печени. Об 
интенсивности П О Л судили по накоп-
лению коиъюгированиых диенов и 
диенкетонов в липидах постмитохонд-
риальной надсадочиой жидкости пече-
ни и сыворотки крови, а также по ско-
рости спонтанного (без инициатора) и 
ферментативного (НАДФ • ^ - з а в и с и -
мого) окисления липидов микросом 
печени. Результаты этих исследований 
показали, что па начальных сроках 
исследования (через 1 ч после нанесе-
ния травмы) П О Л усиливается. Как 
видно из данных, приведенных в 
табл. 2, усиление спонтанного П О Л в 
микросомах составляет 42 ,5%, а фер-
ментативного — 32,8%. Через 24 ч 
П О Л в микросомах резко снижается, 
особенно спонтанное (на 8 7 , 5 % ) , что, 
возможно, связано со значительным 
уменьшением количества неповрежден-
ных микросомальных мембран. Веро-
ятно, поэтому в данный срок исследо-
вания выявлены более высокая сте-
пень угнетения активности ферментов 
и снижение микросомальных цитохро-
мов по сравнению с другими сроками 
исследования. 

Логично предположить, что усиле-
ние процессов П О Л в субклеточных 
структурах тканей должно приводить 
к накоплению в крови и печени про-
дуктов этой реакции — коиъюгирован-
иых диенов и диенкетонов. Исследо-
вания показали нарастание количест-
венного уровня этих продуктов П О Л в 
постмитохондриальном суперпатапте 
печени опытных крыс. Так, через 1 ч 
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после ожога отмечалось увеличение 
конъюгированных диенов на 18%, 
диенкетонов — па 31 ,5%, а через 
24 ч — соответственно на 57,8 и 104 % 
(см. табл. 2). Повышение концентра-
ции данных соединений в сыворотке 
крови па этом сроке исследования со-
ставило соответственно 40,5 и 91 ,2%. 
П о л ученные д а н ные с в и д ете л ьств у ют 
об усилении процессов П О Л в микро-
сомах печени, что, по-видимому, явля-
ется одной из причин нарушений 
функции цитоплазматической сети ге-
патоцитов при ожоге. При этой пато-
логии наблюдается усиление П О Л не 
только микросомальных мембран, но 
и митохондриальных и лизосомальных 
[1], причем степень и направленность 
этих изменений для различных орга-
нелл неодинаковы. Следует отметить, 
что повреждение мембран цитоплаз-
матической сети гепатоцитов при ожо-
ге может быть и результатом гидроли-
за липидов под воздействием эндоген-
ной фосфолипазы, активность которой 
при гипоксии печени также повыша-
ется [15]. 

Таким образом, при ожоге наблю-
дается угнетение антитоксической 
функции печени в результате сниже-
ния активности ее микросомальных 
ферментов и содержания цитохромов 
Р-450 и В5. Одним из факторов, при-
водящих к снижению функционально-
го состояния цитоплазматической сети 
гепатоцитов при ожоге, является уси-
ление интенсивности процессов ПОЛ 
и ее мембран в начальный период 
воздействия термического агента. 
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T H E F U N C T I O N A L STATE O F H E P A T O C Y T E 
CYTOPLASMIC S T R U C T U R E IN RATS W I T H 

T H E R M I C B U R N S 

Z. Z. Khakimov, J. R. Mavlyanov, 
A. K. Karabanovich 

Centra l Research Labora tory , Medical School, 
Tashkent . 

In tens i ty of xenobiotie b io t rans format ion 
es t imated by m e a n s of "hexena l" test as well 
as enzymat ic activity in liver microsomes were 
s tudied in r a t s with burns cor responding to 
impai rment of 3 % , 1 0 % and 2 0 % of body 
sur face within 1 hr, 1, 3, 6 and 15 days. Sopo-
rific effect of hexenal w a s dist inct ly increased 
in the burns , which correlated to the severi ty 
of thermic impai rment . Activities of arnidopy-
r inc-N-demcthylase and anil ine pydroxylase as 
well as content of protein, cy tochromes P450 

and br, were decreased in liver microsomes. At 
the same time, lipid peroxidat ion was act ivated 
in microsomes, content of diene c o n j u g a t e s and 
dicne ke tons w a s increased in blood serum and 
in liver pos tmi tochondr ia l f rac t ion of experi-
menta l animals . Dis funct ion of hcpatocyte cyto-
plasmic s t ruc tu res appea r s to be a m o n g the 
fac tors responsible for a body intoxicat ion in 
burns . 
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М. И. Косовский 

У Ч А С Т И Е П Р О С Т А Г Л А Н Д И Н О В В А К Т И В И Р О В А Н И И 
Т Р А Н С П О Р Т А С А Х А Р О В В Д И А Ф Р А Г М У К Р Ы С 

Н И И краевой медицины Минздрава Узбекской ССР, Ташкент 

Простагландины (ПГ) участвуют в 
разнообразных физиологических ре-
акциях организма, в частности они 
обладают способностью усиливать 
транспорт глюкозы в мышечную и жи-
ровую ткань в присутствии инсулина 
[13, 14], т. е. усиливать эффект гор-
мона. Ингибирование биосинтеза ПГ 
введением индометацина приводило к 
уменьшению потребления глюкозы ра-
ботающими мышцами предплечья че-
ловека во время иифузии инсулина и 
глюкозы [10]. Ранее было показано, 
что инкубация диафрагмы и матки 
крыс с ПГ Е2 И ПГ F2 а в присутст-
вии инсулина приводит к повышению 
потребления глюкозы тканями [5]. 

В данной работе мы изучали вопрос 
о месте действия ПГ при увеличении 
ими потребления глюкозы. Связано ли 
увеличение потребления глюкозы с 
усилением ее метаболизма под влия-
нием ПГ или последние действуют не-
посредственно на систему транспорта 
Сахаров? Д л я решения этого вопроса 
изучали транспорт неметаболизируе-
мого аналога глюкозы — D-ксилозы в 
изолированную диафрагму крыс под 
влиянием ПГ Е2, ПГ F2cc и инсулина 
и рассчитывали кинетические парамет-
ры транспорта. 

М е т о д и к а 
Опыты проводили на самцах крыс массой 

тела 100—120 г. Индометацин («Фармахим», 
Болгария) вводили подкожно по 5 мг на 100 г 
массы тела за 18—20 ч до забои для подавле-

ния эндогенного синтеза ПГ. П Г Е 2 и П Г Г г а 
(получены из Опытного завода органического 
синтеза и биопрепаратов Института химии АН 
Эстонской ССР, Таллин) добавляли д в а ж д ы : в 
среду преинкубации и инкубации до концентра-
ции 3 мкМ. После 18-часового ночного голо-
дания животных декапитировали, диафрагму 
разделяли па 2 части, в которых определяли 
скорость транспорта D-ксилозы, как описано у 
Н. Н. Никольского [7], с некоторыми нашими 
изменениями [6]. Полудиафрагмы промывали в 
буферном растворе при 0 °С, затем проинкуби-
ровали при 27 °С в буферном растворе без кси-

л о з ы с исследуемыми агентами в течение 
30 мин, после чего колбочки помещали в лсд, 

.добавляли различные концентрации ксилозы и 
выдерживали 20 мин при 0 °С. Затем пробы ин-
кубировали в аппарате Варбурга 20 мин при 
27 °С. После инкубации колбочки снова поме-

щали в лсд, ткань извлекали, быстро ополаски-
вали в холодном буферном растворе и перено-
сили в пробирки с 4 мл буферного раствора при 
0 °С. Оставляли на 40 мин для отмывки ткани 
от внеклеточной ксилозы. Затем полудиафраг-
мы просушивали фильтровальной бумагой, 
взвешивали, помещали в пробирки с 1,5 мл 
воды и прогревали 10 мин в кипящей водяной 
бане. Ткань из пробирок удаляли, к экстракту 
добавляли 0,5 мл 12 % трихлоруксусной кисло-
ты и определяли D-ксилозу [3], причем в кон-
трольном опыте инкубировали ткань без кси-
лозы. Внеклеточное пространство определяли 
отдельно, инкубируя ткань с 0,5 % сахарозой 
и исследуемыми агентами в течение 1 ч. Со-
держание сахарозы определяли антроновым 
методом [4]. Д л я сохранения постоянной ион-
ной силы в растворах с ксилозой соответствен-
но уменьшали содержание хлористого натрия. 

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

В таблице показана зависимость 
скорости транспорта D-ксилозы в 
диафрагму крыс от различных кон-
центраций сахара в среде. Поток кси-
лозы во всех вариантах опыта возра-
стает с увеличением ее концентрации 
снаружи и стремится к насыщению. 
Это еще раз говорит о том, что транс-
порт D-ксилозы в мышечные клетки, 
как и глюкозы, осуществляется по ти-
пу пассивного транспорта с участием 
переносчика и подчиняется кинетике 
Михаэлиса — Ментен [8]. Поэтому 
результаты, полученные при изучении 
проникновения ксилозы, могут быть 
использованы /для объяснения регуля-
ции транспорта глюкозы. Показано, 
что в условиях опыта под влиянием 
инсулина скорость транспорта увели-
чивается в среднем на 5 0 % . На фоне 
активированного инсулином транспор-
та наблюдается дополнительное уве-
личение скорости потока ксилозы под 
влиянием ПГ Е2 в среднем на 4 9 ± 3 % 
и под влиянием ПГ F 2 а в среднем па 
1 9 ± 2 % . При сравнении средних зна-
чений скоростей транспорта в присут-
ствии инсулина с таковыми в присут-
ствии гормона и ПГ F2cc различия 
были недостоверны ввиду небольшого 
эффекта ПГ F 2 a ( 1 9 % ) . Однако из 
таблицы видно, что увеличение скоро-
сти потока наблюдается при всех ше-
сти концентрациях ксилозы в среде. 
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Влияние ПГ Е2 И ПГ F 2 a на транспорт D-ксилозы при 27 С в изолированную диафрагму крыс 
в присутствии инсулина 

Скорость транспорта, мМ на 1 л внутриклеточной воды в 1 ч 
2 i 

измене- изменения гю изменения 
о.® ния МО сравнению с по сравнению 

сравне- инсулин + показателя- инсулин -(- с показате-
I l l контроль инсулин нию с + ПГ Е2 ми в присут- , -ЬПГ Р 2 а * * * лями в при-

контро- ствии инсу- сутствии 
5 и J лем, % лина, % инсулина, % 

2 , 5 1 , 2 ± 0 , 2 1 ,8=1=0,2 50 2,6=1=0,5 44 2,3=1=0,5 28 
(4) (8) (4) (4) 

5 , 0 2 , 2 ± ( ) , 2 3,2=1=0,2* 45 4,6=1=0,5** 44 3,8=1=0,3 19 
(Ю) (10) (8) (8) 

J 0 , 0 3 , 5 ± 0 , 3 5,8=1=0,8* 66 9,0=1=0,8** 55 6 , 5 ± 0 , 6 12 
(10) (10) (8) (8) 

20 ,0 6 , 3 ± 0 , 8 9,5=1=0,9* 51 13,9=1=1,1** 46 11,5=1=1,0 21 
(3) (8) (8) (8) 

25 ,0 7,9-1=0,9 11,0=1=1,0* 39 16,3=1=2,0** 48 12,8=1=3,0 16 
(4) (8) (5) (4) 

40 ,0 10,0±1,1 14, 7=1=1,4* 47 2 3 , 4 ± 2 , 7 * * 59 17,7=1=1,9 20 
(6) (6) (5) (5) 

П р и м е ч а н и е . Концентрация инсулина в среде 0 ,5 мед/мл, ПГ — 3 мкМ. В скобках 
у к а з а н о число полудиафрагм. Одна з в е з д о ч к а — д о с т о в е р н ы е различия между показателями 
в контроле и в присутствии инсулина, д в е — т о же между показателями в присутствии инсу-
лина и инсулина + ПГ Е 2 , три — то же между показателями в присутствии инсулина и инсу-
лина : ПГ F.>a-

Поэтому мы применили другой подход 
(метод парных сравнений) , позволяю-
щий сравнивать целые выборочные 
совокупности. Как показал анализ, 
и м е ю тс я д ост аточ н ы е основания при-
знать, что различия между двумя со-
I г р я ж ей и ы м и рядам и б ы л и с г а тисти -
чески достоверны (i — 3,49; Р < 0 , 0 2 ) . 

Таким образом, на фоне действия 
инсулина П Г Е2 и П Г Р 2 а обладают 
способностью дополнительно стимули-
ровать транспорт ксилозы. Вместе с 
тем в активности данных П Г наблю-
даются различия количественного ха-
рактера, что может косвенно указы-
вать на некоторую специфичность в их 
действии. 

Анализ полученных данных по Л а й -
иуиверу Бэрку [2] показал , что 
увеличение скорости транспорта кси-
лозы под влиянием инсулина, а т а к ж е 
инсулина и П Г осуществляется за счет 
увеличения максимальной скорости 
т р а н с п о рта (Vm ах) при и е и з м е и и о й 
величине константы диссоциации ком-
плекса переносчик — сахар, Km 
рисунок) . Полученные значения кон-
стант транспорта для каждого вари-
анта опыта свидетельствуют о том, что 
активиров а иие тр а и спор т а с ахаров 
под влиянием инсулина и некоторых 
П Г осуществляется либо путем увели-
чения числа активных мембранных пе-
реносчиков, либо через ускорение их 
движения в мембране. При этом срод-

ство переносчика к сахару, вероятно, 
не меняется. 

Каков механизм действия П Г на 
систему транспорта Сахаров? Есть со-
общения о том, что некоторые П Г об-
л а д а ю т Са 2 + - и М^ 2 + -иоиофорпыми 
свойствами [1], увеличивают содер-
жание Са 2 + в культивируемых клетках 
[12] и изолированных митохондриях 
[11]. Вместе с тем хорошо известно 
свойство кальциевых ионофоров уси-

900 

-26 25 50 100 

График двойных обратных величин процесса 
транспорта ксилозы в диафрагму крыс при 
27 °С в норме, при действии инсулина и ПГ. 
По оси абсцисс — 1 /Со, где Со — концентрация кси-
лозы в среде, М; по оси ординат — 1/V, где V — 
скорость транспорта ксилозы, М/ч. 1 — норма, 2— 
4 — действие инсулина, инсулина + ПГ 1л>а и ин-
сулина-!-П Г Еа соответственно. Пересечение прямых 
с остыо ординат соответствует величине 1 /V n i а х 
(V m a x ^0 ,30 , 0,42, 0,56 и 0,70 мМ/мии для прямых /. 
2, 3 и 4 соответственно). Пересечение с осью абс-

цисс — 1/Кга(Кш = 38 мМ). 
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ливать транспорт глюкозы в мышеч-
ную ткань за счет увеличения потока 
Са2"1" через плазматическую мембрану 
[6, 9]. Весьма вероятно, что эффект 
ПГ на транспорт Сахаров связан с их 
способностью увеличивать содержание 
в I тут р и к л ето ч п о го С а2 + , кото р ы й в 
свою очередь регулирует скорость 
транспорта Сахаров и необходим для 
реал изации э ф ф екта инсул ина [9]. 

На основании полученных данных 
можно заключить, что ПГ Е2 и ПГ 
F 2 a и а фоне действия инсулина до-
полнительно увеличивают скорость 
транспорта D-ксилозы в изолирован-
ную диафрагму крыс. Это достигает-
ся путем увеличения максимальной 
скорости транспорта при неизменном 
сродстве переносчика к сахару. 
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P A R T I C I P A T I O N O F P R O S T A G L A N D I N S I N 
A C T I V A T I O N O F S U G A R T R A N S P O R T IN 

RAT D I A P H R A G M 

M. I. Kosovsky 

I n s t i t u t e of Reg iona l Medic ine , M i n i s t r y of 
P u b l i c H e a l t h of the Uzbek S S R , T a s h k e n t 

Kinet ic p a r a m e t e r s of D-xy lose (nonme tabo l i -
zed a n a l o g u e of g lucose) t r a n s p o r t we re s t u d i e d 
in i so la ted ra t d i a p h r a g m in p re sence of in-
sul in and p r o s t a g l a n d i n s E2 a n d F 2 a e P r o s t a -
g l a n d i n s E 2 and F 2 a s i m u l t a n e o u s l y wi th insu l in 
were f o u n d to inc rease the r a t e of D-xy lo se 
t r a n s p o r t by 49 ± 3 % a n d 1 9 ± 2 %, respec t ive ly , 
which occur red due to i nc r ea se in V m a x , whi le 
Km v a l u e of the c a r r i e r - s u g a r complex w a s 
u n a l t e r e d j 

B. I f . Никандров, В. И. Вотяков, С. А. Наумович, Г. В. Воробьева, 
С. Г. Цыманович, Г. С. Янковская 

И С С Л Е Д О В А Н И Е О Б Р А З О В А Н И Я К О М П Л Е К С О В 
С Т Р Е П Т О К И Н А З Ы И Г Е П А Р И Н А И ИХ С В О Й С Т В 

Белорусский Н И И эпидемиологии и микробиологии 

Одним из важных механизмов ре-
гуляции жидкого состояния крови яв-
ляется реализация функции противо-
свертывающей системы [4]. Важным 
компонентом этой системы является 
гетерополисахарид гепарин — естест-
ве и п ы й антико а гул я нт. М и о го ч и сл еи -
ными исследованиями [4, 5 | установ-
лено, что гепарин способен образовы-
вать комплексы с Са2 + , катехоламина-
ми, тромбогенными белками, а также 
с плазминогеном и плазмином [6], 
при этом образующиеся комплексы 
приобретают свойство дезагрегации 
растворимого (нестабилизированного) 
фибрина. Это явление получило на-
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звание неферментативного фибрино-
л и з а . 

Не менее важным в этом отношении 
является вопрос о возможности фор-
мирования таких комплексов и их 
свойствах с экзогенными белками, на-
пример с вводимыми в организм тром-
болитическими ферментами. Этот воп-
рос остается малоизученным. Одним 
из наиболее широко применяемых в 
клинической медицине тромболитиков 
является стрептокииаза (СК) [9]. 

Цель настоящей работы — выясне-
ние взаимодействия СК с гепарином, 
изучение свойств полученных комплек-
сов. 
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М с т о д и к а 

В работе использовали гепарин натриевую 
с о л ь фирм «Fluka» (Швейцария) и «Спофа» 
( Ч С С Р ) , а т а к ж е раствор гепарина для инъек-
ции фирмы «Рихтер» ( В Н Р ) и отечественного 
производства. СК выделяли из культуральиой 
.жидкости методом ионообменной хроматогра-
фии, как описано ранее [7]. В отдельных опы-
тах использовали коммерческий препарат СК 
«целиазу» отечественного производства, бал-
ластные белки удаляли методом ионообменной 
хром а то граф и и. 

Активность С К определяли по лизису фиб-
ринового сгустка [3] и площади зон лизиса фиб-
риновых пластин [12] с последующей коррек-
цией по международному стандарту стрепто-
киназа - строптодорназа (Лондон, В О З ) . Бе-
л о к определяли по методу Лоури [15]. Удель-
ная активность образцов СК, использованных 
в экспериментах, составляла 30 000 М Б па 1 мг 
белка. 

Д л я образования комплексов СК и гепарин 
смешивали в 0,06 М фосфатном буфере рН 7,4 
в соотношении 30 000 МИ и 150 Е Д соответст-
венно при температуре 4 и 24°С в течение I — 
17 ч. 

Образование комплексов регистрировали ме-
тодами тонкослойной гель-хроматографии на 
сефадексе G-200, инфракрасной спектроскопии 
в таблетках с КВг и дифференциальной УФ-
спектроскопии. Инфракрасные спектры снимали 
на спектрофотометре UR-20, дифференциаль-
ные ультрафиолетовые — на спектрофотомет-
ре Specord М40 в 4-кюветпой системе. Спектры 
кругового дихроизма снимали на спектрополя-
риметре Jasco-20 в диапазонах длин волн 205— 
240 пм в кюветах с толщиной слоя 2 мм, при 
концентрации белка 0,32 мг/мл. Результаты вы-
ражали через молярную эллиптичность на ами-
нокислотный остаток — [0]. Средний вес остатка 
принят равным 133. Прибор откалиброван по 
D-пенталактону. 

После гель-хроматографии на сефадексе го-
товили отпечатки на хроматографической бу-
маге, которые затем высушивали и фиксирова-
ли . Д л я выявления локализации компонентов 
полученные отпечатки окрашивали I % раство-
ром амидо черного (белки) или 0,03 % раство-
ром азура II (гепарин). 

Термостабильность нативиой СК и комплек-
са ее с гепарином оценивали при температурах 
25, 37, 50 и 70 °С. Колебания температуры во 
времени не превышали 0,2 °С. 

Исследования влияния СК, гепарина и их 
комплекса на гемостазиологическис показатели 
выполняли па кроликах массой 2—2,5 кг. СК 
(60 000 М Е / к г ) , гепарин (300 ед/кг) и комплекс 
С К - - гепарин (60 000/300 М Е / е д / к г ) вводили 

а ' в 6 2 в 

0 0 

0 

0 

Рис. 1. Гель-хроматография стрептокиназы 
(а ) , гепарина (б) и комплекса стрептокипа-
з а - - г е п а р и н (в) в тонком слое сефадекса 

G-200. 
J - • окраска амидо черным 10 В, 2 — окраска азу-

ром II. 

А ЕЮ3 

О 

- 1 0 -

250 270 290 310 X т 

Рис. 2. Дифференциальный УФ-спектр стрепто-
киназы при взаимодействии с гепарином. 

Концентрация стрептокиназы 7-10 —6 М. 

внутривенно однократно. Д о введения, через 
10, 30, 60, 120 мин, 3 и 4 ч после него в крови 
определяли тромбиновое время но Сирмаи [10], 
время лизиса сгустка разбавленной крови по 
Ферили [13], концентрацию фибриногена и фиб-
ринолитическую активность плазмы [14], общие 
аитиплазмипы [1] и антитромбин III [11]. В пе-
риод исследования животные находились под 
внутривенным тиопенталовым наркозом 
(30 мг/кг) , после окончания экспериментов их 
умерщвляли путем введения воздуха в ярем-
ную вену. 

Результаты исследований обрабатывали ста-
тистически [8]. 

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

Смешивание растворов СК и гепа-
рина в весовом соотношении 3,2 : I (на 
30 000 ME СК 150 Е Д гепарина) при 
рН 7,4 приводит к изменению подвиж-
ности СК и полисахарида, регистри-
руемой тонкослойной гель-хроматогра-
фией на сефадексе G-200, по сравне-
нию с подвижностью отдельно взятых 
компонентов (рис. 1). При окраске 
хроматограмм амидо черным или азу-
ром 11 отмечено отсутствие следового 
количества исходных компонентов вне 
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Рис. 3. ИК-спектры гепарина ( / ) , стрептокина-
зы (2) и комплекса стрептокиназа — гепа-

рин (3),. 
По оси ординат — пропускание (в %). 
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Рис. 4. Динамика активности стрептокиназы 
(У) и ce комплекса с гепарином (2) при 50°С. 

Рис. 5. Температурная стабильность стрептоки-
назы (У) и комплекса стрептокиназа - гепа-

рин (2). 
Остаточная активность определена через 2 ч инкуба-

ции при соответствующей температуре. 

образовавшегося нового пятна с изме-
ненной подвижностью. Это позволяет 
полагать, что при взаимодействии СК 
и гепарина образуется комплекс с из-
мененными свойствами, причем оба 
исходных компонента включаются в 
состав комплекса практически пол-
ностью. 

Образование комплекса подтвер-
ждается также появлением разностно-
го УФ-спектра в области 250—300 нм 
(рис. 2) . Кроме того, это свидетельст-
вует, по-видимому, о конформацион-

ных изменениях молекулы СК в соста-
ве комплексов. Эти изменения прояв-
ляются в сдвиге состояния ароматиче-
ских хромофоров белка. 

О структурных изменениях молеку-
лы СК свидетельствует также смеще-
ние полосы амид I и амид II в ИК~ 
спектре комплекса (рис. 3), а также 
умен ь ш ен и е величины м о л я р н о й 
эллиптичности в дальней УФ-области 
спектра кругового дихроизма: значе-
ние [0]220 для СК и комплекса СК -
гепарин составляет 7 ,2±0 ,5 и 5,1 ± 0 , 3 

Т а б л и ц а 1 

Динамика показателей фибринолиза и гемостаза при введении кроликам гепарина (300 ЕД/кг), 
(п = 6 ) 

Исследуем ы й по к а за тель Исходные Время от начала инфузии, мин 
Исследуем ы й по к а за тель да ни ые 

1 0 30 60 120 

Тромбиновое время, с 
Время лизиса сгустка крови, ч 
Аитиплазмины, с 
Антитромбин I I I , % 
К о н це н тра ци я фибриногена , 

мг% 
Фибриполитическая активность 

плазмы, % 

3 8 , 0 = Ы , 3 
24 

1 5 4 , 0 ± 2 , 5 
9 8 , 7 ± 5 , 2 

5 3 0 , 0 ± 2 8 , 6 

1 9 , 3 ± 2 , 8 

> 3 0 0 
24 

1 6 2 , 0 ± 17,0 
8 4 , 0 ± 5 , 2 

4 7 8 , 0 ± 3 8 , 0 

2 1 , 5 ± 7 , 3 

> 3 0 0 
24 

162, 0 ± 18,0 
7 9 , 1 ± 3 , 9 * 

4 2 0 , 0 ± 2 6 , 0 * 

1 7 , 3 ± 2 , 6 

> 3 0 0 
24 

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

480,0d=13,0 

1 8 , 5 ± 3 , 1 

2 8 , 0 ± 2 , 3 
24 

1 5 2 , 0 ± 1 8 , 0 
8 5 , 6 ± 4 , 1 

5 0 0 , 0 ± 4 0 , 0 . 

2 1 , 4 ± 3 , 0 

* Р < 0 , 0 5 . 

Т а б л и ц а 2 
Динамика показателей фибринолиза и гемостаза при введении кроликам стрептокиназы в дозе 

60 000 МЕ/кг (/г = 6) 

Исследуемый показатель Исходные 
данные 

Время от начала инфузии, мин 

10 30 60 120 

Тромбиновое время, с 
Время лизиса сгустка кро-

ви, с 
Аитиплазмины, с 
Кои центра ци я фибри нore на, 

мг % 
Фибринолитическая актив-

ность плазмы, % 

3 0 , 0 ± 2 , 2 

24 ч 
9 1 , 5 ± 1 , 0 

4 4 9 , 0 ± 7 2 , 8 

1 8 , 8 ± 3 , 5 

5 4 , 3 ± 5 , 5 * 

8 3 , 3 = Ы , 0 * 
1 5 0 , 0 ± 3 , 4 * 

2 1 6 , 0 ± 3 8 , 0 

4 1 , 6 ± 8 , 2 * 

4 0 , 0 ± 3 , 9 

1 0 1 , 3 ± 1 , 5 * 
1 6 7 , 0 ± 12,9 

1 9 6 , 7 ± 2 9 , 1 * 

3 2 , 1 ± 3 , 2 * 

4 7 , 3 ± 2 , 7 * 

1 4 0 , 0 ± 2 , 2 * 
1 2 2 , 0 ± 8 , 9 

2 3 8 , 8 ± 4 8 , 5 

3 1 , 1 ± 6 , 4 

3 1 , 2 ± 3 , 2 

24 ч 
1 2 6 , 5 ± 1 2 , 2 

3 6 6 , 7 ± 4 8 , 5 < 

2 2 , 6 ± 5 , 0 

Изменения статистически достоверны при Р < 0,05. 
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соответственно. Эти данные позволяют 
считать, что комилексообразовапие 
приводит к изменениям вторичной и, 
по-видимому, третичной структуры 
молекулы СК. Судя по данным тонко-
слойной гель-хроматографии, комплекс 
СК — гепарин отличается меньшей 
.подвижностью, чем исходные компо-
ненты (RCT комплекса по отношению 
к СК равен 0,88). Такое изменение 
подвижности при ожидаемом измене-
нии молекулярной массы ассоциатов 
по сравнению с исходными компонен-
тами может быть обусловлено измене-
нием формы комплекса, например от-
клонением от шарообразной. Подоб-
ные явления наблюдались нами при 
образовании комплексов СК с натив-
ными декстрановыми препаратами [2]. 

Исследование термостабильиости 
показало, что по сравнению с натив-
иой СК комплекс отличается большей 
термостабильностыо, особенно в тем-
пературном диапазоне 25- 50 °С 
(рис. 4 и 5). При экспозиции при 
50 °С в течение 6 ч активность комп-
лекса СК — гепарин остается более 
высокой, чем нативной СК. 

Полученные комплексы СК — гепа-
рин отличались не только по молеку-
лярным свойствам, но и по действию 
на систему фибринолиза в организме 
животных. 

Введение кроликам гепарина прак-
тически не изменяло исследуемые по-
казатели фибринолиза (табл. 1). Пос-
ле введения антикоагулянта лишь на-
растал антикоагулянтный потенциал 
крови, выразившийся в резком удли-
нении тромбинового времени, некото-
ром снижении уровня антитромбина 
III. Эти изменения отмечались на 
протяжении 1 ч после введения. 

Д л я действия нативной СК (целиа-
зы) характерна активация фибрино-
лиза: резкое ускорение лизиса 
сгустка цельной крови, повы-
шение фибрииолитической актив-
ности плазмы, снижение концентрации 
ф и б р и н о ге н а — э ф ф е кт, и а б л ю д а в -
шийся в период до 2 ч после введе-
ния СК (табл. 2). К 2 ч исследуемые 
показатели не отличались от исходно-
го уровня. 

В отличие от действия гепарина или 
СК, влияние на гемостаз у кроликов 
комплекса СК — гепарин было дли-
тельным. Так, в тесте лизиса сгустка 
цельной крови изменения отмечены и 
через 2 ч, а фибрииолитическая ак-
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тивность плазмы сохранялась на по-
вышенном уровне вплоть до 3 ч 
(табл. 3). Концентрация фибриногена 
при этом постепенно снижалась 
вплоть до 4 ч (на 4 4 % ) с момента 
введен и я ж и вот иым комплекса. 

Таким образом, СК способна вза-
имодействовать с гепарином с обра-
зованием комплекса. В составе пос-
леднего белковая часть подвергается 
конформационным перестройкам, что, 
по-видимому, может способствовать 
повышению устойчивости СК, вклю-
ченной в комплекс, к температурным 
воздействиям. Комплекс СК — гепа-
рин обладает особенностями действия 
на гемостазиологические показатели в 
организме. Это необходимо учитывать 
при проведении тромболитической те-
рапии препаратами СК в сочетании с 
гепарином, а также при получении 
комплексных препаратов СК с гепари-
ном. 
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FORMATION O F S T R E P T O K I N A S E - H E P A R I N 
C O M P L E X E S AND T H E I R P R O P E R T I E S 

V. N. Nikandrov, V. I. Votyakov, 
S. A. Naumovich, G. V. Vorob'yeva, 

S. G. Tsytnanovich, G. S. Yankovskaya 

Byeloruss ian Inst i tu te of Epidemiology and 
Microbiology, Minsk 

S t rep tokinase and heparin developed complex 
at the rat io 3 .2 : I, w / w , respectively, and 
neut ra l va lues of pIT, which was regis tered by 
means of thin-layer ch roma tog raphy and dif-
ferential UV-spectroscopy. IR-, d i f ferent ia l UV-
and CD-spectroscopic methods showed tha t 
secondary and te r t ia ry s t ruc tures of s t repto-
kinase were altered in the complex. Streptoki-
nase con ta in ing in the complex exhibited the 
higher thrmostabi l i ty at 50° as compared with 
nat ive protein. After in t ravenous admin i s t ra t ion 
of the complex into rabbi ts more distinct alte-
ra t ions were observed in thrombin time, blood 
clot lysis and in blood p lasma f ibr inolyt ic 
activity as compared with native s t rep tokinase 
effect. 

УДК 616.832-004.2-07:[616-008.831:577.152.344]-074 

A. /7. Хохлов, Т. С. Баскаева, Н. А. Хрусталева, И. А. Завалишин, 
В. Т. Мозжечков 

В Ы Д Е Л Е Н И Е И Н Е К О Т О Р Ы Е С В О Й С Т В А С П Е Ц И Ф И Ч Е С К О Й 
Л Е Й Ц И Н А М И Н О П Е П Т И Д А З Ы ИЗ Б И О Л О Г И Ч Е С К И Х 
Ж И Д К О С Т Е Й Б О Л Ь Н Ы Х Р А С С Е Я Н Н Ы М С К Л Е Р О З О М 

Лаборатория патохимии обмена веществ и кафедра биохимии I ММП им. И. М. Сеченова 

При рассеянном склерозе одним из 
начальных ключевых звеньев процес-
са демиелинизации считают актива-
цию лротсаз, что приводит к разруше-
нию белковой стромы миелина и обра-
зованию энцефалитогенных пептидов 
[5, 8 | . Возрастание протеазной актив-

ности регистрируют по периферии оча-
га демиелинизации. Обнаружено | 15 | 
повышен ис л ей д и нами но пептидазн ой 
активности в ликворе больных рас-
сеянным склерозом в стадии обостре-
ния, что, по-видимому, обусловлено 
активацией и выходом фермента в 
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ликвор из пораженных участков мие-
лина. Отмечено [1], однако, сниже-
ние аминопептидазиой активности сы-
воротки Крови в остром периоде за-
болевания но сравнению с периодом 
ремиссии, что, вероятно, обусловлено 
появлением в биологических жидко-
стях специфического ингибитора. На 
присутствие в инта ктном м иелине 
ингибитора лейцина минонептидазы 
(ЛАП) указывают работы некоторых 
авторов [7]. Таким образом, данные 
литературы подтверждают возмож-
ность появления протеолитических 
ферментов в биологических жидкостях 
больных рассеянным склерозом. 

Целью данной работы были выделе-
ние из биологических жидкостей фер-
мента Л А П и попытка идентификации 
его как маркера миелина. 

М е т о д и к а 

Всего было обследовано 74 больных рассе-
янным склерозом. 35 пациентов находились в 
фазе ремиссии, у 39 человек была установлена 
фаза обострения заболевания. Контрольную 
группу составили 46 больных с различными по-
ражениями нервной системы без признаков 
раздражения миелина (радикулиты вне стадии 
обострения, миопатии, паркинсонизм, спиналь-
пые амиотрофии, остаточные явления после пе-
ренесенного арахноидита), а также 8 больных 
е компенсированными циррозами печени. 

В сыворотке крови и спинномозговой жид-
кости пациентов активность ЛАМ определяли 
по методу [6, 7] с использованием набора реак-
тивов фирмы «Fermognost» ( Г Д Р ) . При приме-
нении в качестве субстрата L-лейцин-п-иитро-
аиилида активность энзима выявляли по мето-
ду [14]. За единицу активности принимали ко-
личество фермента, катализирующее гидролиз 
1 мкмоль субстрата (лейцингидразида или 
L-лейции-п-нитроанилида) за I мин при темпе-
ратуре 37 °С. 13 процессе работы выяснилось, 
что в биологических жидкостях больных рас-
сеянным склерозом большая часть активности 
энзима проявлялась только после соответст-
вующей обработки. Обнаруженная дополни-
тельная активность фермента была обозначена 
как «связанная» в отличие от «свободной», до-
ступной для определения прямыми методами. 
Д л я разделения форм фермента использовали 
впервые обнаруженное свойство «связанной» 
формы сорбироваться на сефадексе G-75 (ви-
димо, вследствие высокого сродства связываю-
щего агента к декстранам). Балластные белки 
и «свободная» ЛАГТ были удалены многократ-
ным промыванием колонки физиологическим 
раствором. «Связанная» активность после вы-
держивания колонки в течение 3—4 дней при 
температуре 0—4 °С была освобождена и элюи-
рована физиологическим раствором. 

Высокая степень очистки выделенного фер-
мента была подтверждена методом электрофо-
реза в полиакриламидиом геле [12] с опреде-
лением активности ЛАП. 

Очищенный энзим отделяли от присутствую-
щих в сыворотке крови печеночных форм Л А П 

с помощью электрофореза в а га розном геле. 
В качестве источника фермента одновременно 
использовали кровь больного гепатитом 
(12 ед/л) и острым нефритом (9,1 ед/л) . На 
стандартную пластинку агарозного геля фир-
мы «Вескгпап» наносили 5 мкл раствора энзи-
ма или 10 мкл сыворотки и помещали в камеру 
для электрофореза с 0,1 М трис-боратным бу-
фером рН 9,2. Электрофорстическое разделение 
проводили при напряжении 100 В в течение 
30—35 мин. Фиксацию пластин осуществляли 
погружая их па 5 мин в 3 М раствор сульфа-
та аммония. Далее пластины погружали в ван-
ночку с инкубационной смесью общим объемом 
5 мл, содержащую лейциигидразид или L-лей-
ции-п-питроаиилид в конечной концентрации 
18 ммоль в 0,1 М этаиоловом буфере рН 9,7 
и инкубировали в течение 40—60 мин при тем-
пературе 37 °С. Проявленный 5 % раствором 
4-диметиламинобснзальдегида образец фикси-
ровали метанол — формалиновой смссыо ( 4 0 % 
м е т а н о л + ' 1 0 % формальдегид в соотношении 
2 : 1 ) . 

Молекулярную массу очищенного энзима 
определяли двумя способами: 1) гель-фильтра-
цией на сефадексе G-200; 2) методом электро-
фореза в полиакриламидиом геле в присутст-
вии додецилсульфата натрия [12]. 

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

Результаты определения активности 
ЛАП в сыворотке крови и ликворе 
боль11ых рассеялиым склерозом пред-
ставлены в таблице. 

Установлено, что активность фер-
мента в сыворотке крови у больных 
демиелинизирующим заболеванием ко-
лебалась в пределах 1,2—10 ед/л, со-
ставив в среднем 3 ,35±0 ,4 ед/л, 
и таким образом превысив анало-
гичное значение контрольной группы 
(р<0,05). В стадии ремиссии актив-
ность фермента увеличивалась до 
4,24=0,61 ед/л (от 3,2 до 10 ед/л) , что 
существенно выше активности ЛАП в 
остром периоде заболевания (от 1,2 
до 3,8 ед/л) . В ликворе изменений ак-
тивности фермента по сравнению с 
таковой у лиц контрольной группы вы-
явлено не было. 

Увеличение активности Л А П в кро-
ви, как в целом по группе больных, 
так и в индивидуальных случаях, мог-
ло быть обусловлено сопутствующим 
поражением печени и освобождением 
изоформ фермента. В литературе име-
ются указания па поражение печени 
при рассеянном склерозе [3]. Однако 
па р алл ел ьное опр еделеи и е а кти ви ост и 
энзима с использованием L-лейцин-п-
нитроанилида — классического субст-
рата печеночной изоформы фермен-
та — не подтвердило этого предполо-
жения (см. таблицу) . По-видимому, 
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активность энзима у больных рассеян-
ным склерозом повышается за счет 
выхода фермента из некротизирован-
ных участков миелина. В острой фазе 
заболевания одновременное освобож-
дение ингибитора существенно снижа-
ет суммарную активность фермента в 
крови. Таким образом, большая часть 
ЛАП, по-видимому, циркулирует в 
биологических жидкостях в комплексе 
с ингибитором. 

Нам удалось подтвердить это пред-
положение. Разработан метод для от-
деления ЛАП от связывающего аген-
та. 

1—3 мл сыворотки крови или ликво-
ра пропускали через хроматографиче-
скую колонку размером 5X0,8 см с 
приспособлением для центрифугирова-
ния, заполненную набухшим сефадек-
сом G-75. Д л я удаления балластных 
белков колонку ц е н три ф у г провали с о 
скоростью 700 об/мин, промывали 5— 
6 мл физиологического раствора и сно-
ва центрифугировали. Фермент от 
предполагаемого ингибитора отделяли 
выдерживанием колонки в течение 3— 
4 сут при температуре 0—4°С. В те-
чение этого времени, по-видимому, 
вследствие аутоокисления происходил 
разрыв химических связей между эн-
зимом и связывающим агентом, имею-
щим высокое сродство к сефадексу. 
Далее фермент элюировали 2 мл фи-
зиологического раствора. 

Высокая степень очистки препарата 
была подтверждена с помощью элект-
рофореза в полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсульфата натрия 
(рис. 1). 

Д л я проверки ферментативной ак-
тивности обнаруженной фракции стол-
бики геля извлекали из трубочек, раз-
резали в поперечном направлении по 
3 мм и каждый отрезок элюировали 
0,05М веронал-мединаловым буфером 
рН 8,6, содержащим 2,5 % хлорида 
калия, для осаждения додецилсульфа-
та натрия. В полученном элюате оп-
ределяли активность Л А П с использо-
ванием в качестве субстрата лейцин-
гидразида. Установлено, что 95 % ак-
тивности фермента сосредоточено на 
участке геля соответствующей фрак-
ции с молекулярной массой 65 000 
дальтон. 

Была также измерена молекулярная 
масса выделенного фермента с помо-
щью гель-фильтрации на ссфадексе 
G-200 с постоянным определением 
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Р и с . 1. Э л е к т р о ф о р е з Л А П в П А А Г . 
Разделение: А — белков-маркеров с известной моле-
кулярной массой; IS — исследуемого элюата, полу-
ченного после обработки на сефадексе G-75 ликвора 

больных рассеянным склерозом. 

активности ЛАП. Молекулярная масса 
фермента оказалась в пределах 
63 ООО—65 ООО дальтон, что подтверди-
ло результаты, полученные методом 
электрофореза в полиакриламидиом 
геле. В то ж е время величина молеку-
лярной массы для печеночных и по-
чечных изоформ фермента значитель-
но превышала определенную нами [6] . 

Выделенный фермент отличался по 
физико-химическим свойствам от при-
сутствующих в сыворотке крови дру-
гих изоформ ЛАП. Так, при электро-
форезе на пластинках агарозного геля 
энзим оставался на старте, в то время 
как печеночная и почечная формы 
фермента отделялись от стартовой ли-
нии (рис. 2) . При использовании в 
качестве субстрата L-лейцин-п-нитро-
анилида активность в области стар-
товой линии не проявлялась. 

Полученные результаты указывают 
иа присутствие в биологических жид-
костях у больных рассеянным склеро-

зом характерной формы Л А П , что-
имеет диагностическое значение. Со-
держание связанной формы фермента 
превышало активность свободной фор-
мы в сыворотке крови в 8 раз, а в 
ликворе — в 184 раза . 

Тот факт, что активность Л А П в 
ликворе миогокрatiiо иревышает ак-
тивность фермента в сыворотке крови, 
является одним из доказательств при-
надлежности ЛАП к числу ферментов 
нервной системы. Поскольку фермент 
выявлен только у больных с демиели-
низирующими заболеваниями, можно 
предполагать, что Л А П (в комплексе 
с ингибитором или раздельно) выхо-
дит в ликвор при деструкции миелина. 

Д а н н ы е литературы о содержании 
протеолитических ферментов в миели-
не крайне противоречивы [4, 13]. 
Предполагали существование 4 энзи-
мов: кислой и нейтральной протеииаз, 
ариламидазы и Л А П (КФ.3.4.11.1). За-
тем было показано [4, 11], что очи-
щенный миелин имеет лейцинамино-
пептидазную активность (оптимум 
рН 7,6; субстрат трипептид лей-гли-
гли) и, возможно, кальцийзависимую 
протеиназную активность | 7 ] , но с 
этим положением согласны не все ав-
торы [17]. 

Однако, учитывая высокую скорость 
обновления белка миелина (период 
полужизни основного белка у лабора-
торных животных колеблется в преде-
лах 14—21 дня ) , нельзя исключить су-
ществование в миелине других протео-
литических ферментов, в частности 
изоформ Л А П . 

Попытки [2, 15] выявить Л А П мие-
лина в биологических жидкостях у 
больных с демиелинизирующими забо-
леваниями дала противоречивые ре-
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м е н т а . 
Л — стартовая линия; /, 2, 3, 4 — элюат из сыво-
ротки крови больных рассеянным склерозом после 
обработки иа сефадексе G-75; 6,7 — сыворотка кро-

ви больных гепатитом и острым нефритом. 
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зультаты [2], поскольку были исполь-
зованы субстраты для определения 
ариламидазы, в частности L-лейцин-
(3-нафтиламид. Выделенная нами фор-
ма ЛАП взаимодействовала с алифа-
тическими соединениями, по не ката-
л и з и р о в а л а г и д р о л и з у к л а сс и ч ее к их 
ариламидазных субстратов (см. табли-
цу). 

Оптимум рН ЛАП реакции был в 
области 9,7—10,0; другие авторы [15] 
о пр еде л я л и а кт и в и ость ф с р м ен та rip и 
нейтральных значениях рН. Подбор оп-
тимальных условий для определения 
активности ЛАП и введение дополни-
тельных приемов, позволяющих отде-
лить фермент от предполагаемого ин-
гибитора, позволили зарегистрировать 
активность ЛАП в биологических жид-
костях больных с демиелинизирующи-
ми заболеваниями. 

Свойства выделенного фермента 
(субстратная специфичность, электро-

форетическая подвижность, молекуляр-
ная масса) свидетельствуют о иоявлс-
н и и п ри демиел и и из и ру ющи х з а бол е-
ваниях новой формы ЛАП, которая 
•является компонентом миелина. 
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Specific form of leucine aminopept idase 
(which w a s dist inct f rom other fo rms of the 
enzyme found in blood) w a s character ized by 
its physico-chemical proper t ies — p H opt imum, 
subs t r a t e specificity, clectrophoret ic mobil i ty 
and molecular mass . The enzyme w a s isolated 
from biological f lu ids of pa t ien t s with mul t ip le 
sclerosis. Free and bound fo rms of the enzyme 
were detected in blood and cerebrospinal fluid. 
Es t imat ion of the bound enzyme activi ty h a s 
a d iagnos t ic s ignif icance. 
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БССР, сектор геронтологии АН БССР, Минск 

Этиология и многие вопросы патоге-
неза псориаза до сих пор остаются не-
выясненными. Немаловажная роль в 
решении этой проблемы принадлежит 
и з у ч е н и ю ф у и кц и оиирования генома 
псориатических клеток [4]. 

Как известно, функция генома регу-

лируется различными факторами и за-
висит в определенной степени от со-
стояния хроматина клеток [1]. Одним 
из показателей его состояния является 
степень ассоциации содержащихся в 
нем Д Н К и белка [4]. Анализ литера-
туры показал, что особенности фуик-
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ци oi i иров амия хроматин а нр и псориа-
зе, сопровождающемся изменением ре-
пликативного синтеза Д Н К и функцио-
нирования генома, изучены недоста-
точно [6]. Не исследована прочность 
связи нуклеопротеидного комплекса в 
псориатической клетке. 

Мы предприняли попытку воспол-
нить этот пробел и выявить возмож-
ные различия в прочности связи Д Н К 
и белка в хроматине кератиноцитов 
здоровых людей и больных псориазом. 

М е т о д и к а 

Д л я изучения связи Д Н К с белком в хро-
матине кератиноцитов применен метод нуклео-
протеидцелитной хроматографии с использова-
нием в качестве исходного материала пефрак-
ционированных клеточных лизатов, в котором 
реализуется принцип разделения нуклеиновых 
кислот соответственно прочности связи с бел-
ковым компонентом в пуклеопротеиде. При 
этом белковая часть сорбируется на целите, а 
нуклеиновые кислоты извлекаются при помощи 
градиента концентрации диссоциирующих аген-
тов (соль, мочевина, температура) [3]. 

Эпидермис для исследования взят у 7 боль-
ных псориазом с пораженных и не пораженных 
патологическим процессом участков, а т а к ж е у 

Д е з оке и р и б он у кл е о п р о те ид цел и т и а я х р о м а т о -
грамма клеток эпидермиса человека. 

По оси абсцисс — номер фракции; но оси ординат: 
слева — радиоактивность (в % по отношению к об-
щей во всех фракциях), справа — градиент коицент-
аций LiCl и мочевины (в М). а — кожа здорового 
человека; б — пораженная (/) и непораженная (2) 
кожа больного псориазом. Стрелками указано на-

чало и развитие градиента температуры. 

6 здоровых лиц. Материал брали электродер-
матомом с участков кожи на спине под местной 
анестезией хлорэтилом. Полученные кусочки 
кожи затем в стерильных условиях нарезали 
лезвием бритвы на равные части и инкубирова-
ли 4 ч при 37 °'С в культуральиой среде 199, 
содержащей радиоактивный 3 Н - т и м и д и н 
(10 м к К и / м л ) . 

Д л я получения нсфракционированных кле-
точных лизатов около 15 мг ткани после инку-
бации гомогенизировали в 4,5 мл Т,М буфера. 
(0,25 М трис-HCl рН 7,6; 0,005 MgCl 2 ) , содер-
ж а щ е м по 1 % тритона Х-100 (неионный де-
тергент) и метабисульфита натрия (ингибитор 
протеаз) . Л и з а т наносили на колонку разме-
ром 0 , 9 x 7 см, заполненную 1,5 г цслита-545. 

Фиксированные па целите за счет белково-
го компонента нуклеопротеиды подвергали дис-
социации линейным градиентом концентрации, 
хлористого лития и мочевины (до 4 и 8 М со-
ответственно). При этом элюировались относи-
тельно слабо связанные с белком нуклеиновые-
кислоты. Прочно связанные нуклеиновые кис-
лоты элюировали в градиенте температуры (от 
2 до 100 °С) раствором 4 М хлористого лития 
и 8 М мочевины в буфере ТМ. 

Собирали фракции по 3 мл. Д л я определе-
ния радиоактивности к пробам добавляли Р Н К -
носитель до конечной концентрации 100 мкт/мл. 
Д Н К осаждали двойным объемом 96° этилово-
го спирта при 2°С . Полученный осадок гидро-
лизовали в 0,5 мл НСЮ 4 при 80 °С в течение 
20 мин. Радиоактивность проб измеряли в. 
диоксаповом сцинтилляторе (0,2 г П О П О П , 
4 г ППО, 60 г нафталина на 1 л диоксана) на 
счетчике «Mark-З» фирмы «Nuklear Ch icago* 
(США) . 

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

Результаты исследования приведены 
на рисунке. На оси ординат обозначе-
н а р а д и о а к т и в н ость к а ж до й ф р а к ц и и 
(в процентах по отношению к суммар-
ной) во всех пробах, что позволяет 
проводить сравнительный анализ дан-
ных всей серии опытов. 

На хроматограмме четко определя-
ются два основных пика радиоактив-
ной Д Н К . Первый пик образуется за 
счет элюции с колонки относительно 
слабо связанной с белками Д Н К (а-
форма хроматина) . Диссоциация комп-
лекса в этом случае происходит при 
2°С и концентрации хлористого лития 
и мочевины соответственно 2 и 4 М. 
Рядом авторов показано, что наличие 
такой формы характерно для клеток, 
находящихся в состоянии покоя (ста-
дия G0 клеточного цикла) . 

Второй пик радиоактивности на хро-
матограмме формируется прочно ассо-
циированной с белком Д Н К (р-форма 
хроматина) . Ее элюцию 4 М хлори-
стым литием и 8 М мочевиной наблю-
дали при достижении температуры в 
колонке 80 °С и выше. Показано, что 
такая форма присуща активно деля-
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щимся клеткам и появляется при пере-
ходе клеток от состояния покоя к де-
лению [3]. Возрастание при этом проч-
ности ассоциации нуклеопротеида свя-
зано, по-видимому, с активированием и 
синтезом ДНК-полимераз , ковалентно 
связывающихся с Д И К . 

Из рисунка видно, что при достиже-
нии температуры 20 °С на хромато-
гр а м м е поя в л я ется допол и ител ьн ы й 
пик радиоактивности, что может быть 
связано с сопряженными перестройка-
ми хроматина при переходе клеток из 
одного состояния в другое. Обращает 
на себя внимание значительно большее 
количество этих форм в кератиноцитах 
человека по сравнению с таковым у 
морских свинок [2]. В то же время 
для кожи человека (в отличие от та-
ковой морских свинок) характерно 
преобладание .[3-формы хроматина [2]. 

Анализ полученных х р о м атогр ам м 
позволяет сделать заключение об от-
сутствии принципиальных различий 
м е жду р а с п р е д е л е н и е м р а з л и ч и ы х 
форм хроматина в пораженной и непо-
раженной коже больных псориазом и 
здоровых людей. 

Однако проведенный расчет соотно-
шения количества радиоактивной Д Н К , 
снятой с помощью градиентов концент-
рации и температуры, показал, что 
различия между псориатическими и 
нормальными кератиноцитами имеют-
ся. Так, во всех случаях в пораженной 
и непораженной коже больных псориа-
зом к ол и ч с с т в о прочно с в яз а ни ой 
Д Н К , элюируемой в жестких услови-
ях (при повышении температуры от 2 
до 100°С), было в 4 и более раза вы-
ше количества Д Н К , снятой с колонки, 
только за счет повышения градиента 
концентрации. В здоровой коже соот-
ношение ни в одном случае не превы-
шало 3,9. Это свидетельствует об из-
менении количества Д Н К , прочно ас-
социированной с белком в хроматине 
эпидермиса больных псориазом в сто-
рону увеличения. Последнее позволя-
ет высказать предположение об увели-
чении в псориатической коже числа 
пролиферирующих клеток, что, на пер-
вый взгляд, согласуется с гипотезой об 
увеличении пролиферативного пула 
[5]. Однако обнаруженные нами изме-
нения в соотношении а - и [3-форм хро-
матина незначительны и не могут объ-
яснить столь интенсивное образование 
клеток, которое наблюдается при псо-
риазе [7]. 

Отсутствие значительного возраста-
ния пула пролиферирующих клеток в 
коже больных псориазом, о чем свиде-
тельствуют полученные нами хромато-
граммы, подтверждает оспариваемое 
до сих пор предположение об ускоре-
нии при псориазе клеточного цикла 
кератиноцитов. Это согласуется с дан-
ными ряда исследователей, показав-
ших резкое уменьшение продолжитель-
ности всех периодов деления клеток 
при псориазе [6 | . 

Таким образом, полученные нами 
данные о незначительном увеличении 
прочно ассоциированной с белком 
Д Н К в хроматине псориатической ко-
жи человека позволяют представить 
косвенные доказательства патогене-
тической роли ускорения клеточного 
цикла в возникновении псориатической 
болезни и противоречат пр едпол о ж с -
нию о существенном увеличении про-
лиферативного пула в коже больных 
псориазом. 
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Two fo rms of nucleoprotcin complex a and 
(3 were found in h u m a n kera t inocytes by m e a n s 
of nucleoprotcin celite ch romatography . There 
were not observed any principal d i f ferences bet-
ween dis t r ibut ion of chromat in var ious fo rms 
in impaired and normal skin of the pa t i en t s 
with psor ias is as well as in skin of heal thy 
persons. Only sl ight d i f ferences were detected 
in the rat io of radioact ive DNA in a and £> 
forms of chromat in f rom impaired and normal 
kerat inocytes , while t ight ly-bound DNA w a s in-
creased in psoriasis . In psor ias i s accelerat ion 
of kerat inocyte cell cycle but not an increase 
in pro l i fe ra t ing cells pool appear to occur. 
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Рис. I. Э л е к т р о ф о р е з в градиенте ИААГ (7- 25 %) с 0,1 % Д Д С Na. 
/ — СЛЧ; 2 -- трипсин (как маркер): 'А и в -гидролизах евеженыделеииого альбумина; -1,5 • 

гидролиаат лиофилизироваииого альбумина фирмы «Reenal»; 7 сыворотка кропи человека. 

Рис. 2. МЭФС: продуктов ограниченного гидролиза СЛЧ (борат полиольная система) 
/ мономер (А11; 2 гидролизах СЛЧ. 

Рис. 3. Д в у х м е р н ы й электрофоре з продуктов ограниченного гидролиза САЧ. 
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1. Элсктрофореграммы сыворотки крови здоровых (а) и больных (6) людей 
ацетатцеллюлозных илсиках до ( / ) и после {2) обработки ТХУ-этанолом. 

2. Денситограммы сыворотки крови здорового человека мосле электрофореза 
ацетатцеллюлозиых пленках до (а) и после {б) обработки ТХУ-.этанолом. 

/ альбумин; 2-Я соответственно гс,~•. г/.:, , и у-глобулины. 
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Рис. 2. Электрофорс 
/1 I сут индукции; 

ическое разделение микросом печени крыс, иид; 
-2 сут индукции; В — 3 сут индукции; /' I сут индукции; л -контроль. 

мс. 4. Автофлюорографин пластинок геля после электрофоретического разделения мик-
росом печени крыс, индуцированных 

/1 — индукция ИПААП; Б — контроль. 
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В литературе имеются сведения о 
том, что частота сердечно-сосудистых 
заболеваний у женщин в пременопау-
зальном периоде достоверно ниже, чем 
у мужчин сравниваемого возраста [1, 
2] . При этом у женщин отмечается бо-
лее низкое содержание в крови общего 
холестерина и триглицеридов, а также 
холестерина атерогенных ли по протеи-
дов и более высокий уровень холесте-
рина липопротеидов высокой плотно-
сти |11, 4]. Эти различия постепенно 
сглаживаются после менопаузы [13]. 
Отмечена важная роль эстрогенов в 
метаболизме липидов и липопротеи-
дов [16]. В эксперименте показано, 
что применение эстрогенов уменьшает 
развитие атеросклероза и снижает со-
держание липидов в атеросклеротиче-
ских бляшках [5]. Отмечено уменьше-
ние проницаемости артериальной стен-
ки для атерогенных липопротеидов под 
влиянием эстрогенов [17]. В то же 
время, применение их в клинике в ка-
честве гиполипидемических средств по-
казало, что эти соединения вызывают 
выраженные побочные эффекты, одним 
из которых является увеличение уров-
ня триглицеридов в сыворотке крови и 
опасность тромбообразования [14]. 
В связи с этим в настоящее время про-
водятся работы по изысканию анало-
гов стероидных гормонов с ослаблен-
ным эстрогеиным действием или ли-
шенных последнего, в то же время в 
силу структурного сходства сохраняю-
щих положительное действие на ли-
пидный обмен [3, 6]. 

Целью настоящей работы было изу-
чение влияния рацемического метило-
вого эфира 16,16-диметил-0-гомо-8-
изоэсторона (ДГИ) на содержание хо-
лестерина и триглицеридов в сыворот-
ке крови, печени и аорте интактных 
животных, а также в условиях ииду-
11 и р о в а и но й г и п с р л и п и д е м и и. И сс л ед о -
вали влияние Д Г И на уровень не-
эсте р и ф и ц и р о ванн ы х ж и р н ы х к и слот 
( Н Э Ж К ) и сыворотке крови. Для срав-
нения использовали эстрадиол. 

М е т о д и к а 
Д Г И был синтезирован по методу И. В. Тор-

гова и С. Н. Ананчснко [8], его строение дока-
зано методами УФ-, И К- и ПМР-спектроско-
пии. Опыты проводили на крысах-самцах мас-
сой 200- -250 г, морских свинках-самцах мас-
сой 300—400 I' и кроликах-самцах массой 3— 
3,5 кг, получавших стандартный лабораторный 
рацион. В опытах на интактных крысах ве-
щества вводили в течение 10 дней внутримы-
шечно в 0,3 мл подсолнечного масла, эстради-
ол — в дозе 1 мг/кг, Д Г И — 10 мг/кг ежеднев-
но. Гиперлипидемию у морских свинок вызы-
вали ежедневным введением холестерина в 
дозе 0,5 г/кг пероральио вместе со смесыо жи-
вотных жиров (0,75 г/кг) в течение 1 мес. Ги-
перлипидемию у крыс индуцировали вве-
дением холестерина (I г /кг) , витамина D^ 
(300 000 МЕ/кг ) через зонд в желудок в тече-
ние б дней, а т а к ж е однократной инъекцией 
п о в е р х и ости о - а кт и в и о го в ещест в а тр и тон а 
WR-1339 (225 мг/кг внутрибрюшинно). В по-
следнем случае исследуемое вещество вводили 
т а к ж е внутрибрюшинно в течение 3 дней до 
применения тритона и одновременно с ним. 
Животных декапитировали после 14- 18 ч го-
лодания. Д л я стимуляции липолиза в жировой 
ткани применяли адреналин (1,5 мг/кг внутри-
брюшинно за 30 мин до дскапитации) . Иссле-
дуемое вещество в этом случае вводили в те-
чение 3 дней до инъекции адреналина; послед-
нее введение осуществляли за 30 мин до вве-
дения адреналина. Гиперлипидемию у кроликов 
вызывали ежедневным введением холестерина 
в дозе 0,5 г/кг в 5 мл растительного масла пе-
роральио в течение 90 дней. Д Г И в этих опы-
тах применяли в дозе 15 мг/кг. Кровь полу-
чали через 18 ч голодания животных. Липиды 
сыворотки крови экстрагировали по Брегдону 
[9]. Содержание общего холестерина определя-
ли по реакции Либерманна — Бурхардта , три-
глицериды — в соответствии с методом Не-
рп [15], Н Э Ж К — п о методу [12]. Влияние Д Г И 
на гонадотропную функцию гипофиза изучали 
на самцах крыс массой 180—200 г и самках 
массой 60—70 г в соответствии с описанным 
методом [7]. 

Острую токсичность Д Г И исследовали в 
опытах на белых мышах-самцах массой 18 
20 г. При виутрибрюшинном введении его ЛДло 
составила 2584 мг/кг. Полученные данные об-
рабатывали методом вариационной статисти-
ки [1]. 

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

Из приведенных в табл. 1 данных 
видно, что Д Г И и эстрадиол достовер-
но снижают концентрацию холестери-
на в сыворотке крови интактных крыс. 
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Т а б л и ц а I 

Влияние ДГИ на содержание липидов в сыворотке крови, печени и аорте у животных разного вида 

Животные Видимое веще-
ство 

Д
оз

а,
 

м
г/

кг
 

Холестерин Триглицериды 

Животные Видимое веще-
ство 

Д
оз

а,
 

м
г/

кг
 

сыворотка, 
ммоль/л 

печень, 
мг/г 

аорта, 
м г/ г 

сыворотка, 
ммоль/л 

печень, 
м г / г 

Крысы- 1. Р а с т в о р и т е л ь 1 , 5 5 + 0 , 0 7 4 , 2 4 + 0 , 1 8 0 , 5 9 + 0 , 0 5 7 , 6 0 + 0 , 3 9 
самцы (15) 

2. Эстрадиол 1 0 , 9 8 + 0 , 0 3 5 , 5 0 + 0 , 3 0 1 , 1 6 + 0 , 0 9 9 , 0 0 + 0 , 4 0 
(6) Р 2 - 1 < 0 , 0 1 Р 2 _ х < 0 , 0 5 Р о - 1 < 0 , 0 5 

3 . Д Г И (12) 10 0 , 7 7 + 0 , 0 7 4 , 9 2 + 0 , 3 5 0 , 6 4 + 0 , 0 5 7 , 0 5 + 0 , 9 1 
P a - i C O . O l 

М о р с к и е 1. Р а с т в о р и т е л ь 1 , 0 0 ± 0 , 0 4 2 , 2 0 + 0 , 1 3 1 , 5 8 + 0 , 0 8 1 , 5 2 + 0 , 0 4 4 , 0 4 + 0 , 5 3 
свинки- (8) 
самцы 2. Х о л е с т е р и н • 500 3 , 9 1 ± 0 , 6 0 11,80-1-1,15 1 , 8 0 + 0 , 0 7 0 , 9 5 + 0 , 0 9 1 1 , 9 + 0 , 9 1 

(8) Р а - 1 < 0 , 0 1 Р 2 _ , < 0 , 0 1 Р 2 - 1 < 0 , 0 1 Р о - , < 0 , 0 1 
3. Х о л е с т е - 5 0 0 + 1 , 6 8 ± 0 , 1 6 3 , 3 4 + 0 , 3 1 1 , 7 1 + 0 , 1 1 0 , 8 5 + 0 , 0 4 1 0 , 0 + 0 , 6 4 

рин Д Г И 10 Р 3 _ 2 < 0 , 0 1 Р д _ 2 < 0 , 0 1 
(7) 

Р 3 _ 2 < 0 , 0 1 Р д _ 2 < 0 , 0 1 

К р о л и к и - 1. Р а с т в о р и т е л ь 1 , 7 0 + 0 , 3 4 3 , 1 0 + 0 , 2 0 2 , 5 0 + 1 , 7 0 1 , 1 0 + 0 , 0 3 4 , 0 0 + 0 , 3 0 
сам цы (0) 

1 7 , 8 + 0 , 8 5 2. Х о л е с т е р и н 500 4 9 , 4 + 2 , 7 0 1 9 , 9 + 2 , 3 0 3 3 , 6 + 1 , 2 1 6 ,51 + 1,21 1 7 , 8 + 0 , 8 5 
(6) P 2 - i < 0 , 0 1 P 2 - i < 0 , 0 1 P 2 _ t < 0 , 0 1 Р . , - , < 0 , 0 1 Р 2 - . < 0 , 0 1 

3. Х о л е с т е - 5 0 0 + 3 1 , 5 + 2 , 6 0 1 6 , 3 + 2 , 9 7 1 9 , 9 + 5 , 2 9 4 , 8 7 + 0 , 9 7 1 1 , 9 + 1 , 7 5 
рин Д Г И 15 Р 8 - 2 < 0 , 0 1 Р 3 _ 2 < 0 , 0 5 
(6) 

Р 8 - 2 < 0 , 0 1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл . 2 в скобках — число ж и в о т н ы х . 

При этом Д Г И ие вызывает изменений 
содержания триглицеридов в сыворот-
ке крови и печени, в то время как под 
влиянием эстрадиола уровень тригли-
церидов значительно возрастает. 
У крыс, получавших гиперлипидемиче-
скую диету, введение Д Г И снижает 
1 швы ш ен мое сод ер ж а и и е х ол естер и н а 
в крови и печени (см. рисунок, А). 
У крыс с гиперлипидемией, индуциро-
ванной введением тритона WR-1339, 
изучаемое соединение достоверно сни-

м моль/л 
6 

А 
1 2 3 

м моль/л 
8 • 
6 
4 
2 

I 2 3 

мпнв/л 
в 00 

400 

200 

12 3 12 3 12 3 4 

Влияние Д Г И на с о д е р ж а н и е холестерина , 
триглицеридов и Ы Э Ж К в сыворотке крови 

крыс. 
А — изменение содержания холестерина в сыворот-
ке крови (а) и печени (б) крыс, получавших гипер-

липидемическую диету. 
1 — интактные животные; 2 — крысы, получавшие 
ги перл ип идем ическую диету; 3 — животные, полу-

чавшие гиперлипидемическую диету и ДГИ; 
Б — изменение содержания холестерина (а) и триг-
лицеридов (б) п сыворотке крови крыс с гиперли-
пидемией, индуцированной тритоном WR = ]339. 
/ — интактные животные; 2 — крысы, получавшие 
тритон WR= 1339; 3 — крысы, получавшие тритон 
WR«=1339 и ДГИ; В — изменение содержания 
НЭЖК в сыворотке крови крыс. 1 — интактные жи-
вотные; 2 — животные, получавшие ДГИ; 3 — кры-
сы, получавшие адреналин; 4 — крысы, получавшие 

адреналин и ДГИ. 

жает уровень как холестерина, так и 
триглицеридов в сыворотке крови (см. 
рисунок, Б ) . В условиях повышенного 
уровня Н Э Ж К в крови, вызванного 
введением адреналина, ДГИ приводит 
к достоверному его снижению (см. ри-
сунок, В). В опытах на морских свин-
ках с гиперлипидемией, индуцирован-
ной введением холестерина вместе с 
животными жирами, также отмечено 
достоверное снижение содержания об-
щего холестерина в сыворотке крови и 
печени мод влиянием ДГИ (см. табл. 
1). При этом содержание триглицери-
дов в крови имело тенденцию к сни-
жению. Как видно из табл. 1, у кроли-
ков с гиперлипидемией изучаемое сое-
динение достоверно снижало содержа-
ние холестерина в сыворотке крови, а 
также триглицеридов в печени. Кро-
ме того, имелась тенденция к сниже-
нию содержания холестерина в аорте. 
Степень атеросклеротичсского пораже-
ния аорты у животных, получавших 
Д Г И , была достоверно ниже, чем у 
кроликов, получавших только холесте-
рин (31,8±7,6 и 57,5=1=5,9% соответ-
ственно; Р < 0 , 0 5 ) . 

Таким образом, из полученных дан-
ных следует, что Д Г И оказывает от-
четливое гипохолестеринемическое дей-
ствие и уменьшает степень атероскле-
ротичсского поражения аорты у кро-
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Т а б л и ц а 2 

Влияние ДГИ на гонадотропную [функцию ги-
пофизов крыс 

Введенное вещество 
Масса яичников —г. 1 0J 

Масса тела жи-
вотного 

1. Суспензия гипофи- 3 , 1 4 ± 0 , 0 8 
зов крыс, получав- P : t - 4 < 0 , 0 1 
ших растворитель 
(7) 

2 . Суспензия гипофи- 2 , 0 4 ± 0 , 0 9 
зов крыс , получав- P 2 _ : l < 0 , 0 1 
ших э с т р а д и о л (7) 

2 , 9 2 ± 0 , 1 2 3 . Суспензия гипофи- 2 , 9 2 ± 0 , 1 2 
зов крыс, получав-
ших Д Г И (7) 

4 . Ф и з и о л о г и ч е с к и й 2, 134 :0 ,06 
раствор (7) 

ликов. В то же время в отличие от 
классического эстрогена у животных, 
получавших Д Г И , не только не разви-
валась гипертриглицеридемия, но на-
блюдалась тенденция к нормализации 
содержания триглицеридов в сыворот-
ке крови и печени морских свинок и 
кроликов (см. табл. 1). У крыс с ги-
перлипидемией, индуцированной три-
тоном WR-1339, отмечалось достовер-
ное снижение концентрации триглице-
ридов в сыворотке крови (см. рисунок, 
Л ) . 

В следующей серии опытов было 
изучено влияние Д Г И на содержание 
гонадотропинов в гипофизе крыс. Из-
вестно, что повышение уровня эндоген-
ны х эстрогенов в крови или экзоген-
ное их введение снижает содержание 
гонадотропинов в гипофизе [10]. Как 
видно из табл. 2, введение суспензии 
гипофизов интактных взрослых крыс 
неполовозрелым крысам-самкам приве-
ло к значительному увеличению у по-
следних массы яичников, что указыва-
ет на значительное количество гона-
дотропинов (преимущественно фолли-
кулостимулирующего гормона) в гипо-
физах интактных животных. Введение 
в течение 8 дней Д Г И взрослым кры-
сам и последующее тестирование их 
гипофизов на гонадотропную актив-
ность не показало значимых различий 
по сравнению с показателями живот-
ных контрольной группы, в то время 
как введение эстрадиола привело к уг-
нетению гонадотропной активности ги-
пофизов крыс (см. табл. 2). Результа-
ты этих опытов показывают, что в изу-
ченных дозах эстрадиол угнетает го-
надотропную функцию гипофиза, в то 
время как ГДИ не оказывает подоб-

н о го действия. Пол ученные да н 11 ы с 
свидетельствуют о том, что Д Г И ли-
шен специфического эстрогениого эф-
фекта. Этим, по-видимому, объясняет-
ся тот факт, что ДГИ в опытах на ин-
тактных и гиперлипидемических жи-
вотных не увеличивает уровень тригли-
церидов в сыворотке крови. 

Учитывая низкую токсичность раце-
мического метилового эфира 16,16-ди-
метил-0-гомо-8-изоэстрона, представ-
ляется перспективным дальнейшее его 
изучение для возможной апробации в 
качестве с р ед ств a 11 р оф ил а кт и к и раз-
вития атеросклероза. 
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H Y P O L I P I D E M I C E F F E C T O F RACEMIC 16 ,16-DIMETHYL-D-HOMO-8- ISOESTRONE 

METHYL ESTER 

V. E. Ryzhenkov, A. A. Prokop'ev, G. G. Nersisyan, L Yu. Kamcneva, A. G. Shavua 

Ins t i tu te of Exper imenta l Medicine, Academy of Medical Sciences of the USSR, S la t e Univers i ty , 
Len ingrad 

Racemic 16,16-dimethyl-D-homo-8-isoestrone 
methyl ester (subs tance 1) w a s shown to de-
crease the content of cholesterol in blood serum 
and liver t issue of an ima l s with induced hyper-
lipidcrnia (rats , guinea pigs, rabbi ts) as well 
as to decrease the ra te of atherosclerot ic im-

pa i rmen t s in rabbit aor ta . As dist inct f rom 
usual es t rogen, the subs tance I did not cause 
hyper t r ig lycer idemia but normal ized tr iglyceri-
des in blood and liver t issue. Subs tance 1 
exhibited low toxic effects . 

С. А. Козлов, E. H. Киселев, Ю. В. Зиновьев 

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

П Е Р Ф У З И Р У Е М О И П Е Ч Е Н И К Р О Л И К О В , М О Р С К И Х С В И Н О К 
И К Р Ы С 

Лаборатория патологической физиологии Кировского Н И И гематологии и переливания 
крови 

Успешное осуществление пересадки 
печени теснейшим образом связано с 
решением проблемы достаточно дли-
тельной и надежной консервации это-
го органа [1]. Печень очень чувстви-
тельна к воздействию ишемии, поэто-
му использование д а ж е самых совер-
шенных перфузионных методов консер-
вации не в состоянии обеспечить бо-
лее чем 24-часовое гарантированное 
сохранение этого органа вне организ-
ма [2]. Б доступной литературе мы не 
встретили работ, посвященных сравни-
тельным биохимическим и физиологи-
ческим исследованиям изолированной 
перфузирусмой печени различных ви-
дов животных. Между тем сопоставле-
ние видовой устойчивости печени к ки-
слородному голоданию могло бы спо-
со бствов ать выяснению меха и и з м ов, 
повышающих резистентность органа к 
этому виду экстремальных воздейст-
вий. В настоящей работе были постав-
лен ы с л еду ю щи е зада ч и: и сс л ед ов а ть 
основные энергетические процессы (по-
требление кислорода и гликолиз) и не-
которые другие параметры изолиро-
ванной перфузируемой печени кроли-
ков, морских свинок и крыс; выяснить 
видовую устойчивость печени этих жи-
вотных к кислородному голоданию; 
сопоставить видовую устойчивость пе-
чени к кислородному голоданию, ско-
рость основных энергопродуцирующих 
процессов, другие параметры в целях 
выяснения механизмов резистентности 

к гипоксии как одному из основных 
факторов повреждения органов при 
консервации. 

М с т о д и к а 

Опыты проведены на изолированной печени 
10 кроликов породы шиншилла массой 2 2 7 2 ± 
± 8 6 г, 7 морских свинок массой 4 7 3 ± 5 4 г и 
7 белых крыс массой 142±31 г. Использовали 
фторотановый наркоз. Проводили срединную 
л а п а ро то м и ю. В ы дел я л и геп а то д у од си а л ы i у ю 
связку, вводили канюли в общий желчный про-
ток, воротную и нижнюю полую вены. Печень 
выделяли вместе с диафрагмой. Масса печени 
составляла у кроликов 83 ,5±8 ,0 г, у морских 
свинок - 2 5 , 8 ± 2 , 6 г и у крыс — 8 , 9 ± 0 , 9 г. Пе-
чень отмывали от крови желатинолем, содер-
ж а щ и м в I мл 5 Е Д гепарина (из расчета 
4 мл желатиноля иа I г массы печени), мето-
дом кратковременной перфузии через воротную 
вену и подключали к перфузиоиной системе. 
Последняя состояла из напорного сосуда, где 
находился оксигеиированный раствор Хснкса, 
камеры для органа и теплообменника. Перфу-
зию осуществляли через воротную вену в по-
стоянном режиме при 36—38 °С в течение 
60 мин. Давление перфузата автоматически 
поддерживалось на постоянном уровне, равном 
15 мм рт. ст. Перфузат через полую вену от-
текал в камеру, минуя последнюю через отвод. 
Перфузия осуществлялась в открытом копту-
ре, без рециркуляции раствора. Напряжение 
кислорода в перфузате на входе составляло 
730—800 гПа. Контролировали расход перфу-
зата на выходе системы, артериовенозную раз-
ницу по напряжению кислорода, величине рН 
и содержание глюкозы, определяли концентра-
цию лактата в оттекающем перфузате, оцени-
вали желчеотделительную функцию печени. 
Концентрацию глюкозы в перфузате определя-
ли стандартным ортотолуидииовым методом, 
содержание лактата — как описано ранее [3]. 
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Животных умерщвляли кровопусканием на фо-
не фторотапового наркоза . Данные обрабаты-
вали статистически методом непрямых разно-
стей с использованием константной формулы [4]. 

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

Перфузия изолированной печен и жи-
вотных осуществлялась в нормотерми-
ческом температурном режиме (36— 
38 °С) перфузатом, не содержащим 
эритроцитов и каких-либо других пе-
реносчиков кислорода. В связи с этим 
при нормальных метаболических по-
требностях органа содержание кисло-
рода в циркулирующем растворе было 
сниженным: оксигенация чистым кис-
лородом ( р 0 2 550—600 мм рт. ст.) и 
повышенный расход перфузата (до 3— 
4 мл/мин/г) были не в состоянии ком-
пенсировать низкий коэффициент раст-
воримости кислорода в солевом ра-
створе. Иными словами, перфузия изо-
лированной печени осуществлялась в 
гипоксическом режиме, о чем свиде-
тельствует также неуклонное снижение 
потребления кислорода по мере увс-
л имения д л и те л ь н ост и перфузии. К а к 
известно, снижение потребления кис-
л ород а явл я стс я довол ь но объектив -
ным критерием повреждения изолиро-
ванного органа при его перфузии [5]. 
Исходя из вышеуказанного, мы про-
вели сравнительную оценку степени 
повреждения печени разных видов жи-
вотных при иормотермическои 60-ми-
иутной перфузии в гипоксическом ре-
жиме по степени снижения потребле-
ния кислорода. Результаты были сле-
дующими (табл. 1). К концу перфу-
зии потребление кислорода печеиыо 
кроликов снижалось до 48,3 + 5,3 % 

исходного уровня, морских свинок 
до 86,2+14,4 %, в то время как паде-
ния потребления кислорода печенью 
крыс на протяжении 60 мин практиче-
ски не наблюдалось. Эти различия бы-
ли статистически достоверны. Таким 
образом, можно заключить, что печень 
морских свинок и крыс более устойчи-
ва к гипоксии, чем печень кроликов. 

Как видно из табл. 1, наибольшее 
среднее потребление кислорода за вре-
мя перфузии имело место у крыс, не-
сколько меньшее у морских свинок и 
самое низкое — у кроликов. Иными 
словами, более устойчивая к гипоксии 
печень крыс и морских свинок имеет 
в то же время и более интенсивный 
аэробный энергетический обмен, про-
являющийся в более высокой скорости 
11 отр ебл еп и я кислорода. 

В табл. 2 представлены данные о 
скорости гликолиза в изолированной 
перфузируемой печени кроликов, мор-
ских свинок и крыс. Из таблицы вид-
но, что более устойчивая к гипоксии 
печень морских свинок и крыс имеет и 
большую скорость гликолиза, что вы-
ражается в более интенсивном выбро-
се в перфузат лактата, конечного про-
дукта данного энергетического процес-
са. 

На протяжении всего, периода пер-
фузии происходил более или менее ин-
тенсивный выброс в циркулирующий 
раствор глюкозы. Однако статистиче-
ски значимой разницы между сравни-
ваемыми группами по этому показа-
телю обнаружено не было. Это может 
свидетельствовать о приблизительно 
одинаковой скорости распада гликоге-
на печени как одного из важнейших 

Т а б л и ц а 1 

Скорость потребления кислорода изолированной перфузируемой печенью животных (в мкл/мин/г) 

Жниотпыс 

Время от начала перфузии, мин 
Среднее 

потребле-
ние о2 

Жниотпыс 
3 1 0 20 30 10 5 0 60 

Среднее 
потребле-

ние о2 

Кролики 
( 9 - 1 0 ) 

Рг 
Морские свин-

ки (6—7) 
Р2 

Крысы (5—7) 
Рз 

1 2 , 9 + 1 , 4 
< 0 , 0 1 

1 3 , 9 + 2 , 5 

2 0 , 5 + 4 , 0 

8 , 9 + 0 , 7 
< 0 , 0 1 

1 6 , 9 + 2 , 2 

1 9 , 5 + 2 , 0 
< 0 , 0 0 1 

7 , 7 + 0 , 4 
< 0 , 0 5 

1 2 , 6 + 2 , 0 
< 0 , 0 1 

2 1 , 8 + 1 , 9 
< 0 , 0 0 1 

6 , 7 + 0 , 5 
< 0 , 0 5 

1 1 , 7 + 2 , 0 
< 0 , 0 0 1 

2 5 , 5 + 1 , 8 
< 0 , 0 0 1 

6 , 2 + 0 , 5 

8 , 1 + 1,4 
< 0 , 0 0 1 

2 0 , 5 + 1 , 3 
< 0 , 0 0 1 

5 , 8 + 0 , 3 

8 , 0 + 1 , 1 
< 0 , 0 0 1 

2 5 , 2 + 1 , 3 
< 0 , 0 0 1 

5 , 8 + 0 , 5 

9 , 5 + 2 , 1 
< 0 , 0 5 

1 9 , 4 + 4 , 1 
< 0 , 0 1 

7 , 7 + 0 , 4 
< 0 , 0 1 

1 2 , 0 + 1 , 2 
< 0 , 0 0 1 

2 2 , 0 + 1 , 9 
< 0 , 0 0 1 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: Рг — вероятность различия между показателями кро-
ликов и морских свинок; Р2 — то же между величинами морских свинок и крыс и Р-л — то же 
между показателями крыс и кроликов . В скобках указано число животных. 
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'Г а б л и ц а 2 
Скорость гликолиза изолированной перфузируемой печени животных (в мкмолях лактата на 1 г 

массы органа к I мин) 

Животные 

Время от начала перфузии, мни 
Средиян 

скорость 
гликолиза 

Животные 
3 10 2 0 30 40 50 GO 

Средиян 
скорость 
гликолиза 

Кролики 
( 9 - 1 0 ) 7 0 ± 7 5 2 ± 3 5 5 ± 5 5 0 ± 5 55 ± 5 54 ± 5 5 6 ± 4 5 6 ± 4 

< 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 < 0 , 0 1 
Морские свин-

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

ки (6—7) р 184±24 150 ± 2 6 1 4 6 ± 3 9 131 ± 2 7 1 4 3 + 3 0 9 5 ± 1 6 91 ± 13 142 ± 2 3 
1 2 

Крысы (5—7) 179+60 1 6 9 ± 3 5 1 5 6 ± 3 6 1 8 5 ± 3 0 111 ± 3 8 1 1 5 ± 3 9 1 3 3 + 3 3 143 ± 3 5 
Рз < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 < 0 , 0 5 

источников энергии при гипоксии. Не 
было выявлено статистически значи-
мых различий между сравниваемыми 
группами животных и по артериове-
нозной разнице рН и скорости желче-
отделения. Средние значения данных 
параметров для изолированной печени 
кроликов, морских свинок и крыс со-
ставляли соответственно для рН: 
0,294=0,02; 0 ,28+0,04 и 0,22 + 0,04; для 
скорости желчеотделения, 10,5+2,41; 
16,7+4,08 и 8 ,44+1,38 мл на I кг мас-
сы печени за I ч. 

Обнаружена значимая разница по 
периферическому сопротивлению пече-
ни исследуемых животных. Наимень-
шее периферическое сопротивление на-
блюдалось в печени у кроликов 
(0,091+0,003 Н • с• см- 5 ) , несколько 
большее — у морских свинок (0,141 + 
0,011) и наибольшее — у крыс 
(0 ,361+0,031) . Эти различия можно 
объяснить разницей в массе печени и, 
следовательно, в суммарном просвете 
сосудов. 

Подводя итог сказанному, можно за-
ключить, что наиболее устойчивая к 
гипоксии печень крыс и морских сви-
нок имеет в то же время и более вы-
сокую скорость основных энергопроду-
цирующих процессов (тканевого дыха-
ния и гликолиза) и, наоборот, менее 
устойчивая к гипоксии печень кроли-
ков имеет и более низкие значения 
д а н н ы х параметров. С л е д овательно, 
резистентность изолированной печени 
к действию гипоксии, основного по-
в р еж д а ю щего ф а к тор а ко нее р в а ц и и, 

находится в прямой зависимости от 
инте ис и вности ос н овн ы х э нергопроду-
цирующих процессов данного органа, 
т. е. в конечном счете от его энергообс-
спечен мости. 
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S O M E B I O C H E M I C A L AND P H Y S I O L O G I -
CAL P A T T E R N S O F ISOLATED P E R F U S E D 
LIVER T I S S U E F R O M RABBIT, G U I N E A 

P I G AND RAT 

S. A. Kozlov, E. N. Kiseleu, Yu. V. Zinov'ev 

Ins t i tu te of Hemato logy and Blood T r a n s f u -
sion, Kirov 

As shown in 24 exper iments us ing 60-min 
normothermic perfus ion of isolated liver t issue 
f rom rabbit, guinea pig and rat, the t issues 
f rom guinea pig and ra t proved to be more 
res is tant to the impai r ing effect of hypoxia; 
besides, there w a s the higher ra te of main 
energy p roduc ing processes — tissue respira t ion 
and glycolysis. This s u g g e s t s that res is tance 
of isolated liver t issue to the effect of hypoxia, 
involved in the processes of t i ssue d a m a g e in 
s torage , depended directly on intensi ty of ener-
getic react ions in the t issue. 
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В. Г. Дегтлрь, Н. Е. Кушлинский, Н. В. Хотченкова 

О Ч И С Т К А Р А Д И О А К Т И В Н Ы Х П О Л О В Ы Х С Т Е Р О И Д О В 
К А К Л И Г А Н Д О В Р Е Ц Е П Т О Р О В 

Применение меченых тритием сте-
роидных гормонов высокой удельной 
радиоактивност и при опр еделеи и и ре-
цепторов (РСГ) не только повысило 
чувствительность метода, но и выдви-
нуло ряд проблем. Важнейшая среди 
них — значительная степень радиоли-
за таких соединений, интенсивность 
которых прямо зависит от удельной 
радиоактивности и мало зависит от 
условий хранения [1]. В то же время 
для определения РСГ необходима вы-
сокая чистота радиоактивных лиган-
дов и присутствие продуктов радиоли-
за может оказывать большое влияние 
на правильность этого определения 
[2]. 

В данной работе предложен простой 
и быстрый способ очистки половых 
3Н-стероидов высокой удельной радио-
активности. 

М е т о д и к а 

В работе использовали [3Н]-стсроиды: 
[6,7-3Н]-эстрадиол-17|3 ([3Н]Е2), удельная радио-
активность (УР) 52 Ки/ммоль («Изотоп», 
С С С Р ) ; [2,4,6,7-3Н]Е2, УР 104 Ки/ммоль; 
5а[2,4,5,6,7-3Н]-дигидротестостерон (pi 1]ДГТ), 
УР 101 Ки/ммоль; [ 1,2,6,7-3Н]-прогестерои 
((3Н]Прг), УР 99 Ки/ммоль; (16а-мстил-21 -окси-
II) нор |(>,7 Ч I] препi 4 еп 3,20 дион ([6,7 3Н] 
ORG 2058), УР 40 Ки/ммоль (все фирмы 
«Amersham», Англия); [17а-метил-3Н]-метил-
триенолон ([3Н]1881), УР 87 Ки/ммоль (NEN, 
Ф Р Г ) . 5а[2,4,5,6,7-3Н] андростан-Зр,17(3-диол 
([3Н] Зр-диол) получали из РН] Д Г Т по мето-
ду [3]. В качестве свидетелей использовали сте-
роиды: R 1881 (NEN, Ф Р Г ) , ORG 2058 («Amer-
sham», Англия) , Е2, ДГТ, Прг, Зр-диол и 5а -
андростан-За , 17^-диол, За-диол («Koch-Light 
Laboratories», Англия) . 

Бензол (квалификация «для спектроскопии») 
и 96 % этанол (СССР) после абсолютироваиия 
безводным сульфатом меди перегоняли с деф-
легматором. Ацетон (квалификации ос. ч., 
СССР) использовали без перегонки. Диэтило-
вый эфир (квалификация «для наркоза») пере-
гоняли с дефлегматором и хранили над едким 
кали. Хлористый метилен (квалификация х. ч., 
СССР) очищали концентрированной серной 
кислотой, перегоняли с дефлегматором и хра-
нили над прокаленным поташом. Стандартные 
пластинки «Силуфол» (ЧССР) 1 5 x 1 5 см перед 
использованием промывали метанолом (квали-
фикация х. ч., СССР) 3 раза восходящим спо-
собом, фронт растворителя не доходил до края 
пластинки 2—3 мм. Радиометрию образцов про-
водили, как описано ранее [4]. 

Очистка [3Н]-стероидов. На линию старта на 
расстоянии 10 мм от нижнего края (проводили 

линию мягким карандашом) промытой метано-
лом пластинки наносили стеклянным капилля-
ром однократного пользования 10—20 мкл рас-
твора [3Н]-стероида или растворенную в 50— 
60 мкл смеси бензол : метанол ( 9 : 1 , по объему) 
реакционую смесь [3Н]3|3-диола с примесями 
[3] в виде полоски длиной не более 15 мм. С обе-
их сторон на расстоянии 5—6 мм от пятна [ 3 Н]-
стероида наносили 50- 60 мкл раствора сте-
роида-свидетеля (концентрация 0,5 мг-мл 1 в 
метаноле) . Растворитель испаряли в токе воз-
духа комнатной температуры (18 20 °С). Про-
водили восходящую хроматографию в системе 
бензол : ацетон : этанол абсолютный ( 9 : 1 : 0,5, 
по объему) 1, 2 или 3 раза , к а ж д ы й раз высу-
шивая пластинку на воздухе перед следующим 
хроматографированием. Фронт растворителя не 
доходил до верхнего края пластинки 5 мм. 
После хроматографии вырезали полоски пла-
стинки по ходу фронта растворителя, отступая 
от края пятна нанесения [3Н]-стероида на стар-
те 2—3 мм. Оставшуюся часть пластинки со 
свидетелем проявляли, как описано ранее [4|, 
по пятну свидетеля отмечали место нахожде-
ния [3Н]-стероида, вырезали зону шириной 5— 
6 мм и элюировали [3Н]-стероид д в а ж д ы 1,5 мл 
смеси бензол: этанол абсолютный ( 9 : 1 , по 
объему) . В аликвотной порции определяли об-
щую радиоактивность [3Н]-стероида. При необ-
ходимости раствор упаривали в токе азота или 
добавляли растворитель для получения необ-
ходимой концентрации [3Н]-стероида. Получен-
ный раствор хранили при —12...—15 °С. 

Проверка чистоты р/1]-стероида. 10- 20 мкл 
раствора (3 И]-стероид а наносили на хромато-
графическую пластинку «Силуфол» со свиде-
телем, хроматографировали, вырезали часть 
пластинки, проявляли и отмечали место нахож-
дения [3И]-стероида, как описано выше. Затем 
полоску вырезанной пластинки размечали ка-
рандашом на зоны шириной около 5 мм пер-
пендикулярно ходу фронта растворителя. После 
радиометрии образцов рассчитывали радиоак-
тивность каждой зоны в Процентах к сумме ра-
диоактивности во всех зонах. Определение про-
водили в трех параллельных пробах и вычис-
ляли среднее значение. Разница между 
величинами при каждом определении не превы-
шала- 5 %• 

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

Для получения [3Н]-стероидов высо-
кой степени чистоты используют хро-
матографию на бумаге, в тонком слое 
(ХТС) различных сорбентов и вариан-
ты жидкостной хроматографии на се-
фадексе LM-20, силикагелях, целите и 
т. д., в том числе и высокоэффектив-
ную жидкостную хроматографию. Из 
перечисленных методов наиболее бы-
стрым, простым и дешевым можно 
считать ХТС. Одной из обычных слож-
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Т а б л и ц а 2 
Чистота коммерческих препаратов [ 3 Н|-стерои-
дов через различные сроки хранения при 

— 12. . —15 С 

а мп/мшг 
4 

Стероид 
Срок хра-
нен и я, 

мес 
Чистота, % 

[ 3 HJ Е 2 («Изотоп») • 6 90 
| 3 Ы ] Е 2 («Amersham») 6 91 
\ Ч \ \ 1881 (NEN) 12 68 
[ 3 Н ] Д Г Т («Amersham») 10 72 
[ 3 Н | П р г («Amersham») 3 94 
| 3 Н ] ORG 2058 («Amer-

sham») 3 94 

| | | | |_| I I ' ' ' ' ' 
10 15 20 

Старт Фронт 

имп/шгЧб3 3Гди°Л 

4 -

ностей данного метода является под-
бор системы растворителей (подвиж-
ной фазы) , в которой можно было бы 
разделить ряд стероидов близкой 
структуры и примеси. Поскольку это 
не всегда удается, используют набор 
сорбентов и/или подвижных фаз. 

Предложенная нами подвижная фа-
за (см. раздел «Методика») позволя-
ет разделить на стандартных пластин-
ках «Силуфол» ряд половых [3Н]-сте-
роидов, которые используют для оп-
ределения РСГ в тканях животных и 
человека. Однако правильность опре-
деления Р С Г зависит от чистоты ис-
пользуемых [3Н]-лигаидов. В качест-
ве примера в табл. I представлены 
данные о чистоте коммерческих препа-
р а то в [ 3Н | - сте р о и до в, используемых 
в качестве лигапдов РСГ. Ясно, что 
использование этих препаратов для 
определения РСГ после определенного 

И 

За -Онол ЛГТ 

( / 5 10 ,5 20 ) 

Старт Фронт 

Распределение радиоактивности на пластинке 
«Силуфол» после хроматографии в системе 
бензол : ацетон : этанол абсолютный ( 9 : 1 : 0,5) 
коммерческого препарата | 3 Н ] Е2 (а) и раство-
ра реакционной смеси после восстановления 

[ 3 Н ] Д Г Т боргидридом натрия (б) . 
По оси абсцисс — № зоны; но оси ординат — ра-
диоактивность (в имп/мин-1 '10-3). Стрелками ука-
зано расположение на хроматограмме пятен холод-
ных стероидов, добавленных перед хроматографией. 

срока хранения может привести к оши-
бочным результатам, если | 3 Н |-стеро-
ид предварительно не очистить. 

Т а б л и ц а 2 

Относительная подвижность ( O n = R f l O O ) и чистота | 3 Н|-стероидов (в %) после хроматографии 
на пластинках «Силуфол» 

Система А 1 Система Б | Система В 

хроматография 

Стероид 
однократная двукратная троекратная однократная двукратная однократная 

Стероид 
03 а та та ь та та 

о н О Н о п о н о п О н о п о н ОП О н о п О н о и о и о CJ 
3* ГГ V 3* У Т 

[ 3 Н ] зр -диол 12 91 14 92 16 97 12 30 16 32 36 32 
| 8 Н ] З а - д и о л 14 90 16 92 19 98 12 65 16 64 36 62 
! 5 Н ] Е 2 19 95 21 96 22 97 20 92 21 96 56 95 
[3Н] R1881 27 96 30 96 32 97 29 95 31 95 67 96 
[ 3 Н ] Д Г Т 29 94 35 95 42 98 32 96 34 96 68 95 
[ 3 Н ] П р г 36 95 45 95 58 97 63 94 76 96 80 92 
l 3 H ] QRG2058 38 96 53 96 63 98 66 95 78 97 85 92 

11 р и м е ч а н и е. Система А — б е н з о л : а ц е т о н : э т а н о л абсолютный (9:1 :0 ,5) , система Б — 
хлористый м е т и л е н : э ф и р (4:1) ; система В — хлористый м е т и л е н : а ц е т о н (4 :1 ) : р ( 1 | З а - д и о л об-
разуется вместе с [ 3 Н ] 3|3-диолом при восстановлении [ 3 Н | Д Г Т боргидридом натрия [3] . Чис-
тоту стероидов проверяли в системе А. 
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Относительные подвижности и чи-
стота [ 3 Н]-стероидов после хромато-
графии в трех системах (предложенной 
нами и используемых часто для ТСХ 
стероидов [5]) представлены в табл. 
2. Видно, что предложенная система 
позволяет получить [ 3 Н]-стероиды бо-
лее высокой степени чистоты. 

Важное преимущество предложенной 
системы растворителей — возможность 
отделять как полярные, так и не поляр-
ные примеси (либо продукты радио-
лиза , либо метаболиты) от [ 3 Н | Д Г Т , 
[ 3 Н] Ё2 и [ 3 Н] Зр-диола. На рисунке, 
а показано распределение радиоактив-
ности в тонком слое пластинки при 
очистке [ 3 Н | Е 2 (фирма «Amersham») 
после 1 года хранения при —10... 

12 °С. Распределение радиоактивно-
сти иа пластинке при очистке [ 3 Н] Зр-
диола, полученного из [ 3 Н] Д Г Т по 
методу [3] , показано на рисунке, б. 
Из рисунка видно, что в предложен-
ной системе эффективно отделяются 
не только [ 3 Н] Д Г Т от [ 3 Н] Зр-диола 
и [ 3 Н] За-диола , но т а к ж е и [ 3 Н] Зр-
диол и от [ 3 Н] За-диола и полярных 
примесей, что составляло проблему 
ранее [6] . Последнее имеет принци-
пиальное значение, когда проверяется 
чистота связанного с рецепторами ли-
ганда при определении рецепторов ан-
дрогенов ii тканях-мишенях с помощью 
[ 3 Н] Д Г Т и [ 3 Н] Зр-диола [8, 9] . 

Таким образом, предлагаемая под-
вижная фаза может быть использова-
на как для получения высокой степени 
чистоты природных и синтетических 
лигандов половых стероидов, так и для 
идентификации связанных f 3 I I ] -лиган-
дов при определении Р С Г в различ-

ных тканях-мишенях человека и жи-
вотных, других радиолигандных мето-
дов, а т а к ж е при изучении метаболиз-
ма стероидов. 
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S T E R O I D S AS R E C E P T O R L I G A N D S 

V. G. Degtyar, N. E. Kushllnsky, 
N. V. Khotchenkova 

A system (mobile phase) con ta in ing ben-
zene : acetone : absolute e thanol 9 : 1 : 0.5, res-
pectively, is described for thin- layer chromato-
g raphy on Silufol p la tes of l igand receptors of 
sex steroid hormones 3H-5a-androstan-3l |3,17p-
diol, 3lT-estradiol-17(3, 3IT-5oc-dihydrotestosterone, 
3FI-methyltr ienolone (R 1881), 3 H - O P G 2058 
and 3 H-proges te rone . A puri ty of commercial ly 
avai lable 3 H-s tero ids w a s decreased in s torage , 
therefore they should be purified before use. 
The system described enabled to produce the 
3FI-steroids studied of high puri ty. 

УДК 617-001.17-07:616.153.962.3-074 

В. В. Саломатин, Р. И. Лифьииц 

с в Я 3 Ы В А К) Щ А я с П О СО В Н О С Т Ь С Ы В О Р О ТО ч н о г о 
А Л Ы > У М И НА П Р И Т Е Р М И Ч Е С К И Х О Ж О Г А Х 

Кафедра биологической и биоорганической химии Челябинского медицинского института 

Связывание и транспорт сывороточ-
ным альбумином многих иизкомолеку-
лярных веществ эндогенного и экзо-
генного происхождения являются важ-
ными факторами регуляции их биоло-
гической активности и скорости элими-
нации из кровеносного русла. Измене-
ние этих функций альбумина в отно-
шении свободных жирных кислот, про-

дуктов пигментного обмена, биоген-
ных аминов, пептидов группы «сред-
них молекул» и других азотсодержа-
щих соединений может иметь непо-
средственное отношение к механизмам 
развития токсемии при термических 
ожогах. Кроме того, изменение свой-
ства альбумина связывать лекарствен-
ные вещества при термических ожогах 

•73 



11 еобход и мо учи тыв ать в он редел ейии 
такого способа и режима их введения, 
которые исключали бы возможность 
их токсического действия и были бы 
максимально эффективны для дости-
жения терапевтических целей. Подоб-
ные вопросы уже ставились и реша-
лись при изучении других патологиче-
ских состояний |5—7]. 

Гипоальбуминемия, сопровождаю-
щая развитие ожоговой болезни, пред-
полагает снижение связывающей спо-
собности сыворотки крови в отноше-
нии веществ, транспортируемых аль-
бумином. Однако неизвестно, в какой 
степени это снижение зависит не толь-
ко от количественного уровня альбу-
мина, но и от возможного изменения 
его связывающих свойств, и, если это 
изменение имеет место, то в какой свя-
зи оно находится с выраженностью 
токсемичсского синдрома при ожогах. 
Изучению этих вопросов и посвящена 
настоящая работа. 

М е т о д и к а 

Эксперименты выполняли на белых крысах-
самцах массой 180—200 г. О ж о г Ш Б степени 
наносили на 10 % поверхности тела на эпили-
рованную поверхность спинки под эфирным 
наркозом инфракрасным облучением на уста-
новке для ожога с кварцево-галогенной лам-
пой. Через 1, 3, 7 сут животных декапитирова-
ли, получали сыворотку крови, которую храни-
ли в замороженном состоянии. 

Обследовали 8 больных с термическими ожо-
гами в стадии острой ожоговой токсемии. 
У 5 из них определяли связывающую способ-
ность альбумина непосредственно перед нача-
лом гемосорбции и сразу после ее окончания. 
Гемосорбцию проводили с предварительным 
введением гепарина (10 000 Е Д ) на сорбентах 
СКН-2М и СКН-4М. в течение 60—90 мни с 
объемом перфузии 7—12 л. Всем больным про-
водили интенсивную инфузионную и лекарст-
венную терапию ( 1 0 % глюкоза, реополиглю-
кин, гемодез, желатиноль, альбумин, плазма 
крови, инсулин, гепарин, дроперидол, димед-
рол, комплекс витаминов, оротат К, у-глобулии 
и антибиотики). В качестве контроля исполь-
зовали плазму крови 6 здоровых доноров. При 
получении плазмы кровь брали в пробирки, 
предварительно смоченные раствором гепарина 
(1000 Е Д / м л ) . 

Связывающую способность альбумина опре-
деляли для салицилата Na и 2,4-динитрофсио-
ла (2 ,4-ДНФ) методом ультрафильтрации. 
В ячейки вместимостью 4 мл вносили I мл 
10 мМ 2,4-ДНФ, приготовленного на 0,134 М 
фосфатном буфере рН 7,4, либо 1 мл 7,25 мМ 
салицилата Na, приготовленного на 0,134 М 
NaCi, доведенном добавлением N a O H до рН 
7,4. Д а л е е вносили 1 мл плазмы или сыворот-
ки крови и смесь перемешивали встряхивани-
ем. Ультрафильтрацию смеси осуществляли под 
давлением 0,4 М П а через ацетилцеллюлозные 
ультрафильтрациониые мембраны УАМ-150. 

Предварительно устанавливали, что эти мемб-
раны характеризуются 99 % задержкой аль-
бумина и 2—3 % задержкой салицилата Na и 
2 ,4 -ДНФ Приготовление смеси и се ультра-
фильтрацию проводили в термостате при 37 °С. 
Получали 0,5 мл ультрафильтрата , в котором 
определяли концентрацию салицилата Na rto 
цветной реакции с FeCl3 и 2 ,4 -ДНФ спектрофо-
тометрически при А,-360 нм. Найденные кон-
центрации расценивали как свободные фракции 
соединений и по ним рассчитывали количество 
связавшегося вещества. Связывающую способ-
ность альбумина сыворотки if плазмы крови 
оценивали, стандартизуя ее по альбумину, при-
меняемому для трансфузиоиной терапии. Д л я 
этого строили калибровочный график зависимо-
сти количества связавшегося вещества от на-
чальной концентрации в ячейке альбумина. 
В дальнейшем связывающую способность сы-
воротки и плазмы крови в ы р а ж а л и в абсолют-
ных значениях (в граммах на 1 л ) , соответст-
вующих концентрациям стандартного раствора 
альбумина. Таким образом оценивали количест-
во активно действующих участков связывания 
на альбумине и нивелировали ошибку опреде-
ления, связанную с сорбцией салицилата Na 
и 2 ,4 -ДНФ материалом ячейки. 

Д л я выяснения вероятных механизмов влия-
ния гемосорбции на связывающую способность 
альбумина в опытах in vi tro определяли ее из-
менение под действием обработки сыворотки 
крови гемосорбентом СКН-2М. Д л я этого сме-
шивали аликвотные порции сывороток крови 
отдельных животных в каждой эксперименталь-
ной группе (контрольную и с ожогами на 1, 
3 и 7-е сутки) . К суммарной сыворотке крови 
добавляли равный объем гранул гемосорбента 
и инкубировали при 37 °С в течение 30 мин 
при легком встряхивании. Д а л е е сыворотку кро-
ви отделяли от гемосорбента и исследовали ее 
связывающую способность, как описано выше. 

Общий белок сыворотки устанавливали по 
методу Лоури, а содержание альбумина рас-
считывали после электрофореза белков сыво-
ротки крови на бумаге. 

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

Из данных, представленных в табл. 
1, видно, что ожоговая травма у крыс 
приводит к гипопретеинемии, гипоаль-
буминемии и уменьшению связываю-
щей способности сыворотки крови. 
Эти изменения достоверны во все сро-
ки исследования, но степень их суще-
ственно различается. Так, содержание 
общего белка сыворотки крови через 
1 сут после ожога оказалось снижен-
ным на 12 %, через 3 сут — на 7 % и 
через 7 сут — на 9 %, а содержание 
альбумина — на 22, 24 и 16 % соот-
ветственно. Развитие гипопротеинемии 
при ожогах преимущественно за счет 
фракции альбумина хорошо известно. 
Однако важно, что уменьшение связы-
вающей способности сыворотки кро-
ви по отношению к салицилату Na и 
2,4-ДНФ выражено в еще большей 
степени, чем уменьшение концентрации 
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Т а б л и ц а 1 

Изменение общего белка, количества альбумина и связывающей способности по отношению к са-
лицилату Na и 2 ,4 -ДНФ сыворотки крови крыс после термического ожога 

Группа животных и срок исследо-
вания 

Общий белок, 
г/л Альбумин, г/л 

Связывающая способность сыворот-
ки, г/л Группа животных и срок исследо-

вания 
Общий белок, 

г/л 
салицилат Na 2,4 -ДНФ 

К о н т р о л ь (8) 
После о ж о г а , сутки 

1-е сутки (7) 
3-й сутки (8) 
7-е сутки (7) 

6 2 , 0 ± 1 , 0 4 

54,7=1=1,55 
5 7 , 7 ± 1 ,39 
5 6 , 5 ± 0 , 3 6 

29 ,1zh 1 ,07 

22,6=1=0,93 
2 2 , 1 Н - 0 . 9 4 
2 5 , 1 ± 0 , 3 0 

1 6 , 5 + 0 , 8 4 

9 , 8 ± 0 , 2 5 
10,7=1=0,77 
9,0=1=1 ,02 

28,2=1=0,91 

19,3=1=0,54 
20,6=1=0,32 
17,6=1=1 ,62 

П р и м е ч а и н е . В скобках — число ж и в о т н ы х . 

в ней альбумина. Через 1 сут после 
ожога это уменьшение для салицилата 
составило 41 %, через З . сут — 3 5 % 
и через 7 сут — 4 6 % . Значительно 
снижалась (па 3 8 % ) способность аль-
бумина связывать и 2,4-ДНФ на 7-е 
сутки после ожога. Между тем изве-
стно, что салицилат Na и 2,4-ДНФ 
связываются в крови исключительно 
с альбумином [2, 8]. Это свидетельст-
вует о том, что понижение связываю-
щей способности сыворотки крови при 
ожогах определяется не только умень-
шением концентрации альбумина в 
ней, но, по-видимому, и уменьшением 
количества связывающих мест на его 
молекулах. 

При изучении хронической уремии 
было доказано, что основной причиной 
уменьшения связывающей способности 
альбумина является накопление в кро-
ви низкомолекуляриых соединений, 
блокирующих места связывания на 
альбумине по механизму конкурентно-
го ингибирования [7]. Известно, что 
ожоговая болезнь сопровождается так-
же увеличением содержания в крови 
многих низкомолекулярных метаболи-
тов белкового, жирового и углеводно-
го обмена. Максимум этого увеличения 
наблюдается, как правило, в разгаре 
ожоговой токсемии, т. е. к исходу 1-й 
педели после ожоговой травмы [1, 3, 
9]. Именно в этот период и отмечает-
ся максимальное уменьшение связы-
вающей способности альбумина. 

Для уточнения вопроса о возмож-
ном свойстве низкомолекуляриых ве-
ществ ингибировать связывающую спо-
собность сывороточного альбумина при 
ожогах с ы в о р о т к а к р о в и р а з л и ч н ы х 
групп животных была подвергнута об-
работке гемосорбентом СКН-2М. Как 
свидетельствуют данные, приведенные 

в табл. 2, в результате такой обработ-
ки связывание альбумином салицила-
та Na и 2,4-ДНФ повысилось, причем 
особенно заметно у животных с ожо-
гами. В результате указанной обра-
ботки различия в связывающей спо-
собности альбумина в норме и при 
ожогах, хотя и сохранились, однако 
существенно нивелировались. Отмечен-
ные изменения произошли несмотря 
на то, что содержание общего белка и 
альбумина в сыворотке крови в ре-
зультате ее обработки гемосорбентом 
уменьшилось на 10—12 %. Все это 
подтверждает, что при термических 
ожогах в сыворотке крови накапли-
ваются низкомолекулярные соедине-
ния (обладающие свойством умень-
шать связывающую способность аль-
бумина), удаляемые из нее при кон-
такте с гемосорбентом. 

В табл. 3 представлены результа-
ты клинических исследований. Из 
таблицы видно, что у больных с ожо-
говой травмой, как и в эксперименте 
на животных, отмечено значительное 

Т а б л и ц а 2 

Изменение способности сыворотки крови крыс 
под влиянием ее обработки гемосорбентом 
СКН-2М связывать салицилат Na и 2 , 4 - Д Н Ф в 

норме и после термического ожога 

Группа животных и 
1 срок исследования 

Связывание 
салицилата 

Na, г/л 
Связывап ие 

2 ,4-ДНФ, г/л 

Группа животных и 
1 срок исследования 

до
 

об
ра

-
бо

тк
и 

по
сл

е 
об

-
ра

бо
тк

и 

до
 

об
ра

-
бо

тк
и 

по
сл

е 
об

-
ра

бо
тк

и 

К о и т р о л ь 16 ,3 16 ,9 28 ,1 3 4 , 5 
П о с л е о ж о г а сут-

ки 
1-е 9 , 7 15 ,5 19,2 2 9 , 2 
3-й 10 ,5 15,4 2 0 , 4 3 0 , 5 
7-е 8 , 9 14 ,2 17,4 3 0 , 4 
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Т а б л и ц а 3 
Способность плазмы крови связывать салицилат Na и 2,4-[Щ1> и некоторые другие клинические 

и биохимические показатели у больных с термическими ожогами 

о о н . Спизымающая способность в 
1 * 5° 

с о 2 Ч К ТО Общий 
Альбумин 

плазмы, г/л X со <и 
Обследуемые Степень Г? й) U-& белок Альбумин о О Обследуемые Л et ожога 

о IT " о . плазмы, плазмы, о О ТО т 
о о 

= О ir С * о о к _ Ъ « н 
г /л г/л к салицила-

ту Na к 2,4-ДНФ < 
X 

О. S оз и х и 
и 

Здоровые 
лица (и 6) — — — 78,5=1=2,7 4 4 , 1 ± 1 ,5 40,4=1=4 ,2 62,6=1=2,0 — 

Пациенты 
в . ж . 14 I IIIA 7 — 4 8 , 8 2 5 , 6 15,4 (11,0) 34 ,2 (30,2) Б (26) 
к . В. 18 Ш А — Ш Б 4 — 59 ,4 2 6 , 8 16,4 4 6 , 5 1, (51) 
к . л . 20 III А—ГИБ 2 — 5 0 , 0 2 4 , 0 12,4 45 ,2 Б (53) 
ж . в . 32 Ш А — Ш Б 5 — 6 1 , 3 2 9 , 0 15,4 (17,0) 50 ,2 (48,5) Л (54) 
Г. М. 36 1! МП) 4 — 5 8 , 0 2 8 , 7 14,7 4 2 , 3 Б (62) 
П . М. 45 I I I A — Ш Б 1 — 5 3 , 8 28 ,2 6 , 6 (16,3) 3 4 , 0 (43,9) Л (30) 
П . м . 45 III Л—IIIБ 6 + 71 ,2 3 3 , 0 14 ,0 (15,6) 4 9 , 6 (47,6) л (30) 
Я- К. 45 II—IV 2 + 59 ,4 3 4 , 2 ' 6 , 6 (6,0) 3 2 , 0 (30,6) л (5) 
с . н . 80 I — Ш Б 3 -1- 6 4 , 0 3 2 , 0 9 , 4 (5,8) 4 0 , 7 (38,0) Б (53) 
с . п . 80 I — Ш Б 8 + 65,1 

5 9 , 1 ± 1 , 8 
2 5 , 0 

28,7=1=1,3 
8 , 0 (7 ,4) 
1 1 , 9 ± 1 , 2 

3 4 , 9 (35,0) 
41,0=1=2,2 

Б (53) 

П р и м е ч а н и е . В скобках даны результаты после гемосорбции. В графе «Исход болез -
ни» буквой Б обозначен благоприятный исход, буквой Л — л е т а л ь н ы й , в скобках — количество 
дней пребывания в стационаре . 

снижение связывающей способности 
альбумина. Связывание плазмой кро-
ви салицилата Na находится в обрат-
ной зависимости от площади ожога 
(г = —0,69). Интересно, что среднее 
значение связывающей способности 
плазмы крови в отношении салицила-
та Na у больных с имеющимися или 
появляющимися в ближайшие дни сим-
птомами энцефалопатии (спутанное 
сознание, бред, галлюцинации) состав-
ляет 8 ,9±1 ,3 г/л. Это достоверно ни-
же, чем в остальной группе больных, 
где она составляет 14,9+0,7 г/л. Ана-
логичные, но выраженные в меньшей 
степени изменения наблюдаются и в 
отношении связывания плазмой 2,4-
Д Н Ф . 

По нашим данным, гемосорбция не 
приводит к повышению связывающей 
способности плазмы, хотя, как отме-
чалось, гсмосорбент при контакте с 
сывороткой крови животных, получив-
ших ожоги, повышал ее связывающую 
способность (см. табл. 2). В связи с 
этим можно предполагать, что удале-
ние из крови низкомолекулярных инги-
биторов связывающей способности 
альбумина в процессе гемосорбции 
приводит к смещению их распределе-
ния между кровью и тканями. Поэто-
му гемосорбция может стимулировать 
образование этих соединений, переход 

из тканей в кровь и связывание с аль-
бумином. Такое явление было обнару-
жено, в частности, в отношении били-
рубина, содержание которого в крови 
у больных с поражениями печени в 
первые часы после гемосорбции по-
вышено [4 | . Поэтому отсутствие уве-
личения связывающей способности 
плазмы крови после гемосорбции не 
свидетельствует о малой эффективно-
сти процедуры. 

Снижение среднего показателя свя-
зывающей способности плазмы крови 
по отношению к салицилату Na у 
больных с ожогами указывает на то, 
что ее изменение, как и в эксперимен-
тальных исследованиях, нельзя объяс-
нит!, только снижением концентрации 
альбумина. Очевидно, происходит уг-
нетение и его комплексообразующих 
свойств. Не представляется возмож-
ным однозначно трактовать роль это-
го явления в развитии эндотокссмии 
при термических ожогах. Уменьшение 
связывания с альбумином токсических 
соединений приводит к увеличению их 
свободной фракции и усилению их 
биологического действия. Однако это 
может иметь решающее значение лишь 
в случае острого отравления. При хро-
ническом же отравлении, каким и яв-
ляется любая эндотокссмия, решаю-
щая роль в проявлении действия ток-
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сических соединений должна отводить-
ся почкам и метаболизирующим токси-
ны ферментным системам. И здесь 
связывание токсинов с белками кро-
ви может либо потенции ров ать, либо 
тормозить их обезвреживание и уда-
ление из организма. Уменьшение 
с в я зы ва ю I цен с пособ н ости ал ьбу мина 
будет способствовать детоксикации, ес-
ли переход эндотоксинов в метаболи-
зирующие их клетки и мочу происхо-
дит путем диффузии свободной фрак-
ции. Если этот переход обеспечивает 
активный транспорт, то уменьшение 
связывания эндотоксинов с альбуми-
ном будет способствовать проявлению 
их биологического действия и задерж-
ке в организме. Таким образом, окон-
чательное решение этого вопроса тре-
бует дополнительных сведений об ос-
новных токсических субстанциях при 
ожоговой болезни и механизмах их 
э л и м и наци и и з к р о в сноси о го р уел а. 
Исследования в этом направлении бу-

дут способствовать совершенствованию 
дези 11 токс и к а ц и о н 11 ой и л екарет ве и иой 
терапии. 
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B I N D I N G ABILITY O F BLOOD S E R U M AL-
BUMIN IN T H E R M I C B U R N S 

I/. I/. Salomatin, R. I. Li/shits 

Medical School, Chelyabinsk 

Bind ing ability of blood scrum albumin was 
decreased in pa t ien ts with thermic burns as 
well as in ra t s with burns . Loss of this a lbumin 
proper ty did not depend on decrease of its 
content in blood serum; in the pa t ien t s with 
burns the decrease in a lbumin b inding ability 
correlated with development of e n c e p h a l o p a t h y 
symptoms. After t r ea tmen t of blood serum f rom 
exper imenta l an imals with hemosorbent the 
blood serum binding ability was dist inct ly 
restored in vitro. At the same time, hemosorp-
tion did not affect the b ind ing ability of blood 
plasma in pa t ients with burns . Impor tance of 
a l te ra t ions in b inding ability of blood serum 
albumin for development of acute burns toxemia 
is discussed. 

УДК 612.352.2.014.46:615.256.51 

В. M. Санфирова, В. Н. Титов, М. Громадова 

В Л И Я Н И Е ЭТИ Н ИЛ Э С Т Р А Д ИОЛА И Э С Т Р А Д И О Л А 
Д И П Р О П И О Н А Т А НА Э Т Е Р И Ф И К А Ц И К ) Н А С Ы Щ Е Н Н Ы Х 
И И Е Н А С Ы Щ Е Н Н Ы X Э КЗО Г Е Н Н Ы X Ж И Р И Ы X К И С Л О I 

В П Е Ч Е Н И К Р Ы С 

Институт кардиологии им. А. Л . Мясиикова ВКН1Д АМН СССР, Москва 

По современным представлениям, 
р а з в и т и с эстр ore и - и н д у 11, и ров а и и о й г и -
пертриглицеридемии обусловлено по-
вышением биосинтеза триглицеридов 
в печени и секреции их в кровь в со-
ставе липопротсидов (ЛП) очень низ-
кой плотности ( Л П О Н П ) [23, 43], а 
также нарушением их катаболизма в 
кровяном русле [17, 20]. Ведущим ме-
ханизмом в развитии гипертриглице-
ридсмии под влиянием эстрогенов счи-
тают активацию биосинтеза триглице-
ридов в печени [23, 42]. 

Основным источником биосинтеза 
триглицеридов в ткани печени служат 
экзогенные (пищевые) жирные кисло-
ты ( Ж К ) [17, 18, 21], Установлено, 
что Ж К являются не только субстра-
том для биосинтеза липидов, но и иг-
рают важную роль в регуляции обме-
на всех классов ЛП и прежде всего 
Л П О Н П [5, 13, 19]. Одним из основ-
ных факторов, регулирующих актив-
ность процессов биосинтеза триглице-
ридов в гепатоцитах и секреции их в 
кровь в составе Л П О Н П , является 
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уровень поступления в печень Ж К 
[4, 18, 20]. Катаболизм Л П О Н П в 
крови под действием гспариизависи-
мой триацилглицеролгидролазы в зна-
чительной мерс зависит от степени не-
насыщенности тригл ицеридов и фос-
фолипидов Л П частиц [12, 28, 34], 
что в свою очередь определяется спе-
цифичностью процессов этерификации 
насыщенных и ненасыщенных Ж К в 
ткани печени [4, 39]. 

Целью настоящей работы было ис-
следование действия эстрогенов на 
этерификацию насыщенных и ненасы-
щенных экзогенных Ж К в печени как 
одного из возможных механизмов раз-
13 и ти я э с тр ore н - и и д у ц и р о в а и и ой г и п е р -
триглицеридемии. Различия во влия-
нии синтетического эстрогена — ком-
понента ор а л ь н ы х кон тр а це пти в ов 
(этинилэстрадиола — ЭЭ) и натураль-
ных эстрогенов на развитие гипертри-
глицеридемии [27, 38] послужило 
предпосылкой к исследованию дейст-
вия на процессы этерификации Ж К в 
печени двух эстрогенов: ЭЭ и аналога 
натуральных эстрогенов — эстрадио-
ла дипропионата (ЭД) . 

М е т о д и к а 

Р а б о т а была выполнена на крысах-самцах 
линии Вистар массой 180—200 г. Д л я исключе-
ния модифицирующего влияния на процессы 
липогенеза пищевых жиров , отличающихся по 
степени иенасыщенности [6], крыс в течение 
2 нед до начала экспериментов и в ходе самих 
экспериментов содержали на безжировой дие-
те. Использование в работе крыс-самцов поз-
волило исключить колебания уровня эндоген-
ных эстрогенов. 

Ж и в о т н ы х разделили на 3 группы (по 10 
крыс в к а ж д о й ) . Крысам 1-й и 2-й групп еже-
дневно в течение 5 дней вводили внутримы-
шечно по 10 мкг ЭЭ и Э Д в 0,2 мл оливкового 
масла соответственно. Ж и в о т н ы е контрольной 
группы получали ежедневно на протяжении 
этого периода внутримышечно инъекции 0,2 мл 
оливкового масла. На 5-й день после 14-часово-
го голодания и через 3 ч после инъекции гормо-
нов всем животным внутрибрюшинно вводили 
по 15 мкКи эквимоляриой эквирадиоактивиой 
смеси 3 Н-пальмитиновой и 1 4С-линолевой кислот 
в 0,2 мл диметилсульфоксида [1]. Через 1 ч 
после введения меченых предшественников 
крыс забивали декапитацией. Печень перфузи-
ровали охлажденным 0,15 М NaCl. 

Липидный экстракт из ткани печени получа-
ли по методу [15] . Разделение основных фрак-
ций липидов печени проведено методом пре-
паративной тонкослойной хроматографии на 
силикагеле [24]. Содержание липидов в образ-
цах определяли сульфованилиновым методом с 
использованием соответствующего стандарта 
для к а ж д о г о класса липидов [37J. Радиоактив-
ность липидных фракций определяли на ж и д -
костном сцинтилляциоином спектрометре [44]. 

Активность процессов этерификации насы-
щенной и ненасыщенной экзогенных Ж К в пе-
чени крыс оценивали по удельной радиоактив-
ности основных классов эфиров Ж К : триглице-
ридов, фосфолипидов и эфиров холестерина. 
Д л я суждения об относительной этерификации 
ненасыщенной и насыщенной Ж К рассчитыва-
ли коэффициент 14С/3Н для к а ж д о г о из указан-
ных классов липидов печени. 

Результаты исследования обработаны мето-
дом вариационной статистики с использовани-
ем критерия t Стыодента. 

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

Действие ЭЭ и ЭД на этерифика-
цию насыщен пых и ненасыщен ных 
экзогенных Ж К в печени крыс in vivo 
оценивали по включению в триглице-
риды, фосфолипиды и эфиры холесте-
рина печени 3Н-пальмитиновой и 
14С-линолевой кислот, являющихся 
важными представителями насыщен-
ных и ненасыщенных Ж К . 

Введение обоих эстрогенов приводи-
ло к существенному повышению вклю-
чения экзогенных насыщенной и нена-
сыщенной Ж К в общий пул триглице-
ридов печени (табл. 1). При введении 
ЭД отмечена тенденция к увеличению 
по сравнению с контролем относитель-
ной этерификации в триглицериды 
14С-линолевой кислоты. Относительная 
этерификация экзогенной иен асы щеп-
ной Ж К при введении ЭД была досто-
верно выше, чем при введении ЭЭ. 

Значительное увеличение включения 
3Н-пальмитиновой и 14С-линолевой 
кислот в триглицериды под влиянием 
ЭЭ и ЭД свидетельствует о существен-
ной активации этерификации экзоген-
ных Ж К в триглицеридьГ. Полученные 
результаты находятся в полном соот-
ветствии с представлением о том, что 
повышение этерификации Ж К в три-
глицериды является основным меха-

Т а б л и ц а 1 

Включение экзогенных 3Н-пальмитиновой и 14С-
линолевой кислот (в имп/мин мг липида) в об-
щий пул триглицеридов печени крыс ( A f ± m ; 

П = 10) 

Уел 013 и и 
опыта 

8 Н 14С " С / 3 Н 

К о н т р о л ь 1165=1=120 7 8 0 ± 1 0 9 0 , 7 4 8 ± 0 , 0 7 7 
(1) 

ЭЭ (2) 2672=1=221 1 3 6 0 ± 1 6 6 0,570=1=0,073 
Э Д (3) 2099=1=281 2173=1=110 0,971=1=0,103 

Ру-2 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 — 

Рх-ъ < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 1 
Р2-3 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 
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и и з м ом и н А у 11 и р о в а 11 н ой эстроген а м и 
акти вa 1tии бноси итеза три глицеридов 
в печени [40—42]. Возрастание этери-
фикации экзогенных Ж К в триглице-
риды печени было отмечено как для 
натуральных, так и для синтетических 
эстрогенов: эндогенных [40], ЭД [на-
стоящая работа], диэтилстильбэстро-
ла [23], ЭЭ [41, 42, настоящая рабо-
та] . Активация этерификации экзоген-
ных Ж К в триглицериды и увеличение 
биосинтеза триглицеридов в печени 
представляет собой, очевидно, один из 
наиболее общих метаболических эф-
фектов эстрогенов. Согласно совре-
м е п 11 ы м п р ед ста в л е н и я м, 11 о в ы ш е н и е 
биосинтеза триглицеридов в печени 
является ведущим механизмом в раз-
витии и и д у ц и р о в а н н о й э ст р о г е и а м и 
гипертриглицеридемии [23, 42]. 

Основным фактором, определяющим 
скорость биосинтеза и секреции три-
глицеридов в печени, является уровень 
свободных Ж К в гепатоцитах [4, 17, 
181. Увеличение включения экзоген-
ных Ж К в тригрицериды под влияни-
ем ЭЭ и ЭД указывает либо на воз-
растание поступления экзогенных Ж К 
в печень, • либо на повышение исполь-
зования их в синтезе триглицеридов. 
Это согласуется с данными литерату-
ры о том, что эстрогены увеличивают 
поглощение печенью из крови Ж К 
[25, 30, 31] и вследствие ингибирова-
ния кетогенеза повышают долю Ж К , 
вступающих в процессы этерификации 
[17, 41, 42]. Таким образом, можно 
полагать, что одним из этапов актива-
ции эстрогенами биосинтеза триглице-
ридов является увеличение содержа-
ния свободных Ж К в гепатоцитах 
вследствие повышения поглощения их 
из крови и снижения окисления Ж К. 

Оба эстрогена (ЭЭ и ЭД) активи-
ровал и в к л ю1 ген и с в т р и г л и це р ид ы 
как пальмитиновой, так и лииолсвой 
кислот, однако ЭД увеличивал отно-
с и тел ь н ое в к л юче н и е в т р и г л и це р ид ы 
экзогенной ненасыщенной Ж К в боль-
шей степени (см. табл. 1). 

Механизмы различного влияния ЭЭ 
и ЭД па относительную этерификацию 
насыщенной и ненасыщенной экзоген-
ных Ж К не ясны. Основным путем 
биосинтеза триглицеридов в печени 
является синтез de novo [39]. Жирно-
кислотный состав синтезирующихся 
по этому пути триглицеридов зависит 
прежде всего от специфичности ацил-
трансфераз, участвующих в биосинте-

зе фосфатидиых кислот [39]. В вопро-
се о влиянии эстрогенов на активность 
фе рм ентов биосинтеза тригли цер идов 
в печени имеется много разногласий. 
И иду ц и р ов а нн у ю эстр оген а м и а кт и в а -
цию биосинтеза триглицеридов в пе-
чени связывают с глицерофосфатацил-
трансферазой [30], диацилглицерол-
ацилтрансферазой [35], глицерокииа-
зой [26]. Повышение относительной 
этерификации 14С-линолевой кислоты 
в триглицериды под действием ЭД не 
может быть, однако, объяснено изме-
нением активности ни одного из ука-
занных ферментов. 

Полагают [8, 42], что активация 
эстрогенами биосинтеза триглицери-
дов связана не столько с изменением 
каталитической активности индивиду-
альных ферментов, сколько с повыше-
нием общего содержания ферментов в 
т к а н и п смени. Специфичность а ц и л -
трансфераз, участвующих в биосинте-
зе триглицеридов, не абсолютна, 
вследствие чего жирнокислотиый со-
став синтезирующихся в печени три-
глицеридов в значительной мере зави-
сит от поступающих в печень Ж К 
[36]. Все изложенное выше позволяет 
предположить, что возрастание отно-
сительной этерификации 14С-линоле-
вой кислоты в триглицериды под 
влиянием ЭД связано с более высо-
ким, чем при действии ЭЭ, поступле-
нием ненасыщенной Ж К в печень. 
Это предположение частично подтвер-
ждается данными литературы [25, 30, 
31], о том, что повышение поглоще-
ния Ж К печенью обусловлено увели-
чением в гепатоцитах концентрации 
белка, специфически связывающего 
Ж К [25, 30, 31], и отмеченным более 
высоким сродством этого транспортно-
го белка к ненасыщенным Ж К [16]. 
Увеличение в гепатоцитах концентра-
ции указанного белка описано только 
для натуральных эстрогенов [25, 30, 
31 |. Таким образом, активация этери-
фикации экзогенных Ж К в триглице-
риды под влиянием ЭД сопряжена в 
отличие от действия ЭЭ с повыше-
нием степени ненасыщенности тригли-
церидов. 

Влияние ЭЭ и ЭД на этерификацию 
экзогенных Ж К в фосфолипиды раз-
лично: ЭЭ вызвал некоторое увеличе-
ние, а ЭД существенно снижал вклю-
чение 3Н-пальмитиповой и 14С-линоле-
вой кислот в фосфолипиды печени 
крыс (табл. 2). Оба эстрогена ис-
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'Г а б л и ц а 2 

Включение экзогенных аН-пальмитиновой и 14С-
линолевой кислот (в ими/мин-на 1 мг липида) 
в пул фосфолипидов печени крыс 

п - 10) 

Условия 
опыта ЛН 14С 14С/3Н 

Контроль 9 8 7 ± 7 0 3 6 9 ± 2 8 0 , 3 7 5 + 0 , 0 2 
(О 

0 , 3 7 5 + 0 , 0 2 

ЭЭ (2) 1152-1-207 5 8 0 ± 4 5 0 , 4 9 6 ± 0 , 0 5 5 
Э Д (3) 434 ± 4 5 2 5 0 ± 7 0 ,055-1-0 ,040 

Рг- 2 < 0 , 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 1 
Рг-з < 0 , 0 5 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 0 1 
Р2-3 < 0 , 0 1 < 0 , 0 0 1 < 0 , 0 5 

сколько повышали относительную 
этсрнфикацию в фосфолипиды экзо-
генной ненасыщенной Ж К . Более вы-
ражено это действие у ЭД. Ранее в 
исследованиях на псрфузированной 
печени показано, что эстрогены не 
влияют [41, 42] или д а ж е повышают 
[40] включение экзогенных Ж К в 
фосфолипиды. Наши результаты сви-
детельствуют о том, что ЭЭ повышает, 
а ЭД снижает этерификацию в фосфо-
липиды экзогенных Ж К . Одной из 
причин расхождения данных является, 
вероятно, тот факт, что в настоящей 
работе в отличие от приведенных вы-
ше исследований влияние эстрогенов 
на этерификацию экзогенных Ж К в 
фосфолипиды печени исследовали 
in vivo. По-видимому, эстрогены не 
оказывают на биосинтез фосфолипи-
дов печени столь же однонаправленно-
го действия, как на биосинтез тригли-
церидов. 

Механизмы различного влияния ЭЭ 
и ЭД на этерификацию экзогенных 
Ж К в фосфолипиды не ясны. Рядом 
исследователей на основании данных 
о сравнительной этерификации экзо-
генных и эндогенных Ж К в триглице-
риды и фосфолипиды было сделано 
заключение, что основным источником 
дл я б и оси н тез а т р и г л и цер и д ов я в л я -
ются экзогенные Ж К , тогда как в био-
синтезе фосфолипидов более важную 
роль играют эндогенные Ж К [29]. Ра-
нее нами было показано [2], что ЭД 
повышает биосинтез фосфолипидов в 
печени из эндогенных предшественни-
ков и активирует включение в фосфо-
липиды эндогенных Ж К , что не свой-
ственно ЭЭ. Это позволяет предполо-
жить, что при введении ЭД одной из 
причин более низкой, чем в контроле 
и при действии ЭЭ, этерификации в 

фосфолипиды экзогенных Ж К являет-
ся повышенное включение в них эндо-
генных Ж К . Вместе с тем снижение 
этерификации экзогенных Ж К в фос-
фолипиды под влиянием ЭД может 
быть связано отчасти с увеличением 
иенасыщенности синтезирующихся в 
печени триглицеридов. Известно, что 
секреция ненасыщенных триглицери-
дов в форме Л ПО! II I требует меньше-
го количества фосфолипидов и свобод-
ного холестерина в расчете на 1 моль 
триглицеридов в липопротеидной ча-
стице по сравнению с секрецией на-
сыщенных триглицеридов [18, 21 |. 
Оба эстрогена увеличивали отиоси-
тельну ю этериф и к а ци ю в фосфол и и и -
ды экзогенной ненасыщенной Ж К . 
Тем не менее при введении ЭЭ отме-
чена только тенденция, тогда как под 
влиянием ЭД относительная этерифи-
к а ц и я 14 С - л и н о л е в о й кислоты б ы л а 
достоверно выше, чем в контроле и 
при действии ЭЭ (см. табл. 2). 

Поскольку основным фосфол и пидом 
печени я в л я стс я ф осф а т и д и л х о л и и 
[39], этерификация пальмитиновой и 
л и нолево й кислот с в я з а иа, по- вид и-
мому, прежде всего с этой фракцией. 
Увеличение относительной этерифика-
ции линолевой кислоты в фосфатидил-
холин может происходить либо в про-
цессе биосинтеза фосфатидилхолииа 
de novo, либо за счет повышения сс 
в ключе н и я в ф о с ф а т и д и л э т а н о л а м и 11 
и активации метилирования фос-
фатидилэтаноламина [39, 45]. В то же 
время новы ш е и и е от и ос и те л ьн о г о 
включения линолевой кислоты на фо-
не общего снижения этерификации 
экзогенных Ж К в фосфолипиды при 
введении ЭД может быть связано с 
более высоким поступлением ненасы-
щенной Ж К в печень по сравнению с 

Т а б л и ц а 3 

Включение экзогенных 3Н-пальмитиновой и 1 4С-
линолевой кислот (в имп мин на 1 мг липида) 
во фракцию эфиров холестерина печени крыс 

( М ± т ; п = 10) 

Условия 
опыта 

з Н 14С "С/ 8 Н 

К о н т р о л ь 
(О 

ЭЭ (2) 
Э Д (3) 

Pi-2 
Р1-3 
Р2-3 

230=Ь38 2 0 7 ± 3 7 0 ,811 ± 0 , 0 9 0 К о н т р о л ь 
(О 

ЭЭ (2) 
Э Д (3) 

Pi-2 
Р1-3 
Р2-3 

5 8 ± 1 0 
5 9 ± 7 

< 0 , 0 0 1 
< 0 , 0 0 1 

95=Ь 14 
244-н21 
< 0 , 0 5 

< 0 , 0 0 1 

1 , 5 8 5 ± 0 , 2 4 6 
4 , 0 5 5 ± 0 , 5 1 4 

< 0 , 0 1 
< 0 , 0 0 1 
< 0 , 0 0 1 
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введением ЭЭ, как и в случае тригли-
церидов. Увеличение относительной 
этерификац и и и е и а с i >i iц с н н о й Ж К в 
фосфолипиды под действием ЭЭ и ЭД 
может, очевидно, приводить к повыше-
нию степени ненасыщенности синтези-
рованных фосфолипидов и, в частно-
сти, ф о с ф атидилхолинов. 

ЭЭ и в меньшей степени ЭД снижа-
ли включение экзогенных Ж К в эфи-
ры холестерина (табл. 3), что свиде-
тельствует об ингибировании эстроге-
нами этерификации Ж К . Это согласу-
ется с данными об ингибировании 
эстрогенами биосинтеза эфиров холе-
стерина в печени из эндогенных пред-
шественников липогенсза [3] и о сни-
жении активности сиптетазы эфиров 
холестерина в печени голубя при вве-
дении эстрогенов [32]. Уменьшение 
включения экзогенных Ж К в эфиры 
холестерина обусловлено, по-види-
мому, снижением активности ацил-
К о А: холестеролацил т ране ф е р а з ы 
АХАТ. Ингибирующее действие эстро-
генов на активность АХАТ является, 
вероятно, вторичным по отношению 
к повышению уровня в гепатоцитах 
С Ж К , так как высокая внутриклеточ-
ная концентрация ацил-КоА в печени 
снижает активность АХАТ [14]. 

Оба эстрогена (в особенности ЭД) 
увеличивали относительное включение 
в эфиры холестерина экзогенной МС-
линолевой кислоты (см. табл. 3). Та-
ким образом, ЭЭ и ЭД снижают эте-
рификацию экзогенных Ж К в эфиры 
холестерина печени и повышают сте-
пень их ненасыщенности. Эстрогены 
увеличивают поглощение Л П Н П пе-
ченью [7, 22], что приводит к накоп-
лению эфиров холестерина в составе 
мембран эндоплазматического рстику-
лума [ 10], уменьшению жидкости 
мембран и нарушению функций мем-
бра несвязанных ферментов [9, 10, 
33]. Возрастание относительной этери-
фикации ненасыщенных Ж К во фрак-
цию эфиров холестерина (и фосфоли-
пидов) можно рассматривать, по-ви-
димому, как компенсаторный меха-
низм, ограничивающий до некоторой 
степени снижение жидкостности 
мембранных структур печени. 

Результаты настоящей работы сви-
детельствуют о том, что ЭД более су-
щественно, чем ЭЭ, активирует отно-
сительную э те р и фи к а цию э кз ore п и о й 
ненасыщенной кислоты во все классы 
эфиров жирных кислот печени: три-

глицериды, фосфолипиды и эфиры хо-
лестерина. Поскольку биосинтез ука-
занных классов липидов происходит 
разными путями, эти данные могут 
служить косвен и ы м подтвержден ием 
в ы сказа и и ого выше п р ед поло ж е п и я, 
что ЭД в большей степени, чем ЭЭ, 
повышает поступление экзогенных не-
насыщенных Ж К в печень. 

Одной из причин разного влияния 
ЭЭ и ЭД на этерификацию насыщен-
ных и ненасыщенных Ж К в печени 
является, по-видимому, различие в их 
молекулярной структуре. Введение 
а-алкильного заместителя в положе-
ние 17 стероидов (17 а-этинильиая 
группа в составе ЭЭ) обусловливает 
изменение их действия на процессы 
метаболизма [11]. 

Взаимосвязь между процессами эте-
рификации Ж К в печени и развитием 
индуцированной эстрогенами гипер-
триглицеридемии можно представить 
следующим образом. Основным меха-
низмом являются активация этерифи-
кации в триглицериды экзогенных 
Ж К , увеличение биосинтеза триглице-
ридов в печени и секреции их в кровь 
в форме Л П О Н П . Введение ЭД при-
водило к достоверно более высокому, 
чем при применении ЭЭ, включению в 
триглицериды' и фосфолипиды печени 
экзогенной ненасыщенной Ж К . Ско-
рость секреции триглицеридов пе-
ченью не зависит от их жирнокислот-
ного состава [4]. Сведений о харак-
тере секреции печеныо фосфолипидов 
с разным жирнокислотиым составом 
в литературе нет. Косвенным доказа-
тельством более высокой скорости сек-
реции печенью ненасыщенных фосфо-
липидов по сравнению с насыщенны-
ми являются данные [17| о повышен-
ном по сравнению с фосфолипидами 
11 ечен и соде ржании ней а с ы i цен н ы х 
Ж К в составе фосфолипидов Л П кро-
ви крыс в условиях полиненасыщен-
ной диеты [13]. Сопоставление этих 
данных позволяет заключить, что под 
влиянием ЭД в печени синтезируются 
и сскрстируются в кровь Л П О Н П , 
т р и г л и цер и д ы и ф осф о л и п и д ы кото-
рых более богаты ненасыщенными 
Ж К , чем при введении ЭЭ. Поскольку 
гепаринзависимая триацилглицерол-
гидролаза — основной фермент ката-
болизма Л П О Н П в кровяном русле — 
более активно гидролизует ненасы-
щенные субстраты [28], можно пола-
гать, что при поступлении в организм 
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ненасыщенных пищевых липидов ско-
рость удаления Л П О Н П из циркуля-
ции может быть выше при введении 
ЭД, чем при применении ЭЭ. 

Косвенным п од т в е р ж д е н и ем п р е д -
положения о взаимосвязи между про-
цесса м и этерификации насыщенных 
и ненасыщенных Ж К в печени и раз-
витием и иду ц и р о в а н н ой э с т роге н а м и 
г и пер тр и г л и цер идем и и с л у ж а т да н н ые 
о в ы р а жени ост и г и п ё р т р и г л и це р и д е -
ми и при введении ЭД и ЭЭ у крыс, 
содержащихся на стандартной лабо-
раторной диете с добавлением расти-
тельных и молочных жиров: 98,204; 
± 7 , 8 9 мг % (контроль), 219 ,80± 
±22 ,90 м г % (ЭЭ) и 117,80±8,13 мг % 
(ЭД) . Это согласуется с данными о 
том, что введение крысам ЭЭ в дозе 
б мкг в день, т. е. близкой к использо-
ванной в настоящей работе, приводи-
ло к значительному повышению уров-
ня триглицеридов в крови, тогда как 
введение ЭД в той же дозе не вызыва-
ло аналогичного эффекта [38]. По-
скольку ЭЭ и ЭД увеличивали общую 
этерификацию экзогенных Ж К в три-
глицериды примерно в равной степе-
ни (см. табл. 1), можно полагать, что 
введение ЭД в отличие от ЭЭ не при-
водило к развитию гипертриглицери-
демии за счет увеличения скорости 
гидролиза триглицеридов в крови 
вследствие возрастания ненасыщенно-
сти триглицеридов и фосфолипидов 
Л П О Н П . 

Таким образом, активация этерифи-
кации экзогенных Ж К в триглицериды 
и изменения в относительной этерифи-
кации насыщенных и ненасыщенных 
Ж К в триглицериды и фосфолипиды 
печени представляются важным меха-
низмом в развитии эстрогениндуциро-
в а н н о й г и пер г л и це р и д е м и и. 
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E F F E C T O F E S T R A D I O L ETHYNYL AND 
E S T R A D I O L P R O P I O N A T E ON E S T E R I F I C A -
TION O F SATURATED AND NON-SATURAT-
ED E X O G E N O U S FATTY ACIDS IN RAT 

LIVER T I S S U E 

V. M. SanfirovaJ N. N. Titov, M. Gromadova 

A. L. Myasn ikov Inst i tu te of Clinical Cardio-
logy, Ail-Union Cardiological Research Centre , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 

Moscow 

Effect of es t radiol e thynyl and es t radiol 
propionate on ester if icat ion of sa tu ra ted and 
non-sa tu ra ted fat ty acids in liver tissue, as one 
of possible mechan i sms in development of 
es t rogen- induced hyper t r ig lycer idemia, was stu-
died us ing labelled precursors 3IT-palmitic and 
, 4C-linoleic acids. Both Ihese e s t rogens st imu-
lated the incorporat ion of exogenous fa t ty acids 
into t r iglycer ides . After admin is t ra t ion of es t ra-
diol d ipropionate relat ive ester i f icat ion of l4C-
linoleic acid into t r iglycerides w a s increased as 
compared with controls . Es t radio l ethynyl in-
creased and es t radiol d ipropionate decreased the 
incorporat ion of exogenous fa t ty acids into liver 
phospholipids. Both e s t rogens act ivated the rela-
tive ester i f icat ion of Jinoleic acid into phospho-
lipids. A decrease in exogenous fa t ty acids este-
rif ication into f ract ion of cholesterol es ters , 
caused by both these es t rogens , occurred due 
to an increase in relat ive incorporat ion of lino-
leic acid into these lipids. As shown in experi-
m e n t s of relat ive ester if icat ion of sa tu ra ted and 
non-sa tu ra ted fa t ty acids, es t radiol p ropiona te 
s t imula ted synthes is of more non-sa tura ted 
fo rms of t r iglycerides, phospholipids and chole-
sterol es ters in ra t liver t issue as compared 
with the es t radiol e thynyl action. The da ta ob-
tained and the da ta of l i tera ture sugges t that 
act ivat ion of exogenous fa t ty acids ester if ica-
tion into t r ig lycer ides and a l te ra t ions in rela-
tive ester i f icat ion of sa tu ra ted and non-sa tu ra ted 
fat ty acids into t r ig lycer ides and phosphol ipids 
of liver t issue are of impor tance in pa thogenes i s 
of es t rogen- induced hyper t r ig lycer idemia . 

Г. Г. Ковалева, И. M. Карманский 

Х А Р А К Т Е Р В З А И М О Д Е Й С Т В И Я М А К Р О Ф А Г О В 
С С Ы В О Р О Т О Ч Н Ы М И Л И ПО П Р О Т Е И Д А М И 

Н И З К О И ПЛОТНОСТИ, Ч А С Т И Ч Н О Г И Д Р О Л И З О В А Н Н Ы М И 
П Е П С И Н О М 

Институт биологической и медицинской химии АМН СССР, Москва 

Как из в сети о, в нут р и к л еточ н ое на-
копление липидов является одним из 
факторов развития атеросклероза [2]. 
Существенным вкладом в понимание 
этого процесса явились исследования 
[7], в которых удалось получить ха-
рактерные для атеросклеротических 
очагов «пенистые клетки» при инкуба-
ции м а крофагов с ацетил и рованиым и 

липопротеидами низкой плотности 
( Л П Н П ) . Показано, что проникнове-
ние ацетилированных Л П Н П в клетки 
происходит благодаря их взаимодей-
ствию со специфическими рецептора-
ми на поверхности макрофагов, кото-
рые не связываются с иативными 
Л П Н П , но «узнают» Л П Н П , несущие 
дон о л н и те л ь н ы й сум м а р 11 ы й от р и ц а -

•83 



тельный заряд. Этот заряд может по-
явиться не только в результате ацети-
лирования Л П П П , но и после обра-
ботки их малоновым альдегидом или 
в ходе инкубации с эндотелиальными 
клетками [5]. Не исключена возмож-
ность, что на поверхности макрофа-
гов есть рецепторы, способные взаимо-
действовать с Л П П П , претерпевшими 
другие модификации и, в частности, 
протеолитические, которые не приво-
дят к существенным изменениям заря-
да Л П П П . В этой связи представляло 
интерес изучить характер взаимодей-
ствия макрофагов с Л П П П , частично 
гидролизованными пепсином — анало-
гом катепсина D. Этому вопросу и по-
священа настоящая работа. 

М е т о д и к а 
Липопротеиды низкой плотности (1 ,019< 

< d < 1,063 г/мл) выделяли из сыворотки кро-
ви здоровых доноров методом ультра центрифу-
гирования |8 | . Йодирование Л П Н П 1251 прово-
дили йодмонохлоридным методом [I0J , низко-
молекулярные продукты реакции удаляли диа-
лизом. Удельная радиоактивность полученных 
препаратов составляла 80—150 имп/мии на 
I иг белка. Гидролиз пепсином нативных и ра-
диойодированных Л П Н П проводили, как описа-
но ранее [1 | . Низкомолекулярные продукты 
протеолиза удаляли гель-фильтрацией на ко-
лонке е сефадексом G-75. Эффективность уда-
ления низкомолекулярных продуктов оценива-
ли путем осаждения 10 % ТХУ и определения 
радиоактивности и белка в ТХУ-растворимом 
материале Концентрацию белка в пробах ус-
танавливали по методу Лоури [9]. 

Ацетилирование Л П Н П проводили с исполь-
зованием 14С-уксусного ангидрида [4|. 

Л и п о пр оте и д д еф и цит н у ю с ы в о рот к у 
( Л П Д С ) человека получали препаративным 

ул ьтр а центр иф у г и р о в а н и е м при плот и ост и 
1,21 г/мл [11]. Л П Д С диализовали против 
0,15 М NaCl в 0,02 М Na-фосфзте рН 7,4, сте-
рилизовали фильтрацией через фильтр с диа-
метром пор 0,22 мк и хранили при —20 °С. 

Д л я получения макрофагов самцам белых 
беспородных мышей внутрибрюшинно вводили 
5 мл 3 % раствора пептона в среде Хенкса. 
Спустя 2 сут брюшную полость мышей промы-
вали 7 мл среды А (среда Игла, 10 % сыво-
ротки крупного рогатого скота, 290 мкг/мл L-
глютамина, 100 Е Д / м л пенициллина, 100 мкг/ 
/мл стрептомицина) , содержащей 80 Е Д гепа-
рина в 1 мл. Перитонеальные клетки собирали 
1 i,e и т р и ф у гир о в а пнем п р о м ы в и о й ж ид к ост 11 
(900 об/мин, 5 мин, 4 ° С ) , клетки отмывали од-
нократно средой А, ресуспендировали в этой 
ж е среде и разбавляли до плотности (I —2) X 
Х Ю 6 клеток в 1 мл. Алнквотные порции сус-
пензии (2 мл) помещали в пластиковые чашки 
Петри ( 4 0 х Ю мм, завод «Медполимер», Ле-
нинград) и инкубировали в атмосфере 5 % CO.. 
и 95 % 0 2 . 

Перед экспериментом клетки отмывали 
д в а ж д ы 2 мл среды А (без сыворотки) , затем 
добавляли 1 мл среды А с Л П Д С (3 % по 
объему) и необходимое количество радиойоди-

рованных и немеченных Л П Н П . Инкубацию 
клеток с Л П Н П вели в течение 5 ч при 37 °С 
в атмосфере 5 % СО:> и 95 % (\>. После окон-
чания инкубации культуральную среду отби-
рали в пробирки с ТХУ для определения дегра-
дации (см. ниже) , клетки промывали 3 раза 
2 мл 0,15 М NaCl в 0,05 М трис-HCl рН 7,4, за-
тем 2 раза этим ж е раствором с добавлением 
альбумина (2 мг/мл ) и наконец 2 раза тем ж е 
раствором, но без альбумина. Клетки раство-
ряли в 1 мл 0,1 М NaOH в течение ночи при 
комнатной температуре и определяли их ра-
диоактивность на гамма-счетчике. После изме-
рения радиоактивности в этих ж е пробах опре-
деляли содержание белка. Количество погло-
щенных Л П Н П рассчитывали на основании ре-
зультатов измерения радиоактивности клеток 
н удельной радиоактивности добавляемых пре-
паратов Л П Н П . Получаемая при этом величи-
на о т р а ж а л а не только связывание Л П Н П с 
клеточной поверхностью, но и проникновение 
ЛП1 III внутрь макрофагов. Результаты выра-
ж а л и в микрограммах поглощенного белка 
Л П Н П на 1 Mi' клеточного белка. 

Д л я определения деградации Л П Н П куль-
туральную среду после инкубации отбирали и 
осаждали 1 0 % ТХУ (конечная концентрация) , 
надосадочную жидкость отделяли после цент-
рифугирования при 3000 об/мин в течение 
15 мин, инкубировали с Н2О2 в присутствии 
К!, экстрагировали хлороформом для удале-
ния свободного йода и измеряли радиоактив-
ность водной фазы [6] Контролем служили 
пробы, не содержащие клеток. 

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

Сравнили поглощение макрофагами 
при 37 °С нативных и частично гидро-
лизованных пепсином , 2 51-ЛПНП. Сте-
пень протеолиза частично гидролизо-
в а н н ы х Л П Н П соста в л я л а 8— 10 %. 
Ранее было найдено, что при такой 
степени протеолиза еще не происходит 
заметной агрегации и денатурации 
Л П Н П [Г| . Измерение радиоактивно-
сти макрофагов, инкубированных в те-
чение 5 ч с 1 2 51-ЛПНП показало, что 
поглощение Л П Н П клетками значи-
тельно увеличивается после их частич-
ного протеолиза пепсином. Так, для 
проб, содержащих 20 мкг белка 
Л П Н П в 1 мл, поглощение нативных 
и частично гидролизованных Л П Н П 
составляло 0,2 и 0,395 мкг на 1 мг 
клеточного белка соответственно. Раз-
ница в поглощении нативных и ча-
стично гидролизованных Л П Н П воз-
растала при увеличении концентрации 
Л П Н П в пробах до 200 мкг/мл (но 
белку). В этих условиях поглоще-
ние нативных и модифицированных 
Л П Н П составляло 1,0 и 2,1 мкг на 
1 мг клеточного белка соответственно. 
Повышенное поглощение частично 
гидролизованных пепсином Л П Н П 
сопровождалось более интенсивной их 
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д страдание й м а к р о ф а г а м и. В пробах, 
содержащих 200 мкг белка Л П Н П в 
I мл, деградация нативных и модифи-
цированных Л П Н П , оцениваемая по 
приросту в инкубационной среде ко-
личества ТХУ-растворимых радиоак-
тивных продуктов, составляла соответ-
ственно 3,83 и 12,85 мкг иа I мг кле-
точного белка. 

Природа более эффективного погло-
щения клетками частично гидролизо-
ванных пепсином Л П Н П не ясна. 
Д л я х а р а к те р ист и к и спец и ф и ч н ост и 
этого процесса проанализировали 
влияние возрастающих концентраций 
«холодных» (т. е. не меченных 1251) 
нативных и обработанных пепсином 
Л П Н П на взаимодействие макрофа-
гов с фиксированным количеством ме-
ченных 1251 Л П Н П , модифицирован-
ных пепсином. Результаты этих иссле-
дований, приведенные на рис. 1, ука-
зывают на конкурирующее влия-
ние «холодных» модифицированных 
Л П Н П на деградацию радиойодиро-
ванных модифицированных Л П Н П . 
На л и ч и е такой конкуренции с ви дс -
тельствует о существовании на макро-
фагах специфических насыщаемых 
участков взаимодействия с Л П Н П , 
частично гидролизованными пепсином. 
Судя по кривым, приведенным на 
рис. 2, макрофагам присущ также и 
неспецифический ненасыщаемый. путь 
д е г р а д а ц и и м од и ф и ц и р ов а и и ы х пепси-
пом Л П Н П . Это следует из сохране-
ния значительной деградации модифи-
цированных пепсином , 2 51-ЛПНП в 
II р ису тств и и и з б ытк а « х ол од и ых» м о -
дифицированных Л П Н П . Из рис. I 
•следует также, что «холодные» натив-
иые Л П Н П в меньшей степени тормо-
зя т деградацию м од и ф и ц ированных 
пепсином 1251-ЛПНП, чем «холодные» 
Л П11П, об р а бота н н ы е пепси но м. 

Эти данные могут свидетельство-
вать о наличии на макрофагах двух 
типов насыщаемых участков, с кото-
рыми в з а и м од е й с т в у е т модифициро-
ванные пепсином Л1III П. Участки 
одного типа взаимодействуют не толь-
ко с модифицированными, по и с на-
тивпыми Л П Н П . Участки второго ти-
па специфически связывают Л П Н П , 
частично гидролизованные пепсином. 

Д л я со п о ст а в л е и и я эт и х с в я з ы в а ю -
щих участков с описанным в литера-
туре рецептором макрофагов для аце-
т и л и р о в а иных Л П Н П [ 71 проанали-
зирована деградация 1 2 51-ЛПНП в 
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Р и с . I. Д е г р а д а ц и я | 2 5 1 - Л П Н П , ч а с т и ч н о г и д -
р о л и з о в а и н ы х п е п с и н о м , п е р и т о н е а л ь н ы м и 
м а к р о ф а г а м и м ы ш и в п р и с у т с т в и и н е м е ч е н и ы х 
н а т и в н ы х Л П Н П ( / ) и Л П Н П , ч а с т и ч н о г и д -

р о л и з о в а и н ы х п е п с и н о м (2). 
По оси абсцисс — содержание в пробе немеченых 
нативных и частично гидролизовапных пепсином 
Л ПИП (в мкг белка Л I'll III на I мл); по оси орди-

нат—деградация | 2Ч-ЛПНП (в %). 
Каждая проба содержала 2161-ЛПЫП, частично гид-
ролизованные пепсином, в концентрации 27,5 мкг/мл 
(по белку). За 100 % принимали деградацию 1251-
ЛПНП, модифицированных пепсином, в отсутствие 
немеченых ЛПНП. Каждая точка — среднее но 

данным двух параллельных исследований. 

11 р и су тст в и и возрастающих ко и це н т р а -
ций «холодных» ацетилированиых, па-
т и в 11 ы х и м од и ф и ц и р о в а н 11 ы х п е п с и -
ном Л П Н П . Полученные результаты 
(см. рис. 2) свидетельствуют о том, 
что немеченые иативные и гидролизо-
ванные пепсином Л П Н П не конкури-
руют с ацетилированными 1251-ЛПНП 
за взаимодействие с макрофагами. 
Ингибирующее влияние на деграда-
цию 1251 - а це т и л - Л П Н П оказывали 
л и ш ь « х о л од н ы с » ацетилирова н н ы с 
Л П Н П . Отсюда следует, что более 
эффективное поглощение макрофага-
ми Л П Н П , модифицированных пепси-
ном, нельзя объяснить их «узнавани-
ем» рецепторами для ацетилирован-
иых Л П Н П . 

Р и с . 2. Д е г р а д а ц и я 1 2 5 1 - а ц е т и л - Л П Н П п е р и т о -
н е а л ь н ы м и м а к р о ф а г а м и м ы ш и в п р и с у т с т в и и 
н е м е ч е н ы х н а т и в н ы х ( 7 ) , ч а с т и ч н о г и д р о л и з о -
в а п н ы х п е п с и н о м (2) и а ц е т и л и р о в а н и ы х ( 3 ) 

Л П Н П . 
По оси абсцисс — содержание в пробе (в мкг бел-
ка ЛПНП на 1 мл) немеченых нативных, частично 
гидролизовапных пепсином и ацетилированиых 
ЛПНП; по оси ординат — деградация 1251-ацетил-
ЛПНП (в %). Каждая проба содержала , 2б1-ЛПНП 
и концентрации 30 мкг/мл (по белку). Зп !00 % при-
нимали деградацию ацетилироваиных ,251-ЛПНП в 

отсутствие немечениых ЛПНП. 
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Необходимо отметить, что ранее [3] 
наблюдалось более интенсивное погло-
щение макрофагами ЛПНП, , обрабо-
танных трипсином. В этой публикации 
высказано предположение о близости 
механизмов проникновения в макро-
фаги трипсивизированных и ацетили-
рованных Л П Н П . Что касается пепси-
на, то полученные нами данные сви-
детельствуют о наличии на макрофа-
гах спец и ф и ч е с к и х ц е н т р о в с в я з ы в а -
ния частично протеолизованных пепси-
ном Л П Н П , которые отличаются от 
цен т р о в с в я з ы в а и и я а ц ет и л и р о в а н и ы х 
Л П Н П . 

Таким образом, полученные данные 
п оз в о л я ю т в ы с к а з а т ь 11 р е д п о л о ж е н и е, 
что модифицированные пепсином 
Л П Н П 11 о г л о щ а ю тс я м а к р о ф а г а м и 
как по насыщаемому, так и по нена-
сыщаемому путям более эффективно, 
чем нативные Л П Н П . Это следует из 
того, что разница в поглощении на-
тивн ы х и м од и ф и I {и р о в а н н ы х Л I I Н П 
имеет место в областях как низких 
концентраций, при которых преобла-
дают насыщаемые взаимодействия, 
так и высоких, когда преобладает не-
н а с ы щ а е м ое связывание. П о в ы i п е н н ое 
поглощение частично протеолизован-
ных Л П Н П сопровождается более ин-
тенсивной их деградацией клетками. 
Увеличение поглощения и деградации 
модифицированных пепсином Л П Н П 
макрофагами может указывать на их 
большую атерогенность. В пользу это-
го свидетельствует и описанный в ли-
тс р а ту ре п а р а л л ел и з м процессов де-
градации белка и внутриклеточного 
накопления эфиров холестерина в 
макрофагах, инкубированных с ацети-
л и ров а иным и Л П Н П [7]. 

В настоящее время трудно сказать, 
от л и ч а ются л и м а к р о ф а г а л ь и ые уча-
стки с в я з ы в а н и я модифицир о в а и 11 ы х 
пепсином Л П Н П от описанных в лите-
ратуре рецепторов для (З-липопротеи-
дов очень низкой плотности и ком-
плексов Л П Н П с декстрансульфатом 
[5]. Для решения этого вопроса не-
обходимы дальнейшие исследования. 

Авторы выражают признательность 
ст. науч. сотр. Института паразитоло-
гии и тропической медицины Л. А.Лу-

рье за помощь в проведении радиоизо-
топных исследований и благодарят 
проф. В. О. Шпикитера за помощь 
при обсуждении результатов. 
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A NATURE O F INTERACTION B E T W E E N 
M A C R O P H A G E S AND BLOOD S E R U M LIPO-
P R O T E I N S O F LOW DENSITY, PARTIALLY 

HYDROLYZED BY P E P S I N 

G. G. Kovaleva, I. M. Karmansky 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemis t ry , 
Academy of Medical Sciences of the U S S R , 

Moscow 

Effect of par t ia l proteolysis of 125I-low den-
sity l ipoproteins (LDL) f rom blood serum on 
their interact ion with a cul ture of mice perito-
neal mac rophages was studied. Absorpt ion and 
degrada t ion of the LDL by mac rophages was 
dist inct ly increased a f te r 10% hydrolys is with 
pepsin. Degrada t ion of l 2 5I-LDL, hydrolyzed 
par t ia l ly by pepsin, in the cells was less inhibi-
ted by unlabelled nat ive LDL as compared with 
unlabelled but modif ied with pepsin LDL. Mac-
rophages appear to contain specific sites for 
b ind ing of LDL hydrolyzed par t ia l ly by pepsin; 
these sites were dist inct f rom receptors for 
acetylated LDL as shown by competi t ive ana-
lysis. 
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И Н Т Е Н С И В Н О С Т Ь Г Л Ю К О Н Е О Г Е Н Е З А И С О Д Е Р Ж А Н И Е 
У Г Л Е В О Д О В В Т К А Н И П Е Ч Е Н И К Р Ы С ПРИ Г О П О К И Н Е З И И 

Кафедра биохимии Ярославского медицинского института 

Гипокинезия, действуя как мощный 
стрессор, приводит к существенным 
нарушениям метаболизма углеводов в 
тканях [12, 14]. Установлено, что в 
организме, длительное время находя-
щемся в состоянии функционального 
напряжения, важную роль в поддер-
жании углеводного гомеостаза игра-
ет глюконеогенез [9]. Сведения о со-
стоянии его при ограничении двига-
тель и о й а к т и вноет и и е м и о г оч и сл ени ы 
[7, 8, 13], систематического изучения 
новообразования глюкозы в тканях 
не проводилось. 

Основной глюконеогенной тканыо 
является печень [5], поэтому интен-
сивность биосинтеза глюкозы в орга-
низме в целом определяется ско-
ростью новообразования глюкозы в 
печени. 

В настоящем исследовании прово-
дится сопоставление показателей ин-
тенсивности печеночного глюконеоге-
неза in vitro из некоторых субстратов 
в различные сроки обездвиживания и 
содержания в ткани печени глюкозы 
и гликогена. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на 92 беспородных белых 
крысах исходной массой 170—200 г (из них 
40 контрольная группа) . Всех крыс содер-
жали на стандартном рационе, рекомендован-
ном Институтом питания АМН СССР. Ограни-
чения двигательной активности достигали со-
держанием животных в индивидуальных клет-
ках-пеналах из органического стекла. Крыс де-
капитировали на 1, 3, 7, 15 и 30-е сутки гипо-
кинезии. Перед забоем крысы голодали в те-
чение 16—18 ч. Интенсивность глюкоиеогенеза 
определяли методом инкубации тканевых сре-
зов по [19] с некоторыми изменениями по 
[1] и [17]. Все процедуры по подготовке сре-

зов к инкубации проводили в рефрижератор-
ной камере при температуре 0—4 °С. Срезы 
печени промывали в охлажденном физиологи-
ческом растворе. Затем по 70—80 мг срезов 
помещали в конические колбы объемом 25 мл, 
содержащие 4 мл кребс-рингеровского бикар-
бопатного буфера, рН 7,4 с добавлением од-
ного из субстратов (L-алании, L-аспарагииовая, 
L-глутаминовая, пировиноградиая, а -кетоглу-
таровая , янтарная кислоты и глицерин) в ко-
нечной концентрации 0,01 М. Растворы субстра-
тов готовили ex tempore. Параллельно иссле-
довали пробу без добавления субстратов. Ин-
кубацию осуществляли в аэробных условиях 

при 40 °С и постоянном покачивании в течение 
I ч. Количество глюкозы в инкубационной сре-
де определяли глюкозооксидазным методом 
[4] после удаления белков. Содержание белка 
в срезах измеряли по методу Лоури [20]. Ско-
рость глюкоиеогенеза в ы р а ж а л и в микромолях 
глюкозы в час в расчете на 10 мг белка срезов. 

В сыворотке крови определяли концентра-
цию глюкозы глюкозоксидазным методом [4]. 
Измеряли т а к ж е содержание глюкозы [2| и 
гликогена [16, 18] в ткани печени. Д л я каждо-
го исследуемого срока гипокинезии изучали те 
ж е показатели и у отдельной группы контроль-
ных животных; при статистической обработке 
результаты контрольных проб объединяли, так 
как в каждой из групп они были практически 
одинаковыми. 

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

Интенсивность глюкоиеогенеза в 
ткани печени контрольных животных 
из эндогенных субстратов была выра-
жена незначительно (см. таблицу) . 
Введение в среду инкубации различ-
ных предшественников увеличивало 
скорость синтеза глюкозы в 1,5—3 ра-
за в зависимости от используемого 
вещества. Наибольшая глюконеоген-
ная активность отмечалась при добав-
лении к срезам аспарагиновой и янтар-
ной кислот. В несколько меньших ко-
личествах глюкоза синтезировалась из 
глута мата, ала и и н а и а-кетоглута р а -
та. Минимальная скорость глюкоиео-
генеза в наших исследованиях была 
характерна для пировииоградной кис-
лоты и глицерина. Полученные цифры 
согласуются с данными литературы о 
глюкозопродуцирующей способности 
срезов печени у интактных крыс [10]. 

Пребывание животных в условиях 
ограничения подвижности сопровож-
далось изменениями интенсивности 
глюкоиеогенеза в ткани печени. Уже 
на 1-е сутки гипокинезии отмечалось 
усиление новообразования глюкозы 
из всех использовавшихся источников, 
но различия были достоверны лишь 
для скорости глюкоиеогенеза из гли-
церина и эндогенных субстратов. Од-
нако значительный дефицит гликогена 
и у м с р е н н ос с н и ж е н и е с о д с р ж а н и я 
глюкозы в ткани печени свидетельст-
вуют о том, что интенсивность про-
цессов распада углеводов в организме 
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Образование глюкозы и:» различных субстратов срезами печени крыс при гипокинезии (в мкмоль 
за 1 ч на 10 мг белка) 

Г ипок и 11 с зи я, сутки 
Добавленный суб-

страт Контроль 
1 -е 3-е 7-е 1 5-е ЗОч 

Без субстрата 0 , 2 8 ± 0 , 0 2 0 , 4 7 + 0 , 0 9 * 0 , 3 2 + 0 , 0 6 0 , 5 3 + 0 , 0 7 * * 0 , 3 2 + 0 , 0 5 0 , 3 6 + 0 , 0 5 Без субстрата 
(28) (7) (6) (0) (8) (7) 

Алании 0 ,61 ± 0 , 0 5 0 , 8 1 + 0 , 2 0 0 , 8 2 + 0 , 1 7 1 , 0 8 + 0 , 1 2 * * 0 , 5 5 + 0 , 0 8 0 , 8 1 + 0 , 1 1 

Ас пара типовая 
(28) (7) (6) (6) (7) (7) 

Ас пара типовая 
кислота 0 , 7 4 + 0 , 0 8 1 , 1 6 + 0 , 3 3 0 , 8 9 + 0 , 1 6 1 , 7 5 + 0 , 2 3 * * 0 , 8 9 + 0 , 1 7 0 , 9 7 + 0 , 15 

(29) (7) (7) (6) (8) (7) 
Глутамииовая кис-

л о та 0 , 6 2 ± 0 , 0 7 0 , 9 1 + 0 , 2 7 0 , 9 9 + 0 , 14* 1 , 4 9 + 0 , 2 0 * * 0 , 8 3 + 0 , 1 4 0 , 9 7 + 0 , 1 6 * 

Пировиноградная 
(28) (7) (7) (0) (8) (7) 

Пировиноградная 
кислота 0 , 4 2 + 0 , 0 5 0 , 6 6 + 0 , 2 0 0 , 5 7 + 0 , 1 4 0 , 8 3 + 0 , 1 4 * * 0 , 5 1 + 0 , 0 6 0 , 4 4 + 0 , 0 9 

а - К е т о г л у т а р о в а я 
(29) (7) (6) (6) (8) (7) 

а - К е т о г л у т а р о в а я 
кислота 0 , 5 4 + 0 , 0 6 0 , 6 9 + 0 , 1 2 0 , 8 8 + 0 , 1 1 * * 1 , 3 7 + 0 , 2 1 * * 0 , 6 6 + 0 , 1 3 0 , 8 8 + 0 , 1 6 * 

(20) (6) (7) (6) (8) (7) 
Янтарная кислота 0 , 6 7 ± 0 , 0 6 1 , 1 6 + 0 , 2 6 1 , 1 9 + 0 , 2 0 * 1 , 6 5 + 0 , I I** 0 , 8 4 + 0 , 1 6 0 , 8 6 + 0 , (1 

(27) (7) (7) (6) (8) (7) 
Глицерин 0 , 2 6 + 0 , 0 3 0 , 7 4 + 0 , 1 7 * 0 , 5 5 + 0 , 1 1 0 , 7 1 + 0 , 1 2 * * 0 , 4 8 + 0 , 0 7 

(19) (6) (6) (6) (6) 

П р и м е ч а н и е . Статистически достоверные различия по отношению к контролю обозна-
чены: одной звездочкой — р < 0 , 0 5 ; двумя з в е з д о ч к а м и — / ? < 0 , ( ) 1 ; в скобках — количество жи-
вотных. 

на 1-е сутки обездвиживания преоб-
ладает над интенсивностью их ново-
образования. 

На 3-й сутки гипокинезии отмеча-
лось некоторое снижение интенсивно-
сти глюконсогенсза в целом по срав-
нению с предыдущим сроком. В то же 
время содержание глюкозы в печени 
заметно повышалось, а содержание 
гликогена составляло уже (37 % от 
уровня контроля. Это, по-видимому, 
свидетельствует о возрастании адапта-
ционных возможностей организма жи-
вотных. 

Наиболее значительное усиление 
процессов глюконеогенеза из всех суб-
стратов наблюдалось в печени на 7-е 
сутки ограничения подвижности. Глю-
конеогенная способность печени в кон-
це первой недели настоящего экспе-
римента согласуется с данными лите-
ратуры о высокой активности ключе-
вого фермента глюконеогенеза — фос-
фоенолпируваткарбоксикиназы [13] 
и повышенном содержании его суб-
страта — щавелевоуксусной кислоты 
[3] — в ткани печени крыс на 7-с сут-
ки обездвиживания. 

г% 
1.2 

10 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

J 
; /5 30 

мг % 

500 

400 

300 

200 

100 

О Н / 

I 

ммоль/л 

5 h 

T R F 

H I 3 7 15 30 

Содержание гликогена (Л) и глюкозы (Б) в печени, глюкозы в сыворотке крови (В) 
крыс при гипокинезии. 

Статистически достоверные различия по отношению к контролю обозначены: одной звездочкой — 
р<0,005; двумя звездочками — р<0,01; по оси абсцисс буквой «К» обозначены контрольные показа-

тели, цифрами — сроки гипокинезии (сутки). 



Высокие концентрации глюкокорти-
коидов в крови экспериментальных 
животных в ранние сроки гипокинезии 
[6], обеспечиващие стимуляцию про-
цессов глюкоиеогенеза [15], активи-
руют и гликогенсинтетазу печени, в ре-
зультате чего запасы гликогена вос-
станавливаются почти полностью (см. 
рисунок). Усиленное включение ново-
образованной глюкозы в гликоген 
приводит к некоторому снижению в 
печени уровня глюкозы. 

На 15-е сутки гипокинезии глюко-
неогенная способность ткани печени 
по сравнению с предыдущим сроком 
исследования заметно снижается; ско-
рость глюкоиеогенеза в присутствии 
всех применявшихся субстратов не 
обн аруж и в ает достове р и ы х различий 
с контролем. Уровень гликогена в тка-
ни при этом вновь снижается, отмеча-
ется достоверная гипогликемия. 

К 30-м суткам обездвиживания для 
ряда показателей тканевого обмена 
характерна тенденция к стабилизации 
и д а ж е нормализации [12]. Однако 
уровень гликемии не достигает конт-
рольного [14], что наблюдалось и в 
наших опытах. Оставалось понижен-
ным и содержание гликогена в пече-
ни. Видимо, некоторая активизация 
процессов глюкоиеогенеза к концу пер-
вого месяца обездвиживания не в со-
стоянии удовлетворить сохраняющие-
ся повышенные потребности организ-
ма в глюкозе. 

Таким образом, в настоящем иссле-
довании выявлены фазовые изменения 
интенсивности глюкоиеогенеза в пече-
ни в условиях гипокинезии. Вслед за 
возрастанием скорости биосинтеза 
глюкозы в ранние сроки обездвижи-
вания в дальнейшем наблюдается ее 
стабилизация, не обеспечивающая по-
вышенные потребности организма в 
углеводах. Исходя из этого, представ-
ляется важной разработка способов и 
средств стимуляции процессов новооб-
разования глюкозы с целью ресинтеза 
углеводов в организме, находящемся 
в условиях ограничения подвижности. 
Стимуляция глюкоиеогенеза [ 1 1 | по-
зволит скорректировать и некоторые 
другие отрицательные эффекты обез-
движивания (накопление лактата в 
тканях, связанные с этим сдвиги кис-
лотно-щелочного равновесия) и может 
занять заметное место в комплексной 
профилактике и терапии гипокинетиче-
ского синдрома. 
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INTENSITY O F G L U C O N E O G E N E S I S AND 
C O N T E N T O F CARBOHYDRATES IN LIVER 

T I S S U E O F RATS W I T H H Y P O K I N E S I A 

S. M. Yershikov 

Chair of Biochemistry, Medical School, Yaros-
lavl 

Phase a l te ra t ions in the intensi ty of ^luco-
neogenesis were observed in 92 ra ts subjec ted 
to hypokinesia within 1-30 days. At early pe-
riods of f ixat ion of the an imals g luconeogenes is 
was increased in all the t issues s tudied; 
the act ivat ion was especially dist inct within the 
f irs t 7 days of the experiment . In tens i ty of 
g luconeogenes is w a s similar to control va lues 
within 15 days of hypokinesia and a s l ight acti-
vat ion w a s detected within 30 days. Conten t 
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of glucose w a s maximal in liver t issue within 
3 days but the glycogen level was dist inctly 
decreased in all the periods of exper iments ex-
cept of the 7th day. The pa t te rn of g luconeoge-

nesis in liver t issue as well as content of car-
bohydra tes should be taken into considera t ion 
in the course of profi laxis and t rea tment of 
the unfavourab le af te r -ef fec ts of hypokinesia. 

УДК 616.12-|-616.36]-008.939.633.2-02:613.863 

Ф. 3. Меерсон, M. П. Явил 

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

И П Е Ч Е Н И 

Н И И общей патологии и патологической физиологии АМН СССР, Москва 

После завершения од и о к р а т и ого 
стрессорного воздействия вслед за ка-
таболической фазой, выражающейся в 
снижении синтеза белков и концентра-
ции Р Н К , а также в повышении рас-
пада белков, закономерно развивается 
более длительная анаболическая фаза, 
характеризующаяся противоположным 
комплексом изменений [1]. Дальней-
шее изучение молекулярных механиз-
мов этих стадий показало, что в ката-
болической фазе снижается активность 
Р Н К полимеразы I и I I — ферментов, 
ответственных за синтез рибосомной и 
матричной Р Н К ( р Р Н К и м Р И К ) . 
В анаболической стадии активность 
Р Н К полимеразы I значительно пре-
вышает контрольный уровень, а актив-
ность Р Н К полимеразы II восстанав-
ливается до контрольных величин [3 | . 
Указанные изменения имеют сущест-
венное биологическое значение, так 
как активация синтеза Р Н К в анабо-
лической стадии потенцирует формиро-
вание самых различных долговремен-
ных реакций организма — от образова-
ния временных связей до реакций им-
муногенеза [1]. В связи с этим иссле-
дование синтеза нуклеиновых кислот и 
белков после стрессорного воздействия 
представляет несомненный интерес. 

Цель данной работы состояла в 
изучении роли обнаруженных в по-
следние годы цитозольных белковых 
факторов, повышающих скорость 
транскрипции [2], в реализации ста-
дийных изменений синтеза Р Н К пос-
ле пер ен есе н и я и м м об и л из а ци он и ого 
стресса. 

М е т о д и к а 

Опыты были поставлены на белых крысах-
самцах массой 180-—200 г. Животных фиксиро-
вали за конечности в положении на спине в те-
чение 6 ч. Иммунобилизационный сресс такого 
рода сопровождается развитием язвенных пора-

жений желудка . Крыс забивали немедленно 
после прекращения стрессорного воздействия 
и через 12, 24 и 48 ч. 

Цитозольную фракцию (фракцию S-100) вы-
деляли из сердца и печени по методу | 7 | с не-
которыми модификациями [2]. Ткани гомоге-
низировали в растворе ( 1 : 3 ) , содержащем 
0,25 М сахарозы, 0,025 М КС1, 0,050 трис-НСЛ 
рН 7,9, 2 мМ дитиотреитола, 0,10 мМ ЭДТА. 
Гомогенат центрифугировали при 105 000 g в 
течение 1 ч при температуре 3 °С. Полученную 
надосадочную жидкость диализировали в те-
чение 18 ч при температуре 3—4 С против ра-
створа, содержащего 0,25 М сахарозы, 0,1 М 
KQ1, 0,05 М трис-HCl рН 7,9, 0,5 мМ дитио-
треитола и 2 мМ ЭДТА. Д и а л и з а т осветляли 
центрифугированием. Действие цитозоля на 
синтез РЫК изучали в условиях бесклеточной 
системы, содержащей ядра, изолированные са-
харозным методом из клеток сердца и печени 
[2, 5] . Д л я приготовления цитозоля сердца и 
печени объединяли сердца и печень 5 живот-
ных. 

Инкубационная среда (0,5 мл) д л я опреде-
ления активности Р Н К полимераз с о д е р ж а л а 
следующие компоненты (в микромолях) : для 
Р Н К полимеразы I (система I) — трис-HCl 
рН 7,9—50, КС1 — 2 5 , M g C l 2 — 6 , ( N H 4 ) 2 S 0 4 -
ГТФ и Ц Т Ф — 0,6, АТФ — 2, УТФ — 0,06. 
креатинфосфат — 5, креатинфосфокиназу и 
2 мкКи 14С-УМФ. Д л я определения активно-
сти Р Н К полимеразы И использовали ту ж е 
инкубационную смесь, только вместо MgCl 2 в 
систему вводили 2 мкмоль М п С Ь и концентра-
ция сернокислого аммония составляла 
160 мкмоль (система I I ) . Реакцию инициирова-
ли добавлением ядерной суспензии (50 мкг 
Д Н К ) . Д л я подавления активности Р Н К по-
лимеразы II в систему 1 вводили а -аманитпи 
(1 мкг/1 мл) . Цитозольную фракцию добавля-
ли из расчета 8—10 мг белка на I мл. Инкуба-
цию проб проводили при температуре 36 °С в 
течение 15 мин. После инкубации к пробам до-
бавляли 10 % раствор ТХУ, содержащий 
0,04 М пирофосфата натрия, и отмывали на 
миллипоровых фильтрах типа «Aufs» |2] . Р а -
диоактивность образцов определяли с помо-
щью сциитилляционного счетчика в толуоло-
вом растворителе, содержащем Р Р О и Р О Р О Р . 
и в ы р а ж а л и в импульсах в минуту на пробу. 

Об изменении синтеза Р Н К судили по вклю-
чению радиоактивного уридинмонофосфата 
( Н С-УМФ) в кислотонерастворимую фракцию 
ядер. Ранее было показано, что это включение 
зависит от присутствия Д Н К , добавленных 
трифосфатов и на 95 % подавляется актином и-
цином D [2]. Включение И С-УМФ в системе 
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I отражает rio существу синтез р Р Н К , по-
скольку активность Р Н К полимеразы III очень 
низкая [7 | , а синтез м Р Н К был заингибирован 
а -амаиитииом. В системе II в основном синте-
зируется Д Н К - п о д о б н а я Р Н К [2]. 

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

В I серии экспериментов в бескле-
точную систему, содержащую ядра пе-
чени и сердца животных, не подвер-
гавшихся стрессу, добавляли цитозоль 
животных, перенесших и не перенес-
ших стресс (контрольный цитозоль). 
Результаты этих опытов представлены 
в табл. 1. Из табл. 1 видно, что актив-
ность Р Н К полимеразы I в присутст-
вии цитозоля сердца и печени живот-
ных, подвергнутых стрессорному воз-
действию, по сравнению с контрольной 
II ито плазм ати чеекой фр а кцйен и з м еня-
стся. Так, цитозоль, выделенный из 

Т а б л и ц а 1 

Влияние цитозоля сердца и печени животных, 
подвергнутых стрессорному воздействию, на 
синтез РНК в ядрах сердца и печени конт-

рольных животных 

Условия опытов 

Ядра сердца + цитозоль серд-
ца: 

ц и то з о л ь кон т роль н ы й 
» после завершения 

стрессориого воздействия: 
немедленно 
через 12 ч 

» 24 ч 
» 48 ч 

Ядра печени + цитозоль серд-
ца: 

ц и тозол ь к о и т р о л ь 11 ы й 
после завершения 

стрессориого воздействия 
через 24 ч 

Ядра печени -f- цитозоль пече-
ни: 

цитозол ь контрол ьный 
после завершения 

стрессор н ого во зде йствия: 
немедленно 
через 12 ч 

» 24 ч 
» 48 ч 

В ключей не 
14С-УМФ м 

141 К, имп/мни 
на пробу 

400 

300 
500 
580 
460 

I 500 

1800 

2000 

1400 
2300 
2900 
2500 

700 

730 
750 
730 
720 

3000 

3000 
3300 
2900 
2950 

11 р и м е ч а и и е. Каждая цифра — резуль-
тат 3 опытов. В каждом опыте использовано: 
для выделения ядер сердца 10 животных, ядер 
печени 3 животных; цитозоль сердца и печени 
выделяли от 5 животных. 

сердца и печени животных немедленно 
после удаления стрессориого фактора, 
понижает активность Р Н К полимера-
зы 1 в ядрах соответствующих органов 
в среднем на 25 и 30 % 110 сравнению 
с контролем. Цитозоль, полученный из 
сердца и печени животных через 12, 
24 и 48 ч после удаления стрессориого 
фактора, напротив, новышает актив-
ность Р Н К полимеразы I как в ядрах 
сердца, так и в ядрах печени. При 
этом в присутствии цитозоля, выделен-
ного через 12, 24, 48 ч после заверше-
ния стресса, активность Р Н К полиме-
разы I в ядрах сердца возрастает по 
сравнению с контролем на 20, 45 и 
15 % соответственно, а в ядрах пече-
н и — н а 15, 46 и 2 0 % соответственно. 
Таким образом, как в сердце, так и в 
печени наибольшей активностью ха-
рактеризуется цитозоль, полученный 
от животных через 1 сут после завер-
шения стресса. Этот активный пост-
стрессорный цитозоль был испытан 
в бесклеточной системе синтеза Р Н К 
в перекрестных опытах. К ядрам пече-
ни добавляли активный постстрессор-
ный и контрольный цитозоль, выделен-
ный из сердца, а в систему, содержа-
щую ядра сердца, вводили такой же 
цитозоль печени. Как видно из табл.1 , 
цитозоль, полученный из сердца через 
1 сут после завершения стресса, увели-
чивает активность Р Н К полимеразы I 
в ядрах печени на 20 % по сравнению 
с контролем. Различие в действии 
постстрессорного и контрольного ци-
тозоля печени на синтез Р Н К в ядрах 
сердца было малозаметно, поскольку 
цитозоль контрольной печени весьма 
активен и очень резко — в 6—7 раз 
повышает активность Р Н К полимера-
зы I в ядрах сердца [2]. 

Следует заметить, что в настоящем 
исследовании, как и в наших прежних 
опытах, при обработке цитоплазмати-
ческой ф р а к ци и протсол итическим 
фе р м ентом п р о и азой ее а кт и в и ость 
полностью исчезала [2]. 

Во всех исследованных вариантах 
активность Р Н К полимеразы II в 
и р и с у ТСТ В И И 11И ТОЗОЛ Я Ж и BOTH Ы X, п о д -
двергнутых стрессу, по сравнению с 
цитозолем контрольных не изменялась. 

Во II серии экспериментов мы до-
бавляли контрольный и постстрессор-
иый цитозоль в бесклеточную систему, 
содержащую ядра клеток сердца и 
печени животных, подвергавшихся 
стрессу. Клеточные ядра получали от 
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Т а б л и ц а 2 

Влияние цитозоля сердца и печени на синтез 
рРНК в ядрах сердца и печени животных, под-

вергнутых стрессорному воздействию 

В ключеиие 
14С-УМФ в 

РНК, имп/мии 
Условия опытов 

и а пробу 

I 
оп ыт 

11 
опыт 

Ядра сердца, выделенные не-
посредственно после стрес-
сориого воздействия, ци-
тозоль сердца: 

320 контрольного. 300 320 
непосредственно после 

240 стрессориого воздействия 250 240 
через 1 сут 380 400 

Ядра сердца, выделенные че-
рез 1 сут после стрессориого 
воздействия, + цитозоль 
сердца: 

контрольного 460 500 
через 1 сут после стрес-
сориого воздействия 550 600 

Ядра печени, выделенные не-
посредственно после стрес-
сориого воздействия, -]- ци-
тозоль печени: 

контрол ыюй 1250 1250 
непосредственно после 
стрессориого воздействия 1050 1000 
через 1 сут 1500 1400 

Ядра печени, выделенные че-
рез 1 сут после стрессориого 
воздействия, цитозоль пе-
чени: 

контрольный 2400 2600 
через 1 сут после стрес-
сориого воздействия 3000 3100 

П р и м с ч а н и е. В каждом опыте ядра 
сердца выделяли из 10 животных, печени — из 
5 животных, подвергнутых стрессорному воз-
действию. Цитозоль сердца и печени выделяли 
от 5 животных. 

животных непосредственно после пре-
кращения стрессориого воздействия и 
через 1 сут. Ранее было показано, что 
активность Р Н К полимеразы I в пер-
вом случае снижается, а во втором 
максимально увеличена [7]. 

Результаты этих опытов представ-
лены в табл. 2. Из табл. 2 видно, что 
активность Р Н К полимеразы I в яд-
рах, изолированных из сердца \г пе-
чени животных непосредственно после 
завершения стресса, в присутствии 
контрольного и активного постетрес-
сорного цитозоля выше, чем при до-
бавлении цитозоля сердца и печени, 
в ыделенного сразу после уд а лени я 
стрессориого фактора. В ядрах серд-
ца эти величины соответственно уве-

личены в среднем на 26 и 58 %, в яд-
рах печени — на 25 и на 40—47 % • Из 
табл. 2 вытекает, что активный пост-
ст рессо р н ы й 1 [ и тозол ь i юв ышаст Р И К -
полимеразиую активность ядер сердца 
и печени, выделенных от животных 
через I сут после завершения стрес-
сориого воздействия. По сравнению 
с ко нтрол ьной ц и то 11 ла з м а т и ч ее к о и 
фракцией эти величины составляют 20 
и 20—25 % соответственно. 

В результате стрессорной реакции в 
цитоплазме клеток сердца и печени 
изменяется активность белковых фак-
торов, пов ы Iп а ющи х скорость сип теза 
рРНК. Первоначальный эффект этой 
реакции состоит в том, что активность 
указанных факторов понижается. 
В дальнейшем развитие стрессорной 
реакции приводит к увеличению ак-
тивности цито плазматических факто-
ров, п о в ы I п а ю нх их с к о р ость синтеза 
рРНК, причем максимум этого уве-
личения наблюдается через 1 сут пос-
ле завершения воздействия. Подобная 
динамика изменений при стрессе нами 
была обнаружена для активности Р Н К 
полимеразы I в ядрах сердца и пе-
чени [1]. Таким образом, снижение и 
увеличение активности белковых фак-
торов транскрипции в цитоплазме и 
активности Р Н К полимеразы I в яд-
рах клеток обоих органов совпадают 
во времени. Оценивая это положение, 
следует иметь в виду, что белковые 
факторы, повышающие скорость синте-
за РНК, выделены из ядер некоторых 
клеток — тимуса теленка, асцитных 
клеток Эрлиха [4, 5]. Соответственно 
можно предположить, что белковые 
факторы ядра и цитоплазмы, повыша-
ющие скорость транскрипции, одни и 
те же или в ядрах они частично мо-
дифицированы. Синтезируясь иа поли-
рибосомах, эти факторы, вероятно, по 
мере необходимости транспортируются 
в ядро и там регулируют скорость 
транскрипции. Скорость их синтеза и 
концентрация в нуклеоплазме, очевид-
но, определяются физиологическим со-
стоянием клетки. В этом отношении 
интересно отметить, что в наших опы-
та х а кти в н ы й 11 остстрессо р и ы й 11 и то-
зол ь увеличивал активность Р Н К по-
лимеразы I в ядрах сердца и печени 
контрольных животных в два раза 
больше, чем в соответствующих ядрах, 
осу ществ л я ю щ их нов ы ш ен н ы й синтез 
р Р Н К , — в ядрах сердца и печени че-
рез I сут после завершения стрессор-
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ного воздействия. Вероятно, насьицен-
11 ость ну к л еон л а з м ы ф а кто р а м и 
транскрипции на данном этапе стрес-
сорной реакции была выше, чем в кон-
троле. 

В целом паши данные свидетель-
ствуют о том, что стрессориое воздей-
ствие вызывает в клетках сердца и 
печени изменение активности цито-
плазматических белковых факторов, 
повышающих синтез рРМК. Ранее по-
добное явление было нами выявлено 
при обусловленном гиперфункцией 
[2 | компенсаторном росте сердца и пе-
чени. Таким образом, активация бел-
ковых факторов цитоплазмы, участву-
ющих в транскрипции, является важ-
ным молекулярным механизмом в ре-
гуляции скорости синтеза р Р Н К при 
адаптационных реакциях организма, 
для реализации которых необходимо 
разв ит ие онределе нн ы х стр у к ту р и ы х 
изменений. 
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ROLE O F CYTOPLASMIC FACTORS IN P O S T -
S T R E S S O R Y A L T E R A T I O N S O F RNA SYN-
T H E S I S IN HEART AND LIVER T I S S U E S 

F. Z. Meerson, M. P. Yavich 

Ins t i tu te of General Pa tho logy and P a t h o p h y -
siology, Academy of Medical Sciences of the 

USSR, Moscow 

Effect of protein fac tors f rom heart and li-
ver cytoplasm (S-100 fract ion) on activity of 
RNA polymerases I and II w a s s tudied in isola-
ted nuclei of hear t and liver t i ssues under con-
di t ions of immobil izat ion stress. Activity of the 
cytosol factors , s t imu la t ing r ibosomal RNA 
(rRNA) synthesis , w a s altered du r ing the post-
s t ressory period. Immediate ly a f te r immobiliza-
tion the activity of the cytosol was decreased 
at the catabolic phase. Within a day the activity 
w a s dist inct ly increased at anabolic phase of 
the s t ressory reaction. The active pos t -s t ressory 
cytosol w a s s tudied in the cell-free system con-
ta in ing nuclei f rom hear t and liver t issues of 
an ima l s subjected to s t ress and of the control 
animals . The active pos t - s t ressory cytosol in-
creased the ra te of rRNA synthes is in corres-
pond ing nuclei of heart and liver t issue, while 
synthes is of rRNA w a s increased 2-fold in 
nuclei of control an ima l s as compared with 
hear t and liver nuclei, isolated within a day 
a f te r t e rmina t ion of s tress . Activat ion of t he 
cytoplasmic fac tors s t imula t ing the t ranscr ip-
tion rate is concluded to be of impor tance for 
regula t ion of rRNA synthes is under a d a p t a t i o n 
condit ions. 
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Af. M. Рахимов, О. H. Горбатая, JI. П. Пенькова 

И З М Е Н Е Н И Е Ф О С Ф О Л И П И Д Н О Г О С О С Т А В А М Е М Б Р А Н 
М И Т О Х О Н Д Р И Й П Е Ч Е Н И К Р Ы С П Р И В В Е Д Е Н И И ИМ Э Т А Н О Л А 

Ташкентский университет им. В. И. Ленина 

Важную информацию о состоянии 
различных органов и организма в це-
лом при патологических изменениях 
м о ж с т дать исследование ф у и к ц и и 
выделенных из организма больного 
митохондрий [2, 4, 6]. Показано, что 
разные виды патологии — гепатит, ко-
лит, тепловой стресс, голодание, ги-
поксия, аноксия — приводят к образо-
ванию в мембранах митохондрий так 
называем ы х « с к р ы т ы х по в р е ж д е и и й » 
[1], которые проявляются в резком 
снижении устойчивости полифермент-
ных систем органелл к повреждающим 

воздействиям (нагреванию, действию 
фосфолипаз и протеаз и т. д.) . Ранее 
мы предположили, что образование 
«скрытых повреждений» связано с из-
менением структуры и состава мито-
хондриальных мембран в результате 
действия эндогенной липолитической 
системы [7], и показали, что такие 
изменения фосфолипидного состава 
мембран действительно происходят 
при разных видах патологии [1, 3]. 
В связи с этим представляется инте-
ресным выяснение вопроса о влиянии 
алкоголя и а фосфол и 11 иди ы й соста в 
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митохондрий. В литературе имеется 
много данных о влиянии алкоголя на 
с т рук ту р у и ф у Н К Ц ИИ б и о л о г и ч с с к и X 
мембран, причем многие гипотетиче-
ские схемы, объясняющие влияние 
алкоголя на организм, включают как 
необходимое звено изменение фосфо-
липидного состава мембран [16, 18]. 
Известно, что этанол влияет на фос-
фолипиды мозга [19], культуральных 
клеток [14], тонких кишок [17], пе-
чени, почек, сердца, селезенки |"9—1 I |. 
К сожалению, все эти результаты по-
лучены на целых клетках, данных о 
влиянии алкоголя на фосфолипидный 
состав мембран митохондрий в литера-
туре нет. Между тем, изучение мито-
хондрий— оргапелл, играющих цен-
тральную роль в клеточном метабо-
лизме и наиболее быстро реагиру-
ющих на любые внешние воздейст-
вия,— могло бы дать важную инфор-
мацию о такой тяжелой патологии, 
как алкоголизм. 

В настоящей работе представлены 
данные о влиянии алкоголя и а фос-
фолипидный состав мембран мито-
хондрий печени крыс. 

М е т о д и к а 

Исследования проводили на крысах-самцах 
массой 180—200 г, разделенных на три группы. 
1-я группа — контроль, животным 2-й груп-
пы вводили этанол внутрибрюшинно в виде 
30 % водного раствора в течение 21 дня при 
постепенно возрастающей дозе (от 0,1 до 

-о 

о 
Рис. 1. Хроматограмма митохондриальиых 
фосфолипидов печени крыс, получавших эта-
нол (сплошная линия) , и контрольных живот-

пых (пунктирная линия) . 
I направление — хлороформ : метанол : 28 %аммиак 

(G5 : 25 : 5). 
II направление — бутаиол : уксусная кислота : вода 

(00 : 20 : 20) 
/ — фосфатидилссрин, 2 — фосфатидилииозит, 3 — 
фосфатидилхолин, 4 — лизофосфатндилэтаноламип, 
5 — фосфатидилэтаноламин. 6 — кардиолипии, 7— 

неизвестный фосфолипид. 

2,5 мл этанола на I кг массы животного) , жи-
вотные 3-й группы получали этанол с жидким 
кормом (дозы и время введения были такими 
же, как во 2-й группе). Митохондрии выдели-
ли, как описано ранее [2], промывали д в а ж д ы 
для очистки от микросом. Фосфолипиды экст-
рагировали по методу [12] и разделяли при 
помощи двухмерной тонкослойной хроматогра-
фии на силикагеле марки КСК. Фосфолипиды 
обнаруживали при помощи метода [221 и ко-
личественно определяли по фосфору [5]. Вы-
деление фосфолипазы Д и ферментативный син-
тез фосфатидилэтанола проводили но предло-
женной ранее методике [8]. Активность глюко-
зо-6-фосфатазы измеряли методом [15]. Актив-
ность фосфолипазы XI определили по холину 
[20] (субстрат — фосфатидилхолин) и по эта-
ноламину [13J (субстрат — фосфатидилэтано-
ламин) . Ферментативную реакцию проводили 
следующим образом: иа суспензию митохонд-
рий в ацетатном буфере, рН 5,6 (0,4 мг/мл по 
белку) , воздействовали ультразвуком (44 кГц, 
10 мни), добавляли субстрат (3 мМ), СаС12 
(4 мМ), диэтиловый эфир ( 2 0 % по объему) и 
инкубировали в течение 1 ч при 4 0 ° С при ин-
тенсивном перемешивании. 

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

Как видно из рис. 1, в митохондри-
альиых мембранах животных, полу-
чавших этанол (2-я и 3-я группы), об-
наруживается новый фосфолипид, ко-
торый отсутствовал в контрольной 
группе (пятно № 7 на рис. 1). Пятна 
остальных фосфолипидов выявлен ы 
во всех 3 группах. Поскольку новый 
фосфолипид определяется только у 
животных, получавших этанол, можно 
предположить, что это фосфатидилэта-
нол. Для проверки этого предположе-
ния был синтезирован фосфатидилэта-
нол при помощи фосфолипиазы Д, вы-
деленной из среднеазиатской редьки, 
осуществляющей реакцию трансалки-
лирования в том случае, если субстра-
том являются фосфолипид и свобод-
ный спирт [8 | . Продукты фермента-
тивной реакции, в которых субстрата-
ми были фосфатидилхолин и этанол, 
анализировали при помощи тонкослой-
ной хроматографии. Хроматограмма 
представлена на рис. 2. В реакции об-
разуются 2 продукта: фосфатидиловая 
кислота (продукт гидролитического 
действия фосфолипазы Д) и фосфати-
д и л э т а и о л (п р од у кт тр а не а л к и л и ру -
ющего действия фосфолипазы Д ) . 
Сравнивая рис. 1 и 2, можно заметить, 
что пятно неизвестного фосфолипида 
на рис. 1 соответствует пятну фосфа-
тидилэтанола на рис. 2. 

Отметим, что образование фосфати-
дилэтанола в общих фракциях фос-
фолипидов из различных органов кры-

•94 



сы при хроническом введении этанола 
ранее было обнаружено в работах 
[10, 11]. Авторы этих работ считают, 
что образование фосфатидилэтанола 
связано с действием эндогенной фос-
фолипазы Д (ее наличие в микросо-
мах различных животных тканей мож-
но считать доказанным [21]) , которая 
катализирует в присутствии этанола 
трансалкилирование мембранных фос-
фолипидов, т. с. замену из спиртовых 
остатков (холина, этаноламииа и т. д.) 
на этанол. 

Возможно, что аналогичным обра-
зом образуется фосфатидилэтанол и 
в митохондриях печени крыс, «потреб-
лявших» алкоголь. В связи с этим воз-
никает вопрос о существовании фосфо-
липазы Д в митохондриях. Измерение 
активности фосфолипазы Д в митохон-
дриях с использованием экзогенных 
субстратов показало, что в случае гид-
ролиза фосфатидилхолина она равна 
0,061 мкмоль холина на 1 мг в час, 
в случае фосфатидилэтаноламииа — 
0,570 мкмоль этаноламииа на 1 мг в 
час. Обнаруженная активность не мо-
жет объясняться только примесями 
микросом (а кти в н ость ф осф о л и п а з ы 
Д в митохондриях в 7,8 раз ниже, чем 
в надмитохондриальном супернатанте, 
тогда как удельная активность глюко-
зо-6-фосфатазы, маркерного фермента 
на микросомы, ниже в 13,1 раз) . Это 
означает, что фосфолипаза Д действи-
тельно присутствует в митохондриях. 
Не исключено поэтому, что аномаль-
ный фосфол и пид — фосфатидилэта-
нол— синтезируется в самих митохон-
дриях. Однако для проверки этого 
предположения необходимы экспери-
менты с изолированной из митохонд-
рий фосфолипазой Д в модельной сис-
теме фосфолипид — этанол. 

Введение крысам этанола не только 
вызывает появление в их митохондри-

•о 
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Рис. 2. Хроматограмма продуктов фермента-
тивного синтеза фосфатидилэтанола . 

I направление — хлороформ : метанол : 28 % аммиак 
(65 : 25 : 5). 

II направление — бутанол : уксусная кислота : иода 
(60 : 20 : 20). 

1 — фосфатидилхолин, 2 — фосфатидиловая кисло-
та, 3 — фосфатидилэтанол. 

ях аномального фосфолипида, по и 
изменяет соотношение митохондри-
альных фосфолипидов (см. таблицу) . 
Относительное содержание фосфати-
дилхолина у животных обеих экспери-
ментальных групп возрастает по срав-
нению с контролем (на 26—28 %) . Со-
д е р ж а н и е ф осфатидилэтаноламина, 
н а п роти в, у мен ыи а ется. М еньше ста -
новится также кардиолипина и лизо-
фосфатидилэтаноламина. Этанол, вве-
денный с жидким кормом, вызывает 
значительное уменьшение относитель-
ного содержа н и я фосф а тидил сер и н а,. 
а при внутри брюшинном его введении 
содержание этого фосфолипида прак-
тически не изменяется по сравнению 
с контролем. Содержание фосфатиди-
линозита снижается у животных обе-
их экспериментальных групп, но более 
значительно— при внутри брюшин ном 
в в е д е и и и. А н о м а л ь и ы й фосфолипид — 

Фосфолипидный состав митохондрий печени крыс при введении этанола, % от общего фосфоли-
пидного фосфора митохондрий ( М ± т ) 

Группы животных 

Фосфол и пид 1 -я 2-я 3-я 
( / 1 = 6 ) (» = 7) ( л = 7 ) 

Фосфатидилсерин 3 , 7 ± 0 , 4 3 , 5 ± 0 , 2 1,1 ± 0 , 1 
Фосфатидил инозит 2,4-1-0,1 1 , 5 ± 0 , 1 2 , 0 ± 0 , 3 
Фосфатидилхолин 4 4 , 8 ± 2 , 8 5 7 , 3 4 - 4 , 1 56,7=1-3,5 
J1 изофосфати д и л эта иол а м и 11 5 , 3 ± 0 , 3 3 , 1 ± 0 , 3 2 , 4 ± 0 , 2 
Фосфатидилэтанол амни 4 0 , 2 ± 1 ,7 31 , 2 ч - 2 , 3 3 4 , 7 ± 2 , 8 
Кардиолипин 3,6-1-0,3 1,9-1-0,2 1 , 3 ± 0 , 1 
Фос фа тидил эта и ол — 1,5-1-0,1 1 , 8 ± 0 , 2 
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фотфатидилэтанол — составляет у 
крыс 2-й и 3-й групп соответственно 
1,5 и 1,8 % от общего количества фос 
ф о л и 11 и д о в м и т о х о 1 1 д р и й . 

Таким образом, хроническое введе-
ние этанола внутрибрюшинно и с жид-
ким кормом крысам обусловливает 
изменение фосфолипид ного состава 
м е м бр а н м итох он д р и й пече н и. ГI р и 
этом в митохондриях обнаруживается 
аномальный фосфолипид — фосфати-
дилэтанол. Поскольку изменение фос-
фолипидного состава, как известно, 
значительно отражается на функцио-
н и р ов а нии м и то х о и дри й, проявлении 
и л и п и д з а в и с и м ы х фу и к ц и й, а к т и в -
ности полиферментных систем, подвер-
женности органслл действию повреж-
дающих факторов, включая стрессовые 
и патологические состояния организма 
| 1, 3, 7], можно полагать, что при дей-
ствии этанола значительно изменяется 
состояние энергообеспечения клетки. 
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ALTERATIONS OF P H O S P H O L I P I D COM-
P O S I T I O N IN LIVER M I T O C H O N D R I A L 
M E M B R A N E S O F RATS TREATED W I T H 

ETHANOL 

M. AT. Rakhimou, O. N. Gorbataya, L. P. Pen'ko-
va 

Sta te Universi ty , Tashkent 

Phosphol ipid composi t ion was s tudied in li-
ver mi tochondr ia l m e m b r a n e s of ra t s consuming 
ethanol for a long time. A new phospholipid 
phosphat idyl e thanol was found in the mem-
branes , which appea r s to be formed due to the 
action of endogenous phosphol ipase D. The 
phosphol ipase D activity was measured in mi-
tochondria us ing direct evaluat ion. Adminis t ra -
tion of e thanol led to a l tera t ion in the ra t io of 
mi tochondr ia l phospholipids. 

УДК til2.0l4.4():615.9]-064:612.0l5.1:577.152.112].014.46:615.355:577.152.112 

К. E. Герасимов, И. Б. Цырлов 

И Н Д У К Ц И Я М И К Р О С О М Н Ы Х М О Н О О К С И Г Е Н А З 
И З О П Р О П И Л Ь Н Ы М П Р О И З В О Д Н Ы М А М И Н О П И Р И Н Д 

Институт клинической и экспериментальной медицины Сибирского отделения АМН 
СССР, Новосибирск 

Монооксигеназные реакции био-
трансформации ксенобиотиков катали-
зируются системой микросомных окис-
ли т ел ьн о - в ос с т а н о в и те л ь н ы х п е р е и ос -

чиков, ключевым из которых является 
цитохром Р-450 [1]. Одна из форм 
микросомного цитохрома Р-450 -
N-деметилаза, субстратами которой 
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служат лекарственные средства — амн-
ион и рин, этил морфин, бензфетамин 
[6 J. Так, аминопирин подвергается 
N-деметилированию в микросомах пе-
чени по — N ( C H 3 ) 2 положению, транс-
формируясь в 4-аминоаитипирин [ И ] . 
Вторым продуктом реакции является 
формальдегид, к о то р ы й в неизменен-
ном виде или в форме конъюгата вы-
водится из организма путем экскре-
ции. 

В экспериментах с фенобарбиталом 
х лориров а и и ы м и изомерами на ф тал и-
на и б и фенил а выявлено, что моно-
оксигеназиые индукторы так называ-
емого «фенобарбиталового» типа реа-
лизуют свой эффект исходной молеку-
лой, а не продуктами микросомного 
метаболизма [16]. Поэтому представ-
лялось реальным перевести типичные 
субстраты цитохрома Р-450 в индукто-
ры его биосинтеза путем направленной 
химической модификации той позиции 
в молекуле субстрата, которая под-
вергается окислению в активном цент-
ре фермента. Ранее были получены 
прямые доказательства этого положе-
ния: введение метильной группы в 
(о— 1 позицию алифатической цепи ти-
пичного субстрата амобарбитала со-
провождалось выраженным индуциру-
ющим действием производного на со-
держание и активность микросомного 
ц и то х р о м а Р -450 [7 ]. 

В настоящей работе изучали дей-
ствие производного аминопирина — 4-
изопропиламиноантипирина (ИПААП) 
на монооксигеназные системы пече-
ночных клеток. Показан активный 
de novo синтез микросом ного цитохро-
ма Р-450 в печени обработанных 
И ПАЛ П крыс, со п р о в ож д а ю щ и й с я 
возрастанием его монооксигеназной 
активности. 

М е т о д и к а 

Опыты проводили на крысах-самцах Вистар 
(питомник «Столбовая» АМН СССР) массой 
180—200 г. 

ИПААП вводили внутрибрюшинно из рас-
чета ежедневной дозы 100 мг на 1 кг массы 
тела в течение 1, 2, 3 и 4 сут. Животных де-
капитировали под эфирным наркозом на сле-
дующие сутки после последней инъекции 

Выделили микросомную фракцию печени, 
определяли содержание цитохрома Р-450 и 
микросомного белка как описано ранее [16]. 

N-деметилирование аминопирина проводили 
по методу [13]. 

Все спектральные измерения проводили на 
двулучевом, двуволновом спектрофотометре 
Hitachi-556. 

Реакцию двойной иммунодиффузии по Оух-

терлони проводили как описано в работе [14]. 
Количество специфичной формы цитохрома 
Р-450 в микросомах определяли методом ра-
кетного иммуноэлектрофореза [12] с использо-
ванием антител, приготовленных против фено-
барбиталового цитохрома Р-450. 

В экспериментах по включению радиоактив-
ной аминокислоты индукторы вводили за 16 ч 
до умерщвления животных, затем за 8 и 4 ч 
до декапитации внутрибрюшинно вводили L — 
[1 - 1 4С]-лейцин (Amersham) в суммарной до-
зе 0,5 мКи/кг. Автофлюорографию пластинок 
геля после S D S PAAG электрофореза микро-
сомных белков проводили по методу [8], ис-
пользуя счетчик Mark- I I I . 

Иммуноглобулины типа G (аити-Р-450) лю-
безно предоставлены В. М. Мишиным. 

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

Ранее были поставлены эксперимен-
ты по выявлению индуцирующей спо-
собности аминопирина в отношении 
монооксигеназной системы печени. 
При этом исходили из разработанно-
го ранее положения, что индукторы 
«фенобарбиталового» типа стимулиру-
ют биосинтез моиооксигеназ своей ис-
ходной молекулой [3, 16]. Поэтому, 
хотя аминопирин при однократной 
инъекции крысам не является индук-
тором [10], при введении этого ксено-
биотика по схеме 80 мг на 1 кг мас-
сы тела 3 раза в сутки, т. е. при по-
стоянном поддержании высокой кон-
центрации аминопирина в клетках пе-
чени, был обнаружен индуцирующий 
эффект [2]. 

В настоящей работе применен дру-
гой подход. Вместо частых инъекций 
больших доз аминопирина предприня-
та попытка так модифицировать его 
молекулу, чтобы блокировать положе-
ние N-деметилирования и таким обра-
зом добиться как пролонгирования его 
действия в организме, так и проявле-
ния индуцирующей способности моди-
фицированного аналога. 

С этой целью было синтезировано 
производное аминопирина — ИГ1ААП 
(синтез проводил В. В. Мартин, Ин-
ститут органической химии Сибирско-
го отделения АН СССР, по методу 
[9] ) , в котором две метильные груп-
пы в — N ( C H 3 ) 2 положении заменены 
изопропильиой группой (рис. 1). 

Д л я проверки скорости биотранс-
формации ИПААП его инкубировали 
в присутствии избытка Н А Д Ф Н с мик-
росомами печени контрольных живот-
ных; при этом какой-либо убыли 
Н А Д Ф Н или субстрата обнаружено 
не было. Инкубация ИПААП с микро-
сомами не влияла на диффереициаль-
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Рис. I. Модификация структуры амииопирима. 
1 — амииопирин, 11 — И11ААП. 

ный спектр цитохрома Р-450. Таким 
образом установлено, что ИПААГ1 ха-
р а ктер изуется зам едл ен ной б и отр а нс -
формацией в микросомах печени и 
большим временем полужизни в орга-
низме, нежели аминопирин. Другими 
авторами было показано, что с мочой 
у крыс выводится только 3 % введен-
ной дозы ИПААП [6], что хорошо со-
гласуется с нашими данными. Это 
производное аминопирина не оказыва-
ет инактивирующего влияния на ци-
тохром Р-450. 

Общее количество спектрально ре-
гистрируемого цитохрома Р-450 при 
индукции возрастает, достигая макси-
мального уровня, равного 1,17 нмоль 
гемопротеида на 1 мг микросомного 
белка (см. таблицу). Параллельно с 
увеличением содержания цитохрома 
Р-450 наблюдается нарастание актив-
н ости N - д ем ети л и р ов а и и я а м и и они р и -
на в ИПААП-микросомах. К концу 
4-х суток индукции Умакс реакции дс-
мстилироваиия возрастает до величин, 
близких к наблюдаемым при фснобар-
биталовой индукции — 2,6 нмоль 
Н С Н О / м и н / н моль цитохрома Р-450 
(см. таблицу). Д л я сравнения следует 
отметить, что при многократном вве-

Характсристика микросом печени крыс*' при 
разной длительности введении ИПААП 

Соде р ж а п и е ци тох ро-
ма Р-450, нмоль на 
1 м г белка 

Скорость N-дсметили-
рования аминопири-
на, нмоль НСН О 
мин на 1 мг белка 

Соде р ж а и и с фе ноба р -
биталового цито-
хрома Р-450, изме-
ренное методом ра-
кетного иммупо-
электрофореза , % 
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Длительность индукции, 
сут 

] 2 3 | 4 

0 , 6 2 1,07 1,14 1 ,17 

1,06 2 , 5 5 3 , 0 3 ,11 

17 23 25 36 

дении амииопирима скорость реакции 
N-деметилирования этого субстрата не 
превышает 2 нмоль ИСНО/мии/нмоль 
цитохрома Р-450. 

И ПА А П - микр осом ы б ы л и ох а р а ктс -
ризованы также с помощью методов 
иммунохимического анализа. В систе-
ме двойной иммунодиффузии Оухтер-
лоии зарегистрированы полосы преци-
питации между солюбилизироваиными 
микросомами и антисывороткой, со-
держащей антитела против фенобар-
биталового цитохрома Р-450. Таким 
образом, можно считать N-дсметилазу 
аминопирина одной из индуцируемых 
фенобарбиталом форм цитохрома 
Р-450. 

Методом ракетного иммуноэлсктро-
фореза показано существенное возрас-
тание содержания этой формы цито-
хрома Р-450, которое к концу 4-х су-
ток индукции составляет 33—36 % от 
общего количества СО-связывающего 
гемопротеида. Характерно, что при 
фенобарбиталовоп индукции содержа-
ние специфичной формы не превыша-
ет уровня 40 % [4]. 

Следует отметить, что при много-
кратном введении крысам больших 
доз аминопирина содержание данной 
формы монооксигеназы достигает32 % 
от общего содержания микросомного 
цитохрома Р-450. Таким образом, под-
держание высокой концентрации ами-
нопирина в гепатоцитах реально заме-
нить введением в значительно меньших 
дозах модифицированного (слабомста-
болизирующсгося) производного этого 
лекарственного вещества. К тому же 
по ряду параметров индуцирующий 
эффект последнего превосходит эффек-
ты индукции аминопирииом. 

При электрофоретическом разделе-
нии микросом и ых белков в SDS — 
PA AG установлена молекулярная мас-
са индуцированного гемопротеида — 
51 ООО дальтон (рис.2 см. и а вклейке). 

С помощью радиоизотопных методов 
у индуцированных ИПААП животных 
было показано увеличение включения 
L—[1—1 4С1—лейцина в микросомные 
полцпептиды, что свидетельствует об 
их активном de novo синтезе. Эффек-
тивность включения меченого лейци-
на у животных, предварительно полу-
чавших ИПААП, в 2,5 раза превосхо-
дит таковую в контрольной группе 
животных и в 1,4 раза — животных, 
которым многократно вводили амино-
пирин (рис. 3) . 
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Рис. 3. Э ф ф е к т и в н о с т ь включения меченого 
и С - л е й ц и н а в микросомы печени крыс. 

У — контроль, II — индукция аминопирином, III — 
индукция ИПААП. 

Автофлюорографией пластинок геля 
после SDS — PAAG электрофореза 
микросомных препаратов показано, 
что увеличение содержания полипеп-
тидного мономера с молекулярной 
массой 51 ООО дальтон (рис. 4 см. на 
вклейке) обусловлено его de novo син-
тезом, а не является результатом за-
м едл ени ой деградa i;ии. 

Рассмотренные в данной работе 
свойства и характеристики преинду-
цированиых ИПААП микросом позво-
ляют заключить, что блокирование по-
зиции N-деметилирования в молекуле 
аминопирина переводит этот субстрат 
моиооксигеназы в индуктор этого фер-
мента. Полученные данные наряду с 
экспериментами с использованием про-
изводного амобарбитала — мстиламо-
барбитала [7], подтверждают тезис о 
возможности перевода типичных суб-
стратов цитохрома Р-450 в индукторы 
путем их..направленной химической 
модификации. 

Практически, поскольку ксенобио-
тики с блокированной специфичной 
для Р-450 позицией характеризуются 
слабой биотрансформацией в микросо-
мах и большим временем полужизни 
в организме, реально использовать 
пролоигироваиность действия и инду-
цирующие свойства таким образом мо-
дифицированных ксенобиотиков (в пер-
вую очередь лекарственных средств и 
11 ест и 1 {и до в). П р ол он ги р ов а н н ы е тера-

певтические эффекты таких лекарст-
венных препаратов (к примеру, сно-
творных, успокаивающих и т. д.) мо-
гут усиливаться вследствие сопровож-
дающейся индукции монооксигеназных 
реакций в печеночных клетках, в пер-
вую очередь при явлениях холсстаза 
при механических желтухах [151, при 
слабой активности ферментов био-
трансформации в перинатальный пери-
од [5], а также при других случаях 
слабой детоксикационной функции пе-
чени. 
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As s h o w n in e x p e r i m e n t s wi th p h c n o b a r b i t a l 
a n d ch lor ine i somers of n a p h t h a l e n e and biphe-
nyl, the m o n o o x y g e n a s c i n d u c t o r s of " p h e n o b a r -
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bitai" series caused their effect as unchanged 
molecules. Bas ing on this fact typical subs t ra te 
of cytochrome P-450 aminopyr ine w a s t rans-
formed into inductor of the enzyme biosynthesis 
by means of specific chemical modif ica t ion of 
-N(CH 3 ) 2 -g roup in the subs t ra te molecule, which 
is N-demethylated in the enzyme active site. 

Effec ts of 4-isopropyl aminoant ipyr ine on the 
liver cell monooxygenase sys tems were s tudied. 
Synthes i s of microsomal cytochrome P-450 w a s 
act ivated in liver t issue of rats , t reated with 
4-isopropyl aminoant ipyr ine , which was accom-
panied by s imul taneous increase in the enzyme 
monooxygenase activity. 

УД к 6 16.151.514-07:616.155.25-008.939.633.2 

Т. Б. Мареева, Я. M. Соковнина, И. И. Вотрии 

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

П Р И Г Е М О Ф И Л И И А 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Тромбоциты человека играют фунда-
ментальную роль в гемостазе и поддер-
жании сосудистой целостности. Совре-
менное представление о тромбообразо-
вании базируется на участии в этом 
процессе целого ряда веществ: проста-
гландинов, тромбоксанов, цАМФ,Са+ + , 
ферментов. Определенное место в этом 
процессе занимают адениловые нукле-
отиды. Они играют важную роль в 
энергетическом обеспечении этапов ге-
мостаза — агрегации, реакции высво-
бождения, ретракции кровяного сгуст-
ка, а также служат регуляторными 
факторами межуточного обмена. Д л я 
полного понимания роли адениннукле-
отидов в механизме нарушений требу-
ется точная информация об их концен-
трации в различных отделах тромбо-
цитов. 

Согласно данным литературы, аде-
ниннуклеотиды, содержание которых в 
тромбоцитах достигает 80—87 % от об-
щего количества пуриновых и пирими-
уд, и новых производных, представлены 
несколькими «пулами», отличающими-
ся по своей функции и находящимися в 

раз н ы х о рг а н ел л ах т ро м бо i щто в (рис. 
1) [5, 14, 15]. Значительные количест-
ва АТФ и АДФ содержатся в плотных 
гранулах и не участвуют в метаболиче-
ских процессах, освобождаются клет-
кой вместе с другими компонентами 
гранул. Это так называемый пул хра-
нения, играющий важную роль в агре-
гации тромбоцитов. В цитоплазме, ми-
тохоид р ия х, м е м б р а не аденинну кл ео -
тиды представлены так называемым 
метаболическим пулом, обеспечиваю-
щим энергетические реакции клетки и 
частично утилизирующимся в процессе 
реакции высвобождения. В этом пуле 
около 50 % АДФ плотно связано с F-
актином. О метаболизме этой связан-
ной АДФ известно очень мало [4]. 
Следует отметить, что при инкубации 
тромбоцитов с радиоактивными пред-
шественниками — [8—1 4С]-аденином, 
[8—14С] -аденозином, [ 3 2 Р] -ортофос-
фатом — «метка» включается только в 
метаболический пул. Плотные гранулы 
«метку» не включают и содержание в 
них адениннуклеотидов может бытьоп-
ред е л е н о л и ш ь х и м и чес к и ми м ето д а -

Плаз/ 
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Аденом 

/ / р и реакции высвобождении 

25 % А ТФ превращается в гипоксантин. 

который удаляете» из клетки 

<k 
Реакции 

высвобождении 

I 1 
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Тли коли з-
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t 
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Рис. 1. Распределение адениннуклеотидов тромбоцитов крови. 



ми. J la этом принципе и основано опре-
деление АТФ и АДФ в различных от-
делах тромбоцитов. 

В настоящее время описана гетеро-
генная группа заболеваний, объединен-
ная общим названием «синдром дефек-
та пула хранения», диагностическим 
признаком которого является недоста-
точность плотных гранул и их компо-
нентов |9, 12, 6]. Среди этих заболе-
ваний такие различные по своей приро-
де, как альбинизм [7], синдром Хер-
ма некого — Пудлака [17], синдром 
Чедиака — Хигаси [2], синдром Вис-
котта — Олдрича |1] и др. Снижение 
внутриклеточного содержания аденин-
иуклеотидов в тромбоцитах отмечалось 
также у больных лейкемией (при хро-
ническом гранулоцитарном лейкозе, 
остром лейкозе) , ряде миелопролифе-
ративных заболеваний — полицитемии, 
тромбоцитемии, миелофиброзе [6, 10, 
II, 13, 14]. 

Настоящая работа посвящена иссле-
дованию уровня адеииннуклеотидов с 
целью выявления возможных механиз-
мов дисфункции тромбоцитов при ге-
мофилии А. 

М е т о д и к а 

Адениннуклеотиды определяли в тромбоци-
тах допоров и больных гемофилией А. В каче-
стве антикоагулянта использовали 3,8 % ра-
створ цитрата натрия в соотношении I : 9. 
Плазму , обогащенную тромбоцитами, получа-
ли центрифугированием при 250 g в течение 
30 мин при 4 °С. Количество тромбоцитов под-
считывали под световым микроскопом. На 
рис. 2 представлены методы экстракции и оп-
ределения адеииннуклеотидов в различных от-

делах тромбоцитов. При исследовании общего 
количества адениниуклеотидов использовали 
суспензию тромбоцитов, отмытых от белков 
плазмы раствором, содержащим: 0,13 М NaCl, 
0,02 М Трис-HCl, 0,003 М ЭДТА, 0,015 М глю-
козу, рН 7,4 (система 1). Кислоторастворимые 
экстракты адениниуклеотидов готовили как 
описано [5, 15]), используя 6,6 НС104 , с после-
дующей нейтрализацией 2М К2СО3, о х л а ж д а -
ли и осадок перхлората калия удаляли центри-
фугированием при 12 000 g в течение 10 мин 
при 4 °С. В полученном после центрифугирова-
ния нейтрализованном экстракте определяли 
АТФ и А Д Ф на люминометре — 1250 LKB — 
Wal lac биолюминесцентным методом, исполь-
зуя люциферин-люциферазный коммерческий 
реагент фирмы «LKB». Количество А Д Ф изме-
ряли после предварительного фосфорилирова-
ния пируваткиназой (ПК) в присутствии фос-
фоенолпирувата (ФЭП) [8], используя препа-
раты фирмы «Boehringer». Биолюминесцентный 
метод определения АТФ и А Д Ф прост, удобен, 
чувствителен и позволяет определять 10-11 М 
АТФ. 

Д л я определения АТФ и А Д Ф в пуле хра-
нения тромбоцитов проводили реакцию высво-
бождения в течение 5 мин при 37 °С в присут-
ствии 5 МЕ/мл тромбина. При реакции высво-
бождения происходит выделение АТФ и А Д Ф 
из плотных гранул, а т а к ж е серотонина и каль-
ция. По окончании реакции высвобождения 
вносили охлажденный 77 м М Э Д Т А рН 7,4 и 
центрифугировали при 1700 g в течение 10 мин. 
К 1 объему полученного экстракта добавляли 
1 объем 96 % спирта и в надосадочной жидко-
сти, полученной после центрифугирования, оп-
ределяли уровень АТФ и А Д Ф биолюмииесцеит-
иым методом, как описано выше и указано на 
рис. 2. 

Интенсивность включения радиоактивных 
предшественников в адениннуклеотиды метабо-
лического отдела измеряли после инкубации 
тромбоплазмы с м С-аденином (0,2 мкКИ на 
1 мл) в течение 2 ч при 37 °С [3]. По оконча-
нии инкубации пробы центрифугировали при 
1700 g в течение 10 мин при 4 °С. Полученный 
осадок отмывали от «метки» 2 раза, исполь-
зуя систему 1, и затем проводили экстракцию 

Пул хранения (гранулярный) О'нцип пул пИнншшуипоотшЪя Мвтаболичостш пул / и.цк-АЛФ пул 

Рис. 2. Экстракция и определение адеииннуклеотидов в различных пулах тромбоцитов. 



охлажденной до —40°С смесыо ЭДТА/этанол 
(1 объем 77 мМ ЭДТА рН 7,4 + 9 объемов 
96 % этанола) . 

Полученный экстракт хранили при — 70 °С 
до определения в нем адениниуклеотидов. Оса-
док, полученный после центрифугирования эк-
стракта, промывали д в а ж д ы раствором, содер-
ж а щ и м 0,15 М NaCl и 77 мМ ЭДТА, рН 7,4; 
этанол 9 6 % (1 : 9) в соотношении I : 1 (систе-
ма 2), затем экстрагировали 0,6 М НС10 4 
(5), центрифугировали при 1200 g в течение 
2 мин и в нейтрализованном экстракте опреде-
ляли Р-актии-АДФ [4]. А Д Ф , связанный с 
F-актином в форме полимера, недоступен д л я 
энзимных систем. Радиоактивность адениниу-
клеотидов ( А Д Ф и АТФ) определяли после 
разделения смеси методом хроматографии на 
•бумаге W h a t m a n № 1 в системе растворителей 
н-бутанол : ацетон : ацетон : ускусная кислота : 
N H 3 (25 %) : Н 2 0 в отношении 45 : 15 : 10 : 
2 : 28.. 

Содержание адениниуклеотидов рассчиты-
вали в наиомолях на 10° тромбоцитов. Общую 
радиоактивность в ы р а ж а л и в импульсах в 
I мин на 109 тромбоцитов. Удельную радиоак-
тивность адеииннуклеотидов в ы р а ж а л и в им-
пульсах в I мин на 1 нмоль соответствующего 
нуклеотида по формуле, описанной в работе 
[Ю]. 

удельная радиоактивность А Д Ф = 
А Д Ф имп/мии/109 тромб 

А Д Ф нмол ь/10» тромб < о е щ е е с о д е Р " 
жание ) . 

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

Определение адениниуклеотидов в 
различных пулах тромбоцитов позво-
ляет судить о значимости каждого из 
них для нормальной функции тромбо-
образования. 

Полученные нами данные определе-
ния адеииннуклеотидов тромбоцитов 
доноров и больных гемофилией А сум-
мированы в табл. 1 и 2. Уровень аде-
ниниуклеотидов доноров соответствует 
данным литературы [10, 14]. Необхо-

димо подчеркнуть, что при определе-
нии содержания дифосфонуклеотидов 
и трифосфонуклеотидов в тромбоцитах 
и их органеллах все процедуры их вы-
деления, хранения, хроматографиче-
ского разделения проводили парал-
лельно с коммерческими препаратами 
АТФ и АДФ, чтобы нивелировать воз-
можные ошибки. 

П р и и сс л е д о в а и и и об ще го кол и ч е -
ства адеииннуклеотидов выявлены из-
менения содержания АТФ и АДФ 
тромбоцитов больных гемофилией А 
(см. табл. 2). Наблюдается снижение 
уровня АТФ и АДФ при соотношении 
АТФ,/АДФ, равном 2,4, в сравнении с 
нормой 1,8. 

При изучении адениниуклеотидов в 
гранулах хранения отмечено значи-
тельное уменьшение (в 2,4 раза) уров-
ня АДФ у больных гемофилией при 
незначительном изменении содержа-
ния АТФ. При сравнении величина со-
отношения АТФ/АДФ у больных гемо-
филией в пуле хранения заметно уве-
личена и равна в среднем 1 ,54:0,2 в 
сравнении с нормой 0 ,7±0,03, что свя-
зано в большей степени со снижением 
уровня АДФ в гранулах хранения. 
Значительное с и и ж е н и е содержания 
АДФ и увеличение соотношения АТФ/ 
/АДФ в пуле хранения могут быть ин-
формативным показателем, указываю-
щим на нарушение в уровне адеиин-
нуклеотидов, по-видимому, сопровож-
даемое патологическими изменениями 
функциональной активности тромбо-
цитов. Следует подчеркнуть, что низ-
кий уровень АДФ в пуле хранения не 
коррелирует с содержанием АТФ, но 
коррелирует с недостаточностью Са++ 
[9 | . Весьма вероятно, что интенсив-

Т а б л и ц а 1 

Адениннуклеотиды тромбоцитов доноров 

Показатель АТФ АДФ А Т Ф / А Д Ф 

Общий пул, нмоль/10° клеток 51,4=1=4,2 2 8 , 4 = t 2 , 5 1 ,8=1=0,1 Общий пул, нмоль/10° клеток 
(10) (10) (П) 

Пул хранения, нмоль/К) 9 клеток 1 1 ,8=1=0,6 15,6=1=1,1 0,7=1=0,0 

Метаболический пул, или интенсивность вклю-
(И) (12) (12) 

Метаболический пул, или интенсивность вклю-
чения [ 8 — 1 4 С ] — а д е и и и а , имп/мин/10 9 кле-
ток 5070,0=1-544,9 834,2=1=82,4 6,1=1=0,3 

(П) (П) (И) 
Г-актин А Д Ф , имп/мии/Ю9 клеток 455,4=1=54,4 — 

(9) 
Удел ь н а я радиоа кти в ность, им п/м и и/нмоль 112 ,84-13 ,7 32,3=1=4,4 — Удел ь н а я радиоа кти в ность, им п/м и и/нмоль 

С') (11) 
II р и м е ч а и и е. В скобках — число больных. 



Т а б л и ц а 2 
Адениннуклеогиды тромбоцитов крови больных гемофилией А 

П о к а з а т е л ь АТФ А Д Ф А Т Ф / А Д Ф 

Общий пул , н м о л ь / 1 0 9 клеток 4 1 , 7 ± 3 , 7 ' 1 7 , 3 ± 1 , 2 2,4=1=0,1 Общий пул , н м о л ь / 1 0 9 клеток 
(10) (10) (10) 

П у л х р а н е н и я , н м о л ь / 1 0 ° к л е т о к 8,6=1=0,9 6,6=f= i , 1 1 ,5=Ь0 ,2 П у л х р а н е н и я , н м о л ь / 1 0 ° к л е т о к 
(10) (10) (10) 

М е т а б о л и ч е с к и й пул , или интенсивность вклю-
чения [8— 1 4 С]-аденина , имп /мин /10 9 кле -
ток 5321,0=1=712,1 916,3=1=148,2 6,0=1=0,4 

(6) (6) (6) 
F - а к т и и А Д Ф , имп/мин/10 9 клеток — 468,1 ± 6 1 ,1 — 

У д е л ь н а я радиоактивность , имп/мин/нмоль 1 6 8 , 8 ± 2 7 , 3 6 3 , 6 ± 1 ,2 — У д е л ь н а я радиоактивность , имп/мин/нмоль 
(в) (8) 

П р и м с ч а н и е . В с к о б к а х — число б о л ь н ы х . 

иость синтеза АТФ и АДФ в гранулах 
тромбоцитов различна. 

При радиохимическом исследовании 
ад е ниинукл еотидов м ет а бол ического 
пула не выявлено отклонений у боль-
ных гемофилией по сравнению с нор-
мой. Соотношение АТФ/АДФ у доно-
ров и больных гемофилией было при-
мерно одинаковым и составляло соот-
ветственно 6,1 ± 0 , 3 и 6 ,0+0,4 , т. е. со-
держание АТФ и АДФ постоянно и 
поддерживается за счет гликолиза и 
о к и с л и тел ь н ого фос фо р и л и ро в а и и я. 

Наблюдается отчетливое увеличение 
удельной радиоактивности АТФ и 
АДФ у больных гемофилией, отражаю-
щее дефицит адениннуклеотидов в гра-
нулах хранения. 

Сравнительное изучение АДФ — F-
а к т и н а п р о д е м о н с т р и р о в а л о в ключе-
ние радиоактивной «метки», как и в 
случае других адениннуклеотидов ме-
таболического пула. Из представлен-
ных в табл. 1 и 2 данных видно, что 
около 50 % радиоактивности от обще-
го количества включения «метки» в 
АДФ обнаружено в АДФ —• F-актине 
в тромбоцитах как доноров, так и 
больных г с м о ф и л и е й. 

Таким образом, в результате иссле-
дований получена новая дополнитель-
ная информаци об изменениях в содер-
жании АТФ и АДФ в гранулах хране-
ния тромбоцитов больных гемофилией 
и отсутствии отклонений в метаболиче-
ском отделе. Данные исследований по-
зволяют прийти к выводу о биохими-
ческом дефекте адениннуклеотидов в 
пуле хранения больных гемофилией А 
и возможности использования опреде-
ления АДФ и АТФ в гранулах хране-
ния и их удельной радиоактивности в 

к а. ч ест в е п о к а з ате л е й д и с ф у и к ц и и 
тромбоцитов. 

Наши экспериментальные данные об 
уме ны.п е и и и аде и и н н у к л еоти до в т ро м -
боцитов при гемофилии А подтвержда-
ют мнение ряда исследователей [16] о 
дефекте гранул хранения на уровне 
мегакариоцитов, поскольку аденинну-
клеотиды, находящиеся в плотных гра-
нулах тромбоцитов, не синтезируются 
и не вступают в реакции обмена с аде-
ниннуклеотидами, участвующими в ме-
таболических процессах. Следователь-
но, изменения в уровне адениннуклео-
тидов отражают первоначальные нару-
шения в структуре и развитии мегака-
риоцитов. 
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I M P O R T A N C E O F A D E N I N E N U C L E O T I D E S 
FOR F U N C T I O N A L ACTIVITY O F THROM-

BOCYTES IN H E M O P H I L I A A 

Т. B. Mareeva, Ya. M. Sokovnina, J. I. Votrin 

Ins t i tu te of Medical En/ .ymology, Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Conten t of adenine nucleot ides w a s studied 
in va r ious pools of th rombocytes from donors 
and f rom pa t ien ts with hemophilia A. Biochemi-
cal deficiency of adenine nucleotides appea r s 
to occur in the pool of thrombocytes obtained 
f rom pa t ien ts with hemophil ia A; es t imat ion of 
A D P and ATP in the s to rage g ranu les as well 
as of the nucleotides specific radioact ivi ty m a y 
serve as a criterion of thrombocyte d is funct ion . 

УДК 612.332.4:612.321.5 

Т. Ю. Демина 

Р А С П Р Е Д Е Л Е Н И Е Д И П Е П Т И Д А З В Т О Н К О Й К И Ш К Е К Р Ы С 

Институт питания АМН СССР, Москва 

Дипептидазы участвует в заключи-
тельных стадиях гидролиза белка. 
Особый интерес при исследовании ди-
пептидазной активности представляет 
связь кишечных ферментов с апикаль-
ной мембраной эитероцитов. 

Работы А. М. Уголева и соавт. пока-
зывают, что дипептидазы в основном 
локализованы на внешней поверхности 
мембраны [5]. Многими исследовате-
лями было отмечено, что дипептидазы 
легко переходят в промывные раство-
ры. Впервые это было обнаружено при 
ф ракциониров а нии кл еток сл изистой 
оболочки тонкой кишки крыс [6]. 
Позднее наблюдали спонтанную солю-
билизацию дипептидаз тонкой кишки 
свиней в экспериментах in vitro. Фено-
мен спонтанной солюбилизации дипеп-
тидаз тонкой кишки имеет место в 
опытах не только in vitro, но и in vivo, 
однако считают, что в последнем слу-
чае его значение в переваривании пеп-
тидов невелико. По-видимому, этот 
процесс наряду с десквамацией кишеч-
ных клеток является ответственным за 
пептидазную активность кишечного со-
держимого. 

В настоящее время внимание иссле-
дователей все больше привлекают во-
просы, связанные с функционировани-
ем ферментов конечных стадий гидро-
лиза вне зоны мембранного пищеваре-
ния | 2 | . Особый интерес представляет 
вопрос о слизистых наложениях. Под 
этим термином понимают слой слизи, 
покрывающий эпителий тонкой кишки 

и тесно соприкасающимся с гликока-
ликсом. Все вещества, транспортируе-
мые из полости кишки в кровь, прохо-
дят через слой слизистых наложений и 
п од в е р г а ю т с я возденет в и ю с о д е р ж а -
щихся в нем ферментов [1]. 

Целью данной работы явилось срав-
нение глициллейциновой и аланилала-
нино вой д и п е пт и д а з и ы х а кт и в и остей в 
различных зонах пищеварения. 

М е т о д и к а 

В работе использовали крыс Вистар массой 
200—250 г. Животных содержали на общеви-
вариом рационе. Перед забоем крысы голода-
ли в течение 36 ч. Источником ферментов слу-
жили химус, слизистые наложении и эпителий 
тонкой кишки после удаления слизистых нало-
жений. Метод выделения слизистых наложений 
будет описан в специальной работе. Материал 
от каждой крысы анализировали отдельно. 
Активность дипептидаз определяли описанным 
ранее методом [4]. Исследуемый материал го-
могенизировали. 0,2 мл гомогеиата смешивали 
с 2 мл 10 мМ раствора дипептида, приготов-
ленного на трис-НС1-буфере, и инкубировали 
10 мин при постоянном перемешивании, добав-
ляли 4 мл 96 % этанола и спектрофотометрп-
ровали при 220 нм. Активность в ы р а ж а л и в 
микромолях на 1 мл белка в 1 мин. Общий бе-
лок в образцах определяли с помощью амидо 
черного [3]. Дли определения дипептидазной 
активности в качестве субстратов использова-
ли глицил-Е-лейцин и 1Э,Е-а-алаиил-^,Е-а-
аланин. 

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

Из полученных результатов (см. таб-
лицу) следует, что дипептидазная ак-
тивность слизистых наложений выше 
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Активность кишечных дипептидаз в различных участках тонкой кишки крыс (в мкмоль на I мг 
белка в 1 мин) 

Днпептидаза Субстрат Материал 
Проксимальный от-

дел Дистальный отдел 

Глициллейци-
новая 

Аланилалаии-
новая 

Гл и цил-L-лейцин 

Г),Ь-аланил-Е), 
L -a -аланин 

Гомогенат эпителия 
Слизистые наложения 
Промывные воды тон-

кой кишки 
Гомогенат эпителия 
Слизистые наложения 
Промывные воды тон-

кой кишки 

3 , 2 9 ± 0 , 4 0 (4) 
5,11 ± 1,20 (4) 

1,73=1=0,47 (5) 
5,08=1= 1,28 (5) 

4 , 0 6 ± 0 , 6 6 (3) 
5,62=1= 1,54 (5) 

4,20=1=1,78 (4) 
3,52=1= 1,21 (4) 
3,52=1=0,72 (5) 

9 ,35=ь2,41 (4) 

П р и м е ч а и и е. В скобках — число животных. 

активности гомогената эпителия стен-
ки кишки. При этом необходимо учи-
тывать, что слизистые наложения от-
делялись от поверхности эпителия не-
полностью. Некоторая часть слизистых 
наложений оставалась связанной с 
эпителием и попадала в исследуемый 
гомогенат. Эти данные подтвержда-
лись морфологическим контролем до и 
после снятия слизистых наложений. 

Г л и ни л л ей ц и новая д и п е п т и д а з н а я 
активность гомогената эпителия прок-
симального отдела тонкой кишки ниже 
дипептидазной активности слизистых 
и а ложен и й п рокси м а л ьного отдел а 
тонкой кишки на 35 ,6%. Глициллей-
диновая дипептидазная активность го-
могената эпителия дистального отдела 
тонкой кишки на 67,8 % ниже дипепти-
дазной активности слизистых наложе-
ний этого отдела. Аланилалаииновая 
дипептидазная активность гомогената 
эпителия проксимального отдела тон-
кой кишки на 66 % ниже дипептидаз-
ной активности слизистых наложений 
проксимального отдела тонкой кишки. 

Суммарная дипептидазная актив-
ность слизистых наложений прокси-
мального отдела тонкой кишки на 
50,8 % выше дипептидазной активно-
сти гомогената эпителия. Суммарная 
дипептидазная активность слизистых 
наложений дистального отдела тонкой 
кишки на 17 % выше дипептидазной 
активности гомогената эпителия того 
же отдела. 

Суммарная дипептидазная актив-
ность промывных вод была выше ди-
пептидазной активности слизистых на-
ложений и гомогената эпителия. На-
пример, активность дипептидаз в про-
мывных водах дистального отдела бы-
ла выше активности слизистых нало-
жении этого отдела на 32,5 % и гомо-
гената эпителия — на 44 %. Д л я объ-

яснения этих данных можно сделать 
несколько предположений. Дипептида-
зы солюбилизировали 0,9 % физиоло-
гическим раствором, введенным в про-
свет кишки, в связи с чем начальный 
этап гидролиза мог достаточно интен-
сивно проходить за пределами слизис-
тых наложений, т. е. в химусе, а затем 
продолжаться в слизистых наложени-
ях и на мембранах энтероцитов. 

Возможно также, что при промыва-
нии кишечника физиологическим рас-
твором происходят частичное разруше-
ние слизистых наложений и переход 
их в раствор, введенный в просвет 
кишки, вместе с дипептидазами. 

Кроме того, не исключено, что фер-
ментативная активность наиболее вы-
сока на границе химуса и слизистых 
наложений, в связи с чем при промы-
вании кишки происходит активная со-
любилизация дипептидаз в промывные 
воды. 

Из проведенного опыта можно сде-
лать следующие выводы: дипептидазы, 
синтезируемые клетками кишечного 
эпителия, секретируются в слизистые 
наложения, а отсюда переходят в про-
свет кишки, где и начинаются первые 
этапы кишечного гидролиза, который 
затем более интенсивно происходит в 
слизистых наложениях тонкой кишки. 

Изучение дипептидазной активности 
слизистых наложений может иметь 
большое значение для диагностики и 
изучения заболеваний, связанных с на-
рушением расщепления белка в желу-
дочно-кишечном тракте, например при 
врожденных или приобретенных энзи-
мопатиях. 
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LOCALIZATION O F DI P E P T I D A S E S IN RAT SMALL I N T E S T I N E 

T. Yu. Demina 

Ins t i tu te of Nutr i t ion, Academy of Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Gly Leu- and AlaAla-dipept idas activit ies 
were studied in var ious zones of d iges t ion: in 
mucosal deposit of small intestine, in epithelium 
of homogena t e free of mucosal deposit and in 
w a s h i n g water of small intestine. The h ighes t 
rate of the dipept idases activity w a s found in 
wash ing wate r of small intest ine; at the same 
time, the activity in mucosal deposit exceeded 

its level in h o m o g e n a t e of small intest ine epi-
thelium. The dipept idases , which arc synthesized 
in small intest ine epithelial cells, are apparen t ly 
accumula ted in mucosal deposit and then dif-
fused into in tes t inal lumen, where the first s teps 
of in tes t inal digest ion occurred, while the most 
effective in tes t inal d iges t ion proceeded in mu-
cosal deposit . 
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О К А Т А Б О Л И З М Е Н А Т И В Н Ы Х И М О Д И Ф И Ц И Р О В А Н Н Ы Х 
Л И П О П Р О Т Е И Д О В В Ы С О К О Й П Л О Т Н О С Т И В О Р Г А Н И З М Е 

К Р О Л И К А 

Отдел биохимии Н И И экспериментальной медицины АМН СССР, Ленинград 

Установлено, что катаболизм липо-
протеидов высокой плотности ( Л П В П ) 
совершается в большей степени в па-
ренхиматозных клетках печени и в 
меньшей — в эпителиальных клетках 
тонкой кишки [26]. Однако неясно, 
каким путем совершается захват 
Л П В П этими клетками: с помощью ре-
цеп то р-опое рсдус м ого ил и и е с п е ц и ф и -
ческого эндоцитоза. Имеющиеся лите-
ратурные данные по этому вопросу 
противоречивы. 11а ренхиматозиые 
клетки печени имеют рецепторы к ап-
ропротеииам (апо) В и Е липопротеи-
дов низкой плотности ( Л П Н П ) , очень 
низкой плотности (Л I 101 I I I ), р-
Л П О Н П , Л П В П ! и ЛПВПхс [ И , 27], 
получившие название апо В,Е-рецеп-
торов. Гепатоциты человека, обезьяны, 
собаки и свиньи, помимо апо В,Е-ре-
цепторов, содержат также независи-
мые апо Е-рецепторы, способные свя-
зывать ЛПВПхс, ремнантные частицы 
хиломикроиов и подфракции Л П В П , 
обогащенные апо Е [3]. Найдено, что 
в составе апо В и апо Е содержится 
большое количество несущих положи-
тельный заряд аргипиновых и лизино-
вых остатков, усиливающих сродство 
этих полипептидов к апо В,Е-рецепто-
рам фибробластов, заряженным отри-

цательно [14]. Показано, что Л П В П 
крысы взаимодействуют с клетками 
печени посредством специфических ре-
цепторов, тогда как Л П В П человека 
захватываются путем неспецифическо-
го эндоцитоза [17, 27]. Одной из при-
чин этого различия может быть нали-
чие высокого содержания апо Е в 
Л П В П крысы, который конкурирует с 
апо В Л П Н П за специфические рецеп-
торы. Кроме того, найдено, что апо-
протеины Л П В П 3 , в частности апо A-I, 
содержащие тирозин, ответственны за 
взаимодействие с рецепторами фибро-
бластов кожи человека [4]. Вместе с 
тем известно, что мембраны клеток пе-
чени от лиц с семейной гомозиготной 
гиперхолестеринемией, не содержащие 
апо В,Е-рецепторы, способны связы-
вать человеческий апо A-I Л П В П , вы-
деленных из плазмы крови, лишенной 
апо Е [9]. Наряду с этим обнаружено, 
что человеческие Л П В П з с блокиро-
ванными а рги ни новы ми и л из и новы ми 
остатками, антитела к апо A-I и апо 
А-II человека так же, как и человече-
ские нативные Л П В П з (с дефицитом 
апо Е) , конкурируют с апо A-I за спе-
цифические места связывания на мем-
бранах клеток печени, тогда как 
Л П Н П , Л П В П 3 с блокированными ти-
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резиновыми остатками и антитела к 
а по В не препятствуют связыванию 
апо Л-1 этими же рецепторами [9]. Бо-
лее того, рецепторы Л П В П на фибро-
ластах кожи человека связывают апо 
A-I, апо A-II и ario C-III в большей сте-
пени, чем апо В и апо Е [23]. 

Задачей данного исследования явля-
лось изучение скорости э л и м и н a 1i и и 
внутривенно введенных г о м ол ог и11 и ых 
(на т 11 и и ы х и м од и ф и 1i и ро в а и н ы х) и 
гетерологичиых Л П В П из плазмы кро-
ви здоровых кроликов, распределения 
радиоактивной метки в ряде органов 
кролика после внутривенного введения 
ему гомологичных (нативных и моди-
ф и I [ и ро в a 11 н ы х) 1251 - Л П В П и з а х в а т а 
кроличьих 1 2 51-ЛПВП (нативных и мо-
д и ф и ц и р о в а и н ы х) м ы ш и н ьт ми п с р и т о -
неальными макрофагами in vitro. Ре-
шение этой задачи позволило бы выяс-
нить, связан ли катаболизм Л П В П с 
участием специфических рецепторов к 
апо этих липопротеидов у кроликов, 
наиболее часто используемых в каче-
стве модели для изучения эксперимен-
тального атеросклероза. 

Показано [14], что блокирование 
положительно заряженных гуанидино-
вых групп аргинина и е-аминогрупп 
лизина Л П Н П , повышая отрицатель-
ный заряд липопротеидной частицы, 
устраняет ее взаимодействие с апо В, 
Е-рецепторами фибробластов. С дру-
гой стороны, блокирование СООН-
групп-Л11НП увеличивает положи-
тельный заряд частиц и повышает их 
способность связываться этими же ре-
цепторами фибробластов [2]. С уче-
том этих данных в наших исследовани-
ях в качестве модифицированных 
Л ПВП были использованы метили ро • 
ванные Л П В П с олокироваииыми е-ами-
иог ру п п а м и л из и 11 а и Л П В П с блоки ро-
ванными тирозииовыми группами без 
изменения их заряда , Л П В П с блоки-
рованными гу а нид ино вы ми г ру ппа м и 
и сукцинилированные Л П В П с блоки-
рованными е-аминогруппами лизина с 
увеличенным отрицательным зарядом, 
а также Л П В П с блокированными 
СООН-группами, т. е. повышенным 
п оло ж и тельным зарядом. 

рЛ е т о д и к а 
Опыты были проведены иа здоровых кро-

ликах-самцах породы шиншилла массой тела 
около 3 кг. Изучали скорость элиминации 
нативных человеческих, лошадиных, собачь-
их, крысиных и кроличьих (нативных и моди-
фицированных) 1 2 51-ЛПВП из плазмы крови 

кролика, а т а к ж е (распределение кроличьих 
(нативных и модифицированных) 1 2 5 1-ЛПВП 
в печени, почках, надпочечниках, селезенке, 
топкой кишке и лимфатических узлах после 
их внутривенного введения. Кроме того, про-
ведены исследования по изучению захвата 
кроличьих нативных и модифицированных 
1 2 5 1-ЛПВП мышиными перитоиеальными мак-
рофагами in vitro. 

Выделение Л П В П и их подклассов произ-
водили из плазмы крови здорового донора, 
лошади, собаки, кролика и крысы. Л П В П 
выделяли из плазмы после предварительно-
го осаждения Л П Н П и Л П О Н П по методу 
[6]. Последующее выделение общей фракции 

Л П В П производили при центрифугировании и 
ультрацентрифуге «Spinco 2-65 В» при 17°С 
(d 1,21), 45 000 об/мин в течение 24 ч. 
Всплывший слой Л П В П отделяли, диализова-
ли 20 ч против 0,15 М NaCl, содержащего 
0,01 % ЭДТА, при 5 °С. Чистоту фракции 
контролировали с помощью /.(искового элект-
р о ф о р ез а в п о л и а кр и л а м и д н ом ге л е [ 1]. Под-
классы Л П В П г и Л П В П з из плазмы крови 
выделяли последовательным ультрацептрифу-
гироваиием (с! 1,125 и 1,21 соответственно) 
после предварительного удаления Л П Н П и 
Л П О Н П , как описано выше. 

Блокирование лизиновых остатков Л П В П 
производили путем метилирования натрий-
боргидридом и формальдегидом [25], обра-
ботку аргиииновых остатков Л П В П - - бу-
таидионом [13], тирозийовых остатков — тет-
рапитрометаном [18], СООН-групп — N,N-
диметил-1,31-пропандиамином (ДГ1ДА) [2], 
сукцииилированис. Л П В П — янтарным ан-
гидридом [19 | . 

Мечение радиоактивным йодом (12б1<) осу-
ществляли монойодхлоридным методом [8]. 
Определение радиоактивности Л П В П произ-
водили в ^-сосудах фирмы «Koch-Light» 
(Англия) на сцинтилляциоином счетчике 
«Uriilux-I II» фирмы, «Nuclear-Chicago» 
(США) . 9 5 % меченых Л П В П осаждалось 
10 % трихлоруксусной кислотой, т. е. радио-
активность была связана преимущественно с 
белковым компонентом Л П В П . Содержание 
белка во фракции Л П В П определяли по ме-
тоду Лоури [ 12|. 

1 2 51-ЛПВП вводили внутривенно в дозе 
2,0—2,5 мг (по белку) с удельной радиоак-
тивностью (2,0—4,0)-И)7 ими на 1 мг белка 
в 1 мин. Кровь брали из краевой вены про-
тивоположного уха через 5 мин, 4, 8 и 24 ч 
после введения Л П В П . О содержании Л П В П 
в плазме крови судили по величине 1251-ра-
диоактивности меченых Л П В П . Скорость 
фракционного катаболизма (СФК) Л П В П 
рассчитывали по методу, приведенному рапсе 
[16], и выражали количеством элиминирован-
ных Л П В П к введенной дозе (принятой за 
1,0) за сутки. Все представленные величины 
С Ф К о т р а ж а ю т средние данные по материа-
лам 4—5 опытов. 

Изучение распределения радиоактивной 
метки в органах кролика производили через 
I ч после внутривенного введения им натив-
ных и сукцинилированных 1 2 5 1-ЛПВП. Ж и -
вотных умерщвляли воздушной эмболией и 
выделяли печень, почки, надпочечники, селе-
зенку, лимфатические узлы и тонкую кишку. 
Органы освобождали от соединительной и 
жировой ткани, удаляли содержимое тонкой 
кишки. Затем (для удаления крови) с по-
мощью шприца ткани, промывали холодным 
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Т а б л и ц а 1 

СКФ гомологичных (нативных и модифицированных) и гетерологичных 1 2 51-ЛПВП после внутри-
венного введения кролику 

№ серии 
опытов 1 2 4 - Л П В П 

Гомологичные ЛПВП, общая фракция 

Н а т и в н ы е 
Сукцииилииироваипые 
Метилированные 
М о д и ф и ц и р о ва и ные б у та н д ионом 
Модифицированные Д П Д А 
М о д и ф и ц и р о ванные те т р а н и т р о мета н о м 

0 , 7 8 ± 0 , 0 5 
2 , 0 3 ± 0 , 3 3 
1 , 0 2 ± 0 , 1 3 
0 , 7 9 ± 0 , 0 8 
О, «4 -
I ,57=h0,21 

Я Ь 2 < 0 , 0 1 

P l f 5 > 0 , 2 
Р 1 , в < 0 , 0 1 

Гомологичные ЛПВП, подклассы 

i 
8 
9 

10 

11 
12 
13 
14 

Л П В П а нативные 
Л П В П 2 » модифицироваиные бутандионом 
Л П В П 3 нативные 
Л П В П 8 , модифицированные бутаидионом 

0 , 6 4 ± 0 , 0 3 
0 , 6 7 ± 0 , 0 3 
0 , 7 0 ± 0 , 0 5 
0 , 7 8 ± 0 , 0 3 

Гетерологичные ЛПВП, общая фракция 

Л П В П человека 
Л П В П лошади 
Л П В П собаки 
Л П В П крысы 

I Д).Ч • 0 , 0 7 
0 , 6 3 i t 0 , 0 7 
1,36±0,09 
2 , 0 0 + 0 , 0 4 

Р с , 7 > 0 , 5 
Я о , 8 > 0 , 3 
Ps, 9 > 0 , 2 

Я ы | > 0 , 1 
^ Ы 8 < М 0 1 
Р \ | 4 < 0 , 0 0 1 

0.15 М NaCl , с о д е р ж а щ и м 0,01 % Э Д Т А . 
, 2 5 1-радиоактивность в ы р а ж а л и в процентах 
радиоактивности от введенной дозы на I г 
ткани. 

Изучение з а х в а т а кроличьих нативных и 
еукцинилщроваиных 1 2 5 1 - Л П В П мышиными пе-
ритонеальными м а к р о ф а г а м и было проведено 
в пластиковых ч а ш к а х Петри в СОг-инкуба-
торе при 37 °С в течение 4 ч. С в е ж е в ы д е л е н -
пые м а к р о ф а г и брали в опыт в количестве 
2 млн. клеток па пробу. П о с л е троекратной 
отмывки м а к р о ф а г о в ф о с ф а т н ы м буфером 
Д а л б е к а их з а л и в а л и средой Игла , с о д е р ж а -
щей нативные или сукцииилированные 1251-
Л П В П (удельная р а д и о а к т и в н о с т ь 5,6— 
5,9-10° ими на 1 мг белка в 1 мин) в кон-
центрации 50 мкг /мл по белку и 5 мг /мл 
иелипопротеидных белков сыворотки . Оценку 
з а х в а т а меченых Л П В П м а к р о ф а г а м и про-
водили по методу , описанному в работе [7] . 
П р е д с т а в л е н н ы е величины з а х в а т а кроличьих 
нативных и сукцииилированных 1 2 5 1 - Л П В П 
м ы ш иными пери тон сальными м а к р о ф а г а м и 
о т р а ж а ю т д а н н ы е 4 опытов. 

Р е з у л ь т а т ы 

1. Элиминация нативных и модифици-
рованных гомологичных Х2Ъ1-ЛПВП 
из плазмы крови кроликов после их 
внутривенного введения 

Как следует из табл. 1, СФК общей 
ф р а к ц и и всех м о д и ф и ц и р о в а и и ы х 
Л П В П после внутривенного введения 
здоровому кролику оказалась очень 
близкой или же была выше таковой 
для нативных Л П В П . Следует под-

черкнуть, что только сукцииилирован-
ные Л П В П и Л П В П с блокированны-
ми тирозииовыми остатками удалялись 
из плазмы крови со скоростью, значи-
тельно превышающей скорость элими-
нации не только нативных, но и всех 
остальных модифицированных Л П В П . 
СФК нативных кроличьих Л П В П 2 и 
Л П В П з оказалась близкой. Не обнару-
жено достоверных различий и между 
СФК Л П В П , и ЛПВПз нативных и с 
блокированными аргинииовыми остат-
ками. 
2. Элиминация гомологичных и гете-

рологичных 1251-ЛПВП из плазмы 
крови кроликов после их внутривен-
ного введения 

Из данных табл. 1 следует также, 
что СФК общей фракции кроличьих и 
лошадиных Л П В П оказалась близкой 
(соответственно 0,78 и 0,63 в сутки; 
различие статистически недостоверно) 
и несколько более высокой для челове-
ческих Л П В П (1,03 в сутки; Р < 0 , 0 5 ) 
и особенно высокой для собачьих и 
крысиных Л П В П (соответственно в 1,8 
и 2,6 раза выше; Р < 0 , 0 0 1 ) . 
3. Распределение радиоактивности в 

органах кроликов после внутривен-
ного введения им нативных и сукци-
иилированных гомологичных 12Г'/~ 
ЛПВП 
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Т а б л и ц а 2 

Распределение радиоактивности (в % от введенной дозы на I г ткани) в организме кролика че-
рез I ч после внутривенного введения гомологичных нативных или сукцинилированных 1261-ЛПВП 

Ор га н 

Почки 
Надпочечники 
Печень 
Селезенка 
Тонкая кишка 
JI и мфа ти ческие уз л ы 

В табл. 2 представлено распределе-
ние радиоактивности в тканях через 
I ч после внутривенного введения кро-
лику нативных или сукцинилирован-
ных гомологичных 1251-Л11ВП. Наи-
большая радиоактивность после введе-
ния кролику нативных Л П В П обнару-
жена в почках и надпочечниках 
(соответственно 0,061 и 0,057 %) , тогда 
как в печени, селезенке и тонкой киш-
ке этот показатель в 2—2,6 раза ниже. 
Наиболее низкой в этой серии опытов 
была радиоактивность в лимфатиче-
ских узлах (0 ,010%) . 

Иная картина обнаружена после 
введения кролику сукцинилированных 
1251-ЛПВП. Здесь наиболее высокая 
радиоактивность по сравнению с опы-
тами, в которых использовали иатив-
ные 1251-ЛПВП, отмечалась в селезен-
ке и лимфатических узлах (соответст-
венно в 3,9 и 2,1 раза выше). Что ка-
сается других органов и тканей, то 
распределение радиоактивной метки в 
них после введения йодированных сук-
цинилированных Л П В П не подверга-
лось существенным изменениям. 
4. Захват кроличьих нативных и сук-

цинилированных {2Ь1'ЛПВП мыши-
ными перитонеальными макрофага-
ми in vitro 

Захват кроличьих нативных 12Г>1-
Л П В П м ы ш иными пер ито и е а л ь и ы м и 
макрофагами через 4 ч после их инку-
бации был равен 0,334=0,01 нг белка 
на 1 мкг белка клеток макрофагов в 
1 мин. Интенсивность захвата кроличь-
их сукцинилированных 1251-ЛПВП при 
этих же условиях инкубации была вы-
ше в 1,5 раза ( Я < 0 , 0 0 1 ) и составила 
0,51 ± 0 , 0 2 иг белка на 1 мкг клеточно-
го белка в 1 мин. 

О б с у ж д е н и е 

Полученные результаты показали, 
что после внутривенного введения кро-

^ ч - л п в п 

иативные сукцинилированные о 
(/1 = 4) ( м = 5 ) I 

0,061 ± 0 , 0 1 4 0 , 0 8 4 ± 0 , 0 0 8 > 0 , 1 
0 , 0 5 7 ± 0 , 0 1 2 0 ,038 ± 0 , 0 0 4 > 0 , 1 
0 ,028 ± 0 , 0 0 7 0 , 0 3 3 ± 0 , 0 0 4 > 0 , 5 
0 , 0 2 3 ± 0 , 0 0 6 0 , 0 9 2 ± 0 , 0 1 4 < 0 , 0 1 
0 , 0 2 3 ± 0 , 0 0 6 0 , 0 1 7 ± 0 , 0 0 2 > 0 , 3 
0 , 0 1 0 ± 0 , 0 0 2 0 ,21 ± 0 , 0 0 1 < 0 , 0 1 

лику гетерологичных Л П В П только 
лошадиные Л П элиминировались со 
скоростью, близкой к скорости элими-
нации гомологичных Л П В П . Все ос-
тальные гетерологичные Л П В П — че-
ловеческие, собачьи и особенно крыси-
ные — элиминировались из кровотока 
значительно быстрее гомологичных. 

Сравнительное изучение элиминации 
из крови кроликов нативных и химиче-
ски мод и ф и ц и р о в а и н ы х гомологи ч и ы х 
Л П В П после их внутривенного введе-
ния показало, что сукцинилированные 
Л П В П и Л П В П с блокированными ти-
розиновыми остатками выводились из 
кровяного русла значительно быстрее 
нативных Л П . Важно при этом отме-
тить, что сукцинилированные Л П В П , 
обладающие увеличенным отрицатель-
ным зарядом, показали наиболее высо-
кую СФК. Что касается Л П В П с бло-
кированными тирозиновыми остатка-
ми, то эти аминокислотные остатки 
апо, как отмечалось выше, участвуют 
во взаимодействии Л П В П с рецептора-
ми фибробластов кожи человека |4] . 
С этой точки зрения, блокирование ти-
розиновых остатков Л П В П должно за-
медлить скорость их элиминации из 
кровотока. Однако, как показали ре-
зультаты настоящего исследования, 
этого не произошло в условиях целост-
ного организма кролика. Скорость 
элиминации других модифицирован-
ных гомологичных Л П В П — м е т и л и р о -
ванных, с блокированными СООИ-
группами и блокированными аргиниио-
выми остатками достоверно не отлича-
лись от скорости элиминации натив-
ных гомологичных Л П В П . Ранее на 
культуре гепатоцитов было показано, 
что кроличьи Л П В П 2 с блокированны-
ми аргининовыми остатками захваты-
ваются гепатоцитами кролика в мень-
шей степени, чем иативные Л П В П 2 
[22]. И здесь, следовательно, блокиро-
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ваиие аргининовых остатков должно 
J J р и вести к з а м е д л е и и ю э л и м и и а ц и и 
Л П В П из кровотока. Однако, как сле-
дует из результатов наших исследова-
ний, подобный эффект не был обнару-
жен в опытах in vivo. 

В связи с изложенным следует отме-
тить также исследования, отрицающие 
роль апо Л П В П в их взаимодействии 
с клеткой. Так, было обнаружено [23], 
что фибробласты кожи, эндотелиаль-
ные и гладкомышечные клетки связы-
вают человеческие ЛПВЦз, обработан-
ные трипсином, д а ж е более интенсив-
но, чем нативные Л П. В этой же рабо-
те было найдено, что липидные везику-
лы, не содержащие белка, также свя-
зывают ЛГ1ВП3. Но мнению авторов, 
во взаимодействии Л П В П 3 с указан-
ными типами клеток специфические ре-
цепторные белки не принимают ника-
кого участия. Связывание же ЛПВПз 
совершается с липидами, находящими-
ся на поверхности этих клеток. 

Результаты настоящего исследова-
ния показали также, что радиоактив-
пая метка, введенная в Л П В П , распре-
деляется в равной степени в почках, 
надпочечниках, печени и тонкой кишке 
после введения кролику как нативных, 
так и сукцинилированных 1251-ЛПВП. 
Однако интенсивность накопления ра-
диоа ктивности поел е введения сук ци-
нилированных 1251-ЛПВП в отличие от 
нативных 1251-ЛПВП в органах рети-
кулоэндотел иальиой системы (РЭС) 
(селезенке и лимфатических узлах) 
оказалась в несколько раз выше. 

При инкубации кроличьих нативных 
и сукцинилированных Л П В П с перито-
неальными макрофагами мыши по-
следние захватывали сукцинилироваи-
ные Л П В П в 1,5 раза интенсивнее, чем 
нативные Л П В П . Ранее также было 
показано, что химически модифициро-
ванные Л П Н П (ацетилированные, аце-
тоацетилированные или обработанные 
малоповым диальдегидом) с увеличен-
ным отрицательным зарядом в 20 раз 
интенсивнее катаболизируются макро-
фагами, чем нативные Л П Н П [10]. 
Кроме того, непаренхиматозные клет-
ки печени крысы активнее захватыва-
ют и деградируют ацетилированные 
Л П В П по сравнению с нативными 
Л П В П [24]. Согласно исследованиям 
Брауна и Гольдштейна [5], проведен-
ным в опытах in vitro, нативные и аце-
т и л и р о в а н п ы е Л П Н П захват ы в а ют с я 

разными рецепторами макрофагов, 
причем захват и катаболизм последних 
протекают более интенсивно. Эти фак-
ты позволяют предположить, что раз-
личия в скорости катаболизма Л П , на-
тивных и модифицированных химиче-
ским путем, обусловлены неодинако-
вой активностью рецепторов клеток 
РЭС. На основании результатов па-
стоящего исследования и литератур-
ных данных можно сделать заключе-
ние, что более быстрая элиминация 
введенных внутривенно кролику гомо-
логичных сукцинилированных ЛГ1В11 
о б у сл о в л еи а их з а х в а том кл ет к а м и 
РЭС и, можно полагать, деградацией в 
этих клетках. По-видимому, высокая 
СФК кроличьих Л П В П с блокирован-
ными тирозиновыми остатками после 
их введения кролику также обусловле-
на более активным захватом этих Л П 
клетками РЭС. 

Согласно литературным данным, 
элиминация модифицированных Л П Н П 
из кровотока человека, обезьяны, кро-
лика и крысы происходит медленнее, 
ч е м э л и м и н а ц и я н а ти в 11 ы х Л П Н П 
[15, 20, 21]. На основании таких опы-

тов можно сделать заключение, что у 
человека и этих животных большая 
часть Л П Н П катаболизирует при уча-
стии рецептор-опосредуемого пути за-
хвата Л П Н П клетками паренхиматоз-
ного и соединительнотканного типа и 
меньшая часть — при участии неспе-
ц и ф ич ее к о го пут и з а х в а т а к л ет к а м и 
макрофагального типа. В наших опы-
тах, как отмечалось, модифицирован-
ные Л П В П удалялись из тока крови не 
медленнее, а быстрее, чем нативные. 
На основании этого можно сделать 
заключение, что у кролика большая 
часть, если не все Л П В П , катаболизи-
руется без участия специфических кле-
точных рецепторов. Впользу этого 
свидетельствуют и данные Слэйтер и 
соавт. [21], которые доказали, что хо-
лестирамин, активирующий синтез ре-
цепторов Л П Н П в печени, вызывает у 
кролика снижение содержания холе-
стерина в плазме крови лишь за счет 
уменьшения холестерина Л П Н П без 
изменения концентрации холестерина 
Л П В П . 

И, наконец, более высокая скорость 
элиминации из кровотока кролика поч-
ти всех исследованных гетерологичных 
Л П В П свидетельствует о том, что 
судьба последних также связана с ак-
тивностью клеток РЭС. 
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CATABOLISM O F NATIVE AND M O D I F I E D 
H I G H DENSITY L I P O P R O T E I N S IN R A B B I T S 

A. N. Klimov, N. P. Tertjukova, L. I. Polikarpo-
va, D. V. l o f f e , N. M. Kalashnikova, A. G. Vi-

nogradov, A. V. Popov, V. T. Losovsky 

Depar tmen t of Biochemistry, Ins t i tu te of Expe-
r imental Medicine, Academy of Medical Sciences 

of the USSR, Len ingrad 

Rates of f rac t ion catabol ism of rabbit and 
horse total l 2 5I-high densi ty l ipoproteins (HDL) 
were shown to be similar in rabbits , a f ter in-
t r avenous adminis t ra t ion , while catabolism of 
human , dog and, especially, of ra t l ipoproteins 
occurred at the higher ra te as compared with 
rabbit HDL. Rabbit HDL con ta in ing modif ied 
E-aminogroups, or guan id ine groups , or carbo-
xyl g roups and nat ive HDL were quite simi-
larly el iminated f rom circulation of heal thy ani-
mals , whereas the l ipoproteins with modif ied 
tyros ine res idues and, especially, succinated 
H D L exhibited the h ighes t ra te of e l iminat ion. 
Radioact iv i ty of spleen t issue and lymphat ic 
g l a n d s w a s several-fold higher a f te r in t ravenous 
admin is t ra t ion of succinated homologous 
1 2 5I-HDL into rabbi ts as compared with the ef-
fect of nat ive homologous 1 2 5I-HDL; in kidney, 
adrena l g lands , liver t issue and small intest ine 
the level of radioact ivi ty w a s ana logous af te r 
t r ea tmen t with both homologous nat ive and suc-
cinated 1 2 5I-HDL. Dur ing incubat ion with mice 
peri toneal m a c r o p h a g e s modif ied l ipoproteins 
were captured 1.5-fold more effectively as com-
pared with nat ive HDL. The da ta obtained sug-
gest tha t the type of H D L catabol ism prevailed 
in rabbits , which did not involve specific cell 
receptors to apoprotein componen ts of these li-
poproteins . 
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О Ч И С Т К А И Н Е К О Т О Р Ы Е С В О Й С Т В А И З О Ф Е Р М Е Н Т А 
М М К Р Е А Т И Н К И Н А З Ы ИЗ С Е Р Д Е Ч Н О Й М Ы Ш Ц Ы Ч Е Л О В Е К А 

Институт экспериментальной биологии АН Армянской ССР, Ереван 

К реати и ки и аза (АТФ- к ре а тип фос -
фотрансфераза; КФ 2.7.3.2) катализи-
рует обратимую реакцию фосфорили-
р о в а и и я к р е а т и и а с и с п о л ь з о в а и и е м 
Mg-АТФ. Фермент играет важную 
роль в энергетическом метаболизме 
клетки, особенно в мышечной и сер-
дечной тканях. Согласно результатам 
исследований последних лет, основное 
количество энергии переносится от ми-
тохондрий к местам ее использования 
в миофибриллах и во виемитохоидри-
альных системах молекулами фосфо-
креатина с участием разных изофер-
ментов креатинкиназы | 8 | . В клетках 
сердечной мышечной ткани содержит-
ся 4 изофермента: MM, ВВ, MB и ми-
тохондри ал ьиая креатинкиназа. Они 
отличаются друг от друга электрофо-
ретической подвижностью, иммунохи-
мическими свойствами и аминокислот-
ным составом [6]. 

Многочисленные исследования изо-
фермента ММ из разных биологиче-
ских источников выявили функцио-
нальную неидентичность субъединиц, 
которая, по-видимому, играет важную 
роль в регуляции биологической актив-
ности фермента в клетке [12, 19]. 

Настоящая работа посвящена выде-
лению и очистке изофермента ММ кре-
атинкиназы из сердечной мышцы чело-
века и изучению некоторых физико-хи-
мических и кинетических параметров 
фермента. 

;М е т о д и к а 

Выделение и очистку креатинкиназы про-
водили по методу [22], заменив конечный 
этап фракционирования ее изофермента ММ 
на КМ-сефадексе афинной хроматографией на 
сефарозе с иммобилизованным цибакроном 
F3G-A, которая была получена по методу 
[11] с некоторой модификацией. 

К 50 г сефарозы, отмытой от метиолата, 
добавили 0,5 г цибакрона в 50 мл воды и 
10 мл 22 % NaCl. Смесь встряхивали па ка-
чалке в течение 100 мин, затем добавили 
I часть Ыа2СОз до получения 1 % раствора. 
Эту смесь встряхивали еще 4—5 дней после 
чего промывали водой, 1 М КС1 и опять во-
дой (200 мл) . 

После разделения изофермеитов ММ и 
MB на сефадексе А-50 низкосолевую фрак-
цию, содержащую изофермент ММ, нанесли 
па афинную колонку размером 1 ,6X25 см, 

предварительно уравновешенную стартовым 
буфером следующего состава: 20 мМ трис-
ацетатный буфер, 5 мМ М g (СНзСОО)2, 
0,4 мМ этилендиаминтетраацетат (ЭДТА) и 
0,2 мкМ дитиотреитол, рН 6,9. Колонку про-
мывали 2 объемами этого буфера. Десорбцию 
изофермента ММ проводили 0,15 М NaCl, 
приготовленным на том ж е буфере рН 8,5. 
Скорость нанесения и последующего элюи-
рования 24 мл/ч. Элюаты, содержащие ММ 
креатинкиназную активность, объединяли и 
диализовали в течение 18 ч против 20 мМ 
трис-ацетатного буфера рН 7,0, содержаще-
го 0,4 мМ ЭДТА и 2 мкМ дитиотреитол. Пре-
парат фермента хранили при —18 °С в 3 3 % 
глицерине или з амораживали порциями по 
2—3 мл. Активность препарата снижалась в 
течение 2 мсс в 1,5 р а з а и сохранялась па 
том ж е уровне в течение года. Количество 
белка определяли методом Лоури [17] и 
спектрофотометрически, используя коэффици-
ент Е28(» = 7,4- 10"М 'см 1 [18]. 

Электрофорез и полиакриламидном геле 
(ПААГ) проводили, как описано в работах 
[16, 26], используя 7 , 5 % гели, в течение 2 ч. 
Гели окрашивали в 0,2 % растворе кумасси. 
Промывали 7 % уксусной кислотой и скани-
ровали па «Gel scanner ISCO» (США). Оп-
ределение молекулярной массы ферментного 
препарата проводили электрофорезом в 
ПААГ [5] в присутствии 0,1 % додецилсуль-
фата натрия (SDS) с использованием следу-
ющих белковых маркеров: бычий сывороточ-
ный альбумин (67 000), яичный альбумин 
(43 000), альдолаза (37 000), химотрипсин 
(25 000). 

Активность фермента в обратной реакции 
определяли колориметрическим методом [13]. 
Реакционная смесь объемом 0,15 мл содер-
ж а л а : 1,3 мМ АДФ, 1,6 мМ креатинфосфат, 
10 мМ Mo-ацетат и 0,15 М трис-ацетатный 
буфер рН 6,7 при 37 °С. Реакцию начинали 
добавлением к|реатиифосфата. После инкуба-
ции в течение 1 мин при 37 °С реакцию оста-
навливали добавлением 0,2 мл 1 % щелоч-
ного раствора а - н а ф т о л а , а затем добавляли 
0,1 мл 0 , 2 5 % раствора диацетила. Окра-
шенный раствор разбавляли 2 мл воды и оп-
ределяли количество образовавшегося креати-
на колориметрически при 520 нм на спектро-
фотометре СФ-26. З а единицу активности 
принимали количество (в микромолях) кре-
атина, образовавшегося за 1 мин на 1 мг 
белка. 

В работе были использованы креатинфос-
фат, АДФ, трис, дитиотреитол, N, N, N, N-
тетраметилэтилендиамин фирмы «Reanal» 
( В И Р ) , ДЭАЭ-ссфадекс А-50, сефароза 4-В 
фирмы «Pharmac ia» (Швеция) , цибакрон го-
лубой F3C фирма «Serva» ( Ф Р Г ) . 

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

зультаты очистки приведены в табли-
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Очистка ММ креатинкиназы из сердечной мышцы человека 
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Исходный экстракт 6 300 21 374 7 100 1 

Фракционирование NH4C1 и этанолом 
Фракционирование на ДЭАЭ-сефадексе А-50 
Афинная хроматография на сефарозе с иммо-

б илиз овa j j н ы м цибакр о и ом 

1878 
42 

14 

14 336 
9 160 

1 297 

38 
66 

468 

67 
42 

6 

5 
10 

67 

це. Наиболее эффективным этапом бы-
ла аффинная хроматография, в резуль-
тате которой достигнута 67-кратная 
очистка при удельной активности фер-
мента 460 ед. на 1 мг белка. 

По данным электрофореза, получен-
ный препарат фермента гомогенен в 
условиях сохранения нативной струк-
туры. При электрофорезе в присутст-
вии 0,1 % SDS ферментному препа-
рату соответствуют 2 близколежащие 
полосы (рис. 1, а, б) , что указывает на 
различие в молекулярных массах субъ-
единиц фермента. Аналогичные ре-
зультаты получены на креатинкиназе 
из мышц кролика [19]. Кроме того, 
имеются данные о различной первич-
ной структуре субъединиц ММ креа-
тинкиназы из скелетных мышц свиньи 
[23]. 

Молекулярная масса субъединиц 
препарата ММ креатинкиназы из сер-
дечной мышцы человека соответствует 
39 000—40 000 (рис. 1, в) . 

Исследование температурной зави-
симости показало, что оптимальная 
температура для ферментативной ак-
тивности ММ креатинкиназы 37 °С. 

Исследование рН-зависимости креа-
тинкиназной активности в направле-
нии образования АТФ показало, что 
фермент проявляет активность в диа-
пазоне рН от 5,0 до 8,0 с оптимумом 
рН в диапазоне 6,0—6,7 (рис. 3). 

Зависимость каталитической актив-
ности фермента от концентрации креа-
тинфосфата в реакционной смеси под-
чиняется уравнению Михаэлиса — 
Ментен и может быть линеаризована 
в координатах Лайнуивера — Бэрка. 
Константа Михаэлиса для креатинфос-
фата равна 3,2- 1()-3М. 

Иная картина наблюдается при ис-
следовании зависимости начальных 
скоростей креатинкиназной реакции от 

концентрации А Д Р в присутствии и в 
отсутствие ионов Mg2 i . Хотя до сих 
пор истинными субстратами креатин-
киназной реакции считаются только 
металл-нуклеотидные комплексы [15, 
25], в наших экспериментах было по-
лучено 40—50 % сохранение каталити-
ческой активности и в отсутствие 
ионов Mg2|~. Чтобы исключить случай-

Е Rf 

10(:м 

£ 
б 

7осм 

Рис. I. Определение гомогенности и мол. мас-
сы М М креатинкиназы диск-электрофорезом 

в ПААГ. 
а — в условиях сохранения нативной структуры фер-
мента; б — в присутствии 0,1 % SDS; о - опреде-
ление молекулярной массы фермента в присутствии 
0,1 % SDS с использованием маркеров. / - - химо-
трипсин (25 000); 2 — альдолаза (37 000); 3 — яич-
ный альбумин (43 000); 4 — бычий сывороточный 
альбумин (07 000). Звездочкой отмечен изофермсит 

ММ креатинкиназы. 
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Рис. 3. Зависимость актив-
ности ММ креатинкиназы 
(в %) от рН среды в реак-
ции образования креатина. 
Рис. 2. Зависимость началь-
ных скоростей кpeaтинки-
назной реакции (в м к м о л ь / 
мин) от концентрации А Д Ф 
(в мМ) в присутствии ( / ) и 
в отсутствие (2) ионов 

Mg2-i- при pi Г 6,6. 
величиной постоянной, равной 3. 

нос присутствие ионов Mg2|~ в реакци-
онной смеси, был использован трис-
ацетатный буфер, содержащий 4мМ 
ЭДТА. 

В экспериментах по зависимости на-
чальны х скоростей кре атиики на з и о й 
реакции от концентрации АДФ в при-
сутствии и в отсутствие ионов Mg21" 
при рН 6,6 были получены кривые с 
промежуточным плато (рис. 2). Следу-
ет отметить, что одними из первых 
ферментов, для которых наблюдались 
зависимости V от S с промежуточным 
плато, были пируваткиназа из печени 
крысы 110] и фенил аланин-4-гидро-
ксилаза из печени крысы [14], относя-
щиеся к числу аллостерических фер-
ментов. Предполагают, что фермент 
может находиться в двух взаимопрев-
ращающихся формах, одна из которых 
характеризуется гиперболической за-
висимостью V от S, а другая — S-об-
разной. 

Существует мнение Г24], что проме-
жуточное плато может быть обуслов-
лено особым характером взаимодейст-
вий активных центров в молекуле фер-
мента, когда отрицательные коопера-
тивные взаимодействия центров сменя-
ются на положительные по мере насы-
щения активных центров в молекуле 
фермента субстратом. 

Возможность появления п ромежу-
точного плато связывают с наличием 
в системе нескольких форм аллостери-
ческого фермента, характеризующихся 
разной степенью кинетической коо-

псративности по субстрату или относи-
тельно медленной изомеризацией фер-
мента под действием субстрата [3]. 

Аналогичные результаты были полу-
чены также на препарате креатинкина-
зы из скелетных мышц кролика и ми-
тохондри аль ной к реати и к ии азы дл я 
зависимости начальных скоростей ре-
акции от концентрации креатина и 
Mg l2-ATci) [7] и M g ^ - А Д Ф [9]. 
Характер подобных кривых объясняют 
присутствием двух форм фермента с 
разной четвертичной структурой. 

Мы предполагаем не только наличие 
различных кинетических форм фермен-
та, связанных с динамическим процес-
сом ассоциации-диссоциации, но т а к ж е 
и существование изначальной иеэкви-
в а л е н т ноет и н у к л еоти д с в я зы в а ю н i и х 
центров субъединиц. 

Ранее функциональная неидентич-
ность субъединиц уже была показана 
нами для ММ креатинкиназы из ске-
летных мышц кролика. Субъединицы 
М и М / отличаются друг от друга по 
электрофорети ческой подвижности в 
полиакриламидиом геле (ПААГ) в 
присутствии 0,1 % SDS, по сродству к 
АТФ и АДФ и по оптимуму рН макси-
мальной активности, которая для од-
ной субъединицы находится в пределах 
5,0—5,8, а для другой — 7,6—8,2 [19]. 

Исходя из этого, зависимость актив-
ности ММ креатинкиназы из сердечной 
мышцы человека от коцентрации АДФ 
исследовали при рН 7,6 и 5,2 (рис. 4) . 
Видно, что и при рН 7,6, и при рН 5,2 

90 / 
80 / 
70 / 
60 / S 
50 / / 
40 A s 
30 J л 
20 / J? 

/ 
уо. 

1 1 1 
1 2 3 4 

Рис. 4. Зависимость начальных 
скоростей креатинкиназиой реак-
ции в мкмоль" 1 • мин) от концент-
рации А Д Ф (в м М - 1 ) в обратных 
координатах при рН 7,6 (а) и при 

5,2 {б). 
J — В п р и с у т с т в и и ИОНОВ M g 2 + ; 2— 

в отсутствие ионов Mg2+. 
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как в отсутствие, так и в присутствии 
ионов Mg2"1" зависимость скорости ре-
акции от концентрации АДФ подчиня-
ется закону Михаэлиса — Ментен. Ве-
личины Км при рН 7,6 для АДФ и 
Mg-АДФ, вычисленные в координатах 
Лайнуивера — Бэрка, равны 1,8-10~3 

и 0,4-10 3М соответственно. При рН 
5.2 величина Км для АДФ равна 
1,6-10 3 М, а для M g - А Д Ф — 1,2-
•10 3М. Сравнение величин Км показа-

ло, что ионы Mg2"1- увеличивают срод-
ство субстрата в 4 раза при рН 7,6 и в 
1.3 раза при рН 5,2. Присутствие их 
существенно влияет и на величину 
Vmaxi увеличивая ее в 2—2,5 раза при 
обоих значениях рН. Если предполо-
жить, что ММ креатинкиназы из сер-
дечной мышцы человека состоит из 
различных субъединиц (о чем свиде-
те л ьст в уют д а н н ые э л е кт ро фо рез а в 
ПААГ в присутствии 0,1 % SDS) , име-
ющих оптимум ферментативной актив-
ности при разных значениях рН, то 
можно сказать, что субъединица, функ-
ционирующая при рН 5,2, в меньшей 
степени нуждается в присутствии 
ионов Mg 2 + , чем субъединица, функ-
ционирующая при рН 7,6. Кроме то-
го, присутствие ионов Mg2+ еще более 
выявляет неидентичность поведения 
субъединиц по отношению к комплексу 
Mg—АДФ. Величины Км для этого 
субстрата, полученные при рН 7,6 и 
5,2, различаются в 3 раза, в то время 
как для АДФ величины Км при указан-
ных рН почти не различаются. 

Разное сродство нуклеотидсвязыва-
гащих центров субъединиц креатинки-
назы из скелетных мышц кролика от-
мечено в работах [1, 2, 19]. Кроме то-
го, показано, что креатинкиназа взаи-
модействует с аналогом АТФ и в от-
сутствие ионов Mg2 + , причем с боль-
шей эффективностью. Величины Kd 
комплексов креатинкиназы c y - ( N - ( 2 -
хлорэтил) -N-метил) амид АТФ соот-
ветствуют 1,0 мМ в отсутствие ионов 
Mg 2 + и 1,5 мМ в их присутствии, а ве-
личины максимальных скоростей инак-
тивации составляют 2,1-10 3 и 1,2-
• 10 3 с - 1 соответственно [4]. 

Следует отметить, что двухвалеит-
и ыс катио ны мета л лов а ктив иру ют 
Креатинкиназу через поляризацион-
ные эффекты и экранирующий заряд 
путем координации переносимой фос-
форилы-юй группы |~20, 21]. В то же 
время анионы, являющиеся аналогом 
переносимой фосфорильиой группы в 

абортивном комплексе, связываются с 
комплексом Е — АДФ — креатин и в 
отсутствие двухвалентного металла, 
хотя и созначительно уменьшенным 
сродством [18]. По-видимому, в актив-
ном центре креатинкиназы существуют 
дополнительные детерминанты взаи-
модействия аниона с ферментом, воз-
можно, группа e-NIT2 остатка лизина. 

Следовательно, выяснение положе-
ния металла в активном комплексе от-
дельных субъединиц дало бы возмож-
ность определить механизм креатинки-
назной реакции и пути регуляции ее 
активности. 
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P U R I F I C A T I O N AND S O M E P R O P E R T I E S 
O F KREAT1NI- K I N A S E MM 17ROM HUMAN 

H E A R T M U S C L E 

G. 0. Meliksetyan, Z. S. Mkrtchyan, Zh. J. Ako-
pyan 

Ins t i tu te of Exper imenta l Biology, Academy of 
Scicnccs of the Armenian SSR, Yerevan 

H o m o g e n o u s prepara t ion of creat ine kinase 
M M isoenzyme was isolated from human hear t 
muscle us ing aff ini ty ch roma tog raphy on Sepha-

rose con ta in ing immobilized Cibachron blue 
F3G-A. The enzyme w a s active at a wide r a n g e 
of pH 5.0-8.0 exhibi t ing max imal act ivi ty at 
pH 6.0-6.7. Dependence of the initial ra te of 
creat ine kinase react ion on the A D P concent ra-
tion at pH 6.6 in presence or absence of M g 2 + 

did not follow the Michael is-Menten kinetics,, 
while hyperbolic dependence was found at pH 
7.6 and pH 5.2. In presence of M g 2 Km value 
for A D P at pH 7.6 and pH 5.2 was decreased 
4-fold and 1.3-fold, respectively, whereas Vm , ;v 
was increased 2-fold and 2.5-fold, respectively. 
Besides, Km value for M g 2 + - A D P at pH 7.6 
w a s 3-fold h igher than at pH 5.2, while these 
Km values were similar for ADP. The da ta ob-
tained sugges t tha t in h u m a n hear t func t iona l 
diss imilar i ty of creat ine kinase M M subun i t s 
appears to occur, which is of impor tance in re-
gula t ion of t r ansphosphory la t ion . 

УДК 616.12-008.331.1 -07:1616.153.1:577.152.34J-074 

В. В. Карпицкий, P. И. Якубовская, Т. С. Пасхина 

КО Н ТА к т Н О-А к т И В И РУ ЕМ Ы И И И М М У Н О Р Е А КТ И В Н Ы Й 
П Р Е К А Л Л И К Р Е И Н В П Л А З М Е К Р О В И Б О Л Ь Н Ы Х 

Г И П ЕРТО Н И Ч ЕСКО И ВОЛ Е З I I Ь Ю 

Крымский медицинский институт, Симферополь, Институт биологической и медицин-
ской химии АМН СССР, Москва 

К а л л и к р е и н п л а з м ы к р о в и 
(КФ 3.4.21.8) является ключевым фер-
ментом в инициации важных физиоло-
гических процессов — кининогенеза, 
свертывания крови, фибринолиза [5, 6, 
20], активации реиин-ангиотензииовой 
системы [12, 17]. Эти процессы в опре-
деленной степени могут влиять на со-
стояние регионарной и центральной ге-
модинамики в норме и при патологии, 
в том числе при артериальной гипер-
тензии. 

Многими авторами показано измене-
ние уровня прекалликреина у больных 
с различными стадиями и вариантами 
гипертонической болезни — ГБ [2, 4, 
9, 10]. В этих работах изменения в си-
стеме прекалликреин — калликреин 
определяли по аргииин-эстеразной ак-
тивности плазмы крови после ее акти-
вации каолином [16] или трипсином 
[7]; в последнем случае после частич-
ной очистки прекалликреина. Однако 
малая специфичность использованных 
в этом случае субстратов и возмож-
ность влияния на определение прекал-
ликреина по методу [16] ингибиторов 
калликреина [2, 4, 5] ограничивают их 
использование. 

В данной работе для определения 
уровня прекалликреина в плазме кро-
ви при различных гемодинамических 
вариантах ГБ использовали метод пря-
мого количественного иммунохимиче-
ского определения и функциональный 
метод [16]. В работе описаны способ 
получения высокоочищепного препара-
та калликреина плазмы крови челове-
ка, антисыворотки к нему и метод ко-
л и11 ест вен ног о и м м у нохи м и ч еского о п -
р е д е л е и и я п р е к а л л и к р е и и а в и л а з м е 
крови. 

М е т о д и к а 

Высокооч и me i i мы й и реп а рат калликреина 
для иммунизации был получен из донорской 
сыворотки крови. Метод выделения и очист-
ки включал следующие этапы: негативную 
хроматографию прекалликреина иа ДЭАЭ-
еефадексе А-50 при рН 8,0; позитивную сорб-
цию прекалликреина при рН 6,0 на СП (суль-
фопропил) -сефадексе К-50; активирование 
прекалликреина трипсин-сефарозой 4В; аффин-
ную хроматографию калликреина Т И С Б (трип-
си новый ингибитор соевых бобов)-се-
фарозе 4В (иммобилизованный Т И С Б ) ; нега-
тивную аффинную хроматографию очищенно-
го препарата на сефарозе 4В с иммобилизо-
ванными кроличьими антителами к IgG че-
ловека. Полученный препарат был гомогенен 
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при электрофорезе в ПАГ ( 7 , 5 % ) и в ПАГ 
(7,5 %) с 0,1 % додедилеульфатом натрия. 
Его удельная активность составляла 
20 мкмолей БАЭЭ (этиловый эфирбензоил-
L-аргинина) за I мин на 1 мг белка. Кдоино-
геназная активность соответствовала образо-
ванию примерно 100 мкг-экв брадикинина за 
1 мин на 1 мг белка. По данным титрования 
трасилолом, содержание активного калликре-
ина в препарате составляло 9 5 ± 5 %. Выход 
белка в сыворотке крови составил 0,065 % 
от исходной концентрации (степень очистки в 
1538 раз ) , эстеразиая активность — 62 %. 
Препарат быстро устрачивал активность при 
хранении в низко- и изоосмолярных раство-
рах , при повторном размораживании и про-
гревании до температуры 56 °С в течение 
15 мин. Препарат сохранял активность при 
хранении в 0,5 М растворе NaCl и замора-
живании ( 20 °С). 

Д л я получения а пти сыворотки к калли-
креину иммунизировали 4 кроликов породы 
шиншилла массой тела 3,0—3,5 кг. Цикл им-
мунизации состоял из 4 инъекций антигена с 
интервалом J 4 дней. 300 мкг препарата в 
1 мл 0,5 М раствора NaCl смешивали с 1 мл 
полного адъюваита Фрейпда. К а ж д о м у кро-
лику вводили 0,5 мл полученной водно-мас-
ляной эмульсии внутрикожно, в 5 точек по 
0,1 мл. В к а ж д у ю из 4 инъекций кролику 
вводили по 75 мкг антигена. Через 10 дней 
после 4-й инъекции производили взятие 40— 
50 мл крови. Через 42 дня повторно инъеци-
ровали антиген в прежней дозировке и вновь 
производили взятие крови. Аналогичным об-
разом реиммунизацию повторяли д в а ж д ы . 
В целом было получено 4 пула преципитиру-
ющей антисыворотки к плазменному калли-
крсииу человека (АКС) — АКС I, II, III , 
IV. По данным радиальной иммунодиффузии, 
для количественного определения антител 
[1] их активнвость соответственно составля-
ла 15,0, 28,2, 51,1, 70,4 мкг калликреина, 
связываемого 1 мл АКС. В работе исполь-
зованы более активные АКС — I I I и IV. 

Иссле д о в а и и е м о н ос п е ци фи ч мости А КС, 
гоиогснности препарата калликреина, пере-
крестных реакций между ним и прекалликре-
ином проводили методом линейного иммупо-

электрофареза и встречной иммунодиффузии 
по Оухтерлоии [3]. 

Количественное определение прекалликре-
ин-калликреинового антигена в плазме крови 
человека проводили методом радиальной им-
мунодиффузии по Манчини [19] на стеклян-
ных пластинах размером 13X18 см с исполь-
зованием 1,5 % геля агарозы (фирма «Koch-
Light», Англия) в 0,02 М барбиталовом бу-
фере рН 8,6. Разогретый гель о х л а ж д а л и д о 
50 °С и смешивали с АКС. Д л я заливки геля 
использовали U-образиую рамку из оргстскг 
ла, з а ж а т у ю между 2 пластинами, чем дости-
галась стандартная толщина слоя геля 
(1,2 мм). После застывания в геле пробивали 
лупки диаметром 2 мм (объем лунки 3,7 мкл), 
в которые вносили исследуемые образцы 
плазмы крови, разведенные барбиталовьш 
буфером в 8 раз, а т а к ж е разведения стан-
дартного раствора калликреина, в качестве 
которого использовали стабильный при хране-
нии, частично очищенный препарат калликре-
ина (полученный на стадии аффинной хрома-
тографии на ТИСБ-ссфарозе ) , содержащей 
7 мкг калликреина в 1 мл крови. Иммуно-
диффузии длилась 48 ч. После этого гель от-
мывали от непреципитировавших белков, 
высушивали, согласно [1], и зону преципита-
ции окрашивали кумаси ярко-синим (фирма 
«Sigma», С Ш А ) . Затем измеряли диаметр зо-
ны преципитации разведений стандартного 
раствора и строили калибровочный график, 
по которому рассчитывали количество пре-
калликреии-калликреипового антигена в опыт-
ных образцах плазмы. 

Определение контактно-активируемого 
(КА) прекалликреина в плазме крови чело-
века проводили методом [16] с использова-
нием тозил-Ь-аргииин метилового эфира 
ТАМЭ (фирма «Sigma», С Ш А ) . Метод осно-
ван па регистрации прироста аргииип-эсте-
разной активности прекалликреина, активиро-
ванного при обработке плазмы крови каоли-
ном на 1-й минуте инкубации. 

Измерение уровней КА и иммунорсак-
тивного (ИР) прекалликреина в плазме кро-
ви проведено у 15 здоровых лиц, у 23 боль-
ных с пограничной гипертонией, у 21 боль-
ного Г Б I стадии, у 21 больного Г Б IT ста-

Рис. 1. Иммуш:электрофоре.ч прекалликреина (Л) и плазмы крови человека (/>) с аи-
тисывороткой к плазменному калликреииу человека. 

Иммуноэлектрофорез проводили па предметных стеклах размером 7,6X2,7 см и 1,5 % геле агарозы 
(а) и агара (0). 0,02 М барбиталовый буфер рН 8,6, содержащий 0,01 % азида натрия. Толщина ге-
ля 2 мм. Диаметр лунки 2 мм. Сила тока 10 мА, градиент потенциала 5 В. Время электрофореза 
2,5 ч. В траншеи внесено по 250 мкл АКС. Иммунодиффузии 6 сут. Окраска кумаси ярко-синим. 

Плазма крови разведена 1: 32. Концентрация прекалликреина 4,5 мкг/мл. 

•117 



А В 

W 
2 4 

Рис. 2. И м м у н о д и ф ф у з и я по Оухтерлони. 
размер пластин 4,5X4,5 см. 1,5 % гель агарозы п 0,02 М барбиталовом буфере рН 8,(5. Толщина ге-
ля 2 мм. Диаметр центральной лунки G мм, боковых — 5 мм. Расстояние между центральной и боко-

выми лунками 8 мм. Время иммуиодиффузии 5 сут. Окраска кумаси ярко-синим. 
А >— в центральной лунке АКС. / — высокоочищениый калликреин, 2 — прекалликреип, 3 — ны-
сокоочищенный калликреин, 4 — плазма крови человека (1 : 32). Б — в центральной лунке АКС. 
I. 3 — высокоочищениый каликреии, 2, 4 — тот же препарат, по прогретый при 56 °С в течение 
15 мин. li — » центральной лупке АКС. 1,3 — высокоочищениый калликреин, 2 — лиофилизирован-

иый калликреин, 4 — лиофилизированный прекалликреип. 

дни. Стадии Г Б диагностировали в соответст-
в и и ' с рекомендациями В О З (1978 г) . Труп-
ом больных и Здоровые лица были однород-
ны по полу, возрасту , массе тела. С о д е р ж а -
ние прекалликреина определяли в плазме Kipo-
«и, взятой в покое и непосредственно после 
5-мипутной нагрузочной пробы па велоэрго-
мстре, на субмаксимальном уровне. Д о и по-
сле нрербы, перед взятием крови, фиксировали 
.артериальное давление ( А Д ) и параметры 
центральной гемодинамики методом тетра-
ш л я р н о й рсографин [8] . 

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

На рис. I представлены результаты 
линейного иммуноэлектрофореза, на 
котором видно, что препарат прекал-
ликреип (до стадии активирования им-
мобилизованным трипсином) и натив-
ная плазма крови человека при имму-
лоэлектрофорезе с АКС образуют од-
ну дугу преципитации. Это указывает 
на моиоспецифичность АКС и свиде-

тельствует о гомогенности препарата 
калликреина, использованного для им-
мунизации. Последнее согласуется с 
данными электрофореза в ПАГ и тит-
рования трасилолом. При иммуиодиф-
фузии по Оухтерлони (рис. 2) наблю-
дали полную иммунохимическую иден-
тичность между высокоочищенным 
п р е п а р а т о м каллик реина и п рс к а л л и-
креииом, а также между ними и имму-
но ре а кт и в ны м матери алом пл а з м ы 
крови человека. Это согласуется с дан-
ными ряда авторов, показавших имму-
нохимическую идентичность между 
калликреииом и прекалликрсипом [11, 
13, 23]. Следует отмстить, что прогре-
вание при 56°С или лиофилизация пре-
парата калликреина, приводящие к 
инактивации ферментативной активно-
сти, резко снижают проявление анти-
генных свойств (см. рис. 2). Эти воз-
действия не изменяют свойства ripc-

Т а б л и ц а 1 

Содержачие иммуиореактивного (ИР) и контактно-активируемого (КА) прекалликреина в плазме 
крови у больных с различными стадиями ГБ (Af± / / i ) 

Больные 

I Токазатель Здоровые I Токазатель ( /1=15) с пограничной Г Б I стадии Г Б II стадии 
гипертоиией (/1 = 2 1) ( / t = 2 l ) 

И Р прекалликреип , мкг /мл 37,7=1=1,0 39,5=1=1,2 3 9 , 4 ± 1 ,0 40 ,0=Ь0 ,9 
!\А п р е к а л л и к р е и п мкМ Т А М Э , 

мл/ч 6 7 , 9 ± 2 , 8 8 7 , 7 ± 3 , 7 * * * 81,0=1=4,3* 5 9 , 3 ± 2 , 9 * 
Ингибитор к а л л и к р е и н а , усл . 

ед . 1 , 0 4 ± 0 , 0 5 1 , 0 0 ± 0 , 0 5 0 , 9 4 4 = 0 , 0 3 0,88=1=0,06* 
А Д с р , мм. р т . с т . 9 4 , 4 ± 2 , 4 1 0 6 , 6 ± 1 , 1 * * 115,4=1=1, 1** 127,7=1=2,8*** 
М О К , л /мин 5,58=1=0,24 6,06=1=0,36 5,52=1=0,22 5,84=1=0,44 
Общее периферическое сопро-

тивление сосудов (дин-с) X 
Х с м ~ 5 1401 ± 8 0 1535=fcl02 1887=1= 87*** 2 0 1 8 ± 184** 

П р и м с ч а н и е . Достоверность различий по сравнению со здоровыми л и ц а м и : один звез-
дочка р < 0 , 0 5 , д в е — л < 0 , 0 1 , три — / ? < 0 , 0 0 1 . 
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калликреина вступать в реакцию пре-
ципитации. 

Таким образом, проведенные имму-
нохимические исследования свидетель-
ствуют о моноспецифичности АКС, по-
лученной при иммунизации кроликов 
высокоочищенным препаратом калли-
креина из сыворотки крови человека, а 
также о возможности ее использова-
ния для специфического иммунохими-
ческого количественного определения 
прекалликреии-калликреинового анти-
гена в плазме крови человека. 

Результаты определения уровней ИР 
и КА прекалликреина в плазме крови 
больных с различными стадиями. ГБ 
в сопоставлении с основными парамет-
рами центральной гемодинамики пред-
ставлены в табл. 1. Уровень КА пре-
калликреина был достоверно повышен 
у больных с пограничной гипертонией 
(на 29,1 %) п П> I стадии (па 19,2 %) 
и снижен при ГБ II стадии (на 12,7 %) 
по сравнению с таковым у здоровых 
лиц. При прогрессировании ГБ и нара-
стании системного периферического со-
противления сосудов наблюдали зако-
номерное снижение уровня К А прекал-
ликреина, что сопровождалось также 
закономерным уменьшением активно-
сти ингибитора калликреина. Это осо-
бенно заметно при сравнении показа-
телей у больных с пограничной гипер-
тонией и ГБ II стадии. В то же время 
иммунохимическое определение пре-
калликреина (прекалликреии-калли-
креинового антигена) не выявило до-
стоверных различий между больными 
и здоровыми, хотя определенная тен-
денция к увеличению отмечена при 
п ро г ресс и ров а н и и Г Б. 

Дозированная физическая нагрузка 
у здоровых лиц вызывала достоверное 
увеличение уровня КА прекалликреина 
иа 11,8 % и снижение активности инги-
битора калликреина па 15,4%. Уро-
вень И Р прекалликреина увеличивался 
минимально — на 1 ,4± 1,0 мкг/мл. 
У больных Г Б уровень И Р прекалли-
креина при нагрузке достоверно (р<С 
< 0 , 0 0 1 ) повышался в пределах 4,5— 
5 % от исходного, у больных с погра-
ничной гипертонией — на 1,74= 
0,6 мкг/мл, при ГБ I стадии — на 2 , 0 ± 
± 0 , 7 мкг/мл, при ГБ II стадии — на 
1,8±0,5 мкг/мл. Уровень КА прекал-
ликреина и активность ингибитора 
калликреина у больных ГБ с различ-
ными стадиями под влиянием нагруз-
ки практически не изменялись по ус-

редненным показателям, что было 
обусловлено различным вектором 
сдвига в индивидуальных показателях. 
В связи с этим проанализирован в за-
висимости от вектора сдвига уровень 
К А п ре к а л л и к реи на, п рев ы ш а юн ;и й 
10% от исходного. Были выделены 
3 группы: 1-я — прекалликреин увели-
чивается на 10 % и более от исходного 
уровня; 2-я — прекалликреин снижает-
ся на 10% и более ; 3-я — прекалли-
креин не изменяется (колебания в пре-
делах ± 1 0 % ) . Кроме того, на основе 
оценки прироста минутного объема 
крови (МОК) у здоровых лиц при на-
грузке больные были разделены на 3 
группы: 1 - я — с гиперкинетической ре-
акцией МОК, характерной для здоро-
вых лиц; 2-я — с гипокинетической 
(прирост МОК менее нижней границы 
для здоровых лиц) ; 3-я — с промежу-
точной. Данные проведенного анализа 
представлены в табл. 2, из которой 
следует, что при повышении уровня 
КА прекалликреина, которое сопро-
вождалось и увеличением активности 
ингибитора калликреина, наблюдали 
увеличение ударного (УОК) и МОК и 
снижение сосудистого сопротивления 
до степени, характерной для здоровых 
лиц. Напротив, при снижении уровня 
КА прекалликреина, которое ассоции-
ровалось и с уменьшением активности 
и нгибитора калликреина, и а б л ю д а л и 
значительно меньшую степень приро-
ста МОК, отсутствие увеличения УОК 
и гораздо меньшую степень снижения 
сосудистого сопротивления. Взаимо-
связь между типом реагирования уров-
ня КА прекалликреина и ингибитора 
калликреина с гемодинамической 
структурой прессорной реакции АД у 
больных ГБ в ответ на нагрузочный 
тест также выявлялась при сравнении 
в группах с ее различной структурой. 
Из данных табл. 2 видно, что для ги-
пс р ки нетич ее кой pea кции х а р акте рно 
повышение уровня КА прекалликреина 
и активности ингибитора калликреина, 
для гипокинетической — снижение обо-
их показателей, для промежуточной-
их относительная неизменность. Следу-
ет отмстить, что исходные показатели 
в выделенных группах достоверно не 
различались. 

Уровень И Р прекалликреина, не-
смотря на полярные сдвиги уровня КА 
прекалликреина, у больных в выделен-
ных группах претерпевал однонаправ-
ленные изменения — достоверно уве-
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Т а б л и ц а 2 
Иммунореактивный (ИР) и контактно-активируемый (КА) прекалликреин плазмы крови при различных сдвигах КА прекалликреина и различной гемодинами-

ческой структуре прессорной реакции АД под влиянием физической нагрузки у здоровых и больных ГБ 

Группа обследуемых 

Изменение показателей, % к исходному уровню до физической нагрузки 

ИР 
прекал-

ликреин 

КА 
прекал-

ликреин 
ингибитор 

калликреина АД ср У ОК МОК 

Здоровые 

Больные ГБ 

Тип сдвига КА прекалли-
креина: 

повышение > 1 0 % 

снижение < 1 0 % 

не изменяется. ± 1 0 % 

Тип гемодинамической 
структуры прессорной 
реакции АД: 

гиперкинетический 

гипокинетический 

промежуточный 

15 

21 

25 

25 

25 

15 

+ 3 , 7 

- 5 , 7 

- 4 , 0 

- 4 , 8 

- 4 , 6 

+ 4 , 0 

+ 5 , 6 

0,01 

< 0 , 0 5 

0,01 

0,01 

0,01 

0 , 01 

-19,7 

—18,1*** 

—4,0* 

< 0 , 0 5 

<0,001 

<0,001 

0,01 

<0,001 

-15,4 

+ 2 0 , 2 * 

—33,0* 

—4,0 

+ 16,5** 

— 2 8 , 3 

< 0 , 0 5 

0,01 

<0,001 

+ 14,2 

+ 9 , 1 

-14,6 

-Ю, 

-10,2 

-14,2 

0,01 

0,01 

0,01 

+ 3 0 , 0 

-28,1 

- 3 , 5 * 

-12 ,9 

—33,4 

9 4** 

+ 13,2 

-121,9 

+ 9 4 , 0 

+ 3 3 , 0 * 

+62,0* 

-110,4 

-20 ,2* 

- 6 2 , 9 

П р и м е ч а н и е . Достоверность различий по сравнению со степенью сдвига у здоровых лиц: * — 
нию с исходным состоянием: черта р < 0 , 0 5 , две черты 0,01, три черты 0,001. 

/?<0,05 , ** — /?<0,01, *** — /?<0,001, по сравне-



личивался на 4—5 % от исходного. 
В настоящей работе предпринята по-

пытка сравнительного определения 
прекалликреина в плазме крови у здо-
ровых и больных ГБ количественными 
функциональным методами. Получен-
ные результаты согласуются с данны-
ми литературы. В наших исследовани-
ях содержание И Р прекалликреина у 
здоровых лиц колебалось в пределах 
от 32 до 45 мкг/мл (в среднем 
37,7 мкг/мл). По данным других авто-
ров [18, 23], количество прекалликре-
инового антигена в плазме крови здо-
ровых лиц варьировало от 29 до 
44 мкг/мл (в среднем 39,9 мкг/мл). 
Близкие величины приведены в рабо-
те [13] — о т 33 до 66 мкг/мл, в сред-
нем 55 мкг/мл. ТАМЭ-эстеразным ме-
тодом регистрации активированного 
прекалликреина, а также с помощью 
специфического хромогениого трипеп-
тидного субстрата (Н—D—Pro—Phe— 
—Arg—pNA) [15] мы определяли по-
вышенный уровень КА прекалликреи-
на у больных ГБ. 

Прямой корреляции между уровнем 
КА и ИР прекалликреина у больных 
ГБ в покое и при физической нагрузке 
нами не выявлено. При анализе этого 
противоречия следует учитывать обна-
руженную нами и другими исследова-
телями [11, 13,23] иммунохимическую 
идентичность прекалликреина и калли-
креина. Поэтому постепенные (при 
прогрессировании ГБ) и срочные (в от-
вет на нагрузку) сдвиги уровня КА 
прекалликреина в сторону снижения, 
сопровождающиеся и убылью актив-
ности ингибитора калликреина, можно 
расценивать как признак активации 
калликреии-кининовой системы крови 
(потребление факторов регуляции ак-
тивности) в условиях повышенного со-
судистого сопротивления, так как сум-
марное количество прекалликреин-кал-
ликреинового антигена изменяется ма-
ло. Причиной такой активации могут 
стать дефекты эндотелия сосудов при 
ГБ, возникающие в результате увеличе-
ния скорости тока крови и напряжения 
сдвига [14], что создает условия для 
контактной активации фактора Хаге-
мана. Данное предположение согласу-
ется с современными представлениями 
о структурно-функциональной органи-
зации и механизмах активации калли-
креин-кининовой системы крови [5, 6, 
20]. 

Увеличение уровня КА прекалликре-

ина на ранних стадиях гипертонии и у 
больных с гиперкинетической структу-
рой прессорной реакции АД при нагруз-
ке нельзя рассматривать как повыше-
ние синтеза или выброс из депо, пото-
му что это не сопровождается корре-
лирующим увеличением уровня ИР 
прекалликреина. Возможно, в этих ус-
ловиях увеличенный уровень КА пре-
калликреина отражает особенности 
функционирования комплекса: фактор 
Хагемана (XII) —прекалликреип — 
высокомолекулярный кининоген 
ингибиторы при ГБ. Данные особенно-
сти могут влиять на содержание как 
уровня КА, так и И Р прекалликреина. 
Так, при добавлении к нормальной 
плазме высокомолекулярного киииио-
гена эстеразная активность прекалли-
креина увеличивается на 3 0 % [22], а 
содержание прекалликреинового анти-
гена не изменяется [13]. В плазме кро-
ви с дефицитом высокомолекулярного 
к и и и н ore н а п рек а л ликреииов ы й анти-
ген не выявляется, а после полной ре-
конструкции определяется лишь 30 % 
от нормального антигена [13]. 

Увеличение эстеразной активности 
прекалликреина в присутствии высо-
комолекулярного к и н и н о г е н а с в я з ы в а -
ют с тем, что последний защищает про-
цесс активирования прекалликреина от 
влияния CI-ингибитора и других апти-
протеаз [21, 22]. Однако эти ингибито-
ры могут маскировать антигенные де-
терминанты калликреина [13] и, тем 
самым влиять на результаты опреде-
ления прекалликреии-к а лл ик ре и и о во -
го антигена в плазме крови. 

Таким образом, полученные резуль-
таты свидетельствуют о важности сдви-
гов КА прекалликреина при ГБ и ука-
зывают на необходимость исследова-
ния других механизм о в о гр а ни ч ения 
депрессорной функции калликреии-ки-
ниновой системы крови при ГБ (тормо-
жения активации, изменения метабо-
лизма конечного продукта и рецепции 
к нему и пр.). 
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CONTACT-ACTIVATED AND IMMUNOREAC-
TIVE P R E K A L L I K H E I N IN BLOOD P L A S M A 

01; P A T I E N T S W I T H H Y P E R T E N S I O N 

I/. I/. Karpitsky, R. /. Yakubovsky, T. S. Pa~ 
skhina 

Crimean Medical School, Simpheropol , Ins t i tu te 
of Biological and Medical Chemistry , Academy 

of Medical Scienccs of the USSR, Moscow 

Altera t ions in activity of kaol in-act ivated 
(contact-act ivated, CA) and immunoreac t ive 
(IR) prekallikrein were studied in blood p lasma 
of healthy persons and of pa t ien ts with hyper-
tension under condi t ions or rest and of dose-
dependent physical loading. CA prekall ikrein 
was diss imilar ly al tered depend ing on the type 
of hemodynamic s t ruc ture of the pressure reac-
tion (ar ter ia l p res su re ) : content or CA prekalli-
krein w a s increased in hyperkinet ic type and — 
decreased in hypokinet ic type. Content of IR 
prekall ikrein, measured by means of radial im-
munodi f fus ion us ing monospecif ic an t i serum, 
was similar in healthy persons and in the pa-
t ients at rest and after physical exercises. It 
w a s increased sl ight ly but did not correla te with 
CA prekall ikrein a l tera t ions . As content of CA-
and IR-prcka 1 likreins did not correlate in the 
disease dynamics and af te r physical exercises, 
funct ional impa i rments may cause act ivat ion of 
blood plasma prekallikrein in hyper tens ion. 
A procedure for isolation of highly pur i f ied pre-
para t ion of kallikrein, product ion of monospeci-
fic an t i se rum to prekall ikrein are described. Im-
munochemical s tudies and quant i ta t ive es t imat ion 
of IR-prekall ikrein were carried out. 

УДК Г) 12.822.1.015.1:577.152.261J.014.46:615.357.814.34:577.175.343 

P. И. Потапенко 

В Л И Я Н И Е В А З О П Р Е С С И Н А НА А К Т И В Н О С Т Ь Na, К-АТФазы 
С И Н А Г П И Ч Е С К И Х М Е М Б Р А Н Г О Л О В Н О Г О М О З Г А В З Р О С Л Ы Х 

И С Т А Р Ы Х К Р Ы С 

Институт геронтологии АМН СССР, Киев 

За последние годы резко вырос ин-
терес исследователей к иейропептидам, 
п том числе к вазопрессииу, характе-
ризующемуся чрезвычайным разнооб-
разием биологических эффектов. Полу-
ченные к настоящему времени факты 
позволяют считать, что вазопрессин яв-
ляется модулятором иейроиальной ак-
тивности^ Установлено его участие в 
процессах обучения и памяти как у 

животных, так и у человека [12| . Име-
ются данные о положительном влиянии 
вазопрессипа на консолидацию следов 
памяти |7, 12]. Вазопрессин находит 
клиническое применение при различ-
ных нарушениях памяти у человека [7, 
9 | , для повышения эффективности ус-
ловнорефлекторной терапии [5]. На-
ряду с этим показана его роль в пато-
генезе гипертензии, особенно в пожи-
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лом возрасте [11]. Вместе с тем моле-
кулярные механизмы эффектов вазо-
прессина на центральную нервную си-
стему (ЦНС) до конца не выяснены. 

Целью настоящего исследования бы-
ло изучение влияния вазопрессина на 
транспортную Na, К-АТФазу (КФ 
3.(11.3) синаптических мембран. 
Na, К-АТФаза нервных окончаний име-
ет прямое отношение к трансмембран-
ным процессам, к формированию элек-
тровозбудимости мембраны нейронов. 
Показано, что выработка условных 
рефлексов сопряжена с активацией 
Na, К-АТФазы нейронов, особенно си-
напсов. С учетом модулярного харак-
тера действия пептидов | 1 | изучение 
влияния вазопрессина на активность 
Na, К-АТФазы синаптических мембран 
в геронтологическом аспекте представ-
ляет особый интерес. Известно, что од-
ним из основных проявлений старения 
Ц Н С является снижение памяти и спо-
собности к обучению [15]. Наряду с 
этим имеются указания на изменение в 
процессе старения содержания вазо-
прессина в гипофизе и гипоталамусе 
[19], его концентрации в крови людей 
и экспериментальных животных [10, 
19]. Вместе с тем влияние пептида на 
Na, К-АТФазу мозга не изучено. 

М е т о д и к а 
В работе использовали 7—8-месячных 

(взрослых) и 25—27-месячных (старых) бес-
породных крыс-самцов. Животных умерщв-

ляли мгновенной декапитацией. Сииаптосомы 
выделяли из 10 % гомогенатов, приготовлен-
ных раздельно из коры больших полушарий 
и ствола головного мозга на 0,32 М сахаро-
зе с 0,01 М триса и 0,005 М ЭДТА (рН 7,5), 
по методу [13]. Сииаитическис мембраны по-
лучали, подвергнув сииаптосомы гипотониче-
скому шоку путем инкубации в деиоиизиро-
ванной воде из расчета 3 мл на 1 г ткани 
при 0 °С в течение 30 мин. Синаптические 
мембраны ресуспендировали и 0,3 М саха-
розе, определяли белок модифицированным 
методом Лоури [16], з амораживали и храни-
ли при — 20 °С не более 2 сут (в течение 

этого времени активность и другие свойства! 
фермента не изменялись) . Общую АТФазпую 
активность определяли в среде (конечный 
объем 1 мл) следующего состава (в мМ) : 
три с — 50, NaCl — 100, КС1 — 20, MgCl 2 — 3, 
АТФ — 3 (рН 7,5), 50 60 мкг белка синап-
тических мембран. В пробы добавляли вазо-
прессин в количестве 0,1 мл. Реакцию начи-
нали внесением субстрата и инкубировали 
15 мин при 37 °С. Останавливали реакцию до-
бавлением холодного раствора прихлоруксус-
ной кислоты (конечная концентрация 5%)) . 
Об АТФазной активности судили по накопле-
нию Pi [18] в среде инкубации. Активность 
Na, К-АТФазы рассчитывали как разность 
между общей и Mg-АТФазной активностью, 
которую определяли в отсутствие в среде 
инкубации ионов натрия (NaCl эквимолярвщ 
замещался КС1). 

В работе использовали реактивы: натрие-
вую соль АТФ, трис («Penal») , вазопрсссик 
(«Koch-Light») , додецилсульфат («Sigma») , 
остальные реактивы отечественного произ-
водства классификации х. ч. Полученные дан-
ные обрабатывали методом вариационной ста-
тистики [8]. 

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

Из представленных в таблице дан-
ных видно, что синаптические мембра-
ны из коры и ствола мозга различают-
ся но величине активности Na ,K-
АТФазы. В стволе головного мозга ак-
тивность фермента выше. С возрастом 
Na, К-АТФазная активность синапти-
ческих мембран, а также активность 
Mg-АТФазы не изменяются. 

Влияние вазопрессина на активность 
Na, К- и Mg-АТФаз зависит от его кон-
центрации, определяется отделом моз-
га и возрастом крыс. Подобно нейро-
медиаторам ([6] и собственные дан-
ные) действие пептида имеет двухфаз-
ный характер: низкие концентрации 
(10 7, Ю - 6 М) стимулируют Na, К-
АТФазу, высокие (10~4, 10 М) подав-
ляют ее активность (рис. 1). Более вы-
раженные изменения активности фер-
мента обнаруживаются независимо от 
возраста животных в стволе мозга, где 
в соответствии с данными литературы 

АТФазная активность (в мкмоль Pj-мг белка -*1-ч^1) синаптических мембран из коры и ствола 
головного мозга крыс разного возраста 

Возраст ж и потных, 
мсс 

Кора Ствол 
Возраст ж и потных, 

мсс Na, К-ЛТФаза Mg-АТФаза Na, 1<-ЛТФаза Mg-АТФаза 

7—8 

25—27 

2 0 , 2 ± 1 ,6 
(16) 

17,44=1 ,4 
(14) 

24, 7 do I , 3 
(16) 

2 7 , 1 ± 1 , 9 
(14) 

27,5d=l ,9* 
(16) 

25,9-j-1 ,8* 
(14) 

2 3 , 3 ± 1 ,3 
(16) 

2 5 , 3 + 1 ,2 
(14) 

II р и м е ч а н и е. Звездочка — статистичес ки значимые различия между корой и стволом, 
В скобках — число опытов. 
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Рис. I. Зависимость активности Na, К-АТФазы 
синаптических мембран из коры (а) и ствола 
(б) головного мозга крыс разного возраста от 

ко 11 центра ци и пазопресс ии а. 
Здесь ц па рис. 2 пр оси ординат — изменение ак-
тивности фермента, % по отношению к исходному 
уровню (принят за 100 %); по оси абсцисс — — 
концентрации вазопресси на, М. Прерывистая ли-

нии — взрослые, сплошная — старые крысы. 

[14] содержание вазопрессина наибо-
лее высокое. 

С т а т и с т 14 чес к и з н а ч и м а я а к т и в а ц и я 
транс п о р тио й AT Ф а з ы и из к и м и к о и -
цеитрациямй вазопрессина выявляется 
лишь в стволе головного мозга взрос-
лых крыс ( р < 0 , 0 5 ) , хотя некоторое 
у вел ичен и е акт ив ноети (по с р едие-
а р и (|) м ети ческ и м з и а чем ия м) и а б л ю д а -
ется в этой возрастной группе и в ко-
ре. У старых крыс в отличие от взрос-
лых' стимуляции активности Na, К-
АТ Ф а з ы под в л и я н нем в а зо п р есс и и а 
не' обнаружено ни в одном из изучен-
иых отделов. Ингибирующий эффект 
пептида выявляется на синаптических 
мембранах из коры и ствола головного 
мозга у животных обоих возрастов, 
причем он увеличивается по мере на-
растания к о н ц е н т р а ц и и в а з о п р е с с и н а. 
Обращает и а себя внимание более 
резкое подавление активности транс-
портной AT Фазы в синаптических мем-
бранах из мозга старых крыс. 
У взрослых животных угнетение актив-
ности N а, К-АТФазы составляет в за-
висимости от концентрации в коре моз-
га 15—18 % ( р < 0 , 0 5 — р < 0 , 0 1 ) , а в 
стволе 21—26 % ( р < 0 , 0 1 ) . У старых 
крыс тормозящий эффект соответст-
венно составляет в. коре 25—27 % ( р < 
< 0 , 0 5 ) , в стволе — 24—32 % {р< 

< 0,001). Нео б х од и м о от м ет и ть, 11 то 
концентрация пептида 10~5 М яв-
ляется как бы пограничной меж-
ду низкими и высокими. При ее 
использовании не выявляется каких-
л ибо ст а т и ст и ч ее к и з и а ч и м ы х из м е н е -
ний активности транспортной АТФазы. 

Угн етен и е п од в л ия н и ем в ы со к и х 
концентраций вазопрессина Na, К-
АТ Ф а з ы со п р о в о ж д а ется увеличением 
активности Mg-АТФазы. Стимуляция 
Mg-АТФазной активности синаптиче-
ских мембран из коры и ствола голов-
ного мозга у животных обеих возраст-
ных групп одинакова. Как видно из 
представленных на рис. 2 данных, мак-
симальная активация этого фермента у 
взрослых крыс составляет в коре го-
ловного мозга 21 % ( р < 0 , 0 0 1 ) , в ство-
ле 24 % ( р < 0 , 0 1 ) , у старых — соот-
ветственно 21% ( р < 0 , 0 5 ) и 19% 
( /?<0 ,01) . Реципрокный характер из-
менений активности Na, К- и Mg-
АТФаз выявлен и другими исследова-
телями [3, 4 | при иных эксперимен-
тальных воздействиях. Низкие концен-
тра ци и вазопрессина не изменяют 
а к т и в н ости М g- А Т (I) а з ы. 

Таким образом, полученные данные 
свидетельствуют о том, что вазопрес-
син в опытах in vitro оказывает регу-
л и рующее вл ияние на а ктивность 
Na, К- и Mg-АТФаз. Особый интерес с 
точки зрения функциональной актив-
ности головного мозга представляет 
активация транспортной АТФазы нерв-
ных окончаний низкими концентрация-
ми вазопрессина, сменяющаяся по ме-
ре их увеличения ингибирующим эф-
фектом. Обращает внимание отсутст-
вие активирующего влияния пептида у 
старых крыс при наличии угнетения 

Рис. 2. Зависимость активности Mg-АТФазы 
синаптических мембран из коры (а) и ствола 
(б) головного мозга крыс разного возраста 

от концентрации вазопрессина. 
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активности N а, К-АТФазы в ы с о к и м и 
его концентрациями. Можно полагать, 
что установленные в исследованиях 
in vitro эффекты вазопрессина имеют 
физиологическое значение. Ранее [2] 
показано изменение энергетического 
обмена, в том числе активности Na, К-
и Mg-АТФаз, в отдельных структурах 
головного мозга при внутривенном 
введении вазопрессина. По-видимому, 
ф а кторы, способств у ющие рез ко м у 
увеличению концентрации этого пепти-
да в нервной ткани, могут негативно 
сказаться на функции головного мозга, 
особенно в старом организме. 
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E F F E C T O F V A S O P R E S S I N ON ACTIVITY 
O F Na+, К 1 -ATPASK IN SYNAPTIC MI-MBIM-

NES O F ADULT AND OLD RAT BRAIN 

R. /. Potapenko 

Ins t i tu te of Gerontology, Academy of Medical 
Sciences of the USSR, Kiev 

Vasopress in regula ted in vitro the activity 
of Na1", K + - A T P a s e in synapt ic membranes 
f rom ra t brain cortex and bra in stem. Low con-
cen t ra t ions of the peptide act ivated the enzyme, 
high concen t ra t ions — inhibited. The effect w a s 
mos t dist inct in brain stem. Agc-depcndcnl: ef-
fects of vasopress in on the Na+, K ' - A T P a s e 
activity were observed. Basal activity of the 
enzyme w a s not altered in synapt ic membranes 
with age ing . 
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M. А. Бабиоюаев, А. И. Деев 

М О Д И Ф И К А Ц И Я М Е М Б Р А Н Н Ы Х С Т Р У К Т У Р ПРИ К А Т А Р А К Т Е 

Московский научно-исследовательский институт глазных болезней им. Гельмгольца 
Минздрава Р С Ф С Р 

Основным фактором, обусловливаю-
щим помутнение хрусталика, является 
уменьшение растворимости кристалли-
нов. В случае типичной старческой ка-
таракты из ядерной зоны помутневших 
хрусталиков выделяются конгломера-
ты высокомолекулярных белков, устой-
чивых к действию мочевины [6]. Такие 
агрегаты, стабилизируемые ковалент-
пыми сшивками, могут быть лишь ча-
стично диссоциированы под действием 
агентов, восстанавливающих S—S-свя-
зи [12]. В состав указанных агрегатов 

входят липиды, которые об ару жива-
ются в цитоплазматической белковой 
фракции хрусталика. Поскольку в про-
зрачном хрусталике большая часть ли-
пидов локализуется в мембранах [5], 
можно предположить, что в агрегации 
кристаллинов участвуют процессы, вы-
зывающие повреждение липидиого 
слоя плазматических мембран хруста-
ликов ых волокон. При этом помутне-
ние хрусталика сопровождается пере-
ходом мембранных липидов в цито-
плазматическую белковую фракцию 
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[8 | . Ранее был установлен факт акти-
вации перекисиого окисления линидов 
(ПОЛ) при катаракте [1]. Учитывая, 
что ПОЛ является одним из распро-
страненных механизмов образования 
конгломератов мембранных белков, мы 
предположили, что одной из причин 
агрегации белков хрусталика м о ж ет 
быть структурное повреждение плаз-
матических мембран как результат их 
j I е р е к и с и о й м од и ф и к а ци и. 

Цель данной работы — выяснение 
вопроса о том, связаны ли структурно-
биохимические характеристики помут-
нения хрусталика с модификацией 
мембран х р уст а л и ков ы х в о л о к о н н а 
различных этапах развития катаракты. 

М е т о д и к а 

В работе использовали хрусталики челове-
ка с различной степенью помутнения (п = 
34), полученные при операциях. Прозрачные 
хрусталики человека извлекали из донорских 
глаз (п — 5), поступавших из байка. Сразу 
ж е после взятия материала проводили экст-
ракцию линидов 'из хрусталика по методу 
Фолча [10] путем гемогенизирования ткани 
в 20 объемах хлороформ-метаиольной смеси 
( 2 : 1 ) с добавлением антиоксиданта 4-метил-
2,6-дитретбутилфенола (0,5 мг/100 мл) в те-
чение 10 мин. После фильтрования получен-
ная проба расслаивалась в делительной во-
ронке в течение 5—8 ч. Д л я расслаивания 
добавляли воду до соотношения 7 : 1 . Все 
операции проводили при 0 °С. Нижнюю хло-
роформную фракцию упаривали. О содержа-
нии фосфолипидов судили по результатам 
определения органического фосфора [13]. 
Количество общих линидов, содержащихся в 
экстракте, определяли гравиметрически, а так-
ж е по характерному поглощению в области 
206—210 им липидного образца после ра-
створения в 4 мл смеси метанол — гептан 
( 5 : 1 ) . Накопление начальных продуктов 
окисления линидов оценивали спектрофото-
метрически по поглощению диеновых конъ-
югатов при 232 им, характеризующему уро-
вень гидроперекисей полиненасыщенных жир-
ных кислот, а т а к ж е по поглощению при 
274 н,м вторичных продуктов П О Л , сопряжен-
ных триенов и кетодиеиов [4], на спектрофо-
тометре «Hitachi-557» (Япония) . О содержа-
нии конечных флуоресцирующих продуктов 
П О Л судили по интенсивности флуоресцен-
ции липидного экстракта при длине волны 
возбуждения 365 мм и испускания 420— 
440 им | 7 | на спектрофлуориметре «Hitachi-
MPF-4». Содержание исходного материала в 
образцах выравнивали по количеству фосфо-
липидов. Спокцрофлуориметр калибровали в 
начале к а ж д о г о дня измерений по стандарт-
пому раствору сульфата хинина (1 мкг/мл 
в 0,1 и. H2SO4) при длинах волн испускания 
флуоресценции 435 им и возбуждения 365 им. 
Д л я электронной микроскопии цельные хру-
сталики фиксировали 4 % глутаровым аль-
дегидом, приготовленным на 0,1 М фосфатном 
буфере рН 7,2—7,4, а затем 1 % раствором 
OsO/, и промывали 50 % этиловым спиртом. 

Хрусталики дегидратировали в спиртах вос-
ходящей концентрации, абсолютном ацетоне 
и заключали в эпон. Срезы для электронной 
микроскопии готовили перпендикулярно по-
верхности в области срединной зоны хруста-
лика па ультрамикротомс L1<B 200 и контра-
стировали азотнокислым свинцом по Рей-
иольдсу. Образцы просматривали в электрон-
ном микроскопе «Л:М-100 В» при увеличе-
нии 20 000. Протяженность мембран па срезе 
оценивали с помощью курвиметра, степень 
везикуляции мембран — по извитости линий,, 
соответствующих мембранам, на электронных 
микрофотографиях. В качестве меры извито-
сти мембран использовали отношение протя-
женности мембран на анализируемом участке 
к отрезку прямой, соединяющему концы ана-
лизируемого участка. 

Р е з у л ь т а т ы 

Известно, что на начальных этапах 
эмбрионального развития хрусталика 
его волокна иа электронных микрофо-
тографиях имеют вид продольных упо-
рядоченных тяжей, окруженных плаз-
матическими мембранами [3]. Соглас-
но общепринятому представлению, по-
мутнение хрусталика связано с увели-
чением числа и размеров белковых 
агрегатов в его ткани [12]. Однако, 
как видно из представленных элект-
ронных микрофотографий (рис. 1, а— 
д), при старении хрусталика и разви-
тии его помутнения, когда образования 
указанных агрегатов еще не отмечает-
ся, плазматические мембраны хруста-
ликовых волокон уже претерпевают су-
щественные изменения. В тех случаях, 
когда хрусталик еще сохраняет свою 
прозрачность, отмечаются наиболее 
ранние изменения упорядочен ноет и: 
структуры плазматических мембран 
продольных волокон, которые образу-
ют характерные «шишковидные» выпя-
чивания и «гнездовидные» углубления 
(см. рис. 1, а ) . По мере прогрессирова-
ния помутнения хрусталиковые волок-
на становятся все более неупорядочен-
ными, их электронная плотность 
увеличивается, мембраны образуют 
большее число выпячиваний и закручи-
ваний. При этом радиус кривизны 
мембранных частиц существенно 
уменьшается. Да л ь н е й ш ее р а з в и т и е 
помутнения хрусталика (см. рис. 1, б, 
в) характеризуется образованием ти-
пичных « в ол и о видпых» м е м б раин ы х 
структур, формирующих множествен-
ное число завитков вокруг электронно-
плотных центров. Подобные извитые 
структуры, различающиеся по количе-
ству и форме, распространяются экс-
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центрично от хрусталикового волокна. 
Завивающиеся мембраны хрусталико-
вых волокон по направлению к пери-
ферии хрусталикового волокна образу-
ют характерные сжатия и расширения 
пространств между соседними волок-
нами. Вид подобных образований на-
поминает ожерелье. На стадии зрелой 
катаракты, биохимически характери-
зующейся формированием в хрустали-
ке крупных высокомолекулярных бел-
ковых агрегатов [12], происходит 
дальнейшая модификация мембранных 
структур хрусталика. Указанная ста-
дия развития катаракты характеризу-
ется тем, что извитые фрагменты мем-
бран хрусталиковых волокон становят-
ся центральной частью массы аморф-
ного вещества и приобретают вид гло-
бул различного размера (100—900 нм) 
с электронно-плотным гранулярным 
содержанием (см. рис. 1, г, д). При 
этом волоконные или мембранные 
структуры более не определяются и 
волокна превращаются в обширные 
массы глобулярных структур. На этом 
этапе происходит потеря свободных от 
глобул мембранных структур. Снача-
ла образуются небольшие глобулы 
(100—200 им), наполненные грану-
лярным материалом, вероятно, белко-
вой природы той же плотности, что и 
цитоплазма хрустал иковых волокон, а 
затем глобулы промежуточного раз-
мера (200—500 нм), содержащие агре-
гаты высоких плотности и дисперсно-
сти. Вероятно, потеря свободных мем-
бран хрусталиковых волокон связана с 
тем, что указанные мембраны участ-
вуют в образовании белковых агрега-
тов. Более крупные глобулы (величи-
ной 600 мм и более) образуются из бо-
лее мелких. На поздних стадиях по-
мутнения хрусталика глобулы стано-
вятся все более агрегированными, 
промежуточные филамеиты исчезают. 
На этом этапе вещество хрусталика 
заполнено в основном белковыми агре-
гатами. Значительное светорассеяние, 
сопровождающее образование указан-
ных белковых агрегатов, зависит от 
соотношения длины волны падающего 
света, размера и концентрации глобул. 

Поскольку ПОЛ является одним из 
механизмов модифицирующего дейст-
вия па структурно-функциональную 
организацию биологических мембран, 
была предпринята попытка сопоста-
вит!, ультраструктурные нарушения в 

мембранах хрусталиковых волокон при 
катаракте с концентрацией образую-
щихся продуктов ПОЛ на соответст-
вующих стадиях помутнения хрустали-
ка. На рис. 2 - 4 представлены резуль-
таты определения различных молеку-
лярных продуктов ПОЛ, обнаруживае-
мых в липидных экстрактах, выделен-
ных из хрусталиков на различных ста-
диях развития катаракты. Как видно, 
содержание гидроперекисей, имеющих 
сопряженные двойные связи (диеновые 
конъюгаты) и определяемых по харак-
терному максимуму в УФ-спектре при 
232 нм, первичных молекулярных про-
дуктов ПОЛ, возрастает на начальных 
стадиях развития помутнения вплоть 
до стадии почти зрелой катаракты. 
Существенно, что при окислении мо-
дельных биологических мембран уро-
вень указанных молекулярных продук-
тов ПОЛ достигает максимума в пер-
вые минуты инкубации, а затем мед-
ленно убывает [2]. Концентрация 
конечных флуоресцирующих продуктов 
ПОЛ неуклонно возрастает в ходе раз-
вития катаракты. Аналогично, в слу-
чае окисле и и я м одельн ы х лип идо в, 
уровень накопления конечных продук-
тов ПОЛ — флуоресцирующих шиф-
фовых оснований увеличивается в бо-
лее поздние промежутки времени инку-
бации мембран. Таким образом, 
динамика накопления продуктов ПОЛ 
в ходе развития катаракты соответст-
вует известным представлениям о вре-
менном увеличении образования гид-
роперекисей и непрерывном накопле-
нии конечных продуктов ПОЛ при ав-
тоокислении липидов в биологических 
мембранах. 

Как видно из таблицы, при изучении 
изменений ультраструктуры мембран 
хрусталиковых волокон в процессе раз-
вития катаракты обнаружены 3 эффек-
та. На ранних стадиях в зоне помут-
нения хрусталика липиды и белок-ли-
пидные комплексы мембран, которые в 
норме тесно связаны с другими липид-
ными компонентами мембраны хруста-
ликового волокна, переходят из мем-
бранной фракции в цитозольную, плаз-
матические мембраны при этом обра-
зуют характерные выпячивания, углуб-
ления и фрагменты (см. рис. 1). При 
прогрессировании помутнения отмеча-
ются дальнейшая фрагментация мем-
бран, уменьшение радиуса кривизны 
мембранных фрагментов (см. коэффи-
циент извитости мембран) , увеличение 
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Рис. 1. Электронные микрофотографии хрусталиковых волокон к а т а р а к т а л ь н ы х хру-
сталиков человека. 

а—начальная катаракта. Срединная зона хрусталика. Видна упорядоченная структура продоль-
ных хрусталиковых волокон с «шишковидным и» выпячиваниями и «гнездовидными» углублениями 

п л а з м а ти ч ее ко ft мембраны; 

поверхности мембран хрусталиковых 
волокон, приходящихся на единицу 
площади волокна (см. рис. 1, Л и Б). 
На стадии выраженного помутнения 

хрусталик а прои сх од ит образование 
крупных (600 им) примембраниых аг-
регатов, потеря свободных мембран 
(см. рис. I, а и 6) . 

Накопление молекулярных продуктов ПОЛ и структурные изменения в мембранах на различных 
стадиях развития катаракты 

Продукты ПОЛ Ультраструктурная характеристика пов-
реждения мембран 

Ст ади я катаракт ы диеновые 
конъюгаты 
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наличие глобул 
и их размер 

Прозрачный хруста -
л и к (5) 

Н а ч а л ь н а я ката рак-
та (G) 

Н е з р е л а я к а т а р а к -
та (10) 

Почти з р е л а я ката-
ракта (8) 

З р е л а я к а т а р а к т а (10) 

1,86=1=0,16 

2,38=1=0,18 

2,52=j=0,12 

2,80=1=0,18 

2,20=1=0,15 

0,45=1=0,06 

0,58=1=0,12 

0,66=1=0,05 

0,76=1=0,06 

0,44=1=0,07 

1,0=1=0,1 

1 ,0=1=0,2 

2,4=1=0,5 

3,0=1=0,7 

4,1=1=0,7 

1,0=1=0,1 

1 ,8=1=0,1 

3 ,1 ± 0 , 2 

1,7=1=0,2 

0,8=1=0,1 

1 3 , 5 ± 1 , 1 

27,5=1=3,1 

34,5=1=5,2 

17,0=1=1,2 

1 3 , 8 ± 1 , . 

Глобулы отсутст-
вуют 
Единичные глобу-
лы (90—150 им) 
О т д е л ь н ы е глобу-
лы (200—300 им) 
М н о ж е с т в е н н ы е 
глобулы (400— 
550 нм) 
Сливание г л о б у л 
(500 нм — 1 мкм) 

П р и м е ч а н и е . В скобках у к а з а н о число исследованных х р у с т а л и к о в . 
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б, о — незрелая катаракта. Срединная зона хрусталика. Плазматические мембраны хрусталиковых 
волокон образуют нерегулярно расположенные закручивания; 

О б с у ж д е н и е 

Какие свойства гидроперекисей фос-
фолипидов хрусталиковых мембран и 
продуктов их дальнейших окислитель-

ных превращений могут быть ответст-
венны за наблюдаемое нарушение 
структурной организации плазматиче-
ских мембран хрусталиковых волокон? 
Гидрофобность амфифильных молекул 
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г — ядерная катаракта; д — зрелая катаракта. Срединная зона хрусталика. Определяются частично 
дезинтегрированные хрусталиковые волокна, характеризующиеся потерей свободных мембран и 
образованием глобулярных структур различного размера и плотностей, часть из которых сливает-

ся. Отметка на фотографии — 1 мкм. 

фосфолипидов определяется их углево-
дородными цепями, укорочение кото-
рых при окислительной деструкции 
гидроперекисей или их химическая мо-

д и ф и к а ц и я, п р и водя щ а я к п оя в л ей и ю 
в жирном ацилс полярных гидропере-
кисных и карбонильных групп, неиз-
бежно отразится на их гидрофильно-

г о 



0.25 

200 240 280 320 
220 260 300 

200 240 280 320 им 
220 260 300 

Р и с . 2. У Ф - с п е к т р ы п о г л о щ е н и я л и п и д н ы х 
э к с т р а к т о в из х р у с т а л и к о в . 

а — норма; б — почти зрелая катаракта. Стрелкой 
указан максимум, характерный для поглощения 

диеновых конъюгатов. 

гидрофобном балансе |11]. Такие мо-
дифицированные молекулы приобрета-
ют свойства детергентов, аналогичных 
лизофосфолипидам, которые образуют-
ся под действием фосфолипазы А2. Та-
ким образом, в результате ПОЛ в 
мембране хрусталикового волокна по-
являются модифицированные кислоро-
дом фосфолипиды, способные увеличи-
вать гидрофильность плазматической 
мембраны и нарушать липид-липидные 
и белок-липидные взаимодействия. Де-
тергентное действие продуктов окисле-
и и я ф ос ф о л и п идов, н а к а п л и в а ю щ и х с я 
в мембранах хрусталиковых волокон 
при катаракте, позволяет дать качест-
венное объяснение наблюдаемому па-

380 420 460 500 540нм 
400 440 480 520 

Р и с . 3. Х а р а к т е р н ы е с п е к т р ы ф л у о р е с ц е н ц и и 
л и п и д н ы х э к с т р а к т о в из х р у с т а л и к о в п р и д л и -

н е в о л н ы в о з б у ж д е н и я 3 6 5 нм . 
1 — норма; 2 — незрелая катаракта; 3 — зрелая ка-

таракта. 

Р и с . 4. Д и н а м и к а н а к о п л е н и я п р о д у к т о в п е р с 
к и с л о г о о к и с л е н и я л и п и д о в п р и п о м у т н е н и и : 

х р у с т а л и к а . 
1 — диеновые коиъюгаты; 2 — флуоресцирующие 
продукты ПОЛ. По оси абсцисс — степень помутне-
ния хрусталика (в %). Количественную оценку сте-
пени помутнения хрусталиков проводили путем из-
мерения относительных площадей зон помутнения 
на телевизионном анализаторе изображений со» 

слайда. 

рушению организации плазматических, 
мембран. Модифицированные кислоро-
дом молекулы фосфолипидов, встраи-
ваясь в бислой, изменяют его геомет-
рию, уменьшая площадь его гидро-
фобной части, увеличивая кривизну 
его поверхности за счет уменьшения 
радиуса мембранной частицы. Этот эф-
фект, по-видимому, и лежит в основе 
фрагментации мембран и образования 
более мелких везикул при катаракте. 
Не исключено также, что изменение 
геометрии бислоя хрусталиковых мем-
бран может происходить под влиянием 
к о м н л е к с оо б р а з о в а и и я ф ос ф о л и и и до в 
с ионами Са2 + . 

Каковы механизмы образования 
меж молекулярных белковых сшивок 
при катаракте? Поскольку среди про-
дуктов ПОЛ имеются бифункциональ-
н ые соед и иени я типа д иа льдегидов, 
представляющие собой поперечно сши-
вающие реагенты, возможно, что од-
ной из причин полимеризации мемб-
ранных белков при катаракте являет-
ся их взаимодействие с этими продук-
тами ПОЛ. В пользу этого свидетель-
ствует накопление флуоресцирующих 
продуктов ПОЛ при катаракте. Другая 
причина образования полимеров кри-
сталлинов может быть связана с тем, 
что продукты Г10Л быстро инактиви-
руют SH-группы белков и приводят к 
истощению системы восстановленного 
глутатиона в хрусталике. Наряду с 
этим ковалентное сшивание белков 
хрусталика возможно в результате их 
взаимодействия со свободными радика-

•131 



.лами линидов, возникающими в ходе 
ПОЛ. В связи свышеуказанным следу-
ет отметить, что накопления д а ж е не-
большого количества окисленных ли-
нидов в мембранах вполне достаточно 
для индукции дальнейшего окисления 
белков [9]. 

Приведенные данные дают основа-
ния полагать, что перекисное повреж-
дение мембран хрусталиковых волокон 
при катаракте не просто сопровождает 
ее развитие, а является инициаторной 
причиной указанного заболевания. 
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M O D I F I C A T I O N 01 M E M B R A N E STRUCTU-
RES IN CATARACT 

M. A. Babizhayev, A. I. Deev 

Helmholtz Ins t i tu te of Ophtha lmology , Moscow 

Ear ly a l te ra t ions re la t ing to lenticular opa-
city occurred long before large protein aggre -
ga tes fo rmat ion in the lens and in p lasma mem-
branes of lens fibres. At the first step of h u m a n 
ca ta rac t development membranes contained typi-
cal knobs, sockets and f r a g m e n t s . Then, with 
development of ca taract , fu r the r f r a g m e n t a t i o n 
and undula t ion of lens m e m b r a n e s were obser-
ved; sur face of (he fibre m e m b r a n e s w a s in-
creased. At the later s teps of lenticular opaci ty 
par t ia l ly des in tegra ted f r a g m e n t s of lens f ibres 
were detected, f ree m e m b r a n e s t ruc tures disap-
peared and the globules con ta in ing protein-lipid 
complexes of var ious size and densi ty were for-
med; these globules were involved in lenticular 
opacity. With g r o w i n g of ca tarac t lipid f rac t ion 
of the lens accumula ted p r imary (hydroperoxi-
des) , secondary (diene c o n j u g a t e s and diene ke-
tons) and the end products (ShifF bases) of 
lipid peroxidat ion. U l t r a s t ruc tu re modif icat ion of 
membranes in ca ta rac t appear to occur in res-
ponse to accumulat ion of the lipid peroxidat ion 
products . This s u g g e s t s tha t lipid peroxidat ion 
not only accompany the ca ta rac t development 
but may be a m o n g the main pa thogenic fac to rs 
of the disease. 

МЕТОДЫ БИОХИМИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ 

УДК 616.155.32-008.939.15-074 

II. П. Таранова, Л. В. Говорова 

М И К Р О М Е Т О Д О П Р Е Д Е Л Е Н И Я О Б Щ И Х Л И П И Д О В 
В Л И М Ф О Ц И Т А Х И Д Р У Г О М Б И О Л О Г И Ч Е С К О М М А Т Е Р И А Л Е 

Ленинградский Н И И детских инфекций Минздрава Р С Ф С Р и Институт физиологии 
им. И. П. Павлова АН СССР, Ленинград 

Д л я оценки состояния мембранных крови в норме и при различных пато-
структур лимфоцитов, макрофагов, логических состояниях необходимы 
иейтрофилов и других клеток белой точные сведения о содержании и соста-
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не липидов в этих клетках. Однако со-
временные методы непригодны для оп-
р еде л е н и я с одер ж а и и я общ их липи-
дов в лимфоцитах и других клетках 
белой крови, так как их чувствитель-
ность недостаточна для определения 
содержания липидов в том количестве 
лимфоцитов, которое можно получить 
из имеющихся в распоряжении иссле-
дователя 5—6 мл периферической кро-
ви (порядка 3—6* 10е лимфоцитов, мас-
са которых составляет 4—5 мг). Так, 
гр а в и м ет р и ч ее к и й м етод 121 тр ебу ет 
не менее 0,2—1,0 г ткани и пе обеспе-
чивает достаточной точности опреде-
ления из-за необходимости упаривать 
большие объемы липидиого экстракта 
в сосудах, масса которых обычно па; 
2—3 порядка превышает таковую ли-
пидиого остатка. Более точный колори-
м ет р и ч ее к и й, с у л ь ф о - ф ос ф о р н о - в а н и -
липовый метод |1, 6] также неприго-
ден для исследования суспензии лим-
фоцитов, так как требует 50 мг биоло-
гического материала, что на порядок 
больше, чем масса лимфоцитов, до-
ступная для анализа. Кроме того, этот 
метод не лишен погрешностей, связан-
ных с возможностью участия в цвет-
ной реакции с фосфорно-ванилиновым 
реактивом нелипидных примесей, в ча-
стности углеводов, присутствующих в 
любых клетках. 

Целью настоящей работы была раз-
работка достаточно чувствительного и 
точного микрометода, пригодного для 
определения содержания с у м м а р и ы х 
липидов в лимфоцитах и других клет-
ках белой крови или в любом другом 
биолог ич ес к ом матери а л е. 

М е т о д и к а 
Л и м ф о ц и т ы выделяли из 2 мл гепариии-

гшроваииой периферической крови по методу 
[4 | па градиенте верографииа (1,076 г/см 3) 
с последующей троекратной промывкой 0,8 % 
NaCl. Осадок лимфоцитов суспендировали в 
0,3 мл 0,8 % NaCl. Чистоту выделенной фрак-
ции лимфоцитов и их целостность контроли-
ровали при помощи светооптичсской микро-
скопии и количество клеток в су.слспзии под-
считывали в камере Горяева . Из 2,0 мл кро-
ви обычно получали 1,5—3,0 - 10П Лимфоцитов. 

Суммарные липиды экстрагировали из су-
спензии клеток по методу | 3 | смесью хло,-
роформ — метанол ( 2 : 1), применяя д л я этой 
цели хророформ д л я тонкослойной хромато-
графии (TCX), или обычный хлороформ, вы-
сушенный над безводным NaoSO/. и перегнан-
ный. Метанол высушивали над К2СО3 и пе-
регоняли. 

Д л я гидролиза сухого остатка липидов 
применяли концентрированную H2SO/, (98 %, 
плотность 1,8365), хранившуюся в условиях, 

07 

не допускавших поглощения паров воды, ли-
бо концентрированную H2SO4, в ы д е р ж и в а ю -
щ у ю пробу С а в а л я . Д л я приготовления стан-
дартного раствора триолеииа (8 г/л) и д л я 
его разведения использовали перегнан-
ный 96 % этанол . Фосфорно-ванилииовый 
реактив д л я цветной реакции (ванилин 
J0 ммоль/л + 0рт0ф0С(|)0|рпая кислота 
II моль/л) готовили следующим образом: 
0,6 % водный раствор ванилина смешивали с 
концентрированной Н3РО4 в соотношении 
1 : 4 (об /об) . Д л я этих целей м о ж н о т а к ж е 
использовать готовый стандартный раствор 
триолеииа и готовый фосфорно-ванилиповый 
реактив из набора «Общие липиды» фирмы 
« Л а х е м а » ( Ч С С Р ) . 

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

Принцип метода: липиды экстраги-
руют из суспензии клеток хлороформ -
метаноловой смесыо, отмывают лииид-
ный экстракт от нелипидных примесей, 
концентрируют липиды, упаривая рас-
творитель, и гидролизуют сухой оста-
ток липидов в минимальном объеме 
(0,2 мл) концентрированной H2SO4, 
после чего проводят цветную реакцию 
гидролизата с фосфорно-ванилиновым 
реактивом и определяют содержание 
липидов в пробе по интенсивности ок-
р а с к и п роду к т о в pea к ц и и. 

Механизм реакции: ненасыщенные 
липиды реагируют с H2SO/, при нагре-
вании смеси с образованием карбоиие-
вого а и ион а; Н3РО4 эстер ифици ру ет 
ОН-группу ванилина; карбониевый ион 
вза и м одейству ет с а кти в и ров а и ной 
карбонильной группой фосфата вани-
лина; в результате реакции образует-
с я ст а б ил из и р о в а н н ы й окра ш ен и ы й 
комплекс. 
. Чтобы найти оптимальные условия 

определения общих липидов в мини-
мальном количестве биологического 
м атер иала была проделана и редвари-
тельная работа по подбору количества 
липидов в пробе, объема H2SO4 для 
гидролиза и фосфорно-ванилинового 
реактива и их соотношения для цвет-
ной реакции, объема окрашенной жид-
кости для фотометрирования, по про-
верке стабильности окраски и пр. На 
основе результатов этих предваритель-
т I ы х! исс л ед ов а ни й б ьт л р а з р а б от а н 
микрометб'д, описание которого приво-
дится ниже. 

Липиды экстрагируют из 0,3 мл сус-
пензии лимфоцитов 20-кратиьтм объе-
мом смеси хлороформ метанол 
(2 : I), прогревают при 55°С па водя-
ной бане в течение 15 мин с последую-
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щей фильтрацией через обезжиренный 
фильтр в мерный цилиндр или мерную 
пробирку на 10—15 мл с притертой 
пробкой. Для удаления нелипидных 
примесей к экстракту добавляют 0,75% 
раствор KCI (из расчета 1 мл на 5 мл 
экстракта), энергично встряхивают 
2—3 мин до образования белой эмуль-
сии и оставляют на сутки. После рас-
слоения эмульсии на 2 фазы верхний 
водно-метаноловый слой удаляют, а 
нижний слой промывают дважды, до-
бавляя по 1 мл «теоретической верхней 
фазы» (смесь хлороформ : метанол : 
: Н2О — 3 : 48 : 47). Нижнюю хлоро-
формную фазу (общий липидный экст-
ракт лимфоцитов) доводят хлороформ-
метаноловой смесыо до определенного 
объема (в нашем случае до 4 мл), объ-
ем записывают. 

Для определения содержания общих 
линидов 0,5 мл липидного экстракта 
переносят в тонкостенную пробирку 
(10X1 см), упаривают досуха на водя-
ной бане при 55 °С, добавляют 0,2 мл 
концентрированной H2SO4 и помеща-
ют на 15 мин в кипящую водяную ба-
ню для гидролиза липидов, после чего 
штатив с пробирками переносят в хо-
лодную водяную башо. Затем отбира-
ют 0,05 мл гидролизата в сухую про-
бирку, добавляют 0,75 мл фосфорно-
ванилинового реактива, тщательно пе-
ре м е ш и в а ют сод е р ж и мое и оста в л я ют 
на 45 мин в темноте для развития 
окраски. Интенсивность розовой окра-
ски продуктов реакции измеряют при 
длине волны 540 нм (зеленый свето-
фильтр) на микрофотоэлектроколори-
метре МКМФ-1 в кювете с толщиной 
слоя 5 мм (объем жидкости 0,8 мл) 

против пробы контроля, в кото-
ром обрабатывали 0,5 мл хлоро-
форма так же, как исследуемую 
пробу. Одновременно с липидны-
ми экстрактами аналогичным обра-
зом обрабатывают 3—4 разведе-
ния стандартного раствора триолеина 
для проверки калибровочной кривой. 
Содержание общих линидов в пробе 
липидного экстракта лимфоцитов на-
ходят по калибровочной кривой, для 
построения которой стандартный рас-
твор триолеина (8 г/л) разводят в 20 
раз этиловым спиртом или хлорофор-
мом и обрабатывают аликвотные пор-
ции рабочего раствора стандарта 
(400 мкг/мл) от 10 до 200 мкг (что со-
ответствует 2,5—5,0 мкг триолеина в 
0,05 мл гидролизата, отобранного для 
цветной реакции), так же как липид-
ный экстракт лимфоцитов. Содержание 
общих липидов в лимфоцитах выража-
ют в микрограммах на 10е клеток. Рас-
чет производят с учетом количества 
лимфоцитов в суспензии, общего объе-
ма липидного экстракта, объема, взя-
того для анализа и объема гидролиза-
та, взятого для цветной реакции. 

В целях проверки стабильности и 
воспроизводимости получаемых ре-
зультатов сопоставляли данные анали-
зов параллельных проб при построении 
калибровочных кривых с использова-
нием стандартных растворов триолеи-
на при различных сроках хранения. 
Результаты, представленные в табл. 
свидетельствуют о стабильности и хо-
рошей воспроизводимости калибровоч-
ной кривой в течение 5 мес, т. е. сро-
ка проведения исследований. При этом 
разброс величин экстинкции для каж-

Т а б л и ц а Г 

Воспроизводимость калибровочной кривой для определения общих липидов при Еб40 (толщина 
слоя 5 мм) 

Количество липидов 
и 0 ,05 мл гидроли-

Стандарт 1 Стандарт 11 
Количество липидов 

и 0 ,05 мл гидроли- дата проведения исследований 
зата стандарта, мкг 

19. 04 1G.07 2 0 . 0 8 3 0 . 0 9 

2 , 5 
5 , 0 

10,0 
20 ,0 
30 ,0 
4 0 , 0 
5 0 , 0 

0 , 0 3 5 ± 0 , 0 0 0 
0 , 0 7 5 ± 0 , 0 0 0 
0 , 1 5 0 ± 0 , 0 0 5 
0 , 3 0 5 4 - 0 , 0 1 0 
0 , 4 6 5 ± 0 , 0 Ю 
0 ,600 ± 0 , 0 1 5 
0 , 7 6 5 ± 0 , 0 1 5 

0 , 0 3 7 ± 0 ,000 
0 , 0 7 0 ± 0 , 0 0 2 
0 ,140 ± 0 , 0 0 5 
0 , 3 1 5 ± 0 , 0 0 5 
0 , 4 6 0 ± 0 , 0 1 0 
0 , 6 0 0 ± 0 , 0 1 0 
0 ,780 ± 0 , 0 1 0 

0 ,040 ± 0 , 0 0 2 
0 , 0 8 0 ± 0 , 0 0 2 
0 ,150 ± 0 , 0 0 5 
0 , 3 2 0 ± 0 , 0 1 0 
0 , 4 6 0 ± 0 , 0 1 5 
0,630-1-0,020 
0 ,800 ± 0 , 0 1 5 

0 , 0 4 2 ± 0 , 0 0 2 
0 , 0 8 5 ± 0 , 0 0 5 
0 , 1 5 5 ± 0 , 0 1 0 
0 , 3 2 5 + 0 , 0 1 0 
0 , 4 7 5 + 0 , 0 1 0 
0 , 6 1 0 + 0 , 0 2 0 
0 , 7 9 0 + 0 , 0 2 0 

Число параллель-
ных проб 

3 4 3 3 



Т а б л и ц а 1 

Результаты определения общих липидов при Е540 в липидном экстракте из лимфоцитов перифе-
рической крови детей 

Пациент 

Количество 
лимфоцито 13 
в исследуе-
мой суспен-

зии, • 1 0° 

Объс м аи а -
л изирусМО го 

л и п и д и о г о 
экстракта, 

мл 

Параллельные пробы Содержание липидов , мкг 

Пациент 

Количество 
лимфоцито 13 
в исследуе-
мой суспен-

зии, • 1 0° 

Объс м аи а -
л изирусМО го 

л и п и д и о г о 
экстракта, 

мл 
I 11 п , в 1,0 мл 

экстракта 
в 1 0 е л и м ф о -

ц и т о в 

А 4 , 2 0 , 5 0 , 4 0 0 0 , 4 1 0 0 , 4 0 5 2 0 4 , 0 1 9 5 , 3 
1 , 0 0 , 8 2 0 0 , 8 1 0 0 , 8 1 5 2 0 8 , 0 198 , 1 

Б 2 , 0 0 , 5 0 , 1 4 7 0 , 1 5 0 0 , 1 4 0 7 6 , 0 1 5 2 , 0 
1 , 0 0 , 2 9 5 0 , 2 9 0 0 , 3 0 0 7 4 , 0 1 4 8 , 0 

В 1 , 8 0 , 5 0 , 2 1 0 0 , 2 1 0 0 , 2 0 5 1 0 0 , 0 2 2 2 , 2 
0 , 5 0 , 2 0 0 0 , 2 0 5 0 , 2 1 0 1 0 0 , 0 2 2 2 , 2 
1 , 0 0 , 4 0 5 0 , 4 0 0 0 , 4 1 0 1 0 2 , 0 2 2 6 , 7 

дой концентрации липидов был незна-
чительным и средняя ошибка пе пре-
вышала 2 % . Это позволяет при иссле-
довании лимфоцитов не строить каж-
дый раз новую калибровочную кривую 
(от 2,5 до 50 мкг в пробе гидролизата) , 
а ограничиваться 3 пробами стандар-
т а — 5, 10 и 15 мкг липидов в 0,05 мл 
гидролизата (соответственно 20, 40 и 
60 мкг в пробе стандарта для гидроли-
зата) в связи с тем, что содержание 
липидов в исследуемых пробах липид-
иого экстракта лимфоцитов обычно пе 
превышает этих границ. 

Для проверки стабильности и вос-
производимости результатов опреде-
ления общих липидов предлагаемым 
способом было определено их содержа-
ние в 3 параллельных пробах липид-
иого экстракта лимфоцитов перифери-
ческой крови 3 детей, причем в разных 
объемах того же липидиого экстракта. 
Полученные данные, представленные в 
табл. 2, свидетельствуют о хорошей 
стабильности и воспроизводимости ре-
зультатов анализа параллельных проб 
в широком диапазоне колебаний коли-
чества липидов в пробе. Средняя ошиб-
ка параллельных определений в этих 
экстрактах не превышает 2 % . 

Таким образом, предлагаемый ме-
тод позволяет стандартизировать усло-
вия исследования и повышает точность 
и специфичность анализа, так как 
предварительная экстракция липидов 
хлороформметаиоловой смесью и 
очистка экстрактов позволяют отде-
лить нелипидные примеси, мешающие 
определению, и исключают погреш-
ность, неизбежную при непосредствен-
ном исследовании суспензии клеток за 
счет варьирующего количества клеток 
в аликвоте суспензии. Предусмотрен-
ное в этом методе концентрирование 

липидов за счет упаривания липидиого 
экстракта досуха и уменьшения объе-
ма гидролизата и фосфорно-ванилино-
вого реактива позволяет в 10 раз повы-
сить -чу в ств и тел ь и ость с у л ь ф о - ф о с ф о р -
ио-вапилииового метода определения 
общих липидов и сделать его пригод-
ным для определения содержания ли-
пидов в ничтожно малом количестве 
биологического материала — порядка 
4—5 мг. 

Предлагаемый метод апробирован в 
Ленинградском Н И И детских инфек-
ций Минздрава РСФСР. Исследованы 
лимфоциты периферической крови 16 
практически здоровых детей в возрасте 
от 3 до 6 лет и установлено, что со-
держание общих липидов колеблется 
от 115,2 до 299,7 мкг на 10° лимфоци-
тов. Это свидетельствует о том, что 
предлагаемый метод позволяет опреде-
лять микроколичества липидов, содер-
жащихся в лимфоцитах, и использо-
вать для этой цели всего (1,5—3,0) • 10° 
клеток, которые могут быть получены 
из 1,5—2,0 мл крови. При этом боль-
шая часть липидиого экстракта (3 из 
4) остается для исследования других 
показателей липидиого состава лимфо-
цитов. 

Предлагаемый метод может быть ре-
комендован для использования с целью 
определения содержания общих липи-
дов не только в лимфоцитах, по и в 
других клетках крови человека и экс-
периментальных животных, а также в 
липидных экстрактах из других тка-
ней, клеток и субклеточных органелл. 
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MIC ROME TI10 D FOR E S T I M A T I O N O F TOTAL L I P I D S IN LYMPHOCYTES AND OTHER . 
B I O L O G I C A L MATERIAL 

N. P. Taranova, L. V. Govorova 

Ins t i tu te of Child Infect ions, Minis t ry of Publ ic Health of the R S F S R , I. P. Pavlov Ins t i tu te 
of Physiology, Academy of Sciences of the USSR, Leningrad 

A inicromethod, developed for es t imat ion of 
total lipids in lymphocytes, other blood cells 
and body t issues, involved extract ion of lym-
phocyte suspension with chlorofoi;m-mcthanol 
mixture , el imination of non-lipid impuri t ies by 
m e a n s of the extract wash ing , concent ra t ion of 
the lipid f ract ion and hydrolysis of dry pellet 
in minimal volume of concentra ted H 2 S 0 4 . Af ter 

react ion of the hydro lyza te with phosphorus -va -
nilin r eagen t the colour in tens i ty of the reac-
tion p roduc t s was measured . The procedure de-
scribed w a s sensi t ive and enabled to e s t ima te 
lipids in min imal volume of biological mater ia l ; 
in the lymphocyte f ract ion isolated f rom 2 ml 
of peripheric blood total lipids were m e a s u r e d 
with accuracy of 1-2 mg . 

УДК 616.153.962.3-074:543.545 

Г. В. Загорулько, Г. 10. Ажицкий, Г. В. Троицкий 

Д В У Х М Е Р Н Ы Й Э Л Е К Т Р О Ф О Р Е З П Р О Д У К Т О В О Г Р А Н И Ч Е Н Н О Г О 
Г И Д Р О Л И З А С Ы В О Р О Т О Ч Н О Г О А Л Ь Б У М И Н А Ч Е Л О В Е К А 

С И С П О Л Ь З О В А Н И ЕМ ИЗОЭЛ Е К Т Р И Ч Е С К О Г О 
Ф О К У С И Р О В А Н И Я В Б О Р А Т - П О Л И О Л Ь Н О Й С И С Т Е М Е 

Крымский медицинский институт, Симферополь 

За последнее время в биохимии по-
лучили большое развитие методы 
сравнительного анализа белков и от-
дельных полипептидов с применением 
двухмерного фракционирования. В хо-
рошо известной методике O'Farrel l Р. Н. 
в первом направлении используют изо-
электрофоретическую систему (ИЭФС) 
с амфолинами, а во втором — ступен-
чатый электрофорез в присутствии до-
децилсульфата Na ( Д Д С Na) [5]. Од-
нако ИЭФС в а м фол им ах дает различ-
ные комплексы с белками, фон при 
окрашивании и затрудняет идентифи-
кацию пептидов из-за их общей приро-
ды с амфолинами [6 | . Борат-полиоль-
ное изоэлектрическое фокусирование 
позволяет проводить эффективное раз-
деление пептидов, что было показано 
на дипептидах [2]. 

Для того чтобы фракционировать 
сложные пептидные смеси с отдельны-
ми компонентами разной молекуляр-
ной массы, в том числе продукты огра-
ниченного пепсинового гидролиза аль-
бумина человека, использовали изо-
электрическое фокусирование в борат-
полиольной системе в сочетании с из-
вестным методом SDS-фореза в гради-
енте полиакриламидного геля (ПААГ). 

М е т о д и к а 

В работе использовали альбумин сыво-
ротки крови доноров, L-дистеин х. ч., пепсин 
(«Sigma», США) , мочевину х. ч., сахарозу 
(«Serva», Ф Р Г ) . ПААГ готовили на реакти-
вах фирмы «Reanal» ( В Н Р ) . Мономер сыво-
роточного альбумина человека (САЧ) выде-
ляли методом препаративного электрофореза 
па вертикальных блоках ПААГ [1]. Чистоту 
препарата контролировали методом диск-
электрофореза с использованием трис-глици-
новой буферной системы [3]. После элюиро-
вания альбумина д л я защиты SH-npynn до-
бавляли L-цистеин из расчета 5 моль на 
1 моль альбумина. 

Продукты ограниченного гидролиза САЧ 
пепсином получали ранее описанным методом 
в присутствии каприловой кислоты | 4 ] . По-
лучено 3 больших фрагмента САЧ и не-
сколько минорных. Продукты гидролиза диа-
лизовали в течение суток против дистиллиро-
ванной воды. Затем проводили ИЭФС фраг-
ментов в 7 % ПААГ с использованием трис-
боратной системы. В качестве исходного ра-
створа использовали 0,1 М раствор борной 
кислоты, оттитрованный 0,2 М триса до рИ 
7,0. Д л я приготовления градиентного ряда рН 
готовили два раствора: раствор № i—4 Мг 
рибофлавина па 100 мл буфера и раствор 
№ 2 — 600 мл буферного раствора + 0 , 2 4 мл 
Т Э М Е Д + 2 4 мл ip а створа № 1. 

Градиент рН в интервале 4,0—7,0 созда-
вали глицерином ч.д.а. от 0 до 55 % на 
растворе № 2. Десять фракций градиентного 
ряда содержали 7 % цианогум-41 («Serva»,. 
Ф Р Г ) и 6 М мочевину. Стандартные стек-
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л я иные трубки (внутренний диаметр 0,5 см, 
длина 10 см) в виде пакета помещали в хи-
мический стакан и перистальтическим насо-
сом подслаивали поочередно все растворы 
градиентного ряда, начиная с самого щелоч-
ного. После 4 ч фотополимеризации трубки с 
гелием помещали в прибор для вертикально-
го диск-электрофореза ПЭФА-1. В верхнюю 
часть каждой трубки вносили но 100 мкг об-
разца, содержащего 10 % сахарозу. Изо-
электрическое фокусирование проводили в те-
чение 24 ч при градиенте потенциала 12 В/см. 
После ИЭФС гелевые столбики извлекали, де-
лали 2 продольных среза. Один слой геля -
контрольный — окрашивали кумасси R = 250 
с последующим отмыванием 6 % О Ь С О О Н , 
второй слой служил для измерения рН. 
Третью часть гелевого столбика использова-
ли при анализе во втором направлении. 

Во втором направлении фрагменты САЧ 
разделяли электрофорезом в пластинке ПААГ 
размером 12X12 см и толщиной 1 мм. В ка-
честве рабочего геля до уровня 2 см ниже 
верхнего края пластинки полимеризовали ли-
нейный градиент концентрации ПААГ (7— 
2 5 % ) в 0,375 М т|рис-НС1 рН 8,9 с добав-
лением 0,1 % Д Д С Na, стабилизированный 
сахарозой. Формирующий гель представлял 
собой 4,7 % ПААГ, полимеризоваиный в 
0,125 М трис-11CI рН 6,8 с 0 , 1 % Д Д С Na. 

В полость над пластинкой помещали ци-
линдрик геля и полимаризовали его в раство-
ре 4,7 % ПААГ. В качестве верхнего элект-
родного буфера использовали трис-глицино-
вый буфер с 0,1 о/о Д Д С Na рН 8,3 и ли-
дирующим красителем бромфеноловым синим. 
Электрофорез вели 5 ч при силе тока 20 мА 
и напряжении 220 В на пластинку. После 
электрофореза гель извлекали, белки фикси-
ровали сутки в (растворе, содержащем 57 г 
ТХУ, 17 г сульфосалициловой кислоты, 150 мл 
этанола в 500 мл дистиллированной воды. Д л я 
окрашивания белковых пятен использовали 
0,1 % раствор кумасси R = 250 в 50 % этаноле 
и 10 % уксусной кислоте в течение 4 ч при 
40 °С. Гель отмывали 6 % уксусной кислотой. 

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

тов ограниченного гидролиза САЧ 
пепсином в градиенте ПААГ (4—25%) 
с 0,1 % Д Д С Na дает 7 белковых по-
лос, включая и е р а с щ е п л е н н ы й а л ь б у -
мин, который служит внутренним мар-
кером. Зона содержит 3 больших фраг-
мента с молекулярной массой около 
44 000, 32 000 и 29 000 Д и более мел-
кие пептиды, молекулярная масса ко-
торых не превышала 24 000 Д (рис. 1, 
см. па вклейке). ИЭФС в борат-поли-
ольной системе продуктов гидролиза 
САЧ выявляет 8 белковых зон в диа-
пазоне рН от 5,1 до 6,5 (рис. 2, см. на 
вклейке). Последующий SDS-форез 
(второе направление) в градиенте 
ПААГ дает 11 белковых пятен, хорошо 
различимых после окрашивания кумас-
си R = 250 (рис. 3, см. на вклейке). 
Этот результат свидетельствует о воз-

можности разделить пептиды с близ-
кими значениями pi и повысить разре-
шающую способность метода. С целью 
демонстрации возможности примене-
ния метода борат-полиольного ИЭФС 
в сочетании с SDS-форезом в градиен-
те ПААГ приведена фотография пеп-
тидной карты продуктов ограниченно-
го пепсинового гидролиза САЧ. 

При проведении ИЭФС продуктов 
гидролиза САЧ необходимо вводить 
6 М мочевину для лучшего растворе-
ния компонентов. В отсутствие моче-
вины продукты пептического гидроли-
за в борат-полиольной системе не раз-
деляются. Необходимо обратить вни-
мание на тот факт, что при разруше-
нии градиента рН перед электрофоре-
зом во втором направлении возможно 
размывание белковых зон, что ведет к 
размыванию пятен на карте. Чтобы из-
бежать потерь белка при электрофоре-
зе и улучшить разрешающую способ-
ность метода, гелевый столбик после 
ИЭФС необходимо вымачивать в тече-
ние 2 мин в 0,3 М НС1, а затем подсу-
шить его фильтровальной бумагой. 

Таким образом, сочетание ИЭФС в 
борат-полиолытой системе с тонкослой-
ным SDS-форезом в градиенте ПААГ 
улучшает разрешающую способность 
метода при фракционировании белков 
и пептидов. Полученные данные позво-
ляют рекомендовать описанный метод 
для идентификации белков и изучения 
продуктов их гидролиза. 
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T W O - D I M E N S I O N A L E L E C T R O P H O R E S I S O F 
THE P R O D U C T S O B T A I N E D AFTER LIMI-
TED HYDROLYSIS O F H U M A N BLOOD SE-
RUM ALBUMIN U S I N G I S O E L E C T R I C FO-

C U S I N G IN В OR ATE - P O L YO L SYSTEM 

G. V. ZagoruVko, G. Yu. Azhitsky, G. 1/. Troil-
sky 

Crimean Medical School, Simpheropol 

A procedure developed involved isoclectrofo-
cus ing in borate-polyol sys tem and thin- layer 
electrophoresis in polyacrylamide gel g rad ien t 
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con ta in ing sodium dodecylsul fa te of the pro-
ducts of h u m a n blood serum albumin obtained 
a f te r par t ia l hydrolysis . The f irst d imension 
isoelectrofocusing in borate-polyol sys tem allo-
wed to separa te pept ides with close va lues of 
pi and to increase the procedure sensit ivity. The 

procedure may be recommended for identifica-
tion of proteins, for es t imat ion of the protein 
degrada t ion in hydrolys is as well as for s tudies 
of peptide m a p s of a lbumin under normal and 
pathological s ta tes . 

Х Р О Н И К А 

УДК 612.822.1:1547.95:547.943]+ 615.31: [547.95:547.9431.03:061.3(47 + 57)«1985» 

В. Д. Слепушкин 

О I В С Е С О Ю З Н О Й К О Н Ф Е Р Е Н Ц И И « Н Е Й Р О П Е П Т И Д Ы : ИХ Р О Л Ь 
В Ф И З И О Л О Г И И И П А Т О Л О Г И И » 

1 Всесоюзная конференция по нейропепти-
дам была проведена 19—20 ноября 1985 г. в 
Томске на базе Сибирского филиала (СФ) Все-
союзного кардиологического научного центра 
( В К Н Ц ) АМН СССР. Конференция была орга-
низована Минздравом С С С Р совместно с Ака-
демией медицинских наук СССР и Всесоюзным 
кардиологическим научным центром. В работе 
конференции приняло участие 60 делегатов из 
40 научных и учебных заведений Минздрава 
СССР, АМН СССР, Минздрава Р С Ф С Р , АН 
СССР, ВАСХНИЛ, Министерства высшего и 
среднего специального образования СССР, АН 
союзных республик — Белорусской, Латвий-
ской и Армянской. 

В 1-й день на пленарном заседании было 
заслушано 5 докладов. 

В докладе доктора мед. паук В. А. В и и о -
г р а д о в а ( В К Н Ц АМН СССР, Москва) бы-
ли представлены данные исследования пепти-
дов с цитопротективной активностью. В частно-
сти, один из синтетических аналогов энкефали-
нов — даларгин, синтезированный в лаборато-
рии синтеза пептидов, — разрешен Фармако-
логическим комитетом Минздрава СССР для 
клинических испытаний в качестве противояз-
венного средства. Имеется клинический опыт 
использования этого препарата, показавший 
его эффективность. В докладе рассмотрены 
превращения даларгина в организме, его фар-
мококинетика, синтез новых препаратов, ли-
шенных опиоидной активности, возможности 
создания лечебных препаратов из группы ней-
ропептидов для перорального применения. 

В докладе доктора мед. паук В. Д. С л е -
П у ш к и н а (СФ В К Н Ц АМН СССР, Томск) 
сообщены итоги исследований нейропептидов в 
эксперименте и внедрения даларгина в клини-
ческую практику согласно региональной коопе-
ративной программе «Нейропептиды» в рамках 
Сибирской программы РОПМЭКС-2 . Показа-
но, что в механизме действия нейропептидов 
при ряде экстремальных ситуаций участвуют 
снижение активности симпатико-адреиаловой 
системы, нормализация иейрогуморальных си-
стем и метаболизма, уменьшение активности 
перекисиого окисления липидов. Установлено, 
что даларгин может быть успешно использован 
для ограничения зоны инфаркта миокарда. Об-
суждали использование даларгина у больных 

с острым инфарктом миокарда и облитерирую-
щим атеросклерозом. Рассмотрены перспективы 
использования нейропептидов, в частности д л я 
лечения шока и атеросклероза. 

Д о к л а д В. К. Л у ц е н к о (Институт общей 
патологии и патологической физиологии АМН 
СССР, Москва) посвящен факторам пептидной 
природы, обусловливающим латерализацию 
мышечного тонуса в условиях генерации пато-
логически усиленного возбуждения. Показано , 
что указанные факторы имеют небольшую мо-
лекулярную массу, термоустойчивы, инактиви-
руются пептидазами. 

В докладе проф. А. И. Б е л к и н а (Мос-
ковский Н И И психиатрии) указано, что далар-
гин у больных хроническим алкоголизмом ос-
лаблял явления абстиненции. Действие далар-
гина зависело от психоэмоционального поведе-
ния больного и от исходного состояния иейро-
гуморальных систем (содержания АКТГ и кор-
тизола) . 

Д о к л а д проф. О. Б. И л ь и и с к о г о 
( В К Н Ц АМН СССР, Москва) был посвящен 
участию нейропептидов, в том числе и вещест-
ва Р, в процессах репарации. Под влиянием 
энкефалинов, вещества Р происходил процесс 
регенезации кожных ран, переломов, инфарци-
рованного миокарда. Докладчик отметил ус-
пешное применение даларгина для лечения ту-
гоухости у детей, сформулировал концепцию 
об участии нейропептидов в организации струк-
турного гомеостаза. 

В докладе проф. Р. И. К р у г л и к о в а 
(Институт высшей нервной деятельности АН 
СССР, Москва) приведены данные об участии 
нейропептидов различных классов в процессе 
обучения и консолидации памяти. 

На последующих заседаниях был заслушан 
ряд докладов по изучению структуры, биологи-
ческих свойств и клинических аспектов приме-
нения нейропептидов. Так, в сообщениях 
С. А. Б у л г а к о в а (Минздрав СССР, Москва) 
и И. Н. Л а м б о р т ( М О Н И К И ) отмечено ус-
пешное применение даларгина в комплексном 
лечении больных с язвенной болезнью желуд-
ка и язвенного колита. С. А. Т и т о в а (Ин-
ститут скорой помощи им. Н. В. Склифософ-
ского, Москва) и Н. Г. К р и ц к а (СФ В К Н Ц 
АМН СССР, Томск) показали, что даларгин 
способствует излечению при экспериментальном 
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